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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность исследования. В настоящее время большое внимание 

уделяется разработке, модификации и применению молекулярно 

импринтированных полимеров (МИП) в качестве простого искусственного 

аналога природных рецепторных систем, способных к селективному связыванию 

различных аналитов. Использование МИП для эффективной доставки лекарств 

является актуальным благодаря уникальным транспортным свойствам данных 

материалов. В частности, МИП характеризуются повышенным сродством 

матрицы к функциональному мономеру, что увеличивает время пребывания 

лекарственного средства in vivo/in vitro, высокой способностью материала МИП 

к загрузке лекарственного средства, высокой стабильностью и устойчивостью к 

различным условиям среды. Однако необходимо учитывать несколько 

дополнительных факторов, прежде чем МИП можно будет использовать в 

приложениях in vivo. 

Действительно, оценка биосовместимости получаемых материалов является 

одним из ключевых аспектов при выборе матричных молекул. В этом отношении 

использование природных полимеров (например, белков) в качестве исходной 

полимерной матрицы (процесс биоимпринтинга) имеет преимущество по 

сравнению с традиционно используемым процессом молекулярного 

импринтинга, в котором образование селективных сайтов связывания 

происходит в синтетической полимерной матрице. Хотя использование 

импринтированных белков (ИБ) в качестве систем доставки лекарств является 

многообещающим, многообразие матричных молекул и молекул аналитов, а 

также постоянное совершенствование и проверка эффективности полученных 

систем значительно усложняют выбор подходящей системы и увеличивают 

количество проводимых экспериментов, что явно указывает на значительные 

растраты в исследованиях. Кроме того, набирает популярность доставка 

различных макромолекул, например, белков или полисахаридов. Для 

рационального проектирования таких сложных систем требуется подход, 
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который на ранних этапах исследования может дать четкое понимание 

механизма межмолекулярного взаимодействия и его возможные преимущества. 

С развитием компьютерных технологий исследование лиганд-белковых 

взаимодействий получило широкое распространение в современной науке. 

Причиной высокой актуальности стало повышение эффективности поиска новых 

лекарств за счет использования методов молекулярного моделирования и 

анализа большого объёма данных. Зачастую целью разработки является подбор 

малых молекул, которые ориентированы на определённый участок мишени с 

известными свойствами и функциями. В случае ИБ блокирование 

функционального участка рецептора не имеет первостепенного значения, 

поэтому необходимо провести поиск предпочтительного сайта связывания для 

каждого лиганда. Использование широкого спектра инструментов и методов 

компьютерного моделирования для изучения ИБ как лиганд-белкового 

комплекса позволит оптимизировать процесс выбора матричных молекул и 

молекул лекарства, а также оценить способность ИБ к загрузке лекарственного 

средства, что в свою очередь обеспечит выгодное воздействие на экономику и 

окружающую среду за счет экономии затрат, связанных с химическими 

веществами, их безопасной утилизацией и временем. 

Целью работы является моделирование лиганд-белковых взаимодействий 

между бычьим сывороточным альбумином (БСА) и фрагментами гиалуроновой 

кислоты (ГК) для приложений биоимпринтинга. 

Достижение поставленной цели предусматривает решение следующих задач: 

1. Изучение влияния pH среды на формирование лиганд-белковых 

взаимодействий. 

2. Оценка влияния различной подготовки трехмерных структур лигандов на 

результаты моделирования. 

3. Сравнительный анализ результатов моделирования лиганд-белковых 

взаимодействий различными стратегиями молекулярного докинга. 

4. Изучение динамики полученных лиганд-белковых комплексов. 
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5. Оценка энергии связывания полученных лиганд-белковых комплексов. 

Научная новизна работы. 

– Изучено влияние различных факторов на взаимодействия между 

молекулой-шаблоном и матричным белком при компьютерном 

моделировании системы.  

– Определен алгоритм применения методов молекулярного моделирования. 

Показана возможность применения методов молекулярного моделирования 

для теоретического изучения процесса биоимпринтинга. 

Практическая значимость работы. Показана перспективность 

использования моделирования лиганд-белковых взаимодействий при разработке 

систем доставки лекарств на основе технологии биоимпринтинга. 

Материалы и методы исследования. Моделирование лиганд-белковых 

комплексов выполнено с помощью программного пакета Schrödinger-Suite-2021. 

Структуры белков взяты из Research Collaboratory for Structural Bioinformatics 

Protein Data Bank (RCSB PDB) [52]. Квантово-химические расчеты проводили с 

использованием программного пакета Firefly v. 8.1.0 [9], частично основанного 

на исходном коде системы GAMESS [10], на вычислительном кластере 

Саратовского Государственного Университета.Трехмерная структура БСА (PDB 

ID: 4F5S) получена из RCSB PDB. Модель белка перед расчетами была 

подготовлена: добавлены недостающие атомы водорода, присвоены частичные 

заряды с использованием силового поля OPLS3, подготовлены протонированные 

состояния и удалена кристаллизационная вода. После этого применялась 

ограниченная минимизация в вакууме для оптимизации сети водородных связей 

в структуре наблюдаемого белка. Минимизация проводилась с использованием 

силового поля OPLS3 и прекращалась, когда среднеквадратичное отклонение 

(RMSD) достигало максимальной отсечки 0,30 А˚. 
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Для того, чтобы учесть влияние различных способов подготовки лигандов на 

производительность компьютерного моделирования химические 3D структуры 

полисахаридных фрагментов (4 соединения) были получены двумя способами: 

(1) Структуры загружены из базы данных PubChem. Минимизация энергии 

проводилась с помощью силового поля OPLS3. Затем все соединения были 

подготовлены с помощью модуля Ligprep. 

(2) Структуры были построены с помощью программы Schrodinger и 

оптимизированы с помощью квантово-химических расчетов. 

Оптимизацию геометрии проводили методом последовательного 

приближения с использованием неэмпирического метода RHF (Restricted 

Hartree-Fock) и последовательным применением базисных наборов 3-21G, 

6-31G, 6-311G. Выбор базиса определялся точностью расчета. 

Для процедуры молекулярного докинга были выбраны статистически более 

частые сайты контактов молекул БСА.  

Процедура стыковки выполнялась в двух вариантах – полужесткий и гибкий 

докинг. Первый – в режиме стандартной точности при следующих условиях: 

жесткий белок и гибкий лиганд, размер матрицы 15 Å. Второй – с 

использованием протокола принудительного позиционирования лиганда при 

следующих условиях: гибкий белок и лиганд, размер матрицы 15 Å, 

аминокислоты в пределах 5 Å от лиганда были ограничены для оптимизации 

влияния лиганда.  

Функциональные взаимодействия между фрагментами полисахаридов и 

БСА, полученные после процедуры полужесткого молекулярного докинга, 

изучались с помощью полноатомного моделирования методом МД с учетом 

гибкости и динамики всех молекул. Подготовленные структуры помещали в 

кубическую область симуляции с буферной зоной 10 Å от поверхности белка для 

всех наблюдаемых молекулярных моделей. Во всех симуляциях в качестве 

растворителя использовалась модель воды TIP3P. Заряд системы нейтрализовали 

добавлением соответствующих ионов. Моделирование проводили при 310 К (37 
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◦С) в среде NPT (постоянное давление, температура, количество частиц). Период 

регистрируемой моделируемой динамики составил 10 нс. 

Структура и объем работы. Выпускная квалификационная работа (ВКР) 

состоит из введения, двух глав, заключения и списка использованных 

источников. В тексте работы содержатся таблицы, уравнения и графические 

иллюстрации. Общий объем ВКР составляет 65 страниц, включая 34 рисунка и 2 

таблицы. 

Основное содержание работы. 

В главе 1 представлен обзор литературы, в котором обсуждаются 

современные методы доставки лекарственных средств для лечения заболеваний 

мочевого пузыря, проблемы и подходы к разработке систем доставки на основе 

технологии молекулярного импринтинга. Показаны перспективы применения 

молекулярного моделирования.  

В главе 2 описаны материалы и методы, используемые в работе, 

обсуждаются взаимодействия между БСА и фрагментами полисахаридов, а 

также представлен сравнительный анализ полученных данных и его результаты. 

 

Молекулярный докинг 

В этой работе стратегии полужесткого и гибкого молекулярного докинга 

использовались для стыковки БСА с четырьмя лигандами (Рис. 1). 

Моделирование проводили при разных рН для теоретического изучения системы 

на различных этапах процесса биоимпринтинга. Кроме того, сравнили влияние 

различной подготовки трехмерной структуры лигандов на результаты 

моделирования. 

На основе результатов молекулярного докинга мы определили 

функциональные аминокислоты, которые предпочтительно связываются с 

лигандами. Для полученных комплексов провели расчет свободной энергии 
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связывания (ΔGbind). Сравнительный анализ результатов использования 

различных стратегий молекулярного докинга показал формирование наиболее 

выгодных комплексов при использовании стратегии гибкого докинга (Рис. 2). 

Установили, что для получения более точного результата моделирования 

необходимо учитывать подвижность белковой молекулы.  

А Б В  

Г  

Рисунок 1 – Структуры исследуемых лигандов: альфа-D-глюкопираноза (А), 

бета-D-глюкопираноза (Б), β-мальтоза (α-D-глюкопиранозил-(1-4)-β-D-

глюкопираноза) (В), фрагмент гиалуроновой кислоты (Г) 
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А Б  

Рис. 2 Потенциальный сайт связывания фрагмента гиалуроновой кислоты и 

БСА при рН8, полученный методом полужесткого (А) и гибкого (Б) докинга 

Молекулярная динамика 

Полученные методом полужесткого молекулярного докинга лиганд-

белковые комплексы были изучены методом молекулярной динамики. В 

частности, результирующие комплексы изучались с помощью полноатомного 

моделирования в присутствии растворителя с учетом гибкости и динамики всех 

молекул. После чего проводили анализ траектории и лиганд-белковых контактов 

в течение симуляции для каждой системы. 

Показали, что D-глюкопираноза и БСА не формируют стабильный комплекс 

при рН8. Это связано с тем, что при рН8 в присутствии альбумина происходит 

раскрытие пиранозного цикла глюкозы и она неферментативно взаимодействует 

с белком, т.е. происходит реакция гликации.  

При моделировании комплекса между БСА и фрагментом гиалуроновой 

кислоты установили, что при рН 8 белок заряжен отрицательно, точно так же, 

как и гиалуроновая кислота, которая депротонируется и присутствует в форме 

отрицательно заряженного гиалуроната. Показали, что несмотря на глобально 

отрицательно заряженную молекулу альбумина, при рН 8 на поверхности белка 

существуют положительно заряженные части, которые действуют как сайты 

связывания лиганда. Таким образом, в ходе моделирования показали 
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возможность формирования межмолекулярного взаимодействия альбумина с 

гиалуроновой кислотой (Рис. 3). 

 

Рисунок 3 – Среднее квадратичное стандартное отклонение комплекса 

фрагмента гиалуроновой кислоты и бычьего сывороточного альбумина, при 

рН8 

Таким образом, применение методов молекулярного моделирования 

позволяет оценивать различные характеристики взаимодействия между 

молекулой-шаблоном и матричным белком и является перспективным для 

рационального проектирования системы на основе биоимпринтинга.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

1. Проведен анализ результатов моделирования лиганд-белковых 

взаимодействий между БСА и фрагментами глюкозы и ГК для приложений 

биоимпринтинга. Показана возможность формирования соответствующих 

комплексов при разных рН. 

2. Изучено влияние pH среды на формирование лиганд-белковых 

взаимодействий между БСА и фрагментами глюкозы и ГК. Показана 

возможность формирования устойчивого комплекса между БСА и D-

глюкопиранозой при рН 3. Подтверждено, что при рН 8 формирование 

подобного комплекса не происходит, т.к. в присутствии альбумина происходит 

раскрытие пиранозного цикла глюкозы и она неферментативно взаимодействует 

с белком, что согласуется с экспериментальными данными. 

3. Оценено влияние различной подготовки трехмерных структур 

лигандов на результаты молекулярного докинга. Показано незначительное 

влияние пути оптимизации исходной геометрии лиганда на позиционирование 

лиганда в сайте связывания. 

4. Анализ результатов стратегий полужесткого и гибкого 

молекулярного докинга в совокупности позволяет выявить функциональные 

аминокислоты, формирующие контакт в ходе динамики лиганд-белкового 

комплекса. 

5. Изучение динамики полученных комплексов позволило 

зарегистрировать все функциональные аминокислоты, участвующие во 

взаимодействии с лигандом во время симуляции и оценить стабильность 

сформировавшихся лиганд-белковых контактов. 

6. Оценена энергия связывания полученных лиганд-белковых 

комплексов. Показано, что гиалуроновая кислота формирует наиболее 

стабильные комплексы с БСА при различных рН. 
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