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Легированные азотом многослойные углеродные нанотрубки, функционализированные карбоксильными

группами (COOH-N-МУНТ), успешно используются для доставки различных лекарственных средств, генов

и белков. Доставка и контролируемый выход белка HIF-1α из носителя является важной задачей, так

как его недостаток или избыток приводит к развитию гипоксии, онкологических, сердечно-сосудистых и

других заболеваний. С использованием метода функционала электронной плотности и метода квантовых

уравнений движения проведены моделирование и анализ электронно-энергетических свойств комплекса

COOH-N-МУНТ/HIF-1α, определены структурные условия эффективного прикрепления и доставки белка

HIF-1α, описаны условия волновой диффузии при доставке и регулировании концентрации кислорода белком

HIF-1α в биоклетках. Показано, что основную роль в диффузной релаксации, регуляции кислорода и

возможности доставки лекарств играет гибридизация электронных состояний. Природа волновой диффузии

определена гибридизацией группы −OH белка HIF-1α и карбоксильной группы COOH-N-МУНТ.
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группа, метод функционала электронной плотности в приближении сильной связи, метод квантовых

уравнений движения, волновая диффузия.
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Введение

Последние десятилетия во всем мире наблюдается

рост заболеваний, обусловленных нарушением кисло-

родного обмена в организме человека [1]. Регулировать
концентрацию кислорода можно введением белка —

фактора, индуцированного гипоксией 1-альфа (HIF-1α).
В 2019 г. была присуждена Нобелевская премия по меди-

цине за открытие механизма регуляции гипоксии белком

HIF-1α. В частности, установлено влияние HIF-1α на

активность генов, которые меняют количество и ин-

тенсивность работы митохондрий, перенос и выработку

кислорода [2]. Кроме того, HIF-1α может также высту-

пать переносчиком других лекарственных средств,
”
ми-

шенью“ при проведении дополнительной химиотерапии

при онкологических и других заболеваниях. Над задачей

адресной доставки HIF-1α к отдельным органам, тканям

и биоклеткам работают исследователи во всем мире.

Уникальные свойства углеродных нанотрубок (УНТ),
такие как высокое отношение поверхности к объему,

повышенная прочность, биосовместимость, способность

к функционализаци и т. д., предопределяют их перспек-

тивность в биомедицине, сфере доставки лекарственных

средств, белков и генов [3–5]. УНТ эффективно погло-

щаются различными типами клеток и уже используются

как переносчики противоопухолевых молекул, проти-

вовоспалительных препаратов, остеогенных стероидов

дексаметазона и др. [6]. Функционализация поверхности

УНТ позволила использовать их для доставки различных

генов, таких как плазмидная ДНК, микро-РНК и малая

интерферирующая РНК и др. Использование УНТ в

качестве носителя биологически активного вещества

увеличивает период полувыведения лекарств у людей

и облегчает их доставку непосредственно к клеткам-

мишеням [7]. УНТ с присоединенными СООН-группами

являются многообещающими платформами для достав-

ки многих лекарств, и HIF-1α, в частности.

В настоящее время предложено несколько способов

управления эффективностью загрузки и доставки ле-

карственных средств в структуры многослойных УНТ

(МУНТ): варьирование способов импрегнации лекар-

ственных средств, дополнительное модифицирование по-

верхности различными функциональными группами и

др. Однако, отсутствие в настоящий момент информации

о фундаментальных аспектах управления ключевыми

механизмами, обеспечивающими применимость МУНТ

в качестве носителя лекарственных средств, тормозит

разработку систем адресной доставки лекарств на их

основе.
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Экспериментальных исследований по присоединению

HIF-1α к легированным азотом МУНТ, функционализи-

рованных карбоксильными группами (COOH-N-МУНТ)
и определения роли карбоксильной функционализации

пока не проводилось, однако обнаружено, что добав-

ление siRNA/О УНТ приводит к сильному ингибиро-

ванию клеточной активности HIF-1α [8], а добавление

окисленных N-ОУНТ — к снижению экспрессии белка

HIF-1α [9]. Увеличение концентрации кислорода, достав-

ляемого в клетки одностенными нанотрубками, также

увеличивает число управляемых молекулами HIF-1α

белков, участвующих в апоптозе, аутофагии, выживании

и росте клеток [9].

Для скорейшего внедрения систем местной доставки

лекарств на основе МУНТ необходимо разобраться

в механизме регулирования HIF-1α концентрации кис-

лорода в организме. Изменения концентрации лекар-

ства, высвобожденного из носителя вследствие обычной

диффузии, линейно или экспоненциально зависят от

времени [10,11]. Однако экспериментально для белков

обнаружена также и волновая кинетика высвобождения

лекарств [12]. Механизм волнового диффузионного вы-

хода на настоящий момент не объяснен. В связи с этим

целью настоящей работы является определение механиз-

ма формирования комплекса COOH-N-МУНТ/HIF-1α, а

также возможность волновой диффузии при доставке и

регулирования концентрации кислорода белком HIF-1α

в биоклетках.

1. Методы исследования

Для построения атомных структур рассматривае-

мых объектов и анализа их электронно-энергетических

свойств использовался метод функционала электронной

плотности в приближении сильной связи с самосогла-

сованным вычислением заряда SCC DFTB [13]. Метод

ранее успешно применялся авторами для моделирова-

ния процесса функционализации графена кислородосо-

держащими группами и оксидами переходных метал-

лов [14,15]. В рамках данного метода полная энергия

структуры Etot находится как сумма энергии зонной

структуры EBS, энергии отталкивания Erep и энергии

самосогласованого заряда ESCC :

Etot = EBS + Erep + ESCC . (1)

Взаимодействие атомов C, N, O, H описывалось ба-

зисным набором параметров 3ob-3-1, разработанным

для биологических и органических молекул [16]. По-

иск равновесных структур проводился минимизацией

полной энергии (1) по координатам атомов методом

сопряженных градиентов при электронной температуре

300K, пока сила, действующая на атом, не превышала

1E−4 eV/atom. Для расчета зонной структуры исполь-

зовалось разбиение обратного пространства методом

Монкхорста-Пака с сеткой 16× 16× 1.

Распределение зарядов на атомах рассчитывалось с

помощью процедуры Малликена [17], согласно которой

заряд на каждом из Z атомов равен:

Z = ZA − GAPA, (3)

где ZA — атомное число в Таблице Менделеева, а

GAPA — совокупный заряд на орбиталях, принадлежа-

щих атому А.

Энергия связи Eb между объектами M и N находилась

по классической формуле:

Eb(M + N) = E(M + N) − E(M) − E(N), (4)

где E(M) и E(N) — энергии объектов M и N в

изолированном состоянии, E(M + N) — энергия после

образования связи.

Метод квантовых уравнений движений использовал-

ся для развития теории гибридизации и кинетики де-

градации системы СOOH-N-МУНТ-HIF1α, определения

структурных условий эффективного прикрепления и

доставки белка HIF-1α, путем установления характера

химических связей и динамики их изменения. Данный

метод используется в теориях химической связи и рас-

пада [18].

2. Результаты и обсуждения

2.1. Исследования методом SCC DFTB

Диаметр большинства синтезируемых МУНТ превы-

шает 10 nm, в связи с чем небольшие участки внеш-

них УНТ можно считать плоскими и моделировать

монослойным графеном. Элементарная ячейка поверх-

ности карбоксильно функционализированной азотиро-

ванной СООН-N-МУНТ представляла собой лист гра-

фена и была построена на основе эксперименталь-

ных данных о структуре, полученных методами XPS,

NEXAFS, КР [19] (рис. 1, а). Данная ячейка содержит

6% атомов кислорода, находящихся в карбоксильной

и карбонильной группах, один дефект Стоуна-Уэллса,

а также один азот замещения. Известно, что такая

концентрация кислородосодержащих групп приводит к

образованию дальнеупорядоченных структур [19], что

обусловливает наличие граничных условий в виде транс-

ляции на бесконечность по двум направлениям Lx и Ly .

Для присоединения трех молекул HIF-1α (C26H29NO5),
обозначенных голубыми атомами на рис. 1, b [20], эле-
ментарная ячейка МУНТ (серые атомы) была расши-

рена. Численные эксперименты определили наиболее

выгодные места посадки белка. Наибольшая по модулю

энергия связи (−0.64 eV) наблюдалась в случае двух

водородных связей −ОН белка с элементами −ОН и

−О карбоксильной группы МУНТ. При этом длина связи

ОН−ОН составила 1.876�A, ОН−О — 1.936�A.

На рис. 2 представлены графики плотности элек-

тронных состояний (ПЭС) и парциальной ПЭС ком-

плекса COOH-N-МУНТ/HIF-1α. Уровень Ферми систе-
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Рис. 1. а — элементарная ячейка СООН-N-МУНТ; b — поверхность СООН-N-МУНТ (серые атомы) с присоединенными

молекулами белка HIF-1α (голубые атомы). На правой молекуле белка выделены атомы азота, углерода, водорода, играющие

ключевую роль в перераспределении заряда внутри системы.
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Рис. 2. ПЭС компонентов системы COOH-N-МУНТ/HIF-1α: а — полная ПЭС; b — парциальная ПЭС.

мы EF = −4.73 eV (уровень Ферми элементарной ячей-

ки СООН-N-МУНТ −4.48 eV). Электронные состояния

HIF-1α разделены энергетической щелью ∼ 3 eV на фоне

общей высокой плотности состояний. Энергетические

положения пиков (табл. 1) парциальной ПЭС HIF-1α и

СООН-N-МУНТ не совпадают, что свидетельствует об

их слабой гибридизации (рис. 2, а). Это подтверждают

и парциальные ПЭС −OH и −О групп МУНТ и −ОН

белка, связанных водородной связью: пики 1 и 3 в зоне

−ОН белка расположены значительно ниже по энергии

от пиков 2 и 4 −ОН трубки. Пик −О (пик 4) обусловлен
второй связью −ОН белка с −О карбоксила (рис. 2, b).

Проанализируем перенос заряда между белком и

карбоксилом на основе табл. 2, иллюстрирующей пе-

рераспределение заряда на отдельных атомах после

формирования комплекса. Из таблицы следует, что −ОН

Таблица 1. Положения пиков pDOS HIF-1α и карбоксила и

их энергетические разности (ω)

Номер пика

1 2 3 4 ω

−5.58(HIF −6.60(tube −6.39(HIF −6.59(tube 1.02 (1−2)

-OH) -OH) -OH) -O) 0.20 (3−4)

карбоксила МУНТ отдает 0.01е −ОН белка. Кислород

карбоксила белка забирает весь остальной перетекший

заряд: по 0.01e от атома С и −ОН карбоксила МУНТ, а

также от атомов C, N, H — ближайших атомов-доноров

белка, указанных на рис. 2. Заметим, что не ближайший
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Таблица 2. Перераспределение заряда на отдельных атомах

СООН-N-МУНТ и HIF-1α при образовании связи

HIF-1α СООН-N-МУНТ

OH O C OH N C H

−0.02e +0.05e −0.01e +0.01e −0.01e −0.01e −0.01e

Прим еч а н и е∗ : Приведенные в таблице атомы выделены на рис. 1, b

атом углерода, связанный с атомом О-белка, передает

заряд, а именно атом С, выделенный на рис. 1, b. Это

может быть связано с влиянием атома N, увеличиваю-

щего заряд близлежащего к нему атома С, который и

передает заряд атома O из карбоксила.

2.2. Исследования методом квантовых
уравнений движения

Проведенные расчеты показывают, что во всех про-

цессах функционализации и образования связи основную

роль играет гибридизация и перенос заряда. Рассмотрим

динамику гибридизации, используя метод квантовых

уравнений движения.

Рассмотрим взаимодействие молекулы HIF-1α с функ-

ционализированной нанотрубкой, приводящее к образо-

ванию новых химических связей. Эти процессы связаны

с гибридизацией электронов белка и карбоксильного

комплекса и могут быть исследованы в рамках стан-

дартного гамильтониана в представлении вторичного

квантования (для одной спиновой подзоны):

H = 6lεlc
+
l c l + 6nεna+

n an + 6e,nVen(c
+
l an + a+

n c l), (5)

где c+
l (c l), a+

n (an) — операторы рождения и уничто-

жения электронов белка и карбоксильной группы в

представлении Ванье, εl , εn — энергии электронов

относительно уровня Ферми, Vln — матричные элементы

гибридизации, n, l определяют положение атомов. Запи-

шем уравнение движения

ċ+
l = i[Hc+

l ], ȧ+
n = i[Ha+

n ], (6)

где [. . .] — коммутаторы. Выполняя простые преобразо-

вания, получаем следующую систему уравнений:

c̈ l + γ ċ l + 6n|Vln|2c+
l = 6nVlnωlne−ωlnta+

n , (7)

ä+
n + 6k |Vkn|2a+

n = 6k(ωkn − iγ)eωkntc+
k , (8)

где ωln = εl − εn (в единицах ), γ — затухание моды c+
l

вследствие гибридизации. Эти два процесса представля-

ют собой два связанных колебательных процесса, где V
и ω играют роли собственных и вынужденных частот

соответственно.

Чтобы найти решение уравнения (8) с двухмодовой

аппроксимацией в виде a+
n = ρeiωt , выразим a+

n из

уравнения (8) и подставим в уравнение (7):

c̈+
l + γ ċ+

l + V 2V 2 + iγω
V 2 − ω2

c+
l = 0, (9)

0.004e

–0.004e

Рис. 3. Распределение электронной плотности вблизи связи

СООН-N-МУНТ и HIF-1α. Пространственное расположение

атомов, для которых показано распределение электронной

плотности, приведено на вставке.

где V ≡ Vln, ω ≡ ωln . Это уравнение описывает реак-

тивное (колебательное) и релаксационное движения в

терминах средних значений. Как по форме, так и по

содержанию уравнение (9) идентично феноменологиче-

скому уравнению движения для флуктуаций
”
параметра

порядка“ [21] для электронной плотности c+
l молекулы.

Следовательно, коэффициент перед c+
l в уравнении (9)

является обратной восприимчивостью (χ−1) в данном

состоянии системы. Как известно, значение χ−1 со-

ответствует квадрату частоты �2 динамической моды

молекулы [21].

Если V > ω, �2 = V 4+iγV 2

V 2
−ω2 , то значения V , ω и их отно-

шение определяют химическую активность поверхности

по отношению к колебательному поведению молекулы.

Но помимо случая V > ω, который соответствует рас-

положению молекулы вблизи поверхности, существует

возможность состояния ω > V , когда белок находится

далеко от поверхности. Здесь гибридизация и перенос

заряда малы. Для иллюстрации вышесказанного приве-

дено распределение электронной плотности на рис. 3.

Для этих состояний гибридизации γ малы (рис. 3) и

� = i
V 2

√
ω2 −V 2

. (10)

Уравнение (10) представляет собой релаксационную,

диффузионную моду, и молекула движется в гид-

родинамическом режиме, где ее плотность колеба-
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Рис. 4. Возможности выхода HIF-1α с поверхности

СООН-N-МУНТ, обусловленные ОН-ОH (I) и ОН-О (II)
связями.

ния δn ∼ ei(�t−~q~r) с � = iDq2 [22]. Таким образом,

δn ∼ e−t/τ , 1
τ

= Dq2 (D — коэффициент диффузии).
Согласно уравнению (10):

D =
V 2

q2
√
ω2 −V 2

. (11)

Поведение молекулы в этом состоянии является вол-

нообразной диффузией, при которой плотность перено-

сится из областей с избытком в области с дефицитом

плотности белков на расстоянии длины волны λ ∼ 2π
q

(q — вектор рядом с K-точкой зоны Бриллюэна).
Коэффициент диффузии D зависит только от V , ω и их

отношения. Если V → ω, то коэффициент D растет. Спо-

собность белка к диффузии, связанная с карбоксильными

комплексами, и высвобождение лекарственного средства

также повышаются. В моделях диффузионного контро-

ля [23] соотношение между числом высвобожденного

белка M1 и M2 за время t имеет вид

M2

M1

=
D2

2

D2
1

=

(

V2

V1

)4
(ω2

1 −V 2
1 )

(ω2
2 −V 2

2 )
. (12)

В случае ω ≫ V и V2 ∼ V1:

M2 ∼ M1

ω2
1

ω2
2

, (13)

где M2 — высвобождение за время t2, M1 — высвобож-

дение за время t1. Поскольку ω зависит от концентрации

белка (c), мы можем вычислить M2(c), меняя ω в зави-

симости от концентрации и принимая M1 = 1 (рис. 4).
При гибридизации HIF-1α молекулы с карбоксилом

при 6% кислорода возникает две связи (вставка на

рис. 3) и соответственно две величины ω: ω12 и ω34

(табл. 1). Величина ω12 относится к связи ОН-ОН, а

ω34 — к связи ОH-О. Величина ω34, соответствующая

связи ОН-О, оказывается значительно меньше ω12. Это

приводит к двум возможностям изменения выхода белка

(рис. 4). Первая возможность при соответствует пони-

жению M с ростом концентрации (13), а вторая, при

ω34 — его росту (13). Первый выход возможен при

небольших количествах кислорода, а второй — при его

избытке. Так как поведение молекул и возможный выход

определяется только связью группы −ОН молекулы

HIF-1α с −ОН и −О карбоксила, то избыток кислорода

может быть обусловлен и другими обстоятельствами,

например, при связи HIF-1α с −О и −ОН клетки

(гипоксия, онкологические заболевания и др.). В этом

случае поведение M определяет механизм регулирова-

ния взаимосвязи HIF-1α с кислородом в клетках: при

недостатке кислорода (связь ОН-ОН) выход HIF-1α из

клетки почти не изменен с ростом концентрации, а при

избытке (связь ОН-О) — выход увеличивается. Именно

такой эффект наблюдается экспериментально [2].

Заключение

В работе проведено исследование взаимодействия

белков HIF-1α с МУНТ, функционализированными

карбоксильными группами. В результате серии квантово-

механических расчетов определены оптимальные места

посадки белковых структур, а также основной тип

связи (водородная). Рассчитано перераспределение заря-

дов между атомами белка и СООН-N-МУНТ, развита

теория гибридизации и кинетики деградации системы

СOOH-N-МУНТ-HIF1α. Показано, что волновой диффу-

зионный механизм и возможность регулирования кон-

центрации кислорода определяется особенностями элек-

тронной структуры, гибридизацией и химической связи

HIF-1α и СООН-N-МУНТ. При этом в зависимости от

избытка или недостатка кислорода гидроксильная группа

HIF-1α образует химические связи либо с гидроксиль-

ной (OH-C), либо карбонильной OH-(O=C) группами

соответственно. Формирование преимущественно связей

одного или другого вида между HIF-1α и кислород-

содержащими группами может быть ответственным за

возникающие в биоклетках гипоксию или нормоксию.
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