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МОДЕЛИРОВАНИЕ И АНАЛИЗ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ОЛИГОПЕПТИДОВ  
С ФАКТОРОМ НЕКРОЗА ОПУХОЛЕЙ-АЛЬФА

Аннотация. Целью исследования являлось конструирование, физико-химическая характеристика и анализ эф-
фективности взаимодействия ФНОα с олигопептидами-аналогами участка взаимодействия ФНОα с ФНОα-R2. 
Приведены результаты анализа зоны контакта ФНОα с ФНОα-R2, определены потенциально наиболее эффективные 
олигопептиды, изучены свободная энергия связывания олигопептидов с ФНОα, изменение эффективности взаимо-
действия в зависимости от количества аминокислотных остатков в пептидной цепи, а также формы ФНОα (мономер 
или тример). На основании полученных данных описаны наиболее типичные локусы взаимодействия цитокина  
с олигопептидами. Для подтверждения правильности проведенных расчетов проведена оценка эффективности ото-
бранных олигопептидов в экспериментах in vitro.

Для визуализации молекулярного комплекса и работы с pdb-файлом использовали программное обеспечение 
Chimera 1.14 с утилитой AutoDocVina, для исследований in vitro ‒ наборы реактивов для определения концентрации 
ФНОα методом непрямого иммуноферментного анализа. Исходная концентрация олигопептидов – 10 µмоль, исход-
ные концентрации ФНОα (×10–8): 0; 0,0287; 0,0862; 0,2300; 0,5750; 1,4370 µмоль.

При взаимодействии олигопептидов с мФНОα отмечалось повышение эффективности связывания при увеличе-
нии количества аминокислотных остатков в цепи. При взаимодействии с трФНОα такой зависимости не наблюда-
лось. Анализ значений энергии связывания ди-, три- и тетрапептидов показал их статистически значимые различия 
при связывании с мФНОα и статистическую недостоверность различий при связывании с трФНОα.

Таким образом, полученные данные позволили сделать следующие выводы: 1) энергия взаимодействия олиго-
пептидов с трФНОα не зависит от количества аминокислотных остатков в олигопептиде; 2) тримеризованная форма 
ФНОα более эффективно взаимодействует с олигопетидами по сравнению с мФНОα; 3) олигопептиды, содержащие 
аминокислотный остаток -Trp- и являющиеся пространственным аналогом фрагмента ФНОα-R2 (-Trp65-Asn66-Trp67-
Val68-Pro69-), эффективнее взаимодействуют с молекулой ФНОα; 4) отобранные олигопептиды (Trp-Asn-Trp, Trp-Val-
Pro, Trp-Asn-Trp-Val) наиболее перспективны для связывания ФНОα. Результаты экспериментов in vitro подтвердили 
эффективность только одного (Trp-Asn-Trp) из трех олигопептидов.

Ключевые слова: олигопептиды, фактор некроза опухоли-альфа, цитокины, константа связывания, молекуляр-
ный докинг
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MODELING AND INTERACTION ANALYSIS OF THE TUMOR NECROSIS FACTOR-ALPHA  
WITH OLIGOPEPTIDES

Abstract. The aim of the study was the design, characteristics and analysis of the TNFα interaction with oligopeptide-
analogs of the interaction site of TNFα with TNFα-R2. Here are the results of the analysis contact zone of TNFα with 
TNFα-R2, determination of the potentially most effective oligopeptides, study of the binding free energy of oligopeptides and 
its changes depending on the number of amino acid residues in the peptide chain, as well as the TNFα form (monomer  
or trimer). Here are described the most typical loci of oligopeptides interaction with cytokine. To confirm the calculations, the 
effectiveness of the selected oligopeptides was evaluated in experiments in vitro.

For visualization of the molecular complex and work with the pdb file we are used Chimera 1.14 software with 
AutoDocVina utility. For in vitro studies, were used indirect enzyme immunoassay reagent kits. The initial concentration  
of oligopeptides is 10 µM, the initial concentration of TNFα (×10–8): 0; 0.0287; 0.0862; 0.2300; 0.5750; 1.4370 µM.

When oligopeptides interact with mTNFα, the binding efficiency increase was observed with an increase in the number 
of amino acid residues in the chain. With tTNFα, such dependence was not observed. A statistically significant difference was 
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observed in the binding energy of di-, tri-, and tetra peptides with mTNFα, with tTNFα, the differences found were not stati
stically significant.

Thus, the data were obtained, which allowed us to come to the following conclusions: 1) the energy of interaction of oli
gopeptides with tTNFα does not depend on the number of amino acid residues in the oligopeptide; 2) the trimerized form  
of TNFα interacts most effectively with oligopeptides in comparison with mTNFα; 3) oligopeptides containing the -Trp- and 
being a spatial analogue of the TNFα-R2 fragment (-Trp65-Asn66-Trp67-Val68-Pro69-) interact most effectively; 4) it was 
selected three oligopeptides are the most promising for the binding of TNFα. The experiments in vitro confirmed the effec- 
tiveness only one oligopeptide. 

Keywords: oligopeptides, tumor necrosis factor-alpha, cytokines, binding constant, molecular docking
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Введение. Фактор некроза опухоли (ФНО) был открыт и идентифицирован в середине 1980-х го
дов. Первоначально функция ФНО была определена лишь как фактор, способствующий некрозу 
клеток опухоли [1, 2]. После появления рекомбинантного белка ФНО свойства данного белка 
были изучены более детально, что позволило обнаружить другие многочисленные биологиче-
ские функции ФНО. Известно, что ФНО является плейотропным цитокином, обладающим мно-
гочисленными системными эффектами, такими как пирогенное действие, индукция синтеза 
острофазных белков, активация системы свертывания, индукция синтеза ИЛ-6 и ИЛ-1, резорб-
ция костей, кахексия [3, 4]. ФНОα экспрессируется в виде трансмембранного тримерного белка 
(трФНОα). Этот белок связывается гомотримерными трансмембранными рецепторами: ФНОα-R1 
(55 кДа) ‒ CD120a и ФНОα-R2 (75 кДа) ‒ CD120b [3]. ФНОα-R1 обладает провоспалительными  
и апоптотическими эффектами, ФНОα-R2 ‒ множеством иммунорегуляторных и противовоспа-
лительных функций [5, 6]. Комплекс ФНОα с ФНОα-R2 является мишенью для разработки но-
вых лекарственных препаратов для лечения рака, аутоиммунной патологии, аллергии и других 
заболеваний [7–9]. Рецептор ФНОα-R2 ‒ хороший прототип для моделирования олигопептидов, 
способных связывать ФНОα в плазме крови человека.

Существуют разработки антагонистов ФНОα на основе рекомбинантных белков и монокло-
нальных антител. Однако эти препараты обладают рядом побочных эффектов, которые значитель-
но превышают их клиническую эффективность [10–12]. Аптамеры (ssDNA, RNA, олигонуклео-
тиды и пептидные молекулы) обладают высокой специфичностью и аффинностью для связыва-
ния молекул-мишеней [13–15]. Поэтому разработка ингибиторов ФНОα на основе синтетических 
олигопептидов, на наш взгляд, является перспективной и актуальной задачей биохимии.

Моделирование биомолекул in silico становится все более популярным направлением иссле-
дований, ориентированных на поиск новых биологически активных соединений. С помощью ме-
тодов молекулярного моделирования можно получить предварительную информацию о возмож-
ных способах специфического связывания молекулы-мишени, что позволит сократить финансо-
вые и временные расходы на создание новых фармакологических препаратов [16–18]. 

Цель данного исследования – конструирование, физико-химическая характеристика и анализ 
эффективности взаимодействия ФНОα с олигопептидами-аналогами участка взаимодействия 
ФНОα с ФНОα-R2. 

Основными задачами исследования являлись: выделение и анализ зоны контакта ФНОα  
с ФНОα-R2, построение олигопептидов и определение потенциально наиболее эффективных, 
анализ изменения свободной энергии связывания олигопептидов с ФНОα в зависимости от коли-
чества аминокислотных остатков, сравнительный анализ эффективности взаимодействия олиго-
пептидов с мономерной и тримерной формами ФНОα, описание наиболее типичной локализации 
олигопептидов на поверхности молекулы ФНОα. Завершающим этапом исследования являлась 
оценка эффективности отобранных олигопептидов в экспериментах in vitro для подтверждения 
правильности проведенных расчетов.

Материалы и методы исследования. Начальным этапом компьютерного моделирования  
в исследовании являлся поиск pdb-файла, содержащего структурные данные молекулярного ком-
плекса целевого белка (ФНОα) с его рецептором. Данный поиск проводили в международной  
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базе данных Protein Data Bank. По ключевому слову TNF-TNFR2 complex было найдено 126 411 
структур. Для анализа использовали pdb-файл 3ALQ, для визуализации молекулярного ком-
плекса и работы с pdb-файлом ‒ программное обеспечение Chimera 1.14 с утилитой AutoDoc Vina, 
для построения аминокислотной последовательности ‒ программу PyMOL. Всего было скон-
струировано 42 олигопептида с ФНОα (из них 15 ‒ дипептиды), 14 трипептидов и 13 тетрапепти-
дов и проанализированы особенности их взаимодействия. Анализ взаимодействия каждого из 
олигопептидов проводили и с мономером (мФНОα), и с трФНОα.

В исходном файле виртуального докинга определяли и удаляли гипотетически функцио-
нально незначимые части молекул. Затем с помощью команды <Docprepare> проводили прото-
нирование, Н- и С-кэппинг, релаксацию, ионизацию боковых цепей аминокислот как в молекуле 
ФНО-α, так и в молекуле олигопептида, а затем построение пространственно-рецепторной ре-
шетки сайта связывания. В данном случае в куб включали всю поверхность молекулы цитокина.

Для изучения взаимодействия трФНОα использовали координаты центра куба (Cx:20, Cy:50, 
Cz:40), размеры куба (Sx:80, Sy:75, Sz:75), для изучения взаимодействия мФНО-α ‒ координаты 
центра куба (Cx:10, Cy:50, Cz:47), размеры куба (Sx:50, Sy:50, Sz:50).

Каждый лиганд случайным образом располагался в кубе и имел случайную конформацию, 
которая описывалась набором чисел. Финальную энергию для лучших кластеров рассчитывали 
как разность между значениями энергии перехода рецептора с лигандом из несвязанного поло-
жения в связанное. Результатом анализа являлась энергия ΔG (ккал/моль) и положение лиганда  
в активном центре рецептора. Разница энергии лигандов показывает, насколько один лиганд 
лучше связывается рецептором, чем другой. Положение лиганда в активном центре позволяет 
предсказывать механизм связывания [19, 20].

Для подтверждения правильности расчетов изучена эффективность перспективных олиго-
пептидов in vitro. Концентрацию ФНОα определяли методом непрямого иммуноферментного 
анализа, используя наборы реактивов. Олигопептиды для ФНОα (WVP (М = 504,53 Да), WNWV 
(М  =  604,30 Да), WNW (М  =  504,53 Да)) были синтезированы на предприятии Changzhou 
Xuanming Chemical Co. Ltd., (Чанчжоу, Цзянсу, Китай). Исходная концентрация олигопептидов – 
10 µмоль, концентрация в лунке – 1 µмоль. Исходные концентрации ФНОα (×10–8): 0; 0,0287; 
0,0862; 0,2300; 0,5750; 1,4370 µмоль. Использованные концентрации цитокинов и олигопептидов 
создавали избыток молекул олигопептидов по сравнению с молекулами цитокинов. На 1 молеку-
лу цитокина приходилось не менее 1·109 молекул олигопептида. Последовательность проведения 
исследования включала все стандартные для протокола иммуноферментного анализа этапы. 
Для оценки связывания олигопептидов с цитокинами был добавлен один дополнительный этап. 
Через 60 мин от начала инкубации растворов цитокинов в соответствующие лунки планшета 
добавляли растворы олигопептидов. Далее все этапы промывки, добавления конъюгатов, ТМБ  
и измерение оптической плотности проводили в соответствии с инструкциями к используемому 
набору реактивов. Реакция взаимодействия олигопептида с цитокином обратима и может быть 
описана законом действующих масс, что позволяет рассчитать константу связывания олигопеп-
тида с цитокином. Константу связывания рассчитывали по формуле: Ксв = [Ц + П]/[Ц] + [П], где 
[Ц + П] – концентрация комплекса олигопептида с цитокином, которая рассчитывалась как раз-
ность между исходной концентрацией цитокина и его концентрацией после инкубации с олиго-
пептидом: [Ц + П] = [Цисх] – [Цпосле].

Статистическую обработку полученных значений свободной энергии анализировали с помо-
щью программы Statistica 10.0. Для описания результатов вычисляли значения медианы и меж
квартильного размаха, для сравнительной характеристики независимых выборок (выборка значе-
ний по отдельным олигопептидам) – медианный тест и критерий Краскела–Уоллиса, для срав
нительной характеристики зависимых выборок (выборка значений по одному олигопептиду при 
связывании мФНОα и трФНОα) – U-критерий Манна–Уитни и критерий Колмогорова–Смирнова. 
Сопоставление констант связывания, рассчитанных при использовании различных концентра-
ций цитокинов в среде, осуществляли с помощью дисперсионного анализа, используя критерий 
Фридмана.
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Результаты и их обсуждение. Для выделения участков взаимодействия ФНОα с раствори-
мым рецептором ФНОα-R2 анализировали пространственную структуру комплекса в pdb-файле 
3ALQ. Представленная там структура состояла из 12 цепочек. Предварительная подготовка 
включала удаление 6 цепочек, которые дублировались. Затем удаляли структурные части рецеп-
тора, которые не участвовали в образовании межмолекулярного контакта. Анализ проводили на 
трех полипептидных цепях ФНОα (A, B, C) и трех цепях ФНОα-R2 (R, S, T).

С помощью программного обеспечения были обнаружены две межмолекулярные водородные 
связи: между Trp67 ФНОα-R2 и Ser86 ФНОα и между Cys71 ФНОα-R2 и Ala33 ФНОα. Они выполня-
ли роль «опорных точек» для выделения пептидной цепи и конструирования олигопептидов-
аналогов участка взаимодействия ФНОα с ФНОα-R2. Дальнейший анализ показал, что выделенная 
аминокислотная последовательность -Gln63-Leu64-Trp65-Asn66-Trp67-Val68-Pro69-Glu70-Cys71-Leu72-Ser73- 
Cys74-Gly75-Ser76-Arg77-Cys78- находится в Т-цепи белка ФНОα-R2 и контактирует с A- и C-цепями 
молекулы ФНОα. Данные аминокислотные остатки, как оказалось, находятся в CRD1-регионе 
молекулы ФНОα-R2, который считается ответственным за связывание с цитокином, что под-
тверждается данными литературы [9] и результатами исследования межатомных расстояний  
в точке контакта молекул (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1. Анализ межатомных расстояний между  
аминокислотными остатками ФНОα-R2 (T-цепь) и ФНОα (А- и С-цепи)

T a b l e  1. The interatomic distances between the TNF-R2 (T-chain) 
and TNF-α (A- and C-chain) amino acid residues

ФНОα-R2 (T-цепь) ФНОα (А-цепь) ФНОα (С-цепь) Расстояние, Å

-Gln63- -Tyr87- 3,107
-Leu64- -Thr89- 3,518
-Trp65- -Gln88- 10,606
-Asn66- -Tyr87- 4,899
-Trp67-* -Ser86-* 3,372
-Val68- -Tyr87- 4,421
-Pro69- -Ala133- 5,689
-Glu70- -Arg31- 3,256
-Cys71-* -Ala133-* 2,903
-Leu72- -Ala133- 3,282
-Ser73- -Arg32- 2,593
-Cys74- -Gln21- 3,245
-Gly75- ‒ ‒ ‒
-Ser76- -Ala145- 4,456
-Arg77- -Glu23- 2,763
-Cys78- -Gln21- 10,307

П р и м е ч а н и е. * – аминокислотные остатки, участвующие в образова-
нии водородных связей согласно расчетам Сhimera 1.14.

Рассчитанная медиана всех измеренных межатомных расстояний в изучаемом участке соста-
вила 3,37 [3,10‒4,90] Å, что достаточно для возникновения сильных межмолекулярных взаимо-
действий. Выбранную аминокислотную последовательность разделили на ди-, три- и тетрапеп-
тиды, которые были сконструированы для дальнейшего анализа свободной энергии связывания 
с ФНОα (табл. 2).

Определение свободной энергии связывания олигопептидов с мФНОα и трФНОα позволило 
отобрать перспективные для химического синтеза соединения, предположительно обладающие 
способностью максимально эффективно взаимодействовать с ФНОα. Среди дипептидов наилуч-
шие показатели энергии связывания как с мономером, так и с тримером ФНОα показали дипеп-
тиды Trp-Asn, Asn-Trp, Trp-Val. Наименее эффективное связывание с ФНОα продемонстрировали 
дипептиды Cys-Gly, Gly-Ser, Ser-Cys.
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Т а б л и ц а  2. Значения свободной энергии связывания олигопептидов-аналогов  
цитокинсвязывающей области ФНОα-R2 с ФНОα

T a b l e  2. The free binding energy of oligopeptides-analogs of the cytokine-binding region  
of TNF-R2 with TNF-α

Пептиды
Свободная энергия связывания, ‒ ккал/моль

мФНОα трФНОα

Trp-Asn 5,55 [5,37‒5,80] 7,40 [6,95; 7,80]*

Asn-Trp 5,30 [5,20‒5,40] 7,40 [6,45; 7,62]*

Trp-Val 5,10 [5,00‒5,35] 6,90 [6,00; 7,25]*

Leu-Trp 4,70 [4,60‒4,90] 6,05 [5,47; 6,75]*

Gln-Leu 4,40 [4,30‒4,50] 5,45 [4,70; 6,12]*

Val-Pro 4,20 [4,10‒4,40] 5,90 [5,60; 6,00]*

Pro-Glu 4,20 [4,10‒4,30] 5,75 [5,60; 5,90]*

Leu-Ser 4,10 [4,00‒4,22] 5,20 [4,37; 5,52]*

Ser-Arg 4,00 [3,80‒4,00] 5,60 [4,47; 6,02]*

Arg-Cys 4,00 [3,90‒4,10] 6,10 [5,90; 6,20]*

Glu-Cys 3,95 [3,80‒4,00] 5,30 [5,30; 5,52]*

Cys-Leu 3,90 [3,70‒4,00] 4,85 [4,60; 5,12]*

Ser-Cys 3,90 [3,80‒3,95] 4,70 [4,50; 4,90]*

Gly-Ser 3,80 [3,70‒3,90] 4,65 [4,40; 4,90]*

Cys-Gly 3,50 [3,40‒3,62] 4,25 [4,07; 4,30]*

Все дипептиды 4,10 [3,92‒4,55]** 5,60 [5,02; 6,07]*

Trp-Asn-Trp 6,50 [6,40‒6,62] 7,25 [6,75; 7,70]*

Leu-Trp-Asn 6,00 [5,90‒6,10] 5,90 [5,45; 6,50]
Gln-Leu-Trp 5,80 [5,70‒5,60] 6,40 [6,30; 6,55]*

Asn-Trp-Val 5,75 [5,60‒5,90] 5,90 [5,77; 6,10]*

Trp-Val-Pro 5,60 [5,37‒5,80] 7,30 [7,10; 8,20]*

Pro-Glu-Cys 4,75 [4,70‒4,90] 6,05 [5,40; 6,42]*

Val-Pro-Glu 4,70 [4,60‒5,00] 5,10 [5,00; 5,12]*

Gly-Ser-Arg 4,55 [4,37‒4,72] 6,50 [6,10; 6,80]*

Cys-Leu-Ser 4,45 [4,30‒4,52] 5,05 [4,80; 5,20]*

Leu-Ser-Cys 4,40 [4,20‒4,50] 5,90 [5,77;6,20]*

Glu-Cys-Leu 4,35 [4,10‒4,50] 5,00 [4,92; 5,10]*

Ser-Arg-Cys 4,30 [4,17‒4,40] 5,45 [5,30; 5,90]*

Ser-Cys-Gly 4,20 [4,20‒4,32] 5,45 [5,17; 5,70]*

Cys-Gly-Ser 4,20 [4,10‒4,30] 5,40 [5,17; 5,72]*

Все трипептиды 4,62 [4,36‒5,71]** 5,90 [5,41; 6,30]*

Trp-Asn-Trp-Val 6,75 [6,60;6,82] 7,20 [7,10; 7,50]*

Asn-Trp-Val-Pro 6,45 [5,97; 6,60] 6,60 [6,20; 6,95]*

Leu-Trp-Asn-Trp 6,30 [6,17; 6,40] 7,10 [6,97; 7,52]*

Trp-Val-Pro-Glu 6,10 [5,77; 6,20] 7,25 [6,40; 7,40]*

Gln-Leu-Trp-Asn 5,60 [5,20; 6,02] 6,05 [5,50; 6,32]*

Pro-Glu-Cys-Leu 5,00 [4,90; 5,12] 5,35 [5,10; 5,72]*

Glu-Cys-Leu-Ser 4,85 [4,80; 5,00] 5,60 [5,17; 6,15]*

Cys-Gly-Ser-Arg 4,75 [4,67; 4,90] 6,95 [6,57; 7,15]*

Val-Pro-Glu-Cys 4,70 [4,60; 4,90] 5,20 [5,00; 5,42]*

Leu-Ser-Cys-Gly 4,70 [4,67; 4,90] 5,50 [5,07; 6,42]*

Ser-Cys-Gly-Ser 4,60 [4,60; 4,82] 6,15 [5,75; 6,52]*

Gly-Ser-Arg-Cys 4,50 [4,47; 4,62] 5,70 [5,00; 6,55]*

Cys-Leu-Ser-Cys 4,50 [4,40; 4,60] 5,10 [4,77; 5,42]*

Все тетрапептиды 4,85 [4,70; 6,10]** 6,05 [5,50; 6,95]*

П р и м е ч а н и е. Достоверность различий (р ≤ 0,05): * – при срав-
нивании энергии связывания в зависимости от формы молекулы ФНОα, 
** ‒ при сравнивании энергии связывания ди-, три- и тетрапетидов.
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Среди трипептидов более эффективными энергиями связывания с мФНОα обладали Trp-Asn-
Trp, Leu-Trp-Asn, Gln-Leu-Trp, с трФНОα ‒ Trp-Val-Pro, Trp-Asn-Trp, Gly-Ser-Arg. Наименее  
эффективная энергия связывания (значения близкие к «0») была для трипептидов с мФНОα  
у Ser-Arg-Cys, Ser-Cys-Gly, Cys-Gly-Ser, с трФНОα ‒ у Val-Pro-Glu, Cys-Leu-Ser, Glu-Cys-Leu. 

Среди тетрапептидов более эффективная энергия связывания с мФНОα была характерна для 
Gln-Leu-Trp-Asn, Leu-Trp-Asn-Trp, Trp-Asn-Trp-Val, с трФНОα ‒ Gln-Leu-Trp-Asn, Leu-Trp-Asn-Trp, 
Trp-Asn-Trp-Val. Наименее эффективное связывание трипептидов с мФНОα у Ser-Cys-Gly-Ser, 
Cys-Gly-Ser-Arg, Gly-Ser-Arg-Cys, с трФНОα ‒ у Ser-Cys-Gly-Ser, Cys-Gly-Ser-Arg, Gly-Ser-Arg-Cys.

Сравнение всех проанализированных олигопептидов показало, что те из них, которые в своем 
составе содержат аминокислотный остаток -Trp-, являются более энергетически эффективными. 
Они характеризуются максимальной энергией взаимодействия (с мФНОα ‒ 5,77 [5,55‒6,30] ккал/моль,  
с трФНОα ‒ 7,00 [6,05‒7,30] ккаль/моль), чем другие исследованные олигопептиды (с мФНОα ‒ 
4,42 [4,10‒4,70] ккал/моль, с трФНОα ‒ 5,42 [5,07‒5,80] ккаль/моль).

При взаимодействии олигопептидов с мФНОα отмечали повышение эффективности связыва-
ния при увеличении количества аминокислотных остатков в цепи. При взаимодействии с трФНОα 
такой зависимости не наблюдали. Анализ значений энергии связывания ди-, три- и тетрапепти-
дов показал статистически значимые различия при их связывании с мФНОα и статистически 
незначимые различия при связывании с трФНОα (см. табл. 2). Анализ результатов энергии свя-
зывания олигопептидов в зависимости от формы ФНОα (мономер и тример) показал, что связы-
вание олигопептидов с трФНОα энергетически более выгодно, чем связывание с мФНОα (табл. 2).

Различия в энергии связывания олигопептидов с разными формами ФНОα могут быть об
условлены локализацией взаимодействия олигопептидов на поверхности молекулы трФНОα.  
В 97 % наблюдений олигопептиды встраивались в центр молекулы, между субъединицами трФНОα. 
В 21 % наблюдений взаимодействие олигопептидов с трФНОα происходило на боковых поверх-
ностях молекулы. При этом данная локация являлась дополнительной. Таким образом, встраива-
ние олигопептида между субъединицами в молекуле трФНОα является термодинамически более 
выгодной локацией.

Для локусов взаимодействия олигопептидов с мФНОα характерно большее разнообразие. Для 
более точного описания локаций олигопептидов с поверхностью молекулы мФНОα ее молекула  

Деление молекулы мФНОα на квадранты для описания локуса взаимодействия с олигопептидами

The mFNOα molecule division into quadrants to describe the interaction locus
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была разделена на квадранты (см. рисунок). В 59 % наблюдений олигопептиды располагались на 
поверхности мФНОα во втором квадранте, в 50 % – в первом, в 33 % – в третьем, в 21 % – в чет
вертом квадранте. Таким образом, верхняя часть молекулы мФНОα (первый и второй квадрант) 
является более энергетически выгодной для взаимодействия с олигопептидами.

Для экспериментов in vitro отобраны олигопептиды с наибольшей энергией связывания 
как с мФНОα, так и с трФНОα. Обнаружены волнообразные изменения константы связыва-
ния при изменении концентрации цитокина в среде. При минимальной концентрации ФНОα 
(0,0287·10–8 µмоль) все три олигопептида взаимодействуют с цитокином, имеющим коэффициент 
связывания более 0,9·10–8 µмоль. Далее, по мере увеличения концентрации ФНОα, константа свя-
зывания снижалась. Статистически значимые различия в константе связывания наблюдали при 
высоких концентрациях цитокина в среде (0,575·10–8 и 1,437·10–8 µмоль).

На основании анализа полученных результатов можно заключить, что олигопептид WNW 
является более эффективным, так как характеризуется наилучшей свободной энергией связыва-
ния (‒7,25 [6,70‒7,70] ккал/моль) и высокой, по сравнению с другими олигопептидами, констан-
той связывания ‒ Ксв = 0,1809 [0,1809‒0,1858] µмоль‒1 (табл. 3).

Т а б л и ц а  3. Характеристика эффективности связывания синтетических олигопептидов ФНОα

T a b l e  3. Characteristics of the binding efficiency of synthetic oligopeptides with TNFα

Лиганд Рецептор Константа связывания in vitro, 
µмоль–1

Св. энергия связывания мФНОα 
in silico, ‒ ккал/моль

Св. энергия связывания трФНОα 
in silico, ‒ ккал/моль

WVP
ФНОα

0,0772 [0,0758–0,0800] 5,60 [5,35–5,80] 7,30 [7,10–8,20]
WNWV 0,0807 [0,0786–0,0835] 6,75 [6,60–6,85] 7,20 [7,10–7,50]
WNW 0,1809 [0,1809–0,1858]* 6,50 [6,40–6,62]* 7,25 [6,75–7,70]

П р и м е ч а н и е. * – результаты достоверны (р ≤ 0,05).

Заключение. Таким образом, на основании полученных с помощью молекулярного докинга 
данных можно сделать следующие выводы: 1) энергия взаимодействия олигопептидов с трФНОα 
не зависит от количества аминокислотных остатков в олигопептиде; 2) тримеризованная форма 
ФНОα более эффективно взаимодействует с олигопетидами по сравнению с мФНОα; 3) олиго-
пептиды, содержащие аминокислотный остаток -Trp- и являющиеся пространственным анало-
гом фрагмента ФНОα-R2 (-Trp65-Asn66-Trp67-Val68-Pro69-) эффективнее взаимодействуют с молеку-
лой ФНОα; 4) отобранные олигопептиды (Trp-Asn-Trp, Trp-Val-Pro, Trp-Asn-Trp-Val) наиболее 
перспективны для связывания ФНОα. Результаты экспериментов in vitro подтвердили эффектив-
ность только одного (Trp-Asn-Trp) из трех олигопептидов.
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