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ВВЕДЕНИЕ 

Устойчивый интерес к изучению циклических пептидов в современной 

науке и медицине обусловлен их уникальными структурными, 

фармакологическими и биофизическими свойствами. Одним из аспектов, 

подчеркивающих значимость их исследования, является тот факт, что замкнутая 

структура циклопептидов делает их значительно более устойчивыми к 

действию протеаз по сравнению с линейными пептидными цепочками [1, 2]. 

Это объясняет их хорошую стабильность in vivo и позволяет рассматривать их в 

качестве потенциальных терапевтических агентов. Циклизация ограничивает 

конформационную гибкость структуры, что облегчает процесс структурного 

исследования. 

Одним из наиболее известных примеров циклопептидов является 

семейство циклоспоринов – природных соединений со схожим рядом 

биологических активностей, продуцируемых некоторыми штаммами почвенных 

грибов в качестве вторичных метаболитов [3]. Они состоят из 11 аминокислот, 

некоторые из которых являются непротеиногенными. Аминокислотная 

последовательность любого одного представителя циклоспоринов отличается 

от каждого другого заменой одного или нескольких аминокислотных остатков. 

Замена оказывает влияние на структуру и конформационную гибкость 

молекулы [4, 5], от чего зависит степень выраженности биологических 

активностей. 

Впрочем, конформационная гибкость во многом зависит и от 

растворителя [6]. Так в неполярных растворителях (хлороформ, бензол) 

молекула принимает более компактную, так называемую «закрытую» форму, за 

счет стабилизации структуры внутренними водородными связями. В данной 

форме молекула обладает высокой мембранопроницаемостью, что отлично 

подходит для задач транспорта веществ. В окружении растворителя полярного 

типа наблюдается «открытая» форма циклоспорина – конформационно более 

гибкая, в которой NH и CO группы склонны взаимодействовать с 
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растворителем. Для таких структур с большей вероятностью доступно 

взаимодействие с белками. 

В то время как структурные особенности циклоспоринов в неполярных 

растворителях относительно хорошо изучены, исследования в полярном 

окружении встречаются значительно реже. Этому есть простое объяснение: 

выраженная конформеризация заметно усложняет процесс соотнесения 

сигналов, соответствующих определенным конформерам. Наиболее изучены 

самые распространенные типы циклоспоринов, как A, B и C [7]. Остальные 

многочисленные представители остаются малоисследоваными. Но при этом, 

имея информацию о структурных особенностях различных типов 

циклоспоринов, можно сделать вывод об эффектах замещения одних 

аминокислотных остатков на другие. 

Основной целью данной работы является исследование особенностей 

молекулярной структуры циклоспорина L (CsL) в полярном растворителе на 

примере смеси дейтероацетонитрил/вода при помощи методов двумерной 

спектроскопии ядерного магнитного резонанса (ЯМР) и молекулярного 

моделирования. 

Для выполнения казанной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Провести полное соотнесение сигналов 
1
H и 

13
C молекулы CsL в 

растворе дейтероацетнитрил/вода на основе двумерных спектров ЯМР 

COSY, TOCSY, ROESY, HSQC и HMBC, сделать вывод о 

конформационном составе. 

2. Используя данные спектра ROESY, произвести расчет межатомных 

расстояний для главного конформера. 

3. Используя метод молекулярной механики, провести моделирование 

молекулярной структуры CsL на основе экспериментальных данных в 

программном обеспечении Xplor-NIH. 

4. Сравнить геометрические параметры, полученных в результате 

моделирования, с заданными. Оценить качество полученных структур 
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по карте Рамачандрана, определить тип вторичной структуры 

аминокислотной цепи. 
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ГЛАВА 1 ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

1.1 Циклоспорины 

1.1.1 Основные сведения о циклоспоринах 

Циклоспорины являются представителями семейства структурно 

связанных липофильных циклических пептидов, продуцируемых 

преимущественно штаммами почвенных грибов рода Tolypocladium, такими как 

Tolypocladium inflatum, Tolypocladium terrestre и другими, в качестве вторичных 

метаболитов [8]. Характерная структура циклоспоринов представляет собой 

замкнутую цепь, состоящую из 11 аминокислот, состав которых варьируется от 

одного представителя семейства к другому. При этом каждый штамм 

продуцирует одновременно несколько типов циклоспорина в разном 

соотношении. В большем количестве образуются варианты A, B и C, а все 

остальные многочисленные представители содержатся в ферментационной 

среде в следовых количествах [9]. В качестве примера на рисунке ниже 

приведена структурная формула циклоспорина A (CsA),  

 

Рисунок 1 – Структурная формула CsA 
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Соединения данного семейства обрели свою известность благодаря 

иммуносупрессивной, противовоспалительной, противогрибковой и 

противопаразитарной биологической активностям, выраженных у каждого 

представителя группы в разной степени [10]. 

1.1.2 Механизм действия циклоспоринов 

В качестве яркого представителя семейства циклоспоринов с выраженной 

иммуносупрессивной активностью рассмотрим CsA, ингибирующий 

кальциневрин-зависимую активацию Т-лимфоцитов. Механизм его действия 

начинается со связывания молекулы CsA с циклофилином A. Образованный 

комплекс CsA-циклофилин связывается с кальциневрином и ингибирует его 

активность, что предотвращает дефосфорилирование и ядерную транслокацию 

фактора NFAT. Следовательно, это ингибирует транскрипцию гена и 

останавливает выработку интерлейкинов, особенно интерлейкина 2, что 

снижает пролиферацию Т-клеток. Циклоспорин также может увеличивать 

экспрессию трансформирующего фактора роста (TGF-beta), мощного 

ингибитора интерлейкина 2, стимулирующего пролиферацию Т-клеток и 

образование цитотоксических Т-лимфоцитов [11]. 

1.2 Основы спектроскопии ядерного магнитного резонанса 

1.2.1 Физические основы ЯМР 

 Явление ядерного магнитного резонанса (ЯМР) может наблюдаться в 

веществах, в составе которых имеются ядра с ненулевым спином, т. е. 

обладающие магнитными моментами, при их нахождении во внешнем 

магнитном поле. 

 Магнитный момент ядра 𝝁 связан с собственным моментом количества 

движения 𝒑 соотношением ниже: 

𝝁 = 𝛾𝒑 = 𝛾ℏ𝑰, (1) 
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где постоянная 𝛾 – гиромагнитное отношение, индивидуальная для каждого 

типа ядра величина. 𝑰 – ядерный спин, как уже описано выше, может принимать 

значения, равные 0, 1/2, 1, 3/2, 2, … 

 Для изолированного ядра, находящемся в постоянном однородном поле 

𝐵0, переходы возможны лишь между двумя ближайшими энергетическими 

состояниями ядра. Расстояние между двумя этими энергетическими уровнями 

определяется следующим выражением: 

∆𝐸 =
𝜇𝐵0

𝐼
= 𝛾ℏ𝐵0. (2) 

 Подобного рода переходы сопровождаются резонансным излучением или 

поглощением электромагнитной энергии на частоте, называемой ларморовой 

частотой 𝜔0 [12]: 

𝜔 = 𝜔0 = 𝛾𝐵0. (3) 

В конкретной системе населенность энергетических состояний всех ядер 

будет распределена согласно статистическому закону распределения Больцмана: 

𝑁2

𝑁1
=  𝑒

−𝛾𝐵0
𝑘𝑇 , (4) 

где 𝑁1 и 𝑁2 – количество ядер с соответствующей энергией, а 𝑇 – температура 

системы. 

Вследствие неравномерной населенности состояний число ядер с 

магнитными моментами, ориентированными вдоль 𝑩𝟎, больше, чем против 

него. Поэтому вся спиновая система в целом оказывается намагниченной, и для 

описания ее поведения необходима дополнительная характеристика. Такой 

характеристикой является вектор макроскопической намагниченности 𝑴𝟎 

(рисунок 2). 
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Рисунок 2 – Магнитные моменты, прецессирующие в постоянном поле магнита: а – 

одно ядро, б – множество ядер со спинами I = ±
1

2
, в – избыток ядер с положительной 

ориентацией спинов 

 Все магнитные моменты ядер прецессируют вдоль направления поля 𝐵0 

под углом 𝜃. Согласно статистике, в состоянии намагниченности, число 

положительно ориентированных спинов превышает число отрицательно 

ориентированных, так что в равновесном состоянии вектор 𝑴𝟎 сонаправлен 

полю 𝑩𝟎. 

 При выведении системы из равновесия одна продольная 𝑀𝑧 и две 

поперечные 𝑀𝑥,𝑦 составляющие вектора намагниченности 𝑴𝟎 возвращаются к 

своему начальному состоянию. Для того, чтобы характеризовать скорости их 

изменения, Ф. Блохом были формально введены времена релаксации 𝑇1 и 𝑇2: 

𝑑𝑀𝑥,𝑦

𝑑𝑡
= −

𝑀𝑥,𝑦

𝑇2
, (5) 

𝑑𝑀𝑧

𝑑𝑡
= −

(𝑀𝑧 − 𝑀0)

𝑇1
. 

(6) 

 Изменение компоненты 𝑀𝑧 связано с изменением энергии системы 

магнитных моментов, однако известно, что полная энергия замкнутой системы 

не может изменяться. Это привело к необходимости представления всей 

системы как множества магнитных моментов в некотором энергетическом 
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резервуаре под действием внешнего поля. В данном случае энергетический 

обмен как раз становится возможен между ядерными моментами и резервуаром, 

что представляет собой тепловое движение частиц в веществе, в котором 

расположены ядра. Независимо от агрегатного состояния вещества его принято 

называть решеткой. 

 В результате энергообмена между системой спинов и решеткой 

продольная компонента 𝑀𝑧 достигает своего равновесного значения за время 𝑇1, 

называемое постоянной времени продольной (спин-решеточной) релаксации. 

Обмен энергией среди спинов системы и установление равновесной 

поперечной намагниченности 𝑀𝑥,𝑦, в свою очередь, характеризуется 

постоянной времени 𝑇2, или временем поперечной (спин-спиновой) релаксации 

[13]. 

 По решению дифференциальных уравнений (5) и (6) обе компоненты 

намагниченности экспоненциально изменяются с соответствующими 

временами 𝑇1 и 𝑇2. 

 

Рисунок 3 – Релаксация прецессирующего вектора 𝐌: а – стремление Mz к равновесному 

значению M0, б – экспоненциальный спад Mx, в – экспоненциальный спад My, г – спад 

поперечной намагниченности M⊥ = √Mx
2 + My

2 
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1.2.2 Принципы проведения импульсного эксперимента ЯМР 

 Вектор макроскопической намагниченности 𝑴𝟎 выводится из 

равновесного состояния при помощи воздействия на него коротким и мощным 

радиочастотным (РЧ) импульсом, поворачивающим его на угол 𝜑: 

𝜑 = 𝛾𝐵1𝑡, (7) 

здесь 𝑡 – длительность действующего импульса, а 𝐵1 – напряженность 

радиочастотного поля. 

 Наиболее распространены РЧ-импульсы, поворачивающие вектор 

намагниченности на углы 𝜑, равные 90° и 180°, они называются 90°- и 

180°-градусными импульсами. Для поворота намагниченности относительно 

выбранной оси необходимо подать импульс вдоль нее. 

 При рассмотрении поведения системы под действием РЧ-импульсов 

принято относить ее движение к вращающейся системе координат (ВСК). В ней 

ось z неподвижна и сонаправлена полю 𝑩𝟎, а оси x и y вращаются в 

направлении прецессии ядерных моментов с ларморовой частотой. 

 Условие совпадения с резонансом может быть не соблюдено полностью 

из-за нескольких причин. Первая из них – наличие неоднородностей в 

постоянном поле 𝑩𝟎. Вторая причина – это диполь-дипольное взаимодействие 

между ядрами в твердых телах, в которых ядра из-за близости попадают в 

локальные магнитные поля друг друга. Резонансные частоты ядер немного 

отличаются друг от друга, из-за чего ЯМР спектр выглядит не как идеальный 

тонкий пик одной частоты, а пики с интервалами частот ∆𝜔. Чтобы такое 

уширение оказывало меньшее влияние на результат, необходимо обеспечить 

достаточно мощные импульсы, чтобы 𝐵1 ≫
∆𝜔

𝛾
 [14]. 
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1.2.3 Параметры спектров ЯМР 

При рассмотрении магнитных ядер в качестве изолированных систем, т. е. 

взаимодействующих исключительно с постоянным и радиочастотным полями 

𝑩𝟎 и 𝑩𝟏, не учитывается наличие взаимодействия рассматриваемого ядра с его 

ближайшим химическим окружением, из-за чего в спектре следовало бы 

ожидать появление одного единственного сигнала. Но в условиях реального 

образца ядра входят в состав атомов и молекул, в результате чего спектр может 

приобрести вид множества сигналов с различной резонансной частотой, 

расщепленных на мультиплеты. При должном разрешении и использовании 

необходимых методов спектроскопии это позволяет характеризовать структуру 

соединений и наличие связей в них [15]. 

Для понимания связи между положением/мультиплетностью сигнала и 

химическим окружением ядра рассмотрим такие понятия, как химический 

сдвиг и константа спин-спинового взаимодействия (КССВ). 

Химический сдвиг – смещение резонансного сигнала ядра в зависимости 

от его химического окружения, обусловленное различной степенью 

экранирования ядра локальным полем 𝑩лок, индуцированным циркуляцией 

электронного облака и возникающим при помещении образца в поле 𝑩𝟎. 

Выражается формулой ниже: 

𝛿 =
∆𝜈

𝜈0
 ∙  106, (8) 

где ∆𝜈 – сдвиг частоты резонанса, 𝜈0 – фиксированная рабочая частота 

спектрометра. 

 На его значение могут влиять и внешние факторы, такие как температура, 

концентрация и растворитель. Химический сдвиг является безразмерной 

величиной, за единицу которой принимают одну миллионную долю 

резонансной частоты или напряженности магнитного поля (м. д.). Зарубежные 

источники используют сокращение ppm (parts per million). 
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Действие спин-спинового взаимодействия проявляется в расщеплении 

сигналов различных групп эквивалентных ядер в мультиплеты – группы близко 

расположенных сигналов. Это обусловлено магнитным взаимодействием между 

отдельными ядрами, передающееся через электроны химической связи. 

Рассмотрим два неэквивалентных атома A и X со спинами I = 1/2, 

связанных ковалентной связью (рисунок 4). Механизм спин-спинового 

взаимодействия следующий: взаимодействие ядра A с собственным электроном 

приводит к антипараллельной ориентации их спинов друг относительно друга. 

Поскольку спины электронов в ковалентной связи должны быть 

антипараллельны, спин электрона атома X становится противоположным спину 

электрона атома A, и, следовательно, параллельным спину ядра A. Итого, 

внешнее магнитное поле ядра A будет либо возрастать, либо уменьшаться на 

одну и ту же небольшую величину в зависимости от спинового состояния ядра 

X. Это приведет к изменению резонансной частоты ядра и, как следствие, 

расщеплению сигнала на дублет, что применимо к обоим ядрам. 

 

Рисунок 4 – Поведение спинов в атомах A и X, соединенных ковалентной связью 

Мультиплетность сигнала рассчитывается по следующей формуле: 

𝑀 = 𝑛 + 1, (9) 

где n – число эквивалентных ядер в соседних группах. 

Интенсивности линий в спиновом мультиплете убывают от его центра к 

краям в соответствии с коэффициентами треугольника Паскаля. 
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Энергия спин-спинового взаимодействия выражается как 

𝐸𝐴𝑋 = 𝐽𝐴𝑋𝑰𝑨𝑰𝑿, (10) 

где 𝑰𝑨 и 𝑰𝑿 – векторы спинов соответствующих ядер, 𝐽𝐴𝑋 – константа 

спин-спинового взаимодействия (КССВ) между ними, которая соответствует 

расстояниям между линиями в мультиплете и выражается в герцах. Данное 

взаимодействие может наблюдаться на расстоянии до 4-х связей, и величина 

КССВ убывает с увеличением количества связей между рассматриваемыми 

ядрами. 

1.2.4 Ядерный эффект Оверхаузера  

Ряд экспериментов в ЯМР спектроскопии по определению особенностей 

пространственного взаимодействия ближайших ядер основан на ядерном 

эффекте Оверхаузера (ЯЭО). Рассмотрим его на примере двухспиновой системы 

AX, атомы которой не связаны спин-спиновым взаимодействием, но 

пространственно расположены достаточно близко друг к другу, чтобы между 

ними наблюдалось диполь-дипольное взаимодействие. Это приведет к 

продольной релаксации 𝑇1 между четырьмя возможными спиновыми 

состояниями системы (рисунок 5, а). 

   

а б в 

Рисунок 5 – а) Схема релаксации по одноквантовым переходам; б) изменение населенностей 

уровней при облучении переходов X1 и X2; в) возвращение системы к равновесному состоянию 

путем кросс-релаксации 

В спектре ЯМР системы AX  наблюдаются два сигнала с резонансными 

частотами 𝜈𝐴 и 𝜈𝑋. Примем, что различие энергий между уровнями 2 и 3 очень 
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мало, и их населенности примерно одинаковы. Если в системе содержится 4N 

магнитных ядер, то в соответствии с распределением Больцмана имеем 

следующие населенности уровней: 𝑁 + 𝛿 (1), 𝑁 (2, 3) и 𝑁 − 𝛿 (4), где 𝛿 – это 

разницы населенностей, определяющие интенсивности. При насыщении 

переходов X1 и X2 уровни 1-2 и 3-4 выравниваются и становятся равными 𝑁 +
𝛿

2
 

и 𝑁 −
𝛿

2
, соответственно. Таким образом, разность населенностей для переходов 

A1 и A2 остается равной величине 𝛿, как и до насыщения уровней, поэтому 

интенсивность сигнала A не должна претерпевать изменение. 

Чтобы вернуться к равновесному состоянию спиновая система стремится 

избавиться от избытка и вернуть недостаток величиной 
𝛿

2
 на уровни 1 и 4, 

одновременно с этим выравнивая населенности уровней 2 и 3, при помощи 

кросс-релаксации (рисунок 5, в). 

Данный механизм характеризуется параллельно протекающими 

квантовыми переходами двух типов. Двухквантовые переходы характеризуются 

скоростью 𝑊2. Спонтанные переходы такого вида запрещены, но в 

действительности происходят при достижении флуктуирующими полями 

необходимой частоты при броуновском движении. Частота перехода составляет 

величину, равную примерно двум частотам резонанса, т. е. десятки и сотни 

МГц. В невязких растворах такой переход позволяет быстро и эффективно 

уменьшить населенность верхнего уровня и увеличить ее у нижнего, что ведет к 

росту интенсивности сигнала A. Нуль-квантовые переходы 𝑊0 между уровнями 

2 и 3 требуют значительно меньших частот порядка килогерцов. Переход 𝑊0 

также является запрещенным и, в отличие от 𝑊2 снижает интенсивность 

сигнала ядра A. Помимо двух вышеописанных путей кросс-релаксации 

сохраняется релаксация по одноквантовым переходам 𝐴1 и 𝐴2 со скоростью 

𝑊1
𝐴. 

Если принять, что релаксация в системе проходит только под действием 

диполь-дипольного взаимодействия, то интенсивность сигнала ядра A при 
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насыщении переходов ядра X, или 𝜂𝐴(𝑋), подчиняется следующему выражению 

[16]: 

𝜂𝐴(𝑋) =
𝑊2 − 𝑊0

2𝑊1
𝐴 + 𝑊2 + 𝑊0

  . (11) 

По знаку 𝜂𝐴(𝑋) эффект Оверхаузера разделяют на положительный и 

отрицательный. Первый характеризуется преобладанием релаксации по пути 

𝑊2, что встречается у относительной небольших молекул, находящихся в 

невязком растворе. С преобладанием 𝑊0 в случае макромолекул и вязких 

растворов ЯЭО становится отрицательным. На рисунке 6, а представлена 

зависимость времени продольной релаксации 𝑇1 в зависимости от времени 

корреляции 𝜏𝑐 – параметра, характеризующего скорость и характер 

динамических процессов в молекуле, таких как вращение, колебание, 

перемещение и т. д. А график на рисунке 6, б отображает зависимость знака и 

величины ЯЭО от времени корреляции для протонов. 

 

 

 

             а                  б 

Рисунок 6 – а) Зависимость времени спин-решеточной релаксации 𝑇1 в зависимости от времени 

корреляции 𝜏𝑐; б) ЯЭО в зависимости от 𝜏𝑐 

Известно, что максимально достижимый положительный эффект 

Оверхаузера составляет значение, близкое к 0,5, поскольку для большинства 
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случаев малых и высокоподвижных молекул в невязких растворах соотношение 

скоростей переходов таково, что 𝑊2: 𝑊1: 𝑊0  = 12: 3: 2. Отрицательный же 

эффект на протонах приближается к –1 в связи с характерным соотношением 

для больших молекул в вязких растворах 𝑊2 ≫ 𝑊1, 𝑊0. Однако необходимо 

упомянуть о том, что максимальные значения в экспериментах достигаются 

редко из-за вклада в релаксацию иных механизмов помимо диполь-дипольного 

[17]. 

Ярко выраженная зависимость данного эффекта между облучаемым и 

наблюдаемым ядрами (𝑟−6) позволяет наблюдать хорошо заметные изменения 

интенсивности пиков тех ядер, расстояние 𝑟 до которых не превышает 4-5 Å. 

Благодаря этому эффект ЯЭО широко используется для решения ряда задач, 

связанных с определением структуры соединений. 

1.3  Основные принципы моделирования методом молекулярной механики 

Используя совокупность вычислительных методов, молекулярное 

моделирование является мощным инструментом в задачах предсказания и 

анализа структурных и динамических свойств отдельных молекул и их 

ансамблей. Данные методы основываются на законах физики и приближенных 

математических моделях для исследования поведения молекул в различных 

условиях [18]. 

Метод молекулярной механики основан на принципах классической 

механики и рассматривает молекулы как систему взаимодействующих шариков 

(атомов), соединенных пружинами (связями). На первом этапе молекула 

описывается через потенциальную энергию системы, которая затем 

аппроксимируется выбранным эмпирическим силовым полем – набором 

математических уравнений и параметров на основе экспериментальных 

данных, а также результатов квантово-химических расчетов. Силовое поле 

включает в себя формулы для расчета различных типов взаимодействия 
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(формула (12)) и набор параметров, индивидуальных для каждого типа атома, 

связи и угла [19]. 

𝐸𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝐸𝑏𝑜𝑛𝑑 + 𝐸𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒 + 𝐸𝑑𝑖ℎ𝑒𝑑𝑟𝑎𝑙 + 𝐸𝑣𝑑𝑤 + 𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐+. . ., (12) 

где 𝐸𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 – полная потенциальная энергия, 𝐸𝑏𝑜𝑛𝑑 – энергия растяжения/сжатия 

связей, 𝐸𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒 и 𝐸𝑑𝑖ℎ𝑒𝑑𝑟𝑎𝑙  – энергии деформации валентных углов и вращения 

двугранных, 𝐸𝑣𝑑𝑤 – энергия ван-дер-ваальсовых взаимодействий, 𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐 – 

энергия кулоновских взаимодействий. Ниже представлены выражения для 

каждого энергетического вклада. 

𝐸𝑏𝑜𝑛𝑑 = ∑ 𝑘𝑏(𝑟 − 𝑟0)2, (13) 

где 𝑘𝑏 – константа жесткости, 𝑟0 и 𝑟 – начальная и текущая длина связи. 

𝐸𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒 = ∑ 𝑘𝜃(𝜃 − 𝜃0)2, (14) 

где 𝑘𝜃 – константа жесткости угла, 𝜃0 и 𝜃 – начальный и текущий валентный 

угол. 

𝐸𝑑𝑖ℎ𝑒𝑑𝑟𝑎𝑙 = ∑
𝑘𝜑

2
(1 + 𝑐𝑜𝑠(𝑛𝜑 − 𝜑0)), (15) 

где 𝑘𝜑 – барьер вращения, 𝜑0 и 𝜑 – стандартное и текущее значение 

двугранного угла, 𝑛 – периодичность. 

𝐸𝑣𝑑𝑤 = ∑ (
𝐴𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
12 −

𝐵𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
6 ), (16) 

где 𝐴𝑖𝑗 и 𝐵𝑖𝑗 – коэффициенты отталкивания и притяжения, 𝑟𝑖𝑗 – расстояние 

между атомами. 

𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐 = ∑
𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝜋𝜀0𝑟𝑖𝑗
, (17) 

где 𝑞𝑖 и 𝑞𝑗 – заряды на взаимодействующих атомах, 𝜀0 – диэлектрическая 

постоянная для вакуума. 



19 

 

На следующем этапе происходит поиск множества различных состояний с 

минимальной энергией, удовлетворяющих условиям заданных ограничений 

(двугранные углы, межатомные расстояния). Низкоэнергетические состояния 

находятся при помощи численных методов, определяющих экстремумы 

функции координат ядер. Ввиду того что структуры молекул не являются 

абсолютно жесткими, одновременно с основной структурой сосуществует 

целый ансамбль конформеров, находящихся в низкоэнергетическом положении. 

Соответственно, помимо глобального минимума молекула может иметь 

множество локальных. 

Чтобы молекула была способна свободно преодолевать потенциальные 

барьеры, разделяющие различные конформации, необходимо передать ей 

достаточную кинетическую энергию. Метод имитации отжига (или simulated 

annealing) решает задачу оптимизации структуры, имитируя процесс перехода 

молекулы в устойчивое низкоэнергетическое состояние путем постепенного 

«охлаждения» системы от заданной (высокой) начальной температуры [20]. В 

его алгоритме поиска минимума новое состояние системы генерируется 

случайным образом путем изменения текущего состояния. Затем вычисляется 

изменение энергии, после чего возможны два исхода: 

1) если ∆𝐸 ≤ 0, новое состояние системы принимается за текущее, и 

энергия понижается или остается на том же уровне; 

2) ∆𝐸 > 0, новое состояние принимается за текущее с вероятностью 

𝑃 = exp (−
∆𝐸

𝑘𝐵𝑇
), (18) 

где 𝑘𝐵 – постоянная Больцмана, а 𝑇 – текущая температура. В ином случае 

актуально предыдущее состояние. 

 После происходит обновление параметра температуры по заданной схеме 

охлаждения. Алгоритм считается завершенным при достижении критерия 

остановки, им может выступать заданная минимальная температура, 

максимальное число итераций или незначительность дальнейших изменений. 
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Для более качественного результата моделирования поиск структур 

должен идти не только лишь согласно физическим законам, а под действием 

дополнительных сил, подстраивающих структуру под нужные углы и 

расстояния в соответствии с экспериментальными данными ЯМР. В таком 

случае главная идея состоит в поиске такого положения атомов, которое бы 

одновременно минимизировало потенциальную энергию молекулы и 

удовлетворяло заданным структурным ограничениям, полученных из 

эксперимента.  
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ГЛАВА 2 МЕТОДЫ ДВУМЕРНОЙ СПЕКТРОСКОПИИ ЯМР 

2.1 Корреляционные методы ЯМР-спектроскопии 

Для больших молекул со сложной структурой обыкновенный одномерный 

ЯМР спектр будет перегружен перекрывающимися сигналами, делающими его 

трудным для интерпретации. Двумерный (2D) ЯМР эксперимент позволяет 

разложить сигналы по двум частотным осям, тем самым значительно повышая 

разрешающую способность и облегчая процесс соотнесения сигналов [21]. 

Кроме того, с разработкой 2D корреляционных методов появляется 

принципиально новая возможность установления связи между ядрами 

различных атомов. Это могут быть связи, возникающие за счет спин-спинового 

или диполь-дипольного взаимодействия. В экспериментах COSY, TOCSY, 

HSQC и HMBC, рассматриваемых ниже, передача когерентности происходит за 

счет косвенных спин-спиновых взаимодействий, действие которых 

распространяется через химические связи. За счет прямого диполь-дипольного 

взаимодействия устанавливаются связи между пространственно близкими 

атомами в экспериментах NOESY. Таким образом, возможно установить всю 

структуру молекулы от ядра к ядру. 

Общая схема получения 1D ЯМР спектра довольно проста: посредством 

радиочастотных импульсов спиновая система возбуждается, последующий 

сигнал спада свободной индукции (ССИ) регистрируется как функция времени 

𝑡, а с помощью преобразования Фурье (FT) получается спектр привычного вида, 

являющийся функцией частоты 𝑓. 

В двумерном же эксперименте ССИ является функцией одновременно 

двух временных переменных. Такой эксперимент состоит из четырех стадий 

[22], изображенных на рисунке 7 ниже. 
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Рисунок 7 – Общая схема двумерного ЯМР эксперимента 

1) Подготовительный импульс – воздействие РЧ-импульса на 

спиновую систему. 

2) Период эволюции – свободно прецессирующие спины 

эволюционируют (накапливают фазу) в течение времени 𝑡1. 

3) Период смешивания – действие на систему второго импульса или 

серии импульсов. В результате данного этапа происходит передача 

намагниченности между ядрами. 

4) Период регистрации – регистрация ССИ в течение времени 𝑡2. 

Двумерный массив данных получается путем неоднократного повторения 

последовательности с варьированием времени 𝑡1 с постоянным шагом. Путем 

двумерного преобразования Фурье (2D FT) функция 𝑆(𝑡1, 𝑡2) становится 

функцией 𝑆(𝜔1, 𝜔2), представляющей собой двумерный спектр (рисунок 8). 

 

Рисунок 8 – Вид сигнала в двумерном поле 
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2.2 Методы COSY и TOCSY 

Эксперимент COSY (COrrelation SpectroscopY, или корреляционная 

спектроскопия) – первый двумерный ЯМР эксперимент, представленный в 1971 

году. Наиболее прост как в исполнении, так и в интерпретации. Это метод 

гомоядерной корреляционной спектроскопии (чаще всего 
1
H-

1
H), позволяющий 

пронаблюдать связь между соседними ядрами одного типа (рисунок 9).  

 

Рисунок 9 – Ядра, испытывающие спин-спиновое взаимодействие в эксперименте COSY 

Предназначается для установления последовательности атомов, 

связанных между собой спин-спиновым взаимодействием через химическую 

связь. Могут действовать на расстоянии до 2-х химических связей. 

Ниже показана схема последовательности, она состоит из двух 

90°-градусных РЧ-импульсов, периода эволюции после первого и периода 

регистрации после второго. Последовательность повторяется 𝑛 раз с 

изменением времени расфазирования спинов 𝑡1 на шаг ∆𝑡 с каждой итерацией. 

 

Рисунок 10 – Импульсная программа эксперимента COSY 

На спектре COSY существует два вида пиков: 
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 диагональные пики, фактически представляющие собой сигналы 

одномерного спектра, а оттого имеющие одинаковые частоты по 

обеим осям; 

 кросс-пики, отображающие наличие связи с соседним ядром такого 

же типа в результате переноса намагниченности, располагаются 

симметрично относительно диагонали. 

TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY, или полная корреляционная 

спектроскопия) – метод, основанный на COSY, позволяет регистрировать 

наличие спин-спинового взаимодействия, однако кросс-пики наблюдаются 

между спинами, которые связаны неразрывной цепочкой взаимодействий. Т.е. 

если спин A связан со спином B и спин B связан со спином C, то в спектре 

TOCSY будет кросс-пик между спинами А и С, даже если между ними нет 

прямого взаимодействия. 

Дальность действия может достигать до 4-х химических связей, а 

достигается это за счет применения spin-lock последовательностей 

180°-градусных импульсов. Такие импульсы заставляют уменьшить 

накопленную фазу и поддерживают непрерывный обмен намагниченностью, 

чтобы распространить ее на спины, по цепочке связанные J-связью. В 

результате эксперимента появляются дополнительные кросс-пики (рисунок 11), 

отображающие наличие связи с атомами по всей цепи, на которую была 

распространена намагниченность. 

 

Рисунок 11 – Сравнение кросс-пиков в экспериментах COSY и TOCSY 
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2.3 Методы HSQC и HMBC 

Когда анализ молекулярных структур осложнен перекрытием сигналов, 

как, например, на гомоядерных спектрах TOCSY белков, полезно иметь 

инструмент, способный разложить сигналы по еще одной частотной оси 

(углерод 
13

C или азот 
15

N). Таким инструментом является эксперимент HSQC 

(Heteronuclear Single-Quantum Coherence, или гетероядерная одноквантовая 

корреляция), используемый для установления корреляции между ядрами 

различных типов, соединенных одной связью. 

Эксперимент использует особую импульсную последовательность 

(рисунок 12), реализующую перенос намагниченности между ядром одного 

типа и ядром другого типа через гетероядерную константу связи J. Это 

позволяет зафиксировать химические сдвиги обоих ядер в 2D-спектре, в 

котором коррелирующие сигналы соответствует паре ядер 
1
H-X, находящихся в 

ковалентной связи. 

 

Рисунок 12 – Импульсная программа эксперимента HSQC 

Импульсная последовательность HSQC состоит из трех ключевых этапов: 

a) По каналу 
1
H происходит возбуждение протонной намагниченности 

90°-градусным импульсом. С использованием задержек ∆ =

1
(2𝐽12)⁄  происходит перенос намагниченности с ядер 

1
H на ядра X 
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путем кросс-поляризации, а для рефазировки макроскопической 

намагниченности применяются 180°-градусные импульсы. 

b) В течение времени 𝑡1 намагниченность X эволюционирует, в 

накапливаемой фазе кодируется информация о химическом сдвиге 

ядра. Последующий 180°-градусный импульс нужен для 

рефокусировки намагниченности. 

c) Следующий этап – обратный перенос намагниченности с канала X 

на 
1
H и запись протонного сигнала с включенной развязкой ядер X в 

течение времени 𝑡2. 

Позднее разработанная последовательность HMBC (Heteronuclear 

Multiple-Bond Coherence) учитывает недостаток в виде малой дальности 

действия и позволяет зарегистрировать гетероядерную корреляцию 
1
H-X между 

ядрами, разделенными 2–4 связями. Чтобы был осуществим перенос 

намагниченности на дальних связях, настраивается более продолжительная 

задержка  ∆ = 1
(2𝐽𝑋𝐻)⁄ . 

 

Рисунок 13 – Импульсная программа эксперимента HMBC 

2.4 Методы NOESY и ROESY 

В целях решения структурных и конформационных задач с 

использованием методов ЯМР в настоящее время эксперимент NOESY (Nuclear 
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Overhauser Effect Spectroscopy) является наиболее распространенным. Помимо 

получения данных о межъядерных расстояниях эксперимент достаточно 

информативен для решения таких задач, как определение стереохимии (цис- и 

транс-конфигурации), конформационный анализ, определение 

пространственного расположения функциональных групп, поиск водородных 

связей, определение пространственных структур белков и т. д. [23]. 

Метод основывается на ядерном эффекте Оверхаузера, рассмотренном 

ранее (п. 1.2.4), следовательно, суть его заключается в запуске механизма 

кросс-релаксации между ядерными парами, находящимися в пространственной 

близости независимо от наличия химических связей.  

 

Рисунок 14 – Импульсная программа эксперимента NOESY 

После периода эволюции намагниченности за время 𝑡1 второй 

90°-градусный импульс заставляет вектор макроскопической намагниченности 

принять продольную ориентацию и  подготавливает спиновую систему к 

обмену намагниченностью между близкими ядрами. Следом идет ключевой 

этап последовательности – период смешивания длительностью 𝜏𝑚, в течение 

которого пространственно близкие ядра обмениваются намагниченностью. 

Именно на этом этапе наблюдается кросс-релаксация, т. е. перенос 

намагниченности без участия химических связей. По результату регистрации 

сигнала и последующего преобразования Фурье на спектре NOESY получаются 

диагональные пики (отрицательные) и кросс-пики (положительные или 
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отрицательные). Диагональные представляют собой одномерный спектр, а 

кросс-пики – сигнал от близких друг к другу протонов. 

Применение NOESY предпочтительно в случае малых молекул с 

молекулярной массой менее 600 Да (эффект ЯЭО положителен) или больших 

молекул с молекулярной массой более 1200 Да (эффект ЯЭО отрицателен). А в 

виду того, что для молекул среднего размера эффект проходит через ноль, 

наиболее информативным будет эксперимент ROESY (Rotating frame Overhauser 

Effect Spectroscopy) [24], в котором все пики положительны, кроме тех, что 

возникают благодаря химическому обмену. 

Последовательность ROESY аналогична NOESY за исключением 

применения спин-лок (spin-lock) последовательности вместо второго 

90°-градусного импульса. Спин-лок представляет собой непрерывное 

радиочастотное поле, приложенное в поперечной плоскости и «блокирующее» 

спины в состоянии, в котором они ориентированы вдоль этого поля и не 

прецессируют свободно. Так создаются условия для эффективной передачи 

намагниченности даже если ЯЭО слабый. 
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ГЛАВА 3 ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объектом исследования служил циклоспорин L (CsL) с молекулярной 

массой, равной 1188,6 г/моль. Как один из минорных представителей семейства 

циклоспоринов, он гораздо менее широко исследован, чем основной аналог, 

циклоспорин А, и отличается наличием неметилированной аминокислоты 

бутенилметилтреонин, или Bmt1 (рисунок 15). 

 

Рисунок 15 – Структурная формула циклоспорина L 

В настоящее время известно, что CsL обладает ограниченной 

иммуносупрессивной активностью, меньшей биодоступностью и более 

коротким периодом полувыведения по сравнению с CsA. Также некоторые 

исследования указывают на то, что он может обладать нефротоксическими 

свойствами [10]. Все это ограничивает его клиническое применение, тем не 

менее, он используется в качестве структурного аналога CsA для изучения 

влияния отдельных аминокислотных замен на проявляемые биологические 

активности. 

Данное вещество было растворено в смеси дейтероацетонитрила и воды 

(c = 1,2 мМ). Добавление воды обусловлено ее высоким значением 
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диэлектрической постоянной (𝜀𝐻2𝑂=80,1) по сравнению с диэлектрической 

постоянной ацетонитрила (𝜀𝐶𝐻3𝐶𝑁=37,4), вследствие чего возрастает полярность 

раствора. Как известно, ацетонитрил участвует в водородном связывании как 

акцептор протона, а вода – как донор, вследствие чего могут появиться новые 

межмолекулярные водородные связи. В свою очередь это способствует большей 

конформеризации молекулы циклоспорина. 
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ГЛАВА 4 ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ 

4.1 Соотнесение сигналов аминокислот в двумерных спектрах ЯМР 

Спектры ЯМР были зарегистрированы на спектрометре Bruker Avance II 

500 на частоте резонанса 
1
H 500,23 МГц при T = 17°C. Обработка спектров 

проводилась с помощью программы Sparky [25]. Для соотнесения сигналов 

использовались двумерные гомоядерные эксперименты COSY, TOCSY и 

ROESY, а также гетероядерные HSQC и HMBC. 

Первым этапом в соотнесении сигналов ядер водорода и углерода было 

выделение спиновых систем аминокислотных остатков на спектре TOCSY. 

Однако возникли затруднения в связи с присутствием сигналов как основного 

конформера, так и нескольких минорных. Вследствие большого количества 

кросс-пиков и наложения сигналов одних спиновых систем на другие, 

однозначное установление всех аминокислотных остатков для минорных 

конформеров не представлялось возможным. Сигналы минорных конформеров 

имеют малую интенсивность, и некоторые из них соизмеримы с шумом, что 

также добавляло неоднозначности для сопоставления спиновой системы с 

определенным аминокислотным остатком. Сигналы минорных конформеров 

отмечались знаком «*», причем их количество не обязательно означает 

принадлежность к одному конформеру. Приписание сигналов осуществлялось, 

в основном, по характерным признакам аминокислотных остатков. 

Спектр ROESY позволил соотнести сигналы от остатков аминокислот 

между соседними аминогруппами и альфа-протонами по схеме HAi – HNi+1 

(рисунок 16), а также между альфа-протонами и метильными группами по 

схеме HAi – HMei+1 (рисунок 17). Благодаря высокой степени конформеризации 

представленные сигналы обладают невысокой интенсивностью, что 

дополнительно усложняет процедуру соотнесения. Сигналы минорных 

отмечались знаком «*», причем их количество не обязательно означает 

принадлежность к одному конформеру. 
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Рисунок 16 – Фрагмент спектра ROESY CsL в растворе CD3CN:H2O (в пропорции 11:1 

по объему), область амидных и альфа-протонов (500 МГц, 290 К) 

Также в области 3.2–5.0 м.д. располагаются кросс-пики от альфа-

протонов Sar3, хорошо узнаваемые по спектрам TOCSY и ROESY. 
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Рисунок 17 – Фрагмент спектра ROESY CsL в растворе CD3CN:H2O (11:1 по объему), 

область метильных и альфа-протонов (500 МГц, 290 К) 

По спектру TOCSY были найдены аминокислотные остатки Bmt1, Abu2, 

Val5, Ala7, Dal8 по характерным химическим сдвигам протонов боковых цепей 

в области Hα – HN (рисунок 18). При этом не удалось идентифицировать часть 

сигналов, соответствующим конформерам с малой долей содержания, т. к. не 

представляется возможным связать их с какими-либо другими атомами из-за 

недостаточного накопления сигнала. 
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Рисунок 18 – Фрагмент спектра TOCSY CsL в растворе CD3CN:H2O = 11:1 по объему, 

область амидных и альфа-протонов (500 МГц, 290 К) 

Для наиболее достоверного приписания аминокислотных остатков, 

сигналы которых частично совпадают в области альфа-протонов, 

использовалась область СA – HA спектра HSQC (рисунок 19). Благодаря тому, 

что возможные значения химсдвигов альфа-углеродов индивидуальны для 

разных аминокислотных остатков, по его положению на спектре можно легко 

определить, сигналу какой аминокислоты он соответствует. Например, для 

Ala7 характерные химсдвиги находятся в области 48 м.д. (
13

С) и 4,3 м.д. (
1
Н), а 

выше по углеродному спектру располагается область сигналов Dal8 в области 

45 м.д. [6]. 
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Рисунок 19 – Фрагмент спектра HSQC CsL в растворе CD3CN:H2O = 11:1 по объему, 

область альфа-протонов и альфа-углеродов (500 МГц, 290 К) 

С помощью спектров HMBC (рисунок 20) можно определить сигнал 

собственного протона метильной группы –(NCH3), зная сигнал альфа-углерода 

этого аминокислотного остатка из спектра HSQC. Информация о химическом 

сдвиге протона метильной группы позволяет найти химический сдвиг 

альфа-протона соседней аминокислоты с помощью спектра ROESY. Однако 

нахождение сигналов осложнено низким качеством имеющихся спектров 

HMBC. 
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Рисунок 20 – Фрагмент спектра HMBC CsL в растворе CD3CN:H2O = 11:1 по 

объему, область N-метильных протонов и альфа-углеродов (500 МГц, 290 К) 

Благодаря проведенному соотнесению удалось приписать атомы для 

сигналов в области амидных протонов, указывающих на присутствие 

цис-изомера (Mle9HA-Mle10HA) и участки пространственного сближения 

несоседних аминокислотных остатков пептидной цепи (Abu2HA-Mle4*HA, 

Mle9*HA-Bmt1*HA, Mle9*HA-Bmt1****HA), отображенных на рисунке 21. 

Цис-изомеризация в аналогичном участке цепи наблюдается в статьях [26, 27] 

для циклоспорина A в полярной среде. 
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Рисунок 21 – Фрагмент спектра ROESY CsL в растворе CD3CN:H2O = 11:1 по 

объему, область альфа-протонов (500 МГц, 290 К) 

В результате соотнесения сигналов ЯМР 
1
H и 

13
C циклоспорина L в 

полярной среде (дейтероацетонитрил/H2O) выявлено, что молекула существует 

в виде смеси нескольких конформеров (обнаружено 5). Химические сдвиги 

ядер 
1
H и 

13
C, соответствующие основному конформеру и пяти минорным, 

представлены в приложении в таблицах П1 и П2. 

4.2 Моделирование возможных структур CsL 

Для моделирования вариантов структуры был применен метод 

молекулярной механики, требующий экспериментально полученных данных, 

выступающих в качестве ограничений для генерируемых расстояний и углов 

(restraints). Межатомные расстояния 𝑟 были рассчитаны из данных спектра 

ROESY по нижеприведенной формуле: 
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𝑟 = 𝑟𝑐𝑎𝑙(
𝜎𝑐𝑎𝑙

𝜎
)

1
6, (19) 

где 𝑟𝑐𝑎𝑙 – априори известное межатомное расстояние (Sar3HA1-HA2, 𝑟𝑐𝑎𝑙=1.8 Å), 

𝜎𝑐𝑎𝑙 – интегральная интенсивность калибровочного кросс-пика, 𝜎 – 

интегральная интенсивность кросс-пика атомов, расстояние между которыми 

требуется вычислить. По полученным значениям была составлена таблица 1 для 

межатомных расстояний главного конформера CsL в системе 

дейтероацетонитрил/вода. 

Таблица 1 – Экспериментальные значения межатомных расстояний 

Кросс-пики 
Расстояние 

между 

атомами, Å 

Кросс-пики 

Расстояние 

между 

атомами, Å 

Bmt1HA-Abu2HN 2.74 Dal8HA-Mle9HMe 2.14 

Mle4HA-Val5HN 2.69 Mle10HA-Mva11HMe 2.30 

Mle6HA-Ala7HN 2.39 Mle4HA-HMe 2.49 

Ala7HA-Dal8HN 2.31 Mle6HA-HMe 2.44 

Mva11HA-Bmt1HN 2.41 Mle9HA-Mle10HA 2.08 

Bmt1HA-HN 2.28 Abu2HA-HB1 2.34 

Abu2HA-HN 2.39 Abu2HA-HB2 2.30 

Val5HA-HN 2.28 Abu2HB1-HB2 1.93 

Ala7HA-HN 2.48 Abu2HB2-HG 1.96 

Dal8HA-HN 2.30 Sar3HA1-HA2 1.80 

Abu2HA-Sar3HMe 2.16 Ala7HA-HB 1.94 

Sar3HA1-Mle4HMe 2.34 Dal8HA-HB 1.93 

Val5HA-Mle6HMe 2.16  

 

Моделирование основного конформера CsL было проведено в 

программном обеспечении Xplor-NIH [28]. Основой для создания файлов 

силового поля и топологии для начальной генерации структуры послужили 

внутренние файлы программы parallhdg.pro и topallhdg.pro. Файл топологии 
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задает тип атомов, заряд и связи между атомами, т. е. первичный «чертеж» 

молекулы, силовое поле же задает «набор правил» того, как взаимодействуют 

составляющие молекулы. Процедура имитации отжига проводилась при 

следующих параметрах: 𝑇𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 = 1000 К – начальная температура, 𝑇𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 = 100 

К – конечная температура, шаг охлаждения составил 0,09 К. Расчет структур 

проводился исходя из данных известной шаблонной структуры циклоспорина L, 

взятой из базы данных. В процессе отжига был создан ансамбль структур, 

учитывающих заданные значения геометрических параметров молекулы 

(расстояния между атомами из таблицы 1 и константы 
3
J(HN-HA), 

определяющие двугранный угол C-N-CA-C, обозначаемый как 𝜑), также была 

учтена D изомеризация аминокислоты Dal8. Результатом моделирования стали 

200 структур, из которых были выбраны 15 с наименьшей внутренней энергией. 

Для данных структур был проведен расчет углов 𝜑, 𝜓 и 𝜔. В таблице 

ниже приведены значения 𝜑 в отобранных структурах. 
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Таблица 2 – Значения двугранного угла 𝜑 для полученных структур 

№ Bmt1 Abu2 Sar3 Mle4 Val5 Mle6 Ala7 Dal8 Mle9 Mle10 Mva11 

1 37.39 -173.18 -37.92 39.34 54.55 84.49 -40.78 -54.96 43.48 -153.27 -129.39 

2 48.91 -143.78 -143.89 -119.54 32.64 40.42 -173.46 -169.38 42.12 -152.71 -100.32 

3 -39.65 29.39 -121.91 -126.61 -176.65 85.33 -59.16 46.89 44.48 -154.85 -114.54 

4 41.80 63.52 135.10 -109.09 43.02 43.06 73.01 178.84 47.02 -153.68 -136.24 

5 -69.85 -168.44 128.83 -147.35 -158.00 34.21 -173.70 -60.02 47.35 -151.08 -116.37 

6 50,25 -159.58 -133.92 65.98 29.78 63.43 59.16 -170.21 47.60 -151.02 -108.56 

7 41.09 12.91 -136.73 -114.09 -42.03 56.13 -39.25 -49.53 41.02 -155.01 -128.83 

8 50.46 -173.13 -119.11 82.28 -149.65 66.03 -45.83 -46.65 38.60 -153.65 63.49 

9 179.05 -84.67 96.54 41.79 -47.50 83.75 -39.27 -53.80 42.43 -151.18 76.73 

10 -52.30 -167.09 108.35 -130.27 54.02 81.99 59.81 41.94 -142.64 -152.11 -24.46 

11 46.78 -120.09 -140.40 58.03 58.23 60.30 -54.20 -165.82 -142.89 -156.32 -102.30 

12 42.74 -63.68 80.00 72.03 45.50 67.86 -157.82 -64.19 -134.64 -154.37 -123.45 

13 72.06 -46.60 -83.26 66.33 49.94 59.95 55.99 177.67 -120.53 -156.80 -120.38 

14 42.66 51.01 -141.23 -113.69 -173.65 41.58 -174.20 -167.33 42.91 -154.67 -101.63 

15 -49.95 -170.88 143.10 -104.50 -55.05 83.02 41.57 -83.44 46.18 -151.54 -126.79 

 

В нешироком диапазоне располагаются углы для Mle6, Mle9, Mle10 и 

Mva11, значения двугранных углов других аминокислотных остатков 

группируются в двух или даже трех интервалах (Val5, Ala7, Dal8). В качестве 

примера рассмотрим углы для Bmt1. В структурах 1, 2, 4, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 14 

значение угла равно в среднем 47.4° с разбросом 34.6°, а в структурах 3, 5, 9, 10, 

15 оно тяготеет к значению –52.9° с разбросом 12.7°. Такое распределение 

значений угла 𝜑 наглядно показано на рисунке 22. Можно предположить, что 

такое различие в подвижности связано с размеров боковых цепей аминокислот 

и с их расположением в молекуле циклоспорина в целом. 
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Рисунок 22 – График распределения значений угла φ для 15 структур с наименьшей 

внутренней энергией 

По значениям углов 𝜑 и 𝜓 лучших структур была составлена и 

проанализирована карта Рамачандрана (рисунок 23). Полученное распределение 

разрешенных областей указывает на склонность молекулы к образованию 

структуры типа β-листа. Как можно заметить, немало точек на графике 

располагаются в неоптимальных для данной структуры областях, и 

распределение разрешенных энергетических областей сильно отличается от 

данных, получаемых для линейных пептидов. На это имеется две основные 

причины: во-первых, большинство имеющихся данных не могут полностью 

верно отобразить ситуацию для таких небольших циклических пептидов, как 

циклоспорин [29]; во-вторых, дополнительное искажение от «идеальной» 

картины возникает в связи с присутствием непротеиногенных аминокислот, 

таких как Bmt1 и Abu2 [30]. 
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Рисунок 23 – Карта Рамачандрана для рассчитанных структур CsL 

Помимо двугранных углов были рассчитаны значения межатомных 

расстояний десяти лучших структур (таблица П3). Для метильных групп –CH3 

(n = 3) проводился расчет усредненного значения по формуле [31] 

𝑟эфф = [
1

𝑛
∑ 𝑟𝑖

−6

𝑛

𝑖

]

−
1
6

. (20) 

В результате моделирования для каждой структуры были получены 

расстояния, немного отклоняющиеся от ожидаемых значений в большую или 

меньшую сторону, однако сильных систематических отклонений не 

обнаружено. 

Для визуализации структур использовалась программное обеспечение 

UCSF Chimera [32]. В первую очередь в сгенерированных структурах были 

подтверждены корректность построения D-изомерного Dal8 и наличие 

цис-изомеризации между Mle9 и Mle10. По схожести геометрии 

смоделированные структуры можно разделить на два типа. Рассмотрим по три 

структуры с наименьшей внутренней энергией в каждой из них. 
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Рисунок 24 – Структуры циклоспорина L со схожей геометрией 

Для пептидной цепи в структурах первого типа (рисунок 24, а) 

наблюдается наибольшая пространственная сходимость в участках Mle4-Val5 и 

Mle9-Mva11, а среднеквадратичное отклонение координат атомов в данным 

участках составляет 0,88 Å и 0,84 Å, соответственно. В случае второго типа 

(рисунок 24, б), лучшая сходимость обнаружена на участках Mle4-Val5 и 

Ala7-Mle10, среднеквадратичное отклонение для них равняется 1,04 Å и 1,57 Å, 

соответственно. 

Также был проведен анализ возможных водородных связей, т. к. они 

представляют собой важный структурный фактор, стабилизирующий структуру 

и определяющий динамическое поведение молекулы [33]. В 5 структурах из 15 

было обнаружено появление внутримолекулярных водородных связей, 

информация о них приведена в таблице ниже. 
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Таблица 3 – Расположения водородных связей и их длины 

№ структуры Атомы связи Длина связи, Å 

13 Val11O-Bmt1OH 2,01 

169 Val11O-Abu2HN 1,66 

138 Val11O-Bmt1OH 1,83 

67 Val11O- Bmt1OH 1,97 

132 Mle10O-Bmt1HN 2,83 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ 

1. Были зарегистрированы двумерные ЯМР спектры циклоспорина L в 

растворе дейтероацетонитрил/вода – гомоядерные корреляционные 

COSY, TOCSY, ROESY и гетероядерные корреляционные HSQC, 

HMBC. Произведено соотнесение сигналов 
1
H и 

13
C как для главного 

конформера молекулы, так и для минорных (найдено 5). Обнаружен 

один участок цис-изомеризации (Mle9HA-Mle10HA) для главного 

конформера и три участка пространственного сближения 

альфа-протонов для минорных конформеров. 

2. По интегральным интенсивностям сигналов спектра ROESY 

рассчитаны межатомные расстояния для молекулярной структуры 

главного конформера CsL. 

3. Экспериментально полученные значения расстояний использованы в 

моделировании структуры при помощи метода имитации отжига в 

программном обеспечении Xplor-NIH. В некоторых из полученных 

структур встречается образование внутримолекулярных водородных 

связей. 

4. Качество полученных структур проверено путем сравнения 

межатомных расстояний с экспериментально полученными 

величинами. Карта Рамачандрана, построенная для смоделированных 

структур с наименьшей внутренней энергией, указывает на склонность 

молекулы к образованию структуры типа β-листа, что характерно для 

циклоспоринов. 
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Приложения 

Таблица П1 – Значения химических сдвигов атомов аминокислотных остатков 

для основного конформера CsL в ацетонитриле (м.д.) 

Аминокислотный 

остаток 
HN HMe Hα Cα Hβ Hγ Hδ 

Bmt1 7.19  4.58 62.48 3.75 1.34 1.87 

Abu2 7.45  4.78 51.50 1.63 0.91 - 
1.82 

Sar3  3.04 4.82 50.12 - - - 
3.56 

MLeu4  2.86 5.25 55.06 2.08 - 0.93 

1.63 0.79 

Val5 7.48  4.65 54.68 2.31 0.98 - 
0.84 

MLeu6  3.14 5.10 54.50 - - - 

Ala7 6.74  4.40 48.20 1.2 - - 

DAla8 7.56  4.65 46.15 1.24 - - 

MLeu9  3.08 5.64 48.52 2.01 1.26 0.89 

0.65 

MLeu10  2.65 5.08 57.05 2.08 - 0.93 

0.78 

MVal11  2.74 5.10 - - - - 
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Таблица П2 – Значения химических сдвигов атомов 

аминокислотных остатков для минорных конформеров CsL 

в ацетонитриле (м.д.) 

Аминокислотный 

остаток 
HN HMe Hα Cα 

Bmt1* 7.53  4.59 62.39 

Bmt1**** 7.27  4.48 65.80 

Abu2* 8.17  4.92 49.35 

Abu2**** 8.83  4.53 - 

Sar3*  3.24 4.70 49.96 
3.36 

Sar3****  3.26 4.55 49.12 
3.32 

MLeu4*  2.99 5.23 55.00 

MLeu4****  2.98 5.29 54.59 

Val5* 7.79  4.90 50.17 

Val5**** 7.48  4.65 - 

Mleu6*  2.97 5.09 54.50 

Mleu6**  - 5.02 55.30 

Mleu6***  2.90 5.11 55.30 

Mleu6*****  - 5.09 53.50 

Ala7* 7.92  4.34 48.55 

Ala7** 7.19  4.28 - 

Ala7*** 7.26  4.26 - 

Ala7***** 6.68  4.40 - 

DAla8* 7.26  4.79 45.15 

DAla8*** 7.73  4.62 - 

MLeu9*  3.09 5.48 49.70 

MLeu9**  - 5.23 - 

MVal11****  2.93 4.78 58.16 
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Таблица П3 – Значения межатомных расстояний по результатам моделирования для 10 лучших 

структур. Цветом обозначено отклонение от заданного в моделировании значения. 
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