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Методами классической молекулярной динамики (GROMACS), молекулярного докинга (AutoDock Vina)
и квантовой химии (PM6 и DFT/B3LYP) исследовано взаимодействие пяти иммерсионных агентов на основе

растворов дисахаров (сахарозы, мальтозы, лактозы, трегалозы и целлобиозы) с миметическим пептидом

коллагена (GPH)3 как одним из основных компонентов биологических тканей. В результате комплексного

молекулярного моделирования для этих агентов предсказаны такие параметры, как потенциал оптического

просветления для кожи крысы и эффективность оптического просветления для кожи человека. Обсуждаются

причины значительного различия в значениях параметров оптического просветления иммерсионных агентов,

принадлежащих к одной молекулярной группе.
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Введение

Использование современных методов фотомедицины

и биомедицинской оптики для диагностики и терапии

заболеваний сопряжено с трудностями, которые возни-

кают из-за того, что кожа и многие другие биоткани

проявляют сильное упругое рассеяние света в видимой

и ближней инфракрасной областях. Упругое рассеяние

возникает за счет неоднородностей показателей пре-

ломления на границах различных макромолекулярных

структур в основном на коллагеновых волокнах, которые

преимущественно ответственны за рассеяние света в ко-

же [1–3]. Эти трудности преодолеваются путем введения

в ткань биосовместимых молекулярных агентов, которые

в той или иной степени способствуют ее оптическому

просветлению [2–6]. Экспериментальным in vitro, ex vivo

и in vivo исследованиям просветления различных типов

биотканей посвящено довольно много работ [1–10], что
говорит об актуальности проблемы. В работах [4–8]
описаны уникальные технологии оптического просвет-

ления для визуализации с высоким пространственным

разрешением объемных биологических объектов. Од-

нако эти технологии не применимы в исследованиях

ex vivo и in vivo, поскольку используют фиксированную

ткань, процедуры полной дегидратация и растворения

липидов. Недавние исследования по развитию техноло-

гий оптического просветления для ex vivo и in vivo

биологических тканей можно найти в работах [2–6,9–12].
Например, в работе [11] рассмотрено влияние модель-

ного сахарного диабета на оптическое просветления

кожи лабораторных мышей, а в работах [10,12] путем

визуализации с помощью двухфотонной автофлуорес-

ценции и второй оптической гармоники (SHG-imaging)
исследовался механизм оптического просветления кожи

при использовании глицерина и рентгено-контрастного

агента омнипака (йогексола) в качестве просветляющих

агентов.

Тем не менее механизмы оптического просветления

на молекулярном уровне до сих пор однозначно не

определены. Молекулярному моделированию процессов,

ответственных за оптическое просветление кожи, по-

священ ряд работ: в [1,13,14] с помощью классиче-

ской молекулярной динамики, а в работах [15,16] с

помощью квантовой химии исследован процесс взаи-

модействия иммерсионных агентов с коллагеном как

одним из основных компонентов биологических тканей.
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В работе [17] представлен обзор ex vivo и in vivo

исследований, посвященных оптическому просветлению

биотканей. В работе [18] представлены результаты ис-

следований дегидратирующих свойств просветляющих

агентов и отмечается, что дегидратация это только один

из возможных механизмов, приводящих к просветлению

биотканей. Проведение исследований в этой области

открывает путь к пониманию молекулярных процессов,

которые приводят к оптическому просветлению биотка-

ней, что в свою очередь позволит находить эффективные

просветляющие агенты с заданными свойствами.

В настоящей работе, с целью предсказания значений

потенциала оптического просветления (ПП) для кожи

крысы и эффективности оптического просветления (ЭП)
кожи человека, было исследовано взаимодействие ряда

просветляющих иммерсионных агентов, относящихся к

группе дисахаридов (сахароза, мальтоза, лактоза, тре-

галоза и целлобиоза), с миметическими пептидом кол-

лагена (GPH)3 с использованием методов классической

молекулярной динамики и квантовой химии.

1. Методика молекулярного
моделирования

В качестве молекулярной модели коллагена был ис-

пользован миметический пептид коллагена (GPH)3 [19],
составляющий основу большей части регулярных доме-

нов коллагена человека. Такие относительно небольшие

синтетические пептиды часто используются для молеку-

лярного моделирования коллагенов. Трехмерная модель

пептида строилась по данным из Protein Data Bank

(PDB) с последующим добавлением атомов водорода и

оптимизации структуры методом молекулярной динами-

ки [20]. В качестве иммерсионных просветляющих аген-

тов нами были рассмотрены пять молекул дисахаров,

для двух из них (сахароза, мальтоза) в работах [9,14]
имеются экспериментальные данные по ПП. Молеку-

лярное моделирование взаимодействия просветляющих

агентов с коллагеном проводилось в несколько этапов.

На первом этапе методом DFT/B3LYP/6-

311+G(d,p) [21,22] с использованием программы

GAUSSIAN [23] были определены и рассчитаны

все самые низкоэнергетические конформеры

рассматриваемых просветляющих агентов в

изолированном состоянии. Вычисленные молекулярные

параметры в дальнейшем использовались при

моделировании этих систем в рамках классической

молекулярной динамики и молекулярного докинга.

Также были вычислены волновые числа колебательных

переходов, которые оказались положительными,

что дополнительно свидетельствует о нахождении

молекулярных систем в локальных минимумах.

На втором этапе моделирования методами класси-

ческой молекулярной динамики анализировалось обра-

зование водородных связей между пептидом коллаге-

на ((GPH)3)9 и выбранными иммерсионными агента-

ми. Молекулярное моделирование взаимодействия этих

агентов с коллагеном проводилось с помощью пакета

классической молекулярной динамики GROMACS [24]
с силовым полем AMBER-03 [25]. Модельная сцена

представляет собой трехмерную ячейку в форме пря-

моугольного параллелепипеда со следующими длина-

ми сторон: 3× 3× 9 nm. Границы ячейки выбирались

периодическими (в случае столкновения с границей

молекула проходит через нее, появляясь со стороны

противоположной границы). Перед началом каждого

моделирования 20 молекул агента распределяются слу-

чайным образом в пределах ячейки. Начальные скорости

атомов задавались с помощью генератора случайных

чисел пакета GROMACS и имели максвелловское рас-

пределение, соответствующее выбранной температуре.

Для моделирования системы использовались термостат

и баростат Берендсена [26], обеспечивающие сходимость

температуры и давления системы к установленным зна-

чениям: T0 = 300K и P0 = 1 bar. Временной шаг модели-

рования был выбран равным 0.0001 ps, а полное время

моделирования составило 100 ps. Состояние системы

записывалось каждые 0.1 ps. Записанные траектории

движения молекул обрабатывались средствами пакета

GROMACS и с помощью программы VMD (Visual
Molecular Dynamics) [27]. Для каждой исследуемой си-

стемы моделирование повторялось 30 раз, полученные

результаты усреднялись.

При анализе полученных в результате моделирования

траекторий движения молекул считалось, что между ато-

мами образуется водородная связь, если выполняются

следующие геометрические критерии: R ≤ 3.5�A [28] и

ϕ ≤ 30◦, где R — расстояние между атомом
”
донора“ A,

ковалентно связанным с атомом водорода H, и атомом

”
акцептора“ B другой молекулы (или функциональной

группы той же молекулы), а ϕ — угол, образованный

связями AH и AB. Пример такого взаимодействия при-

веден на рис. 1. В рамках этого этапа моделирования

было оценено среднее число водородных связей, об-

разовавшихся между низкомолекулярными агентами и

коллагеном в единицу времени.

На третьем этапе моделирования для оценки энергии

межмолекулярного взаимодействия выбранных просвет-

ляющих агентов с коллагеном был использован мини-

мальный фрагмент миметического пептида, сохраняю-

щий регулярную структуру — ((GPH)3)2, состоящий из

231 атома (рис. 2, a), структура которого предварительно

оптимизировалась в рамках полуэмпирического метода

PM6 [29]. Как видно из рис. 2, a, посадочный молеку-

лярный карман представляет собой участок пептида раз-

мером приблизительно 10 на 12�A, в котором имеются

четыре доступные для межмолекулярного связывания

функциональные группы: две карбонильные (одна на

остатке глицина — 2, другая на остатке гидроксипро-

лина — 3 одной и той же α-цепи) и две спиртовые — 1

и 4 на остатках гидроксипролинов различных α-цепей.

Оптимизированная структура модели коллагена ис-

пользовалась для проведения молекулярного докин-
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Рис. 1. Пространственная структура водородосвязанного комплекса молекул сахарозы и коллагенового пептида ((GPH)3)9,
полученная в рамках классической молекулярной динамики.
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Рис. 2. a — фрагмент миметического пептида ((GPH)3)2, оптимизированного полуэмпирическим методом PM6 (цифрами
обозначены молекулярные группы, участвующие в образовании водородных связей с просветляющими агентами); b, c —

водородосвязанные комплексы, образованные фрагментом коллагена ((GPH)3)2 и приведенными далее на рисунке иммерсионными

просветляющими агентами; d, e — пространственные конфигурации самых низкоэнергетических конформеров некоторых

просветляющих агентов (сахарозы и мальтоза), вычисленные методом B3LYP/6-311+(d,p). Штриховыми линиями на рисунке

показаны водородные связи.

га с просветляющими агентами в рамках программы

AutoDockVina [30]. После проведения молекулярного

докинга для каждой взаимодействующей системы выби-

рались первые десять наиболее выгодных конфигураций,

которые далее оптимизировались полуэмпирическим ме-

тодом PM6. Затем путем проведения однократной SCF-

процедуры методом DFT/B3LYP/6-31G(d) вычислялись

полные электронные энергии комплексов. Аналогичная

Оптика и спектроскопия, 2021, том 129, вып. 6
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процедура была использована для получения значений

полной электронной энергии просветляющих агентов

и пептидного фрагмента. Энергия межмолекулярного

взаимодействия рассчитывалась, как разность полных

энергий комплекса и суммы энергий отдельных его

составляющих. В итоге выбирались максимальные зна-

чения энергий межмолекулярного взаимодействия, ко-

торые соответствуют наиболее вероятным структурам

комплексов. На рис. 2, c, b (на примере сахарозы и маль-

тозы) показаны структуры водородосвязанных комплек-

сов, образованных фрагментами коллагена ((GPH)3)2 и

молекулами иммерсионных агентов.

2. Результаты и обсуждение

Примеры рассчитанных в рамках метода

DFT/B3LYP/6-311+G(d,p) пространственных конфигура-

ций низкоэнергетических изолированных конформеров

иммерсионных агентов показаны на рис. 2, d, e.

Из рисунка видно, что для дисахаров наиболее

выгодными в изолированном состоянии являются

конформации, в которых образуется максимальное

число внутримолекулярных водородных связей.

Для удобства обсуждения количественных экспери-

ментальных и теоретических параметров все они при-

ведены в таблице. В таблице под ПП [1] понимается

наклон линии регрессии отношения приведенного ко-

эффициента рассеяния до и после 45min действия им-

мерсионного агента в зависимости от его концентрации,

выраженной в молях. Следует заметить, что значения

ПП в работах [19] и [20] получены при разных диапа-

зонах концентрации иммерсионного агента. Для оценки

ЭП кожи человека in vivo в работе [16] определялись

значения коэффициента рассеяния света, полученные с

помощью усреднённого ОКТ А-скана на участке дермы

глубиной от 350 до 700µm. В качестве численного вы-

ражения ЭП кожи были использованы значения модуля

средней скорости изменения коэффициента рассеяния

(на временном отрезке от 5 до 35min) при воздействии

водного раствора иммерсионного агента средней концен-

трации (60%).

Из таблицы видно, что не наблюдается прямой кор-

реляции между числом образованных межмолекулярных

водородных связей и энергией межмолекулярного взаи-

модействия. Это связано с тем, что на энергию межмоле-

кулярного взаимодействия значительно влияют еще два

фактора. Первый фактор связан с энергией, которая тра-

тится на структурную подстройку молекулярных систем

при создании межмолекулярного комплекса. Второй

фактор связан с конкуренцией между внутримолекуляр-

ными водородными связями и межмолекулярными. То

есть, если системе энергетически выгодно не разрывать

внутримолекулярную водородную связь, то межмоле-

кулярная связь не образуется. Именно влиянием этих

двух факторов объясняется в [15] различие в энергии
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Рис. 3. Зависимость ПП кожи крысы (a) [14], ЭП кожи

человека (b) [16] от энергии взаимодействия (по модулю)
пептида коллагена с молекулами просветляющих агентов: 1 —

глицерола, 2 — рибозы, 3 — глюкозы, 4 — фруктозы, 5 —

сахарозы и 6 — мальтозы. Сплошными линиями обозначены

линейные аппроксимации этих зависимостей. Также на графи-

ках приведены уравнения регрессии.

межмолекулярных взаимодействий и соответственно в

ПП в сходных молекулярных структурах.

Сравним приведенные в таблице экспериментальные

данные по ПП для фруктозы, сахарозы и мальтозы

c результатами молекулярного моделирования. Надо

отметить, что величина ПП у фруктозы в работе [13]

на 15% больше, чем у сахарозы, а в работе [14], наобо-
рот, на 18% меньше. Данные, полученные с помощью

классической молекулярной динамики, предсказывают

увеличение на 18% среднего числа водородных связей в

единицу времени, что должно приводить к увеличению

ПП [13]. Данные по энергии межмолекулярного взаи-

модействия, полученные с помощью методов квантовой

химии, также показывают увеличение энергии на 6%,

что тоже предсказывает увеличение ПП при переходе от

фруктозы к сахарозе.
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Длина межмолекулярных водородных связей l и скорость их образования N, энергия межмолекулярных взаимодействий 1E между

фрагментом коллагена (GPH)3 и иммерсионными агентами, рассчитанные методом PM6/B3LYP/6-31G(d), экспериментальные (ex
vivo, in vivo) и теоретические значения ПП для кожи крысы, а также экспериментальные (in vivo) и теоретические значения ЭП

для кожи человека

Агент l, �A N, ps−1 1E, kJ/M ПП ЭП

Спирт Глицерол 1.74, 1.91, 1.92, 0.840 [15] −42.8 [16] 0.192 [1] 0.69 [16]
1.93, 2.44

Моносахара Рибоза 1.84, 1.90, 0.918 −80.9 [16] − 0.94 [16]
1.91, 1.95

Глюкоза 1.68, 1.71, 0.943 −94.5 [16] 0.384 [1] 1.55 [16]
1.84, 1.94

Фруктоза 1.82, 1.84, 1.90, 0.669 −89.2 [16] 0.75 [20] 1.52 [16]
1.96, 2.23 0.447 [1]

Дисахара Сахароза 1.70, 1.71, 1.78, 0.812 −95.2 0.91 [20] 1.35∗∗

1.82, 1.90, 1.91 0.379 [1]

Мальтоза 1.89, 1.90, 0.949 −66.0 0.65 [20] 0.95∗∗

2.59, 1.94

Лактоза 1.76, 1.78, 0.883 −61.0 0.47∗ 0.88∗∗

1.86, 2.27

Трегалоза 1.80, 1.82, 1.89, 0.952 −86.3 0.79∗ 1.23∗∗

1.91,2.04

Целлобиоза 1.72, 1.76, 0.971 −135.8 1.40∗ 1.91∗∗

1.99, 2.40

Примечание. ∗ Теоретически предсказанные значения ПП кожи крысы ex vivo на основе регрессионного анализа имеющихся в работе [14]
экспериментальных данных. ∗∗ Теоретически предсказанные значения эффективности оптического просветления кожи человека in vivo на основе

регрессионного анализа имеющихся в работе [16] экспериментальных данных.

Теперь сравним экспериментальные значения ПП у

сахарозы и мальтозы. Как видно из таблицы, ПП у

мальтозы на 29% ниже, чем у сахарозы. Молекулярная

динамика предсказывает обратную ситуацию, поскольку

среднее число водородных связей в единицу времени

не убывает по сравнению с сахарозой, а, наоборот,

возрастает на 14%. При рассмотрении результатов,

полученных с помощью методов квантовой химии, мы

наблюдаем ситуацию, которая качественно согласуется

с экспериментом, так как энергия межмолекулярного

взаимодействия уменьшается на 31% при переходе от

сахарозы к мальтозе. В данном случае методы моле-

кулярной динамики и квантовой химии дали противо-

положные результаты. На наш взгляд, это связано с

тем, что в методах квантовой химии более корректно

учитывается конкуренция между внутримолекулярными

и межмолекулярными водородными связями.

Используя экспериментальные данные из ра-

бот [13,14,16], мы построили линейные аппроксимации

зависимостей экспериментальных значений ПП и ЭП

от энергии межмолекулярного взаимодействия пептида

коллагена с иммерсионными агентами (рис. 3). Так как

имеющихся в литературе экспериментальных данных по

оптическому просветлению рассматриваемых в данной

работе имммерсионных агентов явно недостаточно для

получения надежной аппроксимации, рис. 3 содержит

наряду с данными по дисахарам и имеющиеся в нашем

распоряжении данные по моносахарам. Также на рис. 3

представлен трехатомный спирт глицерол. Этот спирт

очень часто используется в качестве иммерсионного

агента и поэтому его данные по оптическому

просветлению кожи были выбраны нами в качестве

референсного (опорного) значения. В результате

полученных аппроксимаций были вычислены

теоретические значения ПП для кожи крысы и ЭП

для кожи человека, которые представлены в таблице.

Как видно из таблицы, наибольшие значения ПП и ЭП

предсказываются для молекулы целлобиозы. Увеличение

по сравнению с сахарозой ПП для кожи крысы

предсказывается на 54%, а ЭП для кожи человека — на

42% (теоретические значения ЭП молекулы сахарозы

сравниваются с теоретическими значениями для

молекулы целлобиозы). Метод молекулярной динамики

также предсказывает наибольшие значения ПП и ЭП

для молекулы целлобиозы вследствие максимального

значения среднего числа водородных связей в единицу

времени, которое на 20% отличается от аналогичного

значения для молекулы сахарозы.

Вычисленные коэффициенты линейной корреляции

между экспериментальными значениями ПП для ко-

жи крысы и ЭП для кожи человека с вычисленной

энергией межмолекулярного взаимодействия составили
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соответственно 0.96 и 0.84. Несмотря на ограниченность

имеющихся в нашем распоряжении экспериментальных

данных, полученные значения статистической досто-

верности корреляционной связи (соответственно 0.95

и 0.90) позволяют использовать линейную аппрокси-

мацию в качестве выбранной теоретической модели.

Также такие высокие значения коэффициентов корре-

ляции позволяют говорить о принципиальной важно-

сти последиффузионного этапа оптического просветле-

ния [15], в котором происходит взаимодействие колла-

гена с просветляющими агентами и определяется влия-

ние на оптическое просветление биотканей. Результаты

исследования [15,17] позволяют говорить о том, что в

процессе такого взаимодействия происходит частичное

замещение связанной с коллагеном воды. Это приво-

дит к нарушению связующей сетки водородных связей

и, как следствие, к обратимому процессу увеличения

объема коллагеновых фибрилл, что в свою очередь

уменьшает их показатель преломления и выравнивает

его с межколлагеновой средой. Чем выше сродство

просветляющего агента к коллагену, тем эффективнее

идет этот процесс.

Все вышеизложенное позволяет предположить, что

следующим шагом для увеличения эффективности вза-

имодействия может быть подбор иммерсионного агента

с такими структурными характеристиками, которые поз-

воляли бы ему одновременно взаимодействовать сразу

с несколькими молекулярными карманами коллагена.

Примером такого эффективного просветляющего аген-

та может служить молекулярная система полимерного

типа, состоящая, например, из шестичленных моносаха-

ридов, соединенных подвижной углеродно-кислородной

цепочкой такой длины, чтобы насыщенные кольца сахара

попадали в области молекулярных карманов коллагена

и взаимодействовали с ними посредством своих гидрок-

сильных групп. Но здесь необходимо также учитывать,

что значительное увеличение размера молекул, исполь-

зуемых в качестве просветляющих агентов, приведет

к увеличению вязкости вещества и, как следствие, к

уменьшению скорости диффузии в биоткани, а также к

увеличению времени его вымывания из биотканей.

Выводы

В результате комплексного молекулярного моделиро-

вания взаимодействия ряда дисахаридов с миметическим

пептидом коллагена (GPH)3 вычислены среднее число

образованных водородных связей в единицу времени и

энергии межмолекулярного взаимодействия. Используя

зависимость между энергией межмолекулярного взаи-

модействия и такими характеристиками, как ПП для

кожи крысы и ЭП для кожи человека, были предсказаны

их численные значения. Наибольшие значения ПП и

ЭП в ряду рассмотренных дисахаров предсказаны для

молекулы целлобиозы. Полученные высокие значения

корреляции между экспериментальными значениями па-

раметров оптического просветления с энергией меж-

молекулярного взаимодействия говорят о важной роли

последиффузионной стадии в процессе оптического про-

светления биотканей. Даны рекомендации по способу

подбора наиболее эффективных просветляющих агентов.
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