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ОБЩА ХАРАКТЕРИСТИКА НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 

1. Актуалност и мотивировка на темата 

Изследванията в областта на биоинформатиката стават все по 

актуални. Днес компютърните методи за предсказване на биологична 

активност, за дизайн на нови биологично активни съединения и за 

моделиране на структурите на различни молекули са широко 

използвани в научните изследвания. Чрез тях се постига по-голяма 

ефективност на финансовите разходи, съкращаване на времето за 

обработка на тежки оптимизационни задачи и откриване на 

алтернативи за многобройните тестове с животни.  

Математическото и компютърното моделиране са от ключово 

значение за биоинформатичните изследвания, защото биоинформа-

тиката е прилагането на компютърни технологии за съхранение, 

организиране и анализиране на биологични данни. Чрез компютърното 

моделиране се постига интегриране на тези данни под формата на 

математически обекти и виртуални изображения, което позволява 

изучаване и моделиране на процесите в биологичните системи, а това 

допринася за развитието на молекулярната биология. По тази 

проблематика в България работят различни групи като: Центъра за 

съвременни биоинформатични изследвания към ЮЗУ „Неофит 

Рилски”, ИМИ - БАН, Секция „Молекулен дизайн и биохимична 

фармакология“ - ИМБ-БАН, Секция „QSAR и молекулно моделиране“ 

към ИББИ - БАН, МУ-София, СУ „Климент Охридски”, ПУ „Паисий 

Хилендарски” и други. Големи фармацевтични компании и 

университетски центрове създават нови лекарствени средства с 

помощта на компютърни методи и модели. Такива центрове са 

Cambridge Crystallographic Data Centre, CLC bio - водещи разработчици 

на биоинформатичен софтуер, Център по Биоинформатика в Кьолн, 

Германия; Катедра по Биотехнологии в Университета в Сиена, Италия; 

Колеж за наука и технологии във Филаделфия, САЩ; Институт за 

геномика и биоинформатика в Грац, Австрия; Центъра по 

Биоинформатика в Университета в Рен 1, Франция и други.  

През последните години са публикувани повече от 35 хиляди 

статии свързани с тази тематика. Съществуват повече от 100 научни 

списания в тази област. Водещи университети като Харвардски и 

Оксфордски университет имат специализирани издания по 

биоинформатика. Актуалността на тези научни изследвания е описана 

в доклада на Европейския институт за биоинформатични изследвания 

(Annual Scientific Report 2014, EMBL: http://www.embl.de). 

Предсказването на свързването на малки молекули (лиганди) с 

таргетни макромолекули (рецептори) е от особено практическо 
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значение, тъй като се използва за създаване на виртуални библиотеки 

за подобни молекули, които компютърно-подпомогнатият лекарствен 

дизайн може да използва при откриването на лекарства [1]. Той може 

да се комбинира успешно с експерименталните методи, като дава 

възможност сложни и скъпи експерименти да се опростяват или да се 

моделират, и по този начин ние получаваме ценна информация за 

случващото се в организмите под действие на определени вещества. 

Изследванията в настоящия дисертационен труд се базират на 

QSAR (количествени зависимости структура-активност) и подходи на 

компютърното и математическото моделиране с цел да се намери 

връзка между структурата на мю- и делта-опиоидни лиганди [2-6] за 

мю- и делта-опиоидни рецептори и проявявания от тях биологичен 

ефект. Опиоидните рецептори са много важен клас рецептори, които 

привличат вниманието на голям брой учени. Разработване на 

ефективни и селективни лиганди за всеки опиоиден рецептор е 

продължителен процес, който включва знания и умения на различни 

изследователи. Изолирането и кристализирането на тези рецептори е 

трудна задача, поради тяхното местоположение, защото те са 

трансмембранни протеини и изолирането им причинява разрушаване 

на тяхната 3D структурата, като за решаването на този проблем се 

търсят различни подходи.   

На базата на математически модел за фармакологичен агонизъм 

са изведени експлицитни формули за пресмятане на основните 

параметри на агонизма. Стойностите на параметрите от биологичните 

изследвания и резултатите от молекулен докинг проведен с мю- и 

делта- опиоидни лиганди и мю- и делта-опиоидни рецептори са 

използвани за намиране на връзка структура-биологична активност за 

тези съединения [2-6]. 

Ползата от проведеното компютърно моделиране, в сравнение с 

дългогодишните изследвания на изолирани тъкани (in vitro тестове), е 

факта, че получаването на данни за структура-активност зависимости 

на молекулно ниво не изискват средства и човешки ресурс за скъпи и 

трудоемки органични синтези на големи серии от съединения или 

скъпи и продължителни фармакологични и физиологични 

експерименти с изолирани препарати от животни.  

Докинг процедурата може да помогне да се обяснят in vitro 

резултатите и успешно да се използва в in silico (компютъризиран) 

дизайн на нови потентни вещества за мю-и делта-опиоидни рецептори, 

като се спестяват много средства, време и най-вече експериментите с 

животни.  
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2. Цели и задачи на дисертацията 

Цели: 
 (1) Да се разработи математически модел на фармакологичен 

агонизъм, обобщаващ Теоретичния Хиперболичен Модел, 

посредством включване на механизма на del Castillo–Katz. Да се 

разгледа формирането на лиганд-рецепторен комплекс като Марковски 

процес с краен брой състояния и непрекъснато време;  

(2) Да се приложи компютърно моделиране и молекулен докинг с 

делта- и мю-опиоидни лиганди с известни  in vitro ефекти с делта- и 

мю-опиоидни рецептори;  

(3) Да се потърси връзката между структурата на лиганда, 

структурата на рецептора и биологичния ефект.  

Задачи: 

(1) Да се изгради аксиоматиката на математическия модел за 

фармакологичен агонизъм с включване на механизма на Castillo–Katz. 

(2) Да се изведат формули за основните параметри на лиганд-

рецепторните взаимодействия, като следствия от аксиоматиката на 

модела и фармакологичната интерпретация на параметрите.  

(3) Да се изведат експлицитни формули за основните параметри на 

действието на агониста афинитет и ефикасност. 

(4) Да се построи Марковски процес с краен брой състояния и 

непрекъснато време, моделиращ лиганд-рецепторните взаимодействия. 

(5) Да се изгради модел на делта-опиоиден рецептор чрез подхода 

за хомоложно моделиране на протеини, който да се използва за 

молекулен докинг с делта опиоидни енкефалинови аналози. 

(6) Да се проведе докинг с мю-опиоиден рецептор и мю-опиоидни 

аналози, както и да се намери връзка между структурата и активността 

на лигандите, за да се разработи надежден подход за дизайн на нови 

активни и селективни съединения спрямо мю-опиоиден рецептор. 

(7) Да се проведе докинг с делта-опиоиден рецептор и делта-

опиоидни лиганди, както и да се намери връзка между структурата и 

активността на лигандите, за да се разработи надежден подход за 

дизайн на нови потентни и селективни съединения спрямо делта-

опиоиден рецептор. 

(8) Да се намери подходяща скоринг функция, описваща най-добре 

лиганд-рецепторните взаимодействия на изследваните обекти. 

Данните от in vitro тестовете и резултатите от докинга да се използват 
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за търсене на корелационна зависимост между биологичната активност 

и структурата на съединенията. 

(9) Да се моделира зависимостта между резултатите от докинга 

проведен с делта-селективните енкефалинови аналози и моделите на 

делта-опиоиден рецептор, тоталната енергия, изчислена за 

формираните при докинга лиганд-рецепторни комплекси и 

биологичната активност на изследваните съединения. 

3. Научна новост 

Показано е, че на основата на механизма на Кастило-Катц за 

лиганд-рецепторното взаимодействие, може да се изгради вариант на 

Теоретичния Хиперболичен Модел за частичен агонизъм и да се 

изведат експлицитни формули за афинитета и ефикасността, 

посредством параметри, имащи ясна фармакологична интерпретация. 

Построен е хомоложен модел на делта-опиоиден рецептор, като 

неговата приложимост е апробирана посредством молекулен докинг с 

делта-опиоидни енкефалинови аналози. 

С компютърно моделиране и молекулен докинг на мю- и делта-

опиоидни рецептори с мю- и делта- опиоидни лиганди са потвърдени 

техни свойства, получени в in vitro експерименти. Това е надежден 

подход за дизайн на нови активни и селективни съединения за мю- и 

делта- опиоидни рецептори. 

Показано е как резултатите от докинга с делта-селективни 

енкефалинови аналози и модели на делта- опиоиден рецептор, 

тоталната енергия, изчислена за формираните лиганд-рецепторни 

комплекси, in vitro експерименталните данни за тези лиганди и 

теоретичния хиперболичен модел, позволяват да се изразят 

параметрите на биологичната активност като функции на тоталната 

енергия на комплексите и скоринг функциите от докинга.  Това е един 

начин за определяне на QSAR. 

4. Апробация 

Резултатите от дисертационния труд са обсъждани и докладвани 

на следните научни прояви: 

 9th Annual Meeting of the Bioinformatics Italian Society, 2012,        

Catania, Italy; 

 32nd European Peptide Symposium, 2012, Athens, Greece; 

 5th International Conference – FMNS 2013, Blagoevgrad, Bulgaria; 

 ИМИ-БАН, Секция „Изследване на операциите”, 2014, София; 
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 33rd European Peptide Symposium, 2014, Sofia,  Bulgaria; 

 International Conference on BIOMATH 2014, Sofia,  Bulgaria; 

 International Conference “Enhancement of the competitiveness and 

restructuring of the food subsectors through benchmarking”, 2014, 

Blagoevgrad, Bulgaria; 

 International Conference on BIOMATH 2015, Blagoevgrad, 

Bulgaria; 

 6th  International  Conference – FMNS 2015, Blagoevgrad, Bulgaria. 

5. Публикации 

Получените резултати са публикувани в 3 статии в списания, 4 в 

сборници с доклади в пълен текст (2 самостоятелни) от международни 

конференции, и 5 в сборници с абстракти от международни 

конференции. 1 статия е подготвена за публикуване (Submitted). 

Всички публикации са на английски език. 

СЪДЪРЖАНИЕ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 

Настоящият дисертационен труд съдържа използвани 

съкращения, въведение, три глави, изводи, цитирана литература и 

приложения. Общият му обем е 211 страници: от които 14 страници 

приложения и 20 страници използвана литература. Включени са 54 

фигури и 35 таблици. Цитираната литература обхваща 339 заглавия, от 

които 5 на кирилица и 334 на латиница. 

ГЛАВА I: ПРОБЛЕМИ И ОБОСНОВКА НА 

БИОИНФОРМАТИЧНИТЕ ИЗСЛЕДВАНИЯ ВЪРХУ  

ЛИГАНД-ТАРГЕТ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 

В първа глава на настоящата дисертация са представени 

проблемите и обосновката на биоинформатичните изследвания - 

основните биологични и фармакологични аспекти, приложимостта и 

ролята на математическото и на компютърното моделиране при 

лиганд-рецепторните взаимодействия. Формулирани са целите и 

задачите на дисертацията. 

         Изследванията в дисертацията се базират на количествени 

зависимости структура-активност (QSAR) и подходи на компютърното 

и математическото моделиране за установяване на връзка между 

структурата на химични съединения и проявявания от тях биологичен 

ефект. Чрез моделиране на лиганд-рецепторните взаимодействия се 

анализират зависимостите между виртуални данни на аналози на 

ендогенни опиоидни пептиди и експериментални данни за активността 
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на същите в експерименти на изолирани тъкани. Експерименталните 

данни са от изследвания на мю- и делта- опиоидни лиганди за мю- и 

делта- опиоидни рецептори [2-6]. Изследваните лиганди осъществяват 

своите действия и ефекти чрез взаимодействие с рецептори, наречени 

таргетни места. На Фигура 1.1 е представена схема на лиганд-

рецепторното взаимодействие, която дава информация за механизмa 

на свързване, биологичния ефект и свързаните с тях биологични, 

фармакологични и математически аспекти. 

 
Фигура 1.1: Механизми на свързване на лиганд и рецептор. 

Биологичните и фармакологичните аспекти на механизма на 

свързване са разгледани в Раздел 1.1. Математическите аспекти, 

описващи механизма на свързване на лиганда и рецептора са 

представени в Раздел 1.2. Те са свързани с прилагане на Закона за 

действие на масите (ЗДМ), Докинг задачата и Марковските процеси. 

Представени са математически модели на фармакологичен агонизъм, 

чрез които се описва ефекта от лиганд-рецепторното взаимодействие - 

биологичния отговор. На основата на такъв математически модел са 

изведени експлицитни формули за пресмятане на основните параметри 

на фармакологичен агонизъм: афинитет и ефикасност, имащи ясна 

фармакологична интерпретация. Данните от тези параметри и 

резултатите от молекулния докинг, проведен с мю- и делта- опиоидни 

лиганди и мю- и делта-опиоидни рецептори са използвани за търсене 

на корелационна зависимост между биологичната активност и 

структурата на съединенията [2-6]. В Разделите 1.1 и 1.2 са въведени 
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всички необходими понятия и факти, а така също е направен 

необходимия литературен обзор.  

1.1. Биологични и фармакологични аспекти на изследванията 

      Рецептор - протеинова молекула, разположена едновременно в 

цитоплазмата и/или включена предимно в клетъчната мембрана, като 

дава възможност за получаване на сигнали отвън. Когато определени 

вещества се свързват с рецептора, това предизвиква т. нар. клетъчен 

или тъканен отговор. Молекулата, която се свързва с рецептора, се 

нарича лиганд и може да бъде пептид или друга малка молекула, 

например лекарство. Съществуват общоприети термини за описание 

на свойствата на лиганда като: афинитет - количествена мярка за 

определяне на силата на лиганд-рецепторното взаимодействие и 

ефикасност - свойство, при което една молекула има способността да 

активира даден рецептор и да се инициират поредица от процеси, 

които да доведат до отговор и съответен ефект. Лигандите, се разделят 

на агонисти -  притежават афинитет за свързване към даден рецептор 

и при свързване предизвикват фармакологичен ефект и антагонисти - 

имат афинитет за свързване с даден рецептор, но нямат собствен 

ефект.  

Обектите, които представляват интерес на изследване в 

настоящата дисертация са опиоидните рецептори (ОР). Класическите 

опиоидни рецептори са μ-мю, δ-делта и κ-капа опиоидни рецептори, 

съответно MOP, ДOP и KOP. Веществата със специфична структура, 

които с по-голям афинитет се свързват с рецепторите се наричат 

селективни лиганди. Те са важна предпоставка за изучаване на 

механизмите на разпознаването, както и за свързаните с него 

физиологични, биохимични, фармакологични и други аспекти на 

рецепторните взаимодействия. 

1.2. Математически и компютърни аспекти в лиганд-таргет 

взаимодействията 

Класическа схема на свързване на лиганда 𝑨 с рецептора 𝑹. 
Основен инструмент в количествената фармакология е Закон за 

действието на масите (ЗДМ) [6-9], прилаган към 

взаимодействието между лиганда  𝐴 с рецептора 𝑅:  

    
   𝑑𝑋(𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑘1 [𝐴] − 𝑋(𝑡)  [𝑅] − 𝑋(𝑡) −𝑘2𝑋(𝑡)           (1.1) 

където 𝑘1 е скоростна константа на асоциация, 𝑘2-скоростна константа 

на дисоциация, 𝑋 𝑡   е концентрацията на 𝐴𝑅 комплексите. От 1.1 за 

равновесното състояние следва, че   
                                           𝐴 − 𝑋 𝐴    𝑅 − 𝑋 [𝐴]  = 𝑘2𝑋 [𝐴]                            (1.2) 
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От 1.2 и  𝑋 ≪  𝐴  следва  

                                                                  𝑋 𝐴 =
 𝐴  𝑅 

 𝐴 + 𝐾𝐴
                                               (1.3) 

където 𝐾𝐴 = 𝑘2/𝑘1 се нарича равновесна дисоциационна константа. 

        Кастило-Катц механизъм. Оригиналната формулировка на 

модела за двете състояния на рецептора е представена от del Castillo & 

Katz [10] и е известна като механизъм на Кастило-Катц. Рецепторът в 

схемата може да се намира в следните състояния: 

 𝑅- свободен рецептор и неактивиран; 

𝐴𝑅- 𝑅 е свързан с 𝐴, но не е активиран; 

𝐴𝑅∗ - 𝑅 е свързан с  𝐴 и е активиран.  

Механизмът на del Castillo–Katz се състои от два етапа: на първия етап 

𝐴𝑅 комплекса се определя посредством равновесната константа на 

свързване 𝐾𝐴 = 𝑘2/𝑘1 , където 𝑘1-скоростна константа на асоциация, 𝑘2-

скоростна константа на дисоциация, на втория етап 𝐴𝑅∗ комплекса се 

определя посредством равновесната константа на изомеризация 

𝐸 = 𝑘3/𝑘4, където 𝑘3-скоростна константа за преминаване от 𝐴𝑅 в 𝐴𝑅∗, а 

𝑘4-скоростната константа за преминаване от 𝐴𝑅∗ в 𝐴𝑅. Частта от 

рецепторите, които са заети зависи и от двете равновесни 

константи 𝐾𝐴  и 𝐸. Прилагайки ЗДМ за равновесното състояние на 

системата при концентрация на агониста  𝐴 , заетите рецептори се 

изразяват чрез 1.4, а активираните чрез 1.5: 

                                     𝐴𝑅 +  𝐴𝑅∗ =
 1 + 𝐸  𝐴 

𝐾𝐴 +  1 + 𝐸  𝐴 
                                             (1.4) 

                                                [𝐴𝑅∗] =
𝐸 𝐴 

𝐾𝐴 +  1 + 𝐸  𝐴 
                                                (1.5) 

ВТОРА ГЛАВА: МЕТОДИЧНИ ПОДХОДИ 

      В Глава 2 се съдържа описание на методичните подходи, 

използвани за решаването на поставените задачи. Представена е 

методологията на изследванията, математическото и компютърното 

моделиране на лиганд-таргет взаимодействията, и статистическата 

обработка на експерименталните резултати.  

2.1. In vitro експериментални данни за компютърно моделиране на  

лиганди 

      В този раздел са разгледани мю- и делта- опиоидни лиганди, които 

представляват интерес на изследване в дисертацията. Гладкомускулни 

препарати, изолирани от различни отдели на храносмилателния тракт 

и препарати от изолиран vas deferens от различни биологични видове, 
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са удобни моделни системи за in vitro изследване на потентност, 

ефективност и селективност на ендогенни и новосинтезирани лиганди. 

За експериментите, проведени с делта-опиоиден рецептор са 

използвани 11 делта-селективни енкефалинови аналози, изследвани 

върху vas deferens на мишка от Pencheva et al. [2-6]. Лигандите са 

изследвани по отношение на тяхната потентност, селективност и 

ефикасност спрямо делта-опиоидния рецептор, като те са синтезирани 

и in vitro тествани - Таблица 1.1: 

Таблица 1.1. Делта селективни енкефалинови аналози. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

За експериментите, проведени с мю-опиоиден рецептор са използвани 

13 аналози на опиоидни пептиди, изследвани върху ileum на морско 

свинче, за да се изследва селективност към мю-опиоиден рецептор с 

различни структурни модификации. Лигандите са синтезирани и in 

vitro тествани от Pencheva et al. [3,6]  – Таблица 1.2. 

Таблица 1.2: Инхибиторен ефект (IC50 (nM)) на мю-опиоидни лиганди. 

Лиганди IC50 (nM) KA (nM) erel 

DPDPE 6.18±1.17 180±35 30.2±10 

[Leu5]-enk 11.45±2.06 54.9±13.1 5.8±1.0 

[Met5]-enk 18.91±2.15 48.4±7.5 3.6±0.3 

[Cys(Bzl)2, Leu5]-enk 8.30±1.40 68.5±29.7 9.3±3.2 

[Cys(Bzl)2, Met5]-enk 9.53±1.20 23.8±3.0 3.5±0.3 

[Cys(O2NH2)
2, Leu5]-enk 1.29±0.31 36.4±16.4 29.2±9.5 

[Cys(O2NH2)
2, Met5]-enk 2.22±0.45 14.1±5.4 7.3±2.0 

[DCys(O2NH2)
2, Leu5]-enk 11.40±2.01 73.4±12.7 7.4±1.9 

[DCys(O2NH2)
2, Met5]-enk 75.96±11.67 463±161 7.1±1.8 

[HCys(O2NH2)
2, Leu5]-enk 31.92±5.10 76.4±7.1 3.4±0.2 

[HCys(O2NH2)
2, Met5]-enk 16.09±1.90 55.7±6.1 4.5±0.3 

Лиганди IC50 (nM) 

[Cys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 3960±740 

[Cys(O2NH2)
2-Met5]-enk 1378±245 

[D-Ala2,Leu5]-enkephalyl-Arg 12.3±1.7 

[D-Ala2,Leu5]-enkephalyl-Arg-NH2 5.8±0.7 

[D-Ala2,Leu5]-enkephalyl-Arg-NHC2H5  6.0±0.7 

[D-Ala2,N-Me-L-Phe4,Gly-ol5]-enkephalin 5.8±0.4 

[D-Ala2, D-Phe4, Leu5]-enkephalyl-Arg-NH2 5300±408 

[L-Ala2, Leu5]-enkephalyl-Arg 234±46 

[Leu5]-enkephalin 65.3±8.2 

[D-Ala2, Met5]-enkephalyl-Arg 11.9±1.7 

[Met5]-enkephalin 28.6±8.4 

[D-Ala2, N-Me-D-Phe4, Leu5]-enkephalyl-Arg-H2 3350±850 

[D-Ala2, N-Me-L-Phe4, Leu5]-enkephalyl-Arg-NH2 0.57±0.08 
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2.1. Биологични бази от данни 

        В този раздел са разгледани биологичните бази от данни (ББД), от 

които са взети структурите на мю-опиоиден рецептор (МОР) и делта-

опиоиден рецептор (ДОР). За целите на компютърното моделиране на 

ДОР е използвана аминокиселинната последователност на човешкия 

ДОР от БД Uniprot (номер P41143) [11], теоретичен модел на ДОР 

(еPDBid:1ozc), модел на ДОР с кристална структура (PDBid:4ej4) oт БД 

PDB [12]. За компютърното моделиране на МОР е използвана 

кристалната структура на МОР (PDBid:4dkl) oт PDB [12]. 

2.3. Хомоложно моделиране 

Хомоложното моделиране (ХМ) е изчислителна техника, при 

която се използва структурата на протеини с близка аминокиселинна 

последователност и сходна функция, за да се моделират протеини с 

неизвестна триизмерна структура [13]. В настоящата дисертация ХМ е 

приложено за изграждане на модел на човешки ДОР (Uniprot P41143), 

чрез два различни софтуера: Molecular Оperating Еnvironmen [14] и 

UCSF Chimera [15]. За осъществяване на стъпките от ХМ на ДОР са 

използвани програмите BLAST/ FASTA [16], ClustalW [17], GeneDoc 

[18], MolProbity [19], Procheck [10], SwissModel [11], Modeller [15] и 

други, които са описани в Глава 2 на дисертацията. 

2.4. Молекулен докинг  

Докингът се използва, за да се намери най-подходящата 

ориентация на две молекули, най-подходящата конформация на всяка 

молекула в образувания комплекс и да се оцени стабилността на 

формирания лиганд-рецепторен комплекс. Докингът e извършен в 

софтуера GOLD 5.2 [27] и се оценява чрез скоринг функциите, 

вградени в програмата: GoldScore, ChemScore, ASP и ChemPLP. 

Използван е за разпознаване на активните конформации на мю- и 

делта- опиоидни лиганди, с които те се свързват към съответните 

рецептори. За изграждане на 3D структурите на лигандите се 

използват софтуерите Avogadro [23] и Chimera [15]. За сравняване на 

сходството между структурите на изследваните модели на ДОР е 

използван критерия RMSD [24]. При докинг процедурата се избират 

рецептора и съответните лиганди за свързване. За рецептора се избира 

мястото на свързване: за ДОР се определя като остатък в рамките на 

радиус от 10Å от Asp128 [25], а за МОР - като остатък в рамките на 

радиус от 10Å от Asp147 [26]. Стабилността на лиганд-рецепторните 

комплекси и тоталната им енергия се изчислява в Мolegro Мolecular 

Viewer [28]. 
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2.5. Статистически подходи 

В този раздел статистическите подходи са използвани при 

решаването на някои от поставените задачи и за оценка на 

достоверността на получените резултати: 

      1) корелационен анализ – приложен е за определяне на 

зависимостта между структурата на съединенията и биологичната им 

активност, чрез софтуера GraphPad Prism
 

[29], като е използван 

корелационен коефициент на Пирсън (Pearson correlation coefficient, R). 

     2) нелинейна регресия – приложена е за представянето на 

афинитета, потентността и ефикасността на агонисти като функции от 

стойностите на скоринг функциите от GOLD 5.2 [27] и стойностите на 

минималната енергия за получените лиганд-рецепторните комплекси. 

Функциите на нелинейна регресия са от вида  

                                                  𝑧 = 𝑓 𝑥, 𝑦 =  𝑎𝑖𝑗 𝑥
𝑖

0≤𝑖+𝑗≤𝑘

𝑦𝑗                                     (1.6) 

т.е. полиноми на две променливи от степен ≤ 2𝑘. Приложен е метода 

на най-малките квадрати - решена е следната оптимизационна задача: 

          minimize
(𝑎00 ,…,𝑎0𝑘)

𝐹(𝑎00 , … , 𝑎0𝑘) =   𝑧𝑠 −  𝑎𝑖𝑗 𝑥𝑠
𝑖

0≤𝑖+𝑗≤𝑘

𝑦𝑠
𝑗
 

2
𝑡

𝑠=1

                        (1.7) 

по отношение на параметрите 𝑎𝑖𝑗 , където 0 ≤ 𝑖 ≤ 𝑘, 0 ≤ 𝑗 ≤ 𝑘, а t е броя на 

получените лиганд-рецепторни комплекси при докинга. Стойностите 

 𝑧1 , 𝑧2 … , 𝑧𝑡  на зависимата променлива 𝑧 представляват стойности на in 

vitro параметрите. Стойностите (𝑥1 , 𝑥2 … , 𝑥𝑡) на независимата променлива 

𝑥 представляват стойностите на скоринг функциите от GOLD 5.2. 

Стойностите (𝑦1 , 𝑦2 … , 𝑦𝑡) на независимата променлива 𝑦 представляват 

резултатите от изчислената тоталната енергия за получените лиганд-

рецепторни комплекси. С k е означена степента на полинома, 0 ≤ 𝑖 +

𝑗 ≤ 𝑘. За намиране на връзката между експерименталните данни е 

използван инструмента Curve Fitting Toolbox от софтуерния пакет 

Matlab [30]. За статистическото оценяване на фитването на 

експерименталните данни в софтуера се използват следните 

стандартни обозначения и оценки: 

- SSE (Sum of Squares Errors) е сума от квадратите на грешките:  

                                                       𝑆𝑆𝐸 =  𝜔𝑖(𝑦𝑖 − 𝑦 𝑖)
2

𝑛

𝑖=1

                                           (1.8) 

където 𝑦𝑖  е измерената стойност на данните, 𝑦 𝑖  е предсказаната чрез 

модела стойност, 𝑛 - брой на експериментите, 𝜔𝑖  е относително тегло 

на всяка точка от данните, обикновено 𝜔𝑖  =1. Колкото SSE е по-близко 

по стойност до 0, толкова моделът е по-точен  
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- 𝑅2 - коефициент на множествена детерминация; дефинира се 

като отношението между сумата от квадратите на регресията SSR (Sum 

of Squares Regress) и общата сума от квадратите SST (Sum of Squares 

Тotal). Ако стойността на 𝑅2 е близка до 1, то в модела се отчита по-

голяма част от вариацията. Използват се следните уравнения: 

                                            𝑅2 =
𝑆𝑆𝑅

𝑆𝑆𝑇
= 1 −

𝑆𝑆𝐸

𝑆𝑆𝑇
                                                       (1.9) 

𝑆𝑆𝑅 =  𝜔𝑖(𝑦 𝑖 − 𝑦 𝑖)
2𝑛

𝑖=1 , 𝑆𝑆𝑇 =  𝜔𝑖(𝑦𝑖 − 𝑦 𝑖)
2𝑛

𝑖=1   

- 𝐴𝑑𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒𝑑 𝑅2 (коригиран 𝑅2)  е показател за оценяване на 

фитването, при сравняване на два модела. Стойности по-близки до 1 

показват, че фитването на данните е добро и резултата е използваем. 

                                          𝑎𝑑𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒𝑑 𝑅2 = 1 −
𝑆𝑆𝐸

𝑆𝑆𝑇
                                                  (1.10) 

- 𝑅𝑀𝑆𝐸 (Root Mean Squared Error) е квадратен корен от средната 

грешка (стандартно отклонение на регресия), ако 𝑀𝑆𝐸 (Mean Squared 

Error) е по-близка по стойност до 0,  то моделът е по-подходящ.  

                                                     𝑅𝑀𝑆𝐸 = 𝑠 =  𝑀𝑆𝐸                                                (1.11) 

- критерии AIC (Akaike’s information criteria) и BIC (Bayesian 

information criteria) [31-33] са приложени в дисертацията за избор на 

модел от полиноми от различна степен, като е използван инструмента 

“Comparing Models” [34] с цел да бъде определен моделът, който най-

добре описва експерименталните данни.   

       3)Приложена е нелинейна регресия за пресмятане на 

коефициентите на хиперболата, приближаваща по метода на най-

малките квадрати експерименталните данни на доза-отговор 

зависимости при in vitro експерименти с различни агонисти и тъкани. 

Тези коефициенти се използват в експлицитното пресмятане на in vitro 

параметрите (ефикасност, афинитет и потентност), изведени в ОТХМ, 

предложен в Раздел 3.1.1 на дисертацията. 

2.6. Аксиоматичен подход за изработване на вариант на ТХМ за 

фармакологичен агонизъм с включен механизъм на del Castillo–Katz 

В този раздел е разгледан аксиоматичния подход за изграждане 

на математически модели за фармакологичен агонизъм. ТХМ на 

Milanov & Pencheva [35,36], а също така и операционния модел на 

Black & Leff [37] са изградени по подобен начин. На основата на този 

подход в дисертацията е предложен вариант на ТХМ, като най-

същественото в него е замяната на  класическия механизъм на 

свързване с механизма на del Castillo–Katz [10]. Концентрацията на 

всички рецептори [𝑅0] се изразява като: 

                    [𝑅0] =  𝑅 +  𝐴𝑅 +  𝐴𝑅∗                                             (1.12)      
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където  𝑅 ,  𝐴𝑅  и  𝐴𝑅∗  са съответно концентрациите на незаетите 

рецептори, заетите рецептори и заетите и активирани рецептори. 

Прилагайки ЗДМ за равновесното състояние на системата при 

концентрация на агониста  𝐴  се получават 1.13 и 1.14 за двата етапа: 

                  𝑘1  𝐴 − [𝐴𝑅]  [𝑅0] − [𝐴𝑅] − [𝐴𝑅∗] = 𝑘2 𝐴𝑅                    (1.13) 

                                    𝑘3 𝐴𝑅 = 𝑘4 𝐴𝑅
∗                                                   (1.14) 

Тъй като [𝐴𝑅] <  𝑅 ≪  𝐴  уравнението за първия етап придобива 

вида: 

                                       𝑘1 𝐴 [𝑅] = 𝑘2 𝐴𝑅                                               (1.15) 

Ако обозначим с  𝑝𝑅 , 𝑝𝐴𝑅  и 𝑝𝐴𝑅∗  съответно  𝑅 /[𝑅0],  𝐴𝑅 / [𝑅0] и 
 𝐴𝑅∗ / [𝑅0] то е в сила следното равенство 

                                       𝑝𝑅 + 𝑝𝐴𝑅 + 𝑝𝐴𝑅∗ = 1                                                (1.16) 

Ако приемем, че 𝐾𝐴 = 𝑘2/𝑘1 и 𝐸 =  𝑘3/𝑘4, от горните уравнения 

следват:  

                                               𝐴 𝑝𝑅 = 𝐾𝐴𝑝𝐴𝑅                                                     (1.17) 

                                     𝑝𝐴𝑅∗ = 𝐸𝑝𝐴𝑅                                                         (1.18) 

От 2.18 - 2.20 следва 

                                       
𝐾𝐴

𝐸 𝐴 
𝑝𝐴𝑅∗ +

1

𝐸
𝑝𝐴𝑅∗ + 𝑝𝐴𝑅∗ = 1                             (1.19) 

Ако  𝐾𝑒𝑓𝑓 =
𝐾𝐴

1+Е
, то за броя на заетите рецептори получаваме:  

                  𝑝𝐴𝑅 +  𝑝𝐴𝑅∗ =
 1 + 𝐸 [𝐴]

𝐾𝐴 +  1 + 𝐸 [𝐴]
=

[𝐴]

𝐾𝑒𝑓𝑓 + [𝐴]
                      (1.20) 

и за броя на активираните рецептори получаваме: 

                                       𝑝𝐴𝑅∗ =
Е 𝐴 

𝐾𝐴 +  1 + 𝐸  𝐴 
                                       (1.21) 

Последните равенства са в основата на предложения ОТХМ в Глава 3. 

2.7. Лиганд-рецепторните взаимодействия като Марковски 

процеси с краен брой състояния и непрекъснато време 

Случайните процеси на асоциация и дисоциация на лиганда и 

рецептора може да се разглеждат и като Марковски процес с краен 

брой състояния и непрекъснато време. Класическият механизъм на 

свързване на лиганда А към рецептора  R може да се представи като 

система за масово обслужване (СМО) с два канала, при която  

каналите представляват рецепторите. Системата 𝑆 е с дискретни 

състояния: 𝑆0  - рецептора е свободен; 𝑆1  - рецептора е зает; 𝜆 -
интензивността на потока от молекули; 𝜇 - производителност на 

канала.  
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       ТРЕТА ГЛАВА: РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ 

       В Глава 3 са представени и обсъдени получените резултати от: 

математическото моделиране на фармакологичен агонизъм;  

компютърното моделиране на лиганд-таргет взаимодействията – 

хомоложно моделиране на човешкия ДОР; молекулен докинг с мю- и 

делта-опиоидни лиганди и мю- и делта-опиоидни рецептори и 

установяване на връзката структура-биологична активност за 

изследваните обекти.  

3.1.Обобщен теоретичен хиперболичен модел за фармакологичен 

агонизъм 

В този раздел са представени и обсъдени резултатите от 

обобщения хиперболичен модел, фармакологичната интерпретация на 

параметрите на модела и лиганд-рецепторните взаимодействия като 

Марковски процеси с краен брой състояния и непрекъснато време. 

3.1.1. Резултати за обобщен теоретичен хиперболичен модел 

В този раздел е представен вариант на математически модел за 

фармакологичен агонизъм, който надгражда и съвместява ТХМ от 

Milanov & Pencheva [35,36] към механизма на del Castillo–Katz [10]. 

Този вариант на ТХМ по нататък в дисертацията ще се нарича 

Обобщен Теоретичен Хиперболичен Модел (ОТХМ). Този модел се 

базира главно на аксиоматиката на ТХМ приложена към схемата на del 

Castillo–Katz, модела на Stephenson [15] за концентрация-окупация-

стимул-отговор механизма и някои подходи от статиите на Agneter 

[38], Barlow [39], Black & Leff [37], Colquhoun [40-42], Kenakin [43], 

Mackay [44], Furchgott [45], Foreman & Johansen [46] и други. 

Аксиоматика на ОТХМ:  

(а) взаимодействието между лекарството (лиганда) и рецептора е 

биомолекулна реакция, която съгласно ЗДМ, приложен към механизма 

на del Castillo & Katz [10] се изразява по следния начин: 

 (1) за активираните рецептори ( 𝑝𝐴𝑅∗): 

                                      𝑌 =
𝑋(𝐴∗)

[𝑅0]
=  𝑝𝐴𝑅∗ =

𝐸[𝐴]

𝐾𝐴 +  1 + 𝐸 [𝐴]
                           (1.22) 

(2) за всички заети рецептори (𝑝𝐴𝑅 +  𝑝𝐴𝑅∗):  

                                 𝑌 =
𝑋(𝐴)

[𝑅0]
=  𝑝𝐴𝑅 +  𝑝𝐴𝑅∗ =

[𝐴]

𝐾𝑒𝑓𝑓 + [𝐴]
                                 (1.23)   

𝐾𝑒𝑓𝑓 =
𝐾𝐴

1 + 𝐸
 

където с 𝐾𝑒𝑓𝑓  се означава ефективната равновесна дисоциационна 

константа, която се прилага към схемата на del Castillo–Katz и включва 
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повече от едно равновесно състояние и се различава от константите  

𝐾𝐴- равновесна константа на свързване и E-равновесна константа на 

конформационни изменения. 

(б) Разглежда се ефикасността, формулирана от Stephenson [15] 

спрямо механизма на del Castillo–Katz за активираните и заетите 

рецептори съответно: 

                                      𝑆 = 𝑒𝐴
∗. 𝑝𝐴𝑅∗ = 𝑒𝐴

∗.
𝐸[𝐴]

𝐾𝐴 +  1 + 𝐸 [𝐴]
                                  (1.24) 

                                      𝑆 = 𝑒𝐴
∗. (𝑝𝐴𝑅 +  𝑝𝐴𝑅∗) = 𝑒𝐴

∗.
[𝐴]

𝐾𝑒𝑓𝑓 + [𝐴]
                           (1.25) 

Тази модификация на схемата на Stephenson се различава съществено 

от неговата първоначална идея, при която ефикасността и афинитета 

се разглеждат като отделни и потенциално независими свойства. Тук 

се използва символа 𝑒𝐴
∗ вместо e, за да бъде изразена ефикасността 

спрямо механизма на del Castillo - Katz. 

(в) Най-добрата апроксимираща функция на експерименталните 

данни концентрация-отговор е функция от следния вид: 

                                                               𝐸А =
𝐿1
𝐴 . [𝐴]

 𝐴 + 𝐿2
𝐴                                                 (1.26)    

където 𝐿1
𝐴  и 𝐿2

𝐴  са числени константи, които имат ключово значение.  

(г) максималният отговор на тъканта (𝐸𝑚
𝑇 ) зависи само от дадена 

тъкан; има лекарства, които произвеждат максимален отговор или 

близък до него; 

(д) връзката между стимула и реакцията е свойство на тъканта, а 

не на лекарството; 

(е) еднаквите стимули водят до еднакви по сила отговори на 

тъканите. 

Като се използва предположение (б) и след прости 

математически операции могат да се изразят:  

1) активираните рецептори ( 𝑝𝐴𝑅∗) за механизма на del Castillo-Katz: 

                                            𝑝𝐴𝑅∗ =
𝐸[𝐴]

𝐾𝐴 +  1 + 𝐸 [𝐴]
                                                 (1.27) 

2) заетите рецептори (𝑝𝐴𝑅 +  𝑝𝐴𝑅∗) за механизма на del Castillo-Katz: 

                                       𝑝𝐴𝑅 +  𝑝𝐴𝑅∗ =
 1 + 𝐸 [𝐴]

𝐾𝐴 +  1 + 𝐸 [𝐴]
                                          (1.28) 

В първия случай, за параметрите 𝐾𝑒𝑓𝑓  и 𝑒𝐴
∗, изразени чрез константите 

𝐶1
𝐴 и 𝐶2

𝐴 са в сила 1.29 и 1.30: 

                                                      𝐾𝑒𝑓𝑓 =
𝐶1
𝐴 . 𝐿2

𝐴

𝐶1
𝐴 − 𝐿1

𝐴                                                      (1.29) 
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                                                   𝑒𝐴
∗ =

𝐶2
𝐴 . 𝐿1

𝐴

(𝐶1
𝐴 − 𝐿1

𝐴

Е

) 1 + 𝐸 
                                          (1.30) 

Във втория случай за параметрите 𝐾𝑒𝑓𝑓  и 𝑒𝐴
∗  и за всеки агонист 𝐴 са в 

сила 1.31 и 1.32: 

                                                                𝐾𝑒𝑓𝑓 =
𝐶1
𝐴 . 𝐿2

𝐴

𝐶1
𝐴 − 𝐿1

𝐴                                             1.31     

                                                               𝑒𝐴
∗ =

𝐶2
𝐴 . 𝐿1

𝐴

𝐶1
𝐴 − 𝐿1

𝐴                                               (1.32) 

3.1.1.1.Фармакологична интерпретация на параметрите и техните 

пресмятания 

За представните по-горе експлицитни формули за 𝐿1
𝐴  и 𝐿2

𝐴  като 

функции на експерименталните данни от предположение (в) следва, че 

𝐿1
𝐴 ≈ 𝐸𝑚

𝐴   и  𝐿2
𝐴 = [𝐴50]. Стойносттите на 𝐸𝑚

𝐴  и [𝐴50] се изчисляват от 

най-подходящите експериментални данни. Фарамкологичният смисъл 

на 𝐸𝑚
𝐴  и [𝐴50] е резултат от тяхната дефиниция. От предположение (г) 

следва че 𝐶1 ≈  𝐸𝑚
𝑇    (максималният възможен ефект на тъканта) и 

ефекта 𝐸А може да бъде представен като функция на 𝑆 чрез 1.33: 

                                       𝐸∗
𝐴 =  

𝐸𝑚
𝑇 𝑆

𝑆 + 𝐶2
     или    𝐸А =

𝐸𝑚
𝑇 𝑆

𝑆 + 𝐶2
                                  1.33  

a неизвестната функция на Stephenson, 𝑓 𝑆 =
𝑆

𝑆+𝐶2
 като функция на S. 

Може да се определи максималния ефект на тъканта- 𝐸𝑚
𝑇  

(предположение (г)). Има случаи, когато 𝐸𝑚
𝑇  може да се определи от 

контролните реакции на тестваните системи. Например при in vitro 

методите за биологична активност на новосинтезирани съединения се 

тества ефекта на опиоидни съединения на ileum на морско свинче и vas 

deferens на мишки. При използването на стандартна експериментална 

процедура, параметрите електрическа полева симулация, размер на 

изолираните препарати и други са неизменими. При тези 

експерименти [4] се предизвикват контролни отговори под формата на 

съкращения на изолираните гладкомусколни препарати, които в 

последствие са частично или напълно инхибирани от опиоидите. В 

тези случаи изходните контракции преди действието на тестваното 

вещество, могат да се разглеждат функционално като 𝐸𝑚
𝑇 .  

От 1.33 следва, че параметърът 𝐶2 може да се разглежда като 

стимул 𝑆, който предизвиква 0.5𝐸𝑚
𝑇 , защото ако S = 𝐶2, тогава 𝐸А =

𝐸𝑚
𝑇 𝐶2

2𝐶2
= 0.5𝐸𝑚

𝑇 . Така 𝐶2 може да се използва за мярка за стимула 𝑆 в 

дадена тъкан. Стимулът 𝑆 може да бъде представен чрез мярката 𝐶2 и 

количествения параметър t чрез 1.34: 
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𝑆 = 𝑡. 𝐶2, 𝑡𝜖 0; +∞  

                                                      𝐸∗
𝐴 =

𝐸𝑚
𝑇

𝑡 + 1
 или  𝐸А =

𝐸𝑚
𝑇 𝑡

𝑡 + 1
                                1.34  

След заместване на коефициентите 𝐿1
𝐴 ,  𝐿2

𝐴  и 𝐶1 с  𝐸𝑚
𝐴 ,  𝐴50  и 𝐸𝑚

𝑇  се 

получават следните експлицитни записи за двата случая: 

1) за активираните рецептори са в сила 1.35 и 1.36: 

                                               𝐾𝑒𝑓𝑓 =
  𝐴50  𝐸𝑚

𝑇

𝐸𝑚
𝑇 − 𝐸𝑚

𝐴                                                             1.35  

                                              
𝑒𝐴
∗

𝐶2
=

𝐸𝑚
𝐴

𝐸𝑚
𝑇 − 𝐸𝑚

𝐴 .
𝐸

(𝐸 + 1)
                                                1.36  

Константите 𝐶2 за двата случая: за активираните и за заетите 

рецептори се различават по това, че в случая с активираните рецептори 

𝐶2 зависи не само от 𝐸𝑚
𝐴  и 𝐸𝑚

𝑇 , но и от 𝐸/(𝐸 + 1). Следователно 𝑒𝐴
∗ зависи 

от 𝐸𝑚
𝐴 , 𝐸𝑚

𝑇 , константата 𝐶2 и 𝐸/(𝐸 + 1). 

2) когато всички рецептори са заети в сила са 1.37 и 1.38: 

                                               𝐾𝑒𝑓𝑓 =
  𝐴50  𝐸𝑚

𝑇

𝐸𝑚
𝑇 − 𝐸𝑚

𝐴                                                              1.37  

                                             
𝑒𝐴
∗

𝐶2
=

𝐸𝑚
𝐴

𝐸𝑚
𝑇 − 𝐸𝑚

𝐴 ,   𝑒𝐴
∗ =

𝐸𝑚
𝐴𝐶2

𝐸𝑚
𝑇 − 𝐸𝑚

𝐴                                      1.38  

Тези формули са коректни само когато 𝐸𝑚
𝐴 < 𝐸𝑚

𝑇  или 𝐸𝑚
𝐴 ≈ 𝐸𝑚

𝑇 . Това 

означава, че А е частичен агонист или почти пълен агонист. Тъй като А 

е частичен или почти пълен агонист, то в сила са 1.39 и 1.40: 

                                                                     𝜆А =
𝐸𝑚
𝐴

𝐸𝑚
𝑇  𝜆А < 1                                        1.39     

                                                   𝜇А =
𝜆А

1−𝜆А
  и  𝜇𝐴

∗ =
𝜆А

(1−𝜆А)

𝐸

(1+𝐸)
                                1.40  

където  𝜇А∗ се отнася за случая с активираните рецептори, а  𝜇А за 

случая със заетите рецептори съгласно механизмът на del Castillo-Katz. 

Ефективната равновесна дсоциационна константа 𝐾𝑒𝑓𝑓  и относителната 

ефикасност 𝑒𝑟𝑒𝑙 = 𝑒𝐴
∗/𝐶2  за активираните рецептори се изразяват с 1.41:  

                          

𝐾𝑒𝑓𝑓 =
  𝐴50  

1 − 𝜆А
,        

𝑒𝐴
∗

𝐶2
=

𝜆А
(1 − 𝜆А)

.
𝐸

(1 + 𝐸)
= 𝜇𝐴

∗    

𝐾𝑒𝑓𝑓 =
𝜇𝐴
∗

𝜆А
 𝐴50 

𝜆А =
𝜇𝐴
∗  

𝜇𝐴
∗ + 1

𝐾𝑒𝑓𝑓 =  𝜇𝐴
∗ + 1  𝐴50  

 
 
 

 
 
 

                  (1.41) 
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Константата 𝐾𝑒𝑓𝑓  и относителната ефикасност 𝑒𝑟𝑒𝑙 = 𝑒
𝐴
∗ /𝐶

2
 за  

заетите рецептори се изразяват чрез 1.42:  

          

𝐾𝑒𝑓𝑓 =
  𝐴50  

1 − 𝜆А
,        

𝑒𝐴
∗

𝐶2
=

𝜆А
1 − 𝜆А

= 𝜇А

𝐾𝑒𝑓𝑓 =
𝜇А  

𝜆А
 𝐴50 

𝜆А =
𝜇А  

𝜇А + 1

𝐾𝑒𝑓𝑓 =  𝜇А + 1  𝐴50  
 
 
 

 
 
 

                              (1.42) 

Параметрите 𝐸𝑚
𝐴  и  𝐴50  могат да бъдат изчислени от 

експерименталните данни, като 𝐸𝑚
𝑇  (съответно 𝜆А, 𝜇А и  𝜇𝐴

∗ ) могат да се 

изчислят от експерименталните данни за някой пълен агонист. 

Параметрите 𝜆А, 𝜇А и  𝜇𝐴
∗  са важни за обяснението на C-R-R механизма 

и позволяват прецизен анализ на поведението на агониста в дадена 

тъкан. Параметрите 𝜇А и 𝜇𝐴
∗  не зависият от мярката С2,  а дават 

абсолютна количествена характеристика на способността на агониста 

𝐴 да произведе биологичен отговор. Типът на измерения биологичен 

ефект (отговорът на тъканта от действието на агониста върху 

рецептора) зависи от характера на експеримента и от тъканта, което 

определя биологичната страна на 𝐸𝑚
𝐴  и 𝐸𝑚

𝑇 . Параметърът 𝐾𝑒𝑓𝑓  

характеризира не само процеса на свързване на лиганда и рецептора, 

но и конформационните изменения на рецептора. Параметърът  𝐴50  

представлява концентрацията на 𝐴, която е 0.5 от максималния ефект 

на тъканта и описва това, което виждаме, но не ни показва какво се 

случва по-нататък. 𝐾𝑒𝑓𝑓  изразен чрез 𝜇А или 𝜇𝐴
∗  ни показва какво се 

случва. Високите стойности на 𝐾𝑒𝑓𝑓  означават, че дисоциацията 

доминира над асоциацията и следователно по-голяма част от общия 

брой рецептори и молекули, които участват в процеса на свързване 

предоставят необходимото ниво на окупирани Х за всеки един момент 

от равновесното състояние.  

3.1.1.2. Лиганд-рецепторните взаимодействия като Марковски процес 

с краен брой състояния и непрекъснато време 

В този раздел са пресметнати пределните вероятности 𝑝0 и 𝑝1 за 

СМО с две състояния, моделираща, лиганд-рецепторното 

взаимодействие, а именно: рецептора е свободен или рецептора е зает 

(свързан с лиганда). Графът на състоянията на тази СМО е: 
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С интензивност 𝜆 = 𝑘1[𝐴] и производителност 𝜇 = 𝑘2, съгласно 

класическата схема на лиганд-рецепторното свързване,където [𝐴] 
представлява концентрацията на молекулите, а 𝑘1 и 𝑘2 са скоростните 

константи на асоциация и дисоциация, съответно. За пределните 

вероятности са в сила следните формули 

𝑝0 =  
 𝐴50 

 𝐴 (1 − 𝜆А) +  𝐴50 
   

                                                   𝑝1 =
 𝑋 𝐴 

[𝑅]
=

 𝐴50 (1 − 𝜆А)

 𝐴 (1 − 𝜆А) +  𝐴50 
                        (1.43) 

От 1.43 следва, че относителната пропускателна способност е 

              𝑞 =
𝑘2

 𝐴 𝑘1 + 𝑘2
=

𝐾𝐴
 𝐴 + 𝐾𝐴

=  
 𝐴50 

 𝐴 (1 − 𝜆А) +  𝐴50 
= 𝑝0                    (1.44) 

абсолютната пропускателна способност е 

          𝐴абс  = 𝜆.
𝜇

𝜆 + 𝜇
= 𝑘1 𝐴 .

𝑘2

 𝐴 𝑘1 + 𝑘2
=

 𝐴 𝑘2

 𝐴 + 𝐾𝐴
= 𝑘2

𝑋 𝐴 

[𝑅]
= 𝑘2𝑝1   (1.45) 

3.1.2. Дискусия 

В този раздел се дискутира ОТХМ като цяло, предположения (а) - 

(е) и границите на неговата приложимост. Получените резултати 

показват, че на основата на механизма на Кастило-Катц за лиганд-

рецепторното взаимодействие, може да се изгради вариант на 

Теоретичния Хиперболичен Модел за частичен агонизъм и да се 

изведат експлицитни формули за афинитета и ефикасността, 

посредством параметри, имащи ясна фармакологична интерпретация, 

които описват и интерпретират по-пълно поведението на частичните 

агонисти и връзката между структурата на лиганда и биологичния му 

ефект. Построен е Марковски процес за моделиране на 

взаимодействието лиганд-рецептор. Чрез СМО като Марковски процес 

са пресметнати пределните вероятности, чийто експлицитни  значения 

показват, че такава система адекватно моделира лиганд-рецепторното 

взаимодействие, дори при един рецептор и един лиганд. 

3.2. Компютърно моделиране на лиганд-таргет взаимодействия 

3.2.1. Резултати от хомоложно моделиране 

При компютърното моделиране на лиганд-таргет 

взаимодействията се вземат под внимание биологичните и 

фармакологичните аспекти на свързването на лиганда към рецептора. 

Данните за структурите на лигандите, използвани за верифициране на 

моделирането и за разработване на математическите аспекти на 

лиганд-рецепторните взаимодействия са взети от in vitro изследвания 

на Pencheva et al. [2-6].  
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3.2.1.1.Хомоложно моделиране на ДОР чрез софтуера МОЕ 

ХМ на ДОР на базата на неговата аминокиселинна 

последователност е извършено чрез софтуерния пакет MOE [14]. 

Процедурата стартира с идентифициране на подходящи хомолози 

спрямо вече известната структура на шаблона, които са достатъчно 

подобни на целевата последователност, за да бъдат моделирани. 

Установено е, че конформациите на субстанция Р във вода с NK1R 

(PDBid:2ks9) имат голямо подобие с последователността на ДОР. 

Подравняването на структурите е извършено в МОЕ (Фигура 1.2). 

Процентът на идентичност на аминокиселинните остатъци в 7 

трансмембранни (ТМ) региони е: TM I-100%, TM II 87%, TM III-83%, 

TM IV-67%, TM V-73%, TM VI-93%, TM VII-33%. От получените 

резултати, може да се направи извода, че моделите, изградени на 

базата на тази последователност се очаква да бъдат  точни. 

Фигура 1.2. Подравняване на последователността на ДОР (номер P41143) с 

NK1R (PDBid: 2ks9) в МОЕ. Цветови код на модела: червен цвят-заменени 
остатъци във всички шаблони; син цвят-идентични остатъци в шаблоните. 

При изграждането на ДОР, в софтуера МОЕ се генерират 10 

независими модели на базата на разположението на страничните 

вериги, оценени с функцията на контактната енергия и чрез използване 

на стандартното силово поле Amber 99. Сред тези модели е избиран 

Модел номер 6, който е с най-ниската енергия -219.4733, изчислена в 

МОЕ [14] за контакти в регион от 6Å. Стереохимичните качества на 

моделите се оценяват чрез диаграмата на Рамачандран за 

благоприятните и за разрешените регионите [47]. При ХМ на ДОР се 

получи процент на идентичност 99.6%, което показва, че генерираният 

модел е с добри стереохимични качества. Структурното сходство 

между модела и реалната структура от PDB [12] се оценява чрез 

критерия RMSD [24]. Когато стойността му е по-малка от 3Å се 
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предполага доста добро сходство между структурите. Изграденият 

модел е със стойност на RMSD 0.5555Å, което е индикация за добро 

сходство между моделите. 

3.2.1.2.Хомоложно моделиране на ДОР чрез софтуера Chimera  

Процесът на ХМ на човешкия ДОР е извършен и  посредством 

софтуера Chimera и инструмента Modeller [15]. Търсенето на шаблони 

за ДОР  е осъществено в БД RCSB [12]. Добри попадения се получават 

за следните кристалографски структури: 2Y00, 2YCX, 2R4S, 3VG9, 

3KS9 и 2A4M от RCSB [12]. Подравняването на структурите е 

извършено в програмата ClustalW [17], като е използван алгоритъм за 

множествено подравняване на структури и матрица на 

подравняванията GONNET 250 (Фигура 1.3). 

 
Фигура 1.3: Множествено подравняване на структурите с тази на ДОР 

(P41143). Цветови код на модела: тъмно син цвят - идентични с всички 

шаблони, син цвят – запазва заместените остатъци във всички шаблоните, 

светло син цвят – полузапазени замествания за всички шаблони. 

Процентът на идентичност на остатъците и сходството с 

последователността на ДОР и различните шаблони за всеки домейн са 

представени в Таблица 1.3.  
Таблица 1.3: Процент на идентичност на остатъците и сходство между 

структурите в  трансмембранните региони. 

Структури  
Процент на идентичност на остатъците и сходство в ТМ региони 

TM I  TM II  TM III  TM IV  TM V  TM VI  TM VII  

2Y00  68  67  80  60  65  73  75  

2YCX  68  67  80  60  65  73  75  

2R4S  68  67  80  60  61  73  75  

3VG9  81  67  83  100  68  87  83  

2KS9  100  87  83  67  73  93  33  

4A4M  0  62  75  67  85  85  67  
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3D модела на ДОР е моделиран чрез използване на инструмента 

Modeller на Chimera [15] със стандартни параметри, зададени от 

програмата. Процедурата на моделиране в Modeller започва с 

подравняване на аминокиселинната последователност на рецептора 

спрямо избраните последователности. След това се избира този модел, 

който има най-висока GA34 оценка  (повече от 95%). Валидирането на 

качеството на структурата на генерираните модели е извършено в 

Modeller [15] и SwissModel [11]. Оценяването на 3D моделите е 

направено за различни нива на структурната организация и се основава 

на in vitro изследванията за делта-опиоидните лиганди. Генерирани са 

30 модели чрез използване на инструмента Modeller a [15]. Шест от тях 

получават най-добри стойности за GA341 (повече от 0,95) [331] и са 

избрани за по-нататъшна оценка: Модел А, Модел B, Модел C, Модел 

D, Модел E, Модел F (Model A-F) 

Резултатите за стереохимичната проверка 

на скелета на протеина са валидирани в 

Procheck [10] и MolProbity [19]. Най-добри 

резултати от Procheck се получават за т.нар. 

Модел В, който има добри стойности за 

GA341 (0.99) от Modeller, добри стойности 

от Procheck (92.6% за най-благоприятните 

региони) и MolProbity (99.5% за 

благоприятните региони). На Фигура 1.4 е 

представен 3D модел на ДОР-Модел В, 

получен чрез хомоложно моделиране в 

Chimera [15]. 

Хомоложните модели са създадени с цел да 

се получат подходящи 3D модели за докинг 

изследвания и за in silico експерименти при 

отсъствието на кристалографски структури. 

3.2.2.Резултати от молекулния докинг  

При първоначалните изследвания, извършени с ДОР и МОР в 

достъпните БД липсват данни за кристалната им структура. Поради 

това за провеждането на експериментите се извърши търсене в 

литературата за теоретични модели на рецепторите, с цел да се намери 

връзка между структурата и активността на изследваните лиганди при 

взаимодействието им с рецепторите. Ето защо първите опити за докинг 

се провеждат с публикуваните теоретични модели на тези рецептори. 

       Молекулният докинг е извършен в софтуера  GOLD 5.2 [27] като 

са използвани следните модели:  

(1) модел на ДОР, генериран чрез ХМ в софтуера МОЕ;  

 

Фигура 1.4: 3D модел на 

Модел В, генериран в 

Modeller.  
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(2) модел на ДОР, генериран  чрез ХМ в софтуера Chimera  

(3) теоретичен модел на ДОР (еPDBid:1ozc);  

(4) модел на ДОР с кристална структура (PDBid:4ej4);  

(5) модел на МОР с кристална структура (PDBid:4dkl).  

За намиране на корелация между резултатите от докинга (стойностите 

на скоринг функциите) и данните от in vitro изследванията (IC50, KA, 

erel) е използван софтуера GraphPad Prism 3.0 [29]. В хода на 

изследванията бяха публикувани кристалографски данни (юни 2012) за 

МОР и ДОР, което значително облекчи докинга, тъй като могат да се 

използват модели на рецептори с кристалографски данни. 

3.2.2.1. Резултати от докинга с ДОР 

3.2.2.1.1.Резултати от докинга с ДОР, получен чрез ХМ в МОЕ 

Молекулният докинг с 11 делта-опиоидни лиганди (Таблица 1.1) 

и модела на ДОР, хомоложно моделиран в МОЕ [14] е извършен чрез 

софтуера за докинг GOLD 5.2 [27]. Експериментите са проведени с 

всички четири скоринг функции, налични в софтуера. Установени са 

отрицателни стойности на скоринг функциите, което показва, че 

свързването на моделирания рецептор на ДОР в МОЕ [14] и делта-

опиоидните лиганди е много слабо. От получените резултати може да 

се заключи, че така изградения модел на ДОР чрез метода на ХМ в 

МОЕ не е подходящ за бъдещи QSAR изследвания с тези лиганди. 

3.2.2.1.2. Резултати от докинга с  ДОР, получен чрез ХМ в Chimera 

          Проведен е докинг с шестте модела на ДОР, получени като 

добри при ХМ в Chimera [15] и 11 делта-oпиоидни лиганди в GOLD.  
Таблица 1.4: Стойности на GoldScore  функцията за всички модели на ДОР. 

 

Лиганди 

Стойности на функцията GoldScore за A-F моделите 

Модел 

А 

Модел 

В 

Модел 

С 

Модел 

D 

Модел 

Е 

Модел 

F 

[Cys(Bzl)
2
, Leu

5
]-enk 99,28 65,81 96,29 69 45,75 44,5 

[Cys(Bzl)
2
, Met

5
]-enk 95,71 57,63 99 25,2 30,48 30,59 

[Cys(O2NH2)
2
, Leu

5
]-enk 92,02 57,46 94,29 21,39 19,94 38,33 

[Cys(O2NH2)
2
, Met

5
]-enk 89,99 65,34 98,81 7,11 15,28 34,47 

[DCys(O2NH2)
2
, Leu

5
]-enk 88,15 35,61 94,99 21,15 36,2 85,47 

[DCys(O2NH2)
2
, Met

5
]-enk 97,41 61,39 90,17 36,6 60,98 51,49 

DPDPE 32,14 -22,15 16,74 -94,64 -141,06 0 

[HCys(O2NH2)
2
, Leu

5
]-enk 79,84 67,42 86,5 45,69 41,12 29,1 

[HCys(O2NH2)
2
, Met

5
]-enk 104,79 53,49 97,34 1,1 63,43 46,03 

[Leu
5
]-enk 91,61 59,72 88,69 77,27 85,78 75,07 

[Met
5
]-enk 98,44 66,34 90,28 83,52 78,47 85,6 



27 

 

Използвана е скоринг функцията по подразбиране – GoldScore. 

Резултатите са представени в Таблица 1.4. Използвайки данните от 

стойностите на in vitro параметрите за делта-опиоидни лиганди и 

резултатите от стойностите на скоринг функцията GoldScore е 

направен опит да се намери корелация между ефикасността на 

лигандите и резултатите от докинга за всички Mодели А-F. 

Установено е, че параметъра erel корелира добре с GoldScore скоринг 

функцията и моделите на ДОР (А-F), (Таблица 1.5). 

Таблица 1.5: Корелации между GoldScore функцията и erel, за Модели А-F. 

Модели Модел A Модел B Модел C Модел D Модел E Модел F 

Коефициент на 

Пирсън 
-0.6491 -0,6586 -0.6479 -0.6420 -0.7495 -0.5156 

След извършеното оценяване на моделите с различни софтуери 

(Раздел 3.2.1.2) се стигна до извода, че Модел В е по-подходящ за 

използване в in silico изследвания за установяване на връзката 

структура-биологична активност. Той е най-приемлив модел за по-

нататъшни изследвания, защото дава най-добри резултати при 

оценяването с Procheck и MolProbity. Също така показва значителна 

корелация между ефикасността на съединенията и GoldScore скоринг 

функцията от докинг изследванията (r = -0,6586). Ето защо с Модел В 

и делта-опиоидните лиганди (Таблица 1.1) е проведен докинг и с 

останалите скоринг функции от GOLD 5.2 [27], (Таблица 1.6).  

Таблица 1.6: Резултати от докинга на Модел В и 11 делта-опиоидни лиганди. 

Лиганди ASP ChemPLP ChemScore GoldScore 

[Cys(Bzl)
2
-Leu

5
]-enk 20,26 59,93 2,61 65,81 

[Cys(Bzl)
2
-Met

5
]-enk 25,16 76,95 9,85 57,63 

[Cys(O2NH2)
2
-Leu

5
]-enk 22,66 53,74 -2,9 57,46 

[Cys(O2NH2)
2
-Met

5
]-enk 26,18 18,21 -11,18 65,34 

[DCys(O2NH2)
2
-Leu

5
]-enk 24,31 3,26 -1,93 35,61 

[DCys(O2NH2)
2
-Met

5
]-enk -12,82 29,35 -13,51 61,39 

DPDPE 19,58 59,6 11,1 -22,15 

[HCys(O2NH2)
2
-Leu

5
]-enk 18,87 23,69 -6,39 67,42 

[HCys(O2NH2)
2
-Met

5
]-enk 23,84 8,7 -2,2 53,49 

[Leu
5
]-enkephalin 22,45 62,75 7,66 59,72 

[Met
5
]-enkephalin 33,9 26,99 13,79 66,34 
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Направен е опит да се намери 

корелация между данните от 

докинга (Таблица 1.6) и 

стойностите на in vitro 

параметрите от Таблица 1.1. 

Установена е значителна 

корелация между стойностите на 

ASP скоринг функцията и IC50 от 

in vitro параметрите (r=-0,8600). 

Тази корелация най-добре описва 

връзката между структурата на 

съединенията и биологичната им 

активност. Отрицателната корелация в този случай показва, че колкото 

по-високи са стойностите на скоринг функцията, толкова по-ниски са 

стойностите на IC50, и следователно активността на съединенията е по-

висока. Използвайки тази връзка докинга се провежда още 10 пъти в 

подобни условия за Модел В с ASP скоринг функцията. Установено е, 

че средната стойност на оценъчната функция корелира добре с IC50 за 

серията тествани съединения (Фигура 1.5). 

3.2.2.1.3.Резултати от докинга с модел на ДОР (еPDBid:1ozc) 

Проведен е молекулен докинг между теоретичния модел на ДОР 

(еPDBid:1ozc) и 11 делта-селективни енкефалинови аналози (Таблица 

1.1), посредством GOLD 5.2 [27], при който са използвани и четирите 

оценъчни функции заложени в него, (Таблица 1.7).  

Таблица 1.7:Резултати от докинга с ДОР(еPDBid:1ozc) и 11 опиоидни лиганди 

Лиганди ASP ChemPLP ChemScore GoldScore 

[Cys(Bzl)
2
-Leu

5
]-enk 43,99 91,06 32,99 64,68 

[Cys(Bzl)
2
-Met

5
]-enk 42,3 96,49 39,09 81,49 

[Cys(O2NH2)
2
-Leu

5
]-enk 41,72 85,52 26,37 67,72 

[Cys(O2NH2)
2
-Met

5
]-enk 40,43 78,97 22,52 73,91 

[DCys(O2NH2)
2
-Leu

5
]-enk 38,85 86,76 25,61 74,73 

[DCys(O2NH2)
2
-Met

5
]-enk 40 79,5 24,26 75,13 

DPDPE 37,11 65,17 29,14 57,67 

[HCys(O2NH2)
2
-Leu

5
]-enk 39,24 89,18 25,58 68,43 

[HCys(O2NH2)
2
-Met

5
]-enk 46,21 80,5 27,27 78,65 

[Leu
5
]-enkephalin 37,54 81,75 27,53 73,42 

[Met
5
]-enkephalin 41,01 78,21 28,97 73,26 

 

 

Фигура 1.5: Корелация между 
стойностите на ASP функцията и IC50. 
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Направен е опит да се намери 

корелация между резултатите от 

докинга и данните от in vitro 

изследванията (IC50, KA, erel) за 

изследваните съединения. 

Установена е значителна корелация 

между скоринг функцията 

GoldScore и in vitro параметъра erel, 

r = -0.7209 (Фигура 1.6). Това 

показва, че модела на ДОР 

(ePDBid:1ozc) се свързва добре с  

делта-селективните енкефалинови 

аналози. 

3.2.2.1.3.Резултати от докинга с модел на ДОР (PDBid:4ej4) 

Проведен е молекулен докинг с 11 делта-опиоидни лиганди 

(Таблица 1.1) и модела на ДОР с кристална структура (PDBid: 4ej4) в 

GOLD 5.2 [27], посредством четирите скоринг функции заложени в 

него. Резултатите са представени в Таблица 1.8.  

Таблица 1.8: Резултати от докинга с ДОР(PDBid4ej4) и 11 опиоидни лиганди 

Лиганди ASP ChemPLP ChemScore GoldScore 

[Cys(Bzl)
2
-Leu

5
]-enk 46,37 100,27 38,91 105,87 

[Cys(Bzl)
2
-Met

5
]-enk 45,45 115,41 35,19 110,88 

[Cys(O2NH2)
2
-Leu

5
]-enk 37,19 82,23 28,48 92,51 

[Cys(O2NH2)
2
-Met

5
]-enk 41,17 86,32 25,82 88,73 

[DCys(O2NH2)
2
-Leu

5
]-enk 43,59 97,44 31,84 80,42 

[DCys(O2NH2)
2
-Met

5
]-enk 42,3 92,25 31,55 96,14 

DPDPE 37,29 67,87 32,75 74,07 

[HCys(O2NH2)
2
-Leu

5
]-enk 39,87 88,37 26,55 93,09 

[HCys(O2NH2)
2
-Met

5
]-enk 41,97 87,44 29,23 100,61 

[Leu
5
]-enkephalin 41,12 91,81 31,62 90,69 

[Met
5
]-enkephalin 39,99 92,04 38,91 85,33 

Установени са значителни корелации между две скоринг функции: (А) 

между ASP функцията и in vitro параметъра erel с корелационен 

коефициент на Пирсън r = -0.6366, (Б) между ChemPLP и in vitro 

параметъра erel, r = -0.6742, (Фигура 1.7). Това е индикация, че 

 

Фигура 1.6: Корелация между 
стойностите на функцията 

GoldScore  и in vitro параметъра IC50. 
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формираните комплекси са стабилни и че, софтуера за докинг дава 

надеждни резултати за изследваните лиганди и модела на ДОР.  

 

Фигура 1.7: Корелации между стойностите на: (А) ASP скоринг функцията и 

erel и (Б) ChemPLP скоринг функцията и erel. 

След анализ на резултатите от корелационните зависимости  между 

докинг резултатите от трите модела на ДОР и стойностите на in vitro 

параметрите, се вижда, че значителни корелации се установяват за:  

- ДОР (Модел B): ASP Score/IC50 = -0.86, ASP Score/KA = -0.9381, и 

GoldScore/erel = -0.6589. 

- ДОР (ePDBid: 1ozc): GoldScore/erel = -0.7209;  

- ДОР (PDBid:4ej4)  ASP Score/erel = -0.6366 и ChemPLP/erel = -0.6742.  

Делта-селективните енкефалинови аналози бяха последователно 

използвани при докинга за всеки от моделите на ДОР и с всички 

скоринг функции. Сравнени са четирите скоринг функции, налични в 

GOLD 5.2 при докинга на делта-опиоидните лиганди с трите модела на 

ДОР. Анализът на получените данни показва, че след докинг с Модел 

В, стойностите на скоринг функциите кореалират най-добре с данните 

от in vitro тестовете и получената корелация има биологичен смисъл. 

Колкото е по-висока стойността на скоринг функцията и е по-ниска 

стойността на концентрацията, то толкова потентността на 

съединенията е по-голяма. 

3.2.2.2.Резултати от докинга за MOР (PDBid:4dkl) 

        Определянето на кристалната структура на мю-опиоидния 

рецептор (МОР), даде възможност за по-прецизни изследвания на 

лиганд-рецепторните взаимодействия и QSAR. Проведен е молекулен 

докинг с 13 мю-опиоидни лиганди (Таблица 1.2) и МОР (PDBid: 4dkl) 

чрез софтуера GOLD 5.2 [27] и всички скоринг функции в него. 

Получените резултатите са представени в Таблица 1.9, като те са 

използвани за намиране на корелации между резултатите от докинга и 
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in vitro параметрите с цел установяване на връзка между структурата 

на съединенията и биологичната им активност. 
Таблица 1.9: Резултати от докинга с MОР (PDBid4dkl) и мю-опиоидни лиганди 

Лиганди ASP ChemPLP ChemScore GoldScore 

[Cys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 46.89 88.38 20.44 86.71 

[Cys(O2NH2)
2-Met5]-enk 42.64 85.24 19.6 94.39 

Dalargin 45.69 89.17 22.05 76.01 

Dalarginamide 48.04 100.41 20.67 81.75 

Dalarginethylamide 49.94 97.06 28.75 95.40 

DAMGO 45.97 92.08 29.02 100.37 

 [D-Phe4]-Dalarginamide 45.48 80.67 14.31 75.37 

[L-Ala2]-Dalargin 46.93 84.69 21.28 53.13 

[Leu5]-enkephalin 41.59 85.89 25.95 95.27 

[Met5]-dalargin 48.95 98.60 23.27 95.43 

[Met5]-enkephalin 46.98 87.64 25.11 89.48 

N-Me-[D-Phe4]-

Dalarginamide 
53.22 88.91 19.17 85.02 

N-Me-[L-Phe4]-

Dalarginamide 
42.61 79.34 20.08 77.04 

Установена е значителна 

корелация, r = -0,6974 между 

ChemScore функцията и 

стойностите на IC50 в миентричен 

плексус на морско свинче 

(Фигура 1.8). Докингът  може да 

помогне да се обяснят in vitro 

резултатите и успешно да се 

използва в in silico дизайна на 

нови потентни агонисти на мю-

опиоидния рецептор като се 

спестяват много средства, време 

и експериментите с животни.  

3.2.3.Резултати от тримерното фитване на експерименталните 

данни с ДОР 

В този раздел целта е да се намери връзка между (1) резултатите 

от докинга, извършен чрез GOLD 5.2 [27] за трите модела на ДОР 

(ePDBid:1ozc, PDBid:4ej4 и Модел В); (2) резултатите за тоталната 

енергия, за лиганд-рецепторните комплекси, формирани след докинга 

и (3) стойностите на количествените параметри от in vitro тестовете 

 

Фигура 1.8: Корелация между 

ChemScore функцията и IC50. 
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(IC50, KA, erel)  за всички делта-селективни енкефалинови аналози  от 

Таблица 1.1, които са изчислени посредством ТХМ на Milanov & 

Pencheva [35,36]. 

3.2.3.1.Резултати  с ДОР (ePDBid:1ozc)  

В този раздел е използван теоретичен модел на ДОР 

(еPDBid:1ozc) и 11 делта-опиодни лиганди. Тоталната енергия на 

комплексите е изчислена чрез софтуера MMV [28] и MolDock скоринг 

функцията [329]. Тук е приложен методичния подход, описан в Глава 2 

(Раздел 2.5) и полиномен модел за фитване на експерименталните 

данни, посредством инструмента Surface Fitting Tool в Matlab [30]. 

Експерименталните данни за зависимата променлива z - стойностите 

на параметъра erel и независимите променливи х-стойности на 

GoldScore функцията и y - стойности за тоталната енергия на лиганд-

рецепторните комплекси са представени в Таблица 1.10. 

Таблица 1.10: Резултатите от стойностите на: функцията GoldScore, 

тоталната енергия на комплексите и на in vitro параметъра erel . 
Лиганди           Стойности на 

GoldScore 

Стойности на 

тотална енергия 

erel 

[Cys(Bzl)2-Leu5]-enk 64,68 -107.022 9.3 

[Cys(Bzl)2-Met5]-enk 81,49 -89.091 3.5 

[Cys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 67,72 -97.619 29.2 

[Cys(O2NH2)
2-Met5]-enk 73,91 -91.246 7.3 

[DCys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 74,73 -84.852 7.4 

[DCys(O2NH2)
2-Met5]-enk 75,13 -86.221 7.1 

DPDPE 57,67 -109.709 30.2 

[HCys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 68,43 -62.774 3.4 

[HCys(O2NH2)
2-Met5]-enk 78,65 -93.301 4.5 

[Leu5]-enkephalin 73,42 -81.869 5.8 

[Met5]-enkephalin 73,26 -118.971 3.6 

Тествани са полиноми от първа до трета степен за фитване на 

експерименталните данни по метода на най-малките квадрати. 

Използвани са следните статистически критерии за оценка в Matlab: 

SSE, R-square, Adj r-square и RMSE (Раздел 2.5). Най-добри стойности 

се получават за полином от трета степен (Poly33): 𝑅2 = 1.0, 𝑆𝑆𝐸 =
 0.009207, 𝑎𝑑𝑗 𝑅2 = 0.9999, 𝑅𝑀𝑆𝐸 = 0.0960, който има следния вид: 

     𝑓 𝑥, 𝑦 = 𝑎00 + 𝑎10 ∗ 𝑥 + 𝑎01 ∗ 𝑦 + 𝑎20 ∗ 𝑥
2 + 𝑎11 ∗ 𝑥 ∗ 𝑦 + 𝑎02 ∗ 𝑦

2 + 

                      + 𝑎30 ∗ 𝑥
3 + 𝑎21 ∗ 𝑥

2 ∗ 𝑦 + 𝑎12 ∗ 𝑥 ∗ 𝑦
2 + 𝑎03 ∗ 𝑦

3                    (1.46) 
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Стойностите на 

коефициентите на полинома 

са представени в Таблица1.11. 

За полиномите от първа, 

втора и трета степен са 

приложени критериите за 

оптималност на модели AIC 

[31] и BIC [32] от 

инструмента “Comparing 

Models” [34]. Получените 

резултати показват, че  

полинома от трета степен е 

оптимален.  

Графика на ефикасността 

като функция от стойностите 

на GoldScore скоринг 

функцията от докинга и 

стойностите на тоталната 

енергия на формираните 

лиганд-рецепторни комплек-

си в MMV [28] е представена 

на Фигура 1.9 чрез фитване 

на експерименталните данни 

с полином от трета степен в 

Matlab [30].  

 

3.2.3.2.Резултати с ДОР (PDBid: 4ej4) 

В този раздел е използван модел на ДОР с кристална структура 

(PDBid: 4ej4) и 11 делта-опиоидни лиганди от Таблица 1.1. Тествани са 

всички стойности на скоринг функциите от докинга, всички стойности 

от тоталната енергия за съответните лиганд-рецепторни комплекси за 

всички стойности на in vitro параметрите (IC50, KA, erel). При 

фитването, най-добри резултати са установени за ChemScore скоринг 

функцията. Резултатите от докинга, стойностите на тоталната енергия, 

изчислена за формираните лиганд-рецепторни комплекси и 

стойностите на erel от in vitro тестовете са представени в Таблица 1.12.  

И в този раздел е приложен методичния подход, описан в Глава 2 

(Раздел 2.5) и полиномен модел 1.46 за фитване на експерименталните 

данни, посредством инструмента Surface Fitting Tool в Matlab [30]. 

Експерименталните данни за зависимата променлива z (стойностите на 

Таблица 1.11: Средни стойности на 

коефициентите на полинома от трета 

степен, избран за оптимален. 

Коефициенти Средна стойност (95% 

доверителни граници) 

𝑎00  11.51     (9.823, 13.19) 

𝑎10  -11.07    (-16.13, -6.008) 

𝑎01  -22.37    (-33.1, -11.64) 

𝑎20  16.71      (14.65, 18.78) 

𝑎11 3.451        (-6.742, 13.64) 

𝑎02   -0.6185   (-3.866, 2.629) 

𝑎30  -12.15       (-14.89, -9.411) 

𝑎21  19.03        (11.96, 26.11) 

          𝑎12 44.7          (29.97, 59.43) 

𝑎03  14             (7.377, 20.62) 

 

 
Фигура 1.9: 3D графика на фитването на 

експерименталните данни за модел на ДОР 

(еPDBid:1ozc) чрез полином от трета степен. 
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in vitro параметъра erel) и независимите променливи х (стойности на 

ChemScore скоринг функцията) и y (стойности за тоталната енергия на 

лиганд-рецепторните комплекси) в Таблица 1.13. 

Таблица 1.12: Резултатите от стойностите на ChemScore функцията, 

стойностите на тоталната енергия на лиганд-рецепторните комплекси и 

стойностите на параметъра erel от in vitro тестовете. 
Лиганди           Стойности на 

ChemScore 

Стойности на 

тотална енергия 

erel 

[Cys(Bzl)2-Leu5]-enk 38.91 -170.657 9.3 

[Cys(Bzl)2-Met5]-enk 35.19 -125.108 3.5 

[Cys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 28.48 -118.805 29.2 

[Cys(O2NH2)
2-Met5]-enk 25.82 -87.343 7.3 

[DCys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 31.84 -136.187 7.4 

[DCys(O2NH2)
2-Met5]-enk 31.55 -139.449 7.1 

DPDPE 32.75 -100.702 30.2 

[HCys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 26.55 -112.164 3.4 

[HCys(O2NH2)
2-Met5]-enk 29.23 896.877 4.5 

[Leu5]-enkephalin 31.62 -119.009 5.8 

[Met5]-enkephalin 32.22 -106.792 3.6 

Получените модели са оценени чрез статистически критерии за оценка 

на фитването на експерименталните данни (Глава 2), като най-добри 

стойности се получават за полином от трета степен: 𝑅2 = 0.9990, 

𝑆𝑆𝐸 =  0.9631, 𝑎𝑑𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒𝑑 𝑅2 = 0.9901, 𝑅𝑀𝑆𝐸 = 0.9814, което показва, 

че модела от трета степен фитва добре експерименталните данните.  

Коефициентите на 

полинома са представени в 

Таблица 1.13. За 

полиномите от първа, втора 

и трета степен са 

приложени критериите за 

оптималност на модели 

AIC [31] и BIC [32], 

прилагайки инструмента за 

сравняване на модели 

“Comparing Models” [34]. 

Получените резултати 

показват, че полинома от 

трета степен е оптимален.  

Таблица 1.13: Средни стойности на 
коефициентите на получения полином от трета 

степен, избран като оптимален: 

Коефициенти Средна стойност (95% 
доверителни граници) 

𝑎00  -188.4     (-705.4;  373.7) 

𝑎10    1855     (-17.99;  3279) 

𝑎01  -828.1    (-4019;  2363) 

𝑎20  740.8     (48.93;  1433) 

𝑎11    1.3        (-397.5; 2.639) 

𝑎02   839.8     (-1929; 3609) 

𝑎30   83.1       (29.72; -136.5) 

𝑎21  2506       (119.9, 4892) 

𝑎12 2.3         (-1630; 4.563) 

  𝑎03 4556      (-1526; 1.065) 
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Графика на ефикасността 

като функция от 

стойностите на ChemScore 

скоринг функцията от 

докинга и стойностите на 

тоталната енергия на 

формираните комплекси в 

MMV [28] е представена 

на Фигура 1.10 чрез 

фитване на експериментал-

ните данни с полином от 

трета степен в Matlab [30].  

3.2.3.3. Резултати от тримерното фитване за ДОР (Model B) 

        В този раздел е използван моделa на ДОР, получен чрез ХМ в 

Chimera (Модел В) и 11 делта-опиоидни лиганди от Таблица 1.1. При 

фитването на експерименталните данни в Matlab [30] за ДОР (Модел 

В), отново  както и при фитването за ДОР (PDBid: 4ej4) и ДОР 

(ePDBid:1ozc), са тествани всички стойности на скоринг функциите от 

докинга, всички стойности от тоталната енергия за съответните 

лиганд-рецепторни комплекси и стойностите на всички параметри от 

in vitro тестовете (IC50, KA, erel). Най-добри резултати са установени за 

ASP скоринг функцията и параметъра IC50 от in vitro тестовете. И тук е 

приложен методичния подход, описан в Глава 2 (Раздел 2.5) и 

полиномен модел за фитване на експерименталните данни, 

посредством инструмента Surface Fitting Tool в Matlab [30]. 

Експерименталните данни за зависимата променлива z (стойностите на 

in vitro параметъра IC50) и независимите променливи х (стойности на 

ASP скоринг функцията) и y (стойности за тоталната енергия на 

лиганд-рецепторните комплекси) в Таблица 1.14. 

Таблица 1.14: Резултатите от стойностите на ASP скоринг функцията, 

стойностите на тоталната енергия на лиганд-рецепторните комплекси и 

стойностите на параметъра IC50 от in vitro тестовете. 
Лиганди           Стойности на 

ASP функцията 

Стойности на 

тотална енергия 

IC50 

[Cys(Bzl)2-Leu5]-enk 20.26 -77.135 8.3 

[Cys(Bzl)2-Met5]-enk 25.16 -98.91 9.53 

[Cys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 22.66 -99.678 1.29 

[Cys(O2NH2)
2-Met5]-enk 26.18 -88.498 2.22 

[DCys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 24.31 -66.115 11.4 

[DCys(O2NH2)
2-Met5]-enk -12.82 897.265 75.96 

 
Фигура 1.10: 3D графика на фитването на 

експерименталните данни за модел на ДОР 

(PDBid: 4ej4) чрез полином от трета степен. 
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DPDPE 19.58 -75.943 6.18 

[HCys(O2NH2)
2-Leu5]-enk 18.87 -90.567 31.92 

[HCys(O2NH2)
2-Met5]-enk 23.84 -80.137 16.09 

[Leu5]-enkephalin 22.45 -104.149 11.45 

[Met5]-enkephalin 33.9 -112.752 18.91 

Получените модели са оценени за това колко добре фитват 

експерименталните данни чрез статистическите критерии SSE, 𝑅2, 

𝑎𝑑𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒𝑑 𝑅2  и RMSE (Глава 2), като най-добри резултати отново се 

получават за полином от трета степен (Poly33): 𝑅2 = 1.0, 𝑆𝑆𝐸 =
 0.2460, 𝑎𝑑𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒𝑑 𝑅2 = 0.9999, 𝑅𝑀𝑆𝐸 = 0.1568. Това е индикация, че 

полученият полином от трета степен за фитване експерименталните 

данни в тримерното пространство е добър. Този модел може да бъде 

записан отново чрез Уравнение 1.46. Коефициентите на полинома са 

представени в Таблица 1.15. 

За полиномите от първа, 

втора и трета степен са 

приложени критериите за 

оптималност на модели AIC 

[31] и BIC [32], изчислени в 

чрез инструмента “Comparing 

Models” [34]. От получените 

резултатите  за стойностите 

на тези критерии за 

експерименталните данни за 

модел Модел В се установи, 

че  полинома от трета степен 

е оптимален. 

 

Графика на потентността 

като функция от стойностите 

на ASP скоринг функцията от 

докинга и стойностите на 

тоталната енергия на 

формираните комплекси в 

MMV [28] е представена на 

Фигура 1.11 чрез фитване на 

експерименталните данни с 

полином от трета степен в 

Matlab [30].  

Таблица 1.15: Средни стойности на 

коефициентите на  полинома от  3 степен: 

Коефициенти Средна стойност (95% 
доверителни граници) 

𝑎00  416.5      (319.1;  514) 

𝑎10  -2420     (-3089;  -1751) 

𝑎01  111.7        (-248.9;    472.4) 

𝑎20  -3299          (-3796;    -2801) 

𝑎11 -2.164       (-2.687;   -1.639) 

𝑎02   -1.439      (-1.829;   -1.049) 

𝑎30   -864.7      (-989.5;   -739.8) 

𝑎21  -1.301        (-1.493;  -1.109) 

𝑎12 -4.613        (-5.623;  -3.602) 

  𝑎03 -3.382        (-4.211;   -2.552) 

 

 
Фигура 1.11: 3D графика на фитването на 
експерименталните данни за модел В с  

полином от трета степен. 
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3.2.4. Дискусия 

В този раздел са обсъдени резултатите от хомоложното 

моделиране на ДОР, молекулния докинг проведен с мю- и делта-

опиоидни лиганди с МОР и ДОР и резултатите от тримерното фитване 

на експерименталните данни за ДОР.  

Проведен е сравнителен анализ, който доказва качествата на 

генерирания модел на човешки ДОР чрез хомоложно моделиране в 

софтуера Chimera - Модел В в сравнение с теоретичния модел и модела 

с кристална структура на ДОР, чрез използване на потентни активни и 

селективни делта-опиоидни лиганди.   

Анализът на получените данни показва, че след докинг с Модел 

В, стойностите на скоринг функциите кореалират най-добре с данните 

от in vitro тестовете. Освен това използването на ASP скоринг 

функцията позволява по-прецизен докинг с тестваните лиганди, 

защото е установена значителна корелация между ASP скоринг 

функцията и потентността, r = -0.86. Получената корелация има 

биологичен смисъл, защото колкото е по-висока стойността на скоринг 

функцията и е по-ниска стойността на концентрацията, то толкова 

потентността на съединенията е по-голяма.  

Описана е биологичната активност на делта-селективните 

енкефалинови аналози (Таблица 1.1) чрез тримерно моделиране с 

полином на две променливи от трета степен, при което in vitro 

параметрите афинитет, ефикасност и потентност са представени като 

функции от стойностите на скоринг функцията от докинга и тоталната 

енергия на формираните лиганд-рецепторни комплекси. Това е един 

начин за определяне на QSAR. 

След анализ на получените резултати се вижда, че докинг 

процедурата може да помогне да се обяснят in vitro резултатите за 

изследваната серия от мю- и делта- опиоидни аналози и успешно да се 

използва в in silico дизайна на нови потентни агонисти за мю- и делта-

опиоидни рецептори, като по този начин се спестяват много средства и 

време и най-вече експериментите с животни. Компютърното 

моделиране и QSAR подходите са ключов инструмент при търсене и 

прогнозиране на нови биологично активни вещества на база 

свойствата на вече известните такива. 
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ИЗВОДИ 

1. Разработен е вариант на теоретичния хиперболичен модел на 

фармакологичен агонизъм, посредством включване на механизма 

на del Castillo–Katz за активиране на рецептора.  

2. Изведени са експлицитни формули за пресмятане на основните 

параметри на фармакологичен агонизъм: афинитет и ефикасност. 

3. Разработеният вариант на теоретичния хиперболичен модел и 

изведените експлицитни формули за пресмятане на параметрите на 

фармакологичен агонизъм, описват и интерпретират по-пълно 

поведението на частичните агонисти и връзката между структурата 

на лиганда и биологичния му ефект, за което са представени 

доказателства. 

4. Построен е Марковски процес, за моделиране на лиганд-

рецепторни взаимодействия. 

5. С апарата на системите за масово обслужване като Марковски 

процес са пресметнати пределните вероятности. Експлицитните  

значения на тези вероятности показват, че такава СМО адекватно 

моделира лиганд-рецепторното взаимодействие, дори в случая на 

един рецептор и един лиганд. 

6. За първи път в България е генериран модел на делта-опиоиден 

рецептор на базата на хомоложно моделиране, приложим за 

решение на докинг задачи. Проведен е сравнителен анализ, който 

доказва качествата на генерирания модел в сравнение с 

теоретичния модел и модела с кристална структура на делта-

опиоидния рецептор, чрез използване на потентни активни и 

селективни делта-опиоидни лиганди.  

7. Разработеният модел на делта-опиоидния рецептор чрез хомоложно 

моделиране позволява оптимално да се определи афинитета на 

свързване чрез така наречената ASP скоринг функция. 

8. Представени са доказателства, че стойностите на скоринг 

функцията ASP позволяват да се определи потентността и 

ефикасността на агонисти. 

9. Чрез решаване на задачата за молекулен докинг е проведена 

биоинформатична и фармакологична оценка на активността и 
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селективността на серия от делта- и мю-опиоидни лиганди с 

модели на делта- и мю-опиоидни рецептори.  

10. Представени са доказателства, за наличие на корелация между 

докинг резултати с делта- и мю-опиоидни рецептори и параметри 

на селективните лиганди, установени in vitro.  

11. Създадените in silico модели на делта- и мю-опиоидни рецептори 

могат да се прилагат за идентифициране и оценка на активност и 

селективност на мю- и делта-опиоидни лиганди. 

12. Описана е биологичната активност на лигандите чрез тримерно 

моделиране, при което in vitro параметри афинитет, ефикасност и 

потентност са представени като функции на значението на скоринг 

функцията от докинга и тоталната енергия, изчислена за лиганд-

рецепторните комплекси. Това е направено за всяка от четирите 

скоринг функции в GOLD. 
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