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1. Summary

The outer leaflet of the outer membrane of the Gram-negative bacteria cell wall (Fig. 1.1A) is composed
of lipopolysaccharide (LPS) molecules. Being released to the blood flow during sepsis, LPS induce strong
immune response accompanied by pathological blood clotting. LPS induce blood coagulation both due to
the rupture and inflammation of the vessel walls (thus launching the extrinsic pathway of coagulation),
and by the direct activation of the intrinsic pathway. The details of the mechanisms involved remain
obscure despite the extensive experimental studies. In the present work we develop theoretical models of
the different time and space scales to elucidate the details of the LPS-induced blood coagulation during
the Gram-negative sepsis. In the first two chapters we provide the state of the art of the problem and
describe the methods we use. The third chapter is devoted to the analysis of the mathematical models
of blood coagulation. We determine the conditions of the existence of the traveling wave solutions in the
model of the self-sustained clot growth, estimate the speed of their propagation and demonstrate existence
of the pulse solution determining the critical value of the initial condition. Then, we consider the model of
blood coagulation under flow conditions and determine the critical size of the damaged zone leading to the
complete vessel occlusion by the clot. Finally, we develop and analyze the model of the contact system
activation by the LPS aggregates. In the fourth chapter we model the LPS supramolecular structure,
which has crucial impact on the LPS biological activity. We develop molecular dynamics models of the
LPS molecules, their aggregates and LPS-containing membranes of different composition and analyze
LPS conformational behavior in different environment.

Fig. 1.1: Gram-negative cell wall structure (A) and chemical structure of the Salmonella
typhimurium LPS .
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1 Mathematical models of blood coagulation

The chapter is devoted to the theoretical analysis of the various stages of the blood coagulation process: the
initiation, propagation and arrest of clot growth, as well as to the transient regimes, using mathematical
models. The key event in blood coagulation process is formation of the fibrin polymer resulting in blood
plasma gelation. This process is triggered by the enzyme thrombin present in plasma in excess in form of
its precursor prothrombin. Once sufficient amount of thrombin is formed near the initial activator, further
thrombin production appears due to functioning of the network of the proteolytic-enzymatic reactions
called the coagulation cascade (Fig. 1.2). If the thrombin concentration exceeds some threshold value,
then the positive feedback loops of the coagulation cascade provide self-sustained production of thrombin
and profile of its concentration propagates from the activation site with constant speed. Such behavior
corresponds to the traveling wave solution of the reaction-diffusion system describing main chemical
reactions of the cascade (Fig. 1.2). In the first section of this chapter we consider such model and derive
conditions of the existence and stability of the traveling wave solutions. In the following chapters we
analyze the coagulation system response to activation by LPS through the extrinsic pathway due to the
vessel wall damage, and through the intrinsic pathway due to the foreign surface exposure to the blood
plasma.

Fig. 1.2: Main reactions of the blood coagulation cascade.

1.1 Thrombin wave propagation

We consider the following one-dimensional reaction-diffusion model of the main reactions of the
coagulation cascade describing clot growth during the propagation phase:

∂v1
∂t

= D
∂2v1
∂x2

+ kV T − hV v1,

∂v2
∂t

= D
∂2v2
∂x2

+ kV IIIT − hV IIIv2,

∂v3
∂t

= D
∂2v3
∂x2

+ kXIT − hXIv3,

∂v4
∂t

= D
∂2v4
∂x2

+ kIXv3 − hIXv4,

∂v5
∂t

= D
∂2v5
∂x2

+ kXv4 + k∗Xv2v4 − hXv5,

∂T

∂t
= D

∂2T

∂x2
+ (kIIv5 + k∗IIv1v5)

(
1− T

T0

)
− hIIT.

(1.1.1)

where, vi and T denote the concentrations of the activated i-th factor and thrombin concentration
respectively. The considered system in monotone. We suppose that it has two positive stationary
points (is bistable) since such system describe the expected behavior of the coagulation system:
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clot formation normally starts only in response to the above threshold perturbation and the
speed of thrombin propagation was demonstrated to be independent of the initial stimuli in the
multiple experiments. Then, if we express the concentrations of all the factors vi as functions of
T under assumption of the detailed equilibrium and substitute them to the last equation, then
the stationary points of the resulting equation ∂T/∂t = ∆T +P (T ) will coincide with stationary
solutions of system (1.1.1) and the following theorem holds:

Theorem 1. Suppose that P (T ∗) = 0 for some T ∗ > 0 and P ′(0) 6= 0, P ′(T ∗) 6= 0. Let
u∗ = (v∗1, . . . , v

∗
5, T

∗) be the corresponding stationary solution of system (1.1.1). If there is one
more positive root of the polynomial P (T ) in the interval 0 < T < T ∗, then system (1.1.1) has a
monotonically decreasing traveling wave solutions u(x, t) = w(x − ct) with the limits u(+∞) =
0, u(−∞) = u∗ for a unique value of c.

We have demonstrated that in the bistable case under certain conditions the speed
of the wave propagation in model (1.1.1) converges to the speed of the propagation in the
one-equation model. Furthermore, we have estimated the wave speed of the one equation model
analytically. The estimate obtained by the narrow reaction zone method correlated well with
the computational speed in the more complex models.

The convergence of the solution of system (1.1.1) to a traveling wave is determined by the
choice of the initial concentrations distribution. By analogy with the scalar equation, the solution
of the monotone system (1.1.1) must converge to a traveling wave if the initial conditions are
greater than the pulse solution of the corresponding stationary problem. The following theorem
was proved using Leray-Schauder technique:

Theorem 2. There exists a pulse solution for the stationary system corresponding to
system (1.1.1) if and only if the speed c of the traveling wave solution of system (1.1.1) is positive.

1.2 Activation of blood coagulation due to the endothelium damage

Endothelium damage due to its interaction with LPS leads to the exposure of the tissue factor to
the blood flow and launches the extrinsic pathway of the coagulation cascade (Fig. 1.2). Final clot
size is restricted by the action of the plasma inhibitors and by the blood flow. We have developed
a computational model of the clot growth in the small vessel taking into account both those
factors and analyzed conditions for two different regimes of clot formation: partial (Fig. 1.3A)
and complete (Fig. 1.3B) vessel occlusion. It was demonstrated that for the rate of the flow
from the biological range (1000µm/s) the critical size of the damaged zone is of ∼ 90µm which
corresponds to the detachment of one endotheliocyte.

Fig. 1.3: Regimes of the partial (A) and complete (B) vessel occlusion, and the final clot height for
the different sizes of the damaged zone (C) in the model of the extrinsic pathway activation. Time
endpoint observable kallikrein concentration for different values of the LPS concentration (D) in
the model of contact activation (line) compared to experimental data (dots and error bars).
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1.3 Contact system activation on the surface of the LPS aggregates

LPS bring strong negative charge and thus are recognized as a foreign surface by a host activating
the contact system. The key enzyme of this process is factor XII (FXII) that contributes to the
activation of factor XI and thus promotes thrombin activation through the reactions of the
coagulation cascade. Activation of FXII is promoted by kallikrein (Kr) whose concentration
is usually measured in the experiments. We have developed an ordinary differential equation
model describing the kinetics of the corresponding reactions occurring in response to the LPS
exposure to the plasma proteins and performed parameter fitting to reproduce experimental
data. The developed model allowed us to describe the observed phenomenon of the inhibition
of the contact pathway activation by high LPS concentrations (Fig. 4.15D). According to the
model results, for the LPS concentration higher than the optimal one, surface concentrations
of the contact pathway factors decrease because of the activating surface excess leading to the
lack of the available dissolved factors. Thus, the contact system activation by LPS is strongly
surface-dependent and depends on the LPS aggregation state in plasma.

2 MD simulations of the LPS-containing systems

Each LPS consists of the three main parts: hydrophobic lipid A anchored to the membrane,
negatively charged central oligosaccharide and polysaccharide O-antigen chain (Fig. 1.1B). The
most immunogenic part of the LPS molecule is lipid A, which is shielded by the O-antigens when
incorporated to the cell wall or to the molecular aggregate. High chemical heterogeneity of the
LPS molecules significantly hinders experimental investigation of their spatial structure. Thus,
on the first stage of our study we have performed molecular dynamics (MD) simulations of the
different LPS components in order to validate force field parameters for the simple systems. We
have equilibrated the symmetric Re-LPS/Re-LPS bilayer and chosen the parameters reproducing
a relevant value of the area per lipid. Then, we have performed extensive analysis of the long (12
repeating units) polysaccharide O-antigen chains behavior in solution. We have demonstrated
that conformational dynamics of the long O-antigen chain in solution is adequately reproduced
in OPLS-AA, but not in GLYCAM force field (Fig. 1.4).

100 200 300 4000
1.0

2.0

3.0

4.0

g
yr

a
ti

o
n

 r
a
d

iu
s,

 n
m

time, ns

BA GLYCAMOPLS-AA

100 200 300 4000
1.0

2.0

3.0

4.0

time, ns

Fig. 1.4: Gyration radius of the O-antigen chain in OPLS-AA (A) and GLYCAM (B) models
during the 400 ns MD simulation at the temperature of 300K. The corresponding chain
conformations are shown for one of the simulations (red line) with the time step of 50 ns.

The developed models of the rough LPS and of the O-antigen chains were used to construct
the models of the LPS membranes and aggregates. Since the conformational behavior of the O-
antigen chain significantly depend on the environment, we have performed comparative analysis
of two LPS membranes of the different composition. We observed formation of the densely packed
elongated chains in case of the pure LPS membrane with homogeneous distribution of the O-
antigens (Fig. 1.5A), and formation of the complex heterogeneous O-antigen layer in case of the
presence of proteins in the model membrane (Fig. 1.5B). Tangling of the O-antigen chains in the
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second case occurs due to the interaction of the middle parts of the chains demonstrating lower
mobility during the simulation (Fig. 1.5 E).

Interaction of the O-antigen chains also contribute to the micelles structure stabilization.
According to the developed models of the LPS micelles of different composition (Fig. 1.5D), the
stability of the considered LPS-aggregates increases with the increasing number of molecules and
with the increase of the polysaccharide part in their composition (Fig. 1.5 F).

Fig. 1.5: The final structure of the models of the pure (A) and protein-containing (B) LPS
membranes, and corresponding root mean square fluctuation values for different part of the O-
antigen chains (D, E). Final structure of the LPS-micelle models (C) and the exposed hydrophobic
surface are as function of number of molecule per micelle (F) for Re- (orange), Ra- (green) and
S-LPS (purple).

3 Conclusions

The theoretical results obtained for the considered mathematical models of the LPS-induced
blood coagulation can be further used to estimate the magnitude of the critical disturbance for the
more complex models. In particular, the model of the clot formation due to the extrinsic pathway
activation can be used to the reproduce the increase of the coagulation-promoting surface area
after the endothelium damage by LPS and the dynamics of the multiple clot formation. The
contact pathway activation model can be used, in turn, to evaluate the influence of the different
concentrations and different aggregate state of LPS on the plasma clotting rate.

The validated parameters of the interatomic interactions can be used to create a wide
range of models of the LPS molecules of different chemical structures. The models of the LPS-
membranes and LPS-aggregates obtained in the work can be used to model their interaction with
various antimicrobial agents, as well as to analyze the role of various parts of the LPS molecule
both in the formation of the aggregate structure and in the stability of the corresponding bacterial
strains.
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Введение

Развитие системного воспалительного ответа (сепсиса) при инфекционном заражении яв-
ляется одной из наиболее распространенных причин смертности в больницах. По данным,
полученным для пациентов, поступивших в отделения интенсивной терапии больниц США,
общая смертность при развитии септической реакции составляет около 30%, при том, что
для более тяжелого синдрома септического шока это значение составляет 50% [1,2]. Одним
из серьезнейших физиологических осложнений при сепсисе является синдром диссемини-
рованного внутрисосудистого свертывания (ДВС-синдром), который характеризуется обра-
зованием тромбов по всему организму, ведущему к закупорке сосудов и отказу жизненно
важных органов [2].

Активация системы свертывания крови в ответ на заражение представляет собой за-
щитный механизм, основная задача которого — иммобилизация патогена. Диссеминирован-
ный тромбоз является следствием выхода из-под контроля этой физиологической реакции,
что связано, прежде всего, с распространением чужеродных клеток по всему организму с
током крови. Наиболее распространенным патогеном, вызывающим сепсис, являются гра-
мотрицательные бактерии (∼ 60% случаев заражения [3]). Реакция организма на заражение
грамотрицательной инфекцией связана, в первую очередь, с попаданием в кровь компо-
нентов клеточной стенки бактерий — липополисахаридов (ЛПС), высвобождающихся при
разрушении бактериальных клеток. ЛПС представляют собой крайне иммуногенные моле-
кулы, способные активировать как врожденный, так и приобретенный иммунитет. Помимо
активации иммунного ответа, ЛПС связываются со специальными клеточными рецептора-
ми на поверхности моноцитов и нейтрофилов, актвивируя их, а также вызывают воспаление
и апоптоз клеток эндотелия [2]. В результате, попадание ЛПС в кровяное русло ведет к ак-
тивации плазменного звена системы свертывания крови, что, в совокупности с обсуждаемой
ролью ЛПС в активации тромбоцитов [4, 5], провоцирует образование тромбов [6].

Основным событием, ведущим к образованию тромба при активации плазменного зве-
на системы свертывания крови, является локальный переход плазмы в гелеобразное состо-
яние за счет образования нерастворимых волокон полимерного фибрина. Образование фиб-
рина из его предшественника фибриногена происходит в результате запуска каскада биохи-
мических реакций взаимной активации присутствующих в крови проферментов с образова-
нием активных ферментов, который называется каскадом свертывания крови. Ключевым
ферментом каскада является тромбин, способный активировать фибриноген. За счет нали-
чия положительных обратных связей в каскаде свертывания наработка тромбина в ответ на
начальный стимул происходит лавинообразно, обеспечивая быстрое формирование тромба
вблизи активатора. Запуск реакций каскада свертывания при сепсисе происходит в ответ
на два основных типа событий: появление в кровяном русле тканевого фактора (ТФ) при
нарушении целостности эндотелия или активации моноцитов (внешний путь), и попадание
в кровоток чужеродной поверхности бактерий или ЛПС (внутренний путь). Взаимодей-
ствие ЛПС с клетками крови также дополнительно ведет к образованию прокоагулянтных
микрочастиц, которые способны усиливать динамику образования тромбов [7].

На сегодняшний день показано, что подавление развития спонтанного тромбообразо-
вания через ингибирование системы свертывания может снижать уровень воспалительного
ответа и улучшать выживаемость при развитии сепсиса [2]. Влияние различных факторов
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на динамику образования тромбов активно изучается экспериментально с целью разработки
регулирующих ее препаратов. Несмотря на значительный прогресс в описании отдельных
компонентов системы свертывания, суммарный ответ этой сложной системы на точечные
возмущения часто оказывается невозможным предсказать, исходя из доступных экспери-
ментальных наблюдений. В связи с этим, на протяжении нескольких десятилетий ключевую
роль в исследовании процесса образования тромбов играет математическое и компьютерное
моделирование. Модели образования тромбов в различных условиях позволяют воспроизве-
сти два основных свойства системы свертывания — пороговый ответ на возмущение и быст-
рый рост сгустка в случае активации каскада свертывания. Основополагающая гипотеза,
объясняющая подобное поведение системы, была сформулирована в работе Атауллаханова
и Гурии в 1994 году [8]. Было предположено, что процесс нарастания концентрации тром-
бина в пространстве, обеспечивающий рост тромба, имеет автоволновую природу. Иными
словами, в терминах математической модели, динамика изменения концентрации тромбина
в пространстве соответствует автомодельному решению системы, распространяющемуся с
постоянной скоростью, и имеющему постоянный профиль. Многочисленные подтвержде-
ния этой гипотезы получены в разнообразных экспериментальных работах [9, 10]. Тем не
менее, аналитическое исследование математических моделей процесса свертывания кро-
ви существенно затруднено сложностью рассматриваемой системы. Основные теоретиче-
ские результаты получены для пространственно однородных моделей кинетики образова-
ния тромбина [11,12], а также для упрощенных пространственно распределенных моделей,
включающих в себя минимальное количество переменных [13]. В разделе 1 главы 4 пред-
ставленной диссертации приведено аналитическое исследование процесса распространения
автоволны тромбина для пространственно распределенной модели, описывающей основные
реакции каскада свертывания.

Помимо учета большого количества компонентов каскада свертывания крови, моде-
лирование процесса тромбообразования существенно осложняется влиянием геометрии рас-
сматриваемых систем на динамику формирования сгустка. Как было показано в модельных
и экспериментальных исследованиях, пространственные эффекты играют ключевую роль
при образовании сгустка вблизи поврежденной стенки сосуда в случае запуска внешнего
пути каскада свертывания [9,10]. Важнейшими факторами в таком процессе являются гео-
метрия сосуда, размер поврежденной области и скорость тока плазмы. Роль последних двух
факторов проанализирована с использованием модели активации внешнего пути каскада
свертывания крови при повреждении сосуда, описанной в разделе 2 главы 4. Активация
контактной системы на инородных объектах в плазме крови, в свою очередь, зависит от пло-
щади и структуры поверхности активатора [14]. Природа веществ, вызывающих активацию
контактной системы при сепсисе, широко обсуждается [15, 16]. Результаты экспериментов
in vitro по активации факторов контактной системы демонстрируют потенциальную роль
ЛПС в этом процессе [17, 18]. При этом, существенное влияние на степень активации кон-
тактной системы оказывает склонность амфифильных молекул ЛПС к агрегации в водном
растворе. Экспериментально было показано, что структура надмолекулярных агрегатов
ЛПС существенным образом влияет на степень их биологической активности [19–21]. Мо-
дель активации контактного пути свертывания крови агрегатами ЛПС описана в разделе 3
главы 4.

Влияние пространственной структуры ЛПС и ЛПС-агрегатов на особенности их вза-
имодействия с клетками организма хозяина, а также на степень устойчивости грамотри-
цательных бактерий к воздействию антибиотиков в составе клеточной стенки отмечено в
различных экспериментальных работах [22, 23]. Тем не менее, природу наблюдаемых раз-
личий в степени активности разных типов ЛПС и ЛПС-структур часто невозможно объ-
яснить, не принимая во внимание пространственную организацию как отдельных молекул
ЛПС, так и их агрегатов. Экспериментальное исследование трехмерной структуры ЛПС
осложняются существенной неоднородностью их химической структуры, а также неопреде-
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ленностью их конформаций, что особенно критично для дистальной полисахаридной части
ЛПС, О-антигена, имеющего длину до сотен гексапиранозных остатков в случае патогенных
штаммов [24]. Теоретическое решение задачи о пространственной укладке столь длинных
цепей сродни решению задачи о фолдинге белка и сталкивается с аналогичными пробле-
мами (парадокс Левинталя), но дополнительно осложнена тем, что никакой однозначно
определенной конформации для цепочек О-антигена не существует. Более того, в реаль-
ных системах фолдинг цепей О-антигена всегда происходит при взаимодействии с другими
молекулами и, тем самым, существенно зависит от окружения.

В отсутствие прямых экспериментальных данных, в последние годы начинают по-
являться работы, посвященные моделированию структуры ЛПС и ЛПС-содержащих си-
стем методами молекулярной динамики (МД). Моделирование конформационной динами-
ки ЛПС в мембранном окружении проводилась для нескольких моделей ЛПС-мембран
E. coli [25–27]. В упомянутых моделях моделирование поведения О-антигена было проведе-
но на минимальном, качественном уровне. Более подробные исследования конформацион-
ной подвижности О-антигенов были проведены при моделировании свободных фрагментов
О-антигена в растворе [28–32]. В то же время, при моделировании ЛПС-содержащих систем,
влияние выбора силового поля и начальных условий на результаты моделирования все еще
требует детального исследования (раздел 1–3 главы 5). В перспективе, аккуратно верифи-
цированные МД модели позволят пролить свет на молекулярные детали взаимодействия
клеток грамотрицательных бактерий, а также фрагментов их клеточной стенки (раздел 6
главы 5), и агрегатов ЛПС (раздел 5 главы 5) с белками каскада свертывания, а также
лучше понять различия в степени активности ЛПС различных штаммов.

Представленная работы имела две основные цели:

• получить аналитические оценки условий формирования тромба при попадании в
кровь ЛПС;

• исследовать пространственную структуру ЛПС и ЛПС-содержащих систем методом
молекулярной динамики.

Для достижения целей работы были поставлены следующие задачи:

• при помощи математических моделей оценить величину критического возмущения
системы свертывания, оценить скорость роста тромба и критический размер повре-
ждения, ведущий к закупорке сосуда;

• построить модель активации контактного пути каскада свертывания крови, учитыва-
ющей агрегатное состояние ЛПС;

• создать и валидировать полноатомные модели молекул ЛПС, их мицелл и фрагмента
ЛПС мембраны;

• исследовать пространственную структуру свободных О-антигенных цепей в растворе,
в составе мицелл и в мембранном окружении с использованием методов молекулярной
динамики.

Научная новизна работы. В работе проведено теоретическое исследование модели ос-
новных реакций каскада свертывания крови и получены аналитические условия существо-
вания автоволновых решений и решений типа пульс, ранее сформулированные только для
более простых систем. Получена аналитическая оценка скорости распространения автовол-
ны концентрации тромбина, которую обычно оценивают по результатам вычислительного
эксперимента или с использованием смешанного теоретического и вычислительного подхо-
дов. Впервые разработана математическая модель активации контактной системы на ЛПС
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агрегатах. Впервые проведен сравнительный анализ конформационного поведения МД мо-
дели длинной полисахаридной цепи О-антигена в растворе для разных силовых полей.
Впервые построены модели ЛПС-мицелл, содержащих в своем составе углеводную часть.
Впервые проведен сравнительный анализ конформационного поведения длинных цепей О-
антигена в мембранном окружении для МД модели чистого ЛПС-бислоя и ЛПС-мембраны,
содержащей в своем составе белок.

Теоретическая и практическая значимость работы. Аналитические условия сходи-
мости решения реакционно-диффузионной модели каскада свертывания к автоволне имеют
важное значение для понимания общих принципов пороговой активации системы сверты-
вания крови. Математическое моделирование кинетики реакций контактной системы при
ее активации ЛПС может пролить свет на некоторые механизмы ее функционирования
в условиях грамотрицательного сепсиса. Разработка валидированных молекулярных моде-
лей ЛПС, ЛПС-мембран и ЛПС-агрегатов необходима для анализа связи пространственной
структуры ЛПС с их биологической активностью, а также для разработки специфических
сорбентов.

Основными методами проведения диссертационного исследования являлась разра-
ботка и анализ математических моделей, описывающих разные стадии процесса свертыва-
ния крови, а также моделирование методами молекулярной динамики пространственного
устройства ЛПС-содержащих систем.

Положения, выносимые на защиту:

• достаточным условием начала распространения автоволны тромбина в упрощенной
модели каскада свертывания крови является превышение начальным возмущением
решения стационарной системы типа пульс;

• в небольших сосудах (венулах) образование тромба, закупоривающего сосуд, возмож-
но при размере повреждения, сравнимом с размером одного эндотелиоцита;

• немонотонная зависимость степени активации контактной системы в ответ на попа-
дание ЛПС обусловлена агрегатным состоянием ЛПС в растворе;

• основным событием, ведущим к компактизации О-антигена S. typhi-murium, как в
растворе, так и в мембранном окружении, является переход в анти-ψ состояние О-
гликозидной связи между остатками маннозы и рамнозы;

• увеличение длины углеводной части ЛПС в составе ЛПС-агрегатов ведет к стабили-
зации их структуры за счет взаимодействия О-анти-генных цепочек;

• увеличение количества молекул в составе мицеллы ведет к снижению площади гид-
рофобной поверхности, экспонированной в раствор;

• трехмерная организация О-антигенного слоя на поверхности мембраны в МД расчетах
существенно зависит от начального распределения цепей в плоскости мембраны;

• присутствие остатка арабинозы в составе липидной части ЛПС может существенно
увеличивать равновесную проекционную площадь ЛПС в мембране.
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2. Обзор литературы

1 Система свертывания крови

Основой функцией системы свертывания крови является предотвращение кровотечения при
нарушении целостности стенки сосуда. Помимо своей прямой задачи, переход плазмы кро-
ви в гелеобразное состояние также служит важным защитным механизмом, позволяющим
иммобилизовать патогены, попадающие в кровяное русло. Активация системы свертывания
при заражении грамотрицательной инфекцией ведет к образованию тромбов по всему ор-
ганизму, закупорке сосудов и отказу жизненно важных органов, тем самым являясь одной
из основных причин смертности при заражении.

Основным событием, ведущим к образованию тромбов в кровеносных сосудах, явля-
ется наработка фибрина из его предшественника фибриногена. Мономеры фибрина спо-
собны полимеризоваться, образуя нерастворимые волокна, захватывающие клетки крови и
формирующие кровяной сгусток. Протеолитическое расщепление фибриногена, ведущее к
образованию фибрина, происходит под действием специального фермента тромбина, кон-
центрация которого определяет динамику формирования кровяного сгустка. Тромбин яв-
ляется сериновой протеазой и в нормальных условиях присутствует в плазме в форме своего
неактивного предшественника — протромбина. Наработка тромбина в ответ на возмущение
системы свертывания происходит в результате цепи биохимических реакций превращения
неактивных плазменных факторов (проферментов) в их активную форму (рис. 2.1) [33–35].
Основными участниками каскада свертывания являются сериновые протеазы, образующи-
еся из своих неактивных предшественников в результате гидролиза. Факторы Xа, IXа и
XIа напрямую участвуют в реакциях активации протромбина, фактора X и фактора IX,
соответственно [36]. Факторы Vа и VIIIа, в свою очередь, существенно ускоряют процесс
протеолитического расщепления протромбина и фактора X, соответственно, формируя ак-
тивные комплексы протромбиназы [FVa, FXa] и внутренней теназы [FVIIIa, FIXa] (рис. 2.1).
Сам тромбин напрямую участвует в протеолитическом расщеплении фактора XI, а также
вносит свой вклад в активацию факторов IX и X через гидролиз факторов V и VIII. Та-
ким образом, каскад свертывания обладает тремя положительными обратными связями,
обеспечивающими автокаталитическую наработку тромбина.

1.1 Распространение волны свертывания

Автокаталитическое образование тромбина в реакциях каскада свертывания ведет к быст-
рому распространению волны концентрации активированных факторов в область неакти-
вированной плазмы. При этом, наблюдается четкая граница перехода плазмы из жидкого
состояния в гелеобразное. Такое поведение соответствует распространению волны возбуж-
дения в реакционно-диффузионной системе, имеющей два устойчивых стационарных состо-
яния. Эта гипотеза была впервые сформулирована в работе Атауллаханова и Гурии [8] и
позже подтверждена в многочисленных экспериментах, подробный анализ которых пред-
ставлен в двух обзорных работах [9,10]. Вслед за математическим определением, введенным
для описания автомодельных решений в системах, описывающих распространение тромби-
на, распространение волны тромбина с постоянной скоростью часто называется автоволно-
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Рис. 2.1: Схема реакций каскада свертывания крови.

вым процессом [37] или автоволной свертывания.
В многочисленных экспериментальных работах, большая часть которых проведена

группой проф. Атауллаханова и группой проф. Исмагилова, было показано, что распро-
странение волны свертывания происходит в самоподдерживающемся режиме [38–47]. Ос-
новными методами определения положения фронта волны свертывания является оптиче-
ское обнаружение полимеризованного фибрина по светорассеянию и определение актив-
ности тромбина с помощью флуорогенного субстрата [39]. Наблюдаемые в эксперименте
профили волны тромбина и фибрина имеют достаточно крутой фронт, тем самым подтвер-
ждая гипотезу о роли реакции в распространении тромбина, — при чисто диффузионном
распространении фронт был бы существенно сглажен. Более того, форма профиля кон-
центрации как тромбина, так и полимера фибрина остается практически неизменной во
времени [44].

Автоволновая природа процесса свертывания крови также подтверждается при оцен-
ке скорости формирования сгустка. Спустя небольшое время с момента активации скорость
распространения волны тромбина и запаздывающей по отношению к ней волны полимери-
зованного фибрина достигают постоянного значения [39,41,47]. Эта скорость не зависит от
природы начального стимула [39–41] и определяется только свойствами самой плазмы, в
частности, концентрациями факторов свертывания [39–44, 48]. Экспериментальные значе-
ния скорости распространения волны тромбина, составляет около 20мкм/мин при 25 ◦С и
примерно 41мкм/мин при 37 ◦С [47]. Скорость распространения фронта полимеризованного
фибрина в плазме здорового донора составляет примерно 35–50мкм/мин при температуре
37 ◦С [40–44, 47, 48]. Как было отмечено ранее [9], такая скорость распространения волны
дает скорость роста тромба примерно в 50 раз больше, чем могла бы наблюдаться при
распространении тромбина только за счет пассивной диффузии.

Важную роль в процессе наработки тромбина играют тромбоциты, предоставляя по-
верхность для образования активных комплексов [FIXa, FVIIIa] и [FXa, FVa] [49, 50]. В то
же время, при варьировании концентрации тромбоцитов в нормальном физиологическом
диапазоне (1.5 · 105–4 · 105 клеток/мкл) скорость распространения волны почти не отли-
чается [39, 51], хотя полное удаление тромбоцитов из системы in vitro ведет к замедлению
распространения волны свертывания в несколько раз. Этот эффект предположительно свя-
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зан с тем, что даже очень небольшое количество тромбоцитов является достаточным для
предоставления необходимой каталитической поверхности для обеспечения скорости обра-
зования тромбина, достаточной для распространения волны свертывания крови [9].

Уменьшение концентрации факторов свертывания в плазме крови, в свою очередь,
может препятствовать формирования автоволны свертывания. В частности, в случае гемо-
филии A и B недостаток ключевых факторов каскада свертывания (FVIII и FIX) нарушает
процесс автокаталитической наработки тромбина и, как следствие, рост сгустка определя-
ется скоростью диффузии реагентов, что ведет к существенному замедлению процесса и,
видимо, объясняет развитие кровотечений у пациентов [41].

Менее очевидны последствия недостаточности FXI у пациентов с гемофилией C.
Несмотря на то, что в нескольких исследованиях сообщалось о повышенном риске кро-
вотечения у пациентов c пониженным уровнем FXI [52,53] и о повышенном риске сердечно-
сосудистых заболеваний у пациентов с повышенным уровнем FXI [54,55], корреляция между
риском развития патологии и уровнем активности FXI невелика [52]. В отличие от петли об-
ратной связи факторов VIII и V, чье действие в каскаде свертывания требует присутствия
активированных факторов IXa и Xa, петля обратной связи FXI зависит только от наличия в
системе тромбина. В экспериментах in vitro было показано, что при концентрации FXI ниже
некоторого критического значения в системе не наблюдается образование автоволны свер-
тывания [44,48]. Этот эффект был объяснен тем, что низкая скорость ингибирования FXIa
позволяет ему диффундировать на большие расстояния от места активации, что делает
вклад FXIa принципиально необходимым для распространения волны тромбина на боль-
шом расстоянии от места повреждения [48]. Первичный ответ системы свертывания, при
этом, почти полностью зависит от активации петли положительной обратной связи FV [56],
что, по-видимому, объясняет более низкие риски кровотечений для пациентов, больных
гемофилией C по сравнению с пациентами с гемофилией A или B.

1.2 Механизмы остановки роста тромба

Распространение волны тромбина в плазме крови регулируется несколькими механизмами,
предотвращающими полный переход плазмы в гелеобразное состояние. В первую очередь,
это два основных биохимических антикоагулянтных механизма [6]: путь антитромбина и
путь активированного протеина C. Недостаток антитромбина или протеина C у людей при-
водят к повышенному риску тромбоза [57–59].

Антитромбин является ингибитором FХа, тромбина и FIXa, а также факторов внеш-
него пути ТФ и FVIIa (см. раздел 1.3), тем самым контролируя процесс формирования
тромбина на начальном этапе активации системы свертывания [60–62]. Путь протеина C
необходим для предотвращения роста тромба в область неповрежденных стенок сосуда. Он
запускается, когда тромбин связывается с тромбомодулином (ТМ) на поверхности неповре-
жденных эндотелиальных клеток. Детали этого процесса подробно описаны в обзоре [63].
Тромбин-тромбомодулиновый комплекс активирует протеин С (образуя активированный
протеин С, APC), причем процесс интенсифицируется, когда протеин С связан с рецептором
белка эндотелиальных клеток (EPCR). Когда APC диссоциирует от EPCR, он связывается
с белком S и протеолитически инактивирует факторы Va и VIIIa. Без этих факторов FХа и
FIXa не могут эффективно активировать тромбин и FX, соответственно. Поэтому инактива-
ция кофакторов полностью останавливает дальнейшее распространение волны тромбина. В
in vitro экспериментах было показано, что активация пути APC путем добавления к плазме
ТМ может остановить рост сгустка при определенных значениях концентраций факторов
крови [44,48].

Помимо ингибиторов факторов свертывания, важную роль в остановке роста тромба
играет ток крови. В самом деле, самоподдерживающееся распространение волны сверты-
вания крови может происходить только в условиях, когда вклад диффузии в процессы
массопереноса превышает вклад конвекции [9, 46, 47, 64]. Таким образом, распространение

19



автоволны тромбина, наблюдаемое in vitro [38–44,46,47,65], скорее всего, имеет место в си-
стемах in vivo только в случае мелких сосудов с медленным кровотоком, а также в случае
застоя крови [9]. Как было показано в экспериментах в искусственных капиллярах с им-
мобилизованным на внутренней поверхности тромбомодулином, значительное замедление
распространения волны свертывания в неподвижной плазме за счет действия пути APC
возможно только в случае очень маленьких капилляров (отношение объема к поверхности
∼ 5мкм), в то время как в капиллярах более крупного размера (отношение объема к по-
верхности ∼ 50мкм), эффект оказывается незначительным [47]. Таким образом, уже для
сосудов с диаметром более 0.2мм для остановки роста тромба недостаточно только актива-
ции протеина С на интактном эндотелии, и существенную играют процессы механического
переноса потоком [9,47,66].

1.3 Активация системы свертывания

Начальное количество тромбина может быть сформировано в результате двух типов со-
бытий: активации внешнего или внутреннего пути каскада свертывания [67, 68]. Внешний
путь системы свертывания активируется при контакте белков плазмы крови с тканевым
фактором (ТФ) — белком, экспрессируемым всеми клетками организма, кроме эндотели-
альных и клеток крови, и потому отсутствующим в плазме при нормальных условиях. ТФ
формирует активный комплекс с FVII, который, в свою очередь, активирует FX, который
запускает процесс наработки тромбина. Наиболее частым событием, ведущим к попаданию
ТФ в кровяное русло является обнажение субэндотелиальной ткани при механическом по-
вреждении стенки сосуда. Таким образом, внешний путь играет ключевую роль в остановке
кровотечения при нормальном гемостазе. Основным ингибитором внешнего пути является
ингибитор пути тканевого фактора (TFPI), инактивирующий комплекс [FVIIa, TF] через
формирование мембранного комплекса с FХа [69], а также антитромбин (см. раздел 1.2).

Все участники внутреннего (контактного) пути активации свертывания крови, в свою
очередь, всегда присутствуют в крови. Активация внутреннего пути происходит при кон-
такте фактора XII (фактора Хагемана) с чужеродной отрицательно заряженной поверхно-
стью. Активация FXII на отрицательно заряженных поверхностях происходит за счет его
конформационного изменения и может запускать процесс автокаталитической активации
FXII через ограниченный протеолиз [70–72]. Связанный фактор XII активирует превраще-
ние прекалликреина (PK) в калликреин (Kr), а последний, в свою очередь, расщепляет FXII
гораздо эффективнее, чем сам FXIIa [73]. Высокомолекулярный кининоген (HMWK), при-
сутствующий в плазме, способствует связыванию PK и FXII с поверхностью [74] и, таким
образом, играет роль кофактора в этой реакции, ускоряя дальнейшую активацию прекал-
ликреина [74, 75]. Активированный FXII расщепляет FXI, тем самым запуская остальные
реакции каскада свертывания [33, 76]. Предполагается, что роль контактного пути явля-
ется критичной для процесса тромбообразовании в патологических ситуациях, в то время
как его влияние на нормальный гемостаз мало. Эти гипотезы были частично подтвержде-
ны нормальной выживаемостью и пониженным риском образования тромбов у мышей с
выключенными генами FXII [77], и у мышей и приматов с выключением по гену прекалли-
креина [78].

1.4 Пороговое поведение системы свертывания крови: эксперимент и мо-
дели

Одним из важнейших свойств системы свертывания крови является ее триггерное пове-
дение: переход из одного устойчивого состояния в другое в зависимости от величины воз-
мущения и параметров системы. Известно, что процесс свертывания крови может быть
условно разделен на несколько этапов, каждый из которых определяет динамику наработ-
ки тромбина в определенном пространственно-временно интервале [56, 79]. Так, имеются
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экспериментальные и модельные данные о том, что путь ТФ не вносит вклад в наработку
тромбина на стадии распространения волны свертывания, однако определяет величину на-
чального возмущения системы [80,81]. При этом, самоподдерживающееся распространение
волны в системе зависит только от динамики протекания основных реакций каскада свер-
тывания при участии факторов IX, VIII, XI [40, 44]. Путь APC, в свою очередь, не влияет
на начальную активацию системы свертывания и играет роль только на этапе остановки
роста тромба [48]. Таким образом, именно величина возмущения на этапе первичной акти-
вации системы свертывания определяет то, начнется ли распространение волны тромбина
в пространстве, в то время как остановка распространения волны тромбина определяется
только действием ингибирующих механизмов.

Важную роль в понимании триггерного поведение системы свертывания сыграло ма-
тематическое моделирование [13]. Основным подходом в таких исследованиях является рас-
смотрение системы обыкновенных дифференциальных уравнений (ОДУ) или реакционно-
диффузионных уравнений для описания динамики основных реакций каскада свертывания.
Уже первые модели реакций наработки тромбина, сформулированные в отсутствие пред-
ставления о положительных обратных связях каскада свертывания [82], позволили воспро-
извести характерную лавинообразную наработку тромбина на первичном этапе активации,
необходимую для переключения системы свертывания [10]. Учет положительных обратных
связей FV и FVIII в модели Ханина и Семенова позволил предположить существование
порога активации в системе свертывания [83–85], тогда еще не обнаруженного эксперимен-
тально. Этот эффект был подробнее проанализирован в более поздних модельных работах,
и было сделано предположение о вторичной роли петли положительной обратной связи FXI
для начального запуска системы свертывания [86–88].

Более точное определение величины порога возбуждения, как и проверка непосред-
ственной гипотезы о пороговом механизме, проводилась в ряде модельных и эксперимен-
тальных работ в течение следующих десятилетий. Одной из первых биохимических мо-
делей, продемонстрировавшей схожую с экспериментально наблюдаемой кинетику, была
модель реакций активации внешнего пути [89]. Математическая модель демонстрировала
пороговое поведение, при этом порог был более чувствителен к скорости инактивации FXa
и протромбиназы, чем к активации тромбина или активации протеина C. В эксперимен-
тальной работе [90] при исследовании чистой системы, состоящей из факторов IX, X, V,
VIII, протромбина и фосфолипидов, было показано, что активатор внешнего пути опреде-
ляет время запаздывания в кривой генерации тромбина, и, в то же время, почти не влияет
на скорость распространения волны свертывания. Эти данные были воспроизведены при
помощи кинетической модели [91], которая впоследствии была дополнена рассмотрением
концентраций антитромбина III и TFPI в системе [92], и на сегодняшний день является
одной из основополагающих кинетических моделей каскада свертывания. Первое экспе-
риментальное доказательство существования порога возбуждения в системе свертывания
было получено группой Манна, показавшей сильный нелинейный отклик генерации тром-
бина в восстановленной системе белков каскада свертывания при разных концентрациях
ТФ [93,94]. В экспериментах группы Атауллаханова был также найден порог по концентра-
ции кальция для наработки тромбина [95, 96], а в исследовании по генерации тромбина в
восстановленных системах было показано существование пороговой концентрации фосфо-
липидов [97]. Важным результатом было обнаружение пороговой реакции системы сверты-
вания на концентрацию тромбоцитов, показанная для подробной модельной системы [98]. В
другом модельном исследовании было показано, что порог активации представляет собой
функцию скорости активации тромбоцитов [99].

Важным этапом в исследовании порогового поведения системы свертывания стало
развитие моделирования пространственно неоднородных систем. Первые пространственно
распределенные модели генерации тромбина в условиях потока были независимо разра-
ботаны двумя группами [100, 101]. В работе [100] было предсказано существование трех
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областей параметров, соответствующих трем различным режимам производства тромбина
и было сделано предположение, что разница между артериальными и венозными тромбами
обусловлена тем, что они соответствуют разным областям параметрического пространства
модели. В работе [102], позже получившей экспериментальное подтверждение в системе кон-
тактной активации [103], было показано, что порог активации в системе протеолитической
обратной связи возрастает с увеличением скорости потока и уменьшается с увеличением
размера зоны активации. В то же время появляется первая феноменологическая модель
образования сгустка в пространственно неоднородной системе реакции-диффузии [37], поз-
же использованная в уточненной форме для изучения условий тромбообразования в по-
токе [64, 104, 105] в двумерном приближении. В этих работах было показано, что скорость
потока крови влияет не только на скорость генерации и порог образования тромбина, но
также может приводить к образованию множественных тромбов [13].

Группой Атауллаханова была также предложена модель свертывания крови в непо-
движной плазме при активации по внутреннему пути [106, 107], предсказавшая роль ак-
тивации FXI в распространении волны свертывания, позже подтвержденную эксперимен-
тально [40]. На основе модели [106,107] была разработана упрощенная модель [108], изуче-
ние нелинейной динамики которой показало возможность потенциального существования
сложных динамических режимов в системе свертывания [109–111]. Также упрощенная мо-
дель [108] была использована для анализа роли потока и пути APC в ингибировании роста
тромба в двумерном приближении [112]. Было показано, что в небольших сосудах тром-
бомодулин может прекращать распространение волны тромбина в отсутствие потока, в то
время как для сосудов большего диаметра остановка роста тромба происходит только при
больших скоростях потока. Исследование по моделированию полного каскада свертывания
с использованием приближения тонкого слоя с равномерным перемешиванием вблизи места
повреждения показало, что концентрация производимого тромбина уменьшается с увели-
чением скорости потока [98, 113]. В работах [114, 115] проанализирована роль процессов
реакции-диффузии в образования и лизисе тромба, при использовании квазиодномерного
приближения в цилиндрическом сосуде.

В конце 2000-х годов начинают появляться первые экспериментальные количествен-
ные оценки порога возбуждения системы свертывания. Первая статья, непосредственно де-
монстрирующая порог активации, — это исследование группы Исмагилова [45], в котором
критический размер покрытого ТФ участка, необходимый для начала свертывания в плазме
при фиксированной плотности ТФ был оценен в 100мкм в диаметре при плотности ТФ по-
рядка 0.5 пМ/м2. Через год в лаборатории Даймонда были проведены опыты по активации
цельной крови микрочипами ТФ размером около 175микрон различной плотности. Порого-
вая плотность ТФ, необходимая для активации системы свертывания, в этих экспериментах
составила от 4 до 10 молекул ТФ на мкм2 в зависимости от скорости потока [116]. Наконец,
в экспериментах на плазме с нивелированной активацией контактного пути была получена
однородная пороговая концентрация ТФ, оказавшаяся равной 0.01 пМ [56]. Одновременно
в этой работе теоретически и экспериментально было показано, что как пороговый ответ
на возбуждение, так и лавинообразная динамика образования фибрина сильно зависят от
активации FV и не зависят от FVIII или FXI. Позже эти исследования были расширены и
пороговые значения концентрации ТФ были изучены в экспериментах по активации плазмы
чипами, несущими ТФ [117].

Роль потока в пороговой активации системы свертывания обширно исследовалась в
современных экспериментальных и компьютерных моделях. Поскольку поток может уда-
лять активированные факторы из места их производства, разбавление потоком может дей-
ствовать как сильный ингибитор коагуляции [10]. Экспериментально было показано, что
скорость потока обеспечивает порог для каскада свертывания [47, 118], удаляя активиро-
ванные факторы и предотвращая начало свертывания и распространение волны тромбина
в пространстве. Модельные исследования показали, что активация свертывания в присут-
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ствии потока контролируется удалением фактора VIIa, так как активация им FX необ-
ходима для дальнейшей активации каскада [118, 119]. Подробное исследование различных
режимов образования тромба в стенозированных сосудах в зависимости от интенсивности
кровотока и геометриии системы было проведено в работе Рухленко [120]. Также существен-
ный вклад в описании роли потока и размера зоны повреждения на динамику образования
сгустка оказали модельные расчеты по образованию тромбоцитарных тромбов [121–124]. В
совокупности, перечисленные работы подтверждают пороговую природу системы образова-
ния тромбов, и позволяют оценить значения параметров системы при переходе от режима
частичной закупорки сосуда к режиму образования тромба, перекрывающему ток крови.

Таким образом, существуют большой объем данных in vitro и in silico, подтвержда-
ющих триггерную природу функционирования системы свертывания крови: пороги ее ак-
тивации в зависимости от размера активирующего участка, концентрации или плотности
активатора были оценены в экспериментах на плазме и цельной крови, в системах с и без
потока, и при различных типах активации (внешнего или внутреннего пути) [10]. Тем не
менее, теоретические аспекты переключения между режимами инициации и распростране-
ния волны тромбина изучены слабо. Распространение тромбина в плазме крови, чаще всего,
описывается с помощью автоволновых решений в системе уравнений в частных производ-
ных на концентрации активированных факторов крови [43, 108, 125]. В случае феномено-
логических моделей, состоящих из одного уравнения, анализ существования автоволновых
решений сводится к определению количества и устойчивости особых точек точечной си-
стемы. В то же время, для систем большей размерности, описывающих каскад реакций
более подробно, строгое доказательство существования таких решений может быть отно-
сительно просто проведено только для определенного класса моделей. В разделе 1 гла-
вы 4 мы приводим доказательство существования и устойчивости автоволновых решений в
реакционно-диффузионной модели распространения тромбина в плазме крови, полученной
из модели [107]. Являясь монотонной, эта модель позволяет нам также сформулировать
аналитическое условие начала распространения волны тромбина в ответ на возбуждение.
Как это было недавно показано в работах [126] и [127] для систем из двух уравнений,
критическое значение начального условия в модели каскада реакций наработки тромби-
на определяется стационарным решением типа пульс. В разделе 1 главы 4 мы проводим
доказательство существования таких решений в нашей модели.

1.5 Активация системы свертывания при сепсисе

В то время как в нормальных условиях антикоагулянтные механизмы обеспечивают мощ-
ную защиту от тромбозов, воспалительные процессы смещают гемостатическое равновесие
в сторону активации системы свертывания, что может вести к развитию диссеминирован-
ного внутрисосудистого тромбоза. Детали механизма развития коагуляционных патологий
в ответ на попадание в кровь грамотрицательной инфекции до сих пор изучены слабо.
Известно, что ЛПС могут повышать реактивность тромбоцитов, а также активируют плаз-
менную систему свертывания крови — через внешний и внутренний пути.

1.5.1 Внешний путь

Активация ЛПС внешнего пути свертывания крови показана в многочисленных экспери-
ментах. При эндотоксимии человека в цельной крови обнаруживается повышенный уро-
вень мРНК ТФ [128, 129], и повышенный уровень экспрессируемого клетками ТФ [130].
Еще одним убедительным доказательством роли внешнего пути в развитии коагулопа-
тии при сепсисе является тот факт, что его ингибирование с использованием анти-ТФ-
антител [131–133], инактивация FVIIa [134], использование TFPI [135] или генетически по-
ниженный уровень ТФ [136] или FVII [137] ослабляют коагулопатию и улучшают выжива-
емость на животных моделях эндотоксемии и сепсиса. Попадание ТФ в кровь происходит
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за счет повреждения эндотелия сосудов, а также взаимодействия ЛПС с моноцитами и
нейтрофилами (см. раздел 2.2 для описания механизма). Повышенная внутриклеточная и
поверхностная экспрессия ТФ на циркулирующих моноцитах была обнаружена в экспери-
ментах по стимуляции ЛПС ex vivo [138] и in vitro [139–143]. Роль эндотелия в развитии
тромбоза при сепсисе подробно проанализирована в обзоре [144]. В различных эксперимен-
тальных исследованиях было показана как активация экспрессии ТФ на эндотелиальных
клетках [145, 146], так и запуск апоптоза эндотелиоцитов [147, 148] при взаимодействии с
ЛПС.

Моделированию образования тромба на поврежденном участке эндотелия посвящен
раздел разделе 2 главы 4 представленной работы. Мы рассматриваем упрощенную матема-
тическую модель активации плазменного звена системы свертывания в небольших сосудах
в ответ на экспрессию ТФ на ограниченном участке сосуда и исследуем влияние различных
факторов на режимы тромбообразования. В частности, мы рассматриваем режим полной
и частичной закупорки сосуда и переход между ними в зависимости от концентрации ин-
гибитора в системе, скорости потока, а также размера зоны повреждения.

1.5.2 Роль микровезикул

Большую роль в развитии коагулопатии при сепсисе также играют микровезилкулы [7].
Микровезикулы представляют собой мембранные везикулы (от 0.1 до 1 мкм в диаметре),
высвобождаемые из моноцитов и тромбоцитов при их активации или апоптозе. Гемостати-
ческая и/или тромботическая функция микровезикул связана с наличием фосфатидилсе-
рина в составе их наружной мембраны, а также наличием ТФ, в некоторых случаях [149].
В то время как фосфатидилсерин предоставляет поверхность для мембранно-зависимых
реакций каскада свертывания и тем самым способствует генерации тромбина [150], ТФ,
экспрессируемый на микровезикулах, может способствовать патологическому тромбообра-
зованию через активацию внешнего пути, как было показано на моделях in vivo [151]. При
эндотоксимии количество циркулирующих микровезикул увеличивается [130, 152], что мо-
жет усиливать процесс свертывания крови. Тем не менее, результаты недавнего экспери-
ментальном исследовании in vitro предполагают, что основной механизм активации систе-
мы свертывания микровезикулами — это активация контактного пути [7]. Математическая
модель активации контактного пути на микровезикулах [153] может также объяснить на-
блюдаемый эффект гиперкоагуляции плазмы при разбавлении в тестах in vitro [154].

1.5.3 Внутренний путь

ДеЛа Кадена и его коллеги обнаружили активацию контактного пути в человеческой моде-
ли эндотоксемии, показав снижение функциональной активности FXI, снижение активно-
сти прекалликреина и увеличение уровня комплекса α2-макроглобулин-калликреина после
введения эндотоксина [155]. Аналогичные результаты были получены при добавлении эндо-
токсина в цельную кровь ex vivo, при этом степень активации зависела от дозы и времени
инкубации [156]. Модели эндотоксемии у животных также свидетельствуют об активации
контактного пути, сопровождающимся уменьшением уровня FXII у кроликов [157], а также
уровнем PK и HMWK у собак [158]. В то же время, в других исследованиях доказательств
активации контактного пути не было получено [159,160].

Условия активации контактного пути и типы активирующих поверхностей представ-
ляют большой интерес для лечения патологических состояний. В сепсисе контактный путь
действует как защитная система, участвующая в механизме элиминации бактерий [161]. Ме-
ханизм активации контактного пути бактериями остается неясным [16] и может быть связан
с взаимодействием FXII с белками особого типа, присутствующими на поверхности неко-
торых бактерий (curli и fimbriae) [162]. В то же время, известно, что эндотоксические ком-
поненты наружной мембраны грамотрицательных бактерий, высвобождаемые в кровоток
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при разрушении клеточной стенки, способствуют развитию диссеминированного тромбоза.
Поскольку молекулы ЛПС имеют сильный отрицательный заряд, они могут активировать
FXII, тем самым способствуя развитию ДВС-синдрома через контактный путь.

Активация FXII очищенным ЛПС была продемонстрирована in vitro в смеси очищен-
ного FXII и PK [17], а также в смеси очищенного FXII, прекалликреина и HMWK [18]. В
разделе 3 главы 4 представленной диссертации мы моделируем кинетику соответствующих
реакций активации контактного пути на агрегатах ЛПС и выполняем подбор параметров в
соответствии с имеющимися экспериментальными данными. Наши модели разработаны на
основе математической модели активации FXII на циркулирующих микровезикулах [153].
Мы демонстрируем, что экспериментальные данные могут быть воспроизведены только при
предположении, что ЛПС образуют агрегаты и активация FXII протекает на их поверхно-
сти.

2 Клеточная стенка грамотрицательных бактерий: липополи-
сахариды

Классификация бактерий как грамотрицательные и грамположительные определяется их
реакцией на окраску по Граму, различия в которой обусловлены особенностями архитекту-
ры клеточных стенок этих организмов. И грамположительные, и грамотрицательные бакте-
рии обладают цитоплазматической мембраной, состоящей из фосфолипидного бислоя, кото-
рая окружает цитозоль и обеспечивает полупроницаемый барьер, регулирующий движение
молекул в клетку и из клетки. Цитоплазматическая мембрана окружена жестким слоем пеп-
тидогликана (муреина), придающего форму бактериальной клетке, а также обеспечивающе-
го устойчивость к осмотическому лизису. Пептидогликан представляет собой полимерную
сетку, образованную углеводными цепями N-ацетилглюкозамина и N-ацетилмураминовой
кислоты, поперечно сшитых друг с другом короткими пентапептидами. В грамположитель-
ных бактериях слой пептидогликана достаточно толстый и рыхлый и составляет внешнюю
часть стенки клетки. В грамотрицательных бактериях слой пептидогликана существенно
тоньше и плотнее, а так же дополнительно окружен внешней мембраной (рис. 2.2). Внешняя
мембрана представляет собой уникальный асимметричный липидный бислой, пронизанный
молекулами различных белков. Внутренний монослой мембраны состоит из фосфолипи-
дов (в основном фосфатидилглицерола и этаноламина), содержащих более десяти различ-
ных жирных кислот [163]. Основным компонентом наружного монослоя являются липо-
полисахариды (ЛПС), которые покрывают до 75% поверхности клетки [164, 165]. В состав
внешней мембраны также входят интегральные мембранные белки, такие как различные
каналы и порины (outer membrane protein, OmpA), которые служат каналами для про-
хождения малых гидрофильных молекул и липопротеинов [166,167]. OmpA играет важную
роль в закреплении наружной мембраны на стенке бактериальной клетки: его С-концевой
периплазматический домен нековалентно связывается со слоем пептидогликана [168]. До-
полнительное закрепление наружной мембраны обеспечивается за счет ковалентного свя-
зывания со слоем муреина специальных липопротеинов, входящих в состав ее внутреннего
монослоя (рис. 2.2).

ЛПС необходимы для выживания грамотрицательных бактерий, поскольку именно
они обеспечивают правильную сборку наружной мембраны. ЛПС — это амфифильные
макромолекулы, которые образуют специфичный полупроницаемый барьер для различных
классов молекул, включая детергенты, антибиотики и токсичные красители или металлы.
Барьерные свойства наружной мембраны обусловлены ее низкой текучестью, достигаемой
за счет высокой степени упорядоченности структуры и большой молекулярной массы ЛПС-
монослоя. Именно молекулы ЛПС, расположенные на поверхности клетки, взаимодейству-
ют с другими биологическими системами, участвуя в таких взаимодействиях бактерии с
клетками хозяина, как адгезия, колонизация, вирулентность, и симбиоз. ЛПС, также на-
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Рис. 2.2: Устройство клеточной стенки грамотрицательной бактерии.

зываемый эндотоксином, является мощным стимулятором врожденных иммунных реакций
и играет ключевую роль в патогенезе грамотрицательных инфекций у растений и живот-
ных [169].

2.1 Структура ЛПС

В большинстве бактерий ЛПС имеет стандартную общую структуру, включающую в себя
три домена: гидрофобный фрагмент, называемый липидом A, гидрофильный гликан, назы-
ваемый O-специфическим полисахаридом (также известный как O-антиген) и связывающий
их друг с другом центральный или коровый олигосахарид. Углеводная цепь экспонирована
на поверхности клетки, в то время как липид А участвует в формировании гидрофобно-
го бислоя наружной мембраны и, таким образом, заякоривает молекулы ЛПС [167, 170].
В силу особенностей структуры поверхности клеток, различимой под электронным мик-
роскопом, штаммы бактерий, экспрессирующие полноразмерные молекулы ЛПС, содержа-
щая все три домена, получили название “гладких” (“smooth”, S-LPS), тогда как штаммы
не имеющие O-антигенной цепи и/или частей центрального олигосахарида были названы
“грубыми” (“rough”, R-LPS).

2.1.1 Липид А

Практически все иммуногенные свойства молекулы ЛПС связанны с присутствием в ее
структуре липида А [166,170,171]. Липид А действует как мощный стимулятор врожденной
иммунной системы, так как он непосредственно связывается с Толл-подобным рецептором
TLR4 [172, 173], что вызывает широкий спектр биологических эффектов, от повышения
уровня устойчивости к инфекции до неконтролируемого и массивного иммунного ответа,
приводящего к сепсису и септическому шоку. Биоактивность липида А, включая способ-

26



ность взаимодействовать и активировать рецепторы иммунной системы, сильно зависит от
его химической структуры.

В большинстве изученных на сегодняшний день бактерий основой липида А является
дисахарид N-ацетил-D-глюкозамина (GlcNAc I и II), каждый из моносахаридов которого
фосфорилирован и ацилирован двумя 3-гидрокси жирными кислотами в положениях 2 и 3
через амидные и сложноэфирные связи. Первичные ацильные цепи (общим числом четыре
штуки), непосредственно связанные с углеводной основой, могут быть ацилированы вторич-
ными ацильными цепями по гидрокси-группе. Один или оба остатка GlcNAc могут быть так-
же заменены остатками 2,3-диамино-2,3-дидезокси-D-глюкопиранозы (GlcN3N). Фосфатные
группы могут быть замещены другими полярными группами или же одна из фосфатных
групп может отсутствовать [174]. Таким образом, хотя липид A и является наиболее кон-
сервативной частью молекулы ЛПС, структура его весьма вариабельна, так как количество
фосфатных групп и их заменителей, а также количество и длина ацильных цепей может
различаться [165].

2.1.2 Центральный олигосахарид

Центральный олигосахарид (кор) может быть условно разделен на две части: проксималь-
ную — внутреннее ядро, и дистальную, расположенную, ближе к О-антигену — внеш-
нее ядро. Внутреннее ядро содержит, по меньшей мере, один остаток 3-дезокси-D-манно-
окт-2-улозоновой кислоты (Kdo) и несколько остатков L-глицеро-D-манно-гептозы (L,D-
Hep) [166, 175, 176]. Kdo редко встречается в других углеводах и поэтому может рассмат-
риваться как маркер присутствия ЛПС. Внутренне ядро часто содержит и иные заме-
стители, обычно присутствующие в нестехиометрических количествах: фосфаты, дифос-
фат, 2-аминоэтилфосфат или 2-аминоэтилдифосфат, уроновые кислоты (D-GalA) и различ-
ные модифицированные остатки, такие как, например, 4-амино-4-дезокси-L-арабиноза (L-
Ara4N). Внешнее ядро демонстрирует большее структурное разнообразие, чем внутреннее
ядро. Подробный обзор его различных структур представлен в [174]. Наиболее часто встре-
чающимися углеводами внешнего ядра являются D-глюкоза, D-галактоза и N-ацетил-D-
глюкозамин [173].

За счет электростатических взаимодействий анионные группы, присутствующие в
составе центрального олигосахарида и липида А, связываются с двухвалентными кати-
онами (Mg2+ и Ca2+), тем самым сшивая молекулы ЛПС друг с другом. Этот эффект
существенно увеличивает устойчивость внешней мембраны и снижает ее проницаемость,
тем самым усиливая ее барьерные свойства [164, 177, 178]. В то же время, отрицательно
заряженные группы часто являются мишенью для антимикробных катионных пептидов.
При этом, присутствие остатков 4-амино-4-дезокси-L-арабинозы (Ara4N) в составе липи-
да А ЛПС многих бактерий может экранировать отрицательный заряд ЛПС и повышать
устойчивость бактерии к воздействию антимикробных препаратов.

2.1.3 О-антиген

О-антиген является самым внешним гидрофильный доменом молекулы ЛПС, который обя-
зан своим названием способности индуцировать адаптивный иммунный ответ. По своей
химической структуре О-антиген представляет собой полисахарид, содержащий до 50 оли-
госахаридных повторяющихся звеньев (repeating units, RU), каждый фрагмент состоит из
двух-восьми гексозных или пентозных остатков и может быть линейным, либо разветвлен-
ным [173, 174, 179]. Химический состав О-антигена и его длина являются биологическими
маркерами вирулентности [24,173], и их различия являются определяющим фактором при
бактериальной серологической типизации [174, 180]. В “гладких” бактериальных штаммах
гетерогенный слой О-антигенов предоставляет дополнительную защиту от комплемента и
антител хозяина и значительно влияет на способность бактерий адаптироваться к окружаю-
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щей среде [24,181,182]. Возможный защитный механизм, обеспечиваемый слоем О-антигена,
был предложен по результатам анализа адгезии клеток E. coli на кварцевую поверхность.
Была выдвинута гипотеза о том, что О-антигены вносят вклад в устойчивость мембра-
ны путем экранирования отрицательно заряженных частей центрального олигосахарида и
липида А [183].

Распределение длин О-антигенов в реальных мембранах обычно имеет три пика, со-
ответствующие коротким (< 4RU), длинным (10–40RU) и очень длинным (> 90–100RU)
цепям, что влияет на бактериальную устойчивость к атаке комплемента и поглощению мак-
рофагами [24, 181]. Бактерии штаммов Salmonella typhimurium с очень большими модаль-
ными длинами О-антигенов (> 100RU) полностью устойчивы к поедание макрофагами.
Клетки с короткими О-антигенами, состоящими из 2–4RU, очень чувствительны к воздей-
ствию комплемента, тогда как ЛПС с > 10RU устойчивы к действию системы комплемента.
Было установлено, что минимальная длина О-антигена, обеспечивающая защиту от атаки
комплемента, составляет от 4 до 15 повторяющихся звеньев [24].

Разнообразие химического состава повторяющихся звеньев, а также структуры и
длины О-антигенов делают их наиболее вариабельной частью ЛПС. Основными экспе-
риментальными подходами, используемыми для определения первичной структуры О-
антигенов служат методы гидролиза и различные виды хроматографии с последующей
масс-спектрометрией [184]. На сегодняшний день химический состав О-антигенов достаточ-
но хорошо охарактеризован и подробно описан в [174].

2.2 Влияние структуры ЛПС на биологическую активность

Развитие сепсиса в ответ на попадание в кровь ЛПС напрямую связано с их взаимодей-
ствием с клетками хозяина: клетками эндотелия, моноцитами, нейтрофилами, и макро-
фагами. Клеточная активация ведет к повышенному уровню экспрессии воспалительных
цитокинов всеми перечисленными типами клеток, а также к экспрессии ТФ на моноцитах и
эндотелии [2], и возможно, запуску апоптоза эндотелиальных клеток [144]. Такая воспали-
тельная реакция в совокупности с активацией системы комплемента и повышением уровня
микровезикул ведет к усиленной активации системы свертывания и диссеминированному
внутрисосудистому тромбозу.

Распознавание клеточной поверхностью ЛПС как в случае клеток эндотелия [185],
так и лейкоцитами [186], осуществляется при взаимодействии ЛПС с комплексом Толл-
подобного рецептора 4 (Toll-like receptor 4, TLR4) и белка MD-2 [187, 188]. Распознавание
ЛПС происходит после его связывания с ЛПС-связывающим белком (LPS-binding protein,
LBP). LBP переносит ЛПС на мембранный белок CD14 [189], который связывается к ком-
плексом LPS-LBP и облегчает перенос ЛПС на белок MD-2, который, в свою очередь, свя-
зан с внеклеточным доменом TLR4 [190]. Связывание с ЛПС способствует димеризации
мембранного комплекса TLR4/MD-2, что запускает сигнальные пути, активирующие экс-
прессию цитокинов [2].

Взаимодействие ЛПС с комплексом TLR4/MD-2 существенно зависит от надмолеку-
лярной структуры ЛПС. Из-за их амфифильной природы молекулы ЛПС имеют тенден-
цию образовывать агрегаты, биологическая активность которых может во многом превы-
шать активность отдельных молекул ЛПС [19,191]. Существует гипотеза, согласно которой
мономеры ЛПС ответственны за активацию комплекса TLR4/MD-2 через связывание с
мембранным рецептором CD14, а агрегаты ЛПС могут активировать комплекс без взаимо-
действия с CD14 [21, 192]. Это предположение косвенно подтверждается тем фактом, что
при низких концентрациях ЛПС CD14 оказывается необходим для активации экспрессии
цитокинов макрофагами, в то время как при высоких концентрациях их активация от CD14
не зависит [193,194].

Принципиальную роль в образовании агрегатов и степени биологической активности
ЛПС играет липид А, который отвечает за связывание ЛПС с рецепторами и, тем самым,
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обеспечивает эндотоксическую активность ЛПС [22,195–199]. Определяющими факторами
уровня агонистической или антагонистической активности липида А является плотность
отрицательного заряда на полярных головках, а также угол наклона дисахаридной осно-
вы и общая форма молекулы. Наклон гликозидной связи относительно гидрофобной об-
ласти определяет то, насколько аномерный фосфат на GlcN I экспонирован за пределы
поверхности наружной мембраны. В совокупности с величиной заряда на полярной голов-
ке, структура гидрофильной основы липида А определяет специфичность его связывания с
целевыми рецепторами [174]. В то же время гидрофобная область в значительной степени
определяет последующую активацию иммунного ответа [192]. Только виды, чья первичная
структура ЛПС придает коническую форму молекуле, являются эндотоксически активны-
ми [200]. Гидрофобная часть липида А, в этом случае, имеет большое поперечное сечение
и может взаимодействовать с сайтами гидрофобного связывания комплекса TLR4/MD-2,
активируя трансмембранную сигнализацию. Виды с липидом А цилиндрической формы не
способны индуцировать соответствующее механическое напряжение для активации рецеп-
торов [200]. Различия в пространственной структуре липида А также существенно сказы-
ваются на структуре и активности образуемых агрегатов. Только молекулы ЛПС, образу-
ющие неламеллярные (кубические или гексагональные) агрегаты, являются биологически
активными [197–199,201].

Полисахаридная составляющая ЛПС также оказывает существенное влияние на фор-
му, структуру и активность надмолекулярных ЛПС-структур. В частности, было показано,
что ЛПС с длинной углеводной цепью гораздо сильнее активируют рецептор CD14, чем
ЛПС с короткой цепью, которые, в свою очередь, чаще запускают CD14-независимую акти-
вацию TLR4/MD-2 [194]. Кристаллографические исследования показали, что богатые лей-
цином фрагменты CD14 формируют подковообразную структуру с глубоким гидрофобным
карманом, куда попадает часть липида А, в то время как полисахаридная часть молеку-
лы ЛПС взаимодействует с некоторыми областями на краю этого кармана [202]. Недавние
комплексные исследования структуры О-антигенов Shigella flexneri 3a также подчеркнули
важность подробного описания деталей трехмерной структуры бактериальных О-антигенов
для понимания деталей их взаимодействия с моноклональными антителами [203].

О-антиген также во многом определяет структуру образуемых ЛПС агрегатов. В ис-
следованиях микроструктуры липосом, образованных ЛПС из Burkholderia и Agrobacterium,
было показано, что толщина гидрофобной части бислоев и локальное упорядочение ациль-
ных цепей определяются не только структурой липида А, но и, косвенно, объемом полиса-
харидной части [204]. В то время как короткие R-LPS склонны образовывать сферические
мицеллы, вытянутая структура S-LPS приводит к увеличению кривизны агрегатной поверх-
ности, что ведет к образованию мицеллярных агрегатов в форме трубочек [204]. Агрегаты
в форме трубочек были также получены для S-LPS в исследовании воздействия антимик-
робных пептидов на ЛПС-агрегаты различной структуры. В этих исследованиях было по-
казано, что присутствие О-антигенов в составе ЛПС сильно увеличивает их устойчивость
к воздействию различных детергентов, по-видимому, за счет стабилизации их структуры
взаимодействующими полисахаридными цепями [20].

Присутствие О-антигена в составе ЛПС также существенно влияет на способность
ЛПС активировать контактную систему свертывания. В экспериментах в чистой системе
было показано, что именно липидная часть ЛПС ответственна за активацию PK, в то время
как полисахарид О-антигена не вызывает ответ системы [18]. Более того, одинаковые кон-
центрации ЛПС различных штаммов одного вида бактерий вызывают различную степень
активации PK [18]. Так как структура липида А для использованных штаммов неизменна,
то различия в степени активации белков должны быть связаны с различиями в структу-
ре агрегатов, и в частности, в степени экранирования липидной части ЛПС О-антигенами
различного состава [18].

Важную роль играет и пространственная укладка О-антигенных цепей на поверхно-
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сти бактерии в составе наружной мембраны. Описание деталей архитектуры О-антигенного
слоя на молекулярном уровне может дать представление о том, как бактерии сопротивляют-
ся атакам антител и увеличивают резистентность к антибиотикам, а также объяснить разни-
цу в проницаемости наружной мембраны для бактерий одного вида из разных серологиче-
ских групп [205,206]. Одним из наиболее ярких примеров влияния укладки О-антигенов на
вирулентность бактерии является исследование бактерий Sh. flexneri серотипа 5а [207,208].
Методом электронной микроскопии было показано, что добавление одного бокового остат-
ка глюкозы к неразветвленной цепи О-антигена этого штамма приводит к компактизации
О-антигенного слоя и обнажению белковой иглы комплекса проникновения (TTSS), что уве-
личивает инвазивность бактерий [208]. Объяснение этого механизма было предложено на ос-
новании восстановленных трехмерных структур участков О-антигена по данным ЯМР [29].
Было предположено, что глюкозилирование О-антигена ЛПС серотипа 5а индуцирует пе-
реход от линейной к спиральной конформации с остатком глюкозы, выступающим наружу
спирали, образующей более компактную структуру, чем неглюкозилированный ЛПС [209].
Такая трансформация сокращает расстояние от конца О-антигенной цепи до плоскости
мембраны примерно в два раза.

Ацетилирование цепей О-антигена, в свою очередь, может влиять на способность бак-
териальной клетки противостоять атаке бактериофагов [210]. Было сделано предположение,
что O-ацетильные группы могут усиливать боковые взаимодействия между соседними це-
пями O-антигенов на поверхности клетки, создавая физический барьер, который может
быть преодолен фагами только при помощи специализированных белков, способных связы-
вать этот специфический тип O-антигена. Тем самым, ацетилирование О-антигена играет
двойственную роль, с одной стороны, обеспечивая специфическое распознавание некото-
рыми бактериофагами, а с другой — обеспечивая защиту клеток-хозяев от атаки другими
фагами [210].

Таким образом, пространственная структура ЛПС оказывает существенное влияние
как на степень биологической активности отдельных молекул и их агрегатов, так и на им-
муногенность и вирулентность бактерий, содержащих их в составе своей клеточной стенки.

2.3 Пространственная структура ЛПС: эксперимент и модели

В то время как общий химический состав ЛПС хорошо охарактеризован, на сегодняш-
ний день нет точных экспериментальных данных, описывающих пространственную орга-
низацию внешней мембраны, и прежде всего, укладки О-антигенных цепей на поверхно-
сти клетки. Надежные данные о геометрических параметрах таких систем могли бы быть
получены методами рентгеновской дифракции, но крайняя неоднородность структуры не
позволяет использовать этот подход. К сожалению, только R-мутанты (Rc- или Re-LPS) в
устойчивой ламеллярной фазе были исследованы методами рентгеновской дифракции [211],
поэтому прямые экспериментальные данные дают представление об устройстве только внут-
ренней части ЛПС-мембраны. Все оценки параметров внешнего слоя для мембран гладких
штаммов являются косвенными (например, данные электронной микроскопии [212]). На
изображениях, полученных с помощью атомно-силовой микроскопии (АСМ) для одиноч-
ных клеток E. coli , видно, что поверхность клеточной стенки сильно гетерогенна [213]. Оба
типа проекций — вертикальные и латеральные — имеют очень неоднородную структуру
с заметными выступами и углублениями между ними. Однако эти результаты не дают
никакой прямой информации о молекулярной организации О-антигенного слоя, и любая
дальнейшая интерпретация значительно затруднена из-за вариабельности О-антигенов и
неравномерного распределения длин цепей, присутствующих даже в одной бактериальной
клетке [174, 182]. В отсутствие детального описания структуры ЛПС-содержащих систем
все большую популярность принимают методы молекулярного моделирования.

Взаимодействие атомов в механистической модели молекулы описывается с помощью
потенциалов валентных и невалентных взаимодействий, параметры которых определяются
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эмпирически. Самосогласованный набор силовых параметров межатомных взаимодействий
называется силовым полем и его выбор может существенно влиять на результаты модели-
рования. Валидация параметров силовых полей, чаще всего, производится для небольших
молекул достаточно простой химической структуры. В то же время, создание корректных
моделей молекул ЛПС существенно осложняется гетерогенностью их структуры: помимо
одновременного наличия липидной и полисахаридной части, в состав ЛПС входит боль-
шое количество замещенных остатков. Таким образом, основная часть исследований по
моделированию ЛПС-мембран рассматривает существенно упрощенные системы с исполь-
зованием существующих силовых полей, дополненных недостающими параметрами. Так,
влияние температуры, природы катионов и числа цепочек на физико-химические свой-
ства бислоев липида А изучалось в МД моделях в силовых полях GROMOS, GLYCAM
и AMBER [214–217]. Наиболее обширные исследования по МД моделированию R-LPS бис-
лоев были проведены с использованием силового поля CHARMM в работе [218]: были рас-
смотрены 21 различный тип липидов A из 12 различных видов бактерий, отличающихся
количеством ацильных цепей и их длиной. Молекулярные модели позволили количествен-
но оценить эффект увеличения площади, занимаемой липидом А в плоскости мембраны,
при увеличении количества ацильных цепей, а также увеличение толщины гидрофобного
бислоя для длинных ацильных цепей. Расчеты производились для растворов с использова-
нием разных противоионов: Ca2+, K+ и Na+. Несмотря на то, что различия в стабилизации
структуры мембраны были небольшими для разных ионов, время нахождения Ca2+ вблизи
головных групп липида А было больше, чем у ионов K+ и Na+, что хорошо коррелирует с
более низкой латеральной диффузией и более высокой сжимаемостью липид A содержащих
бислоев, уравновешенных Ca2+ [218].

Группа под руководством профессора Им также провела ряд МД исследований чи-
стых ЛПС-бислоев, а также смешанных бислоев, имитирующих наружную мембрану, с ис-
пользованием различных ЛПС-компонентов: R-мутантов в случае смешанных бислоев [26],
а также ЛПС, содержащих 5 или 10 повторяющихся звеньев О-антигена, в чистых бис-
лоях [25, 31]. Добавление компонентов к структуре ЛПС влияет как на конформацию от-
дельных молекул, так и на общие свойства бислоя. В расчетах для чистых ЛПС-бислоев
было показано, что площадь, приходящаяся на один липид А, возрастает, а степень упо-
рядоченности гидрофобного бислоя уменьшается по мере добавления большего количества
компонентов ЛПС, что, видимо, указывает на менее плотную упаковку липида А в ЛПС-
мембранах “гладких” клеток по сравнению с “грубыми” штаммами. Интересно, что более
50% координационных сайтов Ca2+ липида А и центрального олигосахарида заняты моле-
кулами воды, что подтверждает важность воды и Ca2+ для стабилизации и поддержания
целостности структуры наружной мембраны [27]. Это наблюдение согласуется с другими ис-
следованиями, свидетельствующими о том, что ионы Ca2+ благоприятствуют поддержанию
ламеллярной структуры S- и R-LPS-мембран при температурах 283–343К и физиологиче-
ском содержании воды [214,217].

С точки зрения динамики поведения различных компонентов ЛПС, как липид А, так
и центральный олигосахарид демонстрируют малую подвижность по сравнению с фосфо-
липидами, и степень их подвижности в модельных расчетах не зависит от наличия и длины
полисахаридной части, а также от гетерогенности бислоя [25–27]. Этот факт согласуется с
другими исследованиями, показавшими, что латеральная диффузия липида А на порядок
медленнее диффузии фосфолипидов [219]. Жесткость и низкая подвижность липидов А
и остатков центрального олигосахарида, в основном, объясняются латеральными взаимо-
действиями через двухвалентные ионы Ca2+ за счет электростатических взаимодействий с
отрицательно заряженными группами PO2−

4 и COO−.

O-антигенные цепи, напротив, оказываются гибкими в модельных расчетах, причем
степень их подвижности последовательно увеличивается от ближайшего к плоскости мем-
браны повторяющегося звена к более дистальным остаткам [25,27]. При этом подвижность
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О-антигенных цепей существенно зависит от состава мембраны, влияющего на плотность
упаковки О-антигенов и оказывается выше для гетерогенных бислоев [25,27]. Распределение
молекул ЛПС в реальной наружной мембране существенно неоднородно и учет присутствия
в составе мембраны молекул разного типа, по-видимому, является необходимым условием
для реалистичного воспроизведения укладки О-антигенных цепей на ее поверхности.

Второй важной проблемой создания моделей гладких ЛПС мембран является выбор
начальной конформации О-антигенных цепей. В пространстве конформаций длинные и гиб-
кие О-антигенные цепочки имеют очень сложный ландшафт свободной энергии, и искус-
ственный выбор начального состояния может привести к тому, что структура цепи никогда
не сможет достичь нативного состояния в МД расчете. Синтезированные на внутренней
мембране, ЛПС транспортируются на поверхности клетки в ограниченном количестве спе-
циальных сайтов [167,220]. Таким образом, первичная укладка О-антигенной цепи начина-
ется еще до переноса ЛПС во внешнюю мембрану, и эта предварительная стадия определяет
дальнейшую эволюцию конформации О-антигена в составе мембраны. Детальное описание
конформационной подвижности свободных О-антигенов в растворе необходимо для кор-
ректного выбора начального состояния и анализа поведения О-антигенов в мембранном
окружении.

Экспериментальное изучение конформационного поведения цепей О-антигенов пред-
ставляет большую методологическую сложность. По своей природе олигосахариды трудно
кристаллизуются, что не позволяет использовать рентгеноструктурный анализ для исследо-
вания их конформаций. Таким образом, основным методом исследования пространственной
структуры полисахаридов и О-антигенов является ЯМР. Интерпретация данных ЯМР чаще
всего выполняется при помощи молекулярного моделирования. Активное изучение строе-
ния и биологических свойств О-антигенов бактерий, а также разработка методов структур-
ного анализа сложных углеводов ведется в лаборатории под руководством Ю.А. Книреля
из Института органической химии РАН [174]. Исследования по определению первичной по-
следовательности О-антигенов бактерий самых разнообразных таксономических групп с
последующей ЯМР спектроскопией коротких фрагментов О-антигена в растворе ведутся
группой Антонио Молинаро [221]. Конформационные изменения ЛПС при взаимодействии
с белками экспериментально исследуется в двух лабораториях соседних институтов Потс-
дама: Стефани Барбирц из Университета Постдама и Марка Сантера из Института Колло-
идной Химии имени Макса Планка [222]. Большое количество работ по описанию конфор-
маций дисахаридов и коротких фрагментов олигосахаридов в растворе было выполнено в
ряде других лабораторий [28,29,223–226].

Основными параметрами, используемыми для описания конформаций полисахарид-
ных цепей являются двугранные углы поворота вокруг O-гликозидных связей между остат-
ками, а также конформации углеводных колец. Для всех рассмотренных на сегодняшний
день фрагментов О-антигена, как данные ЯМР, так и МД моделирование демонстрируют
предпочтительность син-конформаций гликозидных связей, обеспечивающих максималь-
ную удаленность остатков друг от друга [28,29]. Помимо этого энергетического минимума,
такие молекулы часто обладают локально выгодными анти-конформациями, в которых
один из O-гликозидных двугранных углов принимает значения около 180 ◦ [28,223,224] (см.
раздел 1.4.1 главы 3). Анти-ψ конформации обычно имеют более низкую энергию, чем
анти-ϕ [28, 30].

Энергетически выгодной конформацией пиранозных колец для большинства углевод-
ных остатков является кресло (1C4 или 4C1), в котором наиболее объемные заместите-
ли ориентированы экваториально, то есть максимально удалены друг от друга [227]. От-
носительная устойчивость энергетически выгодных конформаций колец и преобладание
син-конформаций O-гликозидных связей в коротких олигосахаридах приводит к тому, уг-
леводные цепочки большей длины образуют спиральные структуры, параметры которых
могут быть получены из данных ЯМР [29].
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Тем не менее, выводы о конформационной подвижности и предпочтительных состо-
яниях для коротких олигосахаридов не могут быть непосредственно экстраполированы на
длинные полисахаридные цепи и не дают достаточной информации о поведении, в част-
ности, длинных цепочек О-антигенов, наблюдаемых у резистентных патогенных штаммов.
Интерпретация результатов ЯМР даже для цепей длиной порядка 10 повторяющихся зве-
ньев существенно затруднена, и метод позволяет лишь отметить наличие конформационной
подвижности цепи на разных временных и пространственных масштабах [228]. МД моде-
лирование в неявном растворителе О-антигена Sh. flexneri, состоящего из четырех [30] и
10 тетрасахаридных RU [31], показало наличие значительных структурных флуктуаций,
обусловленных взаимодействием удаленных частей молекулы. Уже при такой длине цепи
удается получить конформации, не наблюдающиеся для более коротких фрагментов [30,31].
В главе 5 мы проводим детальное МД исследование конформационной подвижности отно-
сительно длинной цепи О-антигена (12 повторяющихся звеньев) в различном окружении, а
также анализируем влияние различных компонентов ЛПС на структуру образуемых агре-
гатов и архитектуру ЛПС-мембран.
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3. Методы

1 Подготовка и проведение МД расчетов

1.1 Создание молекулярных топологий

Модели молекул дисахаридов и цепи О-антигена были разработаны на основе силовых по-
лей OPLS-AA [229] и GLYCAM06 [230] (модификация AMBER99 [231]). Парциальные за-
ряды атомов остатков α-D-маннозы, α-D-галактозы и α-L-рамнозы были вычислены ав-
торами силового поля GLYCAM06 [230]. Парциальные заряды атомов α-D-абеквозы были
установлены такими же, как для α-D-галактозы, а парциальные заряды для восстановлен-
ных атомов C3 и C6 были взяты из аналогичных химических фрагментов в силовом поле
AMBER99 [231].

Основным полем, используемым для расчетов ЛПС-мембран и ЛПС-мицелл, было по-
ле OPLS-AA [232], первоначально параметризованное для воспроизведения основных тер-
модинамических свойств органических жидкостей [229]. Поле OPLS-AA содержит большое
количество разных типов атомов, что позволяет подробно описывать молекулы с разно-
образной химической структурой. В терминах силового поля OPLS-AA, все типы атомов
делятся на группы в соответствие с их химическим окружением. В результате, атомы с
аналогичными химическими свойствами могут иметь разные парциальные заряды и оди-
наковые потенциалы валентных взаимодействий с соседними атомами. Это свойство поз-
воляет значительно уменьшить количество возможных комбинаций типов атомов и упро-
щает работу с силовым полем. Выбор типов атомов и создание молекулярных топологий
в поле OPLS-AA было выполнено с использованием программы TppMkTop, разработан-
ной в нашей лаборатории. Основной алгоритм TppMkTop опирается на распознавание
химического окружения молекул при помощи записи химических фрагментов SMARTS с
использованием библиотеки openbabel [233].

Входными данными для TppMkTop являются координаты всех атомов молекулы
и база данных химических фрагментов (SMARTS), соотнесенных с типами атомов из си-
лового поля. Программа осуществляет создание молекулярной топологии по следующему
алгоритму:

1. Присвоение типов атомов:

(a) построение графа связности молекулы согласно файлу структуры;

(b) перебор шаблонов SMARTS из базы данных и их поиск в химической структуре
молекулы с использованием функций пакета openbabel;

(c) для каждого атома: выбор из шаблона, описывающего фрагмент, содержа-
щий рассматриваемый атом, наиболее полным образом, в соответствие с систе-
мой условных приоритетов (шаблоны, описывающие более сложные химические
фрагменты, имеют более высокий условный приоритет, чем шаблоны для более
мелких фрагментов).

2. Установка параметров валентных взаимодействий:
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(a) выбор параметров валентных взаимодействия в соответствие с базой данных;

(b) установка параметров неправильных двугранных углов (impropers) в соответ-
ствие с базой соответствующих шаблонов.

3. Установка параметров невалентных взаимодействий:

(a) определение зарядовых групп;

(b) добавление параметров 1–4-взаимодействий, если это необходимо.

Рис. 3.1: Основная схема работы программы TppMkTop по автоматическому созданию
молекулярных топологий.

Молекула ЛПС содержит ряд химических фрагментов, параметры которых отсут-
ствовали в исходном силовом поле. Эти фрагменты были выделены из структуры моле-
кулы ЛПС в виде небольших молекул: α,α-диметоксипропионат, α-метоксиэтил фосфат и
диметилпирофосфат. Для этих молекул были проведены расчеты парциальных зарядов и
силовых параметров торсионных углов методами ab initio (см. раздел 1.2). Соответствую-
щие новые типы атомов были внесены в базу данных TppMkTop (рис. 3.1).

1.2 Расчеты ab initio

Квантово-химические (QM) расчеты были проведены в рамках теории функционала элек-
тронной плотности (DFT) с использованием пакета Firefly 8 [234] в базисе 6-31G+(1p,1d)
с функционалом B3LYP5. Электростатический потенциал рассчитывался на поверхности
Конолли [235], образованной объединением сфер с радиусом r = rvdw · 1.4 и центрами в
центрах атомов. Значения парциальных зарядов были подобраны при фитировании полу-
ченного потенциала с помощью процедуры RESP (Restrained Electrostatic Potential) [236].
Окончательные значения зарядов были выбраны в соответствие с результатами фитиро-
вания и значениями зарядов для атомов похожих типов в силовом поле OPLS-AA таким
образом, чтобы по возможности не изменять парциальные заряды для атомов известных
типов.
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Ab initio сканирование поверхности потенциальной энергии (ППЭ) при расчетах QM
потенциала двугранных углов было выполнено с использованием нового алгоритма, недавно
реализованного в Firefly v.8 (сканирование ППЭ по выделенной координате с релаксацией в
каждой точке в делокализованных координатах [234]). Значение рассматриваемых двугран-
ных углов изменялось на 5 ◦ за шаг. Минимизация энергии с фиксированными значениями
двугранного угла была выполнена в делокализованных координатах, которые перерассчи-
тывались на каждом шаге сканирования. Как и в случае с расчетом парциальных зарядов,
был использован базис 631G+(1p,1d) с использованием DFT (функционал B3LYP5). Для
сдвига координат при локальной оптимизации геометрии использовался алгоритм GDIIS со
значением порогового градиента 10−5 Хартри/Бор.

1.3 Протоколы МД расчетов

Основная часть МД расчетов была проведена с использованием программного паке-
та GROMACS версии 5.1.4 [237]. Финальные расчеты были проведены в изобарно-
изотермическом ансамбле NPT с анизотропным баростатом при нормальном и латераль-
ном давлении равным 1 бар и шагом интегрирования 2фс. Использовался термостат Нозе-
Гувера [238] и баростат Парринелло-Рамана [239]. Длина связей между атомами водорода и
тяжелыми атомами была зафиксирована при помощи алгоритма LINCS [240]. Для расчета
дальнодействующих электростатических взаимодействий был использован метода сумми-
рования по Эвальду (Particle Mesh Ewald method, PME) с интервалами Фурье равными
0.12 нм [241]. Мы использовали радиус обрезания равный 1.2нм для расчета дисперсион-
ных сил, а также для определения списков соседей для каждого атома и переключения
между прямым и обратным пространством для расчетов PME. Все расчеты проводились в
периодических граничных условиях с явным растворителем (использовалась модель воды
TIP3P [242]).

В качестве противоионов для нейтрализации отрицательного заряда в моделях липид-
ных бислоев (раздел 1.3.3) и ЛПС-мембран (раздел 1.3.5) нами были использованы ионы
натрия. Важно отметить, что в реальных мембранах заряды ЛПС нейтрализуются, в ос-
новном, катионами Ca2+. Кальций влияет на межмолекулярное взаимодействие ЛПС как
in vivo, так и in vitro [22, 211]. Мы использовали ионы натрия вместо кальция, чтобы уве-
личить подвижность системы и быстрее привести ее к равновесному состоянию.

1.3.1 Молекулы дисахаридов

Свободная энергия конформаций дисахаридов α-DGal-(1→2)-α-DMan, α-DMan-(1→4)-α-
LRha и α-LRha-(1→3)-α-DGal была вычислена с использованием метода расчета потенциала
средней силы (см. раздел 1.4.2). Молекулу дисахарида помещали в центр кубического бокса,
с размерами 6×6×6 нм. Расчеты проводили в вакууме, при температуре 500K в течение по
крайней мере 1мкс. Чтобы получить достаточную статистическую информацию для мало-
населенных областей конформационного пространства, мы сохраняли атомные координаты
на каждом шаге расчета (2фс). Полученные карты распределения свободной энергии были
построены для 5 ·108 реализаций, что позволило достичь ненулевой заселенности состояний
с относительными значениями свободной энергии до ∼ 40 кДж/моль. Сходимость значе-
ний свободной энергии была подтверждена сравнением распределений свободной энергии,
рассчитанных для всей траектории, с распределениями, полученными для ее частей.

Расчеты свободной энергии конформаций дисахаридов в водном окружении были вы-
полнены в боксах такого же размера, но при более низкой температуре в 300K. Траектории
длиной 100 нс были использованы для оценки влияния растворителя и низкой температуры
на структуру бассейнов глобальных минимумов.
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1.3.2 Свободный О-антиген

МД расчеты динамики молекулы О-антигена в растворе были проведены в додекаэдри-
ческом боксе с расстоянием между параллельными гранями равным 12 нм. Размер бокса
был выбран достаточно большим, чтобы избежать взаимодействия цепи самой с собой че-
рез периодические граничные условия. Мы использовали 0.1М NaCl в качестве фонового
электролита. Общий размер системы составил около 153000 атомов (цепочка О-антигена со-
держала 975 атомов). Каждые 5 шагов моделирования мы вычитали координаты центров
масс для О-антигена и раствора.

Для каждой из моделей цепочки О-антигена (OPLS-AA и GLYCAM) было проведено
по три расчета молекулярной динамики длиной 400 нс при температуре 300 и 500К. Каждо-
му расчету предшествовал уравновешивающий расчет длиной 10 нс, проведенный с исполь-
зованием алгоритма Берендсена [243] для термо- и баростатирования. Затем финальные
координаты этих расчетов были использованы в качестве стартовых для финальных расче-
тов, с использованием термостата Нозе-Гувера [238] и баростата Парринелло-Рамана [239].
Шаг интегрирования во всех расчетах составлял 2фс, длины связей между атомами во-
дорода и тяжелыми атомами были фиксированы (алгоритм LINCS [240]). Частота записи
координат атомов в финальных расчетах составляла 20 пс, что позволило нам проанализи-
ровать 2 · 107 состояний О-антигенной цепи.

1.3.3 Липидные бислои

Модели фрагментов липидных бислоев были собраны с использование онлайн утилиты
charmm-gui membrane builder [244]. Количество молекул липидов в бислое составляло 50,
либо 128 штук. Начальные уравновешивающие расчеты были проведены при термостати-
ровании и баростатировании по методу Берендсена [243] в течение 200 нс, после чего были
проведены 250 нс расчеты с использование финального протокола (термостат Нозе-Гувера
и баростат Парринелло-Рамана). Структура мембраны считалась уравновешенной, если ее
площадь сохранялась постоянной в течение 50 нс.

1.3.4 Моделирование ЛПС-мицелл

Мы разработали 12 моделей ЛПС-мицелл. Рассмотренные мицеллы состояли из 4, 6, 8 и
14 молекул Re-, Ra- и O3-LPS (S-LPS, содержащих 3 повторяющихся звена О-антигенной
цепи). Сборка начальных состояний для расчетов была проведена следующим образом: мы
ориентировали молекулы ЛПС вдоль нормалей к граням тетраэдра (для модели из 4 моле-
кул), вдоль диагоналей октаэдра (для модели 6 молекул), диагоналей куба (для 8 молекул),
и диагоналей и нормалей к граням куба (для 14 молекул). После оптимизации геометрии
системы для каждой структуры были проведены 10 нс релаксационные МД расчеты ана-
логично тому, как это было сделано для других систем (разделы 1.3.1, 1.3.2). Финальные
расчеты проводились в течение 500 нс в 0.1М растворе NaCl при комнатной температу-
ре (300K). Расчет площади гидрофобной области ЛПС, экспонированной в раствор, был
проведен с использованием утилиты gmx sasa из пакета программ GROMACS, которая
осуществляет “обкатку” поверхности выбранной группы атомов [245].

1.3.5 Моделирование ЛПС-мембран

В работе были построены модели трех симметричных Re-LPS-мембран, состоящих из:

1. Re-LPS, не имеющей в своем составе Ara4N;

2. Re-LPS, имеющих один остаток Ara4N, присоединенный к остатку фосфорной кисло-
ты на проксимальном остатке глюкозы в составе липида A;
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3. Re-LPS, имеющих два остатка Ara4N, присоединенных к остаткам фосфорной кисло-
ты на обоих остатках глюкозы в составе липида A.

Пространственная структура молекул Re-LPS была вытянута вдоль нормали к бислою
с помощью утилиты sculpting в пакете PyMOL [246]. Молекулы в такой конформации бы-
ли использованы для сборки стартовой структуры фрагментов Re-LPS мембран с помощью
утилиты memgen, разработанной в ранее в нашей группе [247] и доступной на по на сайте:
http://erg.biophys.msu.ru/wordpress/archives/272. Молекулы липидов были размещены в уз-
лах гексагональной решетки с расстоянием между центрами равным 1 нм. Размер каждой
из систем составлял 16 молекул ЛПС на один монослой (начальный размер систем состав-
лял 6.0 × 5.0 × 7.5 нм) и 9 молекул на монослой (начальный размер — 4.5 × 4.0 × 7.5 нм).
Оптимизация геометрии модельных систем выполнялась с помощью пакета GROMACS,
последовательно применяя следующие интеграторы: градиентный спуск (steep), метод со-
пряженных градиентов (cg) и метод l-bfgs. После оптимизации геометрии для каждой
из систем были проведены 10 нс уравновешивающие расчеты с грубыми термо- и бароста-
том, а затем 500 нс релаксационные расчеты расчеты в NPT ансамбле с точными термо- и
баростатом, при температуре 300K.

Модель бислоя, состоящего из Re-LPS первого типа, была далее использована для
сборки двух моделей S-LPS мембран. Первая модель представляла собой чистый ЛПС бис-
лой, содержащий 16 Ra-LPS в одном монослое и 8 Ra-LPS + 8 O12-LPS во втором моно-
слое. Вторая модель представляла собой бислой Ra-LPS/O12-LPS со встроенными молеку-
лами белка OmpA [248]: финальная система состояла из 20 O12-LPS, 20 Ra-LPS и 8 OmpA
β-бочонков. Стандартные утилиты, такие как charmm-gui [249] или мембранный плагин
VMD [250], не подходят для работы с такими системами из-за большого количества бел-
ка по отношению к липидной части и большого размера липидов. Поэтому все атомные
манипуляции выполнялись вручную с использованием пакета PyMOL и дополнительных
программ на языке Python.

Создание моделей S-LPS мембран велось поэтапно. Сначала нами были созданы и
уравновешены модели фрагментов Ra-LPS мембран размером 16 молекул на монослой для
безбелковой системы и 9 молекул на монослой для модели с белком, путем добавления
центрального олигосахарида к каждой молекуле модельного бислоя Re-LPS первого ти-
па (PyMOL). После 200 нс расчетов в NVT ансамбле в водном растворе NaCl (0.1M) обе
модели Ra-LPS бислоев были уравновешены в течение 200 нс в ансамбле NPT в таком же
окружении. Как и ранее, на первом этапе уравновешивания были использованы термостат и
баростат Берендсена, на втором — термостат Нозе-Гувера и баростат Парринелло-Рамана.

После достижения системами равновесной площади, бислой 16 Ra-LPS/16 Ra-LPS
был использован для построения первой модели чистого ЛПС бислоя. Мы использовали
PyMOL для присоединения цепей О-антигена, состоящих из 12 повторяющихся звеньев, к
половине случайно выбранных молекул Ra-LPS одного из монослоев.

Сборка стартовой конформации второй, белок-содержащей мембраны осуществлялась
в несколько этапов:

1. Подготовка белка OmpA. В качестве модельной структуры белка была использована
структуру 1BXW трансмембранного домена OmpA E. coli [248]. Последовательность
гена A0A023I6S3 (22–192 a.a.) была выровнена относительно разрешенных в кри-
сталле 1XBWT аминокислот, а финальная модель была построена с использованием
метода моделирования по гомологии (MODELLER v9.11 [251]).

2. Растворение первой молекулы белка. Молекулы воды были удалены из уравновешен-
ного 9 Ra-LPS/9 Ra-LPS бислоя. Используя PyMOL, мы удалили по две соседние мо-
лекулы из каждого монослоя (удаленные молекулы находились друг напротив друга в
соседних монослоях). На их место была помещена молекула белка. Конечная система
содержала семь молекул Ra-LPS на монослой и одну молекулу белка, растворенную
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в бислое. Для такой системы был проведен уравновешивающий 100 нс расчет в NVT
ансамбле, в ходе которого координаты атомов основной цепи белка были фиксирова-
ны.

3. Растворение второй молекулы белка. Молекулы воды были удалены из системы, при-
готовленной на шаге 2. Затем мы удалили еще по две соседние молекулы в каждом
монослое, и поместили на их место вторую молекулу белка. Финальная система содер-
жала 5 молекул Ra-LPS на монослой и 2 молекулы OmpA. Модель была растворена в
водном растворе 0.1M NaCl с добавлением ионов Na+ для нейтрализации отрицатель-
ного заряда. Нами был проведен 10 нс уравновешивающий расчет при температуре
50K в NVT ансамбле, а затем — уравновешивающий 100 нс расчет при температуре
300K в NSpT ансамбле. Аббревиатура “NSpT” используется нами для случая рас-
четов в NPT ансамбле при использовании анизотропного баростата с очень малыми
коэффициентами сжимаемости вдоль направления X/Y (109 бар·нм−1), позволяющего
выровнять паскалево давление в системе при фиксированной площади бислоя. В хо-
де уравновешивающих расчетов координаты атомов основной цепи белка также были
фиксированы.

4. Присоединение цепей О-антигена к внешнему монослою. С помощью PyMol мы при-
соединили цепи О-антигена к каждой молекуле Ra-LPS одного из монослоев мем-
браны. В качестве начальной конформации цепи О-антигена была выбрана энерге-
тически выгодная спираль (см. раздел 1.2.1 главы 5). Затем результирующий бислой
O12-LPS/Ra-LPS/OmpA был вновь растворен в растворе 0.1M NaCl с добавлением
катионов натрия для нейтрализации отрицательного заряда. После серии расчетов
минимизации энергии было проведено уравновешивание в NVT ансамбле при тем-
пературе 50K в течение 370 нс, при фиксировании координат атомов основной цепи
белка.

5. Подготовка стартовой структуры бислоя. Вода и ионы были удалены из системы,
собранной на шаге 4. С учетом периодических граничных условий система была дуб-
лирована вдоль направлений X и Y, что привело к увеличению ее объема в 4 раза.
Окончательная система содержала 20 O12-LPS, 20 Ra-LPS, 8 белков OmpA.

Для начальных конфигураций чистой и содержащей белок ЛПС-мембран была про-
ведена минимизация энергии и уравновешивающий расчеты в NVT ансамбле до достиже-
ния системой нормального латерального давления. Далее, для интенсификации процесса
сканирования конформационного пространства О-антигенов для каждой мембраны были
проведены 300 нс МД расчеты в вакууме при температуре О-антигенов равной 600K и тем-
пературе остальной части мембран равной 50K в NVT ансамбле. Полученная структура
мембраны была далее помещена в раствор 0.1M NaCl с добавлением нейтрализующих за-
ряд ионов натрия, и для каждой системы мы провели 500 нс уравновешивающие расчеты
при общей температуре 303K с использованием стандартного протокола.

1.4 Обработка результатов расчетов

Для визуализации молекулярных сцен были использованы пакеты PyMOL [246] и
VMD [252]. Обработка количественных данных выполнялась с помощью программ соб-
ственной разработки на языке Python с использованием библиотек numpy и scipy [253].
Графики были построены с использованием библиотеки matplotlib [254]. Энергетически
выгодная спиральная структура молекулы O12-LPS в разделе 1.2.1 главы 5 была постро-
ена с помощью самодельного скрипта на основе PyMOL, который устанавливает каждый
двугранный угол вокруг O-гликозидной связи в энергетически выгодное положение. Ми-
нимизация энергии полученной структуры была проведена с использованием стандартной
процедуры GROMACS.
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Оценка подвижности различных компонентов моделируемых систем проводилась при
расчете среднеквадратического отклонения структуры (rout mean square fluctuation, RMSF)
с фиксированным шагом равным 1 нс с использованием утилиты GROMACS gmx rmsf.

1.4.1 Анализ конформаций цепочки О-антигена

Одним из общепринятых критериев, используемых для описания конформаций углеводных
полимеров, являются значения двугранных углов (ϕ,ψ) вокруг O-гликозидных связей [28,
29,223,224,255–257]. В нашей работе мы измеряем эти углы относительно атомов водорода:
ϕ = H1-C1-OX-CX, ψ = C1-OX-CX-HX (рис. 3.2A), как это было ранее сделано во многих
модельных и экспериментальных исследованиях [28,223,224,256,257].
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Рис. 3.2: Двугранные углы, использованные для анализа конформационной подвижности
О-антигенной цепи. Классические углы (ϕ,ψ) (A) и нативные углы (χ, θ) (B) отмечены на
фрагменте полисахаридной цепи О-антигена S. typhimurium. Прямые стрелки показывают
направление измерения двугранных углов. Красные линии добавлены для визуализации
нативных двугранных углов.

В то время как рассмотрение углов (ϕ,ψ) дает достаточную информацию о конфор-
мационном поведении цепочек при фиксированных конформациях остатков моносахаридов,
учет конформационной подвижности пиранозных колец привносит дополнительные степе-
ни свободы, не описываемые изменением углов (ϕ,ψ). Изменения конформаций углеводных
колец могут существенно влиять на пространственную структуру молекулы [25,29,30], по-
этому мы предлагаем альтернативный подход для описания подвижности длинной гибкой
цепи и вместе с классическими углами рассматриваем “нативные” двугранные углы, об-
разованные углеродными атомами гликозидных связей (рис. 3.2B). Эти углы (χ, θ) можно
легко представить, если соединить воображаемой линией атомы углерода последовательных
O-гликозидных связей (рис. 3.2B, красные линии). Угол χ отражает конформацию угле-
водного остатка, а угол θ описывает конформацию O-гликозидной связи между остатками.
Мы использовали три пары таких двугранных углов для анализа конформаций цепочек
О-антигена: (χMan, θManRha), (χRha, θRhaGal) и (χGal, θGalMan).
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1.4.2 Расчет свободной энергии

Расчет относительной свободной энергии конформаций О-гликозидных связей для молекул
дисахаридов был проведен с использование метода потенциала средней силы (Potential of
Mean Force, PMF). Для каждой конформации i, энергия рассчитывалась, исходя из отно-
шения количества реализаций этой конформации (Ni) к количеству реализаций наиболее
часто встречающейся конформации (N), свободная энергия которой принималась равной
нулю:

∆G = −RT ln
Ni

N
.

Достижение распределением заселенностей равновесного состояния было оценено сравне-
нием результирующих распределений энергий для полной траектории с распределениями,
рассчитанным для ее частей.

2 Численное решение уравнений в частных производных

Интегрирование реакционно-диффузионных моделей, описывающих основные реакции кас-
када свертывания крови, рассматриваемых в разделе 1 главы 4, производилось в среде
MATLAB с использованием встроенного функционала pdepe. Моделирование системы, рас-
сматриваемой в разделе 2 главы 4, проводилось с помощью программы на C++, напи-
санной аспирантом университета Лион 1 Анассом Бушнита. Система уравнений реакция-
диффузия-адвекция, описывающая динамику изменения распределения концентраций фак-
торов крови, решалась численно с помощью метода конечных разностей. Использовалась
схема против потока в дискретных конвективных членах во избежание числовых неустой-
чивостей в случаях с преобладанием конвекции. Численная схема рассматривалась на дву-
мерной сетке размером 2000 × 400. Точность вычислений контролировалась сравнением с
результатами, полученными при меньшем шаге интегрирования (см. раздел 1 приложения
для примера дискретизации). Уравнение потока решалось численно методом проекций [258],
подробно описанным в [259]. Описание применения метода к нашей системе приведено в
разделе 1 приложения.

3 Метод Лере-Шаудера доказательства существований реше-
ний типа пульс

Метод Лере-Шаудера cостоит в построении непрерывной деформации (гомотопии) исходной
системы к некоторой системе, для которой известно существование решений, обладающих
требуемыми свойствами. Для этих систем рассматривается векторное поле, порожденное
ими в функциональном пространстве, и предполагается существование гомотопического
инварианта, а именно, вращения векторного поля, иначе называемого топологической сте-
пенью, удовлетворяющей следующим свойствам:

1. Принцип отличия от нуля. Если на границе области в функциональном пространстве
степень определена и отлична от нуля, то в этой области существуют стационарные
точки.

2. Гомотопическая инвариантность. Если при непрерывной деформации системы реше-
ние не достигает границы области, то значение степени на этой границе неизменно.

Тогда, при условии существования априорных оценок решений таких, что в процессе
гомотопии решения находятся в некотором шаре в функциональном пространстве, и при
условии, что для финальной системы топологическая степень на границе шара отлична
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от нуля, то она также отлична от нуля для исходной системы, откуда следует существова-
ние решений для исходной системы. Таким образом, для применения метода Лере-Шаудера
необходимо определить степень с указанными свойствами, и построить непрерывную гомо-
топическую деформацию к некоторой модельной системе, для которой степень отлична от
нуля на границе шара достаточно большого радиуса, при условии существования априор-
ных оценок решений.

4 Интегрирование и оценка параметров для кинетической мо-
дели активации контактной системы

Модели контактной активации были разработаны, опираясь на экспериментальные ре-
зультаты по активации фактора XII агрегатами ЛПС в чистых системах FXII+PK [17]
и FXII+PK+HMWK [18]. Полученные кинетические модели были проинтегрированы с ис-
пользованием метода LSODA программы COPASI (http://www.copasi.org). Подбор пара-
метров модели был осуществлен следующим образом.

Мы предполагали, что один агрегат состоит из 8 · 103 молекул ЛПС и имеет площадь
поверхности (Alps), равную 0.02мкм2, оценив ее через средний радиус ЛПС-агрегатов, обра-
зуемых на высоких концентрациях ЛПС (∼ 40 нм), в работе [260]. Объем раствора, прихо-
дящийся на один ЛПС-агрегат (Vsol) был рассчитан как величина, обратная к концентрации
агрегатов в растворе. Конвертирование концентраций, измеренных в работе [17], из мкг/мл
в мкM производилось, считая массу одного ЛПС равной 4.5кДа [261].

Начальные концентрации FXII и PK были взяты равными 0.16 и 0.14мкM, соответ-
ственно, как это было сделано в эксперименте [17]. Начальная концентрация сайтов связы-
вания на поверхности ЛПС агрегатов (S) была оценена из данных о размерах FXII. Мы
предположили, что сайты связывания FXII и HMWK имеют примерно одинаковый размер,
равный 10 нм в диаметре [262], что соответствует площади сайтов связывания в 50–140 нм2

или концентрации 7.1–20 · 103 мкм−2. После подбора параметров, окончательное значение
было выбрано равным 11510мкм−2.

Кинетические константы модели варьировались с целью воспроизведения эксперимен-
тальных данных из [17]. Мы использовали значения кинетических констант, полученные в
модели активации контактного пути на микровезикулах, в качестве стартовых значений
для процедуры подгонки [153]. Далее мы поочередно варьировали параметры модели с це-
лью достичь наиболее близкие к экспериментальным значения финальной концентрации
Kr, наблюдаемой в эксперименте.

В модели с учетом присутствия HMWK мы использовали концентрации FXII, PK и
HMWK равными опубликованным в [18]. Все кинетические константы для реакций, совпа-
дающих с реакциями в модели без HMWK, были унаследованы из первой модели без измене-
ний. Оставшиеся параметры были подобраны при дополнительном допущении, что HMWK
и комплекс [HMWK, PK] имеют одинаковые кинетики связывания: k7 = k8, k−7 = k−8.
Мы также учитывали опубликованные данные [263] k−5/k5 = Kd5 = 18нM. Окончательный
набор параметров для обеих моделей представлен в табл. 3.1.
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Таблица 3.1: Кинетические константы, использованные в моделях активации контактного
пути на ЛПС.
парам. реакция значение

Параметры, использованные в обеих моделях (2.1) и (2.3)
k1 связывание с поверхностью FXII 2.27·103 мкM−1с−1

k−1 диссоциация FXII с поверхности 6.02·103 с−1

k2 активация FXII за счет взаимодействия с поверхностью 1.55·10−5 с−1

m3 активация PK фактором XIIa 0.007 с−1

M3 активация PK фактором XIIa 1мкM
m4 активация фактора XIIb (Kr) 22.4 с−1

M4 активация фактора XIIb (Kr) 1.04 ·105 мкм−2

Дополнительные параметры, использованные модели (2.3)
k5 формирование комплекса [PK, HMWK] 5.55 ·103 мкM−1с−1

k−5 диссоциация комплекса [PK, HMWK] 100 с−1

k6 связывание с поверхностью HMWK 2.27·103 мкM−1с−1

k−6 диссоциация HMWK с поверхности 602 с−1

k7 связывание с поверхностью комплекса [PK, HMWK] 2.27·103 мкM−1с−1

k−7 диссоциация комплекса [PK, HMWK] с поверхности 602 с−1

k8 связывание Kr с HMWK на поверхности 2.27·103 мкM−1с−1

k−8 диссоциация Kr с поверхностного комплекса [PK, HMWK] 602 с−1

m9 активация поверхностного комплекса [PK, HMWK] (FXIIa) 0.034 с−1

M9 активация поверхностного комплекса [PK, HMWK] (FXIIa) 6.16 ·103 мкм−2
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4. Математическое моделирование режи-
мов свертывания крови

Попадание ЛПС в кровяное русло при сепсисе ведет к активации внешнего и внутреннего
путей системы свертывания крови (см. раздел 1.5 главы 2). В данной главе мы проводим
теоретический анализ различных стадий этого процесса: инициации, распространения и
остановки роста тромба, а также переходных режимов, — с помощью математических моде-
лей. В разделе 1 рассматривается одномерная реакционно-диффузионная модель основных
реакций каскада свертывания, описывающая поведение волны тромбина на этапе распро-
странения волны свертывания. Подробный теоретический анализ этой модели позволяет
нам сформулировать аналитические условия существования автоволновых решений и оце-
нить скорость их распространения. В этом разделе нами также исследуются достаточные
условия сходимости решения системы к автоволне в зависимости от величины начального
стимула, то есть переход системы от стадии инициации к стадии распространения. Основ-
ные результаты раздела 1 относятся к общей части каскада свертывания (см. рис. 2.1 в
главе 2) и не зависят от природы начального активатора. В последующих разделах мы
более подробно рассматриваем каждый из путей активации свертывания. В разделе 2 на-
ми рассмотрена модель типа реакция-диффузия-конвекция активации внешнего пути при
повреждении стенки сосуда. В модели учитывается роль потока и пути APC в регуляции ро-
ста тромба и рассматриваются переходные режимы между полной и частичной закупоркой
сосуда в зависимости от различных параметров системы. В разделе 3 рассматривается ки-
нетическая модель активации контактного пути ЛПС, построенная на основании доступных
экспериментальных данных и учитывающая поверхностные эффекты, имеющие решающее
значение для активации FXII и PK. Данная модель позволяет нам воспроизвести кинетику
наработки FXII и сделать предварительные выводы о влиянии агрегатного состояния ЛПС
на активацию контактной системы.

1 Распространение волны тромбина

Данный раздел посвящен исследованию математической модели основных реакций каскада
свертывания. Функционирование этого каскада обеспечивает резкий переход от устойчиво-
го жидкого состояния крови к режиму образованию тромба при превышении величины
порогового возбуждения (см. раздел 1.4 главы 2). Подобное поведение характерно для ав-
товолновых решений в двуустойчивых системах (см. раздел 1.1 главы 2). В данном разделе
мы рассматриваем упрощенную модель основных реакций каскада свертывания (раздел 1.1)
и получаем условия существования и устойчивости автоволновых решений и оценки скоро-
сти их распространения (раздел 1.2), а также формулируем условия существования реше-
ний типа пульс, определяющих достаточное начальное условие для сходимости решения к
автоволне (раздел 1.3).
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1.1 Математическая модель

Наработку тромбина в покоящейся плазме во время фазы распространения волны сверты-
вания можно описать следующей системой уравнений:

∂v1

∂t
= D

∂2v1

∂x2
+ kV T − hV v1,

∂v2

∂t
= D

∂2v2

∂x2
+ kV IIIT − hV IIIv2,

∂v3

∂t
= D

∂2v3

∂x2
+ kXIT − hXIv3,

∂v4

∂t
= D

∂2v4

∂x2
+ kIXv3 − hIXv4,

∂v5

∂t
= D

∂2v5

∂x2
+ kXv4 + k∗Xv2v4 − hXv5,

∂T

∂t
= D

∂2T

∂x2
+ (kIIv5 + k∗IIv1v5)

(
1− T

T0

)
− hIIT.

(1.1.1)

Здесь T обозначает концентрацию тромбина, vi, i = 1, . . . , 5 обозначают концентрации
факторов V, VIII, XI, IX и X, соответственно, T0 обозначает максимальную доступную кон-
центрацию тромбина, равную начальной концентрации протромбина в плазме крови. Пер-
вый член каждого уравнения описывает диффузию соответствующего фермента в плазме
крови, остальные члены описывают реакции активации и ингибирования. Полагается, что
концентрации неактивированных факторов находятся в избытке и реакции активации опи-
сываются реакциями квази-первого порядка с константами ki, i = V, V III,XI, IX,X, II, и
ki
∗, i = II,X. Также мы предполагаем, что концентрации плазменных ингибиторов доста-

точно велики, и скорости ингибирования постоянны и равны hi, i = V, V III,XI, IX,X, II.
Концентрации комплексов внутренней теназы и протромбиназы приняты равными их ква-
зиравновесным концентрациям: k∗Xv2v4 и k∗IIv1v5, соответственно. Данная модель получена
из ранее опубликованной модели [107], показавшей хорошее соответствие с эксперименталь-
ными данными.

Мы рассматриваем одномерный случай: контактная активация каскада свертывания
происходит на левой границе домена, запуская образование тромбина и распространение
волны свертывания слева направо, то есть ось x перпендикулярна стенке сосуда и направ-
лена от стенки к просвету сосуда (рис. 4.1).

Рис. 4.1: Распространение автоволны тромбина в модели (1.1.1) при значениях параметров
из [107] (см. раздел 2 приложения)

Положим w = (w1, . . . , w5, T ) (мы также будем обозначать w6 = T ). Тогда систе-
ма (1.1.1) может быть записана в векторной форме:

∂w

∂t
= D

∂2w

∂x2
+ F(w), (1.1.2)
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где F = (F1, . . . , F6), — вектор скоростей реакций в уравнениях (1.1.1), и D — положитель-
ная диагональная матрица. Функции Fi имеют вид:

Fi(w) = αi(βiT − wi) для i = 1, 2, 3,

F4(w) = α4(β4w3 − w4),

F5(w) = α5 (β5w4 + γw2w4 − w5) ,

F6(w) = α6w5(1 + δw1)

(
1− T

T0

)
− σT,

(1.1.3)

где все константы положительны и заданы выражениями:

α1 = hV , α2 = hV III , α3 = hXI , α4 = hIX , α5 = hX , α6 = kII ,

β1 =
kV
hV

, β2 =
kV III
hV III

, β3 =
kXI
hXI

, β4 =
kIX
hIX

, β5 =
kX
hX

,

γ =
k∗X
hX

, δ =
k∗II
kII

, σ = hII .

Нули функции F, w∗ = (w∗1, . . . , w
∗
5, T

∗) заданы следующими уравнениями:

w∗1 = β1T
∗, w∗2 = β2T

∗, w∗3 = β3T
∗, w∗4 = β3β4T

∗, w∗5 = β3β4T
∗(β5 + γβ2T

∗), (1.1.4)

где T ∗ — это корень полинома четвертой степени P :

P (T ) = TQ(T ), где Q(T ) = aT 3 + bT 2 + cT + d. (1.1.5)

Здесь a < 0, а остальные коэффициенты P не имеют априорных знаков (см. раздел 1.3.1.2
для явных значений коэффициентов P ). Следовательно, нули F находятся во взаимно одно-
значном соответствии с нулями P . Ясно, что 0 всегда является нулем P , и соответствующим
нулем для F является начало координат 0 в R6.

В дальнейшем мы сосредоточимся на случае, когда P имеет ровно два положительных
корня, которые мы обозначим как 0 < T̄ < T−, т. е. на случае двуустойчивой системы. Мы
также будем считать, что

Q(0) < 0, Q′(T̄ ) > 0, Q′(T−) < 0. (1.1.6)

Так как Q — многочлен третьей степени с отрицательным старшим коэффициентом, то
нетрудно показать, что T− < T0 (см. раздел 1.3.1.2). Следовательно, F имеет ровно три
корня в R6

+. Обозначим их через w−, w̄ и w+, где w+ = 0 < w̄ < w− (здесь и всюду далее
неравенства для векторов означают, что каждая компонента векторов удовлетворяет этому
неравенству). Более того, предположения (1.1.6) гарантируют, что главное собственное зна-
чение матрицы якобиана F точках w± (w̄) отрицательно (соответственно, положительно)
(см. раздел 1.3.2.3). Следовательно, нелинейность F имеет две устойчивые точки.

Нетрудно показать, что Fi удовлетворяют следующему свойству для j 6= i:

∂Fi
∂wj

(w) > 0, если wk > 0 для 1 6 k 6 5 и T < T0.

Таким образом, система монотонна в области R6, включающей в себя положительный ко-
рень F. Как следствие, система удовлетворяет ряду свойств, аналогичным таковым для
скалярного уравнения, включая принцип максимума.

47



1.2 Существование, устойчивость и скорость распространения автовол-
новых решений

Как будет показано в разделе 1.3.1.2 для более общего случая, стационарные точки систе-
мы (1.1.2) находятся во взаимно однозначном соответствии с корнями многочлена P (T ).
Это утверждение позволяет нам сформулировать следующую теорему:

Теорема 1.2.1. Предположим, что P (T−) = 0 для некоторого T− > 0 и P ′(0) 6=
0, P ′(T−) 6= 0. Пусть w∗ — соответствующая стационарная точка (1.1.2), заданная
отношениями (1.1.4). Если существует положительный корень полинома P (T ) в интер-
вале 0 < T < T−, то система (1.1.2) обладает монотонно убывающими автоволновыми
решениями w(x, t) = u(x− ct) уравнения

Du′′ + cu′ + F(u) = 0, u(±∞) = w±, (1.2.1)

для единственного значения скорости c.

Доказательство теоремы 1.2.1 следует из общих результатов о существовании авто-
волновых решений в монотонных системах уравнений [264,265]. Монотонные автоволновые
решения для монотонных систем являются асимптотически устойчивыми [264,265], откуда
следует глобальная устойчивость таких решений в двуустойчивом случае.

1.2.1 Оценка скорости распространения автоволны

Расчет точного значения скорости распространения волны в рассматриваемой системе пред-
ставляет собой трудную задачу, однако мы можем получить некоторые аналитические оцен-
ки. Автоволна будет являться решением следующей системы:

Du′′i + cu′i + αi(βiT − ui) = 0, i = 1, 2, 3,

Du′′4 + cu′4 + α4(β4u3 − u4) = 0,

Du′′5 + cu′5 + α5 (β5u4 + γu2u4 − u5) = 0,

DT ′′ + cT ′ + α6u5(1 + δu1)

(
1− T

T0

)
− σT = 0,

(1.2.2)

с пределами на бесконечности:
u(±∞) = u±.

Перепишем систему (1.2.2) в следующем виде:

Du′′i + cu′i +
1

ε
Gi(u1, . . . , u5, T ) = 0, i = 1, . . . , 5

DT ′′ + cT ′ + F6(u1, . . . , u5, T ) = 0,
(1.2.3)

где ε — это некоторый малый параметр, Gi = ε̄Fi. При ε = ε̄ система (1.2.3) совпадает
с системой (1.2.2). Для системы (1.2.3) функции ϕi(u), заданные (1.3.8), удовлетворяют
следующему свойству:

Gi(ϕ1(u), . . . , ϕ5(u), T ) = 0, i = 1, . . . , 5. (1.2.4)

Функции ϕi(u) непрерывны как и их производные второго порядка, и ϕ′i(u) 6= 0, i = 1, . . . , 5.
Если мы совершим формальный переход к пределу ε→ 0 в (1.2.3), то ui → ϕi(u), и подста-
вив их в последнее уравнение уравнение, мы получим:

T ′′ + cT ′ + F6(ϕ1(T ), . . . , ϕ5(T ), T ) = 0, T (±∞) = T±, (1.2.5)

где F6(ϕ1(T ), . . . , ϕ5(T ), T ) = P (T ) — полином из (1.1.5). Справедлива следующая теорема:
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Теорема 1.2.2. Скорость распространения автоволны в системе (1.2.3) сходится к ско-
рости распространения автоволны в уравнении (1.2.5) при ε→ 0.

Доказательство. Следующие оценки могут быть получены из минимаксного представле-
ния скорости волны в двуустойчивом случае [264,265]:

min
(

inf
x
S1(ρ), . . . , inf

x
S6(ρ)

)
6 c 6 max

(
sup
x
S1(ρ), . . . , sup

x
S6(ρ)

)
, (1.2.6)

где

Si(ρ) =
ρ′′i +

1

ε
Gi(ρ)

−ρ′i
, i = 1, . . . , 5, S6(ρ) =

ρ′′6 + F6(ρ)

−ρ′6
,

ρ = (ρ1, . . . , ρ6) — произвольная пробная функция, непрерывная вместе со своими вторы-
ми производными, монотонно убывающая (покомпонентно) и имеющая те же пределы на
бесконечности, что и автоволна: ρ(+∞) = 0, ρ(−∞) = u−.

Выберем следующие пробные функции:

ρi = ϕi(u0) + εiHi, i = 1, . . . , 5, ρ6 = u0, (1.2.7)

где u0 — решение уравнения (1.2.5), а Hi, i = 1, . . . , 5 — функции, непрерывные со своими
вторыми производными, точные выражения для которых мы определим ниже.

Пренебрегая членами второго порядка по ε, мы получаем:

S6(ρ) =
u′′0 + F (ϕ1(u0) + εH1, . . . , ϕ5(u0) + εH5, u0)

−u′0
=

u′′0 + F (ϕ1(u0), . . . , ϕ5(u0), u0) + ε
5∑
i=1

Fui (u0, ϕ1(u0), . . . , ϕ5(u0), u0)Hi

−u′0
= c0 + εΦ, (1.2.8)

где Φ =
n∑
i=1

Fui (u0, ϕ1(u0), . . . , ϕn(u0))Hi

−u′0
и c0 — значение скорости распространения авто-

волны в уравнении (1.2.5). Далее, для i = 1, . . . , 5:

Si(ρ) =
ϕ′′i (u0)(u′0)2 + ϕ′i(u0)u′′0 + εH ′′i +

1

ε
Gi(ϕ1(u0), . . . , ϕ5(u0), u0)

−ϕ′i(u0)u′0 − εH ′i
+

5∑
j=1

Giuj (ϕ1(u0), . . . , ϕ5(u0), u0)Hj

−ϕ′i(u0)u′0 − εH ′i
=

ϕ′′i (u0)(u′0)2 + ϕ′i(u0)u′′0 + εH ′′i +
5∑
j=1

Giuj (ϕ1(u0), . . . , ϕ5(u0), u0)Hj

−ϕ′i(u0)u′0 − εH ′i
. (1.2.9)

Обозначим F (ϕ1(u0), . . . , ϕn(u0), u0) как F и Giuj (ϕ1(u0), . . . , ϕ5(u0), u0) как Giuj . Если мы
выберем функции Hi, i = 1, . . . , 5 такими, чтоG1

u1 G1
u2 . . . G1

u5
. . . . . . . . . . . .
G5
u1 G5

u2 . . . G5
u5

H1

. . .
H5

 =

−ϕ′′1(u0)(u′0)2 + ϕ′1(u0)F
. . .

−ϕ′′5(u0)(u′0)2 + ϕ′5(u0)F

 , (1.2.10)

считая, что матрица G′ в левой части необратима, то будет выполнено

Si(ρ) =
ϕ′i(u0)(u′′0 + F (ϕ1(u0), . . . , ϕn(u0), u0)) + εH ′′i

−ϕ′i(u0)u′0 − εH ′i
= c0 + εΨi, i = 1, . . . , 5, (1.2.11)
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где Ψi =
−H ′′i − c0H

′
i

ϕ′i(u0)u′0
, i = 1, . . . , 5, c0 — скорость распространения автоволны в уравне-

нии (1.2.5). Таким образом, мы получаем окончательную оценку на скорость распростра-
нения волны в (1.2.3):

c0 + εmax
{

min
x

Φ,min
x

Ψ1, . . . ,min
x

Ψ5

}
6 c

6 c0 + εmin
{

max
x

Φ,max
x

Ψ1, . . . ,max
x

Ψ5

}
, (1.2.12)

и, принимая во внимание тот факт, что Φ,Ψi, i = 1, . . . , 5 ограничены, мы получаем дока-
зательство теоремы.

Остается проверить, что матрица G′ необратима. Получим явные выражения для

функций Hi, i = 1, . . . , 5 для системы (1.2.3). Матрица
1

ε̄
G′ имеет следующий вид:

−α1 0 0 0 0
0 −α2 0 0 0
0 0 −α3 0 0
0 0 α4β4 −α4 0
0 α5γϕ4(u0) 0 α5(β5 + γϕ2(u0)) −α5


Таким образом, решая систему (1.2.10), мы получаем:

Hi = − 1

αi
ε̄
(
−ϕi(u0)(u′0)2 + ϕi(u0)F

)
, i = 1, . . . , 3, (1.2.13)

H4 = − 1

α4

(
ε̄
(
−ϕ4(u0)(u′0)2 + ϕ4(u0)F

)
− α4β4H3

)
, (1.2.14)

H5 = − 1

α5

(
ε̄
(
−ϕ5(u0)(u′0)2 + ϕ5(u0)F

)
− α5γϕ4(u0)H2 − α5(β5 + γϕ2(u0))H4

)
, (1.2.15)

где ϕi(u0) заданы выражениями (1.3.8), а u0 — решение (1.2.5). Функции Hi, i = 1, . . . , 5
непрерывны со своими вторыми производными и превращают (1.2.10) в тождество. Таким
образом, подставляя их в (1.2.6), мы получаем оценку (1.2.12). Теорема доказана.

Скорость распространения автоволны в уравнении (1.2.5) положительна тогда и толь-
ко тогда, когда ∫ T−

T+

P (T )dT > 0.

Как следует из теоремы 1.2.2, данное неравенство дает нам приближенное условие на по-
ложительность скорости автоволны в исходной системе. Более того, для уравнения (1.2.5)
мы может получить приближенные значения скорости распространения волны. Уравне-
ние (1.2.5) задает скорость распространения волны в уравнении

∂T

∂t
= DT ′′ + P (T ), (1.2.16)

полученной методом квази-стационарного приближения для уравнения на концентрации
всех факторов, кроме тромбина (T ), с P (T ) заданным (1.3.11).

Перейдем к безразмерным переменным аналогично тому, как это было сделано в [108]:

T = T0u, t =
t̃

h2
, D = D̃h2, (1.2.17)

тогда модель (1.2.16) принимает вид:

∂u

∂t̃
= D̃∆u+M1u (1 +M2u) (1 +M3u) (1− u)− u, (1.2.18)
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где:

M1 =
α6β3β4β5

σ
, M2 = β2γ, M3 = β1δ.

Заметим, что скорости активации протромбина и фактора X комплексом протромбиназы
и комплексом внутренней теназы соответственно существенно выше, чем скорости актива-
ции этих факторов фактором X и фактором IX, соответственно [92]. Таким образом, мы
можем пренебречь соответствующими слагаемыми в правой части и записать окончательно
упрощенное уравнение:

∂u1

∂t̃
= D̃∆u1 + bu3

1 (1− u1)− u1, (1.2.19)

где b = M1M2M3, или, в более общей форме,

∂u

∂t
= D∆u+ bun (1− u)− σu. (1.2.20)

Для такого уравнения мы можем получить аналитические оценки скорости распростране-
ния автоволны, удовлетворяющей уравнению:

Dw′′ + cw′ + bwn(1− w)− σw = 0. (1.2.21)

Ниже мы рассмотрим два способа аналитической оценки скорости решения уравне-
ния (1.2.21).

1.2.1.1 Метод узкой зоны реакции. Одним из методов оценки скорости распростра-
нения автоволнового решения в уравнении типа реакция-диффузия является метод узкой
зоны реакции, разработанный в теории горения [266]. Перепишем уравнение (1.2.21) в виде:

Dw′′ + cw′ + F (w)− σw = 0, F (w) = wn(1− w). (1.2.22)

Предположим, что реакция происходит в единственной точке пространства: x = 0 в коор-
динатах фронта волны. Тогда вне зоны реакции можно рассмотреть следующие линейные
уравнения: {

Dw′′ + c1w
′ − σw = 0, x > 0,

Dw′′ + c1w
′ = 0, x < 0.

(1.2.23)

Запишем условия перехода в зоне реакции. В зоне реакции мы можем пренебречь значением
w′, так как оно мало в сравнении с остальными членами:

Dw′′ + F (w) = 0. (1.2.24)

Домножая (1.2.24) на w′ и интегрируя по зоне реакции, получим следующие условия пере-
хода:

(w′(+0))2 − (w′(−0))2 =
2

D

w∗∫
0

F (w)dw, (1.2.25)

которые должны быть дополнены условием непрерывности решения: w(+0) = w(−0).
Решая (1.2.23), получаем:

w =


w∗, x < 0,

w∗ exp

(
x
−c−

√
c2 + 4Dσ

2D

)
, x > 0.

(1.2.26)

Тогда, используя (1.2.25) и (1.2.26), мы получаем следующее уравнении на приближенное
значение скорости автоволны:

c1
2 + c1

√
c1

2 + 4Dσ + 2Dσ = A, A =
4D

w2
∗

w∗∫
0

F (w)dw. (1.2.27)
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Таким образом,

c1 =
A− 2Dσ√

2A
, A = 4bD

(
wn−1
∗

n+ 1
− wn∗
n+ 2

)
. (1.2.28)

Формула (1.2.28) дает хорошее приближение численной скорости распространения волны
для n > 3. Точность приближения тем выше, чем больше значение n (рис. 4.2).

Рис. 4.2: Отношение аналитических оценок и численной скорости распространения волны
тромбина для разных значений n; σ = 0.01, D = 2, b = 10. Сплошная линия — метод узкой
зоны реакции (c/c1, (1.2.28)), пунктир — кусочно-линейное приближение (c/c2, (1.2.40)).

Утверждение 1.2.1. Метод узкой зоны реакции дает оценку снизу.

Доказательство. Рассмотрим уравнение (1.2.22) и для простоты положим, что F (u) = 0
для u 6 u0 и F (u) > 0 для u0 < u < 1. Пусть u∗ — максимальный корень уравнения
F (u) = σu (рис. 4.3). Мы ищем убывающее решение уравнения (1.2.22) с пределами на
бесконечности:

u(−∞) = u∗, u(+∞) = 0.

Умножая уравнение (1.2.22) на u′ и интегрируя по всей оси, получаем:

c =

u∗∫
0

F (u)du− 1
2σ(u∗)2

∞∫
−∞

(u′(x))2dx

. (1.2.29)

Вместе с уравнением (1.2.22) рассмотрим систему двух уравнений первого порядка:{
u′ = p,
p′ = −cp− F (u) + σu.

(1.2.30)

Автоволновое решение уравнения (1.2.22) соответствует траектории, соединяющей стаци-
онарные точки (u∗, 0) и (0, 0) (рис. 4.3). Эта траектория совпадает с линией p = λu для
0 < u 6 u0, где λ — отрицательное решение уравнения

λ2 + cλ− σ = 0.

Интеграл в знаменателе (1.2.29) может быть приближен, если мы заменим траекторию
функции прямой линией p = −λu:∫ ∞

−∞
(u′(x))2dx =

∫ u∗

0
p(u)du ≈ 1

2
λ(u∗)2.
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Рис. 4.3: Иллюстрация идеи метода узкой зоны реакции.

Подставляя это выражение в (1.2.29), мы получаем приближенное значение скорости рас-
пространения автоволны, эквивалентное скорости, полученной методом узкой зоны реак-
ции (1.2.28).

Таким образом, метод узкой зоны реакции эквивалентен замене траектории уравне-
ния на прямую. Отсюда можно заключить, что этот метод дает оценку скорости снизу, а
также дает асимптотически точный результат в предельном случае при стремление носи-
теля функции F (u) к точке.

1.2.1.2 Кусочно-линейное приближение. Перепишем уравнение (1.2.22) в виде

Dw′′ + cw′ + f(w) = 0,

где f(w) = wn(1−w)−σw и f(0) = f(w∗) = 0, и рассмотрим следующее приближение этого
уравнения:

Dw′′ + c2w
′ + f0(w) = 0, (1.2.31)

где

f0(w) =

{
αw, 0 < w < w0,
β(w − w∗), w0 < w < w∗,

, α = f ′(0), β = f ′(w∗). (1.2.32)

Для уравнения (1.2.20) выполнено:

α = −σ, β = bnwn−1
∗ − b(n+ 1)wn∗ − σ. (1.2.33)

Значение w0 может быть получено из дополнительного условия:∫ w∗

0
f(w)dw =

∫ w∗

0
f0(w)dw. (1.2.34)

Таким образом, мы получаем следующее уравнение относительно w0:

α− β
2

w2
0 + βw∗w0 + r = 0, где r = −βw2

∗ −
∫ w∗

0
f(w)dw. (1.2.35)

Для явного вида рассматриваемой функции f(w) мы имеем:

r = bwn+1
∗

(
−n

2
− b

n+ 1

)
+ bwn+2

∗

(
n+ 1

2
+

1

n+ 2

)
+ σw2

∗. (1.2.36)
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Из (1.2.35) получаем:

w0 =
−βw∗ +

√
β2w2

∗ − 2(α− β)r

α− β
. (1.2.37)

Таким образом, вместо (1.2.31) мы рассматриваем следующие уравнения:{
Dw′′ + cw′ + β(w − w∗) = 0, x < 0,
Dw′′ + cw′ + αw = 0, x > 0,

(1.2.38)

и дополнительные условия на непрерывность решения и его первой производной:

w(0) = w0, w
′(−0) = w′(+0).

Мы получаем решение в явном виде:
w = (w0 − w∗) exp

(
x

√
c2

2 − 4βD − c2

2D

)
+ w∗, x < 0,

w = w0 exp

(
x
−
√
c2

2 − 4αD − c2

2D

)
, x > 0.

(1.2.39)

Из условия непрерывности решения и его производной получаем окончательную формулу:

c2 =

√
D(αw̄2 − β)√

(w̄ − 1)(αw̄2 − βw̄)
, w̄ =

w0

w0 − w∗
. (1.2.40)

Данная формула дает хорошее приближение скорости распространения автоволны в урав-
нении (1.2.22) (рис. 4.2).

1.2.1.3 Сравнение аналитической оценки с результатами вычислений для си-
стемы (1.1.1). Возвращаясь к исходной системе (1.1.2), получаем:

b = α5β2β3β4β5γδ, (1.2.41)

T =
T∗

T∗ − T0
, T∗ =

−3bT 2
0 + 4bT 4

0 + σ

4bT 2
0 − 3bT0

+√(
3bT 2

0 − 4bT 3
0 − σ

)2 − 2b(4T0 − 3)T 2
0

(
−3

2bT
2
0 − b2

4 T
2
0 + 11

5 bT
3
0 + σ

)
4bT 2

0 − 3bT0
, (1.2.42)

и оценки (1.2.28) и (1.2.40) принимают вид:

c1 =
√
D

bT 2
0 −

4

5
bT 3

0 − 2σ√
2

(
bT 2

0 −
4

5
bT 3

0

) , (1.2.43)

c2 =

√
D
(
−3bT0

2 − σT + 4bT 3
0 − σ

)√
(T0 − 1)T

(
−σT − 3bT 2

0 + 4bT 3
0 + σ

) . (1.2.44)

Полученные аналитические оценки можно сравнить с найденной численно скоростью рас-
пространения тромбина в модели (1.1.1) (рис. 4.4). Скорость распространения автоволны в
модели, состоящей из одного уравнения (1.2.5), выше, чем скорость распространения тром-
бина в модели (1.1.2). Аналитические оценки скорости для одного уравнения, в свою оче-
редь, дают оценку снизу (рис. 4.2). В результате, аналитические оценки скорости для одного
уравнения дают лучшее приближение скорости распространения волны в системе (1.1.2),
чем численная скорость волны в уравнении (1.2.19). Более того, из двух аналитических
оценок, оценка, полученная методом узкой зоны реакции, дает значение скорости ближе к
результатам моделирования в модели (1.2.5), чем кусочно-линейное приближение.
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Рис. 4.4: Скорость распространения волны тромбина при разных значениях D (слева) и
kIX (справа). Сплошная линия — численная скорость в модели (1.1.1), точки — числен-
ная скорость в уравнении (1.2.5), пунктир — оценка, полученная методом узкой зоны реак-
ции (1.2.43), штрихпунктир — кусочно-линейное приближение (1.2.44). Параметры расчетов
приведены в разделе 2 приложени].

1.3 Существование решений типа пульс

Сходимость решения системы к автоволне определяется величиной начального условия.
Пороговое значение начального условия, гарантирующее сходимость решения к автоволне
в случае одного уравнения, соответствует стационарному решению типа пульс. Этот кри-
терий был также доказан для системы двух уравнений в особой форме [126,127]. В данном
разделе мы формулируем аналогичный результат для модели реакций каскада свертыва-
ния, и в разделах 1.3.1–1.3.3 проводим доказательство существование решений типа пульс
для рассматриваемой модели основных реакций каскада свертывания крови с использова-
нием метода Лере-Шаудера (см. раздел 3 главы 3).

Стационарные решения системы (1.1.2) удовлетворяют эллиптической системе:

Dw′′i + αi(βiT − wi) = 0, i = 1, 2, 3,

Dw′′4 + α4(β4w3 − w4) = 0,

Dw′′5 + α5 (β5w4 + γw2w4 − w5) = 0,

DT ′′ + α6w5(1 + δw1)

(
1− T

T0

)
− σT = 0.

(1.3.1)

В дальнейшем мы будем рассматривать систему (1.3.1) на вещественной оси и искать четное
положительное решение, обращающееся в нуль на бесконечности:

w(x) > 0, w(x) = w(−x), x ∈ R, w(±∞) = 0.

Такие решения мы будем называть решениями типа пульс. Вместо задачи на всей оси мы
можем рассмотреть систему (1.3.1) на полуоси R+ с граничным условием

w′(0) = 0. (1.3.2)

Мы ищем убывающие решения, определенные на R+, и такие, что:

w′(0) = 0, w(x) > 0 и w′(x) < 0 для x > 0, w(∞) = 0. (1.3.3)

Тогда решение типа пульс может быть получено через отражение этого решения на R в
силу симметрии. Сформулируем основную теорему.
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Теорема 1.3.1. При выполнении условия (1.1.6) задача (1.3.1) имеет решение на R+, удо-
влетворяющее (1.3.3), тогда и только тогда, когда значение скорости c в задаче (1.2.1)
положительно.

Теорема 1.3.1 легко доказывается для случая скалярного уравнения. Действительно,
предположим, что мы имеем дело с некоторым скалярным уравнением с нелинейной пра-
вой частью F с двумя положительными устойчивыми особыми точками. Тогда скорость c
распространения автоволны для скалярной задачи (1.2.1) имеет знак интеграла

∫ w−

0 F (s)ds.
Далее, если мы перепишем скалярное уравнение для решения типа пульс в виде:{

w′ = p,
p′ = −F (w),

(1.3.4)

то можно легко показать, что:

w′(x)2

2
= −

∫ w(x)

0
F (s)ds.

Отсюда следует, что условие
∫ w−

0 F (s)ds > 0 необходимо и достаточно для существования
решений типа пульс, что доказывает теорему 1.3.1 для двуустойчивого скалярного уравне-
ния.

Для систем уравнений положительность интеграла не является достаточным услови-
ем для заключения о существовании решения типа пульс и/или положительности скорости
автоволны. Тем не менее, связь между знаками скорости волны и наличием решений ти-
па пульс может сохраняться, как было впервые показано в [126] и [127] для монотонных
систем двух уравнений. В данном разделе мы получим такой результат для рассматрива-
емой реакционно-диффузионной модели каскада свертывания крови. Как и в случае ра-
бот [126, 127], доказательство имеет существенно более сложную структуру по сравнению
со скалярным случаем и опираются на метод Лере-Шаудера (см. раздел 3 главы 3). Дан-
ный метод предполагает построение некоторой подходящей гомотопической деформации.
Основная идея заключается в том, чтобы свести последнее уравнение в системе (1.3.1) к
некоторому скалярному уравнению, которое зависит только от T . В то же время, мы хотим,
чтобы свойства исходной системы оставались неизменными, и чтобы знак скорости волны в
предположение, что c > 0 для задачи (1.2.1), сохранялся. Мы начнем описание построения
гомотопии в разделе 1.3.1. Затем, в разделе 1.3.2 будет показана отделимость монотонных
решений и мы получим априорные оценки этих решений независимо от гомотопическо-
го параметра. Раздел 1.3.3 посвящен доказательству части существования в теореме 1.3.1.
Наконец, мы сделаем некоторые заключительные замечания в разделе 1.4.

1.3.1 Гомотопия

1.3.1.1 Описание. Рассмотрим гомотопию системы (1.3.1) следующего вида:

Dw′′ + Fτ (w) = 0, τ ∈ [0, 1], (1.3.5)

где только последняя компонента реакционного члена F τ6 (w) изменяется при изменении
τ ∈ [0, 1]. Тогда гомотопная система имеет вид:

Dw′′1 + α1(β1T − w1) = 0,

Dw′′2 + α2(β2T − w2) = 0,

Dw′′3 + α3(β3T − w3) = 0,

Dw′′4 + α4(β4w3 − w4) = 0,

Dw′′5 + α5(β5w4 + γw2w4 − w5) = 0,

DT ′′ + F τ6 (w) = 0.

(1.3.6)
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При τ = 0 гомотопия совпадает с исходной системой (1.3.1) и мы имеем

F 0
6 (w) = F6(w) = α6w5(1 + δw1)

(
1− T

T0

)
− σT, (1.3.7)

то есть F 0
6 является нелинейной функцией переменных w1, w5 и T .

В процессе гомотопической трансформации мы редуцируем F 0
6 до некоторого нели-

нейного выражения F 1
6 , которое будет зависеть только от переменной T . Мы также потре-

буем, чтобы нули функции Fτ в R6
+ оставались неизменными при изменении τ от 0 до 1 и

совпадали с нулями исходной нелинейности правой части F = (F1, . . . , F6).
Для того, чтобы построить функцию F τ6 (w), введем дополнительные функции ϕi(T ),

i = 1, . . . , 5, полученные из уравнений Fi(w) = 0 для i = 1, . . . , 5:

wi = βiT ≡ ϕi(T ), i = 1, 2, 3,

w4 = β4β3T ≡ ϕ4(T ),

w5 = β4β3T (β5 + γβ2T ) ≡ ϕ5(T ).

(1.3.8)

Также дополнительно введем некоторую гладкую функцию g(T ), которая будет определена
ниже, таким образом, чтобы она не меняла нули функции в процессе гомотопии (другие
свойства, касающиеся положительности скорости распространения волны, будут сформу-
лированы в разделе 1.3.3.1).

Окончательно гомотопия определяется следующим образом. Для τ ∈ [0, τ1], где τ1 ∈
(0, 1) (например, τ1 = 1/2) мы полагаем

F τ6 (w) = α6w5(1 + δw1)

(
1− T

T0

)
− σT + τg(T ), (1.3.9)

в то время как для τ ∈ (τ1, 1] мы рассматриваем

F τ6 (w) = α6 [ατw5 + βτϕ5(T )] (1 + δ [ατw1 + βτϕ1(T )])

(
1− T

T0

)
− σT + τ1g(T ), (1.3.10)

где ατ =
1− τ
1− τ1

, βτ =
τ − τ1

1− τ1
.

Для τ ∈ [0, τ1] целесообразно положить ατ = 1 и βτ = 0, так что формула (1.3.10) будет так
же верна для τ ∈ [0, τ1].

1.3.1.2 Неподвижные точки системы. Прежде, чем приступить к исследованию осо-
бых точек Fτ , внесем следующие предварительные замечания. Для τ = 0 нули функции
заданы уравнениями

wi = ϕi(T ) для 1 6 i 6 5, α6ϕ5(T )(1 + δϕ1(T ))

(
1− T

T0

)
− σT = 0.

Таким образом, прямая проверка показывает, что

α6ϕ5(T )(1 + δϕ1(T ))

(
1− T

T0

)
− σT ≡ P (T ) = aT 4 + bT 3 + cT 2 + dT, (1.3.11)

где

a = −α6β1β2β3β4γδT
−1
0 , c = α6β2β3β4γ + α6β1β3β4β5δ − α6β3β4β5T

−1
0 ,

b = −α6β1β3β4β5δT
−1
0 + α6β1β2β3β4γδ − α6β2β3β4γT

−1
0 , d = α6β3β4β5 − σ.

(1.3.12)
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Напомним, что ранее мы предположили, что полином P (T ) = TQ(T ) имеет ровно два
положительных корня 0 < T̄ < T−. Так как Q — полином третьей степени с отрицательным
коэффициентом при главном члене, то

P < 0 при T ∈ (0, T̄ ), P > 0 при T ∈ (T̄ , T−), P < 0 при T ∈ (T−,∞). (1.3.13)

Стоит также заметить, что
T− < T 0. (1.3.14)

В самом деле, как следует из определения (1.3.11), P (T ) 6 −σT < 0 для T > T 0. Также
напомним, что мы считаем выполненным (1.1.6), что подразумевает следующее ограничение
на значения параметров

Q(0) = α6β3β4β5 − σ < 0. (1.3.15)

Таким образом, нули функции F = (F1, . . . , F6) не изменяются, если мы заменим F6 на
следующую функцию

α6 [αw5 + βϕ5(T )] (1 + δ [αw1 + βϕ1(T )])

(
1− T

T0

)
− σT,

где 0 6 α 6 1, β = 1− α. То же касается замены F6 на

α6 [αw5 + βϕ5(T )] (1 + δ [αw1 + βϕ1(T )])

(
1− T

T0

)
− σT + g(T ),

при условии, что функция g = g(s) такова, что

g(s) > 0 для s > 0, supp g ⊂ (T̄ , T−). (1.3.16)

В самом деле, в этом случае, уравнение на корни функции P (T ) имеет отличную форму
только в области P (T ) > 0, где к ней добавляется некоторый неотрицательный член.

Всюду далее мы будет полагать, что функция g удовлетворяет (1.3.16). Тогда нули
функции Fτ = (F1, . . . , F5, F

τ
6 ), где F τ6 задана (1.3.9) или (1.3.10), совпадают с нулями F. В

частности, эти функции обладают ровно тремя корнями в R6
+: w−, w̄ и w+.

1.3.1.3 Монотонность системы и устойчивость ее стационарных точек. Так как
F задана (1.1.3), то

∂Fi
∂wj

(w) > 0 для i, j = 1, . . . , 6, i 6= j,

при условии, что

w ∈ D = {w = (w1, . . . , w5, T ), wk > 0 для 1 6 k 6 5, 0 6 T < T0}.

Это свойство монотонности остается верным и для гомотопии Fτ . В самом деле, для этой
функции выражения для F τ1 , . . . , F τ5 неизменны, а для последней компоненты свойство по-
ложительности производных легко проверяется. Таким образом, для всех τ ∈ [0, 1] система
монотонна в D:

∂F τi
∂wj

(w) > 0 для i 6= j для w ∈ D. (1.3.17)

Рассмотрим далее устойчивость особых точек Fτ в R6
+. Заметим, что благодаря (1.3.14),

нули функции лежат в D, так что внедиагональные элементы матрицы Якоби в этих точ-
ках неотрицательны. Таким образом, из теоремы Фробениуса-Перрона следует, что главное
собственное значение (с.з.) матрицы, то есть с.з. с максимальной вещественной частью,
действительно.

Мы также можем утверждать, что устойчивость корней правой части не изменяется
при изменении τ . Точнее, для всех корней знак главного с.з. не меняется при изменении τ .
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В самом деле, обозначим через w∗ некоторые корни Fτ в R6
+. При расчете матрицы Яко-

би (Fτ )′(w∗) члены, содержащие g, исчезают вследствие (1.3.16). Таким образом, якобиан
системы не меняется при изменении τ от 0 до τ1. Далее, рассматривая ядро этой матрицы
для τ ∈ [τ1, 1], можно показать, что

ker(Fτ )′(w∗) = kerF′(w∗) для τ ∈ [0, 1].

Таким образом, ее определитель удовлетворяет следующему свойству:

det(Fτ )′(w∗) 6= 0⇔ detF′(w∗) 6= 0⇔ det(F1)′(w∗) 6= 0, τ ∈ [0, 1].

Если эти определители отличны от нуля, то знак главного с.з. не может измениться при
изменении τ , и устойчивость нулей останется неизменна.

По построению гомотопии, для τ = 1, F 1
6 (w) зависит только от T и F 1

6 (w) = P (T ) =
TQ(T ), заданных (1.3.11). Таким образом, знак главного с.з. матрицы (Fτ )′(w∗) совпадает
со знаком главного с. з. матрицы (F1)′(w∗), имеющей вид:

(F1)′(w∗) =




−α1 0 0 0 0 α1β1

0 −α2 0 0 0 α2β2

0 0 −α3 0 0 α3β3

0 0 α4β4 −α4 0 0
0 α5γw

∗
4 0 α5(β5 + γw∗2) −α5 0

0 0 0 0 0 ∂P
∂T (w∗)

.

Перестановкой строк и столбцов эта матрица сводится к диагональной матрице матрице
diag(∂P/∂T,−α1,−α2,−α3,−α4,−α5), то есть с.з. (F 1)′(w∗) равны −αi, 1 6 i 6 5, и P ′(T ∗).
Таким образом, верна следующая теорема:

Теорема 1.3.2. Существует взаимно однозначное соответствие между стационарными
решениями системы (1.3.6) w∗ и корнями T ∗ многочлена P (T ), определяемое отношени-
ями (1.3.8). Главное собственное значение матрицы (Fτ )′(w∗) положительно (отрица-
тельно) тогда и только тогда, когда P ′(T ∗) > 0 (P ′(T ∗) < 0).

Напомним, что, в силу предположения (1.1.6), для T ∗ = T+, T̄ и T− выполнено

P ′(T+) < 0, P ′(T̄ ) > 0, P ′(T−) < 0.

Таким образом, можно заключить, что для τ ∈ [0, 1]:

Fτ (w±) = 0, с.з. матрицы (Fτ )′(w±) имеют отрицательные действительные части,
(1.3.18)

Fτ (w̄) = 0, матрица (Fτ )′(w̄) имеет положительное с.з. (1.3.19)

1.3.2 Функциональные пространства и оценки решений

Для доказательства существования решений типа пульс в рассматриваемой системе необ-
ходимо перейти к рассмотрению взвешенных пространств.

1.3.2.1 Операторы и пространства. Мы рассматриваем систему

Dw′′ + Fτ (w) = 0, (1.3.20)

где для τ ∈ [0, 1] нелинейный член Fτ определен, как было описано выше. Мы хотим иссле-
довать решения (1.3.20), определенные на полуоси x > 0 и такие, что:

w(x) > 0 для x ∈ R+, w
′(0) = 0, w(∞) = 0. (1.3.21)
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Для задания класса функций введем пространство Гельдера Ck+α(R+), состоящее из
вектор-функций класса Ck, непрерывных и ограниченных на полуоси R+ вместе с их про-
изводными k-го порядка и такие, что их производные k-го порядка удовлетворяют условию
Гельдера для экспоненты с показателем α ∈ (0, 1). Норма в таком пространстве совпадает
с обычной нормой Гельдера:

||f ||Ck+α = ||f ||Ck + max
|β|=k

|Dβf |C0+α ,

где

||f ||Ck = max
|β|6k

sup
x∈R+

|DβF (x)|, |f |C0+α = sup
x 6=y∈R+

|f(x)− f(y)|
|x− y|α

.

Положим
E1 = {w ∈ C2+α(R+), w′(0) = 0}, E2 = Cα(R+).

Далее, введем взвешенные пространства E1
µ и E2

µ, где µ(x) =
√

1 + x2, с соответствующими
нормами:

‖w‖Eiµ = ‖wµ‖Ei , i = 1, 2.

Принимая во внимание (1.3.20), рассмотрим оператор

Aτ (w) = Dw′′ + Fτ (w), (1.3.22)

действующий из E1
µ в E2

µ. Тогда оператор, линеаризованный вокруг любой функции из
E1
µ, является фредгольмовым и имеет нулевой индекс. Нелинейный оператор является соб-

ственным на замкнутых ограниченных множествах. Таким образом, прообраз компактного
множества в E2

µ компактен в любом замкнутом ограниченном множестве в E1
µ.

1.3.2.2 Оценки априори для монотонных решений. В данном разделе мы рас-
сматриваем решения (1.3.20)-(1.3.21), убывающие на R+, то есть решения типа пульс. Преж-
де всего, получим оценку в L∞ для этих решений.

Утверждение 1.3.1. Предположим, что система (1.3.20) имеет решение w(x), опреде-
ленное для x > 0 и удовлетворяющее (1.3.3). Тогда

w(x) 6 w− для x > 0, (1.3.23)

где w− — максимальный корень F. В частности, w(x) ∈ D для всех x > 0.

Доказательство. Напомним, что координаты w− равны ϕi(T
−), 1 6 i 6 5, и T−, где T− —

максимальный корень P . Сформулируем промежуточный результат.

Лемма 1.3.1. Существует гладкая функция Ψ(s) = (ψ1(s), . . . , ψ6(s)), определенная для
s > 0 такая, что

Ψ(0) = w−, ψ′i(s) > 0 для s > 0, ψi(s)→∞ при s→∞,
Fτ (Ψ(s)) < 0 для s > 0 и τ ∈ [0, 1].

(1.3.24)

В частности, Ψ(s) > w− для s > 0.

Доказательство. Рассмотрим функцию Ψ0 с координатами:

ψ0
i (s) = ϕi(T

− + s), i = 1, . . . , 5, ψ0
6(s) = T− + s. (1.3.25)

Видно, что
Ψ0(0) = w−, (ψ0

i )
′(s) > 0 для s > 0, ψ0

i (s)→∞ при s→∞, (1.3.26)
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и, так как P < 0 на (T−,∞), то (см. (1.3.13)),

Fi(Ψ
0(s)) = 0, F τ6 (Ψ0(s)) = P (T− + s) < 0 при s > 0 и τ ∈ [0, 1]. (1.3.27)

Далее, рассмотрим следующую модификацию функции Ψ0:

ψi(s) = ϕi(T
− + κis) для i = 1, . . . , 5, ψ6(s) = T− + κ6s, (1.3.28)

где κi, i = 1, . . . , 6 — некоторые положительные коэффициенты. При выполнении условия

κi > κ6 для i = 1, 2, 3, κ3 < κ4, κ2 < κ5, κ4 < κ5, (1.3.29)

выполнено следующее неравенство:

Fi(Ψ(s)) < 0 для s > 0 и i = 1, . . . , 5. (1.3.30)

Остается исследовать знак F τ6 (Ψ(s)). В соответствие с определениями (1.3.9) и (1.3.10) для
F τ6 , можно заключить, что для w > 0 и T > T0 выполнено g(T ) = 0 и F τ6 (w) < 0. Следова-
тельно, F τ6 (Ψ(s)) < 0 для s > s∗, где s∗ = (T0−T−)/κ6. Рассмотрим теперь это неравенство
на ограниченном интервале 0 < s < s∗. Для этой цели выберем κi = 1 + ερi, i = 1, . . . , 6, где
ε > 0 достаточно мал и константы ρi > 0 выбраны таким образом, чтобы условие (1.3.29)
было выполнено для любого ε. Отметим, что s∗ зависит от ε, но мы можем пренебречь этой
зависимостью, выбрав ε достаточно маленьким. Тогда

ψi(s) = ψ0
i (s) + εsψ1

i (s), ψ
1
i (s) > 0 для s > 0,

где ψ1
i (s) — некоторые ограниченные положительные функции на интервале 0 6 s 6 s∗

(некоторые из них — константы). Таким образом,

F τ6 (Ψ(s)) = F τ6 (Ψ0(s)) + εsHτ (s),

где Hτ (s) — ограниченная функция для s ∈ [0, s∗] и τ ∈ [0, 1]. Здесь F τ6 (Ψ0(s)) < 0 на
интервале (0, s∗] в силу (1.3.27). Более того, производная функции s → F τ6 (Ψ(s)) в точке
s = 0 имеет вид

(F τ6 ◦Ψ)′(0) = ∇F τ6 (w−).(Ψ0)′(0) + ε∇F τ6 (w−).Ψ1(0) = P ′(T−) + ε∇F τ6 (w−).Ψ1(0), (1.3.31)

где P ′(T−) < 0. Из этих свойств немедленно следует, что F τ6 (Ψ(s)) < 0 на (0, s∗] для всех
τ ∈ [0, 1], если ε достаточно мал.

Вернемся к доказательству утверждения 1.3.1. Пусть w̃ обозначает некоторое решение
системы (1.3.20), удовлетворяющее (1.3.3). Тогда для доказательства (1.3.23), достаточно
показать, что

w̃(0) 6 w−. (1.3.32)

Рассмотрим функцию Ψ, заданную в лемме 1.3.1. Для s > 0 введем множество

E(s) = {w| 0 6 w 6 Ψ(s)},

с граничными гиперплоскостями, обозначенными как

Γi(s) = {w| wi = Ψi(s), 0 6 wj 6 Ψj(s), j = 1, . . . , 6, j 6= i}.

Заметим, что для 0 6 s1 6 s2 выполнено E(s1) ⊂ E(s2).
Проведем доказательство от противного и положим, что (1.3.32) не выполнено, что

эквивалентно w̃(0) /∈ E(0). Ясно, что для достаточно больших s > 0 будет выполнено w̃(0) <

61



Ψ(s) и w̃(0) ∈ E(s). Выберем минимальное значение переменной s, для которой w̃(0) ∈ E(s).
Тогда для некоторого i мы получим w̃i(0) > w−i и w̃i(0) ∈ Γi(s). Утверждается, что

F τi (w̃(0)) < 0. (1.3.33)

Предположим, что это неравенство выполнено. Так как w̃′i(0) = 0 и w̃′i(x) < 0 для x > 0,
мы также имеем w̃′′i (0) 6 0. Таким образом, мы получаем противоречие в знаках в i-ом
уравнении системы (1.3.20).

Остается проверить выполнение условия (1.3.33). Вернемся к свойству монотонно-
сти (1.3.17) и отметим, что для 1 6 i 6 5 оно выполнено при условии, что w > 0. Следова-
тельно, если w̃i(0) ∈ Γi(s) для некоторого 1 6 i 6 5, то из монотонности системы следует,
что F τi (w̃(0)) 6 F τi (Ψ(s)) < 0. Теперь предположим, что w̃6(0) = Ψ6(s) и w̃i(0) < Ψi(s)
для 1 6 i 6 5. Нелинейный член в правой части F τ6 таков, что F τ6 (w) < 0, если w > 0 и
w6 > T 0. Таким образом, вследствие выполнение принципа максимума для рассматривае-
мого решения, w̃ удовлетворяет w̃6(x) < T 0 для x > 0. В частности, w̃6(0) = Ψ6(s) 6 T0.
Аналогичное обращение к монотонности системы может быть применено, чтобы показать,
что F τ6 (w̃(0)) < 0. Этот факт завершает доказательство утверждения 1.3.1.

Как следует из уравнений (1.3.18)–(1.3.19), Fτ имеет две положительные устойчивые
стационарные точки, и монотонна в D (1.3.17). Следовательно, автоволновая задача:

Du′′ + cτu′ + Fτ (u) = 0, u(±∞) = w±, (1.3.34)

имеет единственное с точностью для некоторого переноса в пространстве решение, которое
мы обозначим как (cτ ,uτ ).

Оценки монотонных решений типа пульс в E1
µ могут быть получены при дополни-

тельном ограничении на положительность скорости cτ . Следующий результат был доказан
в [126] и остается верным в нашем случае, благодаря утверждению 1.3.1.

Теорема 1.3.3. При выполнении условий (1.1.6) положим также, что cτ > 0 для всех τ ∈
[0, 1]. Тогда существует некоторая константа R > 0 такая, что для всех τ ∈ [0, 1] и для
всех монотонных решений w системы (1.3.20), удовлетворяющих (1.3.3), верна следующая
оценка:

‖w‖E1
µ
6 R.

Полное доказательство этой теоремы приведено в [126], приведем здесь основную его
идею. Решения уравнения (1.3.20) равномерно ограничены в C(R+)-норме в силу пред-
положения 1.3.1. Однако этого недостаточно, чтобы сделать вывод о том, что решения
равномерно ограничены во взвешенном пространстве E1

µ. Действительно, если существует
последовательность uk решений, которые сходятся к w− на любом ограниченном интерва-
ле (и к w+ = 0 на бесконечности), то эта последовательность равномерно ограничена по
равномерной норме, но не во взвешенном пространстве. Поясним, почему такая ситуация
невозможна. Предположим, что такая последовательность существует. Рассмотрим тогда
последовательность функций vk(x) = uk(x+hk), где hk — некоторое действительное число,
выбранное таким образом, что ||uk(hk)|| = ||w−||/2 (где ||.|| обозначает евклидову норму
в R6). Так как последовательность uk(x) сходится к w− равномерно на каждом ограни-
ченном интервале (на положительной полуоси), то hk → ∞ при k → ∞. Следовательно,
функции vk(x) определены для x > −hk. Выбирая локально сходящуюся подпоследова-
тельность последовательности vk(x), получаем функцию v0(x), определенную на всей оси
и удовлетворяющую (1.3.34) с cτ = 0. Этот вывод противоречит условиям теоремы.
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1.3.2.3 Отделимость монотонных решений. Предположим, что все монотонные
решения системы (1.3.20)–(1.3.21) равномерно ограничены в пространстве E1

µ (условия тео-
ремы 1.3.3 гарантируют выполнение этого свойства, и их выполнение будет проверено в
разделе 1.3.3.1). Мы хотим показать отделимость решений (1.3.20)–(1.3.21), монотонно убы-
вающих на бесконечности для всех компонент и далее обозначаемых как wM (x), от реше-
ний (1.3.20)–(1.3.21), не удовлетворяющих этому свойству и далее обозначаемых как wN (x).
Последние мы будем называть немонотонными решениями.

Теорема 1.3.4. Предположим, что все монотонные решения (1.3.20)-(1.3.21) равномерно
ограничены в пространстве E1

µ. Тогда существует константа r > 0 такая, что для всех
τ ∈ [0, 1] для любого монотонного решения wM (x) и любого немонотонного решения wN (x)
системы (1.3.20)-(1.3.21), выполняется

||wM −wN ||E1
µ
> r. (1.3.35)

Доказательство. Начнем с доказательства двух промежуточных результатов.

Лемма 1.3.2. Предположим, что w — некоторое решение системы (1.3.20) для 0 6 τ 6 1,
удовлетворяющее

w(x) ∈ D для x ∈ R+, w′(0) = 0. (1.3.36)

Тогда либо все компоненты w положительны для всех x > 0, либо все они тождественно
равны 0.

Доказательство. Каждое уравнение системы (1.3.20) (или, аналогично, (1.3.6)) может быть
записано в виде

Dz′′ − γz + f(x) = 0, z′(0) = 0, (1.3.37)

где γ — положительная константа и f(x) > 0 для всех x > 0. Тогда можно доказать, что либо
z(x) > 0 для всех x > 0, либо z(x) ≡ 0. Покажем, что все компоненты решения равноправны
с точки зрения реализации одного из вариантов. Другими словами, если одна из компонент
решения тождественно равна нулю, то все остальные компоненты тоже тождественно равны
нулю.

Предположим, что w1(x) ≡ 0. Тогда из первого уравнения (1.3.6) следует, что
T (x) ≡ 0. Тогда из второго и третьего уравнений (1.3.6) мы можем заключить, что w2(x) ≡
w3(x) ≡ 0, так как единственные ограниченные решения этих уравнений — убывающие экс-
поненты, и для удовлетворения граничных условий необходимо, чтобы эти функции были
тождественно нулевыми. Из следующих двух уравнений мы получаем w4(x) ≡ w5(x) ≡ 0.
Таким образом, лемма доказана для случая w1(x) ≡ 0. Аналогичные рассуждения приме-
нимы для случая w2(x) ≡ 0 или w3(x) ≡ 0.

Если w4(x) ≡ 0, то из четвертого уравнения (1.3.6) мы можем заключить, что
w3(x) ≡ 0, что возвращает нас к рассмотренному случаю. Если w5(x) ≡ 0, то из пятого
уравнения (1.3.6) мы можем сделать вывод, что w4(x) ≡ 0, что возвращает нас к предыду-
щим рассуждениям. Наконец, если T (x) ≡ 0, то из первого уравнения (1.3.6) следует, что
w1(x) ≡ 0, и мы возвращаемся к аналогичному случаю.

Лемма 1.3.3. Существует некоторый вектор q > 0 такой, что для всех τ ∈ [0, 1] вы-
полнено (Fτ )′(0)q < 0.
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Доказательство. Для τ ∈ [0, 1] матрица (Fτ )′(0) принимает вид

(Fτ )′(0) =




−α1 0 0 0 0 α1β1

0 −α2 0 0 0 α2β2

0 0 −α3 0 0 α3β3

0 0 α4β4 −α4 0 0
0 0 0 α5β5 −α5 0
0 0 0 0 α6α

τ α6β3β4β5β
τ − σ

. (1.3.38)

Мы хотим выбрать положительный вектор q = (q1, . . . , q6) такой, что (Fτ )′(0)q < 0, то есть
должны выполняться следующие неравенства:

βiq6 < qi для i = 1, 2, 3, β4q3 < q4, β5q4 < q5, α6α
τq5 < (σ − α6β3β4β5β

τ )q6. (1.3.39)

Для τ = 1 выполнено ατ = 0 и существование действительных qi > 0, удовлетворяю-
щих (1.3.39), немедленно следует из (1.3.15). Проверим, что аналогичное свойство сохраня-
ется для τ ∈ [0, 1). Из последних четырех неравенств (1.3.39) мы получаем:

q6 <
σ − α6β3β4β5β

τ

β3β4β5α6ατ
q6, (1.3.40)

в то время как первые два неравенства остаются неизменными. Таким образом, искомые qi
существуют тогда и только тогда, когда

1 <
σ − α6β3β4β5β

τ

β3β4β5α6ατ
. (1.3.41)

Для τ ∈ [0, τ1] выполнено ατ = 1, βτ = 0 и неравенство (1.3.41) верно в силу (1.3.15). Так
как функция в правой части возрастает при τ ∈ [τ1, 1), то неравенства также выполнены и
для всех τ из этого интервала.

Мы хотим доказать неравенство (1.3.35). Проведем доказательство от противного и
положим, что существует некоторая последовательность монотонных решений wM,k(x) и
некоторая последовательность немонотонных решений wN,k(x) такие, что:

||wM,k −wN,k||E1
µ
→ 0 при k →∞. (1.3.42)

Так как монотонные решения равномерно ограничены и рассматриваемый оператор являет-
ся собственным, то множество {wM,k, k ∈ N} относительно компактно в E1

µ. Следовательно,
существует некоторая подпоследовательность монотонных решений, которую мы дальше
для простоты будем также обозначать как wM,k, сходящаяся к некоторой функции ŵ(x).
Ясно, что предельная функция ŵ(x) является решением системы (1.3.20) для некоторого
τ = τ0; более того, она удовлетворяет ŵ(x) > 0, ŵ(x) ∈ D, ŵ′(x) 6 0 для x > 0, ŵ′(0) = 0,
ŵ(∞) = 0.

В двух следующих леммах более точно сформулированы свойства функции ŵ(x).

Лемма 1.3.4. Предельная функция ŵ положительна: для любого x > 0, ŵ(x) > 0.

Доказательство. Проверим сначала, что ŵ(0) 6≡ 0. Проводя доказательство от противного,
положим, что wM,k(0)→ 0. Из леммы 1.3.3 следует, что существует вектор q > 0 такой, что
(Fτ0)′(0)q < 0. Вследствие непрерывности Fτ (w) и ее производных, для значений τ близких
к τ0 и достаточно маленького ε выполнено Fτ (εq) < 0. Тогда свойство монотонности (1.3.17)
гарантирует, что для любого w ∈ Bε = [0, εq], w 6= 0 хотя бы одна компонента Fτ (w) отри-
цательна. Так как wM,k(0) сходится к 0, то для достаточно большого k wM,k(0) попадает в
Bε. Следовательно, для некоторого k и некоторого i выполнено F τki

(
wM,k(0)

)
< 0. Значит,

из (1.3.20) можно заключить, что wM,k
i

′′
(0) > 0 и wM,k

i (0) не может убывать, что противо-
речит (1.3.21). Таким образом, ŵ(0) отлична от 0. В силу леммы 1.3.2 этот факт влечет за
собой положительность ŵ.
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Лемма 1.3.5. Предельная функция ŵ убывает: для всех x > 0, ŵ′(x) < 0.

Доказательство. Напомним, что функция ŵ удовлетворяет (1.3.20) для некоторого τ = τ0.
Предположим, что ŵ′i(x0) = 0 в некоторой точке x0 > 0 и для некоторого i. Дифференцируя
i-ое уравнение системы (1.3.20) для τ = τ0, получаем, что v(x) = −ŵ′i(x) удовлетворяет:

−Dv′′ −
∂F τ0i
∂wi

(ŵ)v = −
6∑

j=1,j 6=i

∂F τ0i
∂wj

(ŵ)ŵ′j . (1.3.43)

Здесь v(x) > 0, v(x0) = 0 для x0 > 0 и из (1.3.17) следует, что правая часть (1.3.43)
неотрицательна. Тогда теорема положительности гарантирует, что v ≡ 0. Следовательно, с
учетом значения предела на бесконечности, ŵi(x) ≡ 0, что противоречит лемме 1.3.4.

Рассмотрим теперь последовательность немонотонных функций wN,k, сходящуюся
к монотонной функции ŵ при k → ∞. Без потери общности мы можем предположить,
что первые компоненты решения немонотонны. Тогда существуют значения xk > 0 такие,
что wN,k1

′
(xk) = 0 и с точностью до некоторой подпоследовательности выполнено либо

xk → x∗ > 0, либо xk →∞, либо xk → 0 при k →∞.
Если xk → x∗ для некоторого x∗ > 0, то ŵ′1(x∗) = 0 и мы получаем противоречие

с леммой 1.3.4. Далее, утверждается, что для достаточно большого y > 0 и достаточно
большого k выполнено

(wN,k)′ < 0 на [y,∞[. (1.3.44)

Отсюда следует, что xk не может стремиться к бесконечности.
В самом деле, вновь рассмотрим положительный вектор q, определенный в лем-

ме 1.3.3. Тогда (Fτ0)′(0)q < 0. Значит, существует k0 > 0 и δ > 0 такие, что (Fτk)′(w)q < 0
для k > k0 и ||w|| 6 δ (где ||.|| означает евклидову норму в R6). Так как ŵ(x) — реше-
ние (1.3.20)-(1.3.21) для некоторого τ = τ0, то она экспоненциально убывает и мы можем
выбрать ỹ такой, что ||ŵ(x)|| < δ для x > ỹ. Так как wN,k сходится к монотонной функции
ŵ, мы можем выбрать y > ỹ и k1 > k0 такие, что ||wN,k(x))|| 6 δ при x > y и k > k1 и
wN,k ′(y) < 0 при k > k1. Покажем, что из этих свойств следует, что при выполнении (1.3.44)
также выполнено:

wN,k ′(x) < 0 для x > y и k > k1. (1.3.45)

В самом деле, функция vk(x) = −(wN,k)′(x) является решением системы:

Dvk
′′

+ (Fτk)′(wN,k)vk = 0. (1.3.46)

Предположим, что vk(x) не положительна для некоторого x > y и k > k1. Так как vk(y) > 0
и vk(+∞) = 0 (вследствие экспоненциального убывания vk), то мы можем выбрать некото-
рое число α > 0 такое, что функция uk(x) ≡ vk(x)+αq удовлетворяет неравенству uk(x) > 0
для всех x > y, и uk(x1) = 0 для некоторого x1 > y хотя бы для одной компоненты этого
вектора. Из системы (1.3.46) следует, что

D(uk)′′ + (Fτk)′(wN,k)uk + bk(x) = 0, (1.3.47)

где второй член (1.3.47) положителен вследствие (1.3.17), и bk(x) = −α(Fτk)′(wN,k)q > 0 на
[y,+∞). Тогда (uk)′′(x1) должна быть отрицательна, и мы получаем противоречие в знаках
в уравнении для компоненты вектор-функции uk, достигающей минимума в точке x = x1.

Остается рассмотреть случай xk → 0. Покажем, что

Fτ0(ŵ(0)) > 0. (1.3.48)

Очевидно, неравенство Fτ0(ŵ(0)) > 0 выполнено, так как в противном случае, если хотя
бы одна компонента этого вектора была бы отрицательна, то соответствующая компонента
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вектора ŵ′′(0) была бы положительна. Так как ŵ′(0) = 0, то это приводит к противоречию
с предположением о том, что ŵ убывает. Таким образом, нам нужно показать, что ком-
поненты вектора F τ0(ŵ(0)) не могут обращаться в ноль. Предположим, что то не так, и
F τ0i (ŵ(0)) = 0 для некоторого i такого, что ŵi′′(0) = 0. Тогда v(x) = −ŵi′(x) удовлетворяет

Dv′′ +
∂F τ0i
∂wi

(ŵ)v + b(x) = 0,

где

b(x) = −
6∑

j=1,j 6=i

∂F τ0i
∂wj

(ŵ)ŵ′j > 0.

Так как v(0) = 0 и v′(0) = 0, то мы получаем противоречие с леммой Хопфа.
Таким образом, мы показали, что все компоненты вектора Fτ0(ŵ(0)) положитель-

ны. Так как функции wN,k сходятся к ŵ, то для всех достаточно больших k выполнено
Fτk(wN,k(0)) > 0. Таким образом, wN,k(x)

′′
< 0 в некотором интервале 0 < x < δ независи-

мо от k. Значит,wN,k(x)
′
< 0 на этом интервале и сходимость xk → 0 не может выполняться.

Это противоречие завершает доказательство леммы.

Замечание. Монотонные решения системы (1.3.20)–(1.3.21) также отделимы от три-
виальных решений w ≡ 0 данной системы. Действительно, в силу аргументов, использо-
ванных при доказательстве теоремы 1.3.4, существует некоторая константа η > 0 такая, что
для любого монотонного решения wM и любого τ ∈ [0, 1] выполнено:

wMi (0) > η, для i = 1, . . . , 6. (1.3.49)

В самом деле, в противном случае существует последовательность монотонных решений
wM,k, сходящаяся к некоторой ŵ в E1

µ и хотя бы одна компонента ŵ(0) обращается в ноль.
Это противоречит лемме 1.3.4.

1.3.3 Доказательство теоремы 1.3.1

Часть теоремы 1.3.1, посвященная несуществованию решений для c 6 0, может быть до-
казана аналогично тому, как это было сделано в [126]. Далее мы будем предполагать, что
скорость автоволны в (1.2.1) положительна:

c > 0, (1.3.50)

и докажем существование монотонно убывающего решения типа пульс в системе (1.2.1).
Доказательство основано на методе Лере-Шаудера. Ключевым шагом является построение
непрерывной деформации (гомотопии) нашей задачи к модельной задаче, для которой мы
сможем доказать, что значение топологической степени отлично от нуля.

Непрерывная деформация была введена в разделе 1.3.1. В определениях (1.3.9) и
(1.3.10) для F τ6 функция g по-прежнему присутствует и выполнено условие (1.3.16). Снача-
ла мы покажем, как выбрать функцию g так, чтобы cτ из (1.3.34) оставалась положительной
при изменении τ (раздел 1.3.3.1). В силу теоремы 1.3.3, это дает априорные оценки в E1

µ для
монотонно убывающих решений. Далее, в разделе 1.3.3.2 мы рассмотрим предельный слу-
чай (τ = 1) и в частности, некоторые спектральные свойства такой системы. Они позволят
нам завершить доказательство существования монотонного пульса в разделе 1.3.3.3.

1.3.3.1 Положительность скорости автоволны . Вернемся к определению гомото-
пии для нашей системы и покажем, что при выборе некоторой подходящей функции g будет
выполнено cτ > 0 для всех τ ∈ [0, 1].
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Напомним, что для τ ∈ [0, τ1] функция F τ6 задана выражением

F τ6 (w) = α6w5(1 + δw1)

(
1− T

T0

)
− σT + τg(T ),

где g удовлетворяет условию (1.3.16). Так как g > 0, то F τ6 (w) > F6(w) и, как следует из
классического результата для монотонных систем [265], cτ > c. Следовательно, из (1.3.50)
следует

cτ > 0 для τ ∈ [0, τ1]. (1.3.51)

Стоит отметить, что для получения вышеописанного результата не нужно налагать никаких
дополнительных ограничений на функцию g. Для τ ∈ (τ1, 1] ситуация отлична, так как F τ6
принимает вид

F τ6 (w) = α6 [ατw5 + βτϕ5(T )] (1 + δ [ατw1 + βτϕ1(T )])

(
1− T

T0

)
− σT + τ1g(T ),

где ατ , βτ > 0 и ατ + βτ = 1. Отметим, что для w ∈ D и τ ∈ (τ1, 1]

F τ6 (w) > G(T ) ≡ τ1g(T )− σT. (1.3.52)

В силу выполнения условия (1.3.16) для g, мы получаем G(0) = 0 и G′(0) < 0. Мы также
можем предположить, что G двуустойчива, и существуют T̄ < T̃ < T∗ < T− такие, что

функция G(T ) = τ1g(T )−σT имеет три корня в [0, T−] : 0, T̃ и T∗, G(T ) < 0 для 0 < T < T̃ ,

G(T ) > 0 для T̃ < T < T∗, G(T ) < 0 для T∗ < T 6 T−. (1.3.53)

Утверждение 1.3.2. Предположим, что g удовлетворяет (1.3.16), (1.3.53), и более того,

T∗∫
0

G(s)ds > 0. (1.3.54)

Тогда cτ > 0 для τ ∈ [τ1, 1].

Доказательство. Рассмотрим скалярное параболическое уравнение

∂θ

∂t
= D

∂2θ

∂x2
+G(θ), (1.3.55)

на всей оси с некоторым заданным начальным условием θ(x, 0), являющимся монотонно
убывающей функцией, стремящейся к 0 на +∞ и к T∗ на −∞. При выполнении усло-
вий (1.3.53) для функции G, для данного уравнения решение сходится к некоторой авто-
волне θ∗(x − c∗t). Скорость c∗ имеет тот же знак, что и интеграл (1.3.54), так что усло-
вие (1.3.54) гарантирует выполнение неравенства c∗ > 0.

Утверждается, что
cτ > c∗ для τ ∈ [τ1, 1). (1.3.56)

В самом деле, рассмотрим параболическую задачу

∂vτ

∂t
= D

∂2vτ

∂x2
+ Fτ (vτ ), vτ (x, 0) = v̂(x). (1.3.57)

Если v̂(−∞) = w− и v̂(∞) = w+ = 0, то vτ (x, t) сходится к некоторой автоволне uτ (x−cτ t)
со скоростью распространения равной cτ .
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Вместе с системой (1.3.57) рассмотрим также систему

∂zτ

∂t
= D

∂2zτ

∂x2
+ Φτ (zτ ), zτ (x, 0) = ẑ(x), (1.3.58)

где F τ6 (w) заменено на G(zτ6 ), а все остальные компоненты вектор-функции неизменны.
Выберем ẑi(x) ≡ 0 для i = 1, . . . , 5, и последнюю компоненту — совпадающей со значением
ее начального условия в уравнении (1.3.55), то есть:

ẑ6(x) = θ(x, 0).

Предположим, что v̂6(x) > ẑ6(x) для всех x ∈ R. Так как Fτ (w) > Φτ (w) и v̂(x) > ẑ(x),
то vτ (x, t) > zτ (x, t) для всех x ∈ R и t > 0. Так как vτ (x, t) сходится к автоволне со
скоростью распространения cτ и uτ6(x, t) — к автоволне со скоростью распространения c∗,
то cτ > c∗ > 0.

Далее мы будем предполагать, что функция g выбрана таким образом, что выполня-
ются условия (1.3.16), (1.3.53) и (1.3.54). Это гарантирует выполнение следующего свойства:

cτ > 0 для τ ∈ [0, 1]. (1.3.59)

1.3.3.2 Предельный случай τ = 1. Для τ = 1 система принимает вид

Dw′′ + F1(w) = 0, (1.3.60)

на полуоси x > 0 с граничным условием

w′(0) = 0. (1.3.61)

Утверждение 1.3.3. Задача (1.3.60)-(1.3.61) имеет единственное монотонно убывающее
решение типа пульс.

Доказательство. В соответствии с определением F1, последнее уравнение в (1.3.60) при-
нимает вид

DT ′′ + P (T ) + τ1g(T ) = 0. (1.3.62)

Здесь функция T → P (T ) + τ1g(T ) имеет две устойчивые особые точки. Более того, вслед-
ствие (1.3.54)

T−∫
0

(P (s) + τ1g(s))ds > 0.

Как было показано разделе 1.3, из этого следует, что скалярное уравнение (1.3.62) имеет
единственное решение типа пульс на R+. Обозначим его за T (x). Тогда уравнения для
wi, i = 1, 2, 3 принимают вид:

Dw′′i (x)− αiwi(x) = −αiβiT (x), w′i(0) = 0.

Так как операторы, соответствующие левым частям этих уравнений действуют из E1
µ в E2

µ

и обратимы, а T (x) ∈ E2
µ, то эти уравнения также обладают единственными решениями

w1(x), w2(x), w3(x) ∈ E1
µ (здесь пространства Eiµ являются скалярными функциональными

пространствами, аналогичными описанным в разделе 1.3.2.1). Далее, рассмотрим уравнение
w4(x):

Dw′′4(x)− α4w4(x) = −α4β4w3(x), w′4(0) = 0, (1.3.63)
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которое, в свою очередь, обладает единственным решением w4(x), и уравнение для w5:

Dw′′5(x)− α5w5(x) = −α5β5w4(x)− α5γw2(x)w4(x), w′5(0) = 0, (1.3.64)

обладающее единственным решением w5(x).
Остается показать, что функции wi(x) монотонно убывают. Начнем с w1(x). Положим

v1(x) = −w′1(x). Дифференцируя первое уравнение в (1.3.60), мы получаем:

Dv′′1 − α1v1 + h(x) = 0, v1(0) = 0,

где h(x) = −α1β1T
′(x) > 0. Единственное ограниченное решение этой задачи положительно.

Таким образом, w′1(x) < 0. Аналогичным образом можно рассмотреть остальные компонен-
ты решения.

Далее, рассмотрим задачу на с.з. для линеаризации системы (1.3.60)-(1.3.61) вокруг
решения типа пульс w(x), заданном в утверждении 1.3.3:

Dv′′ + (F1)′(w)v = λv, (1.3.65)

на полуоси x > 0 с граничными условиями

v′(0) = 0, v(∞) = 0. (1.3.66)

Лемма 1.3.6. Все с. з. линеаризованной системы (1.3.65)–(1.3.66) отличны от нуля.

Доказательство. Проведем доказательство от противного и предположим, что линеаризо-
ванная система (1.3.65)-(1.3.66) имеет нулевое с.з. В частности, для последнего уравнения
в (1.3.65) для λ = 0 существует некоторая скалярная функция v6(x) такая, что:

Dv′′6(x) + δ(x)v6(x) = 0, v′6(0) = 0, v6(∞) = 0, (1.3.67)

где δ(x) = (F 1
6 )′(T (x)). Мы покажем, что это предположение влечет противоречие.

Рассмотрим функцию v(x) = −T ′(x). Дифференцируя (1.3.62), мы получаем:

Dv′′(x) + δ(x)v(x) = 0, (1.3.68)
v(0) = 0, v(x) > 0 for x > 0, v(∞) = 0. (1.3.69)

Выберем x∗ такими образом, чтобы δ(x) < 0 для всех x > x∗.
Для начала предпложим, что v6(x) > 0 для всех x > 0. Тогда мы можем выбрать k

достаточно большим, чтобы

kv6(x) > v(x) для 0 6 x 6 x∗. (1.3.70)

Обозначим через k0 инфимум всех значений k, для которых выполняется (1.3.70). Тогда
k0v6(x) > v(x) и существует x0 такой, что k0v6(x0) = v(x0). Из леммы 1.3.7, сформулиро-
ванной ниже, следует, что k0v6(x∗) > v(x∗) влечет k0v6(x) > v(x) для всех x > x∗. Таким
образом, x0 ∈ [0, x∗]. Мы исключаем случай x0 = 0, так как он противоречит (1.3.69). Таким
образом, существует x0 ∈ (0, x∗) такой, что kv6(x0) = v(x0), что противоречит теореме о
положительности.

Рассмотрим теперь случай, когда функция v6(x) имеет переменный знак. Отметим,
что v6(0) 6= 0. В противном случае, v6(x) ≡ 0. Без потери общности предположим, что
v6(0) < 0 (в противном случае, мы могли бы его домножить на −1). Тогда мы можем вы-
брать достаточно большое k так, что kv(x) > v6(x) для 0 6 x 6 x∗. Повторяя рассуждения
из предыдущего параграфа, поменяв местами v(x) и v6(x), получаем аналогичное противо-
речие. Это противоречие доказывает лемму.
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Лемма 1.3.7. Рассмотрим уравнение

Dz′′(x) + δ(x)z(x) = 0, z(∞) = 0. (1.3.71)

Если существует некоторое N такое, что δ(x) < 0 для x > N и z(N) > 0, то z(x) > 0
для всех x > N .

Доказательство. Предположим противное: ∃x0 > N такой, что z(x0) < 0. Так как z(N) > 0
и z(∞) = 0, то существует отрицательный минимум этой функции, достигаемый в точке
x1 > N . Тогда z′′(x1) > 0 и δ(x1) < 0, что противоречит (1.3.71).

1.3.3.3 Доказательство существования решений типа пульс. В разделах 1.3.1
и 1.3.3.1 мы построили гомотопию Fτ с cτ > 0 для τ ∈ [0, 1]. Напомним, что мы рассматри-
ваем оператор Aτ , заданный (1.3.22), и соответствующие функциональные пространства.

В силу теоремы 1.3.3, существует шар B во взвешенном пространстве, содержащем
все монотонные решения Aτ (w) = 0. Оператор Aτ является собственным на замкнутых
ограниченных множествах относительно обеих переменных w и τ , так что множество мо-
нотонных решений Aτ (w) = 0 компактно. Таким образом, в силу теоремы 1.3.4, мы можем
построить область B̃, содержащую все монотонные решения, и такую, что ее замыкание не
содержит ни одного немонотонного решения для всех τ ∈ [0, 1]. В самом деле, возьмем B̃
равной объединению всех шаров радиуса r, определенного в теореме 1.3.4. Для этой области
мы можем определить топологическую степень γ(Aτ , B̃), которая сохраняет свое значение
для всех τ ∈ [0, 1]:

γ(A0, B̃) = γ(Aτ , B̃) = γ(A1, B̃). (1.3.72)

Так как в предельном случае (τ = 1) система имеет единственное решение и оператор,
линеаризованный вокруг этого решения, не имеет нулевых с.з., то топологическая степень
для такой системы задана

γ(A1, B̃) = (−1)νk ,

где νk — число положительных с.з. линеаризованного вокруг решения оператора с учетом
их кратности.

Следовательно, γ(A1, B̃) 6= 0. Тогда степень γ(A0, B̃) также отлична от нуля. Это
гарантирует существования хотя бы одного решения задачиA0(w) = 0 в B̃, что и завершает
доказательство существования в теореме 1.3.1.

1.4 Неустойчивость решений типа пульс

Решение типа пульс w(x) — это положительное стационарное решение системы

∂u

∂t
= D

∂2u

∂x2
+ F(u), (1.4.1)

рассмотренной на всей оси, с нулевыми пределами на бесконечности. Это решение неустой-
чиво относительно малых возмущений. В самом деле, дифференцируя уравнение

Dw′′ + F(w) = 0,

мы можем заключить, что v(x) = w′(x) является собственной функцией (с.ф.), соответству-
ющей нулевому с.з. соответствующего линеаризованного оператора. Эта с.ф. имеет перемен-
ный знак. С другой стороны, с.ф., соответствующая с.з. с максимальной действительной
частью, положительна [265, 267]. Следовательно, 0 не является главным с.з., и существует
положительное с.з. линеаризованного оператора.
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Таким образом, решение задачи Коши для уравнения (1.4.1) с начальным условием
u(x, 0) = w(x) + s(x), где s(x) — малое возмущение, не будет, вообще говоря, сходиться
к w(x). Чтобы проанализировать поведение решения u(x, t), рассмотрим два следующих
уравнения:

u1(x, 0) = min(w(x),w(x+ h)), u2(x, 0) = max(w(x),w(x+ h)),

где h — некоторое вещественное число. При малых значениях h решение этого уравнения
соответствует малому возмущению решения типа пульс. Легко показать, что u1(x, 0) — это
верхняя функция, и соответствующее решение убывает по времени и сходится к w− = 0
равномерно на всей оси. Аналогично, u2(x, 0) — это нижняя функция. Соответствующее ре-
шение растет во времени и сходится к w− равномерно на каждом ограниченном интервале.
Сходимость этого решения к двум автоволнам, распространяющимся в противоположных
направлениях, была показана для скалярного уравнения [268,269] и можно ожидать схожего
поведения для рассматриваемой системы, хотя мы и не приводим строгого доказательства.

Таким образом, неустойчивое решение типа пульс разделяет убывающее и возрастаю-
щее решения системы (1.2.1). С точки зрения интерпретации модели каскада свертывания,
решение типа пульс определяет критическую начальную концентрацию тромбина, которая
необходима для начала распространения автоволны тромбина при условии, что скорость
распространения волны положительна.

2 Режим полной и частичной закупорки сосуда

В случае, если начальное возмущение достаточно велико, волна распространения концен-
трации тромбина в плазме ведет к образованию сгустка, неограниченный рост которого
может привести к закупорке сосуда. Основными механизмами, ограничивающими рост
тромба, является механическое удаление активированных факторов потоком, а также путь
отрицательной обратной связи, не позволяющий тромбу распространяться в направлении
здоровой стенки сосуда, — путь активированного протеина С (см. раздел 1.2 главы 2).
В данном разделе мы рассмотрим переход между режимами полной и частичной заку-
порки для упрощенной модели каскада свертывания крови в небольшом сосуде (венуле)
в присутствие потока. Химические реакции каскада свертывания в потоке описываются
уравнениями реакции-диффузии-конвекции на концентрации факторов свертывания (раз-
дел 2.1). Мы считаем стенки сосуда жесткими и не подверженными деформации за счет
образования тромба. Скорость потока рассчитывается из уравнений Навье-Стокса, учи-
тывающих изменение скорости потока в областях сосуда, занятных фибриновым сгустком
(раздел 2.2). Модель позволяет идентифицировать режимы как частичной, так и полной
закупорки сосудов (раздел 2.3). Для более подробного аналитического анализа перехода
системы из одного режима в другой мы оцениваем коэффициент Дамкелера для разных
значений параметров в нашей системе (раздел 2.4), а также проводим анализ упрощенной
одномерной модели, состоящей из одного уравнения реакции-диффузии для концентрации
тромбина (раздел 2.5).

2.1 Математическая модель: химические реакции

Реакции каскада свертывания моделируются реакционно-диффузионной системой с конвек-
цией. Для уменьшения вычислительной стоимости расчетов мы рассматриваем упрощенную
схему реакций, изображенную на рис. 4.5. Мы рассматриваем концентрации протромбина
и тромбина (P и T , соответственно), а также общую концентрацию активирующих факто-
ров свертывания IX и X и их активированных форм (B и Ba), и концентрацию основных
плазменных ингибиторов: антитромбина (A) и протеина C и его активированной формы (C
и Ca).
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2.1.1 Уравнения реакций в плазме

Образование фибрина из фибриногена под действием тромбина и последующая полимери-
зация фибрина описывается следующими уравнениями:

∂Fg
∂t

+∇.(vFg) = D∆Fg − k1TFg, (2.1.1)

∂F

∂t
+∇.(vF ) = D∆F + k1TFg − k2F, (2.1.2)

∂Fp
∂t

= k2F. (2.1.3)

где k2 — скорость полимеризации фибрина. Мы предполагаем, что нерастворимый полимер
фибрина не диффундирует и не перемещается под действием потока.

Рис. 4.5: Схема реакций каскада свертывания в модели образования сгустка при поврежде-
нии стенки сосуда.

Концентрация тромбина и протромбина в плазме крове описывается следующими
уравнениями:

∂P

∂t
+∇.(vP ) = D∆P − Φ(T,Ba, Ca)P, (2.1.4)

∂T

∂t
+∇.(vT ) = D∆T + Φ(T,Ba, Ca)P − kaAT, (2.1.5)

где

Φ(T,Ba, Ca) = k3Ba +
k4T

3

1 + k5Ca
. (2.1.6)

Образование тромбина из протромбина идет, с одной стороны, за счет действия активи-
рованных факторов IX и X, образовавшихся вблизи поврежденной стенки сосуда (Ba), а
с другой стороны, — за счет положительных обратных связей каскада свертывания, обес-
печивающих скорость реакции пропорциональной примерно T 3. Скорость реакций каскада
свертывания во втором члене (2.1.6) ограничена ингибирующим действием активированно-
го протеина C (Ca). Мы также рассматриваем прямое ингибирование тромбина антитром-
бином как реакцию второго порядка:

∂A

∂t
+∇.(vT ) = D∆A− kaAT. (2.1.7)

Мы полагаем, что активация факторов IX и X происходит только на границе поврежденной
области и в уравнении на их концентрацию в плазме учитываем только их деградацию:

∂B

∂t
+∇.(vB) = D∆B − kbB,

∂Ba
∂t

+∇.(vBa) = D∆Ba − kbBa. (2.1.8)
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Аналогично мы полагаем, что

∂C

∂t
+∇.(vC) = D∆C − kcC,

∂Ca
∂t

+∇.(vCa) = D∆Ca − kcCa. (2.1.9)

2.1.2 Краевые условия

Мы рассматриваем двумерный вычислительный домен, соответствующей сечению сосуда
вдоль тока крови. Границу домена обозначим как Γ = Γ1 ∪ Γ2 ∪ Γ3 ∪ Γ4, где Γ1 — здоровая
стенка сосуда, Γ2 — зона повреждения на нижней стенке сосуда, Γ3, Γ4 — левая и правая
границы домена соответственно (рис. 4.6).

Рис. 4.6: Вычислительный домен в модели роста тромба в условиях потока: поперечное се-
чение сосуда, ток крови направлен слева направо. Пунктиром обозначена зона повреждения
на нижней стенке сосуда.

Мы полагаем, что стенки сосуда непроницаемы для всех факторов и рассматриваются
краевые условия нулевого потока через все границы для тромбина и фибрина:

∂T

∂n

∣∣∣
Γ

= 0,
∂F

∂n

∣∣∣
Γ

= 0. (2.1.10)

Концентрация фибриногена, протромбина, антитромбина и неактивированных форм фак-
торов IX и X на левой границе домена полагается постоянной и равной их начальной кон-
центрации, подразумевая постоянный приток этих факторов с током крови:

Fg

∣∣∣
Γ3

= Fg0, P
∣∣∣
Γ3

= P0, A
∣∣∣
Γ3

= A0, B
∣∣∣
Γ3

= B0, (2.1.11)

при этом на остальной границе краевые условия на концентрации фибриногена, протром-
бина и антитромбина также имеют вид нулевого потока:

∂Fg
∂n

∣∣∣
Γ1∪Γ2∪Γ4

= 0,
∂P

∂n

∣∣∣
Γ1∪Γ2∪Γ4

= 0,
∂A

∂n

∣∣∣
Γ1∪Γ2∪Γ4

= 0. (2.1.12)

На поврежденном участке сосуда Γ2 происходит активация факторов IX и X за счет фор-
мирования их активного комплекса с тканевым фактором и фактором VII (рис. 4.5). Изме-
нение концентрации этого комплекса ([TFB]) можно описать уравнением:

∂[TFB]

∂t
= k+

7 B(TF − [TFB])− k−7 [TFB], (2.1.13)

где первый член соответствует образованию комплекса фактора X и комплекса внешней
теназы и пропорционален концентрации B и концентрации свободных сайтов связывания
активного комплекса TF , а второй член описывает деградацию комплекса [TFB]. Полагая
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скорость реакции достаточно высокой, мы принимаем следующее приближенное значение
концентрации активного комплекса:

[TFB] =
k7BTF
1 + k7B

, k7 =
k+

7

k−7
. (2.1.14)

Тогда краевые условия на участке домена, соответствующем поврежденной зоне сосуда,
принимают вид:

∂B

∂n
= −k+

7 B(TF − [TFB]),
∂Ba
∂n

= k−7 [TFB]. (2.1.15)

Далее, рассмотрим уравнение на суммарную концентрацию Z = B + Ba, полученные из
уравнений (2.1.8),(2.1.15):

∂Z

∂t
+∇.(vz) = D∆Z − kbZ,

∂Z

∂n
= 0. (2.1.16)

Начальное условие Z0 = B0 дает нам константное решение Z = B0. Таким образом, мы мо-
жем исключить из рассмотрения переменную B и записать окончательное краевое условие
на приток активированных факторов IX и X в месте повреждения:

∂Ba
∂n

∣∣∣
Γ2

=
k6(B0 −Ba)

1 + k7(B0 −Ba)
, k6 = k−7 k7TF . (2.1.17)

На остальных границах домена мы задаем граничные условия нулевого потока для факто-
ров IX и X:

∂Ba
∂n

∣∣∣
Γ1∪Γ3∪Γ4

= 0,
∂B

∂n

∣∣∣
Γ1∪Γ2∪Γ4

= 0. (2.1.18)

Далее, следуя аналогичным рассуждениям, запишем краевые условия на концентрацию
активированного протеина C, активируемого поверхностным комплексом тромбина и тром-
бомодулина на участке, соответствующем здоровой стенке сосуда Γ1 (рис. 4.5):

∂Ca
∂n

∣∣∣
Γ1

=
k8(C0 − C)[TTm]

1 + k9(C0 − Ca)
, [TTm] =

kTTTm
1 + kTTTm

. (2.1.19)

2.2 Модель потока

Ток плазмы крови моделируется уравнениями Навье-Стокса с дополнительным членом,
описывающим замедление скорости потока в кровяном сгустке. Сгусток рассматривается
как пористый материал, степень замедления потока которым зависит от концентрации по-
лимера фибрина. Таким образом, на всем домене рассматривается одни и те же модельные
уравнения, что снимает проблему вычисления переменной границы домена на каждом шаге
по времени. Рассматривается следующее уравнение потока для несжимаемой жидкости:

ρ

(
∂~u

∂t
+ ~u∇~u

)
= −∇p+ µ∆~u− µ

Kf (~x)
~u, ∇~u = 0, (2.2.1)

где ~u = (ux, uy) — вектор скорости потока, p — давление, ρ — плотность крови, µ — ки-
нетическая вязкость, Kf — гидравлическая проницаемость полимера фибрина, заданная
выражением [270]:

1

Kf (~x)
= α216Fp(~x)1.5(1 + 56Fp(~x)3), (2.2.2)

где α — радиус волокна фибрина.
На границах домена, соответствующих стенке сосуда (Γ1 и Γ2), мы рассматриваем

условие отсутствия скольжения, то есть приравниваем скорость потока нулю. На левой и
правой границе рассматриваемого участка сосуда (Γ3 и Γ4) рассматриваются периодические
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условия для скорости потока, при этом фиксируется разница давления на левой и правой
границе домена:

∆p = pout − pin. (2.2.3)

Фиксирование разницы давления, а не скорости потока на левой границе, позволяет нам
воспроизводить такие режимы образования сгустка, как полная закупорка сосуда. Данное
допущение хорошо подходит для описания тока крови в небольших венах и капиллярах и
не соответствует случаю больших артерий с высокой скоростью кровотока.

2.3 Результаты численного моделирования

Система была проинтегрирована с помощью численной схемы, описанной в разделе 2 гла-
вы 3 при значениях параметров, приведенных в разделе 2 приложения.

2.3.1 Режимы образования сгустка

Наша модель позволяет воспроизвести два качественно разных режима формирования
тромба: образование сгустка конечного размера, не останавливающего ток крови в сосуде, и
режим полной закупорки сосуда. Переход между режимами частичной и полной закупорки
сосуда в значительной степени определяется пространственным распределением концен-
траций плазменных ингибиторов на удалении от зоны повреждения, а также механическим
влиянием тока крови.

Фиксируя концентрации и скорости реакций в нашей модели, мы наблюдаем режим
полной закупорки сосуда для низкой скорости потока (рис. 4.7) и частичное перекрывание
сосуда при высокой скорости тока крови (рис. 4.8).

Рис. 4.7: Результаты вычислений для модели, описанной в разделах 2.1–2.2: режим образо-
вания кровяного сгустка, закупоривающего сосуд. Концентрация фибрина (A) и распреде-
ление значений скоростей потока (B) в момент времени t = 100 с (верхний ряд) и t = 640 с
(нижний ряд). Начальная скорость потока составляет 200мкм/с, число Дамкёлера равно
2.24. Рассматривается фрагмент сосуда длиной 250мкм с повреждением на нижней стенке
сосуда размером 10мкм.

Режим формирования тромба в большой степени зависит от размера повреждения.
Считая, что значения концентрации полимера фибрина больше или равные 0.8 соответству-
ют сформировавшемуся тромбу, мы рассчитали финальную высоту сгустка, образующегося
при разных размерах зоны повреждения и при разных скоростях потока (рис. 4.9). Для
неподвижной плазмы полная закупорка сосуда в нашей модели происходит при размере
повреждения, превосходящим 6мкм (H = 50мкм), при повреждениях меньших размеров
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Рис. 4.8: Результаты вычислений для модели, описанной в разделах 2.1-2.2: режим обра-
зования кровяного сгустка, не перекрывающего ток крови. Концентрация фибрина (A) и
распределение значений скоростей потока (B) в момент времени t = 100 с (верхний ряд) и
t = 640 с (нижний ряд). Начальная скорость потока составляет 200мкм/с, число Дамкёлера
равно 1.12. Рассматривается фрагмент сосуда длиной 250мкм с повреждением на нижней
стенке сосуда размером 10мкм.

высота сгустка не достигает диаметра сосуда (рис. 4.9A). Основную роль в остановке ро-
ста тромба в неподвижной плазме играет APC, активированный на здоровых участках
стенки сосуда вблизи повреждения. При увеличении размера повреждения диффузия APC
оказывается недостаточной для предотвращения распространения волны тромбина, что со-
ответствует экспериментальным наблюдениям in vitro [47].

Важно отметить, что переход от режима частичной закупорки к полной закупорке со-
суда происходит резко по достижению размером повреждения критического значения. Это
пороговое свойство сохраняется и при учете потока в модельной системе. Однако, механиче-
ское смывание активированных факторов свертывания, с одной стороны, и перенос APC к
месту распространения тромбина, с другой стороны, ведут к тому, что критический размер
повреждения увеличивается и составляет ∼ 50мкм для скорости потока равной 400мкм/с
(рис. 4.9B) и ∼ 90мкм для скорости потока равной 1000мкм/с (рис. 4.9С).

Рис. 4.9: Финальная высота фибринового сгустка в расчетах для модели, описанной в раз-
делах 2.1–2.2 при различных размерах зоны повреждения в неподвижной плазме (A), и при
скоростях потока с максимальным значением параболического профиля на левой границе
сосуда v(H/2) равным 400мкм/с (B) и 1000мкм/с (C). Расчеты велись в течение 10мин мо-
дельного времени, сгустки достигали своей окончательной высоты после 2–3мин расчета.
Концентрация антитромбина была выбрана равной A0 = 0.4.
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2.4 Роль скорости потока в формировании тромба

Количественная характеристика реализации того или иного режима образования тромба
может быть получена с помощью оценки числа Дамкёлера, представляющего собой отно-
шение скорости наработки тромбина к скорости конвекции. Рассмотрим нашу модель в
безразмерных переменных:

x∗ =
x

H
, ∇ =

∇∗

1/H
, ∆ =

∆∗

1/H2
, v =

v∗

v0
, t∗ =

t

H/v0
, (2.4.1)

k∗i =
ki
k0

i = 1, . . . , 9, k∗a =
ka
k0
, (2.4.2)

где k0 — характерная скорость реакций системы. Тогда уравнение (2.1.5) принимает вид:

∂T

∂t∗
+∇∗.(v∗T ) =

D

v0H
∆∗T +

H

v0
(Φ∗(T,Ba, Ca)P − k∗aAT ) , (2.4.3)

Φ∗(T,Ba, Ca) = k∗3Ba +
k∗4T

3

1 + k∗5Ca
. (2.4.4)

Рост кровяного сгустка на удалении от стенки сосуда определяется реакциями положи-
тельной обратно связи каскада свертывания, а значит, на границе фронта распространения
волны тромбина мы можем положить Ba = 0 и Ca = 0. Тогда число Дамкёлера будет равно:

Da =
H

v0

(
k∗4P

4
0 − k∗aA0P0

)
. (2.4.5)

Два различных режима образования тромбов в микрососудах разделены критическим чис-
лом Дамкелера Dac, равным примерно 2. В случае быстрой реакции и медленной конвекции
(Da > Dac) распространение волны тромбина ведет к неограниченному росту фибринового
сгустка и полной закупорке сосуда (рис. 4.7). При Da < Dac характерное время конвекции
меньше характерного времени реакции и конечная высота сгустка не достигает диаметра
сосуда, а обратно пропорциональна числу Дамкелера (рис. 4.8), то есть, в нашем случае,
оказывается примерно равной половине диаметра сосуда.

Рис. 4.10: Финальная высота сгустка при различных значениях начальной скорости кро-
вотока. А. Результаты численного интегрирования модели, описанной в разделах 2.1–2.2
для трех различных значений концентрации антитромбина в плазме: A0 = 0.4 (сплошная
линия), A0 = 0.375 (пунктир), A0 = 0.35 (штрихпунктир). B. Численное (сплошная линия)
и аналитическое (пунктир) решения упрощенной модели (2.5.1) для A0 = 0.4.

Зависимость конечного размера сгустка от начальной скорости потока при разных
концентрациях антитромбина показана на рис. 4.10A. Полная закупорка сосуда происхо-
дит только в том случае, если скорость потока достаточно мала. Если скорость потока
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достаточно велика, то размер сгустка остается ограниченным (частичная закупорка). Мы
снова наблюдаем резкий переход между этими двумя режимами для нашей модели.

Таким образом, наблюдаемые три режима роста сгустка: инициация без распростра-
нения, инициация с ограниченным распространением (частичная окклюзия) и инициация
с неограниченным распространением (полная окклюзия) качественно подобны для роста
сгустка в покоящейся плазме и в кровотоке. В следующем разделе мы определим условия
существования каждого из этих трех режимов на основе анализа упрощенной модели.

2.5 Теоретический анализ упрощенной модели

Рассмотрим упрощенную модель образования кровяного сгустка. Пусть переменная T опи-
сывает изменение концентрации тромбина вдоль оси, перпендикулярной стенке сосуда. Мы
также будем полагать, что распространение тромбина происходит в зоне, достаточно уда-
ленной от здоровых стенок сосуда, а значит, не ингибируется активированным протеином C.
В таком приближении распространение тромбина можно описать следующим уравнением:

∂T

∂t
= D

∂2T

∂y2
+ Φ(T, y), где Φ(T, y) = (k3Ba(y) + k4T

3)(P0 − T )− σ(y)T. (2.5.1)

Здесь σ(y) включает в себя ингибирование тромбина как антитромбином, так и потоком:
σ(y) = α1A0 + α2v(y). Концентрацию антитромбина мы полагаем постоянной, а скорость
v(y) соответствует скорости потока в горизонтальном направлении, полученной при реше-
нии уравнений Навье-Стокса, как будет показано ниже.

Считая, что с момента запуска системы свертывания прошло достаточно времени, мы
полагаем, что распределение концентраций факторов IX и X достигло своего стационарного
значения. Решение стационарной проблемы для второго уравнения (2.1.8) принимает вид:

Ba(y) = λe−
√
kb
D
y.

Если k3 = α2 = 0, то функция Φ не зависит от y, и (2.5.1) представляет собой
автономное реакционно-диффузионное уравнение. Оно обладает автоволновым решением
T (y, t) = W (y− ct), где c — скорость распространения автоволны, удовлетворяющей следу-
ющему уравнению:

W ′′ + cW ′ + Φ(W ) = 0,

рассматриваемому на всей оси с пределами на бесконечности W (−∞) = T ∗,W (∞) = 0,
где T ∗ — максимальный корень уравнения Φ(T ) = 0. Решение уравнения (2.5.1) сходится
к автоволне, если начальное условие достаточно велико. Скорость распространения волны
положительна тогда и только тогда, когда выполнено следующее условие [264]:∫ T ∗

0
Φ(T, y)dT > 0. (2.5.2)

Только при положительных значениях скорости c в модели будет наблюдаться рост сгустка.
В случае отсутствия потока в нашей модели, ее знак будет определяться концентрацией
антитромбина.

2.5.1 Критическая концентрация антитромбина

Пусть коэффициенты k3 и k4 отличны от нуля и функция Φ зависит от y. Если мы предпо-
ложим, что эта зависимость слаба, то есть ∂Φ/∂y достаточно мала, то неравенство (2.5.2)
выполнено для каждого фиксированного значения y. Возьмем значение y равным нулю,
что соответствует координате стенки сосуда, и будем увеличивать его, рассматривая кон-
центрацию тромбина на некотором расстоянии от стенки. В определенный момент неравен-
ство (2.5.2) перестанет выполняться и критическое значение y будет примерно соответство-
вать максимальной высоте сгустка.
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Таким образом, для заданного выражения функции Φ условие (2.5.2) дает нам сле-
дующую оценку критической концентрации антитромбина, при значениях меньше которой
мы наблюдаем рост тромба:

A0 <
1

α1

(
2k3λ

P0

T ∗
− k3λ+ k4

(T ∗)2P0

2
− 2k4

(T ∗)3

5

)
. (2.5.3)

2.5.2 Критическое значение скорости потока

Пусть концентрация антитромбина фиксирована. Рассмотрим влияние скорости потока в
упрощенной модели. Пусть поток задается простым уравнением Пуазейля, а сгусток имеет
строгую прямоугольную форму (рис. 4.11). Тогда скорость потока ~v = (v(y), 0) удовлетво-
ряет уравнению:

d2v

dy2
=

1

µ

dp

dx
, (2.5.4)

где µ — кинематическая вязкость, dp/dx — градиент давления.

L

h

lH

Рис. 4.11: Упрощенная модель потока в сосуде с прямоугольным сгустком.

В предположение, что проницаемость сгустка низкая, скорость потока на границе
сгустка описывается граничным условием отсутствия скольжения [271]. Решением такого
уравнения является усеченный параболический поток:

v1(y) '
{
ay(H − y), если y > h,

0, если y 6 h,
(2.5.5)

где H — диаметр сосуда. Мы также рассматриваем поток Пуазейля в части сосуда без
сгустка: v2(y) = by(H − y), где b = 4vm/H

2.
Из закона сохранения массы получаем равенство:∫ H

0
v1(y)dy =

∫ H

0
v2(y)dy.

Беря соответствующие интегралы, мы получаем:

a

(
(H − h)3

6
+
h

2
(H − h)2

)
= b

H3

6
.

Общее падение давления равно разности давлений в узкой части канала (со сгустком) и
широкой части канала (без сгустка):

al + b(L− l) = β,

где β = dp
dxL/(2µ). В силу предыдущих выкладок, мы можем определить значение a:

a =
β

l + (L− l)(1− h
H )2(1 + 2 h

H )
. (2.5.6)
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Рис. 4.12: Результаты численного моделирования кровотока в случае прямоугольных сгуст-
ков для концентрации полимера фибрина (Fp) равной 0.4 для сгустка размером 35×35мкм
(A,C) и 100×35мкм (B,D). Двумерные профили скоростей показаны линиями тока (A,B). На
рисунках (C,D) показано сравнение исходного параболического профиля (сплошная линии)
и профиля скорости в вертикальном поперечном сечении в середине сгустка (пунктирная
линия).

Этот коэффициент зависит от ширины сгустка l и его высоты h. В предельном случае при
l = 0, a является возрастающей функцией h, стремящейся к бесконечности при h→ H. Для
положительного l функция a остается ограниченной с зависимостью параболического типа
(рис. 4.13), а скорость потока уменьшается с увеличением размера сгустка l. При малых
значениях l максимум a достаточно велик, чтобы обеспечить высокую скорость потока,
достаточную для остановки роста сгустка, которая не может быть получена для больших l
(рис. 4.12).

Мы можем определить окончательный размер сгустка, проинтегрировав усло-
вие (2.5.2):

v1(y) <
1

α2

(
2k1Ba(y)

P0

T ∗
− k1Ba(y) + k2

(T ∗)2P0

2
− 2k2

(T ∗)3

5
− α1A0

)
, (2.5.7)

где v1(y) задано (2.5.5), (2.5.6). Если это условие выполнено, то сгусток продолжает рас-
ти, и его рост останавливается, если высота сгустка y достаточно велика, чтобы изменить
знак неравенства. Следовательно, мы можем определить условия частичной или полной
закупорки сосуда и конечный размер сгустка.

Напомним, что максимальная скорость потока vm на входе в сосуд равна bH2/4. Зави-
симость конечного размера сгустка от этого параметра приведена на рис. 4.10B. Две кривые
показывают численное решение уравнения (2.5.1) и представленное выше аналитическое
приближение. Эти кривые близки друг к другу, и их поведение качественно аналогично
зависимости, полученной при численном интегрировании задачи, сформулированной в раз-
делах 2.1–2.2 (рис. 4.10B). Как в полной задаче, так и в упрощенной модели мы наблюдаем
полную закупорку сосуда, если скорость потока достаточно мала, и частичную закупорку,
если скорость потока достаточно велика. Эти два режима разделены резким переходом,
определяемым пороговыми значениями средней скорости потока.
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Рис. 4.13: Зависимость скорости потока от размера сгустка.

2.6 Заключения о результатах моделирования активации внешнего пути

Основной целью исследования, представленного в данном разделе, являлся анализ условий
полной или частичной закупорки сосудов при активации внешнего пути каскада свертыва-
ния крови, на основании результатов численного моделирования роста тромба в просвете
сосуда. Рассмотренная модель включала в себя ряд существенных допущений. В частно-
сти, реакции каскада свертывания были описаны упрощенной моделью, что позволило нам
существенно сэкономить время вычислений. Из модели было полностью исключено тром-
боцитарное звено. В то же время, присутствие активированных тромбоцитов должно суще-
ственно ускорять образование сгустка [122]. Наше допущение ведет к тому, что пороговая
скорость потока, предотвращающая закупорку сосуда, оказывается существенно ниже ха-
рактерной скорости потока в сосудах рассматриваемого размера. В наших будущих иссле-
дованиях текущая модель будет дополнена, и в ней в явном виде будет учтена концентрация
тромбоцитов, что должно сделать результаты моделирования более близкими к условиям
in vivo.

С точки зрения активации внешнего пути при сепсисе, представленные результа-
ты численного моделирования дают косвенные оценки критической величины поврежде-
ния стенки сосуда в ответ на контакт с ЛПС. Размер повреждения, равный 50–90мкм
(рис. 4.9B,C), примерно соответствует длине одного эндотелиоцита [272]. Таким образом,
в нашей модели полное открепление одной клетки эндотелия в венуле ведет к закупорке
сосуда при скоростях потока до 1000мкм/с. В то же время, в экспериментах in vitro ЛПС в
концентрации 10 нг/мл способны вызывать открепление до 15% клеток культуры эндотели-
ацитов [147]. Несмотря на то, что такие концентрации ЛПС существенно выше летальных
и не могут наблюдаться по всему организму, такой сильный ответ эндотелия на контакт с
ЛПС, видимо, свидетельствует в пользу образования локальных очагов нарушения целост-
ности эндотелия, достаточных для провокации формирования тромбов, закупоривающих
небольшие сосуды.

3 Активация контактного пути системы свертывания: роль аг-
регатного состояния ЛПС

Активация контактного пути при сепсисе является одним из важных факторов развития
спонтанного внутрисосудистого тромбоза и происходит в частности в ответ на попадание в
кровь ЛПС. В работе [17], была продемонстрирована in vitro активация FXII очищенным
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ЛПС в смеси очищенного FXII и PK. В работе [18] аналогичным образом была продемон-
стрировано действие ЛПС в смеси очищенного FXII, PK и HMWK. В обеих работах степень
активации контактной системы определялась как значение амидолитической активности
калликреина к концу эксперимента. Интересно, что в обеих системах увеличение значения
этого параметра при увеличении концентрации ЛПС происходило только до достижения
некоторой критической концентрации ЛПС. Дальнейшее увеличение концентрации ЛПС
вело к снижению активности контактной системы на момент измерения. Подобный эффект,
по-видимому, связан с ключевой ролью поверхностных эффектов в активации контактной
системы. Роль поверхности в активации контактной системы была ранее изучена при по-
мощи кинетической модели активации FXII на циркулирующих микровезикулах [153]. В
данном разделе мы разрабатываем математические модели активации контактного пути
агрегатами ЛПС на основе экспериментальных данных in vitro для систем FXII-PK [17]
и FXII-PK-HMWK [18] с целью воспроизведения наблюдаемого эффекта поверхностного
ингибирования.

Мы принимаем следующую схему реакций контактного пути, возникающих в чистой
системе. Активация FXII может произойти при его контакте с чужеродной поверхностью
ЛПС-агрегата, вызывающей конформационное изменение. FXIIa способствует активации
растворимого прекалликреина. Связанный с поверхностью фактор XII (FXIIb), в свою
очередь, расщепляется калликреином. В случае рассмотрения экспериментальной систе-
мы из [18], HMWK способствует локализации прекалликреина на поверхности агрегата и,
таким образом, значительно ускоряет активацию FXII. Мы предполагаем, что FXII конку-
рирует с комплексами HMWK и HMWK за сайты связывания на поверхности агрегата. Как
FXII, так и HMWK могут занимать только один сайт связывания. Результирующие модели
реакций для системы из работ [17] и [18] приведены на рисунках 4.14A и B, соответственно.

Рис. 4.14: Схематическое представление реакций активации контактного пути в чистых
системах в отсутствие (A, [17]) или с добавлением (B, [18]) HMWK. Пунктирные стрел-
ки соответствуют реакциям активации, штрих-пунктирные стрелки соответствуют реак-
циям образования комплексов, сплошные стрелки соответствуют реакциям связывания с
поверхностью. Обратимые реакции связывания факторов с сайтами на поверхности агре-
гата (1,6,7), реакции комплексообразования (5,8) и реакция спонтанной активации FXIIb
(2) описываются законом действующих масс с кинетическими константами ki, k−i, i = 1, 5–
8, реакции активации (3,4,9) описываются кинетикой Михаэлиса-Ментена со скоростями
равными mj и константам Михаэлиса, равными Mj для j = 3, 4, 9.
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3.1 Математическая модель

Мы моделируем кинетику активации контактного пути с помощью обыкновенных диффе-
ренциальных уравнений (ОДУ) на концентрации участвующих белков (рис. 4.14). Пере-
менные модели приведены в табл. 4.1. Заметим, что концентрации белков рассматриваются
как объемные концентрации (мкM) для факторов, растворенных в плазме (переменные
X,P,K,H, [PH]) и как поверхностные концентрации для факторов, связанных с поверхно-
стью ЛПС-агрегата (переменныеXa, Xb, Hs, [PH]s, [KH]s). В последнем случае, концентра-
ции измеряются в молекулах или комплексах на один квадратный микрометр поверхности
агрегата ЛПС (обозначается как мкм−2). Те же единицы используются для количественной
оценки доступных сайтов связывания на поверхности агрегатов.

Чтобы сформулировать нашу модель с точки зрения концентраций, наблюдаемых в
экспериментах, т. е. объемных концентраций, введем конвертирующий член κ = AlpsF/Vsol,
где Alps — площадь поверхности агрегата ЛПС, Vsol — объем раствора, приходящийся на
один агрегат ЛПС, а F — коэффициент преобразования. Тогда мы можем перейти к следу-
ющим переменным, соответствующим объемным концентрациям:

S = κS, Xb = κXb, Xa = κXa, Hs = κHs, [PH]s = κ[PH]s, [KH]s = κ[KH]s.

В нашей модели мы предполагаем, что изменения объемных концентраций как рас-
творенных, так и поверхностных белков определяются реакциями, изображенными на
рис. 4.14. Мы считаем, что реакции ферментативного катализа проходят согласно кинетике
Михаэлиса-Ментена, а реакции связывания белка с поверхностью агрегата ЛПС, образова-
ния белкового комплекса и спонтанной активации FXII описываются законом действующих
масс. Таким образом, первая модель, описывающая активацию FXII в чистой системе без
HMWK (рис. 4.14A), состоит из следующих шести уравнений:

dS

dt
= −k1XS + k−1Xb,

dXb

dt
= k1XS − k−1Xb − k2Xb −

m4XbK

M4 +Xb +K
,

dXa

dt
= k2Xb +

m4XbK

M4 +Xb +K
,

dX

dt
= −k1XS + k−1Xb,

dK

dt
=

m3PXa

M3 + P +Xa
,

dP

dt
= − m3PXa

M3 + P +Xa
,

(3.1.1)

удовлетворяющих следующим уравнениям сохранения:

P +K = P0, S +Xb +Xa = S0, X +Xb +Xa = X0, (3.1.2)

где P0, S0 и X0 — начальные концентрации PK, сайтов связывания и FXII соответственно.
Вторая модель, описывающая активацию FXII в присутствие HMWK (рис. 4.14B),

состоит из следующих 11 уравнений:
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Таблица 4.1: Переменные, используемые в математической модели активации контактного
пути на ЛПС агрегатах
переменная вещество компартмент начальное

значение в
модели 3.1.1

начальное
значение в
модели 3.1.3

Переменные моделей 1 и 2
S сайты связывания поверхность 11510мкм−2 11510мкм−2

X FXII раствор 0.16мкM [17] 0.069мкM [18]
Xa FXIIa поверхность 0 0
Xb FXIIb поверхность 0 0
P PK раствор 0.14мкM*[17] 0.28мкM [18]
K Kr раствор 0 0

Дополнительные переменные, используемые в модели 2
H HMWK раствор — 0.22мкM [18]
Hs связанный с поверхностью

HMWK (HMWK_S)
поверхность — 0

[PH] комплекс [PK, HMWK] раствор — 0
[PH]s связанный с поверхностью

комплекс [PK, HMWK]_S
поверхность — 0

[KH]s связанный с поверхностью
комплекс [Kr, HMWK]_S

поверхность — 0

Конвертирующие параметры
Alps площадь поверхности ЛПС-агрегата 0.02мкм2

F конвертирующий фактор 1.66 ·10−3 мкMмкм3

Vsol объем раствора, приходящийся на
один ЛПС-агрегат

варьировался в соответствии
с экспериментальными уста-
новками в [18] и [17]

* Под начальной концентрацией PK в модели 3.1.1 подразумевается начальная концентрация
PK, добавленного в систему после 20мин инкубирования FXII и ЛПС (см. раздел 3.2.2.1).
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dS

dt
= −k7[PH]S + k−7[PH]s − k1XS + k−1Xb − k6HS + k−6Hs,

dXb

dt
= k1XS − k−1Xb − k2Xb −

m4Xb[KH]s
M4 +Xb + [KH]s

− m4XbK

M4 +Xb +K
,

dXa

dt
= k2Xb +

m4Xb[KH]s
M4 +Xb + [KH]s

+
m4XbK

M4 +Xb +K
,

d[PH]s
dt

= k7[PH]S − k−7[PH]s + k8PHs − k−8[PH]s −
m9[PH]sXa

M9 + [PH]s +Xa
,

d[KH]s
dt

=
m9[PH]sXa

M9 + [PH]s +Xa
,

dHs

dt
= k6HS − k−6Hs − k8PHs + k−8[PH]s,

dH

dt
= −k5PH + k−5[PH]− k6HS + k−6Hs,

dX

dt
= −k1XS + k−1Xb,

d[PH]

dt
= k5PH − k−5[PH]− k7[PH]S + k−7[PH]s,

dK

dt
=

m3PXa

M3 + P +Xa
,

dP

dt
= −k5PH + k−5[PH]− m3PXa

M3 + P +Xa
− k8PHs + k−8[PH]s,

(3.1.3)

удовлетворяющих следующим уравнениям сохранения:

P +K + [PH] + [PH]s + [KH]s = P0, H +Hs + [PH] + [PH]s + [KH]s = H0, (3.1.4)
S +Xb +Xa +Hs + [PH]s + [KH]s = S0, X +Xb +Xa = X0. (3.1.5)

где P0, H0, S0 и X0 — начальные концентрации PK, HMWK, сайтов связывания и FXII
соответственно.

Важно отметить, что константы Михаэлиса M4 и M9 зависят от размеров компарт-
ментов. Их значения заданы выражениями:

M4 = κM4, M9 = κM9.

Экспериментальные кривые, полученные как в [17], так и в [18], имеют характерную ку-
полообразную форму. Максимальная концентрация калликреина к концу эксперимента на-
блюдается для концентраций ЛПС равной ∼ 180мкг/мл в отсутствие HMWK (рис. 4.15A)
и ∼ 20мкM (рис. 4.15B) в системе с HMWK. Далее эти концентрации мы будем называть
оптимальными. Концентрации ЛПС больше оптимального значения ведут к уменьшению
наблюдаемой активности калликреина. Чтобы описать такое поведение системы, мы выпол-
нили оценку неизвестных параметров наших математических моделей 3.1.1 и 3.1.3, варьируя
кинетические константы ki, mi, Mi и начальную поверхностную концентрацию доступных
сайтов связывания S0 (см. раздел 4 главы 3). Основным параметром, используемым для
валидации модели и выбора параметров, была наблюдаемая концентрация калликреина в
конце эксперимента. В случае модели (3.1.1), весь калликреин присутствует в растворенном
виде и его наблюдаемая концентрация совпадает с его объемной концентрацией. В случае
модели (3.1.3), наблюдаемая концентрация калликреина определяется объемной концен-
трацией свободного калликреина и поверхностной концентрацией комплекса [Kr, HMWK]
относительно объема раствора:

Kobs = K + [KH]s. (3.1.6)
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3.2 Результаты моделирования

Результаты подборки параметров в модели 3.1.1 для воспроизведения кривой из работы [17]
и в модели 3.1.3 — для воспроизведения данных из работы [18], приведены на рис. 4.15A
и рис. 4.15B соответственно. Значения параметров модели приведены в табл. 3.1 раздела 4
главы 3.

Рис. 4.15: Наблюдаемая концентрация калликреина (Kobs) к концу времени эксперимента
для разных значений концентрации ЛПС. Кривая соответствует результатам моделирова-
ния, точки — экспериментальным данным. A. Результат подбора параметров в модели 3.1.1
для воспроизведения экспериментальных данных [17] (2400 с). B. Результат подбора пара-
метров в модели 3.1.3 для воспроизведения экспериментальных данных [18] (1800 c). В [17]
ЛПС и FXII были инкубированы в течение 20мин до добавления в систему PK. Концен-
трации ЛПС на графике (A) соответствуют таковым для финальной системы.

3.2.1 Роль агрегатного состояния ЛПС

Существование оптимальной концентрации ЛПС можно объяснить ролью поверхностных
эффектов в реакциях контактной активации. Действительно, основные реакции рассматри-
ваемого процесса происходят на поверхности агрегатов ЛПС и, следовательно, сильно зави-
сят от концентрации доступных сайтов связывания. Высокая концентрация ЛПС приводит
к эффекту поверхностного ингибирования, то есть способствует быстрому связыванию всех
растворенных факторов на поверхности агрегатов и, таким образом, предотвращает взаи-
модействие связанных факторов с белками плазмы, а также друг с другом. Эту гипотезу
можно проверить с помощью разработанных математических моделей.

Рис. 4.16: Изменение объема доступного для контакта с ЛПС-агрегатами раствора при из-
менении концентрации ЛПС.

Чтобы воспроизвести экспериментальные результаты, полученные в [17] и [18], необ-
ходимо предположить, что ЛПС присутствуют в растворе в виде агрегатов. Действительно,
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при этом предположении увеличение концентрации ЛПС приводит к увеличению площади
поверхности агрегатов ЛПС по отношению к имеющемуся объему раствора (рис. 4.16). В
терминах математических моделей это соответствует уменьшению компартмента Vsol, со-
ответствующего объему раствора, приходящегося на один агрегат ЛПС, и к увеличению
коэффициента преобразования κ (см. раздел 3.1). В результате, начальная объемная кон-
центрация доступных сайтов связывания, определяемая выражением S(0) = κS(0), увели-
чивается, и для малых концентраций ЛПС наблюдается увеличение активности калликре-
ина из-за увеличения скорости поверхностных реакций. В то же время, количество раство-
ренных факторов, участвующих в поверхностных реакциях активации, уменьшается при
малых значениях Vsol, и мы наблюдаем экспериментально описанный эффект поверхност-
ного ингибирования (рис. 4.17, сплошные линии).

Такой эффект не может быть воспроизведен, если мы предположим, что ЛПС участ-
вует в реакциях активации в растворенном виде. Действительно, если мы будет воспроиз-
водить увеличение концентрации ЛПС путем простого увеличения концентрации доступ-
ных сайтов связывания (S0), то результаты моделировании будут отличаться от экспери-
ментально наблюдаемого поведения системы. Увеличение концентрации сайтов связывания
для фиксированных объемов компартментов приводит к монотонному увеличению актив-
ности калликреина до его максимального значения (рис. 4.17, пунктирные линии). Таким
образом, можно сделать вывод, что в рассматриваемой системе ЛПС образуют агрегаты и
обеспечивают активирующую поверхность для реакций контактной системы.

Рис. 4.17: Наблюдаемая концентрация калликреина на момент окончания экспериментов
модели 3.1.1 (K, A) и модели 3.1.3 (Kobs, определяемая (3.1.6), B) как функции объемной
концентрации сайтов связывания на ЛПС агрегатах. Объем раствора на один агрегат Vsol
был равен 7.47мкм3 для модели (3.1.1) (A) и 4.34мкм3 для модели (3.1.3) (B). Пунктир:
площадь поверхности агрегата Alps равна 0.02мкм2 для обеих моделей, поверхностная кон-
центрация сайтов связывания S0 варьировалась от 11510 до 1441002мкм−2 для 3.1.1 (A)
и до 1248835мкм−2 для 3.1.3 (B). Сплошные линии: поверхностная концентрация сайтов
связывания S0 равна 11510мкм−2 для обеих моделей, площадь поверхности агрегатов Alps
варьировалась от 0.02 до 2.5мкм2 для модели 3.1.1 (A) и до 2.46мкм2 для модели 3.1.3 (B).
Горизонтальными линиями отмечены уровни концентрации калликреина на момент оконча-
ния эксперимента и соответствующие концентрации ЛПС, рассмотренные на рис. 4.18 (A)
и рис. 4.19 (B).

3.2.2 Кинетика активации факторов

В обеих экспериментальных установках [17,18] активность калликреина контролировалась
по истечении фиксированного времени после добавления ЛПС к модельной системе. Ав-
торы предположили, что к этому времени было достигнуто некоторое стационарное состо-
яние. Однако истинное стационарное состояние в рассматриваемых системах может быть
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достигнуто только тогда, когда весь прекалликреин, присутствующий в растворе, будет рас-
щеплен. Таким образом, представляет интерес кинетика активации факторов. Мы сравнили
кинетику активации контактного пути для концентраций ЛПС ниже и выше оптимальной
концентрации ЛПС, обеспечивающей максимальную активность калликреина, наблюдае-
мую в [17,18].

3.2.2.1 Активация контактной системы в отсутствие HMWK. Во-первых, рас-
смотрим кинетику активации контактной системы для оптимальной концентрации ЛПС,
то есть для концентрации ЛПС, обеспечивающей максимальную активность калликреи-
на к концу эксперимента. В эксперименте, описанном в [17], FXII и ЛПС инкубировали
в отсутствие калликреина в течение первых двадцати минут. По истечении этого периода
к системе добавляли калликреин и конечную систему инкубировали еще 20мин. Соглас-
но нашей модели, добавление калликреина к системе значительно ускоряет дальнейшую
активацию FXII (рис. 4.18A, серая линия). Однако, концентрация FXIIa достигает стацио-
нарного значения только на временах больше 40мин с начала моделирования (примерно на
45-ой минуте). Момент измерения в [17], обозначен вертикальными линиями на рис. 4.18.

По результатам моделирования концентрация калликреина в растворе далека от ста-
ционарного значения к концу эксперимента (рис. 4.18B, серая линия). Более того, к концу
40-ой минуты эксперимента скорость активации калликреина достигает стационарного зна-
чения около 0.0016мкМ/мин (рис. 4.18B, серая линия), и дальнейшее производство калли-
креина в системе происходит до момента активации всего прекалликреина в растворе.

Рис. 4.18: Кинетика активации факторов в модели 3.1.1. Поверхностная концентрация
FXIIa (Xa, A) и объемная концентрация калликреина (K, B) как функции времени. Вер-
тикальные линии обозначают время измерения в эксперименте [17] (40 мин). Кинетики
рассчитаны для концентрации ЛПС, соответствующей максимальную активность калли-
креина к концу эксперимента (серые линии) и для концентраций ЛПС, для которых кон-
центрация калликреина к концу эксперимента составила 0.005мкM (см. рис. 4.17A): Vsol
равен 0.092мкм3 (сплошная черная линия) и 1.48мкм3 (черный пунктир).

Проанализируем поведение системы при различных значениях концентрации ЛПС.
Вместе с оптимальным значением концентрации ЛПС (рис. 4.18, серые линии) рассмот-
рим две концентрации ЛПС, для которых к концу эксперимента количество наработанного
калликреина составляло 0.005мкM (рис. 4.17A, горизонтальная линия). Ясно, что равно-
весная поверхностная концентрация FXIIa тем выше, чем больше значение имеющегося
объема раствора. В то время как кинетика активации калликреина очень близка в трех рас-
смотренных случаях (рис. 4.18B), степень активации FXII на поверхности агрегата ЛПС
достигает максимальных значений для концентрации ЛПС ниже оптимальной (рис. 4.18A,
пунктирная линия), и имеет меньшие значения при высокой концентрации ЛПС (рис. 4.18A,
сплошная черная линия).
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3.2.2.2 Активация контактной системы в присутствие HMWK. Добавление
HMWK в раствор существенно влияет на процесс активации контактной системы. Основ-
ное отличие заключается в том, что помимо активации калликреина в растворе, HMWK
способствует активации прекалликреина на поверхности агрегатов путем образования по-
верхностного комплекса [PK, HMWK] (рис. 4.14). В результате, скорость наработки калли-
креина значительно увеличивается, что наблюдается и в нашей модели (рис. 4.17).

Рассмотрим кинетику активации для оптимальной концентрации ЛПС. Поверх-
ностная концентрация FXIIa достигает своего стационарного значения в течение первых
12минут моделирования (рис. 4.19A, серая линия). В то же время, к моменту измерения
мы наблюдаем усиленную активацию прекалликреина и его концентрация далека от ста-
ционарного значения (рис. 4.19B, серая линия). Процесс активации прекалликреина про-
должается как в растворе (рис. 4.19D, серая линия), так и на поверхности агрегатов ЛПС,
где он активируется как часть поверхностного комплекса [PK, HMWK] (рис. 4.19C, серая
линия).

Сравним кинетику реакции для концентраций ЛПС выше и ниже оптимального зна-
чения, обеспечивающие концентрацию калликреина в 0.1мкM на момент окончания экс-
перимента (рис. 4.17B, горизонтальная линия). Во-первых, аналогично результатам моде-
ли 3.1.1 равновесное значение и скорость активации больше для низких концентраций ЛПС
из-за большего количества растворенных факторов, доступных для связывания с поверхно-
стью (рис. 4.19A, пунктирная линия). В то же время, наблюдаемая скорость образования
калликреина, по-видимому, выше для системы с высокой концентрацией ЛПС (рис. 4.19B,
сплошная черная линия). Хорошо видно, что при низкой концентрации ЛПС активация
прекалликреина на поверхности протекает более эффективно (рис. 4.19C). Однако актива-
ция растворенного прекалликреина значительно более выражена для высоких концентра-
ций ЛПС (рис. 4.19D). В результате общая активность калликреина, одинаковая для обеих
концентраций на момент измерения (рис. 4.19B, рис. 4.17B), имеет тенденцию к увеличе-
нию для более высоких концентраций ЛПС в HMWK-содержащей системе.

3.2.3 Анализ чувствительности модели

Чтобы определить параметры, оказывающие наибольшее влияние на результаты моделиро-
вания, мы проанализировали чувствительность моделей 3.1.1 и 3.1.3 (табл. 4.2). Процедура
была выполнена с помощью соответствующей утилиты COPASI. В качестве ключевого вы-
ходного параметра мы использовали концентрацию калликреина в момент времени (Kobs).
Автоматическая процедура, выполняемая COPASI, вычисляет относительную чувствитель-
ность S выходного параметра Kobs(tend) по отношению к изменениям некоторого параметра
Y по следующей формуле:

S =
Y ∂Kobs(tend)

Kobs(tend)∂Y
=
∂logKobs(tend)

∂log Y
. (3.2.1)

Полученные значения относительной чувствительности для каждого параметра модели от-
ражают чувствительность финальной концентрации калликреина к изменению этого пара-
метры.

В обеих моделях начальные концентрации факторов оказывают большое влияние
на результирующие концентрации калликреина. Начальная концентрация прекалликреи-
на имеет самую высокую относительную чувствительность в обеих моделях. Второй набор
важных параметров, определяющих динамику образования калликреина в обеих моделях,
включает кинетические константы активации прекалликреина при участии FXIIa (m3,M3).
Более того, в модели 3.1.3 параметры активации прекалликреина на поверхности агрега-
та ЛПС в составе комплекса [PK, HMWK] (m9, M9) оказывают еще более существенное
влияние на результаты моделирования. В модели 3.1.3 также можно отметить важность
кинетических параметров формирования поверхностного комплекса [PK, HMWK] (k8, k−8).
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Рис. 4.19: Кинетика активации факторов в модели 3.1.3. Поверхностная концентрация
FXIIa (Xa, A), наблюдаемая концентрация калликреина (Kobs из (3.1.6), B), концентра-
ция поверхностного комплекса калликреина и HMWK ([KH]s, C) и объемная концентра-
ция растворенного калликреина (K, D) как функции времени. Кинетики рассчитаны для
концентраций ЛПС, соответсвтующих максимальной активности калликреина на момент
окончания эксперимента (серые линии) и для концентраций ЛПС, для которых наблюдае-
мая концентрация калликреина к концу эксперимента составила 0.1мкM (см. рис. 4.17B):
Vsol равен 0.078мкм3 (сплошная черная линия) и 2.9мкм3 (черный пунктир).

3.3 Заключения о результатах моделирования активации контактного пу-
ти

В данном разделе мы описали первую математическую модель активации контактного пу-
ти ЛПС, разработанную на основе экспериментальных результатов [17] и [18]. Характерная
куполообразная форма концентрации калликреина, наблюдаемая в экспериментах [17, 18],
может быть воспроизведена в модели только при условии, что ЛПС присутствует в раство-
ре в виде агрегатов. Другими словами, увеличение концентрации ЛПС нельзя смоделиро-
вать как увеличение концентрации сайтов связывания, а только как увеличение площади
активирующей поверхности. Такое представление позволяет воспроизвести эффект поверх-
ностного ингибирования, наблюдаемый в экспериментах [17, 18]. Мы получили кинетику
активации калликреина и FXII и продемонстрировали, что к моменту измерения в рас-
сматриваемых экспериментах [17, 18] система была далека от состояния равновесия. В ре-
зультате, равные наблюдаемые концентрации калликреина были получены в экспериментах
для концентраций ЛПС ниже и выше оптимального значения. Мы показали, что кинетика
процесса активации значительно отличается для разных концентраций ЛПС, и эффект в
большей степени выражен в присутствие HMWK. Активация прекалликреина на поверх-
ности агрегата в составе комплекса [PK, HMWK] преобладает при низких концентрациях
ЛПС, тогда как активация растворенного прекалликреина протекает более эффективно при
высоких концентрациях ЛПС.

Поверхностные эффекты имеют особое значение для функционирования контактной
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Таблица 4.2: Относительная чувствительность моделей 3.1.1, 3.1.3 к различным парамет-
рам. Серым отмечены параметры, имеющие наибольшее влияние на результат моделирова-
ния.

модель 1 модель 2
параметр относительная чувствительность параметр относительная чувствительность

объемы компартментов
Vsol 0.003 Vsol 0.023
Vlps -0.004 Vlps -0.006

начальные концентрации
X 0.905 X 0.35
P 1.209 P 0.727
S̄ 0.254 S̄ 0.266

H 0.307

кинетические константы
k1 0.246 k1 0.072
k−1 −0.246 k−1 −0.072
k2 0.103 k2 0.016
m3 0.768 m3 0.135
M3 −0.866 M3 −0.117
m4 0.258 m4 0.068
M4 −0.257 M4 −0.068

k5 0.025
k−5 −0.008
k6 0.025
k−6 −0.008
k7 0.025
k−7 −0.008
k8 0.147
k−8 −0.165
m9 0.285
M9 −0.222

системы. Было показано, что активация FXII может происходить при его связывании с по-
верхностью тромбоцитов, и что этот процесс может выступать в роли чувствительного к
потоку регулятора, сдвигающего баланс между поверхностно-зависимой активацией свер-
тывания и плазменным ингибированием [273]. Активация контактной системы на циркули-
рующих микровезикулах может объяснить эффект гиперкоагуляции плазмы человека при
разбавлении [153]. Из наших результатов следует, что агрегаты ЛПС активируют контакт-
ную систему через аналогичные механизмы, предполагающие присутствие ЛПС в плазме в
агрегированном состоянии.

Химический состав ЛПС может иметь решающее влияние на степень активации свер-
тывания за счет экранирования отрицательно заряженных частей молекулы полисахарид-
ной цепью [18]. В самом деле, в то время как липид А, помещенный в раствор плазмы
крови, вызывает сильный ответ контактной системы, цепи полисахарида не вызывают ни-
какого эффекта [18]. Анализ доступных экспериментальных данных о структуре агрегатов,
формируемых различными ЛПС, приведен в разделе 2.2 главы 2. В главе 5 мы подробно
рассмотрим устройство ЛПС-содержащих систем при помощи молекулярных моделей.
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5. МД моделирование структуры ЛПС,
ЛПС-агрегатов и ЛПС-мембран

Основным объектом нашего исследования являлся ЛПС S. typhimurium, обладающий струк-
турой, приведенной на рис. 5.1. На различных этапах работы нами были рассмотрены как
R-мутанты форм Re- и Ra-, так и гладкие S-формы (рис. 5.1). Структура центрального
олигосахарида и полисахарида О-антигена этой молекулы, были рассмотрены в раннем
модельном исследовании [274]. Структура Re-LPS была получена в нашей лаборатории с
помощью методов масс-спектрометрии (см. раздел 6.4). Так как О-антиген является наи-
более объемной и вариабельной частью ЛПС, то, в первую очередь, нами было проведено
детальное исследование его локальной и глобальной конформационной подвижности в рас-
творе (раздел 1). Далее, нами была проведена валидация параметров модели для липидной
части ЛПС (раздел 2) и корректировка отсутствующих в силовом поле параметров для
фрагментов полярной головки липида А и центрального олигосахарида (раздел 3). По-
лученные параметры были использованы для создания моделей ЛПС-молекул (раздел 4),
ЛПС-мицелл (раздел 5) и ЛПС-содержащих мембран (раздел 6).

93



Рис. 5.1: Структура ЛПС S. typhimurium, используемая для модельных исследований.
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1 Моделирование поведения свободного О-антигена в раство-
ре

Пространственная структура длинной полисахаридной цепи определяется конформациями
О-гликозидных связей между остатками, а также конформациями пиранозных колец (см.
раздел 1.4.1 главы 3). Для лучшего понимания механизмов, лежащих в основе конформаци-
онной динамики длинной О-антигенной цепи, мы провели детальное исследование пар угле-
водных остатков, образующих основную цепь О-антигена: α-DGal-(1→2)-α-DMan, α-DMan-
(1→4)-α-LRha и α-LRha-(1→3)-α-DGal, далее обозначаемых для простоты как Gal-Man,
Man-Rha и Rha-Gal.

1.1 Конформационный анализ дисахаридных фрагментов

Каждый дисахаридный фрагмент был рассмотрен нами как отдельная молекула (рис. 5.2,
верхний ряд), для которой нами были проведены расчеты распределения свободной энергии
в вакууме (рис. 5.2) и в водном растворе (рис. 5.3), используя метод PMF (см. раздел 1.4.2
главы 3). В ходе МД расчетов для дисахаридных молекул наблюдались изменения кон-
формаций пиранозных колец, а также повороты остатков вокруг углов (ϕ,ψ). В вакуум-
ных расчетах помимо энергетически предпочтительных син-конформаций, также заселены
анти-состояния и набор дополнительных состояний, определяемый индивидуальным стро-
ением соответствующих остатков. Добавление воды в рассматриваемую системы влияет
на результирующие распределения свободной энергии за счет разрушения внутримолеку-
лярных водородных связей и образования новых водородных связей с молекулами воды.
Таким образом, молекулы дисахаридов в водном окружении существуют предпочтительно
в конформациях, соответствующих бассейну минимальной энергии для молекул в вакууме.
Нами была проведена подробная классификация и анализ энергетически выгодных кон-
формаций дисахаридов на основании значений свободной энергии заселенных состояний.
Количественные данные приведены в табл. 5.1.

95



Таблица 5.1: Относительные значения свободной энергии конформаций дисахаридов, по-
лученные методом PMF в вакууме и водном растворе для силовых полей OPLS-AA и
GLYCAM.

OPLS-AA GLYCAM
координаты ∆G, кДж/моль координаты ∆G, кДж/моль

вакуум вода вакуум вода
α-DGal-(1→2)-α-DMan

си
н

LL (−25,−22) 0.0 9.7± 0.4 (−29,−17) 0.0 0.0

RR — — — (23, 25) 4.2± 0.2 10.7± 1.5

LR (−33, 40) 1.9± 0.1 0.0 (−29, 36) 4.9± 0.5 6.6± 1.3

ан
т

и Aψ (−17, 173) 17.3± 0.6 — (−28, 170) 15.7± 0.2 15.6± 0.6

Aϕ (−175,−10) 26.9± 0.7 — (−164,−10) 27.7± 0.7 —

до
п. S1 (62, 72) 18.9± 0.3 — — 19.8± 0.3 —

α-DMan-(1→4)-α-LRha

си
н

LR (−31, 45) 0.0 0.0 (−38, 4) 0.0 0.0

LL (−45,−10) 3.9± 0.1 2.2± 0.6 — — —
RR (34, 23) 8.0± 0.4 5.5± 0.3 (36, 25) 11.0± 0.2 7.1± 0.2

ан
т

и Aψ (−12,−177) 18.7± 0.3 11.9± 0.6 (−29,−176) 7.2± 0.1 8.7± 0.4

Aϕ (−177, 2) 15.5± 0.2 — (−173,−3) 21.0± 0.4 —

до
п.

S2 (−54, 153) 14.6± 0.2 — (−53, 156) 7.7± 0.1 8.7± 1.4

S3 — — — (50,−150) 24.7± 0.6 —
S4 (−138, 46) 24.7± 0.6 — — — —
S5 (55, 60) 11.7± 0.3 — (61, 52) 14.2± 0.2 —

α-LRha-(1→3)-α-DGal

си
н

RR (46, 29) 0.0 0.0 (48, 17) 0.0 0.0

RL (38,−40) 6.6± 0.4 3.9± 0.7 — — —
LL (−25,−28) 11.9± 0.6 9.8± 0.6 (−35,−15) 16.8± 0.2 12.9± 0.5

ан
т

и Aψ (32, 161) 16.0± 0.2 — (33, 163) 15.7± 0.1 18.1± 0.6

Aϕ (170, 12) 20.4± 0.3 — (172, 11) 25.2± 0.4 15.6± 0.9

до
п. S6 (−170, 63) 24.0± 0.5 — (−167, 55) 29.9± 0.8 —

1.1.1 Конформации О-гликозидных связей

Для обоих полей OPLS-AA и GLYCAM функции распределения микросостояний в фазо-
вом пространстве (ϕ,ψ) очень похожи (рис. 5.2). Нами было выявлено несколько типов
энергетически выгодных конформаций, обычно наблюдаемых в дисахаридах [28–30,224].
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Рис. 5.2: Распределения свободной энергии, рассчитанные методом PMF, в координа-
тах двугранных углов (ϕ,ψ) для дисахаридов Gal-Man, Man-Rha и Rha-Gal в вакуу-
ме при температуре 500K. Расчеты проводились в силовых полях OPLS-AA (верхний
ряд) и GLYCAM (нижний ряд). Буквами отмечены локальные энергетические миниму-
мы (рис. 5.4). На рисунках (B,E) черными линиями отмечены одномерные срезы распреде-
ления энергии, для которых проводилось сравнение с ab initio расчетами (рис. 5.5).
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Рис. 5.3: Распределения свободной энергии, рассчитанные методом PMF, в координатах
двугранных углов (ϕ,ψ) для дисахаридов Gal-Man, Man-Rha и Rha-Gal в водном рас-
творе при температуре 300K. Расчеты проводились в силовых полях OPLS-AA (верхний
ряд) и GLYCAM (нижний ряд). Буквами отмечены локальные энергетические миниму-
мы (рис. 5.4).

1.1.1.1 Син-конформации. Как и в предыдущих модельных и экспериментальных ис-
следованиях, глобальные минимумы свободной энергии для всех дисахаридов соответству-
ют стерически выгодным син-конформациям углов (ϕ,ψ) [28, 29]. В этих состояниях пира-
нозные кольца максимально удалены друг от друга (рис. 5.4A). В зависимости от знаков
значений двугранных углов мы обозначаем син-конформации внутри бассейна глобального
минимума энергии как LL, LR, RL и RR, в соответствии с типом образуемой спирали (ле-
вой L или правой R).

Наиболее заселенной конформацией для Gal-Man является состояние LL. Оно окру-
жено двумя другими стерически выгодными конформациями: RR, заселенным в поле
GLYCAM (рис. 5.2D), и LR, заселенным в поле OPLS-AA, и становящимся предпочти-
тельным в присутствие воды (рис. 5.2A). Переход между RR и LR состояниями является
часто встречающимся событием, так как абсолютные значения свободной энергии этих со-
стояний очень близки (табл. 5.1). Глобальный энергетический минимум Man-Rha в моделях
в обоих полях можно интерпретировать как конформацию LR (рис. 5.2C,E). LL состояние
также довольно сильно заселено в расчетах, проведенных в водном окружении, и становит-
ся предпочтительным для Man-Rha в поле GLYCAM. Состояние RR возникает в качестве
отдельного энергетического минимума в водных расчетах в поле GLYCAM, но имеет доволь-
но высокую энергию. Глобальный минимум свободной энергии для Rha-Gal (рис. 5.2C,F)
соответствует конформации RR, в то время как состояние LL заселено слабо.
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A B C

Рис. 5.4: Примеры характерных конформаций дисахаридов для состояний, соответствую-
щих глобальному минимуму энергии (A; Gal-Man, RR), анти-конформации (B; Man-Rha,
Aψ) и дополнительной локально выгодной конформации, стабилизируемой образованием
водородной связи (C; Man-Rha, S2).

1.1.1.2 Анти-конформации. Помимо конформаций, находящихся в бассейне гло-
бального энергетического минимума, в расчетах были также наблюдаются несколько
других значительно заселенных состояний. В первую очередь, для каждого дисаха-
рида существуют два энергетических минимума для значений углов ϕ или ψ в ан-
ти-конформации (т. е. равных около 180◦), что соответствует “развернутой” конформа-
ции (рис. 5.4B), в которой пиранозные кольца контактируют друг с другом за счет ван-дер-
ваальсовых взаимодействий. Анти-конформации часто встречаются в дисахаридах различ-
ной природы [28,223,224,256]. Далее мы будем обозначать их как Aϕ и Aψ. Aϕ состояние в
Gal-Man и Aϕ, Aψ состояния в Rha-Gal (рис. 5.2A,D,C,F) дополнительно стабилизируются
образованием водородной связи между атомами O6 галактозы и O3 маннозы, и атомами O6
рамнозы и O2 галактозы, соответственно (рис. 5.4). Образование водородных связей в анти-
состояниях ранее наблюдалось для некоторых других дисахаридов [28]. Для всех рассмот-
ренных моделей состояния Aψ более заселены, чем конформации Aϕ. Заметим, что энерге-
тические барьеры между состояниями, как правило, выше в моделях GLYCAM: например,
в Rha-Gal барьер перехода RR→ Aψ в модели OPLS-AA равен 20.8± 0.3 кДж/моль, тогда
как в модели GLYCAM его величина составляет 29.2 ± 0.6 кДж/моль, а барьер RR → Aϕ
для Rha-Gal составляет 27.4± 0.6 и 34.2± 1.2 кДж/моль в OPLS-AA и GLYCAM, соответ-
ственно.

Наиболее заметное различие между моделями дисахаридов в поле GLYCAM и
OPLS-AA касается заселенности состояния Aψ в расчетах для Man-Rha, которое намно-
го больше заселено в силовом поле GLYCAM (рис. 5.2В,Е). В самом деле, значение сво-
бодной энергии конформации Aψ в поле GLYCAM примерно на 4 kT ниже, чем в поле
OPLS-AA (табл. 5.1). Кроме того, хотя энергетические барьеры перехода из глобального ми-
нимума в состояние Aψ близки в обеих моделях (20.8±0.1 и 17.7±0.2 кДж/моль в OPLS-AA
и GLYCAM, соответственно), барьер обратного перехода намного ниже в поле OPLS-AA (∼
2.1 кДж/моль, в то время как в поле GLYCAM он составляет ∼ 10.5 кДж/моль). Как мы
покажем в разделе 1.2.2, эта разница существенно влияет на конформационное поведение
длинной О-антигенной цепочки, так как связь между остатками маннозы и рамнозы имеет
тенденцию необратимо переходить в состояние Aψ при моделировании длинной цепи.

Для проверки полученных результатов мы провели расчет профиля потенциальной
энергии Man-Rha при фиксированном значении ϕ = −20◦, и затем при фиксированном
значении ψ = 0 в обоих силовых полях (рис. 5.2B,E; черные линии) и сравнили их с ре-
зультатами вычислений ab initio (протокол такого расчета подробно описан в разделе 1.2
главы 3). Хотя в обоих силовых полях энергетические профили для фиксированного уг-
ла ψ очень похожи на результирующую ab initio энергию (рис. 5.5A), мы наблюдаем су-
щественное различие для профилей энергии, полученных при фиксированном значении
угла ϕ (рис. 5.5B). В самом деле, локальный минимум энергии, соответствующий состо-
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янию Aψ, ярко выражен для результатов МД расчетов, в то время как он практически
отсутствует в профиле ab initio энергии. Более того, уровень энергии состояния Aψ в моде-
ли Man-Rha в поле GLYCAM в два раза ниже, чем в поле OPLS-AA. Заниженное значение
энергии Aψ-состояния в поле GLYCAM (рис. 5.2 Е) приводит к наблюдаемой повышенной
заселенности соответствующей конформации, что, скорее всего, является артефактом.

Рис. 5.5: Профили потенциальной энергии для связи Man-Rha, полученные в ab initio вы-
числениях (черные точки) и в расчетах МД в силовых полях OPLS-AA (синяя линия) и
GLYCAM (красная линия) (рис. 5.1B,E). A. ψ = 0 B. ϕ = −20◦.

1.1.1.3 Дополнительные энергетические минимумы. В зависимости от состава за-
местителей, дисахариды могут существовать в некоторых стерически выгодных конформа-
циях, которые не могут быть однозначно классифицированы как син- или анти-состояния.
Такие конформации мы обозначили как дополнительные (supplementary, Sn), и значения
свободной энергии для этих состояний приведены в табл. 5.1. В Gal-Man конформация
S1 (рис. 5.2A,D) стабилизируется электростатическим взаимодействием между атомом O2
галактозы и положительно заряженными атомами маннозы C2 и HC2. В Man-Rha можно
выделить два дополнительных минимума энергии вокруг состояния Aψ, характеризуемые
слабым взаимодействием между атомами кислорода маннозы и рамнозы: O5-O6 в состо-
янии S2 (рис. 5.2B,E), и O2-O6 в состоянии S3, заселенном в поле GLYCAM (рис. 5.2E).
В поле OPLS-AA в Man-Rha в дополнение к Aϕ существует локально выгодное состояние
S4 (рис. 5.2B), стабилизированное взаимодействием атома маннозы O4 и атома рамнозы O3.
Эта конформация соответствует области пониженной энергии в поле GLYCAM (рис. 5.2 E).
Четко выраженная область с низкой свободной энергией, которую мы обозначили как S5,
соответствует состоянию RR, сдвинутому из-за симметричной ориентации заместителей в
Man-Rha (рис. 5.2B,E). Состояние S6 в Rha-Gal стабилизируется взаимодействием атомов
рамнозы O6 и галактозы O2 (рис. 5.2C,F). Из всех дополнительных конформаций един-
ственное относительно заселенное состояние — это состояние S2 в Man-Rha (рис. 5.4C), в
то время как другие дополнительные состояния имеют очень высокие значения свободной
энергии и заселены сравнительно мало (табл. 5.1).

1.1.2 Конформации пиранозных колец

В дисахаридах конформации углеводного кольца существенно влияют на взаимную ориен-
тацию остатков. Тем не менее, согласно анализу распределения свободной энергии, основ-
ные состояния углеводных колец в дисахаридах в состояниях син- и Aψ такие же, как в
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мономерах, тогда как для нескольких состояний Aϕ более предпочтительны конформации
“твист” (табл. 5.2, например, в остатке маннозы в составе Man-Rha Aϕ). Переход от основ-
ного состояния к альтернативному креслу или к конформации твист более вероятен в моде-
лях GLYCAM (табл. 5.2). Этот эффект особенно выражен в случае галактозного остатка в
состоянии, соответствующем глобальному энергетическому минимуму для О-гликозидной
связи Rha-Gal. Разница в значениях энергии между конформациями формами 4C1-1C4 и
4C1-твист составляют ∼ 15.5 и 9.5кДж/моль, соответственно, в поле GLYCAM по сравне-
нию с ∼ 39.0 и 25.3 кДж/моль в поле OPLS-AA (табл. 5.2).

Как известно, два альтернативных кресла для рассматриваемых пиранозных колец
имеют различную свободную энергию, обусловленную экваториальной или аксиальной ори-
ентацией объемных боковых заместителей [227] (см. раздел 2.3 главы 2). Таким образом,
конформация кольца α-L-рамнозы 1C4 относится к основному состоянию, так как гидрок-
силы при C1 и C2 углеродах ориентированы в аксиальном направлении, тогда как C3 и C4
гидроксилы и метильная группа имеют экваториальную ориентацию. По той же причине,
предпочтительной конформацией α-D-маннозы и α-D-галактозы является 4C1. Так как в
остатке рамнозы гидроксил C5 восстановлен до метильной группы, разница энергий между
конформациями 1C4 и 4C1 для рамнозы должна быть меньше, чем для молекул маннозы и
галактозы, где экваториальная ориентация C5 является принципиальной в силу большого
размера заместителя. Эта гипотеза подтверждается при анализе распределения свободной
энергии для рассмотренных дисахаридов (табл. 5.2). В самом деле, разница в значениях
свободной энергии между конформациями альтернативных кресел маннозы и галактозы
составляет 29.6 ± 6.0 кДж/моль, что существенно больше, чем для разница энергий для
остатка рамнозы (6.8± 2.4 кДж/моль).
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Таблица 5.2: Относительные свободные PMF-энергии для различных конформаций пира-
нозных колец в моделях дисахаридов OPLS-AA и GLYCAM согласно результатам ваку-
умных расчетов (кДж/моль). Для каждого заселенного состояния (GB, Aψ, Aϕ; рис. 5.2)
энергетически выгодная конформация кольца каждого остатка рассматривается как ос-
новное состояние с нулевой энергией. Свободные энергии альтернативных конформаций
рассчитываются относительно этих основных состояний в каждом заселенном состоянии.

α-DGal-(1→2)-α-DMan α-DMan-(1→4)-α-LRha α-LRha-(1→3)-α-DGal
GB Aψ Aϕ GB Aψ Aϕ GB Aψ Aϕ

OPLS-AA

G
al

1C4 37.6± 8.3 26.7± 7.3 18.5± 5.8 — — — 39.0± 7.9 46.1± 3.5 23.9± 7.3
4C1 0.0 0.0 0.0 — — — 0.0 0.0 0.0

твист 22.1± 2.1 11.5± 3.7 5.1± 1.7 — — — 25.3± 0.8 29.3± 5.5 13.9± 3.7

M
an

1C4 45.7± 10.3 32.7± 7.0 26.8± 5.4 13.6± 1.6 9.5± 1.7 2.1± 3.0 — — —
4C1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 6.0± 1.5 — — —
твист 24.5± 2.6 24.2± 6.4 15.1± 3.9 12.6± 1.5 7.2± 0.4 0.0 — — —

R
ha

1C4 — — — 0.0 0.0 0.5± 1.0 0.0 0.0 2.4± 1.3
4C1 — — — 2.6± 0.2 5.2± 0.6 4.6± 1.2 7.5± 1.6 45.7± 4.9 10.2± 3.4

твист — — — 2.6± 0.1 5.0± 0.1 0.0 14.5± 0.2 11.8± 1.2 0.0

GLYCAM

G
al

1C4 61.0± 7.8 49.8± 4.8 34.9± 2.5 — — — 15.5± 0.8 22.3± 0.8 7.3± 3.2
4C1 0.0 0.0 4.5± 2.3 — — — 0.0 0.0 0.0

твист 17.2± 0.1 7.5± 0.6 0.0 — — — 9.5± 0.3 7.2± 0.8 5.2± 3.9

M
an

1C4 16.6± 0.8 9.6± 5.6 22.3± 6.9 12.4± 0.2 12.3± 1.0 4.7± 2.0 — — —
4C1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 6.5± 1.3 — — —
твист 8.8± 0.1 10.6± 0.9 18.8± 3.2 10.6± 0.1 10.1± 0.3 0.0 — — —

R
ha

1C4 — — — 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.2± 1.5
4C1 — — — 8.3± 0.3 12.8± 0.6 9.2± 1.5 8.7± 0.2 12.6± 2.7 0.0

твист — — — 9.4± 0.1 12.3± 0.3 10.8± 1.4 10.5± 0.3 9.7± 1.1 5.3± 1.2

1.1.3 Основные выводы о локальной подвижности дисахаридных фрагментов

Наиболее существенная разница в конформационном поведении, наблюдаемая в расчетах
дисахаридов с использованием силовых полей OPLS-AA и GLYCAM, проявляется в засе-
ленности состояний Aψ для Man-Rha. Мы показали, что полученный профиль энергии в
поле OPLS-AA ближе к результатам расчетов ab initio, чем аналогичный профиль энергии в
модели GLYCAM. Следовательно, низкие значения энергии в состоянии Aψ с высоким энер-
гетическим барьером перехода Aψ → LR в силовом поле GLYCAM, скорее всего, является
артефактом параметризации, который, как будет показано в разделе 1.2.2, приводит к нере-
алистичным результатам при моделировании длинной полисахаридной цепи. Аналогичный
эффект наблюдался при сравнении расчетов в силовых полях GLYCAM и CHARMM при
моделировании конформационной подвижности дисахаридов, выделенных из Streptococcus
pneumoniae [28] и богатого рамнозой О-антигена Sh. flexneri [30]. По сравнению с моделями
в поле CHARMM, модели в поле GLYCAM имеют более широкие бассейны глобального
минимума энергии и более глубокие вторичные минимумы.

Еще один интересный результат касается конформационной подвижности остатка
рамнозы, выворачивание кольца которого происходит гораздо чаще по сравнению с кольца-
ми маннозы и галактозы. Поскольку альтернативные конформации кресла часто встреча-
ются в состояниях Aψ, энтропия анти-конформаций должна быть больше для фрагментов,
содержащих рамнозу. Эта гипотеза далее была проверена при расчетах динамики длинной
О-антигенной цепи в разделе 1.2.2.
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1.2 Конформационная подвижности длинной цепи О-антигена

Как было показано в предыдущих модельных расчетах [30, 31], данные о конформацион-
ной подвижности коротких фрагментов не достаточны для выводов о глобальной подвиж-
ности длинной полисахаридной цепи. Взаимодействие дистальных частей О-антигена мо-
жет приводить к формированию дополнительных стабильных структур, появление которых
невозможно предсказать через анализ результатов, полученных для дисахаридов. Данный
раздел посвящен описанию результатов моделирования О-антигенной цепи длиной 12 по-
вторяющихся звеньев в растворе и сравнительному анализу поведения моделей О-антигенов
в силовых полях GLYCAM и OPLS-AA.

1.2.1 Стартовая конформация О-антигена

Выбор правильной исходной конформации О-антигена имеет решающее значение для ре-
зультатов МД расчетов. Высокая подвижность и большое количество степеней свободы
делают пространство конформаций О-антигенной цепи очень сложным. Поэтому некор-
ректный выбор начальных координат атомов может привести молекулу в область конфор-
мационного объема, отделенную от нативного состояния высоким энтропийным барьером.

В работе [25] авторы использовали площадь проекции О-антигена на плоскость мем-
браны как единственный критерий выбора исходной конформации для расчетов модельных
мембран. Произвольные вытянутые конформации были также выбраны в качестве старто-
вых структур для молекулярной модели одиночного ЛПС в работе [274] и при модели-
ровании динамики свободного О-антигена в работе [30]. Мы используем альтернативный
подход, который ранее продемонстрировал хорошее соответствие экспериментальным дан-
ным (ЯМР) для молекул пентасахаридов [29]. В качестве начального состояния мы выбрали
энергетически выгодную конформацию цепи, ориентируясь на результаты оценки значений
свободной энергии, полученные в расчетах для дисахаридов. Конформации пиранозных ко-
лец были выставлены в энергетически выгодные конформации: 4C1 для маннозы и галакто-
зы и 1C4 для рамнозы, являющиеся основными состояниями соответствующих мономеров
в составе дисахаридов (табл. 5.2). Все углы (ϕ,ψ) также были выставлены в соответствие
со значениями соответствующих минимумов свободной энергии для дисахаридов (рис. 5.2,
табл. 5.1). Мы также фиксировали значения двугранных углов, определяющих ориентацию
бокового остатка абеквозы.

В первом приближении полученная структура близка к сильно вытянутой спира-
ли 31 с диаметром 12.5 Å, измеренной с учетом боковых углеводных остатков, и шагом
30 Å (рис. 5.6). Более точно эта структура может быть описана как спираль типа 187 из-за
сдвига угла между первым и четвертым звеном О-антигена на 60◦ за один оборот спира-
ли (рис. 5.6В). Полученные параметры спиральной структуры близки к тем, которые были
ранее измерены для пентасахаридного О-антигена Sh. flexneri (спираль с диаметром 15 Å и
шагом 19.4 Å [29]).
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Рис. 5.6: Энергически выгодная спиральная структура O-антигена (спираль 187): вид сбо-
ку (A) и с начала цепи (B). Повторяющиеся звенья окрашены с начала цепочки, цифры
указывают их порядок на обоих рисунках. Стрелки показывают направление поворота от
первого до четвертого звена.

Принимая во внимание стереоселективность работы ферментов, мы предполагаем,
что отдельные олигосахаридные фрагменты непосредственно после их синтеза имеют спи-
ральную структуру. Действительно, если ферменты добавляют каждую новую единицу сте-
реоспецифичным образом, значения двугранных углов и конформации колец будут одина-
ковыми вдоль цепи, что приведет к образованию спиральной структуры, позже разрушен-
ной за счет теплового движения. Таким образом, используя спираль в качестве стартовой
структуры О-антигена для расчетов МД, мы потенциально имеем возможность правильно
воспроизвести пути эволюции его конформации. Основываясь на аналогичных рассужде-
ниях, спиральная структура цепи О-антигена была предложена в более ранней работе [274].
Однако метод Монте-Карло, примененный к жесткой и незаряженной молекулярной моде-
ли, не позволил авторам обнаружить спиральные структуры в их исследовании [274]. Кроме
того, спиральные мотивы были обнаружены экспериментально для небольшого фрагмента
О-антигена (α-DGal-(1→ 2)-α-DMan-(3→ 1)-Abe) [29].

1.2.2 МД расчет О-антигена в растворе

Используя в качестве стартовой полученную энергетически выгодную спиральную конфор-
мацию (рис. 5.6), мы выполнили ряд МД расчетов для О-антигена в растворе с использова-
нием силовых полей OPLS-AA и GLYCAM. Мы провели три независимых расчета в каждой
модели при комнатной (500K) и повышенной температуре (500K). Разрушение первона-
чально вытянутой спиральной структуры приводит к появлению новых стабильных или
квазистабильных компактных состояний, которые мы классифицируем как:

• конформации типа клубок, в которых цепь изогнута, части ее взаимодействуют мало,
а цепочка в целом не имеет сколько-нибудь постоянной укладки (рис. 5.7C);

• конформации типа глобула, в которых углеводная цепь формирует шпильки за счет
взаимодействия удаленных частей цепи с образованием водородных связей и ван-дер-
ваальсовых контактов (рис. 5.7D–F).
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Рис. 5.7: Влияние локальных конформационных переходов на общую структуру цепи O-
антигена. A. Начальная невозмущенная спиральная структура с кольцами галактозы и
маннозы в конформации 4C1 и рамнозы в 1C4. B. Переход кольца рамнозы в 4C1 без вли-
яния на конформацию цепи. C. Изгиб спирали из-за перехода галактозного кольца в 1C4.
D. Шпилька, образованная при переходе маннозного кольца в 1C4. E. Шпилька, образован-
ная последовательными переходами GalMan — в состояние LL и ManRha — в состояние
Aψ (шпилька LL-Aψ). F. Шпилька, образованная двумя последовательными переходами
связей ManRha в состояние Aψ (шпилька Aψ-Aψ). Остатки галактозы, маннозы и рамно-
зы окрашены в зеленый, желтый и синий цвета, соответственно. Нетронутая часть цепи
окрашена в серый цвет. Стрелки показывают направление цепи от первого до последнего
повторяющегося звена.

Изменения глобальной конформации О-антигена происходят из-за двух основных ти-
пов событий: переходов конформаций колец и/или поворотов углеводных остатков вокруг
O-гликозидных связей. Изменение конформации (“выворачивание”) пиранозных колец в
расчетах О-антигенной цепи встречаются гораздо реже, чем в молекулах дисахаридов. Наи-
более распространенными событиями этого типа, наблюдаемыми в расчетах, являются пе-
реходы 1C4 ↔ 4C1 в остатках рамнозы. Поскольку углы между гликозидными связями
рамнозы не зависят от конформации ее пиранозного кольца, эти изменения не влияют на
общую структуру О-антигена (рис. 5.7A,B). Переход в 1C4 галактозных и маннозных колец,
наоборот, приводит к существенной реорганизации всей цепи и, следовательно, происходит
значительно реже. Действительно, переход галактозы в 1C4 приводит к изгибу цепи при-
мерно на 50 ◦ (рис. 5.7C), в то время как переход маннозного кольца приводит к развороту
одного из концов цепи в обратную сторону (рис. 5.6D).

105



Чтобы упростить описание наблюдаемых вращений остатков вокруг O-гликозидных
связей, далее мы будем обозначать соединение между остатками галактозы и маннозы как
GalMan, соединения между маннозой и рамнозой какManRha и соединения между рамно-
зой и галактозой как RhaGal. Так как гликозидные связи маннозного остатка параллельны
друг другу (оба заменителя экваториальны в 4C1), то вращение вокруг угла ϕ в ManRha
и вокруг угла ψ в GalMan не вызывают изгиба цепи О-антигена. В то же время, переходы
в бассейне глобальных минимумов связей ManRha и RhaGal приводят изгибанию цепи:
∼ 45◦ при переходе ManRha в LL, ∼ 30◦ и ∼ 60◦ при переходе RhaGal в RL и LL, соот-
ветственно. Наиболее значительная реорганизация цепочки происходит в случае перехода
ManRha в состояние Aψ, что приводит к изгибу цепочки приблизительно на 90 ◦, и может
привести к образованию шпильки (рис. 5.7Е,F).

Компактизация цепи вследствие образования шпилек является самым важным ко-
оперативным событием, наблюдаемым в наших расчетах для цепей О-антигена. В обоих
силовых полях все обнаруженные шпильки появились при переходе в состояние Aψ одной
или двух последовательных связей ManRha (рис. 5.7E,F) или выворачивания маннозно-
го кольца 4C1 → 1C4 (рис. 5.7D). В случае одного перехода в связи ManRha соседняя
связь GalMan обычно занимает положение LL (рис. 5.7E). Формирование метастабиль-
ных шпилек LL-Aψ было ранее получено в расчетах для О-антигена Sh. flexneri [30]. Если
две последовательные связи ManRha переходят в состояние Aψ, то каждый из переходов
изгибает цепочку на 90 ◦, что приводит к складыванию цепи и формированию шпильки,
независимо от конформаций связей RhaGal и GalMan (рис. 5.6 F).

Помимо распрямленных конформаций и одиночных шпилек, О-антигены могут также
принимать более сложные конформации, такие как компактные глобулы (рис. 5.8), образую-
щиеся в результате формирования нескольких шпилек в одной цепочке. Глобула О-антигена
намного более стабильна, чем одиночные шпильки, благодаря взаимодействиям между уда-
ленными частями цепи. Сложенная несколько раз, цепочка О-антигена в состоянии глобулы
имеет топологию, похожую на антипараллельный β-лист в белке. Поэтому мы далее будем
называть конформации такого типа антипараллельными шпильками.
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Рис. 5.8: Структура глобул O-антигена в силовых полях OPLS-AA (A, трехкратная анти-
параллельная шпилька) и GLYCAM (B, пятикратная антипараллельная шпилька). Атомы
углерода повторяющихся звеньев внутри фрагментов цепи, образующих шпильки, окраше-
ны в следующем порядке: желтый, зеленый, синий, оранжевый, фиолетовый. Стрелками
показаны начало и конец цепи, а также связи ManRha, перешедшие в состояние Aψ.

1.2.3 Расчеты при комнатной температуре

В первую очередь, нами были проведены расчеты для молекул О-антигена в водном рас-
творе при температуре 300K. Поведение цепочек оказалось существенно различным в раз-
ных силовых полях: в поле OPLS-AA О-антиген претерпевал конформационные измене-
ния, но сохранял структуру клубка на протяжение всех расчетов, тогда как в силовом
поле GLYCAM, спустя небольшое время (∼ 100 нс), цепь подвергалась структурным де-
формациям, ведущим к ее существенной компактизации и формированию стабильной гло-
булы (рис. 5.9).
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Рис. 5.9: Радиус инерции цепи O-антигена в 400 нс расчетах в силовых полях OPLS-AA (A)
и GLYCAM (B) при температуре 300K. Конформации цепи изображены для расчетов, со-
ответствующим красным графикам с шагом по времени в 50 нс.

1.2.3.1 Поведение цепи О-антигена в силовом поле OPLS-AA. В ходе расчетов
МД конформации пиранозных колец почти не менялись. Нами было обнаружено лишь
несколько переходов в остатке рамнозы (< 1% по сравнению с заселенностью 1C4). Наибо-
лее частыми конформационными изменениями в расчетах в поле OPLS-AA являются пере-
ходы гликозидных связей внутри бассейнов глобальных минимумов. Все связи продемон-
стрировали определенную подвижность: мы наблюдали переходы LR ↔ LL для GalMan,
LR ↔ LL для ManRha и RR ↔ RL и RR ↔ LL для RhaGal, из-за которых первона-
чально вытянутая структура спирали слегка деформировалась (рис. 5.9A, верхний ряд).
Однако, так как такие переходы стерически не затруднены, мы наблюдали их взаимные
трансформации без образования компактных глобул. В то же время, на концах цепи бы-
ли обнаружены несколько переходов ManRha в состояние Aψ, что привело к образованию
коротких шпилек (например, рис. 5.9A, на 350 нс) с временами жизни до десятков наносе-
кунд. Дальнейшая компактизация цепи не происходила, и все наблюдаемые переходы были
обратимыми.

1.2.3.2 Поведение цепи О-антигена в силовом поле GLYCAM. Конформацион-
ная подвижность цепи О-антигена в силовом поле GLYCAM значительно отличается от
таковой в силовом поле OPLS-AA. В то время как мы не наблюдали никаких конфор-
мационных переходов для остатков маннозы, для галактозы мы обнаружили несколько
переходов с довольно большими временами жизни 1C4 состояния (8–200 нс), а остатки рам-
нозы показали приблизительно трехкратный избыток в заселенности 1C4 по сравнению с
4C1 (∆G ∼ 2.9 ± 0.8 кДж/моль). Разрушение стартовой спиральной структуры после на-
чального периода длиной примерно 120 ± 80 нс (рис. 5.9B) происходило за счет необрати-
мого излома цепи, вызванного переходом ManRha связи в состояние Aψ. Затем, в течение
130± 40 нс происходят аналогичные переходы в других участках цепи, приводящие к обра-
зованию глобулы (рис. 5.8B) и стремительной компактизации цепи (рис. 5.9В). Несмотря
на различие в деталях внутренней структуры, полученные глобулы имеют примерно одина-
ковые размеры и, по-видимому, сохраняют компактное состояние в течение времен намного
больших, чем могут быть смоделированы в МД расчетах (рис. 5.9B). Ни для одной свя-
зи ManRha, перешедшей в состояние Aψ, мы не наблюдали обратных переходов за время
расчетов.

1.2.4 Расчеты при повышенной температуре

Разница в поведении двух моделей, наблюдаемая в расчетах МД при температуре 300K,
связана с существенно различной параметризацией силовых полей OPLS-AA и GLYCAM.
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Чтобы проверить, является ли эта разница качественной, необходимо удостовериться, что
поведение цепи, наблюдаемое в наших 400 нс расчетах, может быть экстраполировано на
большие времена. Для этой цели часто используют МД расчеты с обменом репликами,
увеличивающие выборку по рассматриваемым конформациям (replica exchange molecular
dynamics, REMD) [275]. К сожалению, мы не могли использовать классический метод REMD
для нашей системы из-за очень высоких вычислительных затрат. Вместо этого, мы провели
серию высокотемпературных расчетов (при температуре 500K, рис. 5.10) и сравнили пове-
дение О-антигенных цепей с результатами моделирования при комнатной температуре как
на молекулярном уровне, так и на уровне локальных структурных переходов.

Рис. 5.10: Радиус инерции цепи O-антигена в 400 нс расчетах в силовых полях OPLS-AA (A)
и GLYCAM (B) при температуре 500K. Конформации цепи изображены для расчетов, со-
ответствующих красным графикам с шагом по времени в 50 нс.

1.2.4.1 Поведение цепи в силовом поле OPLS-AA. При температуре в 500K цепь
О-антигена продемонстрировала высокую конформационную подвижность во всех расчетах
в силовом поле OPLS-AA (рис. 5.10A). Мы обнаружили множественные переходы между
вытянутым состоянием, состоянием клубка и компактными глобулярными состояниями,
что позволило нам оценить относительную заселенность различных областей конформаци-
онного объема. Структурная реорганизация О-антигена происходила в результате случай-
ных локальных переходов как в O-гликозидных связях, так и в конформациях пиранозных
колец.
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Рис. 5.11: Заселенность различных конформаций цепи О-антигена в координатах
(ϕ,ψ) (верхний ряд) и (χ, θ) (нижний рядом), рассчитанная на основании трех 400 нс МД
расчетов при температуре 500K в силовом поле OPLS-AA (∼ 8 · 105 точек). Карты за-
селенностей в координатах (ϕ,ψ) построены для связей GalMan (A,D), ManRha (B,E) и
RhaGal (C,F), соответственно. Углы χ в нижнем ряду отражают конформационную по-
движность пиранозных колец галактозы (D), маннозы (E) и рамнозы (F), соответственно.
Цветовая градация отражает степень заселенности различных состояний, рассчитанную
как количество реализаций конформации на квадратный градус.

Переходы между конформациями пиранозных колец. Карты заселенности в координа-
тах нативных углов (рис. 3.2B в разделе 1.4.1 главы 3; рис. 5.11, нижний ряд) предоставля-
ют важную информацию о конформационном поведении углеводных колец, которая была
проверена прямым анализом МД траекторий. Как и при комнатной температуре, кольца
рамнозы демонстрируют значительно более высокую подвижность, чем остатки галакто-
зы и маннозы, что отражается в широком диапазоне наблюдаемых значений углов χ для
рамнозы (рис. 5.11F). Действительно, стерически незатрудненные изменения конформа-
ции пиранозного кольца рамнозы происходят довольно часто без каких-либо критических
последствий для общей структуры цепи (∆G ∼ 10 кДж/моль, рис. 5.7B). Напротив, связь
GalMan имеет очень узкий диапазон доступных значений углов (χ, θ). Слабо заселенные со-
стояния галактозы с углом χ ∼ 140◦ (рис. 5.11D) соответствуют конформациям типа твист
галактозного кольца. Переход галактозы в состояние твист не оказывает существенного
влияния на конформацию цепи, что объясняет более частое появление таких состояний как
в компактных, так и в вытянутых конформациях О-антигена. В расчетах мы также наблю-
дали несколько переходов галактозы в 1C4 (время жизни 390±130 пс). Эти редкие события
обычно происходят на краю цепи и, таким образом, не влияют на ее глобальную структуру.
Маннозное кольцо не демонстрирует заметной конформационной подвижности (рис. 5.11E).
Действительно, мы обнаружили очень мало переходов в конформациях маннозных колец;
времена жизни этих переходов составляли порядка 2.6 ± 1.1 нс. Большинство из таких со-
бытий приводили к излому цепи и запускали формирование шпильки. Долгоживущее со-
стояние 1C4 маннозы (время жизни более 50 нс) было стабилизировано за счет образования
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двойной шпильки.

Поворот вокруг связей между остатками. Поскольку очень немногие переходы в
конформациях колец приводят к реорганизации структуры О-антигена (рис. 5.7), глобаль-
ная структура О-антигенной цепи обычно определяется поворотами вокруг гликозидных
связей. Количество переходов гликозидных связей из глобально энергетически выгодного
состояния в локально выгодные конформации, ведущих к структурной деформации цепоч-
ки, составляет всего 20% от общего числа переходов, причем половина из них представляет
собой переход RR↔ RL связи RhaGal (рис. 5.2C). В то же время, для формирования ком-
пактных структур требуется кооперативное конформационное изменение, по крайней мере,
в двух соседних связях или выворачивание маннозного кольца (рис. 5.7D–F). Поскольку ве-
роятность таких событий еще ниже, основная часть цепи О-антигена сохраняет вытянутую
структуру даже в случае локального изгиба или образования шпилек. Этот эффект под-
тверждается при анализе карт заселенности в координатах (ϕ,ψ) (рис. 5.11, верхний ряд),
полученной по результатам трех 400нс МД расчетов в силовом поле OPLS-AA. Действи-
тельно, наиболее заселенные состояния связей между остатками совпадают с энергетически
выгодными состояниями в соответствующих дисахаридах (рис. 5.2, верхний ряд).

Конформация цепи. При температуре 500K процесс формирования шпилек идет су-
щественно более интенсивно, чем при комнатной температуре: в наших расчетах мы обна-
ружили десятки локальных шпилек, образовывающихся в разных частях цепи. При этом
шпильки типа LL-Aψ (рис. 5.7 E) встречаются в четыре раза чаще, чем шпильки типа Aψ-
Aψ (рис. 5.7 F). Среднее время жизни одной шпильки в модели OPLS-AA варьируется от
сотен пикосекунд до наносекунд. Интересно, что распределение времени жизни шпильки
имеет два выраженных максимума при 160 ± 50 пс и 2800 ± 600 пс, соответственно. Для
долгоживущих шпилек мы наблюдали миграцию их вершин вдоль цепочки из-за переходов
Aψ-Aψ ↔ LL-Aψ или LL-Aψ к другому LL-Aψ. В первом случае, структура Aψ-Aψ перехо-
дит в LL-Aψ, а затем обратно в Aψ-Aψ. В зависимости от того, какая из связей ManRha
претерпевает переход, новая вершина шпильки может либо совпадать с предыдущим со-
стоянием, либо сдвинуться вдоль цепи на одно повторяющееся звено. Во втором типе пере-
хода диссоциация вершины шпилек типа LL-Aψ (в среднем 940± 100 пс) может привести к
формированию изгиба LL-Aψ в соседнем остатке. В результате, происходит классическая
одномерная диффузия вершины шпильки вдоль цепи.

Вероятность образования антипараллельной шпильки в поле OPLS-AA довольно низ-
кая, и цепь обычно складывается не более трех раз (рис. 5.8A). Времена жизни таких
структур варьируются, и в одном из расчетов мы получили очень стабильную глобулу, не
разрушенную на протяжении сотен наносекунд (рис. 5.10A, черная линия). Несколько дру-
гих антипараллельных шпилек выживали в течение ∼ 40 нс, а затем переходили обратно в
распрямленные состояния (рис. 5.10A, красная и зеленая линии).

1.2.4.2 Поведение цепи в силовом поле GLYCAM. При высокой температуре в
силовом поле GLYCAM необратимые переходы О-антигенной цепи из состояния клубок в
состояние глобулы происходят почти в три раза быстрее, чем при температуре 300K. Ме-
ханизм формирования О-антигенной глобулы, а также полученный размер глобулы, схожи
для расчетов при разных температурах (рис. 5.9, 5.10). В то же время, повышенная тем-
пература значительно увеличивает вероятность локальных переходов. Так, по сравнению
с расчетами при 300K, в глобулах, полученных при 500K, наблюдается повышенная внут-
ренняя подвижность и обнаружены многочисленные переходы LR↔ Aψ в связяхManRha.
Тем не менее, эта локальная мобильность не влияет на глобальную структуру цепи и, бу-
дучи компактно сложенной, цепочка сохраняет свою глобулярную конформацию.
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1.2.5 Сравнение результатов расчетов для О-антигенной цепи

Подводя итог нашим наблюдениям, конформационное поведение О-антигена, наблюдаемое
в силовых полях OPLS-AA и GLYCAM, качественно отличается на всех временных мас-
штабах. В модели GLYCAM сворачивание О-антигенной цепи при переходе клубок-глобула
происходит неизбежно и необратимо, в то время как глобулы О-антигена, образующие-
ся в поле OPLS-AA, разворачиваются за конечное время. Мы обнаружили только одну
долгоживущую глобулу в расчетах в поле OPLS-AA (рис. 5.10A, черная кривая). Однако
глобулы такого же размера, образовавшиеся в других расчетах, были разрушены в течение
десятков наносекунд (рис. 5.10A; зеленая кривая 200–220 нс и красная кривая 80–110 нс).
Таким образом, можно сделать вывод, что переходы клубок-глобула для нашей цепи в поле
OPLS-AA обратимы.

Характеристикой полимера, отражающей его склонность к самопроизвольному фор-
мированию более или менее компактного клубка, является его персистентная длина. Так,
для полимеров с большой персистентной длиной (жесткоцепные полимеры, например,
ДНК) характерно образование клубка только при очень большой длине полимерной це-
почки. Напротив, гибкоцепные полимеры, например, полиэтиленгликоль (с маленькой пер-
систентной длиной), образуют клубки даже при небольшой длине цепи. Данные модели-
рования в двух силовых полях дают различные предсказания относительно персистентной
длины цепочки О-антигена. К сожалению, верификация наших результатов МД моделиро-
вания значительно затруднена именно отсутствием прямых экспериментальных данных о
персистентной длине О-антигенов Salmonella в растворе. Тем не менее, можно ожидать что
цепи О-антигена обладают сложной конформационной динамикой. В самом деле, подвиж-
ность на временных масштабах от пико- до микросекунд была обнаружена в ЯМР исследо-
ваниях для длинной (10RU) цепи О-антигена E. coli O91 [228]. Более того, существующие
данные о синтезе О-антигена и его роли в жизнедеятельности бактериальных клеток также
противоречат гипотезе перехода О-антигенной цепи в стабильное глобулярное состояние.

Синтезированные в цитоплазме, О-антигены переносятся через внутреннюю мембрану
на ее периплазматическую сторону для дальнейшей полимеризации и присоединения к оли-
госахаридному ядру ЛПС через наиболее распространенный Wzy-зависимый путь [276]. Та-
ким образом, предварительный фолдинг О-антигена предшествует переносу ЛПС во внеш-
нюю мембрану и определяет дальнейшую конформационную эволюцию цепочки О-антигена
на поверхности клетки. Семь белков, образующих периплазматический мостик, перемеща-
ют ЛПС из внутренней в наружную мембрану [277, 278]. Во время переноса ЛПС через
периплазму цепи О-антигена не покидают гидрофильную среду и складываются без взаи-
модействия с другими цепями. Следовательно, если предположить, что состояние глобулы
предпочтительно для О-антигенного полисахарида, то все цепочки О-антигенов появлялись
бы на поверхности клетки в виде таких глобул.

Гипотеза о глобулярной конформации цепочек О-антигена в мембранном окружении
плохо соответствует существующим данным о проницаемости внешней мембраны. Соглас-
но экспериментальным данным, слой О-антигенов проницаем для молекул с массой ниже
600Да [23], тогда как очень плотные глобулы О-антигена создавали бы плотный барьер,
предотвращающий диффузию куда меньших органических молекул к бислою наружной
мембраны. Кроме того, существенное несоответствие вытекает из количественных оценок
размеров глобул. В наших расчетах площадь проекции глобулы О-антигена составляет око-
ло 8 нм2 (рис. 5.9, 5.10). В то же время, как будет показано в расчетах в разделе 6, и было
получено в более ранних работах, липидная часть молекулы ЛПС с пятью ацильными цепя-
ми имеет равновесную площадь около 1.0–1.5 нм2 [218]. Поскольку нелипидные компоненты
составляют не более 50% поверхности наружной мембраны бактерий [168], то максималь-
ная площадь, занимаемая одним О-антигеном, не может превышать удвоенную равновес-
ную площадь липидной части ЛПС, то есть примерно 3 нм2. Это значение намного меньше
расчетной площади проекции глобулы, образованной О-антигеном из 12 повторяющихся
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звеньев (∼ 8 нм2). Так как цепочки О-антигена в реальных мембранах могут быть значи-
тельно длиннее, эта разница может быть еще больше. Кроме того, транспорт О-антигена на
наружную мембрану, выполняемый белковым комплексом LptD-LptE, был бы существенно
затруднен в случае глобулярной структуры О-антигена. Все компоненты ЛПС проходят во
внешний слой наружной мембраны через гидрофильную пору в белке LptD, размер которой
составляет примерно 25 на 15 Å [279]. В то время как поры LptD могут вместить вытянутую
цепочку О-антигена диаметром 12.5 Å, прохождение через них глобул О-антигена невозмож-
но. Таким образом, вероятность образования О-антигенами устойчивых глобул в растворе
или на поверхности мембраны крайне мала.

Возможные причины наблюдаемой разницы в поведении О-антигена в моделях
OPLS-AA и GLYCAM следуют из анализа распределения свободной энергии для дисаха-
ридных остатков (рис. 5.2). В Man-Rha состояние Aψ выглядит существенно более устой-
чивым в поле GLYCAM по сравнению с полем OPLS-AA, что приводит к различиям в
конформационном поведении связей ManRha в моделях длинной О-антигенной цепи. Дей-
ствительно, относительная свободная энергия Man-Rha в состоянии Aψ на ∼ 12 кДж ниже
в поле GLYCAM, чем в поле OPLS-AA (табл. 5.1). Кроме того, в модели в поле GLYCAM
активационный барьер перехода Man-Rha Aψ → LR на ∼ 8 кДж/моль выше, чем в поле
OPLS-AA. В результате, однажды перейдя в низкоэнергетическое состояние Aψ, ManRha
связи в поле GLYCAM не могут совершить обратные переход в син-состояние, и последую-
щая компактизация цепи продолжается за счет дальнейших необратимых переходов других
связей ManRha.

1.3 Роль остатка рамнозы в подвижности цепи О-антигена

Согласно результатам МД моделирования, фолдинг первоначально вытянутой структуры
О-антигена происходит через обратимое (в OPLS-AA) или необратимое (в GLYCAM) об-
разование шпильки, которое вызывает излом цепи и критическое снижение радиуса инер-
ции (рис. 5.9, 5.10). Шпилька может быть сформирована либо в результате редкого перехода
в пиранозном кольце маннозы 4C1→1C4, либо через переход LL/LR→ Aψ в связиManRha.
Последнее представляется довольно распространенным событием в обеих рассмотренных
моделях, что, должно быть, связано с конкретными структурными особенностями восста-
новленного остатка α-L-рамнозы.

Роль рамнозы в повышении подвижности полисахаридной цепи хорошо известна и
ранее была описана для фруктовых пектинов [280,281]. Вставка связи 2-α-Rha-1 в цепочке
поли-α-D-глюкуроновой кислоты приводит к ее изгибу ∼ 90◦ (эту конформацию авторы
назвали полисахаридным кинком [280]). Однако мы не наблюдали такого эффекта для О-
антигена Salmonella, по-видимому, из-за отличного окружения рамнозного остатка (4-α-L-
Rha-1). Увеличение подвижности отрицательно заряженных цепей пектина при высоком
содержании незаряженной рамнозы [280,281] можно объяснить уменьшением самоотталки-
вания внутри цепи [282]. Для нейтральных цепей О-антигена Salmonella увеличение гибко-
сти цепи в местах наличия рамнозы должно иметь совершенно иную природу.

Анализ состояний Aψ рассматриваемых дисахаридов не показывает каких-либо струк-
турных преимуществ состояния Man-Rha Aψ по сравнению с аналогичными состояниями в
Gal-Man или Rha-Gal. Тем не менее, конформация Man-Rha Aψ имеет более низкую свобод-
ную энергию, чем другие анти-состояния в вакууме и особенно в воде (табл. 5.1), и цепь
О-антигена изгибается преимущественно за счет перехода ManRha в состояние Aψ. Таким
образом, заселение этого состояния является энтропийным процессом и играет решающую
роль в разрушении высокоупорядоченной исходной спиральной конформации. Возможной
причиной такого энтропийного усиления образования Aψ состояний в связи ManRha яв-
ляется высокая подвижность кольца рамнозы. Действительно, в то время как маннозные
и галактозные кольца сохраняют свои конформации, мы наблюдаем множественные пере-
ходы кольца рамнозы, выворачивающегося в расчетах как в поле OPLS-AA, так и в поле
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GLYCAM (табл. 5.2). В то же время, состояние Aψ связи RhaGal стабилизируется обра-
зованием водородной связи, которая ограничивает подвижность кольца рамнозы и, следо-
вательно, уменьшает энтропию этого состояния. Этот эффект подтверждается в расчетах
для дисахаридов в поле OPLS-AA. В Rha-Gal в состоянии Aψ разница энергий конформа-
ций 1C4 и 4C1 кольца рамнозы равна ∼ 45 кДж/моль по сравнению с ∼ 5.2кДж/моль в
Man-Rha (табл. 5.2).

1.4 Заключение о конформационой динамике цепи О-антигена в растворе

Мы разработали две МД модели цепочки О-антигена S. typhimurium серотипа B с исполь-
зованием силовых полей OPLS-AA и GLYCAM и проанализировали их конформационное
поведение в растворе. Для каждого полимера разнообразие возможных конформаций цепи
зависит от его длины. Этот эффект выражен даже для довольно коротких фрагментов О-
антигена (1–4 тетрасахаридных звена) [30], тогда как в реальной системе молекулы могут
содержать до сотни повторяющихся звеньев [182]. В силу ограниченного вычислительного
времени МД расчетов, мы рассматривали цепь О-антигена, содержащую 12 повторяющихся
звеньев. Наша цепь была в два раза длиннее О-антигенов, рассмотренных в предыдущих
модельных исследованиях [29, 30]. В результате, наши модели продемонстрировали каче-
ственно новое конформационное поведение, которое не может быть выведено из анализа
динамики более коротких олигосахаридов.

В моделях в обоих полях OPLS-AA и GLYCAM мы наблюдали образование несколь-
ких шпилек и компактных глобул. Устойчивость этих состояний определяется не только
углами поворота вокруг O-гликозидных связей (ϕ,ψ) и конформациями пиранозных колец,
но и взаимодействием удаленных частей цепи. Для детального изучения конформационно-
го поведения длинной цепочки О-антигена мы провели анализ каждого из этих факторов
по отдельности. Сначала, чтобы не учитывать вклад дальних взаимодействий, мы рас-
смотрели дисахаридные фрагменты основной цепи О-антигена как отдельные молекулы и
проанализировали ландшафт свободной энергии в координатах (ϕ,ψ) методом PMF по ре-
зультатам продолжительный МД расчетов (1мкс в вакууме и 100 нс в воде). Глобальный
минимум для всех дисахаридов в обоих силовых полях соответствует син-конформации
O-гликозидных связей. Также заселены анти-конформации с более высокой энергией, что
хорошо соответствует полученным ранее результатам [28–30]. При моделировании дисаха-
ридов мы наблюдали только количественные различия между моделями в полях OPLS-AA
и GLYCAM. Наиболее выраженная разница между используемыми силовыми полями свя-
зана со степенью заселенности состояния Aψ связи ManRha, которая значительно выше в
модели GLYCAM.

Глобальные минимумы свободной энергии, полученные для моделей дисахаридов в
полях OPLS-AA и GLYCAM, были использованы для построения начального состояния
для моделирования динамики длинной цепочки О-антигена. Выбор стартовой конформации
имеет решающее значение для результатов моделирования, поскольку длинная полисаха-
ридная цепь имеет много степеней свободы и очень сложный конформационный ландшафт
свободной энергии. Мы построили энергетически выгодную структуру цепи, выставив кон-
формации каждой связи между остатками в глобальный минимум энергии, рассчитанный
для дисахаридов, и каждую конформацию гексапиранозного кольца — в энергетический вы-
годное состояние. Полученная структура была близка к узкой спирали 31 и использовалась
в качестве начального состояния в 400 нс МД расчетах О-антигена в водном растворе.

Конформационное поведение длинной цепи О-антигена значительно осложняется вза-
имодействием удаленных частей молекулы. В результате, локальные вращения вокруг
O-гликозидных связей могут привести к образованию шпилек. В обеих моделях в полях
OPLS-AA и GLYCAM вершины шпилек всегда формируются через переход связи ManRha
в состояние Aψ. В обеих моделях дисахарида Man-Rha разница в заселенности состояний
Aψ существенно не влияет на общее конформационное поведение молекулы. Тем не менее,
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различия в значениях свободной энергии этого состояния приобретает решающее значение в
случае длинной О-антигенной цепочки и приводят к качественно различным сценариям кон-
формационного поведения О-антигена. В обоих силовых полях мы наблюдаем образование
шпилек, ведущее к компактизации цепей. Однако в поле OPLS-AA переход клубок-глобула
для цепочки О-антигена обратим и происходит в течение сотен наносекунд, тогда как мо-
дель в поле GLYCAM, напротив, предсказывает необратимый переход О-антигена от клубка
к глобуле. Несмотря на то, что не существует прямых экспериментальных данных, описыва-
ющих конформационную динамику О-антигена в растворе, имеющиеся данные по синтезу
и биологической функции О-антигенов противоречат гипотезе формирования стабильной
глобулы. Так как одной из основных задач наших дальнейших исследований являлось ре-
алистичное воспроизведение укладки О-антигена на поверхности наружной мембраны, мы
остановили свой выбор на силовом поле OPLS-AA, которое было использовано для создания
моделей ЛПС-аграгатов (раздел 5) и ЛПС-мембран (раздел 6).

2 Валидация параметров липидного слоя

Основным валидирующим параметром для моделей липидных бислоев является площадь
поверхности, приходящаяся на одну молекулу в монослое при фиксированном поверхност-
ном натяжении. В равновесном бислое в отсутствие латеральной составляющей давления
поверхностное натяжение равно нулю [283]. Считается, что площадь на липид при нулевом
поверхностном натяжении липидного бислоя соответствует площади на липид в монослое
при поверхностном натяжении около 35 дин/см и называется равновесной площадью на
липид (Area per Lipid, ApL). Классическим экспериментом по измерению ApL является
снятие изотермы латерального давления в зависимости от площади монослоя Ленгмюра.
Также данные о равновесной площади могут быть получены из экспериментов по рассеянию
рентгеновских лучей или нейтронов на липидных мультиламеллярных фазах. Различные
части молекулы липида могут вносить различный вклад в равновесную площадь. Межмо-
лекулярные водородные связи обеспечивают притяжение и уменьшают ApL. В случае заря-
женных липидов, существенный вклад вносит электростатическое отталкивание полярных
головок, которое увеличивает равновесную площадь. Увеличение параметра упорядочен-
ности ацильных цепей при плотной упаковке липидов уменьшает энтропию системы, что
препятствует снижению ApL. Таким образом, равновесная площадь является параметром,
чувствительным к самым различным характеристикам механической модели молекулы ли-
пида.

Прежде, чем приступать к моделированию целых молекул ЛПС и ЛПС-содержащих
систем, мы провели предварительную серию расчетов для бислоев, состоящих из более
простых липидов, для валидации параметров используемого силового поля OPLS-AA. В
качестве опорных данных мы рассматривали экспериментальные результаты, приведенные
в табл. 5.3.

В первую очередь, мы провели уравновешивающие расчеты для насыщенных и нена-
сыщенных фосфатидилхолинов в силовом поле OPLS-AA, используя протокол, описанный
в разделе 1.3.3 главы 3. Масштабируемость рассматриваемых систем была оценена сравне-
нием результатов расчетов для бислоя, состоящего из 50 и 128 молекул липидов. Ампли-
туда колебаний значения ApL в таких системах сохранялась примерно одинаковой. ApL в
расчетах с использованием базовых параметров силового поля OPLS-AA оказалась суще-
ственно занижена, по сравнению с экспериментальными данными для обеих рассматрива-
емых систем (рис. 5.12A,B). Причина наблюдаемого несоответствия, видимо, заключается
в особенности параметризации силового поля OPLS-AA. Поле OPLS-AA было разработано
таким образом, чтобы воспроизводить термодинамические свойства жидкостей, и при соот-
ветствующих расчетах силовые параметры подбирались для растворов коротких алканов в
различных растворителях [232,288]. В то же время, наиболее распространенным объектом,
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Таблица 5.3: Экспериментальные данные для площади на липид (ApL) для монослоев ли-
пидов диолеилфостфатидилхолин (DOPC), пальмитоилолеилфостфатидилхолин (POPC),
дипальмитоилфосфатидилэтаноламин (DPPE), дипальмитоилфостфатидилхолин (DPPC),
пальмитоилолеилфостфатидилглицерол (POPG).

липид температура, K конц. ионов, моль/л ApL, Å2 источник
DOPC 303 — 67.4± 1.0 [284]
POPC 303 0.1 64.3± 1.3 [285]
DPPE 298 0.1 46.0 (гель) [286]
DPPC 323 — 63.0± 1.0 [284]
POPG 303 0.1 64.7± 1.3 [287]

рассматриваемым при моделировании моно- и бислоев являются липиды с длиной цепей
более 12 атомов углерода, что больше, чем было проанализировано при создании силового
поля OPLS-AA.

Рис. 5.12: Значения площади на липид (ApL) в расчетах для модельных бислоев, зеленым
отмечена область, соответствующая экспериментальным данным (A,B). Профиль потенци-
альной энергии вращения вокруг C–C связи в поле OPLS-AA (пунктир) и в его модифика-
ции [289] (сплошная линия, C).

Заниженные значения ApL, полученные в модельных расчетах, связаны с низкой ве-
роятностью образования кинков в ацильных цепях. С точки зрения молекулярной моде-
ли, эта вероятность определяется разностью потенциальных энергий между транс- и гош-
конформерами. В поле OPLS-AA потенциал вращения вокруг С–С связи в углеводородной
цепи имеет вид, показанный на рис. 5.12C (пунктир), и обладает достаточно высокой энер-
гией в области, соответствующей скошенной гош-конформации. Этот артефакт парамет-
ризации был исправлен в недавней статье [289], в которой были проведен перерасчет па-
раметров потенциалов торсионных углов в насыщенных и ненасыщенных ацильных цепях,
а также параметров Леннарда-Джонса для sp3-гибридизированных атомов в цепях жир-
ных кислот, с целью воспроизведения реалистичных характеристик фосфатидилхолиновых
бислоев. Потенциал двугранного угла, использованный в работе [289] имеет существенно
отличную форму с меньшей энергией гош-конформаций (рис. 5.12C, сплошная линия) и
тем самым позволил нам увеличить ApL в рассматриваемых системах и приблизить рас-
четные значения к экспериментальным. Результаты уравновешивающих расчетов с новыми
параметрами представлены на рис. 5.13. Результаты расчетов хорошо согласуются с экспе-
риментально полученными значениями. Более того, для дипальмитаилфосфатидилэтанол-
амина (DPPE) нам удалось воспроизвести фазовый переход в гель-фазу, наблюдаемый в
эксперименте [286] (рис. 5.13D). Полученные параметры были в дальнейшем использованы
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нами для моделирования ацильных цепей молекул ЛПС.

Рис. 5.13: Значения площади на липид в расчетах для модельных бислоев. Зеленым отме-
чена область, соответствующая экспериментальным данным.

3 Параметры полярных головок и центрального олигосахари-
да

Липид А и центральный олигосахарид ЛПС содержат в своем составе фрагменты, силовые
параметры которых не описаны в поле OPLS-AA. Для расчета недостающих параметров
мы выделили каждый из нестандартных фрагментов в виде отдельной молекулы (рис. 5.14,
верхний ряд), для которой были проведен расчеты ab initio. Прежде всего, мы скорректи-
ровали значения параметров электростатического взаимодействия, которые играют клю-
чевую роль в межмолекулярных взаимодействиях. Мы оставили без изменений парамет-
ры Ван-дер-Ваальса, выбрав их по аналогии с присутствующими в поле типами атомов,
как это было сделано в расширении поля OPLS-AA для углеводов [290]. В частности, пер-
вичные, вторичные и третичные атомы углерода в алканах, а также гидроксилированные
атомы углерода первичных, вторичных и третичных спиртов имеют одинаковые парамет-
ры взаимодействия. Поэтому для всех новых типов атомов мы устанавливаем параметры
Ван-дер-Ваальса такими же, как для типов атомов с аналогичным химическим окружением
в исходном поле. Атомный заряд, напротив, сильно зависит от соседних атомов, поэтому
нам пришлось скорректировать его для всех новых типов атомов. При внесении изменений
мы старались максимально сохранить самосогласованность существующего силового поля,
т.е. мы изменяли парциальные заряды только для атомов, расположенных на стыке стан-
дартных атомных групп с учетом значений парциальных зарядов для аналогичных типов
атомов, описанных в силовом поле.

3.1 Корректировка парциальных зарядов

Значения зарядов выбирались путем сравнения результатов фитирования ab initio зарядов
методом RESP (см. раздел 1.2 главы 3) с парциальными зарядами атомов схожих типов
силового поля OPLS-AA. В то же время, мы учитывали значения заряда RESP для сосед-
них атомов из стандартных атомных групп. В случае их противоречия соответствующим
параметрам типов атомов в поле OPLS-AA, мы вносили изменения, дополнительно учиты-
вая особенности распределения электростатического потенциала для конкретной молекулы.
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Рис. 5.14: Химические фрагменты структуры ЛПС, описание которых отсутствует в си-
ловом поле OPLS-AA (верхний ряд). Числами обозначены скорректированные значения
парциальных зарядов (qe). Жирными линиями в структурных формулах показаны дву-
гранные углы, для которых мы рассчитали профили энергии вращения (нижний ряд). Про-
фили ab inito (жирная линия) и молекулярно-механической (пунктирная линия) энергии
(кДж/моль) построены как функции значения двугранного угла (градусы) для каждой
молекулы.

Ниже приведено описание этой процедуры для каждого химического фрагмента, отсутству-
ющего в силовом поле OPLS-AA (рис. 5.14).

Первый рассмотренный фрагмент структуры ЛПС, описание которого отсутству-
ет в силовом поле OPLS-AA, — это карбоксилированный по центральному атому аце-
таль из олигосахарида внутреннего ядра (рис. 5.14A). Хотя силовое поле содержит па-
раметры и для атомов карбоксигруппы, и для атомов ацеталя, комбинация этих фраг-
ментов не описана. Мы рассмотрели этот замещенный фрагмент как отдельную молекулу
α, α-диметоксипропионата (рис. 5.14A), для которой мы выполнили расчет парциальных
зарядов (табл. 5.4). Заряды, полученные путем подгонки электростатического ab initio по-
тенциала методом RESP, значительно отличались от значений зарядов для обычных типов
карбонильных и ацетальных атомов в поле OPLS-AA. Поэтому для каждого атома мы сме-
стили значение заряда силового поля для аналогичного типа атома в сторону значения
заряда, полученного методом RESP (табл. 5.4А).

Следующий неописанный фрагмент молекулярной структуры ЛПС представлял со-
бой α-фосфорилированный эфир фосфористой кислоты из липида A (рис. 5.14B). Для этого
фрагмента полученные заряды RESP оказались сильно отличными от зарядов силового по-
ля для аналогичных типов атомов, для некоторых атомов — с точностью до знака. Чтобы
получить более корректный набор параметров, мы провели расчет зарядов по методу Мал-
ликена (табл. 5.4B). Увеличение положительного заряда на атоме эфирного углерода и ато-
ме водорода по сравнению с параметрами силового поля OPLS-AA объясняется наличием
дополнительного электроотрицательного заместителя. Следовательно, мы произвели сдвиг
значений зарядов поля OPLS-AA в сторону приближения к значениям зарядов, полученных
по методу Малликена. Величина сдвига выбиралась из соображений сохранения значений
заряда для других атомов и суммарного заряда рассматриваемого фрагмента (табл. 5.4B).

Еще один неописанный фрагмент олигосахарида внутреннего ядра представляет со-
бой пирофосфат, замещенный холином (рис. 5.14C). Силовое поле OPLS-AA содержит
только значения заряда для диметилфосфата с частичными зарядами атомов водорода,
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равными −0.03 qe. Такие отрицательные значения заряда могут быть артефактом проце-
дуры фитирования методом RESP, так как отрицательные заряды нетипичны для атомов
водорода, связанных с окисленными атомами углерода. По-видимому, причиной артефакта
метода RESP является компенсация дипольного момента, возникающего из-за смещения
электронной плотности между атомом фосфора и атомами кислорода из метоксигруппы.
Если эта гипотеза верна, то подобная неточность приведет к появлению дополнительного
отрицательного заряда на метильных группах в случае других замещенных пирофосфа-
тов. Чтобы оценить влияние смещения электронной плотности на результаты процедуры
RESP и единообразно выбрать парциальные заряды для атомов различных пирофосфатов,
мы выполнили расчеты для ряда различных замещенных пирофосфатов (рис. 5.15). Из-за
небольшой разницы между значениями зарядами RESP и зарядами из силового поля мы
вносили изменения только в значения зарядов для атомов фосфора, центрального атома
кислорода, атома α-углерода и связанных с ним эфирных атомов кислорода (табл. 5.4C).
Для всех рассмотренных молекул RESP-заряды атомов водорода, связанных с атомами
α-углерода, равны приблизительно −0.10 qe, что коррелирует с отрицательными значения-
ми заряда для атомов водорода диметилпирофосфата из силового поля OPLS-AA. Таким
образом, мы установили значение заряда атома водорода равным −0.10 qe. Заряды RESP
для центральных атомов кислорода почти одинаковы для всех молекул, поэтому мы уста-
новили их равными −0.42 qe. Заряды RESP для атомов фосфора несколько меньше по ве-
личине, чем заряды из силового поля, поэтому их значения были выбраны равными 1.47 qe.

Рис. 5.15: Замещенные пирофосфаты. Числа указывают скорректированные значения атом-
ных зарядов (qe).

Из табл. 5.4 видно, что парциальные заряды RESP дают общий существенно отри-
цательный заряд на метильных группах. В то же время, как правило, в поле OPLS-AA
алифатическая метильная группа CH3 является нейтральной. Как было предположено ра-
нее, причиной этого несоответствия является особенность функционирования процедуры
RESP. В процессе фитирования ab initio потенциала дипольный момент компенсируется
концентрацией отрицательного заряда на атомах боковой метильной группы, что приводит
к отрицательным зарядам на атомах водорода.

Чтобы нейтрализовать этот эффект и оставить парциальные заряды как можно бли-
же к параметрам силового поля, мы изменили парциальные заряды на атомах α-углерода.
Мы установили величины этих зарядов в соответствии с количеством связанных с ними
атомов водорода таким образом, чтобы общий заряд углеводородного радикала был оди-
наковым для всех рассмотренных замещенных пирофосфатов (табл. 5.4D). Аналогичный
подход был применен авторами силового поля OPLS-AA для других типов атомов. Напри-
мер, в насыщенных углеводородах значения заряда для первичных, вторичных, третичных
и четвертичных атомах углерода составляют −0.18, −0.12, −0.06 и 0.0 qe, соответственно,
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т. е. различаются на величину, равную суммарному значению заряда связанных с ними
атомов водорода.

Наконец, выбранные значения зарядов дают единообразное распределение заряда для
всех четырех замещенных молекулах пирофосфатов.

Таблица 5.4: Парциальные заряды для атомов из нестандартных фрагментов молекулы
ЛПС (qe). Для атомов α, α-диметоксипропионата (ADMP): заряды RESP, заряды OPLS-AA
для аналогичных типов атомов и скорректированные значения конечного заряда для эфир-
ных и карбоксильных атомов кислорода, и для атомов углерода ацеталя и карбоновой кис-
лоты (А). Парциальные заряды для атомов α-метоксиэтилового эфира фосфорной кисло-
ты (MEP): заряды, рассчитанные методом Малликена, исходные заряды поля OLPS-AA и
окончательные скорректированные значения заряда для α-атома углерода и связанного с
ним атома водорода (В). Парциальные заряды для атома α-углерода и связанного с ним
атома водорода, боковых метильных групп, атомов фосфора и центрального атома кисло-
рода из замещенных пирофосфатов: заряды, рассчитанные методом RESP, заряды в поле
OPLS-AA и конечные значения зарядов для диметил- (DMP), диэтил- (DEP), диизопропил-
(DIPP) и диретбутилпирофосфата (DTBP). α-атомы углерода для всех молекул пирофос-
фата представлены в (D).

A. RESP OPLS-AA B. Малликен OPLS-AA скоррект.
эфирный кислород −0.606 −0.400 −0.600 углерод +0.304 +0.110 +0.270
углерод ацеталя +0.884 +0.400 +0.700 водород +0.120 +0.030 +0.070

кислород карбоксила +0.528 +0.700 +0.500
углерод карбоксила −0.715 −0.800 −0.700

С. RESP OPLS-AA скоррект.DMP DEP DIPP DTBP
α-углерод +0.460 +0.520 +0.730 +0.860 +0.300 D.
α-водород −0.100 −0.100 −0.120 −0.030 −0.100

метильная группа −0.160 −0.200 −0.220 −0.000 −0.000
фосфор +1.500 +1.080 +1.070 +1.160 +1.620 +1.470

центральный кислород −0.600 −0.430 −0.390 −0.450 −0.600 −0.420
D. DMP DEP DIPP DTBP

α-углерод +0.480 +0.380 +0.280 +0.180

3.2 Корректировка параметров потенциалов двугранных углов

В поле OPLS-AA энергия торсионных углов вращения описывается потенциалом Рихарта-
Беллемана, параметрами которого являются первые шесть коэффициентов разложения
потенциала по степеням косинуса. Для каждого фрагмента, выделенного из структуры
молекулы ЛПС (рис. 5.14) мы рассчитали полную ab initio (QM) энергию как функцию
соответствующего значения угла вращения (рис. 5.14). Затем мы провели фитирование
полученных энергетических профилей соответствующим профилем полной молекулярно-
механической (ММ) энергии, используя в качестве переменных параметров только парамет-
ры потенциальной энергии угла вращения и фиксируя все остальные силовые параметры
модели (табл. 5.5). Из-за формы потенциала Рикарта-Беллемана и структурных особенно-
стей конкретных молекул мы не достигли полного соответствия энергетических профилей.
Несоответствие профилей объясняется различием между значениями QM и ММ энергий в
случае перекрытия электронных оболочек атомов.

Для молекулы α, α-диметоксипропионата мы скорректировали параметры потенци-
альной энергии угла вращения, рассматривая вращение карбоксильной группы относи-
тельно атомов эфирного кислорода (рис. 5.14A). Мы достигли почти точного соответствия
профилей, за исключением локальных максимумов кривых, соответствующих перекрытию
атомов кислорода карбоксила и водорода метила (рис. 5.14A).

Для молекулы α-метоксиэтилфосфата мы скорректировали значения параметров по-
тенциальной энергии угла вращения фосфатной группы относительно атомов кислорода
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эфира (рис. 5.14B). Мы проводили фитирование только для значений двугранного угла,
соответствующих значениям энергии ниже 50 кДж/моль (∼ 20 kT), так как для более вы-
соких энергий вероятность реализации соответствующей молекулярной конформации пре-
небрежимо мала. Результирующие кривые с высокой точностью совпали с профилями QM
энергии для рассматриваемых значений угла (рис. 5.14B).

Для молекулы диметилпирофосфата мы рассчитали параметры энергии торсионного
угла между фосфористым и центральным атомами кислорода относительно атома кислоро-
да эфира и соседнего атома фосфора, соответственно (рис. 5.14C). Несоответствие кривых
в окрестности локального максимума связано с перекрытием электронных оболочек эфир-
ного кислорода и одного из неэфирных атомов кислорода при вращении вокруг соответ-
ствующей связи. Это перекрытие имеет место из-за того, что в равновесной конформации
валентный угол при центральном атоме кислорода существенно нететраэдричен из-за оттал-
кивания соответствующих крупных заместителей. Другие части кривых при подобранных
параметрах совпали с высокой точностью (рис. 5.14C).

Таблица 5.5: Параметры Рикарта-Беллемана потенциала вращения двугранного угла для
α, α-диметоксипропионата (ADMP), α-метоксиэтилфосфата (MEP) и диметилпирофосфа-
та (DMP) (кДж·моль−1).

C0 C1 C2 C3 C4 C5

ADMP 5.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0
MEP 34.3 −68.0 10.4 −33.1 0.0 0.1
DMP −1.3 0.7 −12.0 3.5 0.0 0.0

4 Модель молекулы ЛПС

Расчеты молекулярной динамики, описанные в разделах 2 и 3, позволили нам завершить
параметризацию молекулярной модели Re- и Ra-LPS. Используя модель цепи О-антигена,
рассмотренной в разделе 1.2.2 и полученную модель Ra-LPS, мы сконструировали модели
молекул S-LPS, содержащие 3 и 12 повторяющихся звеньев О-антигена (далее мы называем
такие структуры O3-LPS и O12-LPS, соответственно).

Топологии молекул ЛПС различной структуры были собраны при помощи разрабо-
танной в нашей лаборатории утилиты TppMkTop. В основе ее работы лежат принципы
химической информатики, позволяющие однозначно описывать химическую структуру при
помощи строк символов (SMARTS), что подробно описано в разделе 1.1 главы 3. Для каж-
дого нового типа атома, отсутствующего в силовом поле OPLS-AA, база данных химических
фрагментов была дополнена шаблоном SMARTS, описывающим его химическое окружение.
Таким образом, в текущей версии TppMkTop позволяет создавать молекулярные модели
ЛПС S. typhimurium с различной длиной О-антигена. Эти модели были далее использованы
нами для создания моделей надмолекулярных ЛПС-структур.

5 Модели агрегатов ЛПС

Являясь амфифильными молекулами, ЛПС в растворе склонны образовывать надмолеку-
лярные агрегаты. Структура агрегатов в большой степени определяет степень их биологи-
ческой активности. В частности, как показано в разделе 2.2 главы 2, структура агрегатов
ЛПС может быть определяющим фактором при активации контактной системы свертыва-
ния крови. В данном разделе мы рассматриваем молекулярные модели агрегатов, получен-
ные для модели ЛПС-молекулы в разделах 1–4.
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Как было показано в экспериментальных исследованиях по воздействию антимикроб-
ных пептидов на агрегаты различной структуры, устойчивость ЛПС к воздействию пре-
парата сильно зависит от наличия в их составе углеводной цепи О-антигена [20]. Более
того, архитектура агрегатов во многом определяет их устойчивость к воздействию детер-
гентов [20]. Поэтому в нашей работе мы рассмотрели модели мицелл, состоящих из ЛПС с
разной величиной гидрофильной части и оценили вероятность формирования и потенциаль-
ную устойчивость мицеллярных структур в растворе для ЛПС разного состава. Подробное
описание создание молекулярных моделей приведено в разделе 1.3.4 главы 3.

Мы рассмотрели модели мицелл, состоящих из N молекул Re-, Ra- и S-LPS, где
N = 4, 6, 8, 14 молекул на мицеллу. Результирующие структуры после уравновешива-
ющего МД расчета представлены на рис. 5.16. Основным параметром, использованным
нами для оценки устойчивости полученных структур, является площадь гидрофобной по-
верхности липида А, экспонированная в раствор. Эта величина, с одной стороны, отражает
вероятность существования подобных структур в водном растворе, а с другой — потенци-
ально определяет степень активности рассматриваемых агрегатов, так как именно липидная
часть ответственна за активацию как иммунного ответа, так и контактной системы свер-
тывания крови (см. раздел 2.2 главы 2). Для каждой структуры была рассчитана площадь
экспонированной в раствор гидрофобной поверхности, приходящейся на одну молекулу аг-
регата:

S1 =
Shydrophobic

N
,

где Shydsrophobic была рассчитана для последних 50 нс траектории с использованием проце-
дуры, описанной в разделе 1.3.4 главы 3 (рис. 5.17).
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Рис. 5.16: Финальная структура моделей ЛПС-мицелл, состоящих из четырех (A–C), ше-
сти (D–F), восьми (G–I) и четырнадцати (J–L) молекул. Рассмотрены структуры агрегатов,
формируемые Re- (A,D,G,J), Ra- (B,E,H,K) и O3-LPS (C,F,I,L). Оранжевым цветом отме-
чена гидрофобная часть молекул, красным — полярные головки липидов, бирюзовым —
внутреннее ядро, зеленым — внешнее ядро, фиолетовым — цепи О-антигена.

123



Рис. 5.17: Площадь экспонированной в раствор гидрофобной части ЛПС, приходящейся на
одну молекулу агрегата (S1) как функция количества молекул в структуре агрегата (N).
Оранживая линия — Re-LPS, зеленая линия — Ra-LPS, фиолетовая линия — О3-LPS.

Хорошо видно, что площадь S1 убывает с увеличением числа молекул, входящих в
состав мицеллы. Более того, площадь контактирующей с раствором гидрофобной части
ожидаемо снижается с увеличением углеводной составляющей молекул ЛПС. Тем не менее,
для всех полученных агрегатов ее величина достаточно велика, что, видимо, свидетель-
ствует о том, что рассматриваемые молекулы склонны формировать агрегаты, содержащие
большее количество молекул, чем может быть исследовано в рамках МД моделирования.

Наблюдения за поведением модельных систем также позволяет нам сделать пред-
положение, что рассмотренные ЛПС склонны формировать ламеллярные фазы, причем
устойчивость их структуры должна зависеть от состава молекул. В самом деле, добавление
центрального олигосахарида в состав ЛПС ведет к возникновению дополнительных межмо-
лекулярных взаимодействий, вытягивающих структуру отдельных молекул и повышающих
степень упорядоченности ацильных цепей. В то время как этот эффект заметен уже для
систем минимального размера (рис. 5.16B,E), при увеличении числа молекул в мицелле он
становится еще более выраженным (рис. 5.16K).

Добавление О-антигенов в состав молекул может, в свою очередь, еще больше ста-
билизировать структуру агрегата. Для мицелл маленького размера большая площадь ли-
пидной части по отношению к общей площади мицеллы ведет к тому, что в МД расчетах
часть О-антигенных цепей приходит в контакт с липидом А и фиксируется в этом поло-
жении за счет водородных связей и ван-дер-ваальсовых контактов (рис. 5.16C,F). В то же
время, для систем большего размера О-антигенные цепи взаимодействуют друг с другом,
слипаясь попарно (рис. 5.16 I,L). Для одного из агрегатов мы также наблюдали слипание
четырех О-антигенных цепей и формирование квази-стабильной бислоеподобной структу-
ры (рис. 5.16 I).

6 Модели фрагмента внешней мембраны

Следующим этапом наших исследований было создание молекулярных моделей фрагмен-
та наружной мембраны грамотрицательной бактерии. В силу сложности и гетерогенности
ее структуры, атомистический подход МД не позволяет учесть все разнообразие молекул,
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представленных в реальной мембране. В нашем исследовании мы сосредоточились на реа-
листичном воспроизведении укладки О-антигенных цепей на поверхности мембраны.

6.1 Модели R-LPS бислоев

Предварительным этапом при создании моделей ЛПС-мембран, включающих полноразмер-
ные молекулы S-LPS, была разработка моделей R-LPS бислоев. Мы использовали силовое
поле OPLS-AA, дополненное рассчитанными ab initio параметрами (раздел 3), для поляр-
ных головок. Для ацильных цепей липида А использовались параметры, валидированные
в расчетах фосфолипидных бислоев (раздел 2). Протоколы расчетов приведены в разде-
ле 1.3.3 главы 3.

В первую очередь, нами была проведена серия уравновешивающих расчетов для
симметричного Re-LPS/Re-LPS бислоя, состоящего из наиболее коротких фрагментов
ЛПС (рис. 5.1). Результирующая структура бислоя представлена на рис. 5.18A. Равно-
весная площадь на липид составила ∼ 150 Å2, что соответствует ранее полученным данным
по МД расчетам ЛПС бислоев [218].

Далее, в структуру каждого ЛПС был добавлен центральный олигосахарид (зеленый
цвет на рис. 5.18B), и полученный Ra-LPS/Ra-LPS бислой был вновь уравновешен при
температуре 300К. Результирующая площадь осталась почти такой же, как и для бислоя
из Re-LPS (∼ 152 Å2). Полученная уравновешенная структура была использована нами для
создания моделей мембран из полноразмерного S-LPS.

Рис. 5.18: Финальная структура модели симметричных бислоев Re- (А) и Ra-LPS (C) по-
сле 500 нс уравновешивающих расчетов. Оранжевым цветом покрашена гидрофобная часть
бислоя, голубой цвет соответствует внутреннему ядру, зеленый цвет — внешнему ядру (см.
рис. 5.1). B, D — вид сбоку и сверху на произвольно выбранные молекулы из уравнове-
шенных бислоев. Оранжевым покрашены ацильные цепи, розовым — полярные головки
липидов, голубой — остатки Kdo, серый — остальная часть центрального олигосахарида.
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Как было впервые отмечено в работе [25], увеличение углеводной части ЛПС ведет к
вытягиванию структуры молекулы. Мы наблюдаем этот эффект для Ra- и Re-LPS мембран.
Остатки Kdo связываются друг с другом и полярными головками липида А, и их положение
оказывается ближе к параллели с плоскостью мембраны в Re-LPS бислое (рис. 5.18B), по
сравнению с Ra-LPS бислоем (рис. 5.18D). Добавление полноразмерного центрального оли-
госахарида создает дополнительную силу, которая вытягивает остатки Kdo в направлении
от поверхности мембраны (рис. 5.18D). Отметим, что процесс вытягивания структуры Kdo
носит энтропийный характер: крупный олигосахарид оказывается подвержен броуновским
флуктуациям преимущественно в нормальном направлении по отношению к мембране, по-
скольку в тангенциальном направлении его движения ограничены соседними цепями.

6.2 Модели S-LPS мембран

Как было показано ранее [25], плотность упаковки О-антигенных цепей может существенно
влиять на их подвижность. В нашей работе мы создали две модели наружной мембра-
ны, в каждой из которых полноразмерные ЛПС занимали половину площади в проекции
на плоскость мембраны, что близко к экспериментальным оценкам [168]. Первая модель
представляла собой чистый ЛПС бислой, один из монослоев которого состоял из Ra-LPS,
в то время как половина молекул второго монослоя несла на себе О-антиген (рис. 5.19A).
Вторая модель представляла собой бислой Ra-LPS/S-LPS, пронизанный молекулами белка
OmpA (рис. 5.19B). В качестве стартовой конформации О-антигенных цепей в каждой моде-
ли нами была взята структура, полученная в разделе 1.2.1. Мы рассматривали О-антигены
длиной 12 звеньев, S-LPS такого типа мы далее называем O12-LPS. Для обеих моделей
были проведены МД расчеты, детали которых подробно описаны в разделе 1.3.5 главы 3.

Рис. 5.19: Схематическое изображение двух моделей фрагмента наружной мембраны, рас-
смотренных в работе.

6.3 Общая структура мембран

Финальные структуры ЛПС-содержащих бислоев, полученные после более 500 нс МД рас-
чета представлены на рис. 5.20. Толщина гидрофобной области бислоя, рассчитанная как
среднее расстояние между вторыми атомами ацильных цепей в разных монослоях за по-
следние 50 нс траектории, для обеих моделей очень стабильна и равна 35.3±0.1 Å. Толщина
зоны полярных головок липида А составляет 4.90± 0.05 Å для Ra-LPS и 5.70± 0.03 Å для
O12-LPS. Толщина слоя центрального олигосахарида также больше для O12-LPS, чем для
Ra-LPS (16.2± 0.2 Å вместо 14.0± 0.2 Å) за счет вытягивания молекулярной структуры под
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влиянием длинных цепей О-антигена [25]. Толщина слоя О-антигенов в среднем составляет
44.3± 0.6 Å для белок-содержащей мембраны и 40.2± 0.5 Å для чистой ЛПС-мембраны.

Рис. 5.20: Финальная структура модели бактериальной мембраны Ra-LPS/Ra-LPS & О12-
LPS (А) и мембраны Ra-LPS/O12-LPS/OmpA после 500 нс уравновешивающих МД рас-
четов. В чистой мембране О-антигенные цепи образуют плотный равномерный слой над
поверхностью мембраны (А), в белок-содержащей модели О-антигенные цепи запутаны,
образуя заполненные водой полости над белковыми глобулами (В).

Структура молекулы OmpA оказывается достаточно стабильна в мембранном окру-
жении, но отличается от кристаллической структуры. RMSD, рассчитанный для Cα-атомов
всех молекул OmpA по последним 50 нс траектории по отношению к кристаллической
структуре, составляет 4.0± 0.9 Å. Такое большое значение RMSD неудивительно, посколь-
ку условия кристаллизации белка значительно отличаются от моделируемого окружения.
Кроме того, очень высока подвижность неструктурированных петель, где суммарное смеще-
ние (RMSD) атомов может достигать 1 нм, тогда как смещение атомов β-бочонка составляет
около 1.5 Å. В то же время, RMSD, рассчитанный по отношению к новому, адаптированному
к мембранному окружению состояния, равен 0.77±0.09 Å, что означает, что структура белка
стабильна в новом состоянии. Для оценки подвижности белка мы рассматривали динамику
каждой из восьми молекул OmpA в модельном бислое. Центральная полость β-бочонков
белков OmpA в среднем содержит около 100 молекул воды, которые преимущественно рас-
пределены вблизи наружной поверхности мембраны (рис. 5.20В).

Отметим, что наличие молекул белка в модельной мембране существенно влияет на
подвижность липидов. В то время как симметричный ЛПС-бислой E. coli , “расплавился”
в ходе расчетов в предыдущей модельной работе [25], мы не наблюдали этого эффекта в
наших расчетах. Коэффициент латеральной диффузии (D) для Ra-LPS в наших расчетах
составлял около 10−9 см2/с, и D < 2 · 10−10 см2/с для O12-LPS и не может быть точно вы-
числен для 1мкс траектории. Полученные оценки коэффициентов диффузии заметно ниже
экспериментально измеренных коэффициентов диффузии простых фосфолипидов [291], что
связанно как с относительно большой массой ЛПС, так и с латеральным взаимодействием
длинных цепочек О-антигена. Кроме того, на коэффициент диффузии липидов оказывает
влияние присутствие относительно большого количества белка в нашей модели. Молекулы
OmpA, в свою очередь, демонстрируют еще более низкую подвижность (D < 3·10−11 см2/с),
которая в целом согласуется с обычными значениями для коэффициента диффузии инте-
гральных белков [291]. Ранее было показано, что низкая подвижность ЛПС также связана с
сильным взаимодействием отрицательно заряженных фосфатных и карбоксильных групп в
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основной части ЛПС с двухвалентными катионами, в первую очередь, с Ca2+ [25,26]. В на-
стоящем исследовании мы не включали ионы кальция в модельные системы для того, чтобы
повысить мобильность молекул ЛПС для эффективного сканирования конформационного
пространства.

Влияние белковых глобул на структуру липидного бислоя было ранее исследовано в
ходе моделирования наружной мембраны E. coli [26]. В то время как толщина гидрофобного
бислоя для симметричной ЛПС-мембраны довольно однородна (21–22 Å [25]), то толщина
гидрофобного слоя в мембране, содержащей белок, снижается в непосредственной близо-
сти от белковой глобулы [26]. Толщина чистого асимметричного бислоя (PE:PG)/Ra-LPS, на
удалении от интегральных белков, составляет около 25 Å, тогда как толщина гидрофобного
бислоя вблизи белка составляет около 20 Å [26]. Мы не наблюдали такого эффекта в наших
расчетах, что можно объяснить другим соотношением белок/ЛПС в нашей модели. Вместо
одного β-бочонка крупного белка OmpLA в довольно большом фрагменте очень стабиль-
ного липидного бислоя (PE:PG)/Ra-LPS (∼ 9 × 9 нм) [26], мы использовали восемь копий
немного меньших по размеру белков, встроенных в фрагмент мембраны с общими размера-
ми 8.8×9.4нм, что отражает соотношение площади ЛПС/белок в реальных бактериальных
мембранах [168].

6.3.1 Конформация О-антигенов в мембранном окружении

За время расчетов структура цепей О-антигенов существенно изменяется. Прежде всего,
общая длина цепи уменьшается из-за процесса запутывания и разрушения начальной спи-
ральной структуры, которая оказывается энтропийно неустойчивой в мембранном окру-
жении так же, как это было в растворе с одиночной цепочкой (раздел 1.2.2). Из анализа
конформаций цепочек О-антигенов в представлении (ϕ,ψ) (рис. 5.21) хорошо видно, что
основным процессом, способствующим изломам цепи в обеих моделях, как и в случае оди-
ночной молекулы (рис. 5.11), является переход в анти-ψ состояние связей ManRha. Кар-
ты заселенности (ϕ,ψ) состояний в случае чистой S-LPS-мембраны (рис. 5.21A–C) схожи
с картами для свободной цепи О-антигена в растворе, однако мы дополнительно наблю-
даем несколько переходов в анти-ψ состояние связей RhaGal (рис. 5.21C), не покида-
ющей бассейна глобального минимума в случае одиночной цепи, и имеющей достаточно
низкую энергию в вакуумных расчетах для дисахаридов (рис. 5.3C). Отличия поведения
О-антигенов в мембране, содержащей белок, от поведения свободного О-антигена еще более
существенны. Большинство связейGalMan в мембранном окружении занимают положение,
соответствующее локальному минимуму LL (рис. 5.21D), вместо глобально энергетически
выгодной конформации LR (рис. 5.2A). Достаточно высокая степень заселенности анти-ψ
состояния связи ManRha (рис. 5.21E) свидетельствует о наличии множественных изло-
мов цепи. Пиранозные кольца в чистой ЛПС-мембране, в свою очередь, демонстрируют
уровень подвижности, схожий с подвижностью колец в расчетах свободного О-антигена в
растворе (рис. 5.22A–C, 5.11D–F). В то же время, переход GalMan связи в альтернативное
энергетически выгодное состояние ведет к тому, что кольцо маннозы в расчетах для мем-
браны, содержащей белок, преимущественно находится в конформации твист (рис. 5.22E),
что отличается от поведения цепи в растворе.
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Рис. 5.21: Карты заселенности конформаций О-гликозидных связей О-антигена в МД рас-
четах для модели чистой ЛПС-мембраны (верхний ряд), и модели мембраны, содержащей
белок (нижний ряд).

Рис. 5.22: Карты заселенности конформаций О-гликозидных связей О-антигена в МД рас-
четах для модели чистой ЛПС-мембраны (верхний ряд), и модели мембраны, содержащий
белок (нижний ряд).

Различия в конформационной подвижности О-антигенных цепей в двух моделях мем-
браны обусловлены различиями в их окружении. Равномерно распределенные цепи в чи-
стой ЛПС-мембране взаимодействуют попарно и слипаются друг с другом, сохраняя от-
носительно вытянутую конформацию. Результирующий слой О-антигенов на поверхности
мембраны имеет относительно однородную структуру (рис. 5.20A) и высокую плотность.
Наличие молекул белков в ЛПС-бислое, в свою очередь, ведет к образованию неравномерно
распределенных полостей между О-антиген-несущими молекулами ЛПС. Таким образом, в
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белок-содержащей модели О-антигены демонстрируют существенно более сложное поведе-
ние, чем в чистой мембране. О-антигены активно взаимодействуют друг с другом, образуют
множественные шпильки за счет переходов в О-гликозидных связях и изменениях в конфор-
мациях колец, запутываясь друг с другом. В результате таких сложных взаимодействий,
О-антигены укладываются на поверхности мембраны, образуя крайне гетерогенную струк-
туру. В частности, над молекулами белков образуются водные полости размером порядка
1 нм3, разделенные областями пространства, занятыми плотно переплетенными цепочками
О-антигена.

Разница в поведении О-антигенных цепей в зависимости от окружения также хорошо
видна при оценке подвижности различных фрагментов цепи (рис. 5.23). В обеих моделях мы
наблюдаем относительно высокую подвижность углеводных остатков со средними отклоне-
ниями 2–3 нм за одну наносекунду. В предыдущих модельных исследованиях чистых ЛПС-
бислоев [25] авторы наблюдали увеличение подвижности для наиболее удаленных от мем-
браны повторяющихся звеньев (4–5 нм вместо 2–3 нм для остальной цепи [25]). Однако, мы
не наблюдаем такого эффекта для нашей модели чистой ЛПС мембраны (рис. 5.23А). Уве-
личение подвижности терминальных звеньев цепи О-антигена также наблюдалось при рас-
четах динамики мембраны, содержащей белок, для более коротких О-антигенов (5RU) [27].
В нашей модели мы наблюдаем другой интересный эффект: наименьшую подвижность во
всей цепи демонстрирует ее медиальная часть, что указывает на запутывание цепей за счет
взаимодействия в районе 4–7-го повторяющихся звеньев. Такое переплетение можно на-
блюдать только для достаточно длинных О-антигенных цепей и только тогда, когда белки
включены в ЛПС-бислой и, таким образом, не были обнаружены ни при моделировании
чистых ЛПС-бислоев [26], ни при расчетах для белок-содержащих мембран с малой длиной
О-антигенов [27].

Рис. 5.23: Среднеквадратическое отклонение, рассчитанное для разных фрагментов О-
антигенной цепи (RMSF), в чистой (А) и белок-содержащей (В) моделях мембраны. RMSF
рассчитаны для фрагментов траекторий длиной в 1 нс. Красным цветом отмечена область
низкой подвижности.

Многочисленные локальные конформационные изменения, ведущие к полному разу-
порядочиванию структуры цепей О-антигенов, означают, что начальная спиральная кон-
формация является энтропийно невыгодной. Действительно, эксперименты ЯМР показыва-
ют, что в растворе короткие пентасахариды спонтанно образуют спиральные структуры [29],
в то время как такие структуры никогда не наблюдались в модельных мембранах [25] и не
обнаружены для длинных цепочек.

6.4 Влияние арабинозы на структуру мембраны

В предыдущем разделе мы рассмотрели различные сценарии укладки полисахаридных це-
почек ЛПС в мембранном окружении в зависимости от распределения О-антигенных цепо-
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чек на поверхности мембраны. При равных значениях среднего значения доступного объема
на одну цепь О-антигена, равномерно распределенные цепи в модели чистого ЛПС-бислоя и
неоднородно распределенные цепи в белок-содержащей модели демонстрируют качествен-
но разное конформационное поведение. В то же время, величина доступного объема для
отдельных цепей О-антигена может меняться при изменении химического строения моле-
кул ЛПС. В данном разделе будет рассмотрено влияние модификаций структуры липидной
части ЛПС на структуру бислоя.

Известно [167], что в состав липида A бактерий родов Salmonella и Escherichia может
входить 4-амино-L-арабиноза (Ara4N), либо фосфоэтаноламин, присоединенные к одному
из боковых фосфатов. Наличие таких модификаций клинически значимо, так как положи-
тельно заряженный остаток Ara4N, частично нейтрализует отрицательный заряд липида А
и центрального олигосахарида, тем самым снижая восприимчивость бактерии к катион-
ным антимикробным пептидам и полимиксину [292]. В частности, мутанты S. typhimurium,
мембраны которых содержит ЛПС, несущие Ara4N в достаточном количестве, устойчивы
к воздействию полимиксина [293]. В нашей лаборатории проводилась экспериментальная
работа с коммерчески доступным Re-LPS бактерии S. typhimurium штамма R595, которая
позволила определить, насколько распространены липиды, содержащих Ara4N в суммарной
фракции бактериального липида А. Коллегами Е.Г. Холиной, А.М. Нестеренко и М.В. Се-
ребряковой были получены и проанализированы данные масс-спектрометрии соответству-
ющих образцов (рис. 5.24). Используя молекулярный редактор Pymol, на основании лите-
ратурных данных о существующей структуре молекул ЛПС Re-мутантов были построены
различные варианты структур с различной длиной ацильных цепей.

Рис. 5.24: Данные масс-спектрометрии в режиме регистрации катионов (красный спектр) и
анионов (синий спектр) для липополисахарида S. typhimurium R595 (A). Структуры, соот-
ветствующие подписям на пиках, изображены справа (B). Масс спектры были получены с
помощью метода матрично-активированной лазерной десорбции/ионизации в линейном ре-
жиме с точностью около 1Да на приборе ЦКП МГУ (MALDI TOF/TOF, Brucker Daltonics),
расположенного в НИИФХБ МГУ.

Как следствие частичной деградации молекулы во время ионизации, в спектре при-
сутствует множество “осколков” целой молекулы, содержащие разное количество остатков
Kdo и Ara4N, и пять остатков жирных кислот. Однако, в спектре присутствуют и фрагмен-
ты с двумя остатками Ara4N, что указывает на то, что молекулы с двумя остатками Ara4N
присутствовали в исходном пуле в достаточном количестве. С другой стороны, в спектре
не обнаружено пиков, соответствующих молекулам, вовсе не несущим Ara4N. Таким обра-
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зом, мы ожидаем, что в реальной мембране могут встретиться липиды с одним или двумя
остатками Ara4N на молекулу ЛПС.

Присоединение остатков Ara4N происходит по остаткам фосфорной кислоты, замеща-
ющим свободные 1’- и 4’-гидроксилы остатков глюкозы липида А (рис. 5.24). Таким образом,
эти остатки располагаются в непосредственной близости от гидрофобной области бислоя и в
одной плоскости с остатками глюкозы липида А. Благодаря такому расположению, Ara4N
потенциально способны увеличивать проекционную площадь липида А и, как следствие,
среднюю площадь полноразмерных ЛПС в проекции на плоскость мембраны. Для провер-
ки этих предположений мы построили две модели симметричных Re-LPS бислоев, состо-
ящих из молекул, несущих один и два остатка Ara4N в составе липида А (размер систем
составлял 16 молекул на монослой), и сравнили их ApL с таковой для безарабинозного Re-
LPS бислоя, рассмотренного в разделе 6.1 (рис. 5.25). Для каждой модели Re-LPS бислоя
были проведены 500 нс релаксационные расчеты МД, в ходе которых площадь рассмат-
риваемых фрагментов достигла стабильных значений. При этом, для Ara4N-содержащих
мембран ApL оказалась существенно выше, чем для мембран, состоящих из ЛПС без ара-
бинозы (рис. 5.25D). Так, площадь Re-LPS мембраны, не содержащей Ara4N, составила
150.6 ± 2.4 Å2, в то время как добавление одного остатка Ara4N увеличило это показатель
до 172.5± 1.6 Å2, а второго — до 180.4± 1.6 Å2.

Отметим, что наблюдаемый эффект не был зарегистрирован при моделировании ана-
логичных по составу мембран в более ранней работе Kim et al. [218]. Это, по-видимому,
связано с тем, что авторы работы полагали, что липид А штаммов Salmonella по умол-
чанию несет 7 ацильных цепей, в то время как для рассмотренного нами штамма данные
масс-спектрометрии указывают на присутствие 5 или 6 ацильных цепей в составе липи-
да А (рис. 5.24). ApL модельных бислоев из работы [218] оказалась нечувствительной к
присутствию остатков арабинозы (176.2±1.2 и 178.0±0.9 Å2 для безарабинозной и несущей
два остатка Ara4N на липид, сооветственно). Таким образом, влияние структуры поляр-
ной головки, вероятно, наиболее выражено для липидов с меньшим объемом гидрофобной
части молекулы липида А.
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Рис. 5.25: Структура поверхности мембраны Re-LPS/Re-LPS, рассмотренной в разде-
ле 6.1 (A), а также Re-LPS/Re-LPS бислоев, содержащих в составе липида А один (B)
и два (C) остатка Ara4N, и также значения ApL для трех структур (D). Остатки Ara4N
выделены голубым цветом.

Из результатов моделирования следует, что цепи О-антигена в Ara4N-содержащих
мембранах должны быть распределены более разреженно, а их упаковка должна быть ме-
нее плотной. Открытым остается вопрос о том, при какой степени равномерного разрежения
в расположении О-антигенов на поверхности мембраны происходит качественный переход
между двумя типами упаковки цепочек: плотным слоем единообразно сложенных наклонен-
ных и вытянутых О-антигенов, наблюдаемый в модели чистой ЛПС-мембраны (рис. 5.20A),
и гетерогенного слоя переплетенных цепей, полученного в модели белок-содержащей мем-
браны (рис. 5.20B). Исследованию этого вопроса будут посвящены наши будущие модель-
ные работы по моделированию гладких ЛПС-мембран с разным содержанием остатков
Ara4N.
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Заключение

В ходе выполнения диссертационной работы были получены следующие основные ре-
зультаты и сделаны следующие выводы:

1. В реакционно-диффузионной модели основных реакций каскада свертывания были
получены аналитические условия существования автоволновых решений, а также ре-
шений стационарной системы типа пульс, определяющих достаточное условие начала
распространения автоволны концентрации тромбина в ответ на возмущение системы.
Таким образом, критическая для начала роста тромба концентрация тромбина, обра-
зованная в ответ на активацию внешнего или внутреннего пути, может быть оценена
как решение типа пульс для модели основных реакций каскада свертывания.

2. Получены аналитические оценки скорости распространения автоволновых решений
реакционно-диффузионной модели основных реакций каскада свертывания. Таким
образом, скорость роста тромба в рассматриваемой модели может быть приближенно
вычислена через значения параметров системы до проведения модельных расчетов.

3. В численном эксперименте для упрощенной модели образования тромба в венуле диа-
метром 50мкм оценен критический размер зоны повреждения на стенке сосуда (∼ 50–
90мкм), ведущий к закупорке сосуда при запуске внешнего пути каскада свертывания
крови. Повреждения такого размера при сепсисе может соответствовать откреплению
одного эндотелиоцита в результате взаимодействия с ЛПС.

4. Разработана кинетическая модель активации контактного пути ЛПС-агрегатами, вос-
производящая доступные экспериментальные данные in vitro. Показано, что немо-
нотонная зависимость степени активации контактной системы от концентрации
ЛПС (максимальная активность при концентрации ЛПС ∼ 20мкМ) обусловлена аг-
регатным состоянием ЛПС в растворе. Таким образом, надмолекулярная структура
ЛПС должна оказывать существенное влияние на активацию внутреннего пути кас-
када свертывания крови.

5. Созданы полноатомные модели молекул Re-, Ra и S-LPS на базе силового поля OPLS-
AA с использованием разработанной в нашей группе программы TppMkTop. Недо-
стающие силовые параметры были рассчитаны с использованием методов ab initio.
Силовые параметры ацильных цепей валидированы в уравновешивающих расчетах
бислоев из простых липидов с известной равновесий площадью на липид.

6. Проведена серия МД расчетов для длинной цепи О-антигена (12RU) в растворе. В
ходе расчетов показано, что переходы клубок-глобула для длинной цепи обратимы в
поле OPLS-AA (время жизни 10–40 нс) и необратимы в поле GLYCAM, что делает
OPLS-AA предпочтительным силовым полем для моделирования S-LPS.

7. В МД расчетах показано, что основным событием, ведущим к компактизации О-
антигена S. typhimurium как в растворе, так и в мембранном кружении, является
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переход в анти-ψ состояние О-гликозидной связи между остатками маннозы и рам-
нозы. Для компактизации цепи в растворе достаточно перехода ∼ 3% связей). Повы-
шенная заселенность этой конформации, по-видимому, носит энтропийную природу и
обусловлена структурой восстановленного остатка рамнозы.

8. Созданы МД модели мицелл, состоящих из 4, 6, 8 и 14 молекул Re-, Ra- и O3-LPS, и по-
казано, что увеличение длины углеводной части ЛПС в их составе ведет к стабилиза-
ции структуры за счет взаимодействия О-антигенных цепочек друг с другом. Показа-
но, что увеличение количества молекул в составе мицеллы ведет к снижению площади
гидрофобной поверхности, экспонированной в раствор. Структура полученных агре-
гатов позволяет сделать предположение, что рассматриваемые ЛПС S. typhimurium
склонны формировать ламеллярные структуры в растворе.

9. Построено две МД модели S-LPS мембран и показано, что структура О-антигенного
слоя на их поверхности существенно зависит не только от среднего значения доступ-
ного объема, приходящегося на одну цепь, но и от равномерности распределения О-
антигенных цепей в начальный момент времени. Длинные цепи О-антигена в чистой
ЛПС мембране образуют плотный слой, взаимодействуя друг с другом преимуще-
ственно в вытянутом состоянии. В то же время, в белок-содержащей мембране проис-
ходит переплетение цепей О-антигена и формируется сложная гетерогенная структура
с заполненными водой полостями с характерным размером ∼ 1 нм3, причем запуты-
вание О-антигенов на поверхности мембраны происходит за счет взаимодействия их
центральных частей.

10. Сконструированы три МД модели симметричных Re-LPS бислоев, состоящих из моле-
кул, несущих два, один и ни одного остатка Ara4N в составе липида А. Показано, что
добавление Ara4N в состав ЛПС с небольшим размером гидрофобной части, ведет к
увеличению равновесной площади, приходящейся на один липид (до 1.2 раза). Таким
образом, модификации липида А влияют на плотность упаковки О-антигенных цепей
на поверхности мембраны.

Полученные теоретические результаты для математической модели каскада свертыва-
ния крови могут быть далее использованы для оценки величины критического возмущения
системы при численном моделировании более сложных систем, в частности, при активации
системы свертывания липополисахаридами. Построенная нами модель образования тром-
ба в ответ на повреждение стенки сосуда может также быть использована для разработки
более детальных моделей тромбообразования, учитывающих роль активированных тром-
боцитов в процессе формирования сгустка. Модели такого типа могут быть также исполь-
зованы для моделирования образования сгустка в ответ на попадание в кровь ЛПС или
иных веществ, повреждающих эндотелиальный слой сосуда, при условии, что модель будет
учитывать различные типы и величины повреждений. Модель активации контактного пути
может быть, в свою очередь, в дальнейшем использована для оценки влияния различных
концентраций и различного агрегатного состояния ЛПС на скорость свертывания плазмы.

Рассчитанные дополнительные параметры межатомных взаимодействий и разрабо-
танная программа по созданию молекулярных топологий TppMkTop могут быть использо-
ваны для создания широкого спектра моделей молекул ЛПС различной химической струк-
туры. Структура агрегатов, образуемых ЛПС, а также конформационная подвижность
ЛПС в составе систем с различной геометрией, может быть смоделирована при помощи
построенных МД моделей. Полученные в работе модели ЛПС-мембран и ЛПС-агрегатов
могут быть использованы для моделирования их взаимодействия с различными антимик-
робными агентами, а также для анализа роли различных составляющих частей молекулы
ЛПС как в формировании структуры агрегатов, так и в устойчивости соответствующих
бактериальных штаммов.
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Приложение

1 Численное интегрирование модели из раздела 2 главы 4

1.0.0.1 Уравнения химических реакций. Пример дискретизацию уравнения на из-
менение концентрации тромбина (2.1.5):

Tn+1
i,j − Tni,j

dt
+ vnx i,j(T

n
i,j)

+
x + vny i,j(T

n
i,j)

+
y = D

Tni+1,j + Tni,j+1 − 4Tn+1 + Tni−1,j + Tni,j−1

h2

+

(
(k3B

n
a i,j) +

k4(Tni,j)
3

1 + k5Cna i,j

)
Pni,j − kaAni,jTni,j . (1.0.1)

Здесь dt — это шаг по времени, h — шаг по пространству. Мы рассматриваем схему против
потока, то есть значение разностей принимают вид:

(Tni,j)
+
x =


Tni,j − Tni−1,j

h
, если vnx i,j > 0,

Tni+1,j − Tni,j
h

, если vnx i,j < 0.
(1.0.2)

1.0.0.2 Поток. Рассматривается уравнение потока в двумерном случае:

∂ux
∂t

+ ux∇
∂ux
∂x

+ uy∇
∂ux
∂y

= −1

ρ

∂p

∂x
+ µ

(
∂2ux
∂x2

+
∂2uy
∂x2

)
− µ

Kf
ux, (1.0.3)

∂uy
∂t

+ ux∇
∂uy
∂x

+ uy∇
∂uy
∂y

= −1

ρ

∂p

∂y
+ µ

(
∂2ux
∂y2

+
∂2uy
∂y2

)
− ν

Kf
uy, (1.0.4)

∇~u = 0. (1.0.5)

Мы строим численное решение методом проекций [258], подробно описанным в [259]. На
каждом шаге сначала проводится дискретизация нелинейных членов:

u∗x − unx
dt

= −unx(unx)+
x − uny (unx)+

y −
µ

Kf
unx, (1.0.6)

u∗y − uny
dt

= −unx(uny )+
x − uny (uny )+

y −
µ

Kf
uny , (1.0.7)

где члены (unx)+
x , (uny )+

x , (unx)+
y , (uny )+

y получены дискретизацией против направления пото-
ка. Далее мы получали неявные значения для членов, описывающих вязкое трение, через
вычисление промежуточной скорости:

u∗∗x − u∗x
dt

= µ((u∗∗x )xx + (u∗∗y )xx), (1.0.8)

u∗∗y − u∗y
dt

= µ((u∗∗x )yy + (u∗∗y )yy). (1.0.9)
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Корректировка второй промежуточной скорости производилась с использованием неявного
градиента давления:

un+1
x − u∗∗x

dt
= −1

ρ

∂pn+1

∂x
,
un+1
y − u∗∗y

dt
= −1

ρ

∂pn+1

∂y
. (1.0.10)

Градиент давления (∂p
n+1

∂x , ∂p
n+1

∂y ) рассчитывался из уравнения Пуассона:

−1

ρ
∆pn+1 = − 1

dt
∇.un, (1.0.11)

с использованием последовательного метода релаксации (ПМР). ПМР является итератив-
ным методом, демонстрирующим более высокую скорость сходимости, чем метод Якоби или
Гаусса-Зейделя. Следующая итерация повторялась до сходимости численного решения:

pk+1
i,j = (1− ω)pki,j +

ω

4
(pki+1,j + pki,j+1 + pki−1,j + pki,j−1)−

ρh2

2hdt
(uni+1,j − uni−1,j + uni,j+1 − uni,j−1), (1.0.12)

где релаксационный параметр w для сетки размером Nx×Ny точек вычислялся по формуле:

ω = 2

(
1 +

√
1− (cos(π/Nx) + cos(π/Ny)2

2

)−1

. (1.0.13)
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2 Параметры расчетов в главе 4

Таблица 5.6: Параметры расчетов в модели из раздела 1 главы 4.
параметр значение ед. изм. источник

k11 0.000011 мин−1 [294]
h11 0.5 мин−1 [295]
k10 0.00033 мин−1 [296]
k10 500 мин−1 [296]
h10 1 мин−1 [297]
k9 20 мин−1 [95]
h9 0.2 мин−1 [298]
k89 100 нM−1мин−1 [107]
h89 100 мин−1 [107]
k8 0.00001 мин−1 [107]
h8 0.31 мин−1 [299]
k5 0.17 мин−1 [107]
h5 0.31 мин−1 [107]
k510 100 нM−1мин−1 [107]
h510 100 мин−1 [107]
k2 2.45 мин−1 [300]
k2 2000 мин−1 [300]
h2 1.45 мин−1 [92]
D 0.0037 мм2мин−1 [107]
T0 1400 нM [301]
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Таблица 5.7: Параметры расчетов в модели из раздела 2 главы 4.
Параметр Значение Описание

Параметры расчетов
dx 0.125мкм шаг по пространству
dt 0.005 с шаг по времени
H 50мкм диаметр сосуда
L 250мкм длина участка
D 0.5мкм2/10−2 с коэффициент диффузии

Константы реакций (в 102 c−1)
k1 0.1 образование фибрина из фибриногена [302]
k2 1 полимеризация фибрина [302]
k3 2500 образование тромбина на начальной стадии [302]
k4 22.5 образование тромбина за счет реакций каскада свертыва-

ния [92]
k5 3122.2 ингибирование каскада свертывания активированным про-

теином C [92]
k6 6 · 10−6 активация факторов IX, X тканевым фактором [92]
kb 0.05 ингибирование факторов IXa и Xa [44]
kc 0.05 деградация активированного протеина C
k7 1 скорость связывания комплекса [TF, FVIIa] с факторами

IX и X [92]
k8 9400 активация протеина C комплексом тромбина и тромбомо-

дулина [92]
k9 9400 скорость связывания протеина C с комплексом тромбина и

тромбомодулина
ka 0.68 связывание тромбина антитромбином [92]

Нормированные начальные концентрации
TF 0.5 активный комплекс ТФ и FVIIa
P0 0.8 протромбин
A0 0.35, 0.375, 0.4 антитромбин
B0 1 факторы IX и X
C0 1 протеин C
Fg0 1 фибриноген
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