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Для моделирования физико-химических процессов в молекулярной динамике использовали пакет программ 
«Gromacs» и два метода: крупнозернистый и полноатомный. Был отмечен энергетически выгодный процесс модели-
рования биомолекул, имеющих много связанных взаимодействий между атомами. По результатам проведенного 
моделирования можно сделать вывод о способности ниосом формировать двойной слой в водной среде. Полученные 
результаты коррелировали с изучением антимикробной активности эндогенных дефензинов in vitro, что важно для 
распознавания механизмов взаимодействия антимикробных пептидов и мембран клеточных стенок (пептидогликана) 
антибиотикорезистентных микроорганизмов.
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To simulate physicochemical processes in molecular dynamics, the Gromacs software package and two methods were used: 
coarse-grained and full-atomic. An energetically advantageous process of modeling biomolecules having many related 
interactions between atoms has been noted. Based on the results of the modeling, we conclude that niosomes can form a 
double layer in an aqueous environment. The obtained results correlated with the study of the antimicrobial activity of 
endogenous defensins in vitro, which is important for recognizing the mechanisms of interaction of endogenous defensins and 
membranes of cell walls (peptidoglycan) of antibiotic-resistant microorganisms.
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Б иопленки представляют собой основную форму жизни 
большинства микроорганизмов в естественной среде, 

как сообщество микроорганизмов, растущее на различной 
поверхности. Эта высокоспециализированная трехмерная 
структура характеризуется высокой устойчивостью к проти-
вомикробным препаратам [1]. Эндогенные антимикробные 
пептиды (АМП) являются неотъемлемой частью врожденно-
го иммунитета человека. Их активность против широкого 
спектра бактерий, в том числе антибиотикорезистентных, 
хорошо известна [2]. Перспективным направлением, обеспе-
чивающим пролонгированность и снижение побочных эф- 
фектов, является использование нановезикул  – ниосом. 
Однако механизмы этих взаимодействий не до конца изуче-
ны. Моделирование in silico на компьютере структуры и 
функции молекул позволяет изучить закономерности и зако-
ны взаимодействий живых клеток. Целевая доставка эндо-
генных дефензинов ниосомами кремнийорганической при-
роды направлена на повышение эффективности их проник-
новения в биопленки с антибиотикорезистентными бактери-
ями [3–5]. Молекулярная динамика in silico изучает, как 
молекулы распознают друг друга и как будет происходить 
движение молекул во времени, к примеру, знание структуры 
рецептора и структуры действующей на него молекулы 
позволяет промоделировать их взаимодействие для рацио-
нального конструирования лекарств. В последующем необ-
ходима визуализация результатов при изучении антими-
кробной активности эндогенных дефензинов in vitro. 

Цель исследования: молекулярное моделирование in 
silico начального этапа направленной доставки эндогенных 
антимикробных дефензинов в мембрану антибиотикорези-
стентных бактерий с последующим изучением антимикроб-
ной активности in vitro. 

Материалы и методы

Первоначально проводили изучение процесса формиро-
вания ниосом методом молекулярной динамики. В качестве 
поверхностно-активного вещества  – элемента мембраны 
ниосомы был выбран эфир полиэтиленгликоля (ПЭГ) и по-
лидиметилсилоксана (ПДМС) производства компании Dow 
Corning. Для построения модели этих молекул проводили их 
параметризацию методом классической и крупнозернистой 
молекулярной динамики в программе GROMACS (рис. 1). 

Пространственная структура ниосом была построена в 
программе HyperChem в соответствии со структурной фор-
мулой [6, 7]. Для моделирования сборки мембраны было 
использовано силовое поле OPLS-AA. Предварительно про-
водилась оптимизация геометрии системы градиентным 
методом [8, 9]. Далее производилось моделирование моле-
кулярной динамики в соответствии с протоколом.

Альфа-дефензины выделяли из клеток крови, а бета-де-
фензины – из плацентарной ткани по оригинальной методи-
ке [10]. Выделенные АМП затем инкапсулировали в крем-
нийорганические ниосомы [11].

Антимикробную активность антибиотика оценивали на 
культурах Escherichia coli АТСС 25922, Staphylococcus aureus 
и Staphylococcus epidermidis NCTC 11047 по значению мини-
мальной подавляющей концентрации антибиотика (МПК) 
после микроразведений в бульоне. При посеве по 0,1 мл 
культуры из разведения 10-6 через 18 ± 2 ч при температуре 
инкубации 37 ± 1°С E. coli вырастала на плотной питатель-
ной среде в виде колоний светло-желтого цвета диаметром 
2,0–2,5 мм, а S. aureus – в виде колоний желтого цвета диа-
метром 1,0–1,2 мм.

Результаты исследования и их обсуждение

Сборка модели системы, состоящей из молекул эфира 
ПЭГ, ПДМС и воды, методами молекулярной динамики в 
изобарно-изотермических условиях (NPT-ансамбль) выяви-
ла формирование двойного слоя молекул эфира ПЭГ и 
ПДМС. Первоначально проводили моделирование само-
сборки мембраны ниосомы методом классической молеку-
лярной динамики [12, 13]. Расположение молекул ниосом 

Рис. 2. Моделирование молекулярной динамики самосборки 
мембраны ниосомы (графическое пространственное изобра-
жение моделируемой системы: время 0–80 нс).
Fig. 2. Molecular dynamics simulation of niosome membrane self-
assembly (Graphical spatial representation of the simulated system: 
time 0–80 ns).

Рис. 1. Пространственная структура вещества DC 5329 после 
оптимизации геометрии методом молекулярной механики mm+ 
в программе HyperChem.
Fig. 1. Spatial structure of the substance DC 5329 after geometry 
optimization using the mm+ molecular mechanics method in the 
HyperChem program.
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производилось случайным образом, после чего добавлялись 
молекулы воды таким образом, чтобы заполнить пустое про-
странство между молекулами (рис. 2).

Предварительно проводилась оптимизация геометрии 
системы градиентным методом [14]. Далее производилось 
моделирование молекулярной динамики в соответствии с 
протоколом. 

По результатам проведенного моделирования можно сде-
лать вывод о способности ниосом формировать двойной 
слой в водной среде. При этом полидиметилсилоксановая 
часть молекул ниосом располагалась во внутренней части 
двойного слоя, а полиэтиленгликолевые фрагменты обра-
щены к водной среде. Формирование двойного слоя проис-
ходило в течение 50–80 нс моделирования, включая этап 
термодинамического уравновешивания. Полученная струк-
тура далее использовалась для сборки и моделирования 
более крупного фрагмента мембраны ниосомы. Для этого 
был сформирован фрагмент мембраны из 9 блоков 

(3  x  3  блока). Сборка данного фрагмента мембраны осу-
ществлялась в несколько этапов: 

1) соединение 9 блоков мембраны DC 5329 (3 ряда по
3 блока) в структуру; 

2) добавление молекул воды;
3) оптимизация геометрии в силовом поле OPLS;
4) моделирование молекулярной динамики в соответ-

ствии с протоколом в течение 37 нс. 
По результатам моделирования были определены пара-

метры фрагмента мембраны ниосомы: толщина мембраны, 
размеры фрагмента, площадь фрагмента, количество моле-
кул ниосом на единицу площади мембраны ниосомы. Далее 
была произведена сборка системы с хаотичным расположе-
нием ниосом и 80  000 молекул воды (1 частица в методе 
крупнозернистой молекулярной динамики представляет 4 
молекулы воды) (рис. 3). 

Таким образом, можно сделать вывод, что происходит 
самоорганизация двуслойной мембраны ниосомы в различ-
ных временных интервалах. Формирование двойного слоя 
завершилось в течение 700–800 нс моделирования. 
Мембрана образуется самопроизвольно и является термо-
динамически устойчивой структурой.

Аналогичное моделирование самосборки мембраны нио-
сомы было произведено с использованием метода крупно-
зернистой молекулярной динамики в силовом поле Martini 
3.0. [15]. При этом фрагмент мембраны приобретает форму 
искривленного диска толщиной 10–12 нм с небольшим утол-
щением на краю до 12–13 нм (рис. 4, 5). 

Интерпретационные таблицы EUCAST содержат 
«Пограничные значения МИК для определения клинических 
категорий чувствительности бактерий к антибиотикам», где 
для результатов определения МПК клинических штаммов 
стафилококков и кишечной палочки к ципрофлоксацину 
предусмотрены следующие значения оценочных категорий: 
стафилококки, МПК: Ч (чувствительные)  – меньше или 
равно (≤) 1 мкг/мл, Р (резистентные) – >2 мкг/мл; кишечная 
палочка, МПК: Ч ≤ 0,5 мкг/мл, Р > 0,5 мкг/мл. 

В соответствии с этими данными оценивали результаты 
экспериментов по определению МПК антимикробных аген-
тов с точки зрения оценочных категорий чувствительности 
тестируемых штаммов к ципрофлоксацину и бацитрацину и 
косвенно судили об активности ниосомальных форм альфа- 
и бета-дефензинов в отношении указанных микроорганиз-
мов в сравнении с ципрофлоксацином.

Время, нс Графическое пространственное изображение 
моделируемой системы

Термодинамическое уравновешивание

0

100

300

640

Рис. 3. Формирование двухслойной мембраны ниосомы: время 
0–640 нс.
Fig. 3. Formation of the bilayer membrane of niosome: time 
0–640 ns.

Таблица. Активность пептидов и противомикробных препара-
тов против тестируемых бактериальных штаммов 
Table. Activity of peptides and antimicrobial drugs against the 
tested bacterial strains

Антимикробный агент /
Antimicrobial substance

МПК, мкг/мл / MIC, mcg/ml

E. coli S. aureus S. epidermidis

Бацитрацин / Bacitracin 512 / >512 128 / 128 32 / 64

Ципрофлоксацин / Ciprofloxacin 0,25 / 0,25 0,5 / 0,5 0,25 / 0,5

Ниосомальная форма  
альфа-дефензина /
Niosomal form of alpha-defensin

8 / 16 8 / 16 1 / 1

Ниосомальная форма  
бета-дефензина /
Niosomal form of beta-defensin

16 / 32 8 / 16 1 / 1
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При изучении антимикробной активности испытанные со-
единения показали разнообразные результаты в анализе 
МПК, выполненном для эталонных штаммов бактерий (та-
блица). Помимо бацитрацина, который оказался наименее 
активным, обычные противомикробные препараты проде-
монстрировали относительно более высокую активность по 
сравнению с АМП. Рост E. coli ингибировался ципрофлокса-
цином в концентрации 0,25 мкг/л, тогда как наиболее актив-
ные пептиды были эффективны при 8 мкг/л. Эти бактерии 
были восприимчивы к ципрофлоксацину, в то время как 
АМП и бацитрацин проявляли довольно слабую антибакте-
риальную активность. 

Протестированные ниосомальные формы дефензинов 
показали заметно более выраженную активность против 
грамположительных бактерий. Наиболее восприимчивым 
штаммом был S. epidermidis (значение МПК 0,5–1 мкг/л). 
Бацитрацин также проявлял более сильную активность в от-
ношении грамположительных штаммов.

In vitro все тестируемые штаммы S. aureus, S. epidermidis 
и E. coli обладали чувствительностью к ципрофлоксацину и 
ниосомальным формам альфа- и бета-дефензинов. При 
этом в аналогичных концентрациях МИК альфа-дефензина 
и, особенно, бета-дефензина были в 2–4 раза ниже по 
сравнению с аналогичными показателями для ципрофлок-
сацина.

Заключение 

Таким образом, ниосомы в водной среде формируют 
двухслойную мембрану толщиной 8–12 нм; гидрофильные 
группы (фрагменты ПЭГ) обращены к водной фазе, гидро-
фобные фрагменты ПДМС сосредоточены во внутренней 
части мембраны; мембрана образуется самопроизвольно и 
является термодинамически устойчивой структурой. Затем 
двухслойная мембрана укладывается в диск, у него округля-
ются края, и диск сворачивается в везикулу. 

In vitro все тестируемые штаммы S. аureus, S. epidermidis 
и E. coli обладали чувствительностью к ципрофлоксацину и 
ниосомальным формам альфа- и бета-дефензинов. При 
этом в аналогичных концентрациях МПК альфа-дефензина 
и, особенно, бета-дефензина были в 2–4 раза ниже по срав-
нению с аналогичными показателями для ципрофлоксацина. 

Полученные результаты помогут в дальнейшем изучать 
механизмы взаимодействия эндогенных дефензинов и мем-

бран клеточных стенок (пептидогликана) антибиотикорези-
стентных микроорганизмов.
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