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Аннотация. Низкомолекулярные RGD-пептиды и RGD-миметики широко иссле-
дуются в качестве лигандов нацеливания на соответствующий рецептор в диагно-
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риантов структуры лиганда на основе алифатического RGD-миметика. Метода-
ми молекулярного моделирования («слепой» докинг и докинг в активный центр) 
определены наиболее выгодные конструкции для образования устойчивого ком-
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пептидов Gnd-GABA-Gly-Asp(C16)2 и Gnd-β-Ala-Gly-Asp(C16)2 с потенциальной 
способностью ингибировать этот рецептор на поверхности опухолевых тканей.
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Интегрины – рецепторы клеточной адгезии, 
связывающие внеклеточный матрикс и цитоске-
лет. Среди разных типов интегринов (24 димера 
обнаружены у человека) выделяется интегрин 
αVβ3, который играет решающую роль в ангио-
генезе опухоли [1]. Он сверхэкспрессируется не 
в сосудах нормальных тканей, а на активирован-
ных эндотелиальных клетках новой сосудистой 
сети злокачественных клеток [2, 3]. В сочетании 
с многочисленными про- и антиангиогенными 
факторами этот интегрин участвует в процессах 
адгезии на разных стадиях развития рака, таких 
как рост опухоли, инвазия и метастазирование 
[4]. 

Интегрин αVβ3 – αβ-гетеродимерный транс-
мембранный гликопротеин, состоящий из двух 
субъединиц. Взаимодействие между субъедини-
цами осуществляется в основном за счет NH2-
концевых участков белков, которые совместно 
образуют «шаровидную головку»; остальные 
части формируют два стержнеобразных фраг-
мента, которые пронизывают плазматическую 
мембрану насквозь, взаимодействуя с ее обеи-
ми поверхностями [5]. Рецептор специфически 
распознает трипептидный мотив L-Arg-Gly-L-
Asp, так называемый RGD-пептид [6].

С момента открытия в 1984 г. [7] RGD-
мотив был обнаружен в составе многих бел-
ков внеклеточного матрикса [8]. В последнее 

десятилетие разработаны разнообразные ли-
нейные и циклические пептиды, содержащие 
RGD-последовательность для нацеливания на со-
ответствующий рецептор в терапии рака [9]. Ра-
диоактивно меченые RGD-пептиды используют-
ся в качестве агентов визуализации опухолей [10], 
RGD-мотивы имеют также хорошие перспективы 
в области регенерации, включая восстановление 
роговицы глаза и костных тканей [11]. 

В доклинических исследованиях различные 
RGD-пептиды или пептидомиметики использу-
ются в качестве селективных ингибиторов инте-
грина αVβ3 [12]. При этом отмечается, что наибо-
лее важными моментами являются структурные 
особенности RGD-лиганда и соответствующая 
конформация RGD-содержащих терапевтиче-
ских пептидов и белков, поскольку эти факторы 
влияют на сродство между RGD-мотивом и ин-
тегрином αVβ3. 

Таким образом, применение RGD-модифици-
рованных пептидов в медицине для ингибиро-
вания активности интегрина αVβ3 является мно-
гообещающей актуальной стратегией, однако 
многое еще остается неизвестным как на моле-
кулярном, так и на атомарном уровне [6].

Для научных исследований и практического 
применения низкомолекулярные RGD-пептиды 
или RGD-миметики обладают некоторыми пре-
имуществами: 

Abstract. Low molecular weight RGD peptides and RGD mimetics are widely studied 
as ligands targeting the corresponding receptor in the diagnosis and therapy of cancer, as 
well as in the fi eld of bone tissue regeneration. Some of them are undergoing preclinical 
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синтез RGD-пептидов относительно прост и 
недорог, что облегчает внедрение в клинику [13]; 

использование RGD-пептидов сводит к мини-
муму риск иммунной реактивности организма 
[14]; 

RGD-модифицированные конъюгаты с раз-
ными терапевтическими носителями, например 
полимерами или липосомами, обеспечивают бо-
лее легкий доступ агентов к опухолевым тканям 
[15, 16].

Цель настоящей работы – подбор оптималь-
ных вариантов структуры лиганда на основе 
алифатического RGD-миметика для образова-
ния устойчивого комплекса с интегрином αVβ3 
в сайте связывания рецептора с помощью ме-
тода молекулярного моделирования (докинга) 
для последующего синтеза наиболее выгодных 
конструкций.

Экспериментальная часть

Для проведения молекулярного моделирова-
ния взаимодействия лигандов с рецептором-ми-
шенью в работе использована пространственная 
структура интегрина αVβ3 (1JV2) из банка дан-
ных трехмерных структур белков и нуклеино-
вых кислот [17].

Молекулярный «слепой» докинг выполнен 
с использованием программного обеспечения 
HEX 8.0.0, подготовка рецептора проведена с 
помощью программного обеспечения UCSF 
Chimera 1.15, а лигандов – с помощью Chem3D 
Pro 12.0. Для докинга использованы следую-
щие параметры: тип корреляции Shape+Electro; 
пост-обработка OPLS Minimisation; режим FFT 
3D; размер сетки 0,6; диапазон рецепторов 180; 
диапазон лигандов 180; диапазон поворота 360; 
диапазон расстояний 40. Для проведения моле-
кулярного докинга в активный сайт использо-
вали программное обеспечение AutoDock Vina 
1.1.2.  Подготовка рецептора выполнена с помо-
щью программного обеспечения AutoDock 4.2 
(AutoDock Tools 1.5.7). Для докинга использова-
ны следующие параметры: grid box координаты 
центра (21.052; 34.435; 20.604), размер (54; 54; 
66), сплайсинг 0.631, число режимов 20. Для ви-
зуализации и характеристики связей лигандов с 
рецептором использовано программное обеспе-
чение BIOVIA Discovery Studio 2021.

Спектры 1Н-ЯМР регистрировали в дейте-
рохлороформе (CDCl3) на импульсном ЯМР-
спектрометре «BrukerWM-300» (Германия) 
с рабочей частотой 300 МГц. Внутренний 
стандарт – гексаметилдисилоксан. ИК-спектры 
регистрировали на ИК-Фурье-спектрометре 

«EQUINOX 55» («Bruker», Германия). Масс-
спектры получены методом MALDI на масс-
спектрометре «Bruker Ultraflex TOF/TOF» 
(Германия), в качестве матрицы использовали 
дигидроксибензойную кислоту. Тонкослойную 
хроматографию (ТСХ) проводили на пластинках 
с силикагелем Сорбфил (Краснодар) в системах 
растворителей: 

хлороформ : метанол = 9:1 (А); 
толуол : этилацетат 6:1 (Б); 
хлороформ : метанол 5:1 (В); 
хлороформ : метанол 1:1 (Г). 
Колоночную хроматографию проводили на 

силикагеле Acros 0,060–0,200 мм, 60 A (Бельгия), 
высота слоя сорбента 220 мм, диаметр колонки 
20 мм. Обнаружение пятен веществ по ТСХ осу-
ществляли нагреванием над пламенем спиртовки. 
Вещества, содержащие свободные аминогруппы, 
обнаруживали с помощью 5%-го раствора нинги-
дрина при нагреваниии до 50–80 °С. 

Дигексадециловый эфир (N-трет-бутокси-
карбонил)глицил-L-аспарагиновой кислоты 
(7). К раствору 0,385 г (2,20 ммоль) Boc-
глицина в 2 мл THF добавляли раствор 
N-гидроксисукцинимида в 2 мл THF, за-
тем раствор 0,545 г (2,64 ммоль) N,N′-
дициклогексилкарбодиимида в 2 мл THF. Смесь 
перемешивали 2 ч при 0 °С, осадок отфильтро-
вывали и прибавляли 0,77 г (1,30 ммоль) сое-
динения 5, после чего перемешивали 24 ч при 
комнатной температуре. Выделение продукта 
проводили с помощью колоночной хромато-
графии в системе (Б). Выход продукта 7 0,46 г 
(48,0%), Rf (Б) 0,36.

1Н-ЯМР-спектр, (CDCl3, δ, м.д.): 0,89 (т, 6Н, 
СН3); 1,27 (с, 54Н, СН2); 1,41 (с, 9Н, СН3(Boc)); 
1,62 (д, 4Н, СН2СН2ОСО); 2,80–3,09 (м, 2Н, 
СН2(Asp)), 3,74–3,93 (м, 2Н, СН2(Gly)); 4,00–
4,22 (м, 4Н, СН2ОСО); 4,82–4,88 (м, 1Н, СН 
(Asp)); 7,00 (д, 1Н, NH (Asp)).

Дигексадециловый эфир глицил-L-аспара-
гиновой кислоты (8). К 0,46 г (0,62 ммоль) сое-
динения 7 в 10 мл хлористого метилена при пере-
мешивании добавляли трифторуксусную кислоту 
6,38 г (0,056 моль). Через 2,5 ч растворитель уда-
ляли в вакууме. Остаток растворяли в хлоро-
форме, обрабатывали 5%-м раствором NaHCO3, 
сушили с помощью Na2SO4. Отгоняли органиче-
ский растворитель на роторном испарителе. По-
лучали 0,40 г (95%) продукта 8, Rf (В) 0,61. 

Дигексадециловый эфир (N-трет-бутокси-
карбонил)β-аланил-глицил-L-аспара-гиновой 
кислоты (10а).  К раствору 0,089 г (0,47 ммоль) 
Boc-β-аланина (9a) в 2 мл THF добавляли 0,115 г 
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(0,56 ммоль) DCC и 0,076 г (0,56 ммоль) HOBt, 
перемешивая при 0 °С. Через 30 мин прикапы-
вали раствор 0,270 г (0,42 ммоль) Gly-Asp(C16)2 
(8) в 10 мл THF. Смесь перемешивали сначала 
30 мин при 0 °С, а затем 24 ч при комнатной 
температуре. Очистку проводили с помощью 
тонкослойной препаративной хроматографии на 
пластинках с силикагелем в системе (А). Выход 
продукта 10a 0,093 г (27,4%), Rf (А) 0,78. 

1Н-ЯМР-спектр (СDCl3, δ, м.д.): 0,84 (т, 6H, 
CH3); 1,22 (с, 53H, CH2); 1,42 (с, 3H, СН3(Boc)); 
2,74 (т, 1H, CH2CO (β-Ala)); 2,81–2,84 (м, 1H, 
CH2 (Asp)); 3,72–3,81 (м, 1H, CH2 (Gly)); 3,98–
4,17 (м, 4H, СН2ОСО); 4,76–4,83 (м, 1H, СН 
(Asp)); 7,53 (д, 1H, NH (Asp)).

Дигексадециловый эфир (N-трет-бутокси-
карбонил)ГАМК-глицил-L-аспара-гиновой 
кислоты (10b).  К раствору 0,065 г (0,32 ммоль) 
Boc-γ-аминомасляной кислоты (9b) в 2 мл THF 
добавляли 0,080 (0,38 ммоль) DCC, 0,047 г (0,38 
ммоль) 4-диметиламинопиридина, перемешивая 
при 0 °С, и раствор 0,184 г (0,29 ммоль) Gly-
Asp(C16)2 (8) в 3 мл THF. Через 24 ч выпавший 
осадок отфильтровывали, реакционную массу 
промывали водой, растворитель отгоняли в ва-
кууме.  Получали продукт 10b 0,184 г (76,8%), 
Rf (А) 0,68. 

1Н-ЯМР-спектр (СDCl3, δ, м.д.): 0,87 (т, 
6H, CH3); 1,25 (с, 50H, CH2); 1,41 (с, 9H, СН3); 
2,28 (т, 1H, СН2СО (ГАМК)); 2,71–2,89 (м, 1H, 
СН (Asp)); 3,11–3,22 (м, 1H; СН2-NH (ГАМК)); 
3,97(т, 1H; СН2 (Gly)); 4,01–4,20 (м, 5H, СН2О–
СО); 4,79–4,87 (м, 1H, СН (Asp)); 8,19 (д, 1H, NН 
(Asp)). 

Дигексадециловый эфир β-аланил-глицил-L-
аспарагиновой кислоты (11а). К 0,060 г (0,074 
ммоль) соединения 10a в 5 мл хлористого метиле-
на при перемешивании добавляли трифторуксус-
ную кислоту 0,76 г (6,68 ммоль). Смесь оставля-
ли на 2,5 ч. Растворитель упаривали на роторном 
испарителе. Остаток растворяли в хлороформе 
(30 мл), промывали 5%-м раствором NaHCO3 
(2×30 мл), органическую фазу сушили с помо-
щью Na2SO4. Отгоняли растворитель в вакууме. 
Получали продукт 11a 0,042 г (80%), Rf (В) 0,67.

Дигексадециловый эфир ГАМК-глицил-L-
аспарагиновой кислоты (11b). Аналогично 
соединению 11а из 0,178 г (0,22 ммоль) соеди-
нения 10b получали продукт 11b 0,078 г (49%), 
Rf (В) 0,15.

N,N ′ -ди -трет -бутоксикарбонил -тио -
мочевина (13). К раствору 0,571 г (7,5 ммоль) 
тиомочевины (12) в 150 мл THF при 0 °C до-
бавляли 1,35 г (33,8 ммоль) NaH. Реакционную 

массу перемешивали 1 ч при комнатной тем-
пературе. Добавляли 3,60 г (16,5 ммоль) ди-
трет-бутилдикарбоната при 0 °C, получен-
ную суспензию перемешивали при комнатной 
температуре 2 ч. Осадок отфильтровывали. 
Далее реакционную массу обрабатывали 
5%-м раствором NaHCO3 (10 мл), добавляли 
воду (140 мл) и экстрагировали этилацета-
том (3×70 мл). Органическую фазу сушили 
Na2SO4, фильтровали и упаривали на ротор-
ном испарителе. Получали 1,75 г (84%) со-
единения 13, Rf (В) 0,50.

ИК-спектр (νмах, см
-1): 3178 (N-H), 2990, 2937 

(C–H), 1770, 1720 (C=O), 1560 (N–C=O), 1500 
(C–N), 1370 (CH3), 1335 (N–H), 1230 (CO–O), 
1137 (C=S), 870, 770.

Дигексадециловый эфир (N,N′-ди-трет-
бутоксикарбонил-гуанидино)β-аланил-глицил-
L-аспарагиновой кислоты (14а). К раствору 
0,050 г (0,18 ммоль) Boc2-тиомочевины (13) 
в 15 мл THF добавляли 1 мл Et3N и 0,090 г 
(0,35 ммоль) безводного сульфата меди(II).  Ре-
акционную массу перемешивали при комнат-
ной температуре 40 мин. Затем добавляли рас-
твор 0,040 г (0,056 ммоль) соединения 11a в 
5 мл THF и оставляли перемешиваться при ком-
натной температуре на 2 ч. Осадок отфильтро-
вывали, реакционную массу промывали водой. 
Растворитель удаляли на роторном испарителе. 
Получали продукт 14a 0,076 г (80%), Rf (Г) 0,75.

1Н-ЯМР-спектр (СDCl3, δ, м.д.): 0,87 (т, 6H, 
CH3); 1,24 (с, 40H, CH2); 1,41–1,51 (м, 14H, 
СН3); 1,60-1,79 (м, 5H, СН2СН2OCO); 2,62 (т, 
1H, СН2CO (β-Ala)); 3,38-3,49 (м, 1H, СН2–NH 
(β-Ala)); 3,61-3,79 (м, 1H, СН2-NH (Gly)); 4,03–
4,16 (м, 1H, СН2ОСО); 8,08 (с, 1H, NH). 

Дигексадециловый эфир (N,N′-ди-трет-
бутоксикарбонил-гуанидино)ГАМК-глицил-L-
аспарагиновой кислоты (14b). Аналогично из 
0,070 г (0,097 ммоль) соединения 11b получали 
продукт 14b 0,088 г (94%), Rf (А) 0,69.

1Н-ЯМР-спектр (СDCl3, δ, м.д.): 0,87 (т, 6H, 
CH3); 1,24 (с, 50H, CH2); 1,41–1,49 (м, 14H, 
СН3); 1,54–1,98 (м, 17H, СН2СН2ОСО); 2,23–
2,52 (м, 1H, СН2СО (ГАМК)); 3,17 (т, 1H, СН2–
NH (ГАМК)); 3,95–4,00 (м, 1H, СН2–NH (Gly)); 
4,01–4,16 (м, 3H, СН2ОСО); 4,74–4,85 (м, 4H, СН 
(Asp)); 8,01 (с, 1H, NH).

Дигексадециловый эфир гуанидино-β-ала-
нил-глицил-L-аспарагиновой кислоты (3).           
К 0,076 г (0,079 ммоль) соединения 14a в хлори-
стом метилене (1 мл) добавляли трифторуксус-
ную кислоту 0,91 г (7,97 ммоль). Смесь остав-
ляли на 3 ч. Растворитель отгоняли на роторном 
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испарителе. Очистку проводили с помощью 
тонкослойной препаративной хроматографии 
на силикагеле в системе (В). Получали продукт 
3 0,048 г (70%), Rf (В) 0,30. Масс-спектр m/z: 
[М]+ = 751,6 

Дигексадециловый эфир гуанидино-ГАМК-
глицил-L-аспарагиновой кислоты (4). К 0,080 г 
(0,083 ммоль) соединения 14b в хлористом ме-
тилене (1 мл) добавляли трифторуксусную кис-
лоту 1,23 г (8,28 ммоль). Смесь оставляли на 3 ч. 
Растворитель отгоняли на роторном испарителе. 
Очистку проводили с помощью тонкослойной 
препаративной хроматографии на пластинках с 
силикагелем в системе (А). Получали продукт 
4 0,060 г (82%), Rf (А) 0,30. Масс-спектр m/z: 
[М]+ = 765,6.

Обсуждение результатов

В целях определения оптимальной структуры 
целевых лигандов для образования устойчивого 
комплекса с интегрином αVβ3 проведен молеку-
лярный докинг. Были отобраны соединения-ли-
ганды, представляющие собой аналоги RGD-
пептида с гуанидиновыми производными ряда 
аминокислот вместо молекулы L-аргинина (2). 
Модифицированные таким образом лиганды по-
зволяют оценить силу взаимодействия липотри-
пептидов с активным центром в α-субъединице 

рецептора путем образования бидентатного со-
левого мостика (схема 1). 

Молекулярное моделирование для оценки 
связывания лигандов с интегрином αVβ3 про-
ведено с использованием двух программ: «сле-
пой» докинг и докинг в активный сайт. 

«Слепой» докинг подразумевает математиче-
ское моделирование взаимодействия лиганда со 
всей поверхностью белка без каких-либо пред-
варительных знаний о сайте связывания. В на-
стоящей работе в результате расчета «слепого» 
докинга получены сведения о значениях полной 
энергии связывания лигандов с мишенью (рис. 1).

Наилучшие результаты демонстрирует ли-
ганд 4, имеющий наибольшее абсолютное зна-
чение энергии взаимодействия 322,35 кДж/моль 
даже по сравнению с нативным лигандом RGD 
(1) 191,56 кДж/моль (рис. 2). 

Докинг в активный сайт предполагает нали-
чие данных о расположении активного сайта в 
мишени-рецепторе. В этом случае определяется 
способ взаимодействия (ориентация) лиганда в 
центре связывания. Результаты расчета докинга 
в активный сайт представлены на рис.  3.

Наибольшее абсолютное значение энергии 
обнаружено для лиганда 3 (4,8 ккал/моль), ко-
торое свидетельствует о сопоставимом резуль-
тате с данными для нативного RGD-мотива и 

С х е м а  1
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Рис. 1. Экспериментальные значения минимальных величин энергии взаимодействия лигандов 
с поверхностью белка-мишени

Рис. 2. Схематическое изображение предполагаемого взаимодействия 
лиганда 4 со всей поверхностью интегрина αVβ3



136
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2023. Т. 64. № 2 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2023. T. 64. № 2

Рис. 3. Экспериментальные значения минимальных величин энергии взаимодействия лигандов с активным 
центром интегрина αVβ3

Рис. 4. Схематическое изображение предполагаемого взаимодействия лиганда 3                
с активным центром интегрина αVβ3
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Рис. 5. 2D-диаграмма взаимодействий лиганда 3 с рецептором-мишенью

более сильном взаимодействии с мишенью, чем 
у остальных модификаций (рис. 4).

На рис. 5. представлены типы взаимодей-
ствий и характеристики связей лиганда 3 с ак-
тивным центром рецептора

Полученные результаты носят предсказатель-
ный характер, однако они позволили опреде-
лить структуры целевых соединений (лигандов). 
Синтез модифицированных липотрипептидов 3 
и 4 осуществлен по  схеме 2. 

Липодипептид 7 получали взаимодействи-
ем дигексадецилового эфира L-аспарагиновой 
кислоты (5) с Boc-Gly (6) в присутствии DCC и 
N-гидроксисукцинимида в качестве активаторов 
карбоксильной группы [18]. Продукт выделяли 
с помощью колоночной хроматографии на сили-
кагеле. Структура соединения 7 подтверждена 
данными 1Н-ЯМР-спектроскопии. В 1Н-ЯМР-
спектре присутствовали характерные сигналы 
протонов Boc-защитной группировки (с, 1,41 
м.д., 9Н, CH3), протонов Asp (м, 2,80–3,09 м.д., 

2Н, СН2; д, 7,00 м.д., 1Н, NH) и протонов Gly (м, 
3,74–3,93 м.д. 2Н, СН2).  

После удаления защитной группировки дей-
ствием трифторуксусной кислоты [19] к соеди-
нению 8 прибавляли Вос-β-Ala (9a). Реакцию 
проводили в присутствии DCC и HOBt. Продукт 
выделяли с помощью тонкослойной препара-
тивной хроматографии на пластинках с сили-
кагелем. Для синтеза соединения 10b реакцию 
проводили в присутствии DCC и DMAP [20]. 
Структуру синтезированных соединений 10а,b 
подтверждали данными 1Н-ЯМР-спектроскопии. 
Трет-бутилоксикарбонильную защиту соедине-
ний удаляли действием трифторуксусной кисло-
ты (схема 2).

Для имитации функциональной группы 
L-аргинина в структуре целевых лигандов ис-
пользовали модификацию N-конца синтези-
рованных липодипептидов путем введения 
гуанидиновой группировки, полученной из ди-
Boc-тиомочевины (13), которую синтезировали 
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по реакции тиомочевины (12) с Boc2O в присут-
ствии NaH [20]. 

Гуанидирование соединений 11а,b проводи-
ли в присутствии безводного сульфата меди(II) 
в качестве катализатора. Структура полученных 
соединений 14a и 14b подтверждалась данными 
1Н-ЯМР-спектроскопии. Boc-защитную группи-
ровку удаляли действием трифторуксусной кис-
лоты. В масс-спектрах целевых соединений 3, 4 
присутствовали пики молекулярных ионов.

Таким образом, в результате проделанной 
работы осуществлено молекулярное модели-
рование возможности образования устойчивых 
комплексов для модифицированных лигандов, 
позволяющее определить соединения-лиде-
ры Gnd-GABA-Gly-Asp(C16)2 и Gnd-β-Ala-Gly-

Asp(C16)2, которые потенциально обладают 
способностью эффективно связываться с биоми-
шенью и ингибировать ее. Наиболее достовер-
ными можно считать результаты направленного 
докинга, который выполняется непосредственно 
в активный сайт. Однако докинг носит предска-
зательный характер, поэтому для работы с по-
лученными данными, а также для дальнейших 
исследований по взаимодействию лиганд – ре-
цептор осуществлен химический синтез новых 
лигандов. Кроме того, полученные образцы име-
ют амфифильный характер, который позволяет 
использовать их для модификации и направлен-
ного транспорта к опухолевым клеткам липосо-
мальных конструкций, содержащих противоопу-
холевые препараты.
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