
оповiдi
НАЦIОНАЛЬНОЇ
АКАДЕМIЇ НАУК
УКРАЇНИ

5 • 2016

МЕДИЦИНА

http://dx.doi.org/10.15407/dopovidi2016.05.125

УДК [546.56:541.182.024]+615.33]:579.232:57.088.5

П.В. Сiмонов1, Д. О. Ковальова2, Т.О. Буско2, О. П. Дмитренко2,
член-кореспондент НАН України М.П. Кулiш2, М. А. Заболотний2,
М.О. Кузьменко2, член-кореспондент НАН України I. С. Чекман1

1Нацiональний медичний унiверситет iм. О.О. Богомольця, Київ
2Київський нацiональний унiверситет iм. Тараса Шевченка

E-mail: chekman_ivan@yahoo.co.uk

Взаємодiя кон’югату наночастинок мiдi
з цефтрiаксоном з бiлковим, лiпiдним та вуглеводним
компонентами клiтинної оболонки бактерiй

Методами квантово-хiмiчних розрахункiв та оптичної спектроскопiї дослiджено мо-
жливiсть реалiзацiї взаємодiї кон’югату наночастинок мiдi з цефтрiаксоном з бiлко-
вим, лiпiдним та вуглеводним компонентами клiтинної оболонки грампозитивних та
грамнегативних бактерiй. Показано, що в розчинах кон’югату наночастинок мiдi з це-
фтрiаксоном з розглянутими речовинами змiнюється положення та напiвширина ди-
польно дозволених смуг оптичного поглинання, що вказує на перебудову електронних
станiв цефтрiаксону, обумовлену посиленням його взаємодiї з компонентами клiтинної
оболонки бактерiй за рахунок наявностi наночастинок металу.

Ключовi слова: цефтрiаксон, наночастинки мiдi, кон’югат, компонент клiтинної обо-
лонки бактерiй.

Вiдомо, що ефективнiсть протимiкробних лiкарських засобiв може знижуватися внаслi-
док виникнення та поширення резистентних до антибiотикiв штамiв мiкроорганiзмiв [1].
Зокрема, на сьогоднi спостерiгається поширення стiйкостi бактерiй до цефтрiаксону [2].

Цефтрiаксон — антибiотик з групи цефалоспоринiв третього поколiння — є ефектив-
ним протимiкробним лiкарським засобом широкого спектра дiї, що знайшов застосуван-
ня при лiкуваннi багатьох позалiкарняних та внутрiшньолiкарняних iнфекцiй. Бактерици-
дна дiя цього засобу обумовлена пригнiченням синтезу клiтиної стiнки грампозитивних та
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грамнегативних бактерiй. До переваг цефтрiаксону вiдносять сприятливий профiль безпеки
(спiввiдношення «ризик/користь»), режим дозування, а також порiвняно низьку вартiсть.
Даний антибiотик входить до традицiйних схем терапiї iнфекцiйних процесiв рiзної лока-
лiзацiї [3–6].

Одним з можливих шляхiв вирiшення проблеми антибiотикорезистентностi є розроб-
ка та впровадження в медичну практику протимiкробних лiкарських засобiв нового класу
на основi субстанцiй наночастинок металiв [7, 8]. Такi медикаменти з унiкальними фiзи-
ко-хiмiчними властивостями та пiдвищеною бiологiчною активнiстю можуть бути одержанi,
зокрема, шляхом синтезу кон’югатiв наноматерiалiв з вiдомими антибiотиками, в тому числi
цефтрiаксоном [9, 10]. Серед наноструктур вираженою бiоцидною дiєю щодо грампозитив-
них i грамнегативних бактерiй, вiрусiв та грибiв характеризуються наночастинки мiдi [11].
При цьому їм властивий сприятливий профiль безпеки, що було показано в дослiдженнях
in vitro та in vivo [12–14].

Водночас механiзми антибактерiальної дiї наночастинок металiв, у тому числi мiдi, а осо-
бливо їх кон’югатiв з антибiотиками, вивченi недостатньо. У зв’язку з цим доцiльним уявля-
ється дослiдження перебудови електронних станiв у розчинах кон’югату наночастинок мiдi
з цефтрiаксоном (НЧМЦ) з компонентами клiтинної оболонки бактерiй з метою визначення
змiн у взаємодiї субстанцiї наноматерiалу порiвняно з вихiдним антибiотиком.

Матерiали та методи. Для дослiдження модифiкацiї електронних властивостей кон’-
югатiв наночастинок металiв з антибiотиками використовували цефтрiаксон.

Вивчали оптичнi властивостi як вказаного вище кон’югату, так i однiєї з вихiдних суб-
станцiй для його синтезу — сферичних наночастинок нульвалентної мiдi розмiром 20 нм,
синтезованих за оригiнальним протоколом методом хiмiчної конденсацiї у водному розчи-
нi в Iнститутi бiоколоїдної хiмiї iм. Ф.Д. Овчаренка НАН України. Для порiвняння спе-
ктри оптичного поглинання визначали i для окремо виготовлених розчинiв цефтрiаксону
та сульфату мiдi.

Спектральнi властивостi також вивчали для розчинiв кон’югату з N-ацетилглюкозамi-
ном (вуглеводним компонентом клiтинної оболонки бактерiй), фосфатидилхолiном (лiпi-
дним компонентом), D-аланiном, D-глутамiновою кислотою, L-лiзином, L-цистеїном (бiлко-
вим компонентом). Кiнцевий об’єм розчинiв становив 10 мл. Концентрацiя субстанцiї кон’-
югату НЧМЦ становила 8,2 мг/мл, компонентiв клiтинної оболонки бактерiй — 1,0 мг/мл.

Оптичнi спектри зразкiв отриманi з використанням приладу Perkin Elmer з аналiзом
у видимому дiапазонi при кiмнатнiй температурi. Аналiз експериментальних спектрiв опти-
чного поглинання здiйснювали за допомогою числових розкладiв вiдповiдних експеримен-
тальних контурiв на елементарнi складовi вiдповiдно до кiлькостi мiнiмумiв у спектрах
другої похiдної вiд даних контурiв.

Для комп’ютерного моделювання структури молекули цефтрiаксону використовували
програмний пакет Gaussian-03, в якому напiвемпiричним квантово-хiмiчним методом були
проведенi розрахунки перенесеного заряду та його розподiлу на атомах молекули, а також
електричного розмiщення електронних станiв поблизу щiлини i сили осцилятора оптичних
переходiв.

На початковiй стадiї здiйснена геометрична оптимiзацiя, тобто виконана операцiя знахо-
дження мiнiмумiв на поверхнi потенцiальної енергiї. Для цього застосовували метод Хартрi–
Фока з використанням валентно-розщепленого базису 3–21G, що являє собою лiнiйнi ком-
бiнацiї атомних функцiй типу Гаусса. Методи ZINDO i АМ1 використовували для встанов-
лення спектрiв УФ-видимого поглинання.
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Рис. 1. Спектри поглинання цефтрiаксону (1 ), наночастинок мiдi (2 ), кон’югату наночастинок мiдi з це-
фтрiаксоном (3 ) в областi 180–1200 нм (на вставцi зображено спектр оптичного поглинання наночастинок
мiдi в областi 500–800 нм)

Результати та їх обговорення. Спектр оптичного поглинання цефтрiаксону у водно-
му розчинi зосереджений в областi 200–350 нм (рис. 1). Детальний аналiз за допомогою
спектрального розкладу на компоненти дає можливiсть видiлити два характерних пiки при
довжинах хвиль 240 та 277 нм, перший пiк є найбiльш iнтенсивним.

Для пояснення природи пiкiв поглинання проведено квантово-хiмiчнi розрахунки гео-
метрiї та електронного стану молекули цефтрiаксону. Геометрiю молекули цефтрiаксону
наведено на рис. 2, а (див. вклейку). Видно, що будова молекули включає розгалужений
насичений вуглеводневий ланцюг, що мiстить бензольне (фенiльне) кiльце з трьома атома-
ми азоту, якi замiщують атоми вуглецю. Атоми водню замiщенi метильною групою CH3 та
двома атомами кисню. Загалом молекула цефтрiаксону мiстить сiм атомiв кисню, що здатнi
до протонування при взаємодiї з компонентами мембрани, три атоми сiрки та вiсiм атомiв
азоту. Це призводить до нерiвномiрного розподiлу заряду вздовж молекули (див. рис. 2, б )
та виникнення дипольного моменту величиною 8,75 Д, що напрямлений у бiк розгалуже-
ння вуглеводневого ланцюга.

На рис. 2, в наведено схему енергетичних рiвнiв i диполь-дипольних дозволених опти-
чних переходiв в околi щiлини НОМО–LUMO.

Видно, що потенцiал iонiзацiї молекули, який вiдповiдає за передачу електронiв iншим
сполукам i дорiвнює енергiї НОМО, становить −9,12 eB. Енергiя спорiдненостi, що вiдпо-
вiдає за приєднання молекулою цефтрiаксону зовнiшнiх електронiв, становить −1,17 eB.

HOMO локалiзована на бензольному кiльцi, яке мiстить атоми сiрки та азоту, i належить
до π-типу. LUMO є делокалiзованою по всiй молекулi i має змiшаний характер. LUMO-1
локалiзована на бензольному кiльцi.

Найбiльш iнтенсивним переходом, як свiдчать результати визначення величини сили
осцилятора, є перехiд HOMO–LUMO+1. Вiн може бути найбiльш чутливим до мiжмоле-
кулярної взаємодiї.

Перехiд з довжиною хвилi 460 нм з енергетичного рiвня HOMO–2 на LUMO є переходом
π → π∗ типу, перехiд з довжиною хвилi 367 нм з енергетичного рiвня HOMO–3 на LUMO
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Рис. 4. Спектри поглинання розчину кон’югату наночастинок мiдi з цефтрiаксоном та його розчину з фо-
сфатидилхолiном (а) i з N-ацетилглюкозамiном (б )

є переходом π → π∗ типу, перехiд з довжиною хвилi 342 нм з енергетичного рiвня HOMO
на LUMO+1 є переходом π → π∗ типу (табл. 1).

Спектр оптичного поглинання кон’югату НЧМЦ у водному розчинi описується широкою
смугою поглинання в областi 200–350 нм. Детальний аналiз за допомогою спектрального
розкладу на компоненти дає змогу видiлити два характерних пiки при довжинах хвиль 243
та 279 нм. Слiд зазначити, що перший пiк є найбiльш iнтенсивним.

Спектри кон’югату НЧМЦ не є результатом адитивного накладання спектрiв його скла-
дових (див. рис. 1), що свiдчить про утворення молекулярної сполуки.

В спектрi оптичного поглинання наночастинок мiдi (див. рис. 1 (вставка)) має мiсце
малоiнтенсивна смуга поглинання при довжинi хвилi 500 нм, яка вiдповiдає поверхневому
плазмонному резонансу, що характерний для наночастинок мiдi. Вона слабо iнтенсивна за
рахунок того, що наночастинки мiдi з часом окиснюються.

Розглянемо взаємодiю кон’югату НЧМЦ з бiлковим компонентом клiтинної оболонки
бактерiй. На одержаних спектрах (рис. 3, див. вклейку) спостерiгається звуження та змi-
щення пiкiв, а також змiна iнтенсивностi поглинання в зразках розчинiв кон’югату НЧМЦ
з компонентами клiтинної оболонки бактерiй.

На рис. 4 наведено спектри оптичного поглинання розчинiв НЧМЦ з фосфатидихолiном
та N-ацетилглюкозамiном. Аналiз за допомогою спектрального розкладу на компоненти
для кон’югату НЧМЦ з фосфатидихолiном дає змогу видiлити два характерних пiки при
довжинi хвилi 247 та 282 нм (див. рис. 4, а). Для кон’югату НЧМЦ з N-ацетилглюкозамiном
спостерiгається два характерних пiки при довжинi хвилi 250 та 285 нм (див. рис. 4, б ).

Отриманi данi потребують подальшого бiльш детального вивчення.
Визначенi характеристики iнтенсивних смуг спектрiв поглинання дослiджуваних речо-

Таблиця 1. Електроннi переходи в молекулi цефтрiаксону

Перехiд λ, нм
Основна

конфiгурацiя
Тип

переходу
Сила

осцилятора f E, eВ

S0 → S1 350 HOMO–LUMO+1 π → π∗ 0,0007 2,69
S0 → S2 356 HOMO–3–LUMO π → π∗ 0,0004 3,37
S0 → S3 450 HOMO–2–LUMO π → π∗ 0,0009 3,62
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Рис. 2. Оптимiзована геометрiя молекули цефтрiаксону (а) та розподiл заряду на нiй (б ) (стрiлкою вка-
зано величину та напрям дипольного моменту). Схема енергетичних рiвнiв молекули цефтрiаксону (в) та
енергетичнi переходи, якi можуть вiдбуватися в данiй молекулi

Рис. 3. Спектри поглинання розчину кон’югату наночастинок мiдi з цефтрiаксоном (1 ) та його розчинiв
з аланiном (2 ), глiцином (3 ), глутамiновою кислотою (4 ), цистеїном (5 ), лiзином (6 )



Таблиця 2. Положення максимумiв iнтенсивних смуг спектрiв оптичного поглинання для розглянутих ре-
човин

Параметр ЦЕФ НЧМЦ
АЛА +
+НЧМЦ

ГЛI +
+НЧМЦ

ГЛУ +
+НЧМЦ

ЛIЗ +
+НЧМЦ

ЦИС +
+НЧМЦ

АГА +
+НЧМЦ

ФХ +
+НЧМЦ

Положення 240 243 245 245 245 243 241 247 250
максимумiв, нм 277 279 279 279 282 280 277 282 285
Напiвширина 25 27 25 27 29 27 24 27 32
максимумiв, нм 49 61 45 42 64 62 42 52 43

вин зведено в табл. 2. Аналiз даних таблицi свiдчить про наявнiсть взаємодiї кон’югату
НЧМЦ з глутамiновою кислотою, що є бiлковим компонентом клiтинної оболонки бакте-
рiй, фосфатидихолiном — лiпiдним компонентом та N-ацетилглюкозамiном — вуглеводним
компонентом, яка проявляється у змiщеннях положення максимумiв оптичних переходiв
i змiнi напiвширини.

На пiдставi результатiв дослiдження можна зробити такi висновки.
Перший 0–0′ перехiд у спектрi поглинання цефтрiаксону визначається основною кон-

фiгурацiєю HOMO → LUMO+1, що є орбiталями π-типу, локалiзованими на бензольних
кiльцях. Другий перехiд обумовлений основною конфiгурацiєю HOMO–3 → LUMO, що на-
лежить до орбiталей π-типу, локалiзованих на насиченому вуглецевому ланцюзi молекули
цефтрiаксону.

У спектрi поглинання наночастинок мiдi має мiсце малоiнтенсивна смуга поглинання
при довжинi хвилi 500 нм, яка вiдповiдає поверхневому плазмонному резонансу, що хара-
ктерний для наночастинок мiдi.

Спектри поглинання кон’югату НЧМЦ та чистого цефтрiаксону не є адитивними, що
свiдчить про взаємодiю його компонентiв.

Наслiдком взаємодiї мiж наночастинками мiдi та молекулами цефтрiаксону в кон’югатi
є пiдсилення дiї антибiотика на бiлковий, лiпiдний, вуглеводний компоненти клiтинної обо-
лонки бактерiй, яка проявляється в перебудовi електронних станiв бактерицидного засобу,
що призводить до змiн у положеннях i напiвширинi смуг дипольно дозволених оптичних
переходiв.
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Взаимодействие конъюгата наночастиц меди с цефтриаксоном
с белковым, липидным и углеводным компонентами клеточной
оболочки бактерий

Методами квантово-химических расчетов и оптической спектроскопии исследована воз-
можность реализации взаимодействия конъюгата наночастиц меди с цефтриаксоном с бел-
ковым, липидным и углеводным компонентами клеточной оболочки грамположительных
и грамотрицательных бактерий. Показано, что в растворах конъюгата наночастиц ме-
ди с цефтриаксоном с рассмотренными веществами изменяется положение и полуширина
дипольно разрешенных полос оптического поглощения, что указывает на перестройку эле-
ктронных состояний цефтриаксона, обусловленную усилением его взаимодействия с ком-
понентами клеточной оболочки бактерий за счет наличия наночастиц металла.

Ключевые слова: цефтриаксон, наночастицы меди, конъюгат, компонент клеточной обо-
лочки бактерий.
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An interaction of the copper nanoparticles-ceftriaxone conjugate with
protein, lipid, and carbohydrate components of bacterial cell envelope

A possibility of an interaction of the copper nanoparticles-ceftriaxone conjugate with protein, lipid,
and hydrocarbon components of a cell envelope of gram-positive and gram-negative bacteria is studi-
ed by the means of quantum-chemical calculations and the optical spectroscopy. It is found out that
the positions and half-widths of dipole-allowed optical absorption bands in solutions of the copper
nanoparticles-ceftriaxone conjugate with the aforementioned substances are changed. It is shown
that the ceftriaxone electronic state is changed because of the intensification of its interaction with
components of a cell envelope due to the presence of metal nanoparticles.

Keywords: ceftriaxone, copper nanoparticles, conjugate, bacterial cell envelope component.
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