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Аннотация 
Предмет исследования. Дендримеры являются суперразветвленными полимерными молекулами, регулярно 
ветвящимися из единого центра. Дендримеры используются в биомедицинских приложениях для доставки 
лекарственных препаратов и генетического материала в клетки. В данной работе исследовано образование 
комплексов лизиновых дендримеров с терапевтическими тетрапептидами и равновесные свойства этих комплексов. 
Были изучены две системы, состоящие из одного лизинового дендримера второго поколения и 16 тетрапептидов. В 
первом случае система состояла из дендримера и 16 свободных молекул пептида Эпиталон. Во втором случае 
система состояла из дендримера и 16 химически связанных с его концами молекул пептида Эпиталон. Метод. 
Исследование выполнено с помощью компьютерного моделирования методом молекулярной динамики. Основные 
результаты. Проведено сравнение размеров и внутренней структуры комплекса и конъюгата молекул пептида с 
дендримером. Получено, что в случае свободных молекул пептида Эпиталон эти молекулы адсорбируются не только 
на поверхности, но и проникают внутрь дендримера, образуют с ним стабильный комплекс. В случае конъюгата 
пептиды меньше проникают внутрь дендримера, но, находясь в основном на его поверхности, поджимают дендример 
внутрь комплекса, образуя с ним более компактную структуру. Практическая значимость. Подобные комплексы и 
конъюгаты могут быть использованы в будущем для доставки различных терапевтических пептидов и других 
лекарственных молекул в органы-мишени. 
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Abstract 
Subject of Study. Dendrimers are hyperbranched polymeric molecules that regularly branch from a single center. 
Dendrimers are used in biomedical applications to deliver drugs and genetic material to cells. The present work considers the 
study of the formation of lysine dendrimer complexes with therapeutic tetrapeptides and the equilibrium properties of the 
complex. Two systems were studied consisting of one second-generation lysine dendrimer and 16 tetrapeptides. In the first 
case, the system consisted of a dendrimer and 16 free molecules of Epithalon peptide. In the second case, the system 
consisted of a dendrimer and 16 chemically bound to its ends  Epithalon peptide molecules. Method. The study was carried 
out by computer simulation by the molecular dynamics method. Main Results. The sizes and internal structure of the 
complex and conjugate of peptide molecules with dendrimer were compared. It is found that in the case of free Epithalon, 
peptide molecules are adsorbed not only on the surface but can also penetrate into the dendrimer to form a stable complex 
with it. In the case of a conjugate, the peptides penetrate less into the dendrimer, but, being mainly on the dendrimer surface, 
they compress the dendrimer inwards, forming a more compact structure than the structure of complex. Practical Relevance. 
Such complexes and conjugates can be used in the future to deliver various therapeutic peptides and other drug molecules to 
target organs. 
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Введение 
 

Биологически активные регуляторные пептиды являются перспективными и эффективными лекар-
ственными средствами при лечении широкого круга заболеваний. Такие пептиды являются эффективны-
ми при низких концентрациях, избирательными, многофункциональными и полностью биоразлагаемы-
ми, а также не имеют побочных эффектов. Эпиталон – регуляторный тетрапептид, с последовательно-
стью аминокислотных остатков аланин-глутамат-аспарагин-глицин (AENG), который является синтети-
ческим аналогом пептидного препарата эпиталамин, выделенного из эпифиза мозга животных [1–3]. Од-
ним из самых важных свойств этого пептида считается активация фермента теломеразы в организме. Из 
других наиболее известных фармакологических свойств Эпиталона можно выделить следующие: 
1. регуляция нейроэндокринной системы; 
2. увеличение чувствительности гипоталамуса к эндогенным гормональным эффектам; 
3. нормализация уровня гонадотропиновых гормонов, мочевой кислоты и холестерина; 
4. укрепление иммунной системы; 
5. ингибирование спонтанного и индуцированного канцерогенеза; 
6. улучшение реологических свойств крови, снижение образование тромбов. 

В настоящий момент существуют четыре способа введения препарата в организм пациента – перо-
ральный, назальный, внутримышечный и подкожный. Основная проблема применения данных форм препа-
рата – быстрота распада пептида в организме, крайне низкая проходимость через гемато-энцефалический 
барьер, а при увеличении концентрации препарата – сильный иммунный ответ организма. 

Сегодня одним из наиболее актуальных направлений в области биофармацевтики является поиск 
новых биосовместимых носителей для целевой доставки различных терапевтических пептидов к опреде-
ленному органу. Разветвленные полимерные макромолекулы (например, дендримеры) являются одними 
из таких носителей. Дендримеры при нормальных условиях имеют постоянное число заряженных групп 
и постоянный размер, что делает возможным создание хорошо охарактеризованных комплексов с други-
ми соединениями. Кроме того, дендримеры позволяют уменьшить токсическое действие некоторых пеп-
тидных препаратов в процессе их доставки в целевые клетки. Одним из важнейших классов дендримеров 
являются лизиновые дендримеры [4–12]. 

В процессе формирования комплексов с регуляторными пептидами возможно несколько видов 
взаимодействий: электростатические взаимодействия между концевыми группами дендримера и заря-
женными белковыми аминокислотными группами; водородные связи между внутренними группами ден-
дримера и аминокислотными остатками; гидрофобные взаимодействия между неполярными группами, а 
также химическое сшивание пептидов с дендримером (рис. 1). Взаимодействие лизиновых дендримеров с 
некоторыми регуляторными пептидами исследовалось нами ранее [13–22]. Однако взаимодействие лизи-
новых дендримеров с молекулами пептида Эпиталон до сих пор практически не изучалось. 

Целью настоящей работы было исследование взаимодействия лизинового дендримера второго по-
коления и тетрапептида Эпиталон с помощью компьютерного моделирования методом молекулярной 
динамики. 
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Рис. 1. Лизиновый дендример второго поколения и: свободные пептиды (а); химически пришитые  
пептиды (б) 

 

Метод молекулярной динамики 
 

Метод молекулярной динамики является в настоящее время основным методом моделирования 
сложных полимерных и биополимерных систем. Метод состоит в численном решении классических 
уравнений движения Ньютона для всех атомов всех молекул, входящих в рассматриваемую систему. В 
последние годы широкое распространение получили пакеты стандартных программ, в которых наборы 
параметров, адекватно описывающих свойства исследуемых молекул, определены для достаточно широ-
кого круга соединений. Наиболее популярными из них в настоящее время являются пакеты GROMACS, 
AMBER, CHARMM и некоторые другие. В данной работе моделирование проводилось методом молеку-
лярной динамики c использованием пакета программ GROMACS 4.5.6 [23] и одного из наиболее совре-
менных силовых полей AMBER_99SB-ildn [24]. 

В данной работе моделирование проводили методом молекулярной динамики для систем, вклю-
чающих в себя один лизиновый дендример второго поколения (G2), имеющий 16 положительно заряжен-
ных NH3

+ концевых групп, 16 молекул тетрапептида Ala-Glu-Asp-Gly и противоионы. 
В работе были рассмотрены следующие системы: 

1. лизиновый дендример второго поколения и 16 пептидов Ala-Glu-Asp-Gly, свободно распределенных 
по ячейке; 

2. лизиновый дендример второго поколения и 16 пептидов Ala-Glu-Asp-Gly, пришитых к его концам. 
Системы помещали в кубическую ячейку размером 9 нм с периодическими граничными условия-

ми. Начальные конформации для пептида с углами внутреннего вращения  = –135º,  = 135º,  = 180º 
задавали с помощью химического редактора Avogadro, и они соответствовали вытянутой конформации 
основной цепи в β-листе (β-sheet). Полученные структуры оптимизировали в начале в вакууме методом 
молекулярной механики на полноатомной модели с силовым полем AMBER. Дальнейшую минимизацию 
энергии и моделирование проводили c использованием пакета программ GROMACS 4.5.6 и силового 
поля AMBER_99SB-ildn. Потенциальная энергия в этом силовом поле состоит из энергий деформации 
валентных связей и углов, углов внутреннего вращения, ван-дер-ваальсовых и электростатических взаи-
модействий. Процедура моделирования подробно описана в работах [25–37] для линейных незаряженных 
полимеров, в [38–43] – для линейных заряженных полимеров и в [44–47] – для дендримеров. Во всех рас-
четах были выбраны следующие условия: температура 300 К, давление 1 атм, растворитель – вода, со-
держащая противоионы для компенсации избыточного заряда системы дендример-пептиды. Все вычис-
ления были проведены на суперкомпьютере «Ломоносов» суперкомпьютерного комплекса МГУ им. М.В. 
Ломоносова [48]. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Процесс формирования комплексов. Для характеристики размеров систем использовался мгно-
венный квадрат радиуса инерции Rg (t), рассчитывавшийся с помощью функции g_gyrate программы 
GROMACS. Временная зависимость радиуса инерции Rg (t) в ходе расчета описывает процесс установ-
ления равновесия подсистем, состоящей из дендримера и пептидов. Из рис. 2, а, очевидно, что первая 
подсистема (со свободными пептидами) имеет большой начальный размер Rg(t=0) = 3,70 нм, поскольку 
пептиды находятся довольно далеко от дендримера в начале расчета (рис. 1, a). Затем расстояние между 
дендримером и пептидами сокращается в результате межмолекулярных и особенно электростатических 
взаимодействий, и радиус инерции подсистемы становится все меньше и меньше. В результате все пеп-
тиды адсорбируются на дендример, и комплекс с 16 свободными пептидами Эпиталона формируется в 
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течение 7–10 нс. После этого размер комплекса немного флуктуирует, но его среднее значение практиче-
ски не меняется со временем. Таким образом, можно утверждать, что система находится в состоянии 
равновесия, и рассчитать равновесное значение <Rg> (где <> – среднее значение в равновесной части 
полученной траектории, в работе для этой цели использовалась часть траектории при t>30 нс). 

 

 
 а б 

 

Рис. 2. Зависимости радиуса инерции комплекса Rg (в нанометрах) относительно его центра масс  
от времени t (в пикосекундах): подсистема дендример 2-го поколения и свободные пептиды (а);  

подсистема дендример 2-го поколения и пришитые пептиды (б) 
 

Для второй подсистемы, состоящей из дендримера и 16 химически пришитых к нему молекул пеп-
тида Эпиталон (рис. 2, б), начальное значение Rg (t=0)=1,45 нм. Данное значение радиуса инерции значи-
тельно меньше, чем для системы со свободными пептидами, поскольку пришитые к дендримеру пептиды 
в начале расчета находятся ближе к дендримеру. В ходе расчета величина радиуса инерции для данной 
подсистемы уменьшается в результате упаковывания пептидов на поверхности дендримера и их частич-
ному проникновению внутрь него. В данном случае (т.е. в случае химически пришитых к дендримеру 
молекул пептида), комплекс достигает равновесного состояния только после 70 нс. 

 

 
 а б 

 

Рис. 3. Зависимость числа водородных связей N от времени t (в пикосекундах) при образовании  
комплекса: дендример 2-го поколения – свободные пептиды (а); дендример 2-го поколения – пришитые 

пептиды (б) 
 

Другой величиной, которая может характеризовать установление равновесия и образование ком-
плекса, является общее число водородных связей (N(t)) между дендримером и пептидами. Зависимость 
была рассчитана с помощью функции g_hbonds системы GROMACS. В первой подсистеме (рис. 3, a) в 
начале расчета N(t=0)=0, поскольку дендример находится далеко от пептидов и, таким образом, не имеет 
с ними контактов. По мере адсорбции пептидов на дендример число контактов между пептидами и денд-
римером растет. Таким образом, зависимость N(t) характеризует формирования комплекса. Зависимость 
N(t) между дендримером и пептидами представлена для первой подсистемы на рис. 3, а. Из нее видно, 
что в начале расчета N(t) в первой подсистеме быстро растет, а потом достигает равновесия (плато) при-
мерно через 7–10 нс. После этого времени в системе наблюдаются достаточно большие флуктуации N(t), 
но среднее значение практически не зависит от времени. 

Во второй подсистеме (рис. 3, б) начальное число водородных связей N(t) между дендримером и 
пептидами в начале моделирования было равно 13, поскольку пептиды изначально химически пришиты к 
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дендримеру. По мере уменьшения радиуса инерции (уплотнения системы) (рис. 2, б), число контактов 
между пептидами и дендримером (рис. 3, б) вначале немного увеличивается, а затем почти не меняется 
со временем. 

Количество водородных связей между дендримером и пептидами показывает, насколько плотно 
пептиды связаны с дендримерами. Из рис. 4 следует, что число водородных связей в равновесном состоя-
нии (при t > 10 нс) для первого комплекса равно примерно 20, а для второго – примерно 14. 

Равновесное состояние систем. После того, как системы достигли равновесного состояния, мож-
но рассчитать равновесное значение размеров (радиуса инерции Rg): 𝑅௚ = ඥ< 𝑅𝑔ଶ(𝑡) >మ , 
где t>tрав, а <> – среднее значение на равновесной части траектории при t>tрав (в данной работе мы выбра-
ли tрав=30 нс для системы со свободными пептидами и tрав=70 нс для системы с пришитыми пептидами). 

В равновесном состоянии размеры Rg первого комплекса (G2 и 16 свободных молекул пептида Эпи-
талон) в 2,17 раза больше, чем размеры самого дендримера (G2), а размеры второго комплекса (G2 и 
16 пришитых молекул пептида Эпиталон) в 1,14 раз больше, чем размеры дендримера G2 (табл. 1). Это 
происходит потому, что во втором случае пептиды химически пришиты к дендримеру и связаны с ним 
более плотно. Визуальный анализ полученных мгновенных снимков траектории (не представлены) пока-
зывает, что в первой подсистеме пептиды присоединяются к дендримеру только одним концом, а их вто-
рой конец находится в среднем довольно далеко от центра дендримера. Во второй подсистеме все пепти-
ды связаны с дендримером химически и упаковываются на поверхности более плотно. Таким образом, 
средний размер полученной подсистемы оказывается меньше, чем размер подсистемы со свободными 
пептидами. 

Форма обоих комплексов может быть охарактеризована соотношениями главных компонент их 
тензоров инерции (Rg11, Rg22, Rg33), которые приведены в табл. 1. Например, в простейшем случае анизо-
тропия формы может характеризоваться отношением Rg33 / Rg11. Это отношение для дендримера 2-го по-
коления равно 1,69, для комплекса G2 и 16 свободных пептидов – 1,28, для комплекса G2 и 16 пришитых 
пептидов – 1,16. Таким образом, значения анизотропии формы и для комплекса, и для конъюгата меньше, 
чем соответствующее значение для дендримера, и близки к 1, т.е. в обоих случаях форма этих систем 
близка к сферической. 
 

Система Rg
11, нм  Rg

22, нм Rg
33, нм Rg, нм 

Дендример (G2) 0,64 0,97 1,08 1,12 
G2 и 16 Эпиталонов 

(свободных) 
1,76 2,08 2,26 2,44 

G2 и 16 Эпиталонов 
(пришитых) 

0,98 1,05 1,14 1,28 
 

Таблица 1. Собственные значения тензоров инерции Rg
11, Rg

22, Rg
33 для дендримера и пептидов 

 

Функция распределения p(Rg) радиусов инерции Rg дает более подробную информацию о величине 
и амплитуде флуктуаций размеров как самих дендримеров в комплексе (или в конъюгате), так и всего 
комплекса или конъюгата. Эти функции приведены на рис. 4. Из полученных кривых (рис. 4, а) очевидно, 
что эта функция для дендримера в конъюгате G2 с 16 пептидами сдвинута в область более малых значений 
Rg по сравнению с дендримером в комплексе. Кроме того, в случае с химически пришитыми пептидами 
функция p(Rg) для всех атомов второй системы (рис. 4, б) также сильно сдвинута в область меньших значе-
ний r, чем в случае комплекса. Таким образом, оказывается, что конъюгат имеет существенно меньшие раз-
меры, чем комплекс, а также сильнее «поджимает» дендример к центру комплекса. 

 

  
 а б 

 

Рис. 4. Функция распределения p(Rg) по радиусам инерции Rg (в нанометрах):  
G2 в комплексе G2 и 16 свободных пептидов (1); G2 в комплексе G2 и 16 пришитых пептидов (2) (а); 

комплекс G2 и 16 свободных пептидов (1); комплекс G2 и 16 пришитых пептидов (2) (б) 
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Мы также рассчитали распределение средних значений чисел водородных связей N дендримера с 
пептидами в равновесном состоянии и сравнили их для обеих систем (рис. 5, а, б). Полученные функции 
для обоих комплексов (рис. 5) имеют пиковые значения при числах связей, близких к средним (18 и 14 
соответственно) и являются довольно симметричными. Флуктуации числа водородных связей могут про-
исходить в первом случае в интервале 9–29 связей, а во втором – 5–20. Более узкое распределение для 
второй системы согласуется с ранее полученными меньшими флуктуациями размеров (рис. 4, б) конъю-
гата по сравнению с комплексом. 

Информация о внутренней структуре равновесного комплекса может быть получена на основании 
функций радиального распределения числа атомов относительно центра масс комплекса или конъюгата 
(рис. 6). Данные функции были получены с помощью функции g_rdf пакета GROMACS. Нетрудно заме-
тить, что атомы дендримеров (кривая 2, рис. 6) расположены в основном в центре комплексов (на не-
больших расстояниях r от центра комплекса). Атомы пептидов в комплексе дендримера с пептидами 
(кривая 1, рис. 6, а) находятся как на поверхности комплекса, так и в его центре. В конъюгате пептиды 
также находятся на поверхности дендримера и, частично, но меньше, проникают внутрь подсистемы 
(кривая 1, рис. 6, б). В то же время, как мы уже отмечали ранее, в последнем случае пептиды сильнее 
поджимают дендример к центру комплекса, что приводит к существенному уплотнению всей системы и 
появлению периодических пиков плотности вблизи центра комплекса. В этом случае выражены четыре 
пика общей плотности при r = 0,25, 0,5, 0,75 и 1,0 нм (кривая 3, рис. 6, б). 

 

  
 а б 

 

Рис. 5. Функция распределения P(N) по числу N водородных связей комплексов: дендример 2-го поколения 
и свободные пептиды (а) и дендример 2-го поколения и пришитые пептиды (б) 

 

  
 а б 

 

Рис. 6. Профили радиального распределения p(r) атомов для системы (а) дендример 2-го поколения  
и 16 свободных пептида и (б) дендример 2-го поколения и 16 пришитых к нему пептида. Атомы пептидов 

(1); атомы дендримера (2); атомы всех молекул комплекса (3). Радиальное расстояние r дано  
в нанометрах 

 

Другой характеристикой числа контактов между дендримером и пептидами (кривые 1 и 2, 
рис. 7, а) в комплексе является распределение числа ионных пар между положительно заряженными 
группами дендримера (NH3

+) и отрицательными группами пептидов COO–. 
На рис. 7 приведена зависимость числа ионных пар от расстояния r между положительно заряжен-

ными ионами дендримера и отрицательно заряженными ионами пептидов для комплекса и конъюгата. Из 
этого графика видно, что во всех случаях имеется острый пик, отвечающий непосредственному контакту 
положительно заряженных групп NH3

+ дендримера и карбоксильных групп глютаминовой кислоты и ас-
парагина пептидов. Высота этого пика, пропорциональная числу ионных пар в системе, оказывается 
большей в конъюгате, что хорошо согласуется с меньшими размерами и большей плотностью атомов в 
конъюгате по сравнению с комплексом. 
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Рис. 7. Функция распределения числа противоположно заряженных ионов от расстояний r между ними:  
NH3

+ группы дендримера и COO– группы пептидов. 1 – комплекс G2 и 16 пептидов, 2 – конъюгат G2  
и 16 пришитых пептида. Расстояние r дано в нанометрах 

 

 Чтобы оценить поступательную подвижность комплексов, для них были вычислены временные 
зависимости среднеквадратичных смещений центров инерции (mean square displacement (MSD), рис. 8). 
Данная функция была рассчитана при помощи функции g_msd пакета GROMACS. 

Зависимости среднеквадратичных смещений центров инерции от времени для комплекса и конъю-
гата оказались близки к линейным (как в линейном, так и в двойном логарифмическом масштабе) в ин-
тервале, равном нескольким наносекундам. Это свидетельствует о наличии диффузионного режима в 
этом интервале времени. По наклону полученных зависимостей были определены коэффициенты посту-
пательной диффузии D комплекса и конъюгата (табл. 2) и получено, что значения D для конъюгата боль-
ше, чем значение для комплекса, что коррелирует с меньшими размерами конъюгата. 

 

 
 

Рис. 8. Среднеквадратичное смещение центра инерции (в квадратных нанометрах) от времени  
t (в пикосекундах): комплекс G2 и 16 свободных молекул пептида Эпиталон (1); комплекс G2 и 

16 пришитых молекул пептида Эпиталон (2) 
 

Система D, ×105 см2/с
G2 и 16 свободных 
пептидов Эпиталона  

0,21 ± 0,03 

G2 и 16 пришитых 
пептидов Эпиталона 

0,25 ± 0,06 
 

Таблица 2. Коэффициенты диффузии для комплексов дендримеров с пептидами 
 

Заключение 
 

В работе исследован процесс установления равновесия и равновесная структура комплексов и 
конъюгатов лизиновых дендримеров второго поколения с 16 молекулами пептида Эпиталон. Показано, 
что в системе со свободными пептидами быстро (за 7–10 нс) образуется дендример-пептидный комплекс. 
В то же время в конъюгате G2, с 16 пришитыми к концам дендримера молекулами пептида Эпиталон, 
установление равновесия происходит существенно медленнее (примерно за 70 нс). Получено, что равно-
весные размеры (радиус инерции Rg) и анизотропии комплексов сильно отличаются друг от друга. Ради-
альная функция распределения числа атомов показывает, что в комплексе со свободными пептидами ден-
дример находится внутри, а пептиды – на его поверхности и, частично, внутри комплекса. В случае ком-
плекса с пришитыми к концам дендримера пептидами дендример находится внутри комплекса, а пептиды 
– только на его поверхности и сильно «поджимают» дендример внутрь комплекса. В обоих случаях име-
ется сильное взаимодействие положительно заряженных групп NH3

+ дендримера и карбоксильных групп 
глютаминовой и аспарагиновой кислоты молекул пептида Эпиталон. Поступательная подвижность 
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конъюгата оказывается большей, чем поступательная подвижность комплекса, что коррелирует с разли-
чием размеров этих систем. 
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