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I. ВВЕДЕНИЕ
Растущее число случаев устойчивости к антибактериальным препара-
там ставит под угрозу эффективное лечение широкого ряда инфекций, 
вызываемых бактериями. Эффективное проведение химиотерапии, 
инвазивных процедур, трансплантации органов невозможно в усло-
виях отсутствия антибактериальных препаратов широкого спектра 
действия. Ежегодно заболевания, вызванные резистентными микро-
организмами, вызывают порядка 70000 смертей в США и Европе [1]. 
Одними из наиболее популярных противомикробных препаратов 
являются β-лактамы (пенициллины, цефалоспорины, карбапенемы 
и монобактамы), игибирующие синтез клеточной стенки бактерий. 
Однако в последние годы увеличивается распространение β-лактамаз, 
способных гидролизовать широкий спектр β-лактамов. Среди них 
стоит выделить отдельно большой класс металло-β-лактамаз (MβL), 
содержащих в активном центре один или два катиона цинка [2, 3].
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II. КЛАССИФИКАЦИЯ МЕТАЛЛО-β-ЛАКТАМАЗ
MβL – обширный класс ферментов, который на сегодняшний 
день насчитывает порядка 500 представителей [4]. Все они имеют 
характерную сендвичную αβ/βα структуру (MβL fold) [5, 6] в которой 
β-листы окружены α-спиралями и катионы цинка располагаются на 
гра нице β-листов (рис. 1). Несмотря на низкую степень совпадения 
амино кислотных последовательностей внутри класса MβL (~2–25 % 
между представителями разных подклассов) [6], структурно среди 
них выделяют 3 подкласса: B1, B2 и B3 (табл. 1). Представители 
под класса B2 имеют наиболее высокий порог идентичности амино-
кис лотных последовательностей (~ 55 %), тогда как внутри под-
клас сов B1 и B3 он составляет порядка ~ 20 % [7, 8]. Каждый из 
выде ляемых подклассов имеет характерные особенности в отно ше-
нии числа катионов цинка в активном центре ферментов и спектра 
гид ро лизуемых субстратов (табл. 2). Ферменты B1 (наиболее кли-
ни чески значимые и многочисленные среди всех MβL [9]) и B3 в 
актив ной форме, в подавляющем большинстве, двуцинковые, а B2 – 
одно цинковые [5, 7]. Аминокислотные остатки, координирующие 
катион Zn2 (табл. 2, рис. 2), совпадают у всех трех подклассов, за 
исклю чением цистеина – в подклассе B3 эту роль играет гистидин. 
Нахо дящийся на месте цистеина серин в подклассе B3, не участвует 
в коор динации Zn2, но играет важную роль в гидролизе субстратов, 
фор мируя с ними водородные связи [10–12]. Также для некоторых 
пред ставителей подкласса B3 (таких как, например, GOB-18 или 
LRA-12) характерно наличие метионина в данной позиции [11, 13]. 
Катион Zn1 для представителей подклассов B1 и B3 координирован 
тремя остатками гистидина, в то время как для подкласса B2 на месте 
одного из гистидинов находится аспарагин (Табл. 2). Кристалличес-
кая структура Sfh-I [14] позволяет предполагать, что в активной 
форме пред ставителей подкласса B2 Zn1 может быть замещен 
моле кулой воды, формирующей водородные связи с гистидинами. 
Также в актив ных центрах всех MβL присутствует гидроксид-ион 
или молекула воды, ответственные за гидроли тическую активность 
дан ных ферментов [8] (рис. 2). 
 Другой характерной особенностью MβL являются петли, находя-
щиеся вблизи активного центра (рис. 1). Подвижные петли L3 и L10 
у ферментов подкласса B1 во многом обуславливают их гидро ли-
тическую активность как в отношении карбапенемов, так и пени ци-
линов и цефалоспоринов [5, 15, 16]. В процессе связывания субстрата 
петля L3 закрывает активный центр фермента, тем самым косвенно 
участвуя в процессе гидролиза [15, 17]. В пользу особой роли данной 
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Таблица 1. Некоторые представители подклассов B1, B2 и B3 
металло-β-лактамаз.

Число ферментова) Представители Микроорганизм [6]
B1 340 BcII Bacillus cereus

BlaB Chryseobacterium meningoseptica
Bla2 Bacillus anthracis
CcrA Bacteroides fragilis
IMP-1 Serratia Marcescens, 

Pseudomonas aeruginosa
SPM-1 Pseudomonas aeruginosa
NDM-1 Escherichia coli, 

Klebsiella pneumonia
VIM-1 Pseudomonas aeruginosa, 

Acinetobacter baumanii
B2 26 CphA Aeromonas hydrophila

Sfh-I Serratia fonticola
B3 151 AIM-1 Pseudomonas aeruginosa

BJP-1 Bradyrhizobium japonicum
CPS-1 Chryseobacterium piscium
GOB-1 Chryseobacterium meningoseptica
FEZ-1 Legionella gormannii
L1 Stenotrophomonas maltophilia
SMB-1 Serratia marcescens

а) согласно базе данных MBLED [4]

петли также говорит тот факт, что представители подкласса B2, 
имеющие более короткую петлю L3 и дополнительную гидрофобную 
область вблизи активного центра, формируемую за счет α3 спирали 
(рис. 1), способны гидролизовать только карбапенемы [16, 18] (табл. 
2). Мутации, влияющие на уменьшение подвижности петли L10 
в ферменте NDM-1 [19], указывают на снижение каталитической 
актив ности данного фермента в отношении как пенициллинов, так и 
цефа лоспоринов и карбапенемов. Ферменты класса B3 имеют дру гую 
организацию петель в области активного центра [20] (рис. 1). Петли 
1 и 2 так же участвуют в распознавании субстратов [21]. Иссле до-
ва ния мутаций в области петли L8 демонстрируют, что ее строе ние 
связано со скоростью гидролиза антибиотиков в активном центре 
фермента [22].
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Таблица 2. Структурные особенности активного центра  
B1, B2 и B3 подклассов MβL  

и данные об их гидролитической активности.
B1 B2 B3

Число катионов Zn2+ в 
актив ном сосотоянии / в 
неак тивном сосотоянии а),б)

2 / 1 (Zn1) 1(Zn2) / 2 2

Остатки координи-
рую щие катионы Zn2+

Zn1 3 His –в) 3 His г)

Zn2 Asp, Cys, His Asp, Cys, 
His

Asp, 2 His

Гидролизуемые субстраты Пенициллины, 
цефало спорины, 
карбапе немы

Карбапе-
немы

Преимущственно 
пенициллины и 
цефалоспорины

Не гидролизуемые (слабо 
гидролизуемые) субстраты

Монобактамы Монобак-
тамы, пени-
цил лины, 
цефа ло спо-
рины

Монобактамы, 
карбапенемы

а) в случае одного катиона цинка в скобках указано какой именно катион при-
сут ствует в данной форме;

б) существует ряд исследований, указывающий на гидролитическую активность 
одно цинковых ферментов подклассов B1 (Bla2 [28]) и B3 (L1 [29]);

в) в области сайта связывания Zn1, который занимает молекула воды в случае 
одно цинковой формы фермента, присутствуют остаток Asn и два остатка His;

г) в случае ферментов семьи GOB, продуцируемых Chryseobacterium Menin go-
sep tica, на месте одного из гистидинов присутствует глутамин [11].

 Следует отдельно отметить, что SPM-1, являющаяся представи-
телем подкласса B1, имеет сходное строение петель с подклассом 
B2: для нее также отсутствует мобильная петля L3 [23]. Однако это 
не отражается на ее гидролитической активности [16, 24]. Данная 
особен ность связана с различиями в аминокислотной после дователь-
ности в области дополнительного фрагмента вблизи актив ного центра 
(между спиралью α3 и β-листом β7), поскольку при замене данного 
фрагмента (24 аминокислотных остатка) на аналог, харак терный для 
B2 (17 аминокислотных остатков), SPM-1 теряла актив ность в отно-
ше нии пенициллинов и цефалоспоринов [25]. Также другой особен-
ностью SPM-1 (наряду с GOB) является активность в одно цин ковой 
форме, хотя B1 и B3 MβL являются двуцинковыми фер ментами [7].
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Рис. 2. Активные центры представителей различных подклассов MβL в активных 
формах (PDB 3SPU [26], 3SD9 [14], 1SML [27]). 
 Водородные и координационные связи отмечены пунктиром, красными 
сфе рами показаны атомы кислорода OH– иона (B1, B3) и молекулы воды (B2), 
коор ди нированные катионами Zn2+ и формирующие водородные связи с амино-
кис лотными остатками в активном центре.
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III. МЕХАНИЗМЫ ГИДРОЛИЗА β-ЛАКТАМОВ
Все MβL инактивируют β-лактамы за счет нуклеофильной атаки OH– 
иона или молекулы воды, находящихся в активном центре фермента, 
что приводит к разрыву C–N связи β-лактамного кольца. Источник 
нук лео фильной атаки подтверждается различными исследованиями, в 
том числе анализом структур ферментов без антибиотика в активном 
центре, полученных методом рентгеноструктурного анализа [14, 26, 
27, 30–34]. Наличие именно гидроксид-иона, координированного 
двумя катионами Zn2+, в случае ферментов подклассов B1 или B3, 
обус ловлено понижением pKa связанной воды. На основе данных 
о рас стоянии между OH– ионом и Zn1/Zn2 (1.9–2.0 Å и 2.5–3.0 Å, 
соот ветст венно, для ферментов подкласса B1), предполагается, что 
именно Zn1 ответственен за понижение pKa [5]. После разрыва C–N 
связи ста билизация полученного анионного интермедиата происхо-
дит преимущественно за счет Zn2, присутствующего у предствителей 
всех подклассов. Это подтверждается инактивацией MβL при уда-
ле нии Zn2 из активного центра [5]. Данная особенность объясняет 
гидролитическую активность ферментов с различным колличеством 
катионов цинка в активном центре. Однако в зависимости от рас смат-
ри ваемого подкласса и группы гидролизуемых β-лактамов сущест вует 
ряд особенностей протекания реакции.
 Поскольку для установления механизма биохимической реакции 
экспе риментальные техники во многих случаях дополняются моде-
ли рованием данных процессов, далее значительное внимание будет 
уделено исследованию реакций гидролиза β-лактамов комбини ро ван-
ным методом квантовой механики и молекулярной механики (КМ/ММ) 
[35, 36]. Он широко используется для описания трехмерной структуры 
макромолекулярных комплексов и установления энергетического 
профиля ферментативной реакции. 

МЕХАНИЗМ ГИДРОЛИЗА β-ЛАКТАМОВ B1 MβL
Нуклеофильная атака

Для двуциковых MβL гидроксид-ион, находящийся в активном 
центре фермента, является нуклеофилом, атакующим C=O группу 
β-лак тамного кольца и приводящего к разрыву C–N связи [5] (рис. 3). 
Данная стадия является общей для пенициллинов, цефалоспоринов 
и кар бапенемов. В следующих этапах реакции значительную роль 
играет остаток аспарагиновой кислоты, координирующий катион 
Zn2 (см. табл. 2). При КМ/ММ моделировании (SCC-DFTB/ММ) 
пер вого этапа гидролиза ампицилина в активном центре NDM-1, 
протон OH– группы переносился на Asp124. Это подтверждается 
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иссле дованиями активности BcII MβL при низких значениях pH [37]. 
Дейст вительно, протонирование остатка аспартата, координирующего 
Zn2 и OH– в активном центре фермента, приводит к деактивации BcII. 
Исследования кристаллизованных структур MβL Bacillus cereus явно 
указывают на удаление Asp120 от Zn2 и отсутствие OH– в активном 
центре при pH = 4.5 [38]. Изучение мутантных форм BcII (D120N, 
D120E, D120Q, D120S) также подтверждают значительную роль 
Asp120 в стабилизации положения катиона цинка [39]. 
 Моделирование раскрытия β-лактамного кольца ампицилина под 
действием MβL NDM-1 (SCC-SFTB/CHARMM22) явным образом 
демонстрирует перенос протона на Asp124 [40]. Энергетический 
барьер рассматриваемой стадии составил 19.4 ккал/моль, согласно 
дан ным, полученным после пересчета волновой функции стацио-
нар ных точек реакционного пути в приближении B3LYP/MM. Также 
авторы указывают на особою роль остатков Asn220 и Lys211, допол-
ни тельно стабилизирующих связывание субстрата в активном центре 
NDM-1. Поскольку данные остатки формируют водородные связи 
с карбоксильными группами гидролизованного субстрата, теоре-
ти чес кие работы, посвященные гидролизу карбапенемов NDM-1, 
демонст рируют схожие выводы [41, 42]. Анализ кристаллических 
струк тур интермедиатов гидролиза карбапенемов (имипенема и 
меро пенема) NDM-1, полученных в 2017 г., подтверждают форми-
ро ва ние водородных связей между Asn220 и карбоксильной группой 
анти био тиков, образовавшейся в ходе гидролиза [43]. Также данные 
струк туры демонстрируют межатомные расстояния, характерные для 
водо родной связи между Lys211 и карбоксильной группой 5-членного 
кольца. 
 Подавляющее большинство экспериментальных и теоретических 
исследований гидролиза β-лактамов указывают на прямое взаимо-
дейст вие карбоксильных групп гидролизованных субстратов с 
катионами Zn2+ [40, 41, 43–46]. Однако для гидролиза антибиотика 
цефа лоспоринвого ряда (цефотаксима) MβL CcrA в работе [47] был 

Рис. 3. Схема механизма гидролиза пеницилинов MβL B1.
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предложен одностадийный механизм в кото ром взаимодействие 
карбоксильной группы 6-членного кольца с Zn2 происходит через 
дополнительную молекулу воды. Для этого прово дилось КМ/ММ 
(BLYP/AMBER) молекулярно-динамическое моде лирование (NVT 
ансамбль) с использованием молекулярной дина мики Кара-Пари-
нелло. В полученном механизме дополнитель ная молекула воды 
служит источником H+ для протонирования азота 6-членного кольца. 
Барьер реакции на поверхности энергии Гельмгольца составил 
18 ± 2 ккал/моль. Также проводилось моде лирование (PM3/AMBER) 
гидролиза нитроцефина CcrA в котором карбоксильная группа 
субстрата взаимодействовала с соот вет ствующим катионом цинка 
напрямую [48]. Однако для явного подтверждения/опровержения 
предложенного в [47] механизма требуется более детальное изучение 
гидролиза цефалоспоринов металло-β-лактамазами B1, включаю-
щее исследование кристаллических структур интермедиатов данной 
реакции. 

Протонирование анионного интермедиата
Ряд исследований указывает, что стадия протонирования анионного 
интермедиата, образующегося после разрыва β-лактамного кольца, 
является лимитирующей стадией гидролиза MβL подкласса B1 [37, 
39, 49–51]. Так, кинетический изотопный эффект растворителя для 
гид ролиза цефотаксима и нитроцефина BcII и CcrA (Dkcat > 1) демон-
ст рирует, что именно этап протонирования гидролизованного суб-
страта, а не нуклеофильной атаки является лимитирующей ста дией 
реак ции [39, 50]. Это также подтверждается данными об измене-
нии спектра поглощения в ходе реакции нитроцефина с BlaB [51]. 
Нитроцефин является хромогенным субстратом и демонст ри рует 
красное смещение полосы интермедиата (665 нм) по сравне нию 
с полосами субстрата и продукта реакции (390 и 485 нм) и позво-
ляет получать спектры поглощения с временным разрешением в 
процессе гидролиза. Полученные данные [51] указывают на быстрое 
накопление интермедиата с его последующим медленным расходом 
и демонстрируют, что именно протонирование интермедиата явля-
ется лимитирующей стадией гидролиза: константа скорости для 
этапа нуклеофильной атаки оказывалась выше в 7–12 раз. После-
дую щие исследования [49] гидролиза нитроцефина BlaB методом 
оста новленной струи также подтверждают данный факт. 
 Тем не менее, стадия протонирования частично гидролизованного 
интер медиата разнится в зависимости от класса гидролизуемых 
β-лактамов. Действительно, при гидролизе пенициллинов после 
раскрытия β-лактамного кольца отрицательный заряд оказывается 



Е.О.Левина, М.Г.Хренова64

сконцентрирован на азоте 5-членного цикла, что приводит к его даль-
ней шему протонированию [18] (рис. 3). В случае цефалоспоринов 
и карбапенемов за счет делокализации отрицательного заряда вдоль 
N–C–C фрагмента существуют два основных варианта про текания 
реак ции: протонирование атома азота или углерода 5- или 6-членного 
кольца. 
 1H и 13C ЯМР исследования гидролиза карбапенемов MβL NDM-1 
[43, 52] указывают на протонирование атома атома C2 в сопряженной 
системе N4–C3–C2 интермедиата реакции (рис. 4а). В [43] авторы 
сообщают о наличии только β-диастериомера в продук тах гидролиза. 
В других работах наблюдалось присутствие α-диасте риомера: 
соотношение α:β для гидролиза имипенема NDM-1 составило 
~1:5 [52], для BcII ~7:3 [53]. Т.е. в последнем случае предпо ла-
гае мый механизм реакции имеет два пути. Наличие α-диасте риа-
мера объясняется после дующим переходом Δ2 таутомера в более 
стабильную Δ1 форму в растворе [52]. Возможным донором протона 
для образования β-диасте риомера является вода, находящаяся 
в автивном центре со стороны гидрофобной петли L10. Данное 
предположение подтверждается МД моделированием (силовое поле 
AMBER, NVT ансамбль) поведения воды в активном центре комп-
лекса NDM-1 с меропенемом, демонстрирующим наличие некоторого 
количества моле кул воды в данной области [52]. В работах N.N. Nair 
и коллег [42, 54] также было проведено КМ/ММ МД моделирование 
с исполь зованием молекулярной динамики Кара-Паринелло (PBE/
AMBER) процесса гидролиза имипенема и меропенема NDM-1. 
Про то ни рование атома азота происходило за счет молекулы воды, 
дифун дирующей в активный центр, и оказывалось более выгодным, 
чем непосредственный перенос протона с Asp124 на атом N. Однако 
авторы отмечают, что несмотря на делокализацию заряда вдоль 
N4–C2–C3 фрагмента, таутомеризация двойной связи в ходе моде ли-
ро вания не наблюдалась [42]. Лимитирующей стадией реакции было 
присоединение OH–, протекаю щее с энер гетическим барьером 20 
ккал/моль для двух рас смот рен ных антибиотиков. 
 При моделировании гидролиза цефалоспоринов кроме односта-
дий ного механизма, предложенного в работе [47], C.K. Das и N.N. Nair 
[54] предложили многостадийный механизм гидролиза цефа лек сина 
NDM-1 в котором Lys211 выступал бы в качестве донора протона в 
ходе протонирования атома углерода в 6-членном кольце анионного 
интермедиата. Перенос протона происходил при помощи цепочки из 
двух молекул воды, которая формировалась после стадии раскрытия 
β-лактамного кольца. Барьер лимитирующей стадии гидролиза, как 
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и в случае с работами данных авторов по гидролизу карбапенемов 
[42, 54], составил 20 ккал/моль и относился к стадии нуклеофильной 
атаки OH– иона. Как было отмечено выше, также был предложен двух-
ста дийный механизм гидролиза нитроцефина [48] в котором после 
рас крытия β-лактамного кольца потонирование атома N происходило 
за счет молекулы воды, дифундирующей к катионам цинка. 
 Следует отметить, что, согласно экспериментальному исследова-
нию гидролиза цефалоспоринов NDM-1 методами 1H ЯМР и РСА 
[55], для цефалоспоринов существуют дополнительные варианты 
механизма гидролиза в зависимости от природы заместителя при 
атоме C3 в фрагменте N5–C4–C3 (рис. 4b). Протонирование атома C3, 
пред ложенное C.K. Das и N.N. Nair [54], происходит только в случае, 
если в заместителе отсутствует двойная связь, проводящая к допол-
ни тельному сопряжению с фрагментом N5–C4–C3. Если двойная связь 
при сутствует и R2 является хорошо уходящей группой (как, например, 

Рис. 4. Продукты гидролиза карбапенемов (а) и цефалоспоринов (б) MβL 
NDM-1 (подкласс B1).

а)

б)
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в цефуроксиме), образуется продукт с отщеплением R2. В третьем 
случае наблюдается смещение двойной связи в заместителе.
 Существуют также теоретические исследования механизма гид-
ро лиза B1 MβL с единственным катионом цинка в активном центре. 
P. Carloni и соавторы [56] моделировали гидролиз цефотаксима 
одно цинковой BcII MβL при помощи КМ/ММ МД (BLYP/AMBER). 
Актив ный центр фермента без субстрата содержал только катион 
Zn1. Zn2 отсутствовал, причем на его месте не находилась допол-
ни тель ная молекула воды, которая обычно характерна для одно цин-
ко вых фер мен тов (см. раздел посвященный поклассу B2). После 
нуклео филь ной атаки OH– иона источником протонирования атома 
N стано ви лась молекула воды, которая мигрировала в реакционную 
область на первой стадии гидролиза. Барьеры свободной энергии на 
первой и второй стадиях реакции составили 18.5 ± 2.0 и 21.0 ± 2.0 
ккал/моль, соответственно. Несмотря на то, что для ферментов под-
класса B1 существуют гидролитически активные одноцинковые 
варианты [28], на сегодняшний день в литературе отсут ствуют данные 
по активным одноцинковым формам BcII. Сущест вующие данные 
изу че ния активности BcII предполагают, что данный фермент in vivo 
активен именно в двуцинковой форме [57]. 

МЕХАНИЗМ ГИДРОЛИЗА β-ЛАКТАМОВ B3 MβL

Подкласс B3 MβL наряду с подклассовм B1 представлен в основном 
двуцинковыми ферментами, однако их спектр активности в основном 
включает антибиотики пенициллинового и цефалоспоринового 
рядов. Более узкий набор гидролизуемых субстратов связывают с 
особенностями строения петли L8 (см. рис. 1), которая имеет схожую 
роль с петлей L3 в B1 MβL [7, 58]. Примечательно, что в случае 
MβL AIM-1 конформация данной петли значительно отличается от 
харак тер ной для большинства представителей данного подкласса 
[59]. L8 также оказывается короче на два или три аминокислотных 
остатка по сравнению с FEZ-1, BJP-1 и L1 и содержит в себе Gln157, 
кото рый отсутствует у остальных MβL кроме SMB-1. Согласно 
иссле дованиям кристаллических структур AIM-1 и SMB-1 [59–61] 
Gln157 участвует в процессе распознавания субстрата за счет 
форми рования с ним водородной связи. Структуры, полученные в 
КМ/ММ моделировании гидролиза цефалоспорина AIM-1 (B3LYP/
OPLS-2005), указывают на взаимодействие Gln157 с карбоксильной 
груп пой цефокситина [59]. Связывание Gln157 именно с остовом 
β-лак тамов также подтверждается в кристаллической структуре 
интер медиата гидролиза дорипенема SMB-1 [61]. Тем не менее, 
при экспериментальном исследовании кинетики гидролиза Q157A 
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мутантной формы не наблюдалось значительных отличий от нативной 
формы [62]. Данный факт может объясняться тем, что лимитирующей 
стадией реакции является открытие β-лактамного кольца [59]. 
 Исследование кинетики гидролиза L1 MβL [63] проводилось 
мето дом остановленной струи в условиях полного связывания 
суб страта ферментом ([E] >> [S]). Стадия перехода от анионного 
интер медиата к продуктам реакции являлась лимитирующей и харак-
те ризовалась значением kcat в 5 раз более низким по сравнению со 
стадией нуклеофильной атаки OH–. КМ/ММ моделирование [64] 
дан ной реакции (PBE0-D3/AMBER) позволило установить деталь ный 
механизм ее протекания, а расчет энергий S0–S1 переходов методом 
неста ционарной теории функционала плотности, дополненный 
анализом теоретически полученных кинетических кривых, явным 
образом соотнести интермедиат, поглощающей в области 665 нм 
[63], с одним из наблюдавшихся в расчете. Для L1 MβL после нуклео-
фильной атаки OH– иона, координированного катионами цинка, и 
расщепления β-лактамного кольца, происходит протонирование атома 
азота 6-членного цикла нитроцефина, с переносом протона от про-
тонированного после первой стадии гидролиза остатка Asp120 через 
кислород карбоксильной группы нитроцефина, образовавшейся в ходе 
нуклеофильной атаки (рис. 5). Стадия переноса протона проис ходила 
с барьером в 16.8 ккал/моль и являлась лимитирующей, а пред-
шествующий ей интермедиат являлся детекируемым в эксперименте.

Рис. 5. Схема гидролиза цефалоспоринов L1 MβL (подкласс B3). Водородная 
связь O–H∙∙∙N в переходном состоянии обозначена красной пунктирной линией.
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 В ходе исследований особенностей гидролиза антибиотиков цефа-
лоспоринового ряда L1 MβL нами также использовалась комби нация 
методов КМ/ММ и квантово-топологического анализа электрон ной 
плотности, дополненного анализом других дескрипторов, харак те-
ри зующих химическое связывание [65–68]. Необходимость исполь-
зо вания такого комбинированного подхода связана с ошибкой метода 
КМ/ММ, не позволяющей сопоставлять гидролитическую активность 
одного фермента в отношении родственных субстратов [65]. В ходе 
исследований было выявлено, что особенности водородной связи 
O–H∙∙∙N в переходном состоянии лимитирующей стадии гидролиза 
(рис. 5) определяют скорость реакции в активном центре L1 [65]. В 
частности, низкая делокализация электронной пары атома азота во 
фрагменте O–H∙∙∙N–С4–С3 способствует высокой скорости гидролиза 
цефа лоспоринов[68]. 
 Моделирование гидролиза оксацефалоспоринов (моксалактам) – 
антибиотиков родственных цефалоспоринам, L1 MβL проводилось 
как для стадии раскрытия β-лактамного кольца [69, 70], так и для 
полного механизма гидролиза [71].
 В первом случае SCC-DFTB/ММ расчеты [69] указывают на 
значи тельную роль Asp120 в ориентации нуклеофила и на про то-
ни рование данного остатка только после разрыва C–N связи β-лак-
там ного кольца. Также авторами отмечается особая роль Ser221 в 
связы вании субстрата в активном центре и стабилизация интер-
медиата в активном центре посредством непосредственного взаимо-
дей ствия сформированной из C=O β-лактамного кольца карбок-
силь ной группы и атома N 6-членного кольца с катионами цинка. 
Энер гетический барьер данной стадии был оценен в 23.5 ккал/моль. 
Исследование полного механизма гидролиза [71] (PBE0-D3/AMBER) 
указывает, что на финальной стадии происходит отделение отри ца-
тельно заряженного фрагмента заместителя R2, что приводит к его 
укорочению и смещению двойной связи в шестичленном кольце гид-
ролизованного антибиотика в позицию N–C4 (аналогично пред став-
ленному на рис. 4б). Энергетический барьер первой стадии соста вил 
14.3 ккал/моль. Однако наибольшие энергетические барьеры (>20 
ккал/моль) были получены при попытках описать процесс после 
отщеп ления 1-метил-тетразолил-5-тиолята, в том числе диссоциацию 
комп лекса L1 с гидролизованный моксалактамом. Это объясняет 
устой чивость полученного комплекса, фиксируемого в эксперименте 
[10] и, как следствие, ингибирующие свойства моксалактама.
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МЕХАНИЗМ ГИДРОЛИЗА β-ЛАКТАМОВ B2 MβL

MβL подкласса B2 в активной форме содержат один катион цинка 
[5–7]. Исследования кристаллической структуры Sfh-I без субстрата 
[14] указывают, что в координационной сфере Zn1 находятся Asp120, 
Cys221, His263 и молекула воды. Другая молекула воды нахо дится 
в положении Zn2 и формирует водородные связи с окру жающими 
ее остатками, причем расстояние между атомами кисло рода воды и 
азота His118 оказывается кратчайшим (~ 3.5 Å). Этот факт позволяет 
предполагать, что His118 может участвовать в акти вации данной 
моле кулы воды для нуклеофильной атаки. При иссле дования крис-
тал лических структур MβL CphA с биапенемом O. Dieberg и кол ле-
гами [72] было высказано предположение, что Asp120 также может 
участ вовать в процессе активации нуклеофила. Иссле до ва ния гидро-
лиза биапенема мутантными формами CphA также подтверж дают 
клю чевую роль остатков Asp120, His118 и His263 в гидро ли ти ческой 
актив ности данного фермента [73]. 
 При КМ/ММ моделировании гидролиза биапенема MβL CphA 
были предложены механизмы, включающие [74] и не вклю чающие 
[75] в себя образование бициклического интермедиата. В первом 
случае [74] (SCC-DFTB/CHARMM) нуклеофильная атака проис хо-
дит за счет единственной молекулы воды, находящейся в актив ном 
центре фермента, активируемой Asp120. После миграции второй 
молекулы воды в активный центр предполагаются два пути про-
текания реакции: (i) непосредственное протонирование атома N 5-и 
членного цикла антибиотика; (ii) формирование промежуточного 
бицик лического интермедиата за счет вращения вокруг связи C–C 
бывшего β-лактамного кольца с последующим протонированием атома 
N молекулой воды (рис. 6). В случае реализации пути (i) наибольший 
энергетический барьер имеет стадия раскрытия β-лактамного кольца 
(14 ккал/моль), тогда как для побочной ветви реакции максимальный 
барьер наблюдался при переходе к комплексу фермент-продукт 
(41 ккал/моль). Авторы также сообщают о наличии кристаллической 
структуры интермедиата второго пути реакции, который согласуется 
с данными [72]. D.L. Gatti [76] на основании КМ/ММ моделирования 
(B3LYP/OPLS-AA) и использования метода метадинамики установил, 
что бициклическое соединение является продуктом гидролиза 
CphA, но оно формируется не в активном центре, а в растворе, если 
гидролизованный биапенем выходит из активного центра фермента в 
подходящей конформации (с гидроксильной группой расположенной 
над плоскостью кольца, см. рис. 6). Также бициклическое соединение 
обладает высоким сродством к CphA, что объясняет его повторное 
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связывание в активном центре. Максимальный энергетический 
барьер предложенного механизма реакции составил 14.3 ккал/моль. 
Следует также отметить, что J. Bertrán и коллеги [77] отмечают 
неоднозначность интерпретации кристаллических структур бицик-
ли ческих соединений как интермедиатов [72, 74], поскольку распре-
деление электронной плотности не дает возможности провести явное 
различие между биапенемом и гидролизованным биапенемом.
 Другой предложенный механизм [75], не включающий в себя 
обра зование бициклического соединения, предполагает взаимо дей-
ст вие карбоксильной группы 5-членного кольца с катионом цинка 
не напрямую, а через вторую молекулу воды, связанную с His118 
и Asp120 (рис. 7). Моделирование КМ/ММ МД (BLYP/AMBER) 
демон ст рирует одностадийный механизм в котором раскрытие 
β-лак там ного кольца идет одновременно с протонированием атома 
азота за счет молекулы воды, взаимодействующей с Zn2+. Барьер 
свободной энер гии данного процесса составил 15 ± 2 ккал/моль. 
Моделирование прове денное S.H. Ackerman и D.L.Gatti [78] также 
указывает, что нуклео филом не является молекула воды, связанная 
с катионом цинка, однако, конфигурация фермент-субстратного 
комплекса в [78] раз ли чается по сравнению с полученной P. Carloni 
и коллегами в [75]: карбоксильная группа негидролизованного биа-

Рис. 6. Схема основной и побочной ветвей механизма гидро лиза биапенема 
MβL CphA (подкласс B2).
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пе нема напрямую взаимодействует с катионом цинка. Также в [77] 
был предсказан одностадийный механизм гидролиза имипенема 
CphA (PM3/OPLS-AA) с энергетическим барьером 32.6 ккал/моль. 
Авторы отмечают, что любые попытки моделирования ступенчатого 
гидролиза были безуспешны. 

III. МЕХАНИЗМЫ ИНГИБИРОВАНИЯ  
МЕТАЛЛО-β-ЛАКТАМАЗ

Одной из стратегий для преодоления антибиотикорезитентности явля-
ется применение ингибиторов β-лактамаз совместно с β-лактамами. 
Такие комбинированные препараты (содержащие кла вулановую 
кислоту, сульбактам, тазобактам) находят широкое применение в 
клинической практике [79]. Ключевым недостатком существующих 
лекарственных форм является распространение мик ро организмов, 
продуцирующих β-лактамазы невосприимчивые к действию таких 
ингибиторов. В том числе, к данным орга низмам отно сятся бактерии, 
резистентность которых обуслов лена наличием MβL. Особенной 
слож ностью при разработке потен циаль ных ингиби торов MβL 
является сочетание необходимости их эффек тив ного инги би рования 
широ кого набора ферментов (в том числе пред ста ви телей различных 
под классов MβL) и низкой ток сичности. 
 По механизму действия соединения, способные деактивировать 
MβL, в большинстве случаев можно отнести к одной из двух групп: 
координирующие катионы цинка и связывающие аминокислотные 
остатки в активном центре фермента [80]. Также в качестве отдельной 
группы можно выделить аллостерические ингибиторы MβL [81]. 

Рис. 7. Схема активного центра MβL 
CphA (подкласс B2) при модели ро-
вании механизма гидролиза биапе-
нема, включавшего в себя непрямое 
взаимодействие между карбоксиль-
ной группой и катионом Zn2+ (через 
молекулу воды). 
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Однако данные соединения могут обладать более узким спектром 
действия по сравнению со связывающимися в активном центре, т.к. 
раз личные MβL имеют значительные различия в аминокислотной пос-
ледовательности [7, 8]. Следует также отметить, что существует ряд 
ингибиторов MβL с еще не установленным механизмом действия [81].
 Ингибиторы, активность которых связана с координацией катио-
нов цинка, делятся на образующие комплексы в активном центре и 
способствующие удалению катионов цинка из активного центра. 
Первым обнаруженным ингибитором второй группы была ЭДТА 
[82, 83]. Несмотря на то, что высокая токсичность делает данное 
соеди нение неприменимым в клинической практике, были предло-
жены структурно схожие соединения: ЭДТА-Ca(II) [84], AMA [85]; 
или другие комплексообразователи: NOTA, DOTA [86], TPEN, DPA 
[87] и их производные [88]. Так, AMA показал эффективность в 
отно шении NDM-1 (в том числе in vivo) и VIM-2, восстанавливая 
чувст вительность бактерий к меропенему [85]. Исследования мето-
дом атомно-эмиссионной спектроскопии с индукционно-свя зан ной 
плазмой показали, что два эквивалента AMA способствует удале нию 
одного эквивалента Zn2+ в NDM-1, VIM-2 и IMP-7 при микро мо ляр-
ных концентрациях ферментов [89]. 
 Среди ингибиторов, формирующих координационные связи с 
катио нами цинка непосредственно в активном центре фермента, 
нахо дятся, например, производные дикарбоновых кислот [90–93], 
тиола [94–97] и борсодержащих соединений [98, 99]. Некоторые из 
них проявляют ингибирующую активность и в отношении других 
фер мен тов. Так, производные бороновой кислоты, разра ба ты ваю-
щиеся для инги бирования сериновых металло-β-лактамаз, пока зали 
актив ность в отношении NDM-1 и VIM-2 [98]. Данные РСА для 
комплекса одного из таких соединений с VIM-2 указывают на то, 
что в активном центре связывание происходит с двумя катио нами 
цинка: за счет гидроксильных групп атома бора и атома кис ло рода 
6-членного борсодержащего кольца (рис. 8а) [100]. Также приме-
ча тельно, что пространственное расположение бицик ли чес ких 
фе нил-бо ро натных колец и боковой цепи игибитора подобно поло-
же нию цефалоспоринов в активном центре MβL. Другим примером 
потен циальных ингибитров MβL, проявляющих актив ность в 
отно шении других ферментов, является каптоприл – произ водное 
тиола, приме няющийся в клинической практике как инги битор 
ангио тен зин превращающего фермента, и обладающее низ кой ток-
сич ностью [101]. Кристаллические структуры L- и D-кап то прила 
с MβL B1 и B3 (IMP-1, BcII, VIM-2 [102], BlaB [103], NDM-1 [46] 
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L1 [104] и FEZ-1 [105]) демонст рируют, что катионы цинка коор-
ди нируют тио-группу данных изомеров. Таким образом, OH– ион, 
задейст вованный в нуклеофильной атаке в ходе гидролиза β-лак-
та мов, оказывается замещен атомом серы ингибитора (рис. 8б). 
Следует также отметить, что именно L- и D-каптоприл из четырех 
возможных изомеров данного соединения показали наилучшую 
активность в отношении MβL подкласса B1 (IMP-1, VIM-2, SPM-1 
и NDM-1) [102]. Примечательно, что D-каптоприл демонстрирует 
пониженную ингибирующую способность в отношении подкласса 
B2 [95]. Согласно данным о кристаллической структуре с CphA, 
каптоприл координирует единственный катион цинка при помощи 
карбоксильной группы (рис. 8в). В работе [95] помимо каптоприла 

а) б)

Рис. 8. Комплексы ингибиторов в активных центрах MβL по данным рентгено-
структурного анализа: (a) борсодержащий ингибитор с VIM-2 (PDB 5FQC [100]), 
(б) L-каптоприл c NDM-1 (PDB 4EXS [46]), (в) D-каптоприл с CphA (PDB 2QDS 
[95]), (г) ингибитор, ковалентно связывающийся с остатком лизина IMP-1 (PDB 
1VGN [106]). Водородные и координационные связи отмечены пунктиром; 
атомы углерода ингибитора – зеленым, кислорода – красным, азота – голубым, 
серы – желтым, бора - розовым. Атомы цинка представлены серыми сферами.

в) г)
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также были исследованы другие тиолсодержащие соединения методом 
масс-спектрометрии с электроспрей-ионизацией. Некоторыми рас-
смотренными производными была продемонстрирована способ ность 
ингибировать ферменты всех трех подклассов. 
 Ингибиторы, ковалентно связывающиеся с аминокислотными 
остат ками в активном центре MβL, имеют ряд очевидных преиму ществ, 
таких как необратимость и значительная длительность действия [81]. 
Основными мишенями для атаки необратимо связывающихся инги-
биторов являются остатки цистеина, координирующего Zn2 (табл. 2) 
или лизина, присутствующего в активном центре. Так, согласно 
дан ным РСА, ингибиторы содержащие эфирную и тио-группы кова-
лентно связываются с Lys, находящимся в активном центре, за счет 
первой, в то время как тио-группа координирует катионы цинка IMP-1 
(рис. 8г) [106]. Примерами соединений, ковалентно связывающихся с 
цис теином, являются β-лактамы цефалотин и моксалактам. Следует 
отметить, что моксалактам также может проявлять ингибирующие 
свойства за счет устойчивого связывания гидролизованного суб ст-
рата в активном центре MβL, не содержащих Cys (подкласс B3). 
Однако основным недостатком данных β-лактамов является необ-
ходимость использования достаточно высоких концентраций для 
инги бирования некоторых ферментов [107]. Другим примером 
ингибитора, ковалентно модифицирующего цистеин, является 
селен содержащее соединение, эбселен. Формирование связи Se–S 
было подтверждено иссле довании процесса ингибирования NDM-1 
с помощью масс-спектрометрии с электроспрей-ионизацией [108]. 
Следует отме тить, что несмотря на успешное формирование кова-
лент ных аддуктов, несомненным минусом данных ингибиторов 
является чувстви тельность к различиям в координационных сферах 
катио нов цинка (табл. 2) и аминокислотных остатков в их активных 
цент рах представителей различных подклассов MβL. 

IV. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Металло-β-лактамазы (MβL) являются структурно разнообразным 
классом ферментов, используемым бактериями для инактивации 
широко применяемых в клинической практике антибиотиков – 
β-лак тамов. Особенности строения представителей различных под-
клас сов MβL обуславливают различные пути протекания реакции и 
широкий спектр гидролизуемых соединений. Так, для двуцинковых 
ферментов (подклассы B1, B3) источником нуклеофильной атаки, 
приводящей к раскрытию β-лактамного кольца, является OH– ион, 
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координированный катионами Zn2+, тогда как для одноцинковых 
MβL (B2) эту роль выполняет молекула воды. Катион Zn2 участвует 
в стаби лизации отрицательного заряда в частично гидролизованном 
анти биотике, однако особенности электронной делокализации в 
сохра нившемся кольце субстрата, приводят к различным продуктам 
реакции и скорости протекания гидролиза. 
 Вариативность в строении активных центров представителей 
разных подклассов MβL также затрудняет создание эффективных 
инги биторов MβL широкого спектра действия. Необратимо связываю-
щиеся ингибиторы, имеющие значительную длительность действия 
и формирующие ковалентно-связанный аддукт в активном центре 
фермента, требуют наличия сохраняющегося у различных MβL 
аминокислотного остатка в активном центре, способствующего 
процессу гидролиза. Ингибиторы, действующие непосредственно на 
катионы Zn2+ и удаляющие их из активного центра, часто обладают 
высокой токсичностью. Сопутствующей сложностью является потен-
циаль ная способность некоторых MβL восстанавливать активность 
заново связывая цинк. В случае соединений, координирующих 
катионы Zn2+, одной из ключевых проблем является устойчивость 
полу ченного комплекса, которая может значительно различаться для 
тех или иных представителей MβL. Тем не менее, существует ряд 
инги биторов MβL, которые демонстрируют значительную активность 
в отно шении наиболее клинически значимых ферментов, что позво-
ляет рас смат ривать их в качестве потенциальных лекарственных 
средств.
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