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Молекулярное моделирование глипролина Pro–Gly и его комплексов
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В представленной работе с помощью методов молекулярного моделирования изучен гли­
пролин Pro–Gly и его биологически активные комплексы с гепарином и с белковым комплек­
сом антитромбин–гепарин. Данная молекула используется в качестве лекарственного препара­
та, проявляет антитромботическое, антикоагулянтное, иммуномодулирующее, противоязвен­
ное и противодиабетическое действия. В рамках молекулярной механики исследованы конфор­
мационные профили, оценена геометрия и энергия внутри- и межостаточных взаимодействий
для наиболее стабильных состояний исследованного дипептида. Проведен сравнительный ана­
лиз оптимизированных методом DFT/B3LYP/6-31+G(d, p) развернутой и свернутой структур
данной молекулы, рассчитаны граничные молекулярные орбитали, изучена поверхность мо­
лекулярного электростатического потенциала, определены эффективные заряды на атомах,
вычислены значения дипольного момента и поляризуемости. Молекулярный докинг выявил,
что свернутая структура глипролина Pro–Gly демонстрирует высокое значение аффинности
при связывании как с гепарином, так и с белковым комплексом антитромбин–гепарин. Постро­
ена модель фармакофора молекулы Pro–Gly. Полученные данные создают основу для разра­
ботки эффективных аналогов глипролинов в комплексе с гепарином, которые являются более
специфичными по отношению к их предполагаемой мишени — антитромбину.
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ВВЕДЕНИЕ

Регуляторные пептиды относятся к группе нейро­
модуляторов, которые являются ключевым звеном
механизма функционирования человеческого орга­
низма, его основным резервом. В настоящее время
открываются новые семейства регуляторных пепти­
дов, изучаются их свойства. Одним из таких се­
мейств являются глипролины — короткие пепти­
ды, аминокислотные последовательности которых
состоят из остатков глицина (Gly) и пролина (Pro).
Они имеют широкий диапазон физиологических
свойств: влияют на систему свертывания крови, мо­
дулируют работу иммунной и нервной систем, об­
ладают противоязвенным и противодиабетическим
действиями [1–3].

Из олигопептидов наиболее короткими фраг­
ментами, проявляющими биологическую актив­
ность, являются дипептид Pro–Gly и трипептид
Pro–Gly–Pro, которые обладают рядом протектор­
ных и лечебных свойств, повышают устойчивость
организма к стрессу [4–7].

Механизмы действия глипролинов и их мише­
ни мало изучены. В работах [8–10] проведен син­
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тез и выявлены антикоагулянтные и антитромбо­
тические эффекты комплекса дипептида Pro–Gly
с высокомолекулярным гепарином. В клинической
практике гепарин известен как лекарственное веще­
ство, препятствующее свёртыванию крови. Приме­
няется для профилактики и терапии тромбоэмболи­
ческих заболеваний, при операциях на сердце и кро­
веносных сосудах, для поддержания жидкого состо­
яния крови в аппаратах искусственного кровообра­
щения и гемодиализа, а также для предотвращения
свёртывания крови при лабораторных исследовани­
ях. Известно, что гепарин реализует свою антикоа­
гулянтную активность через активацию антитром­
бина III. Так, установлено, что гепарин увеличи­
вает активность антитромбина, усиливая его свя­
зывание с фактором IIa (тромбином) и фактором
Xa [11]. В работах [12–15] предполагается, что гепа­
рин, обладая большим суммарным отрицательным
зарядом, связывается со специфическими катион­
ными участками антитромбина III, в результате
конформация молекулы последней меняется и ан­
титромбин III приобретает возможность инактиви­
ровать факторы свёртывания (II, IX, X, XI, XII),
калликреин, сериновые протеазы.

Известно, что биологические свойства пептид­
ных молекул определяются их химическим, про­
странственным и электронным строением. На се­
годняшний день структурные расчеты молекулы
Pro–Gly, так же, как исследования молекулярного
докинга для этого дипептида, отсутствуют. В свя­
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зи с вышеизложенным для выяснения механизма
действия исследуемого лекарственного препарата
Pro–Gly нами было решено провести последователь­
ный докинг: докинг данной молекулы с гепарином,
а на следующем этапе — с белковым комплексом
антитромбин–гепарин. Для достижения данной це­
ли на первом этапе было проведено молекулярное
моделирование самой молекулы Pro–Gly: в рамках
молекулярной механики были исследованы ее кон­
формационные профили; на основе DFT (Density
Functional Theory) расчетов оптимизированы воз­
можные для данной последовательности структу­
ры, для которых выявлены геометрические, энер­
гетические и электронные параметры. На следую­
щем этапе исследования эти данные были заложе­
ны в основу расчета комплексов данного дипепти­
да как с гепарином, так и с белковым комплексом
антитромбин–гепарин; построена модель фармако­
фора молекулы Pro–Gly для ее взаимодействия со
специфическим рецептором.

Отметим, что результаты проведенных исследо­
ваний имеют большое прикладное значение в ме­
дицине и фармакологии, поскольку создают пер­
спективы для изучения структурно-функциональ­
ных взаимосвязей и разработки синтетических ана­
логов глипролинов с высокой стабильностью и эф­
фективностью действия. Полученные данные созда­
ют основу для разработки эффективных антикоа­
гулянтных и антитромботических препаратов ме­
дицинского назначения, которые могут быть важ­
ны также для лечения больных с тяжелым течени­
ем инфекции COVID-19, у которых, как показала
практика последних лет, наблюдается образование
тромбов в различных органах [16].

1. МЕТОДЫ МОЛЕКУЛЯРНОГО
МОДЕЛИРОВАНИЯ

Известно, что в растворах короткие линейные
пептиды не имеют фиксированной пространствен­
ной структуры. Аминокислотная последователь­
ность и физико-химические свойства растворителя
определяют набор низкоэнергетических конформа­
ций пептидной молекулы. Биологически активная
конформация пептидной молекулы, которая реали­
зуется при взаимодействии с рецептором, входит
в набор низкоэнергетических структур, существую­
щих в водном растворе, поэтому исследование про­
странственного строения и конформационных воз­
можностей пептидных молекул представляет боль­
шой интерес [17]. В данной работе конформацион­
ные профили молекулы Pro-Glу были изучены ме­
тодом теоретического конформационного анализа
в рамках механической модели с помощью разра­
ботанной нами компьютерной программы [18]. От­
метим, что с использованием данной программы
с достаточной точностью количественно описаны
пространственные структуры ряда пептидных мо­
лекул, например, в [19–22].

При минимизации потенциальная энергия вычис­

лялась как сумма независимых вкладов энергий
невалентных, электростатических взамодействий,
а также энергий торсионных барьеров и водород­
ных связей. Обозначения и отсчеты углов вращения
соответствуют принятой международной номенкла­
туре IUPAC-IUB [23]. При изложении результатов
расчета использована классификация пептидных
структур на конформации, формы основной цепи
и шейпы пептидного скелета, подробно описанная
в работе [24].

Квантово-химические методы расчета электрон­
ной структуры пептидов дают возможность рас­
считать эффективные заряды на атомах, энерге­
тические вклады электронной энергии, энергии
граничных молекулярных орбиталей; изучить по­
верхность молекулярного электростатического по­
тенциала; определить величину дипольного мо­
мента и поляризуемости для каждой исследуе­
мой конформации. В данной работе геометрия
характерных пространственных структур исследо­
ванного дипептида Pro-Glу была оптимизирована
в рамках DFT с использованием достаточно эко­
номичного расширенного базисного набора Попла
6-31+G(d, р), дополненного диффузными функци­
ями для неводородных атомов и поляризационны­
ми функциями для всех атомов. Для расчетов был
использован программный пакет Gaussian 09 [25]
и Gauss View 6.0 [26].

Молекулярный докинг глипролинового дипепти­
да Pro–Gly с гепарином и белковым комплексом ан­
титромбин–гепарин был выполнен с помощью про­
граммы AutoDock Vina [27]. Интерпретация и ви­
зуализация взаимодействий лиганд–рецептор бы­
ли проведены с помощью программ PyMol [28]
и Discovery Studio 3.0 [29]. Отметим, что в наших
предыдущих работах DFT-рассчеты и молекуляр­
ный докинг были успешно использованы для иссле­
дования механизма действия небольших молекул,
представляющих медицинский интерес [30–32].

2. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

2.1. Конформационные профили глипролина
Pro–Gly

В проведенном расчете длины связей и валент­
ные углы в основной и боковых цепях, валент­
ные углы пептидной группы соответствуют значе­
ниям, приведенным в работе [33]. Аминокислота
глицин не имеет боковой цепи (в боковой цепи толь­
ко один атом водорода). Пролиновое кольцо пред­
полагалось плоским, его геометрия взята из [34].
Следует отметить, что пролин является единствен­
ной протеиногенной аминокислотой со вторичным
амином, поскольку атом азота присоединен как
к 𝛼-углероду, так и к цепи, состоящей из трех ато­
мов углерода, которые вместе образуют пятичлен­
ное кольцо — пирролидин, что классифицирует его
как неполярную алифатическую аминокислоту при
физиологическом рН.
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Таблица 1. Энергетические вклады (ккал/моль) конформаций молекулы Pro–Gly

№ Шейп Конформация
Энергия, ккал/моль

𝐸Pro 𝐸Gly 𝐸Pro–Gly 𝐸нев. 𝐸элст. 𝐸торс. 𝐸отн.

1

e

BB –2.3 2.8 –1.8 0.9 –2.2 0.6 1.4
2 BR –2.3 2.7 –1.0 1.4 –1.9 0.6 2.2
3 RL –2.1 2.8 –1.7 0.7 –1.8 0.4 1.5
4 RP –2.1 2.8 –2.7 0.2 –2.1 0.5 0.6
5

f

RB –2.1 1.8 –2.1 –1.5 –2.1 0.5 0.0
6 RR –2.1 2.7 –2.2 0.2 –1.7 0.5 1.0
7 BL –2.4 2.7 –0.9 1.3 –1.9 0.6 2.1
8 BP –2.4 2.8 –1.9 0.6 –2.2 0.6 1.2

Примечание: 𝐸Pro — монопептидная энергия аминокислотного остатка пролина, 𝐸Gly — монопептидная энергия
аминокислотного остатка глицина, 𝐸Pro–Gly — энергия взаимодествия аминокислотных остатков пролина
и глицина; 𝐸нев. — энергия невалентных взаимодействий; 𝐸элст. — энергия электростатических взаимодействий;
𝐸торс. — энергия торсионных взаимодействий; 𝐸отн. — относительная энергия рассчитанных конформаций.

Согласно конформационной карте Рамачандра­
на формы основной цепи аминокислотных остатков
определяются областями R, B, L и Р двугранных
углов 𝜙 и 𝜓 основной цепи. При расчете дипептид­
ной молекулы рассматривались развернутые фор­
мы дипептидной молекулы (BB, BR, LB, LR, RL,
RP-шейп e) и свернутые формы основной цепи (RB,
RR, BL, BP, PR, PB-шейп f). Расчет исследуемого
глипролина выполнялся на основе низкоэнергети­
ческих конформаций составляющих его монопепти­
дов — N-ацетил-L-пролина и N-ацетил-L-глицина.
Для пролина учитывались две возможные формы
пептидной цепи (В-форма — 𝜙 = −60∘; 𝜓 = 130∘

и R-форма — 𝜙 = −60∘; 𝜓 = −50∘). Для глици­
на начальные приближения формировались из че­
тырех низкоэнергетических состояний пептидного
остова (R-форма — 𝜙 = −90∘, 𝜓 = −90∘; В-фор­
ма — 𝜙 = −90∘, 𝜓 = 100∘; L-форма — 𝜙, 𝜓 = 90∘

и Р-форма основной цепи — 𝜙 = 90∘, 𝜓 = −90∘).
Также для Gly в расчет были включены 4 комбина­
ции граничных начальных приближений углов 𝜙,
𝜓 (гр1: 𝜙 − 90∘, 𝜓 = 0∘; гр2: 𝜙 = −90∘, 𝜓 = 180∘;
гр3: 𝜙 = 90∘, 𝜓 = 0∘; гр4 : 𝜙 = 90∘, 𝜓 = 180∘).
Углу 𝜔 пептидной группы было задано значение
180∘. Как видим, конформационные свойства ис­
сследованной дипептидной молекулы определяют­
ся углами только основной цепи остатков пролина
и глицина. Всего для дипептида Pro–Gly было со­
ставлено 16 начальных приближений. Расчет обна­
ружил все возможные для дипептидной молекулы
конформационные состояния, выявил низкоэнер­
гетические конформации. Для каждой конформа­
ции рассчитывались энергетические вклады нева­
лентных, электростатических и торсионных взаи­
модействий, а также оценивалась энергия внут­
римолекулярных монопептидных и дипептидных
взаимодействий (табл. 1).

Как видно из представленных результатов, для
данной дипептидной молекулы в пространстве ре­
ализуются конформации как с развернутой, так

и свернутой формой основной цепи. Наибольший
вклад в энергию исследуемой молекулы вносят
электростатические взаимодействия. Дисперсион­
ные взаимодействия являются также важным фак­
тором стабилизации пространственной структуры
дипептидной молекулы. Так, основной стабилизи­
рующий вклад в энергию данной последовательно­
сти вносят межостаточные взаимодействия между
участками основной цепи и боковыми цепями про­
лина и глицина. Глобальной конформацией данной
молекулы является RB (𝐸общ = −2.1 ккал/моль)
со свернутой формой основной цепи. Именно от
этой конформации была отсчитана относительная
энергия остальных структур. Это дало нам кар­
тину энергетического распределения расчитанных
конформаций молекулы. Среди конформаций с раз­
вернутой формой основной цепи данной молекулы
самой низкоэнергетической является конформация
RP (𝐸общ − 1.5 ккал/моль). Значения двугранных
углов 𝜔 Pro, 𝜙 Pro, 𝜓 Pro, 𝜔 Gly, 𝜙 Gly, 𝜓 Gly ука­
занных наиболее стабильных развернутой и сверну­
той конформаций исследуемого дипептида состав­
ляют 178∘, −60∘, −55∘, 178∘, 81∘, −73∘, и 179∘, −60∘,
−55∘, 177∘, −82∘, 71∘ соответственно. Именно гео­
метрия этих двух структур дипептида Pro–Gly по­
служила основой для последующих DFT-расчетов.

2.2. Структурный анализ глипролина Pro–Gly

Две указанные выше характерные низкоэнергети­
ческие конформации молекулы Pro–Gly, выявлен­
ные в результате конформационного анализа, бы­
ли оптимизированы квантово-химическим методом
с использованием уровня теории DFT/B3LYP с ба­
зисным набором 6-31+G(d, p). На рис. 1 представле­
на оптимизированная молекулярная геометрия раз­
вернутой и свернутой структур глипролинового ди­
пептида Pro–Gly. Как видно из представленного ри­
сунка, в свернутой структуре, в отличие от развер­
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Рис. 1. Оптимизированные развернутая (а) и свернутая (б ) структуры глипролина Pro–Gly, рассчитанные методом
DFT/B3LYP/6-31+G(d, p)

Таблица 2. Значения длин валентных связей в оптимизированных структурах глипролина Pro–Gly

Длина В развернутой В свернутой Из эксперим. Длина В развернутой В свернутой Из эксперим.
связи структуре, структуре, данных, связи структуре, структуре, данных,

Å Å Å [35, 36] Å Å Å [35, 36]
С1H2 1.08 1.09 1.09 C13H14 1.08 1.09 1.00
С1H3 1.08 1.09 1.09 C13H15 1.08 1.09 1.00
С1H4 1.08 1.09 1.09 C13C16 1.52 1.52 1.53
С1H5 1.51 1.52 1.53 C16O17 1.19 1.21 1.23
C5О6 1.21 1.23 1.23 C16O18 1.32 1.35 1.32
C5N7 1.36 1.38 1.32 О18Н19 0.95 0.97 1.00
N7C8 1.42 1.41 1.45 C20H21 1.09 1.10 1.09
N7C20 1.47 1.49 1.46 C20H22 1.08 1.09 1.09
C8C9 1.48 1.47 1.47 C20C23 1.53 1.53 1.47
C8C26 1.51 1.51 1.53 C23H24 1.08 1.09 1.09
C9O10 1.21 1.24 1.23 C23H25 1.09 1.09 1.09
C9N10 1.35 1.36 1.36 C23C26 1.53 1.53 1.50
N11H12 1.00 1.02 1.00 C26H27 1.08 1.09 1.09
N11С13 1.44 1.44 1.45 C26H28 1.09 1.10 1.09

нутой, С-концевая карбоксильная группа поверну­
та в сторону карбонильной группы С5О6 и амидной
группы N11Н12, что способствует более эффектив­
ным контактам с ними.

Мы оценили геометрию оптимизированных
структур дипептидной молекулы глипролина
Pro–Gly. В табл. 2 и 3 приведены рассчитанные
значения длин связей и валентных углов амино­
кислотных остатков в характерных структурах
данной молекулы, а также для сравнения их
значения для соответствующих монопептидов,
взятые из экспериментальных работ [35, 36]. Как
видно из представленных данных, в результате
оптимизации не наблюдаются заметных изменений
длин связей, но имеют место незначительные
различия расчитанных значений некоторых ва­
лентных углов составляющих монопептидов этой
молекулы относительно их значений, взятых из
кристаллографических данных. Рассчитанные

значения двугранных углов оптимизированных
структур исследуемого дипептида приведены
в табл. 4.

Оценка межатомных расстояний позволила оха­
рактеризовать размеры глипролиновой молекулы
Pro–Gly. Анализ проекций векторов межатомных
расстояний на горизонтальную и вертикальную
оси показал, что для свернутой пространственной
структуры исследуемого дипептида длина и шири­
на молекулы составляют (О17Н24) 8.97 Å и (Н4Н27)
6.54 Å, а для развернутой структуры значения
этих величин составляют, соответственно, (О17Н24)
8.67 Å и (Н4Н27) 6.38 Å. Эти геометрические па­
раметры были учтены на следующем этапе иссле­
дования при проведении молекулярного докинга
исследуемой молекулы со специфическим рецепто­
ром. Следует отметить влияние внутримолекуляр­
ных водородных связей на геометрию глипролино­
вой дипептидной молекулы Gly–Pro. Так, наблюда­
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Таблица 3. Значения валентных углов в оптимизированных структурах глипролина Pro–Gly

Валентные В развернутой В свернутой Из эксперим. Валентные В развернутой В свернутой Из эксперим.
углы структуре, структуре, данных, углы структуре, структуре, данных,

град. град. град. [35, 36] град. град. град. [35, 36]
H2C1H3 108.4 108.0 108.1 H14C13C16 106.5 106.5 109.7
H2C1H4 109.8 109.4 108.1 H15C13C16 106.5 106.3 109.7
H2C1C5 112.3 112.8 113.0 C13C16О17 122.6 123.0 120.5
H3C1H4 108.5 108.2 108.1 C13C16О18 114.3 114.2 115.0
H3C1C5 110.4 111.2 111.3 О17C16О18 122.9 122.8 120.5
H4C1C5 107.4 107.1 107.2 C16О18H19 108.6 106.4 111.0
C1C5О6 119.9 119.7 120.5 N7C20H21 109.6 109.0 109.6
C1C5N7 117.7 117.3 115.0 N7C20H22 111.4 110.8 109.6
О6C5N7 122.4 123.0 122.0 N7C20C23 103.2 103.6 104.0
C5N7C8 126.0 129.8 126.0 H21C20H22 108.5 108.6 109.0
C5N7C20 123.9 121.1 122.0 H21C20C23 111.3 111.6 109.0
C8N7C20 108.7 109.1 126.0 H22C20C23 112.8 113.1 109.0
N7C8C9 128.8 132.7 113.0 C20C23H24 112.2 112.0 109.6
N7C8C26 108.8 109.1 111.4 C20C23H25 109.5 109.7 109.6
C9C8C26 117.9 116.8 113.0 C20C23C26 103.2 103.0 109.6
C8C9О10 117.4 116.7 120.5 H24C23H25 108.1 108.1 108.0
C8C9N11 120.7 121.1 115.0 H24C23C26 113.1 113.4 111.4
О10C9N11 121.9 122.2 120.5 H25C23C26 110.6 110.5 110.8
C9N11C12 116.6 117.7 116.0 C8C26C23 103.8 104.2 106.6
C9N11C13 118.8 120.9 126.0 C8C26H27 111.5 111.3 110.8
H12N11C13 118.5 121.2 115.0 C8C26H28 109.8 109.8 110.8
N11C13H14 110.7 110.7 111.0 C23C26H27 113.5 113.9 113.0
N11C13H15 108.5 108.8 111.0 C23C26H28 111.7 111.8 113.0
N11C13C16 116.5 116.3 116.0 H27C26H28 106.7 105.7 109.0
H14C13H15 107.7 107.7 109.0

Таблица 4. Значения двугранных углов оптимизированных структур глипролина Pro–Gly

Двугранные углы Значения, град.
Развернутая структура Свернутая структура

H1C5N7C8 𝜔 Pro –177.7 175.9
C5N7C8C9 𝜙 Pro –50.0 –24.1
N7C8C9N11 𝜓 Pro 18.1 13.7
C8C9N11C13 𝜔 Gly 177.2 –177.5
C9N11C13N16 𝜙 Gly –69.6 99.8
N11C13C16О18 𝜓 Gly –17.3 –9.4

ется наличие сильной водородной связи О6 . . .Н12

(1.75 Å) и системы слабых водородных связей
О10 . . .H27 (2.64 Å), О10 . . .H28 (2.74 Å), Н15 . . .О10

(2.35 Å) в свернутой структуре глипролинового ди­
пептида. В развернутой структуре формируются
также сильная водородная связь О6 . . .Н12 (1.90 Å)
и слабые водородные связи О10 . . .H28 (2.65 Å),
О10 . . .H14 (2.58 Å), N7 . . .Н12 (2.84 Å).

2.3. Молекулярный электростатический
потенциал и атомные заряды молекулы

глипролина Pro–Gly

Поверхность молекулярного электростати­
ческого потенциала (МЭП) для двух иссле­
дованных характерных структур глипролина
Pro–Gly была получена также из расчетов
DFT/B3LYP/6-31+G(d,p) и визуализирована
с помощью программы GaussView на рис. 2.
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Рис. 2. Молекулярный электростатический потенциал для оптимизированных развернутой (а) и свернутой (б )
структур глипролина Pro–Gly

Наиболее нуклеофильные области (отрицательный
электростатический потенциал) показаны красным
цветом, а наиболее электрофильные области (по­
ложительный электростатический потенциал) —
синим цветом.

Как видно из представленных карт, области
с наибольшим отрицательным потенциалом локали­
зованы на атомах кислородов O10 и O17 карбониль­
ных групп молекулы: можно предположить, что
эти участки способны участвовать в электростати­
ческих взаимодействиях с положительно заряжен­
ными остатками рецептора. Области с наибольшим
положительным потенциалом расположены на во­
дородах метильной группы N-концевой части цепи
молекулы и двух метиленовых групп пирролидина,
к тому же в свернутой структуре наибольший по­
ложительный потенциал наблюдается на водороде
H19 С-концевой карбоксильной группы. Эти участ­
ки молекулы могут играть важную роль в образова­
нии водородных связей с электроотрицательными
аминокислотными остатками рецептора. Они пред­
ставляют интерес для выявления биологической ак­
тивности молекулы Pro–Gly.

Выявлено, что распределение электронной плот­
ности влияет на заряды атомов глипролина, ко­
торые были рассчитаны в приближении Миллике­
на [37]. Как видно из табл. 5, атом N7 в боковой
цепи пролина и N11 амидной группы основной це­
пи глицина, атомы O10 карбонильной группы ос­
новной цепи пролина, атомы O17 и O18 C-конце­
вой карбоксильной группы, атомы C20, C23 и C26

пирролидинового кольца имеют большой отрица­
тельный заряд; атом C𝛼 пролина, атом C-конце­
вой карбоксильной группы имеют большой положи­
тельный заряд. Выявленные участки могут быть
донорами и акцепторами для возможных взаимо­
действий с активными остатками рецептора.

Следует отметить, что заряды на атомах в свер­
нутой и развернутой структурах глипролиновой
дипептидной молекулы заметно различаются. Как
видно из представленных данных, сворачивание
пептидной цепи молекулы приводит к значитель­
ному смещению положительного заряда в сторону

атомов C1, C9, C16, C20, C23, Н19, Н12 с сопутствую­
щим заметным смещением отрицательного заряда
в сторону атомов О6, N7, C5, C8, N11, O17, O18, Н15.

2.4. Электронные параметры и молекулярные
свойства глипролина Pro–Gly

Электронные параметры и физические величи­
ны, характеризующие молекулярные свойства гли­
пролина, были получены из расчетов методом DFT
и представлены в табл. 6. Известно, что гранич­
ные молекулярные орбитали играют важную роль
в электрических и оптических свойствах, а так­
же в химических реакциях. Энергии высшей за­
селенной молекулярной орбитали (ВЗМО) и низ­
шей вакантной молекулярной орбитали (НВМО) ис­
пользуются для выяснения информации о перено­
се заряда внутри молекулы. На рис. 3 представ­
лены распределения плотности граничных молеку­
лярных орбиталей молекулы глипролина Pro–Gly.

ВЗМО и НВМО являются орбиталями, участву­
ющими в химической реакционной способности, по­
скольку они наиболее доступны для электрофилов
и нуклеофилов соответственно. ВЗМО представля­
ет собой способность отдавать электрон, а НВМО
действует как акцептор электронов. Молекуляр­
ные свойства, описывающие глобальную реакцион­
ную способность, локальную селективность иссле­
дуемой молекулы, такие как потенциал ионизации
𝐼 (−𝐸ВЗМО), сродство к электрону 𝐴 (−𝐸НВМО) мо­
гут быть оценены из значений энергии ВЗМО и НВ­
МО, основываясь на теореме Купманса [38–40]. Раз­
ность энергий между ВЗМО и НВМО орбиталя­
ми является важным свидетельством стабильности
структуры и может быть использована для про­
гнозирования прочности и устойчивости молекулы.
Как видно из табл. 6, свернутая структура глипро­
лина имеет сравнительно большее значение энерге­
тической щели (∆𝐸) как для 𝛼-орбитали, так и для
𝛽-орбитали по сравнению с развернутой структу­
рой. Тут же приведены значения полного диполь­
ного момента и поляризуемости молекулы. Отме­
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Таблица 5. Атомные заряды в оптимизированных структурах глипролина Pro–Gly

Aтoм Заряд (e) Aтoм Заряд (e) Aтoм Заряд (e) Aтoм Заряд (e)
Развернутая структура Свернутая структура

C1 –0.491 H15 0.216 C1 –0.293 H15 0.166
H2 0.168 C16 0.494 H2 0.152 C16 0.588
H3 0.176 О17 –0.457 H3 0.159 О17 –0.542
H4 0.191 О18 –0.455 H4 0.185 О18 –0.574
C5 0.570 H19 0.394 C5 0.483 H19 0.411
О6 –0.507 C20 –0.166 О6 –0.604 C20 –0.157
N7 –0.114 H21 0.163 N7 –0.245 H21 0.139
C8 0.374 H22 0.149 C8 0.297 H22 0.132
C9 –0.222 C23 –0.379 C9 –0.162 C23 –0.140
О10 –0.568 H24 0.154 О10 –0.595 H24 0.143
N11 –0.305 H25 0.163 N11 –0.400 H25 0.143
H12 0.373 C26 –0.269 H12 0.405 C26 –0.251
C13 –0.039 H27 0.185 C13 –0.032 H27 0.167
H14 0.174 H28 0.180 H14 0.191 H28 0.168

Таблица 6. Электронные параметры оптимизированных структур глипролина Pro–Gly

Физические Развернутая Свернутая
величины структура структура

Электронная энергия, эВ –20593.667 –20714.527
𝐸ВЗМО орбитали, эВ –11.944 –5.266
𝐸НВМО 𝛼-орбитали, эВ –8.926 –0.588
Δ𝐸 𝛼-орбитали, эВ 3.017 4.678
𝐸ВЗМО орбитали, эВ –11.349 –6.675
𝐸НВМО 𝛽-орбитали, эВ –10.306 –2.662
Δ𝐸 𝛽-орбитали, эВ 1.043 4.013

Дипольный момент, Дебай 7.814 7.690
Поляризуемость 3143.640 3756.721

Таблица 7. Сравнение энергии связывания глипролина Pro–Gly с гепарином

Мод Аффинность, Отклонения от наилучшего мода, Å
Нижняя граница Верхняя граница

ккал/моль среднеквадратичного среднеквадратичного
отклонения, rmsd l.b. отклонения, rmsd u.b.

1 –4.0 0.000 0.000
2 –3.9 2.021 4.673
3 –3.9 2.601 5.583
4 –3.8 2.264 5.009
5 –3.7 2.229 4.701
6 –3.7 1.623 3.040
7 –3.6 1.952 2.433
8 –3.5 2.545 5.156
9 –3.5 2.520 5.020
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Рис. 3. Молекулярные ВЗМО и НВМО 𝛼-орбитали для оптимизированных развернутой (a) и свернутой (б ) струк­
тур глипролина Pro–Gly

тим, что перераспределение атомных зарядов в ре­
зультате сворачивания пептидной цепи отразилось
на заметном увеличении поляризуемости молекулы
с сопутствующим уменьшением дипольного момен­
та. Рассчитанные физические величины указывают
на то, что свернутая структура соответствует более
устойчивому состоянию исследованной молекулы,
чем развернутая.

3. МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ДОКИНГ

3.1. Молекулярный докинг глипролина
Pro–Gly с гепарином

Гепарин состоит из повторяющихся звеньев,
которые построены из остатков уроновых кис­
лот (D-глюкуроновой или L-идуроновой) и суль­
фатированных и ацетилированных аминосахаров
(N-ацетилглюкозамина и N-ацетилгалактозамина).
Благодаря наличию значительного количества от­
рицательно заряженных сульфатных и карбоксиль­
ных групп молекула гепарина представляет собой
сильный природный полианион, способный к обра­
зованию комплексов со многими белковыми и син­
тетическими соединениями поликатионной приро­
ды, несущими суммарный положительный заряд.

Для проведения молекулярного докинга была
взята структура гепарина dp36 (где dp означа­
ет степень полимеризации), определенная с помо­
щью комбинации аналитического ультрацентрифу­
гирования, синхротронного рентгеновского рассея­
ния в растворах и ограниченного моделирования
(http://www.rcsb.org, PDB ID: 3IRL) [41]. В ука­
занной работе установлено, что гепарин в раство­
ре имеет полужесткую и растянутую конформа­
цию, которая предварительно сформирована для
его оптимального связывания с белковыми мише­
нями без значительных конформационных изме­
нений. Для моделирования докинга были взяты
и подготовлены к стыковке оптимизированные ме­
тодом DFT/B3LYP/6-31+G(d,p) структуры дипеп­
тида Pro–Gly. В табл. 7 представлены параметры
девяти поз лиганда в минимизированной структу­
ре комплекса с гепарином. Рассчитанные энергия
связывания и среднеквадратичные значения откло­

нений (rmsd) позволяют сделать вывод, что гли­
пролин Pro–Gly является потенциально селектив­
ным лигандом для гепарина. Было показано, что
в сравнении с развернутой свернутая структура да­
ет более высокое значение аффинности связывания
(–4.0 ккал/моль), расположившись в небольшом из­
гибе в полужесткой структуре гепарина (рис. 4).

Выявлено, что структура самого лиганда претер­
певает лишь незначительное смещение от своего ис­
ходного положения и каких-либо значительных кон­
формационных изменений не наблюдается. Уста­
новлено, что сильная внутримолекулярная водород­
ная связь О6 . . .Н12, стабилизирующая структуру
исследуемого дипептида, сохраняется в процессе
минимизации при комплексообразовании, в то вре­
мя как происходит разрыв слабых водородных свя­
зей с последующим формированием межмолекуляр­
ных электростатических контактов и водородных
связей с остатками уроновых кислот и аминосахара­
ми. На представленном рисунке наиболее важные
контакты показаны пунктирными линями, а их зна­
чения даны в Å.

3.2. Молекулярный докинг глипролина
Pro–Gly с белковым комплексом

антитромбин–гепарин

Известно, что антитромбин неактивен в качестве
ингибитора коагуляционных протеаз до тех пор, по­
ка он не связывается с боковыми цепями гепара­
на, которые выстилают микроциркуляторное рус­
ло. Связывание специфически происходит с основ­
ным пентасахаридом, присутствующим как в гепа­
ранах, так и в их терапевтическом производном ге­
парине. Сопутствующее конформационное измене­
ние антитромбина проявляется в структуре 2.9 Å
димера латентного и активного антитромбинов,
каждый из которых находится в комплексе с высо­
коаффинным пентасахаридом [42]. Ингибирующая
активация возникает в результате сдвига основно­
го слоя молекулы от частично шестицепочечной
к пятицепочечной форме с экструзией петли реак­
тивного центра для придания более открытой ори­
ентации. Происходит наклон и удлинение спирали
D с образованием двухвитковой спирали P между

2350701–8



ВМУ. Серия 3. ФИЗИКА. АСТРОНОМИЯ. 78(5), 2350701 (2023)

Рис. 4. Минимизированная структура комплекса глипролин Pro–Gly — гепарин. Остатки лиганда показаны пур­
пурным цветом, остатки гепарина окрашены по цветам составляющих элементов

Таблица 8. Сравнение энергии связывания глипролина Pro–Gly c белковым комплексом антитромбин–гепарин

Мод Аффинность, Отклонения от наилучшего мода, Å
Нижняя граница Верхняя граница

ккал/моль среднеквадратичного среднеквадратичного
отклонения,rmsd l.b. отклонения, rmsd u.b.

1 –4.1 0.000 0.000
2 –3.9 7.977 8.841
3 –3.8 2.074 2.775
4 –3.6 1.849 2.538
5 –3.6 2.338 5.690
6 –3.6 1.458 2.773
7 –3.6 3.750 5.767
8 –3.4 7.520 8.710
9 –3.4 2.444 5.211

спиралями C и D. Сопутствующие конформацион­
ные изменения в месте связывания гепарина объ­
ясняют как начальное прочное связывание антит­
ромбина с гепаранами, так и последующее высво­
бождение комплекса антитромбин–протеаза в кро­
воток. Установлено, что гепариновый пентасахарид
связывается водородными связями своих сульфа­
тов и карбоксилатов с Arg129 и Lys125 в D-спира­
ли, с Arg46 и Arg47 в A-спирали, с Lys114 и Glu113
в P-спирали и к Lys11 и Arg13 в щели, образованной
амино-концом. Это четкое определение сайта связы­
вания обеспечило структурную основу для проведе­
ния нами молекулярного докинга исследованного
лиганда глипролин Pro–Gly с белковым комплек­
сом антитромбин–гепарин, трехмерная кристалли­
ческая 3D-структура которого была взята из бан­
ка данных белков (http://www.rcsb.org. PDB ID:
1AZX) [42]. Молекулы воды были удалены и рецеп­
тор был подготовлен для стыковки путем добавле­
ния только полярных водородов. Заряды атомов ре­
цептора были рассчитаны по Коллману [43]. Опти­
мизированные методом DFT/B3LYP/6-31+G(d, p)
развернутая и свернутая структуры дипептида
Pro–Gly были подготовлены к стыковке для про­
ведении докинга в газовой фазе. Парциальные за­

ряды лиганда Pro–Gly рассчитывали по методу
Гастейгера [44].

В табл. 8 представлены параметры девяти поз
лиганда в минимизированной структуре комплек­
са с антитромбин–гепарином. Рассчитанные энер­
гия связывания и среднеквадратичные значения
отклонений (rmsd) позволяют сделать вывод, что
глипролин Pro–Gly является потенциально селек­
тивным лигандом для выбранного белкового ком­
плекса антитромбин–гепарин. Показано, что свер­
нутая структура лиганда, как и в комплексе с гепа­
рином, демонстрирует более высокое значение аф­
финности (–4.1 ккал/моль), хорошо дополняет рас­
щелину на поверхности рецептора и эффективно
взаимодействует с остатками как уроновых кислот
и аминосахаров гепарина, так и с аминокислотны­
ми остатками антитромбина. Отметим, что при хо­
рошем связывании лиганда и рецептора, являющих­
ся пептидными молекулами, значение энергии свя­
зывания бывает −6–−7 ккал/моль, а то и ниже. По­
скольку в наших исследованиях в молекулярном до­
кинге участвует гепарин, не имеющий пептидную
природу, состоящий из остатков уроновых кислот
и аминосахаров, энергия связывания исследуемо­
го дипептида в рассмотренных комплексах имеет
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Рис. 5. Докинг глипролина Pro–Gly с белковым комплексом антитромбин–гепарин. Остатки лиганда показаны
пурпурным цветом, цепь белка показана зеленым цветом, а его остатки, которые контактируют с лигандом и гепа­
рином (на расстоянии < 5 Å), а также остатки самого гепарина окрашены по цветам составляющих элементов

Рис. 6. Визуализация лиганд–рецепторных взаимодействий на 2D-диаграмме

не очень высокое абсолютное значение (от −4 до
−4.1 ккал/моль)

На рис. 5 показаны наиболее важные контакты
лиганда Pro–Gly как с гепарином, так и с антит­
ромбином.

Чтобы выявить стабильность исследованного
комплекса, были проанализированы важные меж­
молекулярные контакты. Мы обнаружили, что ли­
ганд связывается с рецептором посредством непо­

лярных, полярных, ионных контактов и водород­
ных связей. Наиболее важные контакты показа­
ны пунктирными линиями на рис. 5, а их значе­
ния даны в Å. Выявлено, что остатки Ile40, Pro41,
Glu42, Ala43, Thr44 A-спирали антитромбина важ­
ны для связывания с лигандом Pro–Gly, и эти остат­
ки, вероятно, влияют на формирование биологиче­
ски активной конформации антитромбина и устой­
чивость всего комплекса. На рис. 6 представле­
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на 2D-диаграмма лиганд-рецепторных взаимодей­
ствий. Отметим, что наиболее важные контакты на
рис. 4–6 обозначены пунктирными линиями. Кар­
бонильная группа N концевой части молекулы ли­
ганда, атомы O и H С-концевой карбоксильной
группы, амидная группа NH основной цепи остат­
ка Gly молекулы, а также пирролидиновое коль­
цо остатка Pro лиганда позиционируются для уча­
стия в невалентных, электростатических взаимо­
действиях и водородных связях с указанными выше
остатками рецептора.

Рассчитаны расстояния между фармакофорны­
ми участками лиганда и взаимодействующими с ни­
ми остатками активного центра рецептора. Мети­
леновые группы пирролидина боковой цепи проли­
нового остатка участвуют в полярных взаимодей­
ствиях с двумя кислородами концевой сульфатной
группы гепарина на расстоянии 3.7 Å и 4.0 Å; бо­
лее того, данный участок лиганда наиболее активно
вовлечен в межмолекулярное 𝜋-стекинг взаимодей­
ствия с Pro41 (4.1 Å) A-спирали антитромбина. В
свою очередь указанный остаток рецептора участ­
вует в 𝜋-стекинг взаимодействиях с удаленным по
цепи остатком Pro416 D-спирали этого белка. От­
метим, что между H атомом C-концевой карбок­
сильной группы лиганда и кислородом основной це­
пи остатка Pro41 рецептора наблюдается водород­
ная связь. Третий кислород концевой сульфатной
группы гепарина взаимодействует с атомами амид­
ной группы основной цепи лиганда на расстоянии
2.9 Å и 3.0 Å. Водороды метиленовой группы ос­
новной цепи лиганда взаимодействуют с кислоро­
дами основной цепи остатков Glu42, на расстоянии
3.5 Å и 3.1 Å. Выявлено, что остаток Ala43 участ­
вует в обширных неполярных контактах с остатком
Gly лиганда, а также с сахарными кольцами ге­
парина. Между кислородами концевой карбоксиль­
ной группы, а также карбонильной группы, пред­
шествующей в цепи остатку пролина, и водородом
амидной группы основной цепи остатка Ala43 фор­
мируются водородные связи на расстоянии 3.8 Å
и 2.3 Å. С-концевая карбоксильная группа СООН
молекулы лиганда находится в центре сети поляр­
ных и неполярных контактов. Данный участок ли­
ганда участвует в эффективных взаимодействиях
с остатками Ile40 и Thr44 рецептора. Показано, что
расстояния между ближайшими атомами СООН
группы лиганда и атомами боковых цепей остат­
ков Ile40 и Thr44 составляют 3.9 и 4.1 Å соответ­
ственно. Остатки D-глюкуроновой или L-идуроно­
вой кислот и аминосахаров участвуют в межмоле­
кулярных ионных и полярных контактах, образуя
солевой мостик и водородные связи с гуанидиновой
группой остатков Arg129, Arg132 и с аминогруппой
алифатической боковой цепи остатка Lys133 D-спи­
рали антитромбина. Наши расчеты показали, что
остатки Glu113 и Lys114 Р-спирали белка не яв­
ляются важными для лиганд-рецепторных взаимо­
действий, но они стабилизируют положения других
остатков рецептора, которые важны для межмоле­
кулярных взаимодействий. Так, указанные остатки

участвуют в ионных контактах с удаленными по це­
пи противоположно заряженными остатками, а так­
же взаимодействуют с гепарином. Как видно из
представленных результатов, комплекс демонстри­
рует идеальную комплементарность между фарма­
кофорными группами глипролина и аминокислот­
ными остатками антитромбина, а также остатками
гепарина, предположительно важными для лиганд­
рецепторных взаимодействий. Полученные данные
позволяют оценить свернутую структуру глипроли­
на как биоактивную конформацию для проявления
важных физиологичеких функций.

4. ФАРМАКОФОРНАЯ МОДЕЛЬ
ГЛИПРОЛИНА PRO–GLY ДЛЯ ЕГО
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ С БЕЛКОВЫМ

КОМПЛЕКСОМ
АНТИТРОМБИН–ГЕПАРИН

На основании полученных данных была пред­
ложена модель фармакофора глипролина Pro–Gly
для его взаимодействия со специфическим рецепто­
ром — с белковым комплексом антитромбин–гепа­
рин (рис. 7).

Рис. 7. Предлагаемый фармакофор глипролина
Pro–Gly для его взаимодействия с белковым ком­
плексом антитромбин–гепарин (расстояния между
центрами фармакофорных фрагментов указаны в Å)

Данный фармакофор содержит пять фрагмен­
тов. Фармакофорный фрагмент 1 представляет со­
бой метильную группу, которая может участво­
вать в ионных контактах и формировать Н-свя­
зи с отрицательно заряженными остатками гепари­
на и артитромбина. Фармакофорный фрагмент 2
представляет собой карбонильную группу, которая
способна формировать ионные контакты с положи­
тельно заряженными участками активного центра
рецептора. Фармакофорный фрагмент 3 представ­
ляет собой пирролидиновое кольцо остатка Pro, ко­
торое способно участвовать в неполярных взаимо­
действиях с остатками рецептора. Фармакофорный
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фрагмент 4 представляет собой амидную группу,
которая может участвовать в ионных контактах
и формировать Н-связи с отрицательно заряженны­
ми аминокислотными остатками как гепарина, так
и антитромбина. Фармакофорный фрагмент 5 —
карбоксильная группа С-концевой части этой мо­
лекулы, которая может участвовать в неполярных
и полярных контактах с остатками антитромбина.
Мы охарактеризовали взаимное расположение фар­
макофорных фрагментов молекулы Pro–Gly по рас­
стояниям между их центрами. В качестве центра
фармакофорного фрагмента 1 был взят С-атом ме­
тильной группы; центром фармакофорного фраг­
мента 2 был принят атом O карбонильной груп­
пы N-концевой части молекулы, центром фармако­
форного фрагмента 3 взят центр масс пирролиди­
на боковой цепи пролина; центром фармакофорно­
го фрагмента 4 был принят атом Н амидной группы
основной цепи глицина; центром фармакофорного
фрагмента 5 принят центр масс С-концевой карбок­
сильной группы молекулы.

Таким образом, предложенный фармакофор со­
стоит из донорного и акцепторного центров для
формирования водородных связей, пирролидиново­
го кольца, а также катионных и анионных участ­
ков, участвующих во взаимодействии как с гепари­
ном, так и антитромбином. Данная модель может
быть использована для разработки эффективных
аналогов глипролинов в комплексе с гепарином, ко­

торые являются более специфичными по отноше­
нию к их предполагаемой мишени — антитромбину.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем исследовании глипролин Pro–Gly
был изучен с помощью молекулярной механики
с последующими квантовохимическими расчетами
методом DFT/B3LYP/6-31+G(d, p) и молекуляр­
ным докингом. Была оценена и сравнена молеку­
лярная геометрия оптимизированных структур ди­
пептидной молекулы. Рассчитаны граничные моле­
кулярные орбитали, изучена поверхность молеку­
лярного электростатического потенциала, опреде­
лены эффективные заряды на атомах глипролина,
вычислены значения дипольного момента и поля­
ризуемости. Выявлено, что оптимизированная свер­
нутая структура исследованного дипептида демон­
стрирует высокое значение аффинности при свя­
зывании как с гепарином, так и с белковым ком­
плексом антитромбин–гепарин. На основе получен­
ных данных построена модель фармакофора моле­
кулы Pro–Gly для ее взаимодействия со специфиче­
ским рецептором. Полученные данные создают ос­
нову для разработки эффективных антикоагулянт­
ных и антитромботических препаратов медицинско­
го назначения.
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Molecular modelling of Pro-Gly glyproline and its complexes
L.I. Ismailova𝑎, G.A. Akverdieva𝑏, S.D. Demukhamedova𝑐, N.A. Akhmedov𝑑

Institute for Physical Problems, Baku State University. Baku, AZ-1148, Azerbaijan
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In the present work, Pro-Gly glyproline and its biologically active complexes with heparin and with the
antithrombin-heparin protein complex have been studied using molecular modelling methods. This molecule
is used as a drug and exhibits antithrombotic, anticoagulant immunomodulatory, antiulcer, and antidiabetic
effects. The conformational profiles of the dipeptide were studied within the molecular mechanics framework,
the geometry and energy of intra- and interresidual interactions were estimated for the most stable states
of the investigated dipeptide. A comparative analysis of the extended and folded structures of this molecule
optimized by the DFT/B3LYP/6-31+G(d,p) method was carried out, the frontier molecular orbitals were
calculated, the surface of the molecular electrostatic potential was studied, the effective charges on the
atoms were determined, and the dipole moment and polarizability values were calculated. Molecular docking
revealed that the folded structure of Pro-Gly glyproline showed a higher affinity value for both heparin and
the antithrombin-heparin protein complex. A model of the pharmacophore of the Pro-Gly molecule for its
interaction with a specific receptor was proposed. The obtained data form the basis for the development of
effective analogs of glyprolines in the complex with heparin, which are more specific concerning their putative
target — antithrombin.
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