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С помощью метода оптической когерентной томографии получены результаты иммерсионного оптического

просветления кожи человека in vivo с использованием в качестве иммерсионного агента 50%-водный

раствор мочевины. Для оценки эффективности оптического просветления определялись значения скорости

изменения коэффициента рассеяния света, полученные с помощью усредненного А-скана оптической

когерентной томографии сигнала на участке дермы на глубине от 350 до 700 µm. В результате мо-

лекулярного моделирования методами полноатомной молекулярной динамики (GROMACS) определено

влияние 50%-водного раствора мочевины на пространственный объем фрагмента микрофибриллы коллагена

5((GPH)12)3. Методами квантовой химии HF/STO3G/DFT/B3LYP/6-311G(d) рассчитана энергия межмоле-

кулярного взаимодействия в комплексе мочевины с фрагментом пептида коллагена ((GPH)3)2, уточнены
параметры регрессионного уравнения, связывающего эффективность оптического просветления с энергией

межмолекулярного взаимодействия. Обсуждена термодинамика водородных связей, формирующихся при

взаимодействии мочевины с пептидом коллагена и молекулами воды.
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Введение

Применение современных технологий фотомедицины

и биомедицинской оптики в диагностике и лечении

заболеваний сталкивается с ограничениями, связанными

с выраженным светорассеянием в коже и большинстве

биологических тканей в видимом и ближнем инфракрас-

ном диапазонах. Основной причиной рассеяния является

наличие случайно ориентированных неоднородностей

показателя преломления, возникающих на границах мак-

ромолекулярных структур, прежде всего коллагеновых

волокон, которые играют ключевую роль в формирова-

нии оптических свойств кожи [1].

Эти ограничения, в частности, преодолеваются путем

введения в ткань биосовместимых молекулярных аген-

тов, которые в той или иной степени способствуют

ее оптическому просветлению (ОП) [1–9]. Эксперимен-
тальным in vivo, ex vivo и in vitro реализациям метода

ОП на различных типах биотканей посвящено довольно

много обобщающих работ — аналитических обзоров

и монографий [10–14], что говорит об актуальности

проблемы. В исследовании [15] авторы использовали

оптическую когерентную томографию (ОКТ) для визу-

ализации и количественной оценки процесса доставки

вакцин через кожу. Они продемонстрировали как ОКТ

можно использовать для наблюдения за проникновением

микрочастиц вакцины в кожу в режиме реального време-

ни. Работа [16] посвящена методу увеличения глубины

визуализации с помощью ОКТ. Исследователи исполь-

зовали технику ОП поверхностного слоя кожи, чтобы

уменьшить рассеяние света и тем самым улучшить каче-

ство и глубину получаемых изображений. Это позволило

им более детально изучать структуры, расположенные

глубже под поверхностью кожи. Обе работы демонстри-

руют как ОКТ может быть эффективным инструментом

для исследования процессов в коже, в частности для

изучения проникновения веществ и улучшения качества

визуализации.
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Во многих работах описаны интересные применения

метода или доказывается его универсальность и мно-

гомодальность. Так, например, в работе [17] описано

применение метода в криминалистике для посмертной

визуализации перинатальной твердой мозговой оболоч-

ки и верхнего сагиттального синуса с использованием

ОКТ. В работе [18] методами ОКТ оценено синерге-

тическое действие иммерсионного агента (ПЭГ-400),
двух химических усилителей проницаемости биоткани

(триазина и 1,2-пропандиола) и механического массажа

на эффективность ОП кожи крысы in vivo. Мочеви-

ну часто используют в качестве одного из компо-

нентов в смеси различных оптических просветляющих

агентов (ОПА) [11,19–21]. В работе [22] предложена

математическая модель для решения обратной задачи

переноса излучения в биотканях с целью определения

коэффициентов рассеяния и поглощения при ОП с

учетом осмотической активности ОПА. Два подхода

для неинвазивного исследования локальной диффузии

иммерсионных ОПА с использованием ОКТ описаны

в [23]. В работе [24] рассмотрено влияние модельного

сахарного диабета на ОП кожи лабораторных мышей и

показана существенная затрудненность диффузии ОПА

в гликированных тканях. В работе [25] путем визуализа-

ции с помощью автофлуоресценции при двухфотонном

возбуждении и второй оптической гармоники (SHG-
imaging) исследовался механизм ОП кожи при исполь-

зовании глицерина и рентгеноконтрастного препарата

Омнипакr (йогексол) в качестве ОПА. Выяснению

механизмов ОП коллагеновой ткани в норме и при

гликировании с помощью многофотонной томографии

посвящена работа [26]. В работе [27] представлены ре-

зультаты исследований дегидратирующих свойств ОПА

и отмечается, что дегидратация — это только один из

возможных механизмов, приводящих к ОП биотканей.

Иным механизмом снижения сечения рассеяния колла-

геновых волокон может быть их обратимая диссоциация,

которая тоже связана непосредственно с молекулярным

взаимодействием ОПА и коллагена [28]. Недавно был

предложен новый подход [29] к достижению оптической

прозрачности в биологических тканях, который исполь-

зует сильно поглощающие свет вещества для изменения

показателя преломления водной среды. Это приводит

к значительному снижению светорассеяния. Исследова-

ние показало, что пищевые водорастворимые красители,

такие как тартразин, могут делать ткани прозрачными

в красной и ближней инфракрасной областях спектра.

Этот метод основывается на повышении действительной

части показателя преломления водной биологической

среды (плазмы крови, межтканевой жидкости или цито-

плазмы) за счет явления аномальной дисперсии и был

предложен и детально исследован в работах [30–34],
где в качестве поглощающего вещества использовался

гемоглобин.

Проведение исследований в области взаимодействия

ОПА с биотканями открывает путь к пониманию физи-

ческих и биофизических процессов, лежащих в основе

ОП на молекулярном уровне [3,6,28,35–39]. Это, в свою

очередь, позволит находить новые эффективные ОПА с

заданными свойствами, оптимальными для конкретного

типа биоткани.

Настоящая работа является продолжением изучения

авторами молекулярных механизмов на постдиффузи-

онной стадии ОП биотканей [6,28,35–39] на примере

действия водного раствора мочевины. Начиная с ра-

боты [38], протокол молекулярного моделирования на

основе полуэмпирического метода PM6 был заменен

на неэмпирический метод Хартри-Фока (HF) [40], по-

скольку в результате предварительного исследования

было установлено, что полуэмпирический метод дает

некорректные результаты для молекул со сложной элек-

тронной структурой, таких как йогексол.

Методика и результаты эксперимента

Оптическое просветление кожи in vivo проводили с

использованием 50%-водного раствора мочевины. Рас-

твор мочевины готовили методом точного взвешивания:

на микроаналитических весах (DA-225DC с калибровкой

(0.001 g), BelEngineering, Италия). Взвешивали компо-

ненты раствора, которые потом переносили в мерную

колбу для растворения и тщательно перемешивались с

помощью вихревой мешалки.

Показатели преломления измерялись с помощью мно-

говолнового рефрактометра Аббе Atago DR-M2 1550

(Atago, Япония) на длинах волн 589 и 930 nm при

температуре 25.0 ◦С. Значения показателей преломле-

ния, молекулярной массы и осмоляльности раствора

мочевины приведены в табл. 1.

Для оценки оптических просветляющих свойств рас-

твора мочевины использовался метод ОКТ. В работе

использовался спектральный томограф GAN930V2-BU

(Thorlabs, США) с центральной длиной волны излучения

930± 5 nm; значения продольного разрешения на возду-

хе составляет 6.2µm, а поперечного — 9.6µm; размеры

области поперечного сканирования — 2mm.

Исследования проводилось в соответствии с Хель-

синкской декларацией и были одобрены Этическим

комитетом Саратовского государственного медицинско-

го университета имени В.И. Разумовского (№ 11

от 7 августа 2022 г.). Измерения проводились на тыльной

стороне предплечья. Предварительно роговой слой на

этом участке кожи удалялся с помощью медицинского

скотча, который накладывался квадратами 2× 2 сm к

размеченной области большим пальцем руки с силой 6Н

в течение 5 s. Всего делались три аппликации. Двумер-

ные сканы (В-сканы) исследуемой области записывались

в течение 60min с интервалом в 3min. В измерениях

принимали участие пять добровольцев в возрасте от 25

до 57 лет обоих полов. Всего было проведено пять

измерений для водного раствора мочевины.
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Таблица 1. Физические свойства раствора мочевины

Иммерсионный Химическая Молекулярная Показатель Показатель Осмоляльность,

агент формула масса, g/mol преломления преломления Osm/kg H2O

для λ = 589 nm для λ = 930 nm

Мочевина 50% CH4N2O 60.06 1.407 1.3981 16.67∗

водный раствор

Примечание. ∗ Рассчитанное значение.

Зарегистрированный OКT-сигнал, согласно модели од-

нократного рассеяния [24,41–44], описывается выраже-

нием

R(z ) ∼ exp(−µtz ), (1)

где коэффициент ослабления

µt = µs + µa , (2)

z — глубина сканирования.

Так как коэффициент поглощения µa кожи значи-

тельно меньше коэффициента рассеяния µs в диапазоне

930−100 nm [1], то коэффициентом поглощения µa мож-

но пренебречь, а значит R(z ) можно аппроксимировать

следующим выражением [46]:

R(z ) = A exp(−µs z ) + B, (3)

где A — коэффициент пропорциональности, равный

P0a(z ), P0 — мощность оптического излучения, пада-

ющего на поверхность кожи, a(z ) — локальный коэф-

фициент обратного отражения, который характеризует

способность кожи рассеивать свет назад и определяется

локальным скачком (флуктуацией) показателя прелом-

ления, B — фоновый сигнал. Подбор коэффициентов

в приведенном выражении для аппроксимации экспе-

риментальной кривой позволяет оценить усредненный

по выбранному отрезку глубины продольного сканиро-

вания z коэффициент рассеяния объекта исследований.

Модель однократного рассеяния, часто используемая

в исследованиях, является эффективным инструментом

при определенных условиях, но ее применение требует

осознания ограничений, связанных, например, с пре-

небрежением диффузным распространением фотонов и

неоднородностью среды, которой является кожа. При

анализе более глубоких слоев кожи или при необхо-

димости очень точной количественной оценки может

потребоваться использование более сложных моделей,

учитывающих многократное рассеяние.

На рис. 1 представлены OКT-изображения (В-скан)
кожи сразу после нанесения на него водного раствора

мочевины и усредненный А-скан OКT-сигнала дермаль-

ного слоя кожи человека, а также аппроксимирующая

кривая, построенная на основе модели однократного

рассеяния (3). Сигналы OКT в виде А-сканов усредня-

лись по всей ширине скана 2mm вдоль поверхности

кожи. Значения коэффициента рассеяния определялись

в области усредненного А-скана на глубине от 350

до 700µm.

Визуально из рис. 1, а видно, что с течением времени

изображение верхних слоев кожи становится более тем-

ным, а более глубоких — немного более светлым, что

говорит о том, что под действием раствора мочевины

рассеяние света верхними слоями кожи уменьшается и

свет проходит в нижние слои, где более интенсивно от-

ражается от неоднородностей, что несет информацию о

глубоколежащих объектах внутри ткани. Количественно

это хорошо отражается на рис. 1, b.

Численные значения коэффициента рассеяния, полу-

ченные с помощью усредненного А-скана в области

дермы на глубинах от 350 до 700µm, использовались

для оценки эффективности оптического просветления

(ЭОП) кожи in vivo. Зависимость коэффициентов рас-

сеяния под действием раствора мочевины от времени

наблюдения представлена на рис. 2. Видно, что для

раствора мочевины значение коэффициента рассеяния µs

на большом интервале времен воздействия хорошо опи-

сывается моделью линейной регрессии (коэффициент
корреляции R2 составляет 97%).

Для численной оценки ЭОП кожи человека исполь-

зовались значения модуля средней скорости снижения

коэффициента рассеяния. Это значение представляет

собой коэффициент наклона, определенное из уравнений

линии регрессии и численно равное 1.02 cm−1min−1.

Молекулярное моделирование

Выбранные нами для проведения моделирования

структуры пептида-миметика коллагена ((GPH)3)9 [46]
и ее сокращенный вариант ((GPH)3)2 (рис. 3) пред-

ставляют собой наибольшую часть регулярных доменов

человеческого коллагена. Их пространственная струк-

тура была построена по данным Protein Data Bank

(PDB). Также в модели были добавлены атомы водо-

рода с последующей оптимизацией их геометрической

структуры методом молекулярной механики [47]. Дан-
ная модель имеет ограничения, связанные с тем, что

в ней отсутствуют другие виды триплетов, например

Gly-Pro-Ala, Gly-Pro-Lys, которые тоже присутствуют в

нативном коллагене. Кроме этого, модель ограничена по

длине спирали, что оказывает влияние на стабильность

и жесткость, характерные для нативного коллагена.

Оптика и спектроскопия, 2025, том 133, вып. 12
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Рис. 1. Измерения коэффициента рассеяния µs на участке дермы после нанесения на поверхность раствора мочевины на основе

анализа распределения ОКТ-сигнала, усредненного по глубине с помощью модели однократного рассеяния: a — изображения

В-скана кожи in vivo, по фрагменту которого проводилось усреднение ОКТ-сигнала сразу после нанесения и после 55min

воздействия; b — распределение усредненных ОКТ-сигналов по глубине (тонкая кривая) и результат аппроксимации согласно

модели однократного рассеяния (толстые кривые): 1 — сразу после нанесения 50%-водного раствора мочевины, 2 — через

55min действия мочевины, штриховыми вертикальными прямыми обозначены границы участков (от 350 до 700 µm), на которых

оценивалось значение µs , стрелками обозначены слои кожного покрова: эпидермис и дерма.
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Рис. 2. Временные зависимости коэффициента рассеяния µs

в дермальном участке (350−700 µm) кожи человека при воз-

действии на него in vivo 50%-раствором мочевины. Линейная

аппроксимация отмечена штриховой линией и выражена в виде

уравнения.

Структура, представленная на рис. 3, а, имеет струк-

турно молекулярный карман размером порядка 10 на

15�A, который содержит в себе четыре функциональные

группы: две гидроксильные (О1H1, O2H2) и две карбо-

нильные (C3O3, C4O4), которые образуют водородные

связи с молекулами ОПА. Три из них располагаются

на одной цепи, а группа O1H1 — на другой. Протокол

молекулярного моделирования состоит из следующих

шагов.

Построение и анализ молекулярных структур
мочевины

На начальном шаге с помощью метода DFT/B3LYP/6-

311+G(d,p) [48,49], реализованного в программе

Gaussian [50], был проведен расчет молекулярных мо-

делей молекулы мочевины. Молекула мочевины может

иметь два вида конфигурации: первая конфигурация

с симметрией Cs (рис. 3, b) и вторая с симметри-

ей C2 (рис. 3, с). Наименьшую энергию имеет конфи-

гурация симметрии C2. Разность в энергиях состав-

ляет 3.3 kJ/mol. Для повышения точности и лучшей

сходимости при всех расчетах были применены жесткие

критерии оптимизации геометрии (opt=tight), самосо-

гласованного поля (SCF=Tight) и интегральной сетки

(Int=UltraFine). Вычисленные на этом этапе структур-

ные параметры молекулярной модели мочевины исполь-

зовались дальше в молекулярной динамике и молекуляр-

ном докинге. Следует отметить, что при моделировании

рассматривается та часть молекулярного процесса, при

котором иммерсионный агент уже начал взаимодейство-

вать непосредственно с коллагеном.

Классическая молекулярная динамика

На этом шаге этапa с помощью пакета классиче-

ской молекулярной динамики GROMACS [51] с сило-
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a

b c

Рис. 3. (а) Структура сокращенного варианта пептида-миметика коллагена ((GPH)3)2, оптимизированная методом HF/STO-3G

(указаны атомы функциональных групп, с которыми образуются водородные связи). Две возможные пространственные структуры

молекулы мочевины, рассчитанные методом B3LYP/6-311G+(d,p): (b) тип симметрии Cs , (c) тип симметрии C2 (указаны атомы

азота и кислорода).

вым полем AMBER-03 [52] проводилось моделирование

межмолекулярного взаимодействия молекул мочевины

с пептидами коллагена. Модельная сцена представляла

из себя трехмерную ячейку с периодическими грани-

цами. Начальные скорости атомов имели максвеллов-

ское распределение и задавались с помощью генератора

случайных чисел пакета GROMACS. При проведении

моделирования использовались термостат и баростат

Берендсена [53], обеспечивающие сходимость термо-

динамических параметров системы к следующим зна-

чениям: T0 = 307K, P0 = 1 bar. Записанные траектории

движения молекул обрабатывались средствами пакета

GROMACS и с помощью программы VMD (visual
molecular dynamics) [54]. Пример межмолекулярного

взаимодействия молекулы мочевины с пептидом колла-

гена ((GPH)3)9 приведен на рис. 4, а.

Также информативным параметром для установления

корреляции между взаимодействием мочевины с белком

коллагеном и ЭОП служит изменение объема белка [55].
В рамках молекулярного моделирования была исследо-

вана временная зависимость изменения объема пептидов

коллагена под действием раствора мочевины и для срав-

нения двух других часто используемых ОПА, таких как

глицерин и йогексол [39]. В качестве структуры пептида-

миметика коллагена для моделирования был выбран

фрагмент микрофибриллы коллагена 5((GPH)12)3. Для
данного пептида модельная сцена представляла собой

ячейку с размерами сторон 5× 13× 5 nm, в центре

которой помещался пептид коллагена. Остальное про-

странство заполнялось 50%-водным раствором моче-

вины (рис. 4, b, с). Временной шаг моделирования был

выбран равным 0.0001 ps, а полное время моделирования

составило 1 ns. Состояние системы записывалось каж-

дую пикосекунду.

На следующем этапе моделирования с помощью моле-

кулярного докинга (программа AutoDockVina [56]) стро-
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a
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Рис. 4. (a) фрагменты пространственных структур водородосвязанного комплекса коллагенового пептида ((GPH)3)9 c молекулами
мочевины. Пространственное распределение молекул мочевины вокруг пептида коллагена 5(GPH12)3, полученное в рамках

полноатомной молекулярной динамики в двух различных проекциях: (b) в начале наблюдения, (c) через 1 ns.

ились структуры водородосвязанных комплексов модели

пептида коллагена и молекулы мочевины. Для мочевины

были выбраны десять наиболее энергетически стабиль-

ных конфигураций межмолекулярных комплексов.

Методы квантовой химии

На этом этапе проводилась структурная оптимизация

всех полученных с помощью молекулярного докинга

комплексов ((GPH)3)2 . . .мочевина методом HF/STO3G

с последующим уточнением электронной энергии с по-

мощью однократной SCF (self-consistent field) процедуры

методом B3LYP/6-311G(d). По аналогичной процедуре

рассчитывалась полная электронная энергия пептида

коллагена ((GPH)3)2 и мочевины. Дальше вычислялась

энергия ассоциации по формуле

1E = Eкомп − EGPH − 2EM, (4)

где Eкомп — полная электронная энергия комплек-

са ((GPH)3)2-мочевина, EGPH — полная электрон-

ная энергия пептида коллагена ((GPH)3)2, EM —

полная электронная энергия молекулы мочевины.

На рис. 5 представлен межмолекулярный комплекс

((GPH)3)2 . . .(мочевина)2 с максимальной энергией ас-

социации. Как видно из рис. 5, молекулы мочевины по-

средством аминогрупп образуют водородную связь меж-

ду собой, поэтому тем же методом была дополнительно

рассчитана энергия образования этой водородной связи,

которая оказалась равной 15.7 kJ/mol. Эта энергия была

вычтена из энергии ассоциации мочевины с пептидом

коллагена.

Для более детального исследования взаимодействия

молекулы мочевины с коллагеном и с молекулами воды

были проанализированы дополнительно шесть межмо-

лекулярных комплексов, структура которых показана на

рис. 6. Все эти исследования проводили с примене-

нием функционала wB97XD [57], который специально
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Рис. 5. Фрагмент молекулярной модели комплекса пептида коллагена ((GPH)3)2 c двумя молекулами мочевины, оптимизиро-

ванный методом HF/STO-3G. Штриховыми линиями на рисунке показаны межмолекулярные водородные связи. Указаны атомы,

участвующие в образовании водородных связей, и длины водородных связей (в ангстремах).

разработан для анализа невалентных взаимодействий.

При этом использовали расширенный базисный набора

6-311+G(d,p), чтобы исключить ошибку, связанную с

ограничением метода HF/STO-3G и соответственно с

интерпретацией результатов.

Как видно из рис. 5, находящаяся справа молекула

мочевины образует водородные связи только с одной

цепью, поэтому была вырезана эта часть цепи и рассмот-

рен комплекс GPH. . .мочевина, структура которого по-

казана на рис. 6, а. Для определения, какую конкуренцию

мочевина составляет молекулам воды, сильно связанным

с коллагеном, мы рассмотрели комплекс GPH. . .H2O

(рис. 6, b). Для анализа, насколько сильно связывает

мочевина молекулы воды и влияет соответственно на

деструкцию водной структуры, были рассмотрены две

разные модели моногидратов (рис. 6, c, d) и построена

первая гидратная оболочка мочевины (рис. 6, e), а также

рассмотрен димер воды (рис. 6, f).
Энергии межмолекулярного взаимодействия рассчи-

тывались с учетом базисной суперпозиционной ошибки

(BSSE) [58]. Мы рассчитали энтальпию ассоциации всех

шести комплексов для температур T = 0 и T = 310.15K

по формуле

1H
0
T = 1E + 1ZPE + BSSE + 1Hterm, (5)

где 1E — разность полных электронных энергий ком-

плекса и мономеров, 1ZPE — разность нулевых коле-

бательных энергий, BSSE — суперпозиционная ошибка,

1Hterm — температурная термодинамическая поправка,

вычисленная по формулам [55]. Константу равнове-

сия KT рассчитали по формуле

KT = exp
(

−
1G0

RT

)

, (6)

где 1G0 — изменение свободной энергии Гиббса, R —

газовая постоянная, T — температура. Численные зна-

чения этих параметров приведены в табл. 2.

Обсуждение результатов

Экспериментальные данные (рис. 7) показывают, что

50%-раствор мочевины является достаточно эффектив-

ным ОПА для кожи человека и имеет ЭОП, сравнимый

с растворами рибозы и сахарозы. Полученное значение

хорошо согласуется с линейной регрессионной зави-

симостью между ЭОП и энергией межмолекулярного

взаимодействия.

Молекулярное моделирование, проведенное с помо-

щью полноатомной молекулярной динамики, показы-

вает, что в молекулярный карман пептида коллагена

могут помещаться сразу две молекулы мочевины и

образовывать при этом димерные структуры (рис. 4, а).
Молекулы мочевины взаимодействуют с коллагеном

путем образования четырех водородных связей. Первая

молекула мочевины (левая на рис. 5) образует одну

водородную связь с протоном гидроксильной группы

гидроксипролина одной цепи, а вторую с карбонильной

группой пролина другой цепи. Вторая молекула моче-

вины образует связи с протоном гидроксильной группы

гидроксипролина и с карбонильной группой глицина

одной цепи. Кроме этого, молекулы мочевины образуют

водородную связь между собой через аминогруппы.

Из анализа данных, приведенных в табл. 2, видно, что

коллаген сильнее взаимодействует с мочевиной, чем с

молекулами воды. Энтальпия ассоциации коллагена с

мочевиной (−41.3 kJ/mol) более отрицательная, чем с
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Рис. 6. Молекулярные модели комплексов, рассчитанные методом wB97XD/6-311G+(d,p): (a) мочевина с цепочкой из трех

аминокислотных остатков пролина, гидроксипролина и глицина (GPH); (b) GPH. . .H2O; (c, d) мочевина. . .H2O; (e) первая

гидратная оболочка молекулы мочевины; (f) димер воды. Штриховыми линиями показаны водородные связи. Указаны длины

водородных связей (в ангстремах) и атомы, участвующие в образовании водородной связи.

водой (−37.0 kJ/mol), что указывает на более энергети-

чески выгодное связывание с мочевиной. Также констан-

та равновесия для комплекса с мочевиной (0.68) выше,

чем для комплекса с водой (0.13), что говорит о большей

стабильности комплекса с мочевиной. Таким образом,

мочевина составляет большую конкуренцию молекулам

воды, замещая ее в окрестности коллагена. Это может

приводить к вытеснению молекул воды из гидратной

оболочки коллагена, нарушая ее структуру, что согласу-

ется с известным денатурирующим эффектом мочевины.

Энтальпии ассоциации моногидратов мочевины −35.6

и −21.6 kJ/mol меньше по модулю, чем у комплекса
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Таблица 2. Термодинамические параметры межмолекулярных комплексов (в kJ/mol) и константы равновесия, вычисленные с

учетом BSSE методом wB97XD/6-311+G(d,p)

Молекулярный комплекс BSSE 1ZPE 1E 1H
0
0 1H

0
310.15 T1S K310.15

GPH. . . H2O 7.5 9.7 −51.7 −34.5 −37.0 −42.3 1.3E−01

GPH. . . мочевина 4.4 3.3 −51.2 −43.5 −41.3 −42,3 6.8E−01

Димер H2О 3.4 10.0 −26.4 −13.0 −15.4 −28.0 7.6E−03

13.22± 0.121 15.454± 0.0742

[59] [60]
Мочевина. . . H2O

3 2.7 9.7 −45.6 −33.2 −35.6 −37.3 5.2E−01

Мочевина. . . H2O
4 3.5 6.6 −31.8 −21.6 −21.6 −32.0 1.8E−02

Мочевина. . . (H2O)7 35.05 72.9 −316.4 −208.6 − − −

−29.86

Примечание. 1 Оригинальное экспериментальное значение 1105± 10 cm−1 переведено в единицы kJ/mol. 2 Значение получено с помощью

активных термохимических таблиц. 3 Структура моногидрата мочевины (рис. 7, c). 4 Структура моногидрата мочевины (рис. 7, d). 5 Параметр

BSSE рассчитывался методом парциальной BSSE , когда складываются значения, вычисленные для каждой молекулы воды. 6 Значение в расчете

на одну молекулу воды.
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Рис. 7. Зависимость ЭОП кожи человека in vivo от энергии

межмолекулярного взаимодействия фрагмента пептида колла-

гена ((GPH)3)2 и различных видов ОПА [38,39]: глицерин (1),
рибоза (2), глюкоза (3), фруктоза (4), сахароза (5), глюкоза-
мин (6), йогексол (7), мочевина (8). Линейная аппроксимация

указана штриховой линией и выражена в виде уравнения.

GPH. . .мочевина. Полная первая гидратная оболочка

молекулы мочевины, согласно моделированию, имеет

семь молекул воды. Присоединение следующей молеку-

лы воды в любое структурное положение приводит к об-

разованию мостика из молекулы воды, уже не связанной

напрямую с молекулой мочевины и относящейся уже ко

второй гидратной оболочке. Энтальпия, приходящаяся

на одну молекулы воды, составляет −29.8 kJ/mol, что

тоже уступает комплексу GPH. . .мочевина. Это озна-

чает, что при взаимодействии с коллагеном мочевина

может частично терять свою гидратную оболочку. Связь

между молекулами свободной воды значительно слабее,

чем рассмотренные взаимодействия, поэтому мочевина

легко осуществляет деструкцию водной структуры. То

есть молекула мочевины, имея доноры и акцепторы

протонов при образовании водородных связей, способ-

на встраиваться в водную сеть и разрушать ее. Это

приводит к увеличению подвижности молекул воды и

снижению общей упорядоченности водной структуры.

Вода становится менее структурированной, что влияет

на ее свойства. Это позволяет молекулам мочевины при-

близиться к поверхности коллагена. Дальше мочевина

конкурирует с водой за образование водородных связей

с коллагеном. Поскольку мочевина может образовывать

более прочные водородные связи с некоторыми частями

коллагена, она вытесняет молекулы воды из гидратной

оболочки. Это приводит вначале к увеличению объема

коллагена за счет обратимой диссоциации (расстояние
между микрофибриллами увеличивается). Это подтвер-

ждается результатами моделирования, представленными

на рис. 8, а. Дальше при значительных концентрациях

(от 25% и выше) и более значительных временах

взаимодействия (порядка сотен наносекунд) происходит

денатурация (разворачивание тройной спирали микро-

фибрилл) коллагена. Надо заметить, что при наложении

на кожу 50%-водного раствора мочевины в область

дермы проникает единицы процентов. Поэтому никакой

денатурации коллагена не происходит. С учетом этого

времена моделирования для построения графика на

рис. 8 были взяты небольшими. Данные, представленные

на рис. 8, носят качественный характер и показывают

как разные иммерсионные агенты влияют на объем

коллагена.

Из рис. 8 видно, что в результате деструкции водной

структуры происходит увеличение объема коллагена,

что также визуально видно на рис. 4, b, c. То есть

происходит процесс обратимой диссоциация микрофиб-

рилл коллагена. Эти структурные изменения влияют

на уменьшения показателя преломления коллагена за

счет снижения концентрации коллагена, уменьшается

разность с показателем преломления межклеточной

жидкости, смешанной с иммерсионным агентом, что
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Рис. 8. Зависимость изменения объема пептида коллагена

от времени воздействия ОПА: без ОПА (чистая вода) (1),
50%-водный раствор мочевины (2), 60%-водные растворы

глицерина (3) и йогексола (4) [38].

соответственно положительно влияет на процесс ОП

кожи.

Заключение

На основании экспериментальных in vivo данных

определена ЭОП кожи человека 50%-водным раство-

ром мочевины. Проведенное комплексное молекулярное

моделирование взаимодействия мочевины с модельным

пептидом коллагена показало, что полученные пара-

метры для мочевины хорошо согласуются с линейной

регрессией между энергией межмолекулярного взаимо-

действия и ЭОП кожи человека. Это позволяет исполь-

зовать регрессионное уравнение в предсказательных

целях. Мочевина образует более стабильные комплексы

с коллагеном, чем вода, и может эффективно вытеснять

воду из гидратной оболочки коллагена, нарушая струк-

туру водородных связей и приводя к обратимой диссоци-

ации структур коллагена и соответственно к снижению

показателя преломления. Таким образом, чем быстрее

происходит процесс диффузии и чем больше энергия

ассоциации иммерсионного агента с коллагеном, тем

выше ЭОП. Молекула мочевины имеет стабильную

гидратную оболочку, но ее взаимодействие с коллаге-

ном (исходя из результатов моделирования) оказывает-

ся термодинамически более выгодным, чем сохранение

полной гидратной оболочки. С помощью проведенного

исследования уточнено значение параметров уравнения

линейной регрессии.

Полученные результаты создают основу для разра-

ботки новых неинвазивных методик улучшения визуа-

лизации кожных и подкожных структур в клинической

практике. В частности, методика может быть полезна

в дерматологии — для более точной диагностики кож-

ных новообразований и воспалительных процессов с

помощью ОКТ, в лазерной терапии и косметологии —

для увеличения глубины проникновения лазерного из-

лучения при минимизации рассеяния, при мониторинге

микроциркуляции и состояния коллагенового матрикса

в рамках оценки заживления ран, фиброза и возрастных

изменений кожи.

Использование мочевины как компонента просвет-

ляющего агента является привлекательным, поскольку

она уже применяется в дерматологических препаратах

(включая медицинские кремы и мази) и обладает извест-

ным профилем безопасности при наружном применении.

Несмотря на продемонстрированную эффективность,

использование высококонцентрированных растворов мо-

чевины сопряжено с рядом ограничений. Потенциаль-

ное раздражение кожи: при длительном воздействии

или повышенной чувствительности возможно развитие

раздражения или гиперемии, особенно при нарушении

целостности кожного покрова. Эффект ОП временный

и зависит от степени гидратации тканей, концентрации

агента и времени экспозиции. Индивидуальные особен-

ности кожи: толщина, плотность коллагена и гидратация

варьируют у разных пациентов, что требует персонали-

зированного подхода к выбору концентрации и времени

экспозиции.
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