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При помощи метода малоуглового рентгеновского рассеяния показано, что тетрапептид, являю-
щийся индуктором фибриллогенеза для фрагмента бета-домена альфа-лактальбумина человека, ак-
тивен в форме супрамолекулярных комплексов. Образование таких комплексов не детектировалось
при использовании микроскопии и аналитической гель-фильтрации. Молекулярно-динамическое
моделирование поведения ансамбля изучаемых тетрапептидов методом свободной диффузии под-
твердило их склонность к образованию олигомеров, наблюдаемую в эксперименте. Полученные
данные и методические подходы могут быть применены при разработке новых препаратов пептид-
ной природы, способных к модулированию активности белков путем воздействия на их простран-
ственную структуру.
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ВВЕДЕНИЕ

Способность биомакромолекул к самооргани-
зации играет ключевую роль в функционирова-
нии живых систем. Для изучения надмолекуляр-
ных комплексов применяется широкий спектр
биофизических и биохимических методов, таких
как электронная и атомно-силовая микроскопия,
хроматография, электрофорез в геле, динамиче-
ское светорассеяние. Однако некоторые олиго-
мерные комплексы, существующие только в со-
стоянии динамического равновесия олигомер–
мономер в растворе, разрушаются при исследова-
нии, так как взаимодействия между мономерами
менее энергетически выгодны, чем взаимодей-
ствия между мономером и, например, поверхно-
стью хроматографического сорбента или подлож-
кой для проведения исследования с помощью
микроскопии. В то же время динамическое свето-
рассеяние не обладает достаточным разрешением
для определения морфологических характери-
стик изучаемых комплексов.

В последнее время появляется все больше дан-
ных о роли коротких пептидов (образовавшихся,
например, в результате ограниченного протеоли-
за белков [1] или при реализации альтернативных
механизмов трансляции [2]) в регуляции актив-
ности белков, опосредованной воздействием на
их пространственную структуру [3]. Индукция
конформационных переходов в целевых вирус-
ных белках или маркерных белках опухолей с
применением пептидов используется для созда-
ния новых препаратов, направленных на борьбу с
инфекционными и онкологическими заболева-
ниями [4–6].

В [7, 8] для изучения процесса индуцирован-
ных пептидами конформационных переходов в
полипептидах использовался модельный пептид
WT (участок бета-домена альфа-лактальбумина
человека протяженностью 17 аминокислотных
остатков (GYDTQAIVENNESTEYG). Выбор это-
го пептида в качестве модели обусловлен, в том
числе, перспективой его использования в каче-
стве основы для противоопухолевого препарата,
специфически воздействующего на клетки опу-
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холей молочной железы [9]. Было показано, что
добавление в раствор тетрапептидов, гомологич-
ных по первичной структуре C- или N-концевым
участкам пептида WT (пептиды L и R соответ-
ственно), приводит к быстрому переходу WT в бе-
та-структурированную форму и индуцирует обра-
зование амилоидоподобных фибрилл. Первич-
ные структуры пептидов WT, L и R приведены в
табл. 1. Аминокислотная замена остатка глутами-
новой кислоты TDYG на аспарагиновую TEYG
обусловлена тем, что пептид TEYG оказался
крайне гигроскопичным и неустойчивым в рас-
творе.

При индукции фибриллогенеза не наблюда-
лось значимого уменьшения числа молекул ин-
дуктора в растворе и разницы в морфологии фиб-
рилл, образовавшихся в присутствии и в отсут-
ствие индуктора [10]. Была предложена модель,
объясняющая способность тетрапептидов инду-
цировать конформационные переходы [11].
Вкратце при помощи молекулярно-динамиче-
ского (МД) моделирования было показано, что
тетрапептиды способны стабилизировать бета-
структурированную, способную к образованию
надмолекулярных комплексов, форму пептида
WT. При этом в рамках модели после образования
олигомеров WT тетрапептиды высвобождаются
из комплексов и способны индуцировать фиб-
риллогенез дальше по механизму, сходному с
ферментативной реакцией. В то же время предло-
женная модель не могла объяснить тот факт, что
индукторы при добавлении в концентрациях ни-
же критической (менее 0.5 мг/мл) не вызывали
увеличения скорости фибриллогенеза. Данное
исследование посвящено уточнению модели ин-
дукции фибриллогенеза в описываемой модель-
ной системе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пептиды WT, L и R. Пептиды GYDTQAIVEN-

NESTEYG (WT) и GYDT (L), TDYG (R) были
синтезированы в НПФ “Верта”, чистота выше
90%.

Атомно-силовую микроскопию (АСМ) пептид-
ных агрегатов WT проводили на микроскопе Bio-
Solver Pro с измерительной головкой Smena-B с

использованием полуконтактного режима, зонд
NSG03 (NT-MDT, Россия). Образцы растворяли
в концентрации 0.7 мг/мл в фосфатно-солевом
буфере (ФСБ), pH 7.4, наносили на свежерасщеп-
ленную слюду (SPI Supplies), инкубировали в те-
чение 1 мин, а затем промывали большим коли-
чеством деионизированной воды MilliQ.

Лазерная корреляционная спектроскопия. Изме-
рения квазиупругого рассеяния света проводили
с использованием ЛКС-спектрометра ЛКС-03
(Intox, Россия). Пептиды L и R растворяли в ФСБ
в концентрациях 0.1, 0.2, 0.5, 0.7 и 1 мг/мл. Спек-
тральный анализ проводили с использованием
программного обеспечения прибора.

Спектрофотометрия. Концентрацию пепти-
дов определяли с использованием спектрофото-
метра Hitachi U-3310 в 1 см кварцевых кюветах.
Спектры обрабатывали с применением про-
граммного обеспечения прибора, коэффициент
молярной экстинкции (1280 M–1 cм–1) был вы-
числен в пептидном калькуляторе PepCalc [12].

Малоугловое рассеяние рентгеновских лучей
(МУРР). Эксперименты по МУРР проводили на
источнике синхротронного излучения ESRF
(Гренобль, Франция) на спектрометре ID02 в со-
ответствии с правилами использования [13]. Ре-
гистрацию спектров пептидов, растворенных в
ФСБ в концентрациях 0.7 мг/мл, проводили с ис-
пользованием детекторов, расположенных на
расстоянии 1.2 и 5 м, в результате диапазон пере-
данных импульсов q составил 0.014–6 нм–1 (q =
= , где 2θ – угол рассеяния, λ – длина
волны). Спектры регистрировали при комнатной
температуре. Для контроля радиационных повре-
ждений образца в каждой серии измерений было
зарегистрировано 50 кривых МУРР с экспозици-
ей 15 мс и интервалом 1 с. При отсутствии систе-
матических изменений во всех спектрах серии
полученные результаты усредняли. Обработка
данных включала в себя вычитание сигнала от чи-
стого растворителя (ФСБ), зарегистрированного
в аналогичных условиях, а затем устранение не-
когерентного рассеяния с использованием ли-
нейного приближения спектров в координатах Iq4

vs q4, как описано в [14]. Дальнейшую обработку и
аппроксимацию экспериментальных данных
проводили с помощью программного обеспече-
ния SasView [15] и Origin2015.

Молекулярное моделирование. Модели пептидов
были построены с помощью программы Pymol
[16]. В дальнейшем с помощью GROMACS [17]
была построена система в виде кубического бокса
размером 1003 Å3, содержащая по 32 мономера
пептидов TDYG и GYDT, а также атомы Na+ и Cl–

в числе, соответствующем 50 мМ концентрации
NaCl. Для моделирования взаимодействия тетра-
пептидов между собой применяли метод МД в ре-

π θ λ(4 in )s /

Таблица 1. Первичные структуры пептидов WT, L и R

Примечание. Жирным шрифтом выделен аминокислотный
остаток, замененный на близкий по свойствам в пептиде R.

Пептид Аминокислотная 
последовательность

WT GYDTQAIVENNESTEYG
L GYDT
R TDYG
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жиме свободной диффузии. Для этого использо-
вали следующий протокол.

Подготовленную стартовую конфигурацию
помещали в бокс с молекулами воды. Размер бок-
са составлял 1003 Å3. Для пептидов использовали
поле amber14sb [18], для воды – tip3p [19]. Далее
следовали этапы минимизации энергии системы
и первая стадия уравновешивания. Начальные
скорости рассчитывали, исходя из распределения
Максвелла для температуры 310 K. Чтобы избе-
жать разрушения системы, на все тяжелые атомы
пептидов накладывали дополнительный потен-
циал в виде чаши, который ограничивал их дви-
жение. При расчете использовали термостат и ба-
ростат Берендсена [20]. Уравновешивание рас-
творителя проводили в течении 5 нс симуляции с
почти неподвижным белком. Последнюю полу-
ченную конфигурацию использовали в качестве
стартовой на второй стадии уравновешивания,
при этом снимали действие потенциалов, огра-
ничивающих движение атомов. Использовали
термостат Нозе-Гувера [21–24] и баростат Пари-
нелло-Рамана [25, 26]. Уравновешивание прово-
дили в течение 10 нс. Далее проводили МД-симу-
ляцию в течение 500 нс. Результаты данного этапа
моделирования использовали в дальнейшем для
анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Наличие критической концентрации индукто-

ра конформационных переходов, ниже которой
он не оказывал эффекта на четвертичную струк-
туру полипептида, наблюдаемое при изучении
воздействия пептидов L и R на пептид WT, было
обнаружено и ранее при изучении низкомолеку-
лярных индукторов конформационных перехо-
дов [27]. Тогда было показано, что активность
низкомолекулярного индуктора триазавирина

проявляется только в виде супрамолекулярных
комплексов, образующихся при превышении опре-
деленной критической концентрации. Этот эффект
был обусловлен необходимостью кооперативности
взаимодействия индуктор–полипептид для воз-
действия на конформацию; кооперативность
обусловливалась существованием индуктора в
виде нековалентно связанных линейных го-
моолигомеров [28]. Вероятно, пептиды L и R в
концентрациях, превышающих критическую, су-
ществуют в растворе в виде супрамолекулярных
комплексов, способных модулировать четвертич-
ную структуру пептида WT. В пользу существова-
ния олигомерных форм пептидов R и L свиде-
тельствовало наличие светорассеяния при превы-
шении критических концентраций для пептидов
(0.5 мг/мл для L, 0.2 мг/мл для R). Результаты об-
работки спектров приведены на рис. 1.

Различие в критических концентрациях может
быть обусловлено наличием внутримолекуляр-
ных взаимодействий в молекулах пептида L (что
следует из результатов МД-моделирования). По-
видимому, при образовании структур более высо-
кого порядка такие взаимодействия могут пре-
пятствовать олигомеризации при более низких
концентрациях, характерных для пептида R, об-
разующего преимущественно межмолекулярные
связи.

При исследовании пептида R методом гель-
фильтрации молекулярная масса олигомеров со-
ответствовала тетрамеру пептида, и более высо-
комолекулярные формы не детектировались.
Исследование надмолекулярных структур тетра-
пептидов-индукторов методом электронной
микроскопии [10] не показало наличия олигоме-
ров пептида R. Результаты АСМ образцов пепти-
дов L и R свидетельствовали об отсутствии упоря-
доченных структур на подложке и были сравни-
мы с результатами микроскопии чистого буфера

Рис. 1. Результаты обработки спектров динамического светорассеяния пептидов L (0.5 мг/мл) (а) и R (0.5 мг/мл) (б).
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(данные не показаны). В то же время все эти ре-
зультаты не позволяли объяснить факт наличия
критической концентрации индуктора фибрил-
логенеза.

Результаты МУРР (рис. 2) подтверждают при-
сутствие в растворах обоих пептидов в концен-
трации выше критической крупных структур. В
диапазоне малых амплитуд переданных импуль-
сов (q < 0.3 нм–1) зависимость интенсивности
рассеяния I от вектора рассеяния q близка к сте-
пенной с показателем степени 2.5. Данные в этом
диапазоне могут быть аппроксимированы моде-
лью рассеяния масс-фракталом (D = 2.50 ± 0.02 и
D = 2.42 ± 0.10 для пептидов L и R соответствен-
но) ограниченного размера [29], при этом харак-
терные корреляционные длины ξ для агрегатов,
образуемых пептидами L и R, оказываются близ-
ки между собой (70 ± 5 и около 110 нм соответ-
ственно) и находятся в хорошем соответствии с
результатами динамического светорассеяния.
Для пептида L характерный размер отдельных
рассеивающих объектов составлял ∼10–15 нм.

В диапазоне более высоких амплитуд передан-
ного импульса (q = 0.5–1.2 нм–1) интенсивность
рассеяния для пептида L в целом следует степен-
ному закону I ∼ q–1, что соответствует линейным
структурам, которые могут образовываться за
счет взаимодействия между мономерами пепти-
дов, формируя олигомерную цепь. Изолирован-
ные линейные олигомеры пептидов, полученные

в результате молекулярного моделирования,
спектры которых приведены на рис. 2 (врезка), в
эксперименте не наблюдаются и, как можно
предположить, не являются устойчивыми, ассо-
циируя в более крупные глобулярные агрегаты.

Отметим, что хроматографический анализ
растворов пептидов L и R в концентрациях, пре-
вышающих критические, показывал наличие в
растворе только тетрамеров указанных пептидов,
причем спектрофотометрическое определение
концентрации пептидов в растворе после разде-
ления свидетельствовало о сохранении количе-
ства пептидов в процессе хроматографии. Таким
образом, все детектируемые при помощи дина-
мического светорассеяния и МУРР ассоциаты
пептидов диссоциировали в процессе хромато-
графии на тетрамеры.

Для моделирования олигомеризации пептидов
использовали метод МД в режиме свободной
диффузии. Данный метод позволяет получить со-
стояния, которые невозможно моделировать с
использованием молекулярного докинга, в том
числе неустойчивые олигомеры, существующие
только в растворе. В каждый бокс для моделиро-
вания поместили по 32 молекулы L или R. Не-
смотря на то что оба пептида в процессе МД-мо-
делирования показали способность к образова-
нию устойчивой трехмерной динамической сетки
в растворе за счет взаимодействия друг с другом,
анализ вторичной структуры показал различаю-
щиеся результаты (рис. 3). Если для L в большей
степени характерны структуры мономеров, ха-
рактеризующиеся как повороты, то в случае R на-
блюдалось образование структур, соответствую-
щих межмолекулярным β-листам. По всей види-
мости, способность образовывать различные
виды β-структур является основой для образова-
ния различных трехмерных сеток пептидов L и R
в растворе.

На рис. 4 представлены модели структур 32-мер-
ных пептидов L и R, полученные в результате
МД-моделирования в режиме свободной диф-
фузии.

Таким образом, показано, что пептиды L и R
способны к образованию супрамолекулярных
комплексов в растворе в модели in silico, при этом
структуры олигомерных комплексов для этих
пептидов существенно различаются.

В [30–32] показано, что некоторые короткие
пептиды способны к образованию надмолекуляр-
ных структур, в том числе амилоидоподобных
фибрилл, в растворе. Тот факт, что короткие пеп-
тиды способны образовывать конформационно
активные супрамолекулярные комплексы [33]
вкупе со способностью коротких пептидов к про-
никновению через многие клеточные барьеры,
открывает вероятность существования новых ме-
ханизмов регуляции активности белков в норме и

Рис. 2. Спектры МУРР на растворах пептидов L
(квадраты) и R (круги). На врезке расчетные спектры
олигомерных агрегатов, построенных методом моле-
кулярного моделирования (см. подпись к рис. 4). Ин-
тенсивность рассеяния (I) спектра пептида L была
умножена на 2 для наглядного представления данных.

I ~ q2.5

I ~ q1
I ~ q4

�2
�2

102

105

104

103

102

104

103

102

101

100

101

101

q, нм1

q, нм1

100

101 100

101

I, отн. ед.

I,
 о

тн
. е

д.

L R



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

СУПРАМОЛЕКУЛЯРНЫЕ КОМПЛЕКСЫ ТЕТРАПЕПТИДОВ 819

Рис. 3. Карта вторичной структуры для пептидов L (а) и R (б) (T – бета-изгиб, E – бета-структура в составе стопки,
B – аминокислотный остаток в отдельном бета-мостике, N – неупорядоченная структура, C – клубок). Каждая пря-
моугольная секция представляет собой результаты молекулярной динамики одного из 32 пептидов, порядковый но-
мер пептидов указан на оси абсцисс с шагом 5.
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Рис. 4. Модели структур 32-мерных пептидов L (а) и R (б). Элементарная периодическая ячейка размером 100 × 100 ×
× 100 Å показана в виде куба. В каждой ячейке содержится 32 молекулы пептида L (а) и R (б), представленные комби-
нацией лент (ribbons) и палочек (sticks). Мономеры окрашены случайным образом в разные цвета, примеры каждого
мономера в том же масштабе приведены во врезках на соответствующей части рисунка.
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ЗАБРОДСКАЯ и др.

при патологии и возможность разработки новых
биологически активных веществ пептидной при-
роды. Метод МУРР позволяет определять спо-
собность пептидов к образованию подобных не-
устойчивых комплексов, а в сочетании с методом
МД-моделирования создавать их модели. Полу-
ченные с помощью комбинации указанных мето-
дов модели супрамолекулярных пептидных ком-
плексов могут быть использованы как при изуче-
нии механизма действия препаратов пептидной
природы, так и при изучении механизмов дей-
ствия природных супрамолекулярных пептидных
комплексов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В активной концентрации пептидные индук-

торы (тетрапептиды GYDT и TDYG) фибрилло-
генеза пептида, соответствующего по первичной
структуре фрагменту бета-домена альфа-лакталь-
бумина человека (GYDTQAIVENNESTEYG), об-
разуют в растворе олигомеры, не выявляемые при
помощи аналитической хроматографии и атом-
но-силовой микроскопии, но детектируемые при
помощи методов динамического рассеяния и
МУРР. Результаты МД-моделирования тетрапеп-
тидов в растворе согласуются с данными МУРР.

Кривые МУРР получены в ESRF, Гренобль,
Франция, эксперимент № LS2508 @ID02. Работа
выполнена при поддержке НИЦ “Курчатовский
институт” (приказ № 1363 от 25.06.2019 г.).
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