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У рамках реалізації головної мети створеної в УНГ  віртуальної організації CSLabGrid було виконано пошук нових 
протитуберкульозних сполук. З використанням встановленої на IFBG Claster програми FlexX і моделі чотирьох перс-
пективних сайтів зв’язування лігандів на поверхні FtsZ-білка Mycobacterium tuberculosis було виконано скринінг бази 
даних, що містила 2886 сполук, синтезованих в Інституті органічної хімії НАН України. На підставі показників LE і ΔG, 
результатів докінгу в програмі CCDC Gold і обрахунку молекулярної динаміки комплексів було відібрано групу перспек-
тивних інгібіторів FtsZ. Під час експериментальної перевірки in vitro шість речовин проявили найвищу ефективність ін-
гібування ГТФ-азної активності FtsZ-білка. Також за результатами експериментальної оцінки in vitro було обрано три 
речовини, які водночас проявляють максимальне пригнічення полімеризації та ГТФ-азної активності FtsZ-білка.

К л ю ч о в і  с л о в а: туберкульоз, структурна біологія, біоінформатика, віртуальний скринінг, in vitro.
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НОВІ ІМІДАЗОЛЬНІ ПОХІДНІ ЯК ІНГІБІТОРИ 

FtsZ-БІЛКІВ МІКОБАКТЕРІЙ: ВІД ВИСОКОПРОПУСКНОГО 

МОЛЕКУЛЯРНОГО СКРИНІНГУ В Ґрід 

ДО ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО АНАЛІЗУ in vitro

Туберкульоз є одним з найпоширеніших у 
сві ті інфекційних захворювань. Згідно з дани-
ми ВООЗ, у 2011 р. було зафіксовано 8,7 млн 
нових випадків цього захворювання, а також 
за реєстровано 1,4 млн летальних випадків, спри-
чинених Mycobacterium tuberculosis [1, 2]. В Ук ра-
їні нова епідемія туберкульозу була зареєст ро-
вана у 1995 р. і, на жаль, ситуація досі залиша-
ється складною [3—6]. До цього слід за зна чи-
ти, що лікування туберкульозу ускладнюється 
внаслідок багатьох факторів, серед яких чи не 
найголовнішим є генетично обумовлена варіа-
бельність цільових білків M. tuberculosis, які є 
мішенями для лікарських засобів [7]. З цієї 
точки зору найбільш доцільною є стратегія по-

шуку нових лікарських сполук, мішенями для 
яких були б найбільш консервативні цільові 
білки. Відомо, що більшість існуючих протиту-
беркульозних препаратів діють на стадії син-
тезу компонентів клітинної стінки [8—10]. Се-
ред сполук з антитуберкульозною активніс-
тю також відомі такі похідні бензімідазолу, як 
VRT-125853 та VRT-752586 [11, 12], котрі ді-
ють шляхом пригнічення бактеріальних топо-
ізомераз II і IV [11, 13].

Водночас зі зростанням кількості штамів 
M. tu berculosis, резистентних до існуючих лі-
ків, пошук нових молекулярних мішеней і спо-
лук є запорукою успіху у боротьбі з епідемією 
туберкульозу [14]. Без сумніву, найбільший по-
тенціал можуть проявляти білки, які склада-
ють апарат поділу клітини [15]. В першу чергу 
цій вимозі відповідають бактеріальні гомоло-
ги тубуліну, а саме FtsZ-білки (Fila men tal tem-
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pe rature-sensitive protein Z) [12, 16, 17]. Гло-
булярні частини FtsZ-білків і тубулінів еука-
ріотів демонструють досить високу подіб ність 
просторової структури [2]. Разом вони утво-
рюють спільну родину білків, яка значно від-
різняється від інших ГТФ-зв’язуючих білків 
[17]. Враховуючи наявність певної подібності 
структур FtsZ-білків і тубулінів селективність 
взаємодії лігандів з FtsZ-білком мікобактерії 
має бути обумовлена певними відмінностями 
амінокислотного складу у відповідних сайтах 
цього білка у порівнянні з тубуліном людини. 
Згідно з даними літератури і результатами влас-
них досліджень ми розглядаємо похідні іміда-
зольного ряду як дуже перспективні кандидати 
на роль інгібіторів полімеризації FtsZ-білків 
[2, 13, 18]. По-перше, різні імідазольні похідні 
демонструють певну специфічність до різних 
β-тубулінів на рівні представників окремих 
царств [19, 20]. По-друге, на прикладі похідних 
бензімідазолу була доведена здатність викли-
кати порушення цитоскелету бактерій [21—23].

Основними вимогами до методичних підходів, 
що застосовуються при дослідженні речовин, 
здатних впливати на полімеризацію FtsZ-білків, 
є їх висока чутливість до хімічних агентів та 
можливість макси мального відтворення in vitro 
біохімічної реак ції полімеризації, що відбуваєть-
ся в живій клі тині. На початку поділу прокаріо-
тичної клітини FtsZ-білки утворюють цитокіне-
тичне кільце в центральній частині клітини, яке 
виконує функцію каркасу для збирання інших 
білків клітинного поділу. Формування так зва-
ного Z-кільця має вирішальне значення для пра-
вильної локалізації площини поділу бактерії. Ди-
намічне збирання FtsZ-кільця регулюється чи-
сельною групою білків залежно від виду бакте-
рій [24]. На приклад, білки ZapА, ZipA і FtsA є 
стабілізую чими факторами, в той час як білки 
SulA, EzrA і MinCD є характерними дестабілізу-
ючими чинниками [25]. Надекспресія стабілізу-
ючих факторів призводить до формування не-
нормально розширеної структури FtsZ-кільця, 
натомість на декспресія дестабілізуючих факто-
рів може мати наслідком руйнування FtsZ-полі-

мерних ут ворень [26]. Білок SepF сприяє збір-
ці FtsZ-білка у критичній концентрації та ут-
ворює стабільні комплекси з його мономера-
ми. Серед негативних регуляторів формуван-
ня Z-кільця M. tu ber culosis слід назвати білки 
SulA, EzrA та MinCD4. Так, білок SulA безпо-
середньо зв’я зу ється з FtsZ-білком і, залежно 
від концентрації, може інгібувати або поліме-
ризацію, або ГТФ-азну активність останнього. 
Білок EzrA здатний дестабілізувати щойно ут-
ворене FtsZ-кільце, перешкоджаючи таким чи-
ном утворенню Z-кіль ця у неспецифічних ло-
кусах клітини. Нарешті, біл ки MinCD4 пере-
шкоджають утворенню аномальних Z-кілець на 
полюсах клітини [27].

Особливості полімеризації FtsZ-білків інтен-
сивно досліджуються в умовах in vitro, тому фор-
мування ними початкових надмолекулярних 
утворень, таких, як прямі та вигнуті протофіла-
менти, листки філаментів, а також пучки та 
труб ки філаментів добре описані в залежності від 
складових компонентів буферу полімеризації, 
концентрації нуклеотидів, а також додаткових 
білків, що брали участь у реакції. Архітектура 
протофіламентів FtsZ в природних умовах ще 
остаточно не з’ясована, хоча експерименти з ви-
користанням електронної кріотомографії на клі-
тинах Caulobacter crescentus дозволяють припус-
тити, що Z-кільце утворюється не в результаті 
обширної збірки, а внаслідок поєднання віднос-
но коротких, первинних протофіламентів [28]. 

Таким чином, не викликає жодного сумніву, 
що бактеріальні FtsZ-білки входять до перелі-
ку молекулярних мішеней першочергової фар-
макологічної важливості і заслуговують на най-
пильнішу увагу. На підтвердження цього можна 
навести нещодавно отримані результати дослід-
жень І. Ожима та співавторів [2], де на прикладі 
трьохзаміщених похідних бензімідазолу була 
експериментально доведена їх здатність ефек-
тивно інгібувати FtsZ-білок мікобактерії. Саме 
ця робота з урахуванням наших напрацювань у 
галузі структурної біоінформатики та експери-
ментальних досліджень FtsZ-білків, синтезу но-
вих сполук імідазольної групи [13, 23] та роз-
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П.А. Карпов, О.М. Демчук, В.М. Брицун та ін.

робок алгоритмів застосування Ґрід-технологій 
для пошуку та відбору нових речовин з актив-
ністю проти тубуліну [29—32] наштовхнула нас 
на ідею постановки експерименту із залучен-
ням високопропускного молекулярного скри-
нінгу для відбору сполук імідазольного ряду, 
здатних ефективно інгібувати полімеризацію 
FtsZ-білків. Зокрема, авторами цієї статті з 
Інституту органічної хімії (ІОХ) НАН України 
була створена хімічна бібліотека похідних імі-
дазолу, яка зараз налічує 2886 індивідуальних 
сполук. Саме ця бібліотека і була використана 
нами як підґрунтя для створення бібліотеки 
лі гандів для віртуального скринінгу із залу-
ченням обчислень у Ґрід.

У 2011 р. на основі Ґрід-вузла Інституту хар-
чової біотехнології і геноміки (ІХБГ) НАН Ук-
раїни (http://ifbg.org.ua) була створена вірту-
альна організація (ВО)/лабораторія CSLabGrid 
(http://ifbg.org.ua/uk/cslabgrid; www.youtube.
com/user/CSLabGrid) [29—32]. Го лов ною ме-
тою ВО CSLabGrid було визначено об’єд нання 
обчислювальних ресурсів і фахівців для вирі-
шення наукових та прикладних задач у галузі 
молекулярно- та клітинно-біологічних дослід-
жень цитоскелету. Тому саме реалізація про ек-
ту з відбору інгібіторів FtsZ M. tuberculosis ста-
ла прикладом скринінгу біологічно-актив них 
спо лук, який повністю відповідає концепції роз-
витку ВО CSLabGrid, а саме практичному по-
єднанню обчислень у Ґрід з наступним лабо-
раторним підтвердженням, тобто кінцевою ме-
тою цієї роботи було відтворення алгоритму 
сучасного драг-дизайну «хімічний синтез→ вір-
туальний скринінг →лабораторне підтверд жен-
ня біо логічної активності» на прикладі сполук 
безімідазлльного ряду, здатних інгібувати по-
лімеризацію FtsZ-білків.

МЕТОДИЧНІ ОСНОВИ РОЗРОБКИ

Моделювання тривимірної моделі 

FtsZ-білка M. tuberculosis

Повна амінокислотна послідовність FtsZ-біл-
ка (P64170) [33, 34] M. tuberculosis була отри-
мана з бази даних UniProtКВ (www.uniprot.org) 

[35]. За результатами PDB-blast пошуку було 
відібрано найближчі кристалографічні струк-
тури FtsZ-білка з M. tuberculosis, депоновані в 
RCSB Protein Data Bank (www.rcsb.org): 2Q1X 
(2,35 Å), 2Q1Y (2,30 Å), 1RLU (2,08 Å), 1RQ2 
(1,86 Å) і 1RQ7 (2,6 Å). Якість PDB-структур 
аналізу вали за допомогою програмного паке ту 
«DeepView-Swiss-PDBViewer 4.0.3» (www.expasy.
org/spdbv) [36]. 

Моделювання структури білка за гомологією 
було виконано за допомогою пакету Modeller 9v8 
(http://salilab.org/modeller) [37] з використан-
ням відібраних шаблонних структур з RCSB 
Protein Data Bank (www.rcsb.org). Було застосо-
вано два профільних методи: 1) з використан-
ням однієї матричної x-Ray структури (Modeller) 
і 2) з використанням ряду матриць згідно з ал-
горитмом сервера I-TASSER [38, 39]. Методом 
профільного моделювання була побудована 3D-
модель фрагмента цього білка від амінокислот-
ного залишку Asn6 по Asp313 включно. 

Також із використанням інструменту I-TASSER 
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) 
було побудовано 5 повноатомних моделей (job 
id S119158): Model 1 (C-score=-0.85); Model 2 
(C-score=-1.68); Model 3 (C-score=-2.11); Model 4 
(C-score=-2.43) і Model 5 (C-score=-3.04) (рис. 1). 
Згідно з протоколом сервера моделювання в 
I-TASSER здійснювалося на підставі 10-и струк-
тур лідерів (табл. 1): 2rhl_A (2,45 Å) із Bacillus 
subtilis; 4dxd_A (2,01 Å) із Staphylococcus aure us; 
1fsz_A (2,8 Å) із Methanocaldococcus janna schii; 
2vam_A (2,50 Å) із Bacillus subtilis; 2rhl_B (2,45 Å) 
із Bacillus subtilis; 4dxd_B (2,01 Å) Staphylococ-
cus aureus; 1w5f_A (2,0 Å) із Thermotoga ma ri-
tima; 2rhl_B (2,45 Å) із Bacillus subtilis; 1rlu_A 
(2,08 Å) із Mycobacterium tuberculosis і 2vaw_A 
(2,9 Å) Pseudomonas aeruginosa (рис. 1).

Остаточна повноатомна модель FtsZ-білка з 
M. tuberculosis була побудована на підставі про-
філь ного моделювання з використанням даних 
PDB та результатів, отриманих за допомогою інст-
рументу I-TASSER. Збирання моделі вико ну ва-
лося за допомогою інструменту EasyModeller 4.0 
[40]. Молекулярну динаміку моделі оцінюва-
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ли у водному оточенні з використанням пакету 
Gromacs (IFBG Cluster). Піс ля сольватації і 
10 нс релаксації з використанням силового поля 
amber99 (GROMACS v. 4.5.5) якість геометрії 
мо делі була підтверджена за до помогою сер-
вера ANOLEA (Atomic Non-Local Environment 
Assessment) (www.protein.bio.puc.cl) [41], програ-
ми ProCheck [42] та сервера MolPro bity [43]. За-
ключну перевірку результатів ви ко нували за до-
помогою Verify3D [44]. Оста точ на візуалізація 
структур, структурне ви рів нюван ня моделей, а 
також аналіз відповідних амі но кис лот них залиш-
ків здійснювали з використанням програмних 
пакетів Accelrys Dis covery Studio Visualizer 3.1 
(Accelrys Software Inc.-http://accelrys.com) і 
PyMOL (http://www.pymol.org/) (рис. 2).

Бібліотеки низькомолекулярних сполук

Бібліотека лігандів для молекулярного скри-
нінгу і докінгу була створена на базі колекції 
спо лук імідазольного ряду, синтезованих в ІОХ 
НАН України, загалом 2886 індивідуальних спо-
лук в форматах *.sd/*.mol, *.mol2. Як конт роль 
було використано трьохзамісні похідні бен зі-

мі дазолу, синтезовані групою проф. Ожи ма [2] 
(рис. 3, див. кольорову вклейку). З урахуван-
ням кон фор мамерів, побудованих за допомо-
гою програ ми JChem 5.12.0 (ChemAxon, 2012 — 
www.chemaxon.com), остаточна кількість ліган-
дів склала >5000. Фай ли топології були отри-
мані за допомогою сервера SwissParam (www.
swissparam.ch) [45].

Пошук можливих сайтів зв’язування 

гетероциклічних сполук на поверхні молекули 

FtsZ-білка M. tuberculosis

Оскільки зараз не існує кристалографічно до-
ведених комплексів гетероциклічних сполук імі-
дазольної групи з FtsZ-білками, нами було здійс-
нено пошук найбільш імовірних сайтів зв’я зу-
вання даних сполук на поверхні молекули ці-
льового білка за допомогою сервера I-TASSER 

Рис. 1. Повноатомна модель FtsZ-білка M. tuberculosis 
була побудована методом моделювання за гомологією з 
використанням x-Ray структур FtsZ-білка з M. tubercu lo-
sis (2Q1X (2.35 Å), 2Q1Y (2.30 Å), 1RLU (2.08 Å), 1RQ2 
(1.86 Å) і 1RQ7 (2.60 Å), а також за результатами моделю-

вання з використанням серверу I-TASSER

Рис. 2. Структури трьохзамісних бензімідазолів, синтезо-
ваних «Ojima Research Group», які використовувалися 
для дослідження потенційної спорідненості бензіміда-
золів до чотирьох досліджених сайтів: 1a-G4 (5-But-3-
enoxycarbonylamino-2-cyclohexyl-6-N,N-diethylamino-
1H-benzo[d]imidazole), 1a-G7 (5-butoxycarbonylamino-2-
cyclohexyl-6-N,N-diethylamino-1H-benzimidazole), 1b-G1 
(5-Butoxycarbonylamino-2-cyclohexyl-6-(pyrrolidin-1-yl)-
1H-benzo[d]imidazole), 1b-G2 (5-Benzyloxycarbonylamino-
2-cyclohexyl-6-(pyrrolidin-1-yl)-1H-benzo[d]imidazole), 2a-1 
(7-Acetylamino-5-ethoxycarbonylamino-2-phenyl-1H-
benzo[d]imidazole) і 2b-1 (ethyl-N-(5-acetamido-1-hydrogenio-
2-phenyl-3a,6-dihydro-1H-1,3-benzodiazol-6-yl)-N-

hydrogeniocarbamate) [2]
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(модуль «Predicted Binding Site») та побудовано 
теоретичні комплекси з лігандами матричних 
структур: GSP (1rlu_A), SO4 (2rhh_A і 2rhj_A), 
PEPTIDE (1rq2), MG (3e22_C і 1z2b_C), T13 
(3hke_B), HOS (3du7_C) і TZT (3e22_C) (рис. 1).

Моделювання було виконано для сайтів 
зв’я зу вання: GSP (5’-гуанозин-дифосфат-
монотіофосфат), T13 (2,3,4,5,6-пентафтор-N-
(3-фтор-4-метоксіфеніл) бензенсульфон амід), 
HOS (фомопсин A) і TZT-1027 (соблідотин). 
Крім того, за результатами структурного ви-
рівнювання FtsZ-білка і тубуліну була побу-
дована модель потенційного сайту зв’язування 
таксолу. Як референсні комплекси використо-
вували PDB структури 2WBE, 3DCO, 2P4N, 
2HXH і 1JFF. Таким чином, за допомогою про-
грами LeadIT з використанням методу рефе-
ренсних лігандів було побудовано моделі чо-
тирьох сайтів зв’язування: GTP/GSP; TZT-1027; 
HOS/T13 і Taxol (рис. 4). Побудовані моделі 
були потрібні для виконання молекулярного 
докінгу. Також вони були додані до ре по зи-
торію віртуальної організації (ВО) CSLabGrid 
з метою їх подальшого використання у до-
сліджен нях, що проводяться в рамках діяль-
ності ВО CSLabGrid.

Наступна оцінка сайтів зв’язування була ви-
конана за допомогою локальної версії пакету 
LeadIT v.2.1.3 і результатів докінгу низько мо-
лекулярних лігандів з використанням пакету 
CCDC GOLD. При використанні модуля Hyde 
(LeadIT) на підставі показників енергії зв’я зу-
вання (ΔG) і Ligand Efficiency (LE ) контрольних 
бен зі мі да золів 1a-G4 (5-бут-3-єноксикар боні-
ла міно-2-циклогексил-6-N,N-диметиламіно-1H-
бензо[д]імідазол, 1a-G7 (5-бутоксикар бо ні ла-
міно-2-циклогексил-6-N,N-диметиламіно-1H-
бензімідазол), 1b-G1 (5-бутоксикарбоніламіно-
2-циклогексил-6-(піролідин-1-іл)-1H-бензо[д]
імідазол), 1b-G2 (5-бензилоксикарбоніламіно-
циклогексил-6-(піролідин-1-іл)-1H-бензо[д]
імідазол), 2a-1 (7-ацетиламіно-5-етоксикар бо-
ніламіно-2-феніл-1H-бензо[д]імідазол) і 2b-1 
(етил-n-(5-ацетамідо-1-гідроген-2-феніл-3a,6-
дигідро-1H-1,3-бензімідазол-6-іл)-n-гід роге-
ніокарбамат) (рис. 3 і 5) була встановлена мож-
ливість зв’язування трьохзамісних бен зі мі да зо-
лів у чотирьох вищезазначених сайтах. Ре зуль-
тати наступної перевірки на підставі аналізу їх 
молекулярного докінгу за допомогою пакету 
CCDC GOLD свідчать про те, що за показ ни-
ками GoldScore, ChemScore і ASP сайт зв’я зу-

Рис. 4. Моделювання перспективних 
сайтів зв'язування імідазолів. Вико-
ристовуючи метод референсних ліган-
дів з відстанню 10 Å, в програмі LeadIT 
було побудовано моделі 4-х найбільш 
перспективних сайтів: 1) GTP/GSP, 
2) TZT-1027, 3) HOS/T13 і 4) Taxol
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Рис. 6. Динаміка полімеризації FtsZ в присутності речовин, що не 
мали інгібіторного впливу: F0478-0368, F0478-0449, F0478-0451, 

F0478-0497, B0106, B0231

Рис. 7. Динаміка полімеризації FtsZ в присутності речовин з ви-
разним інгібіторним ефектом: B0026, F0478-0505, B0036, В0156, 

F0478-0130, F0478-0175, F0478-0221
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Рис. 8. Інгібування ГТФ-азної 
активності FtsZ дослід жу ва ни-

ми сполуками
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Рис. 5. На підставі показників енергії зв'язування 
(∆G) і LE (Ligand Efficiency), встановлених за допо-
могою модуля Hyde (програмний пакет LeadIT), було 
дано оцінку вищезазначених сайтів, а також відібра-
но групу сполук-лідерів для подальшого докінгу з ви-
користанням генетичного алгоритму в програмі 
CCDC GOLD. Наведено приклад для контрольної 

сполуки 1a-4G («Ojima Research Group») [2]
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вання GTP/GSP є пріоритетним для конт роль-
них сполук [46, 47]. Останнє також було під-
тверджено результатами молекулярної ди на-
міки комплексів в Gromacs (charmm27). Таким 
чином, подальший віртуальний скринінг тес то-
ваних сполук виконували саме з вико рис тан-
ням ГТФ-зв’язуючого сайту.

Віртуальний скринінг в Ґрід за алгоритмом FlexX 

та подальша перевірка сполук лідерів за допомогою 

CCDC Gold і молекулярної динаміки

Високопропускний віртуальний скринінг по-
хідних бензімідазолу виконували за допомо-
гою методу молекулярного докінгу з викорис-
танням програми FlexX, яку було встановлено 
на обчислювальному кластері ДУ ІХБГ НАН 
України (IFBG Cluster) [32, 48]. Було вико-
ристано 2 персональні академічні ліцензії тер-
міном на 1 місяць кожна: SN: 0BS080F1E9711
4A3B62E417780A8752D6F3; SN: 0BS61DE9C
1DFA4CD32BABB9DC02452EFF0B. Без по се-
редньо обчис лення виконували за допомогою 
сервера HP ProLiant AV340A (8 обчислюваль-
них ядер) (ВО CSLabGrid). Як мішень вико-
ристовували раніше побудовану мо дель ГТФ-
зв’язуючого сай ту FtsZ-білка з M. tu berculosis і 
бібліотеку сполук, синтезованих в ІОХ НАН 
України.

Оцінка комплексів гетероциклічних сполук 
імідазольної групи з FtsZ-білком була виконана 
на підставі оціночних функцій пакету LeadIT: 
«Score», «Match», «Lipo», «Ambig», «Clash», 
«Rot», «RMSD», «Simil», «Match», а також функ-
цій оцінки спорідненості ліганду: ΔG (Gibbs free 
energy/Binding affinity) і LE (Ligand efficiency) 
модуля Hyde (http://www.biosolveit.de) [49, 50]. 
За результатами комплексної перевірки було 
відібрано 50 перспективних сполук.

Наступним етапом було проведено докінг 
50-и обраних сполук в ГТФ-зв’язуючий сайт 
FtsZ-білка M. tuberculosis з використанням па-
кету CCDC GOLD 5.2.2 (www.ccdc.cam.ac.uk) 
[46, 47]. Для контролю докінгу також було ви-
користано трьохзамісні бензімідазоли, синте-
зовані групою проф. Ожима [2]: 1a-G4, 1a-G7, 

1b-G1, 1b-G2, 2a-1 і 2b-1. Залучення генетич-
ного алгоритму Gold дало можливість здійс ни-
ти остаточний відбір найбільш перспективних 
сполук на підставі розрахунку показників енер-
гії зв’язування та наявності і кількості вод не вих 
зв’язків. За оціночними функціями GoldScore, 
ChemScore і ASP кількість речовин у виборці 
була зменшена до 26-и сполук.

На останньому етапі оцінки була застосована 
молекулярна динаміка ліганд-білкових комп-
лексів з використанням програмного пакету 
GROMACS (v. 4.5.5) [51, 52] і силового поля 
charmm27 (www.charmm.org) [53]. Дані по то-
пології лігандів для силового поля charmm27 
було отримано з бази даних SwissParam [45]. 
Обрахунки виконували у водному оточенні 
(модулі «editconf» та «genbox»). Об’єм водно-
го оточення генерувався автоматично. Дальні 
електростатичні взаємодії враховували за до-
помогою методу PME (Particle Mesh Ewald) 
[54]. Негативний заряд отриманих молекуляр-
них систем нейтралізували за допомогою мо-
дуля «genion» шляхом заміщення молекул во-
ди іонами натрію та хлору до відповідного рів-
ня фізіологічної концентрації (0,15 моль/л). 
Попередню оптимізацію геометрії молекуляр-
них систем виконували шляхом мінімізації по-
тенційної енергії («grompp» та «mdrun») з вико-
ристанням алгоритмів крутого спуску (steepest 
descent) при максимальній кількості кроків 
1000 і градієнті 0,1. Мінімізацію енергії також 
здійснювали з використанням силового поля 
charmm27 [53]. Наступну процедуру обмеже-
ної молекулярної динаміки (молекулярного 
рестрейнінгу) також проводили з використан-
ням вищезазначених модулів при температурі 
310 К протягом 0,2 пс. Процес молекулярної 
динаміки тривалістю 50 нс також здійснювали 
за допомогою модулів «grompp» та «mdrun». 

Для імітації об’єму розчинника було засто-
совано періодичні граничні умови. Темпера ту-
ра системи підтримувалась на рівні 310 К за 
допомогою термостата Берендсена з часом вза-
ємодії 0,1 пс. Постійний тиск підтримувався 
за допомогою функції зовнішнього баростата. 



51ISSN 1815-2066. Nauka innov. 2016, 12(3)

Нові імідазольні похідні як інгібітори FtsZ-білків мікобактерій: від високопропускного молекулярного скринінгу

Дов жина зв’язків за участі атомів водню бу ла 
зафіксована на рівноважному рівні за допо мо-
гою алгоритму Lincs [55]. Аналіз результатів 
молеку лярної динаміки комплексів ліганд—
FtsZ-білок здійснювали з використанням мо-
дуля «g-ener gy», який дозволяє здійснювати 
оцінку кулонівських та леннард—джон сів сь-
ких (LJ) взаємодій ліганду як у складі комп-
лексу з білком, так і у вільному стані у водно-
му оточенні.

Енергію зв’язування ліганду з білком обра-
ховували за формулою [56]:

ΔGbind = α(<Vl-s LJ>p — <Vl-s LJ>w) +

                      + β(<Vl-s el>p — <Vl-s el>w), (1)

де <Vl-s LJ>p — LJ-складова взаємодії ліганд/білок; 
<Vl-s LJ>w — LJ-складова взаємодії ліганд/вода; 
<Vl-s el>p — електростатична складова взаємодії 
ліганд/білок; <Vl-s el>w — електростатична скла-
дова взаємодії ліганд/вода.

Значення коефіцієнтів були стандартни ми 
[57] та дорівнювали α = 0,18 і β = 0,50.

За результатами обрахунку молекулярної ди-
наміки досліджуваних комплексів було зроб-
лено висновок, що найбільшою спорідненістю 
до FtsZ-білка мікобактерії харак теризуються 
шість речовин: F0478-0451, F0478-0505, F0478-
0368, В0026, F0478-0175 та F0478-0221.

Експериментальна перевірка 

сполук-лідерів in vitro

Для експериментальної перевірки з ІОХ 
НАН України було передано зразки шести 
спо лук-лідерів, а також зразки семи сполук, 
які за результатами скринінгу не проявили 
від повідної спорідненості до FtsZ-білка. По-
дальшу експе риментальну перевірку впливу 
досліджуваних сполук на полімеризацію FtsZ-
білка проводили за допомогою двох методів: 
1) спектрофотометричного визначення дина-
міки полімеризації FtsZ-білка при 320 нм та 
2) колориметричного визначення гідролізу ГТФ 
в реакції з малахіто вим зеленим. У роботі було 
використано препа рат FtsZ-білка виробницт-
ва Cytoskeleton Inc. Ліофільний препарат білка 

ресуспендували у буфері (100 мМ MES-NaOH, 
pH = 6,5, 1 мM ЕГТА, 10 мM CaCl2) до концен-
трації 1 мг/мл, після чого зразок інкубували 
на льоду впро довж 30 хв. Розчин білка цен-
трифугували при 14 000 об./хв і відбирали су-
пернатант для подальших досліджень. Оста-
точну концентрацію білка в реакційній суміші 
перевіряли спектрофотометрично, і вона ста-
новила 88 мг/мл. Оцін ку динаміки полімери-
зації FtsZ-білка та гідролізу ГТФ FtsZ-білком 
проводили в присутності відібраних під час 
скринінгу in silico гетероциклічних сполук в 
концентрації 50 мкМ. Як конт роль викорис-
товували реакційні суміші, що містили відпо-
відну кількість диметилсульфоксиду.

Спектрофотометричне визначення динамі-
ки полімеризації FtsZ-білка in vitro здійснюва-
ли за допомогою спектрофотометра Specord 
210 (AnalytikJena, Німеччина) в двопромене-
вому (double-beam) режимі, при довжині хвилі 
340 нм (детектор 4 нм, крок сканування 5 с) 
впродовж 30 хв в термостатованому елемента-
ми Пелтье тримачі для кювет при 37 °С. По-
лімеризація була індукована додаванням в ре-
акційну суміш ГТФ до кінцевої концентрації 
1 мM. В кювету порівняння при двопромене-
вому режимі сканування вносили буфер для 
полімеризації без FtsZ-білка, що містив відпо-
відний аналіт.

За результатами аналізу впливу 13-и гетеро-
циклічних сполук на динамічні показники по-
лімеризації FtsZ було виділено дві дискретні 
групи, що відрізнялися характером впливу на 
цей процес. Шість речовин, а саме F0478-0368; 
F0478-0449; F0478-0451; F0478-0497; B0106; 
B0231 не викликали помітного інгібіторного 
впливу на полімеризацію або вплив був незна-
чний, деякі з наведених речовин мали значення 
рівня полімеризації навіть вище за контроль 
(рис. 6, див. кольорову вклейку). Так, серед даної 
групи речовин дві (B0106 та B0231) мали зна-
чення, близькі до контрольних, решта речовин 
(F0478-0368, F0478-0449, F0478-0451, F0478-
0497) і особливо В0106 виявили значення, біль-
ші за контроль. Це, ймовірно, може бути по в’я-
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зано зі здатністю даних речовин ініціювати ут-
ворення агрегатів білка, що в свою чергу мало 
наслідком підвищення оптичного поглинання.

Решту речовин (B0026, F0478-0505, B0036, 
В0156, F0478-0130, F0478-0175, F0478-0221) 
мож на охарактеризувати як вірогідні інгібіто-
ри полімеризації FtsZ (полімеризація або мала 
мінімальні динамічні показники — B0026, B0036, 
В0156, F0478-0175, F0478-0221, або була неста-
більною у часі, завершуючись деполімериза-
цією FtsZ — F0478-0505, F0478-0130) (рис. 7, 
див. кольорову вклейку).

Визначення ГТФ-азної активності FtsZ in vitro

Для визначення ГТФ-азної активності FtsZ-
білків використовували набір PhosFree™ Pho-
sphate Assay Biochem Kit (BK050, Cytosckele-
ton Ink., USA), дія якого ґрунтується на коло-
риметричній реакції фосфату з малахітовим 
зеленим. Порівняння змін в концентраціях фос-
фатних іонів виконували в крайніх часових точ-
ках динаміки полімеризації FtsZ: 0 хв (одразу 
після додавання ГТФ із затримкою початку ви-
мірювання на 15 с з врахуванням методичних 
маніпуляцій) та 30 хв. Реакцію проводили на 
водяній бані при 37 °С. Реакцію зупиняли пре-
паратом перхлорної кислоти та вимірювали оп-

тичне поглинання при 650 нм. За допомогою 
калібрувальної кривої, побудованої шля хом тит-
рування стандартного розчину фосфату, була 
визначена кількість PO4

3- у мікромолярному діа-
пазоні, що вивільнюється при гідролізі ГТФ.

За результатами оцінки усі дослідні зразки 
виявили рівень гідролізу ГТФ, нижчий за конт-
рольний (239 мкМ PO4

3- при полімеризації 
24,8 мкM FtsZ в присутності 50 мМ ГТФ). Так, 
усі досліджені речовини пригнічували ГТФ-
азну активність FtsZ-білка з різною ефектив-
ністю (від 4 до 28 %). Однак у випадку шести 
сполук-лідерів рівень інгібування ГТФ-азної 
активності сягав 18 % і вище: B0026 (28 %), 
F0478-0368 (24 %), F0478-0451 (20 %), F0478-
0497 (24 %), F0478-0175 (27 %), F0478-0221 
(19 %) (рис. 8, див. кольорову вклейку).

Порівнюючи результати двох експеримен-
тальних підходів серед дослідженої вибірки 
сполук було визначено три, що характеризу-
ються найвищим інгібіторним ефектом (мак-
симальне інгібування полімеризації та ГТФ-
азної активності FtsZ-білка), а саме B0026 
(2[(4-нітрофеніл)метилтіо]-1,3-бензотіазол), 
F0478-0175 ([2-(4-фторфеніл)-2-оксо-етил]2-
(1,3-бензоксазол-2-ілтіо)ацетат) та F0478-0221 
(8-індолін-1-ілсульфонілхіноілін) (рис. 9). Та-
ким чином, на підставі отриманих результатів 
дані речовини можна рекомендувати для по-
дальшого дослідження їх впливу на апарат по-
ділу M. tuberculosis.

Подібні властивості вищезазначених спо-
лук були доведені вперше. Наразі обрані спо-
луки розглядаються нами як перспективні ін-
гібітори FtsZ і будуть залучені у подальші до-
слідження з метою встановлення їх фарма-
кологічного потенціалу як нових ліків проти 
туберкульозу. Крім того, встановлені особли-
вості взаємодії сполук-лідерів з FtsZ-білком 
M. tuberculosis надають нам інформацію сто-
совно особливостей ліганд/білкової взаємодії 
(рис. 10). Отримана інформація є дуже важли-
вою відправною точкою для подальшого ди-
зайну і синтезу більш ефективних інгібіторів 
поділу клітин мікобактерій.

Рис. 9. Сполуки-лідери, відібрані на підставі даних мо-
лекулярного докінгу, молекулярної динаміки, а також за 
результатами експериментальної перевірки здатності до 
інгібування полімеризації і ГТФ-азної активності FtsZ 

білку M. tuberculosis в умовах in vitro

B0026
2[(4-нітрофеніл) метилтіо]-1, 3-бензотіазол

F0478-0175
[2-(4-фторфеніл) -2-оксо-етил]2-(1, 3- 
бензоксазол-2-ілтіо) ацетат

F0478-0221
8-індолін-1-ілсульфонілхіноілін
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Рис. 10. Особливості ліганд-білкової взаємодії сполук-лідерів (B0026, F0478-0175, F0478-0221) з FtsZ-білком 
M. tuberculosis. Положення лігандів у ГТФ-обмінному сайті FtsZ-білка (ліворуч) і фармакофорні мапи ліганд-

білкової взаємодії (праворуч). Контроль — молекула ГТФ

F0478-0221 (8-Індолін-1-ілсульфонілхіноілін)

F0478-0175 ([2-(4-Фторфеніл)-2-оксо-етил]2-(1,3-бензоксазол-2-ілтіо)ацетат)

B0026 (2[(4-Нітрофеніл)метилтіо]-1,3-бензотіазол)
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ВИСНОВКИ

У рамках реалізації ВО CSLabGrid, створеної 
в системі Українського Національного Гріда, бу-
ло виконано пошук нових сполук з протиту-
беркульозною активністю. Поєд ну ючи методи 
струк турної біоінформатики, обчислень у Ґрід і 
експериментів in vitro було роз роблено метод 
ефективного високопропуск но го скринінгу спо-
лук імідазольного ряду. Створені відповідні бі-
бліотеки лігандів і молекулярних мішеней, які 
придатні для подальшого використання у дослі-
дженнях ВО CSLabGrid. За результатами скри-
нінгу бібліотеки лігандів, що нараховувала 2886 
сполук, біоінформаційного і біохімічного аналі-
зу було визначено три речовини, які водночас 
проявляють максимальне пригнічення поліме-
ризації та ГТФ-азної актив ності (18–28 %) FtsZ-
білка Mycobacterium tu ber culosis, а саме B0026 
(2[(4-нітрофеніл)метилтіо]-1,3-бензотіазол); 
F0478-0175 ([2-(4-фторфеніл)-2-оксо-етил]2-
(1,3-бен зоксазол-2-ілтіо)ацетат) та F0478-0221 
(8-індолін-1-ілсульфонілхіноілін).

Дослідження були підтримані проектом ці-
льової комплексної програми фундаментальних 
досліджень НАН України «Фундаментальні проб-
леми створення нових речовин і матеріалів хі-
мічного виробництва» (2012–13 рр.): «Пошук 
та оцінка протитуберкульозної активності 
нових сполук гетероциклічного ряду на основі 
структурно-біологічного докінгу та дизайну», 
(№ держреєстрації 0112U003389). Частина до-
сліджень, безпосередньо пов’язана зі створен-
ням баз даних і використанням обчислень у Ґрід, 
була підтримана проектом Державної цільової 
науково-технічної програми впровадження і 
застосування Ґрід-технологій на 2009–13 рр. 
«Використання Ґрід-технологій у фундамен-
тальних та прикладних дослідженнях цитоске-
лету шляхом створення та розвитку віртуаль-
ної організації CSLabGrid» (2012 р., № держреє-
страції 0112U004000).
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NEW IMIDAZOLE INHIBITORS 
OF MYCOBACTERIAL FtsZ: 

THE WAY FROM HIGH-THROUGHPUT 
MOLECULAR SCREENING IN GRID 

UP TO in vitro VERIFICATION

In the framework of UNG virtual organization CSLab-
Grid, high-throughput molecular screening was performed 
for new anti-TB compounds. Using program FlexX in-
stalled on IFBG Claster and models of four perspective 
ligand binding sites on the surface of FtsZ of Mycobacte-
rium tuberculosis, virtual screening was performed for da-
tabase containing 2886 compounds synthesized in the In-
stitute of Organic Chemistry of NAS of Ukraine. Based on 
LE and ΔG score, docking scores of CCDC Gold, and re-
sults of molecular dynamics, we selected a group of per-
spective FtsZ inhibitors. In vitro validation have revealed 
6 compounds with the highest inhibition of GTPase activ-
ity of FtsZ. Also, based on in vitro experiment, we have 
selected three compounds exhibiting both - strong inhibi-

tion of FtsZ polymerization and inhibition of GTPase ac-
tivity.

Keywords: tuberculosis, structural biology, bio in for ma tics, 
high-throughput screening (HTS), in vitro.
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НОВЫЕ ИМИДАЗОЛЬНЫЕ ПРОИЗВОДНЫЕ 
КАК ИНГИБИТОРЫ FtsZ-БЕЛКОВ 

МИКОБАКТЕРИЙ: ОТ ВИСОКОПРОПУСКНОГО 
МОЛЕКУЛЯРНОГО СКРИНІНГА В Ґрід 

ДО ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО АНАЛИЗА іn vіtro

В рамках реализации главной цели созданной в УНГ 
виртуальной организации CSLabGrіd был выполнен по-
иск новых противотуберкулезных соединений. С ис-
пользованием установленной на ІFBG Claster програм-
мы Flex и модели четырех перспективных сайтов связы-
вания лигандов на поверхности FtsZ-белка Mycobacterіum 
tuberculosіs было выполнено скрининг базы данных, ко-
торая содержала 2886 соединений, синтезированных в 
Институте органической химии НАН Украины. На ос-
новании показателей LE и ΔG, результатов докинга в 
программе CCDC Gold и обсчета молекулярной динами-
ки комплексов была отобрана группа перспективных ин-
гибиторов Fts. Во время экспериментальной проверки іn 
vіtro шесть веществ проявили высочайшую эффектив-
ность ингибирования ГТФ-азной активности FtsZ-бел-
ка. Также по результатам экспериментальной оценки іn 
vіtro было избрано три вещества, которые одновременно 
проявляют максимальное угнетение полимеризации и 
ГТФ-азной активности FtsZ-белка.
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