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Пенициллинацилаза из Escherichia coli известна как катализатор гидролиза и синтеза амидной связи в бета-лактамных антибиотиках. В ходе реакции, катализируемой пенициллинацилазой, образуется промежуточный ацилфермент, который может гидролизоваться или в присутствии добавленного нуклеофила 6-аминопенициллановой кислоты (6-АПК) превращаться с образованием продуктов ацильного переноса, так называемых полусинтетических пенициллинов.
В данной работе для исследования пути доставки молекулы 6-АПК в активный центр, процесса связывания нуклеофила с ацилферментом и реакционной способности образующегося комплекса ацилфермент-нуклеофил использовали молекулярное моделирование с применением метадинамики (метод well-tempered). В качестве стартовых были взяты структуры пенициллинацилазы дикого типа, а также ее мутантов ɑS149K и βT384N с терминальным фенилацетилсерином β-цепи. В качестве коллективных переменных при моделировании были выбраны {x,y,z} координаты центра масс нуклеофила, при характеристке реакционной способности комплекса ацилфермента с нуклеофилом методами QM/MM-метадинамики выбирали стартовые структуры в соответствии с минимумами энергии связывания. В расчетах квантовой части использовали полуэмпирический гамильтониан PM6. Все расчеты проводили в связке программных пакетов AMBER+PLUMED. 
Проведенное моделирование позволило идентифицировать основные места связывания нуклеофила по пути доставки в активный центр и установить роль аминокислотного остатка ɑR145 в координации аминогруппы 6-АПК для нуклеофильной атаки. Показано, что введение исследованных одиночных мутаций оказывает существенное влияние на взаимодействие пенициллинацилазы с 6-АПК. Обнаружено более эффективное связывание нуклеофила в активном центре мутантной формы ɑS149K: если в ферменте дикого типа 6-АПК взаимодействует с остатками ɑR263, βT384, βК455, βY27, βW370 и βS386, то при введении мутации  ɑS149K изменяется заряд на поверхности белка и доставка нуклеофила происходит по противоположной стенке канала с участием остатков ɑR263, βK149, βW26, βY27, βN241 и βN388. Введение мутаций меняет также ориентацию ɑR145 относительно остатков βF24 и βY31, определяющих переход между закрытой и открытой конформациями активного центра фермента. 
Работа выполнена с использованием вычислительного кластера Ломоносов-2 Центра коллективного поль​зования сверхвысокопроизводительными вычислительными ресурсами МГУ имени М.В.Ломоносо​ва [1]. 
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