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Аннотация. Проведены исследования по конструированию биоактивной устойчивой к 

протеолизу пептидной последовательности белка CDF-11 с последующим синтезом плазми-

ды, кодирующей его экспрессию в E.coli. Прогнозирование биологической активности, ус-

тойчивости к протеолизу и биодоступности пептидной последовательности проводили на 

платформе ADMET. Синтез плазмид пептидной последовательности нового рекомбинантно-

го белка осуществляли в Российской биотехнологической компании «Евроген» (г. Москва) 

методом циклической сборки из олигонуклеотидов. Молекулярно-массовое распределение 

пептидной последовательности оценивали масс-спектрометрическим методом. Идентифика-

цию пептида осуществляли методом MALDI-TOF MS Ultraflex. Проведена циклизация пеп-

тидной последовательности белка GDF-11 LQIIYGKIPR путем введения и сшивания трех ос-

татков цистеина. В результате получена новая последовательность LQСIIYСGKIСPR. Про-

гнозируемые значения показателей биодоступности и клинического применения нового пеп-

тида свидетельствуют об эффективности предложенной его модификации и возможности пе-

рорального применения. Для экспрессии рекомбинантного белка с повышенной стабильно-

стью к протеолизу и биодоступностью, содержащего последовательность циклического пеп-

тида, получена и синтезирована плазмида, определена последовательность аминокислот в 

ней. Дальнейшие исследования будут направлены на экспрессию модифицированного белка 

GDF 11 mut в E.coli. 
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Введение 

В качестве функциональных ингредиен-

тов пищевых продуктов в основном исполь-

зуются биологически активные вещества 

(БАВ) с молекулярной массой более 5000 Да, 

в частности, белки и полипептиды. Короткие 

и олигопептиды находятся в диапазоне моле-

кулярных масс от 500–5000 Да и имеют много 

преимуществ перед другими БАВ и пептида-

ми, в частности, более простая структура (ли-

нейная), способность взаимодействовать с 

малоизученными мишенями, недорогой син-

тез, пониженная иммуногенность и улучшен-

ное проникновение в ткани. На фармацевти-

ческом рынке США, Европы и Японии пред-

ставлено более 100 пептидных препаратов, 

используемых для лечения ряда заболеваний. 

В основном это пептидные препараты для 

инъекций, но следует отметить, что наиболее 

удобным методом применения БАВ является 

пероральный, поскольку позволяет потреби-

телю принимать его самостоятельно.  

Одним из современных направлений в 

пищевой промышленности является создание 

обогащенных продуктов, в том числе функ-

ционального и специализированного назначе-

ния с использованием в рецептуре пищевых 

пептидов. Вопросам разработки обогащенных 

мясопродуктов биологически активными ве-

ществами посвящены исследования авторов 
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Abstract. Studies have been conducted on the construction of a bioactive proteolysis-resistant 

peptide sequence of the CDF-11 protein followed by the synthesis of a plasmid encoding its ex-

pression in E.coli. The prediction of biological activity, resistance to proteolysis and bioavailability 

of the peptide sequence was carried out on the ADMET platform. The synthesis of plasmids of the 

peptide sequence of a new recombinant protein was carried out in the Russian biotechnology com-

pany “Eurogen” (Moscow) by cyclic assembly of oligonucleotides. The molecular weight distribu-

tion of the peptide sequence was evaluated by mass spectrometry. The peptide sequence was iden-

tified by the MALDI-TOF MS Ultraflex method. The peptide sequence of the GDF-11 

LQIIYGKIPR protein was cyclized by introducing and crosslinking three cysteine residues and a 

new LQIIYGKIPR sequence was obtained. The predicted values of the bioavailability and clinical 

use of the new peptide indicate the effectiveness of its proposed modification and the possibility of 

oral administration. For the expression of a recombinant protein with increased stability to proteol-

ysis and bioavailability containing a cyclic peptide sequence, a plasmid was obtained and synthe-

sized, and the sequence of amino acids in it was determined. Further research will focus on the ex-

pression of the modified GDF 11 mut protein in E.coli. 
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[1, 2]. Для пищевых целей биологически ак-

тивные пептиды можно выделить из дрожжей 

Saccharomyces cerevisiae [3, 4]. Следует отме-

тить, что существенным ограничением произ-

водства и применения пероральных пептидов 

является их низкая или вообще отсутствую-

щая пероральная биодоступность в результате 

гидролиза в желудочно-кишечном тракте 

(жкт). Поэтому перед биотехнологической 

промышленностью стоит сложная и в некото-

рых случаях даже может быть невыполнимая 

задача создание пептидов, устойчивых к про-

теолизу. Пептиды, поступая в желудочно-

кишечный тракт (жкт), подвергаются фермен-

тативному гидролизу под действием амилазы 

и липазы, катепсина, пепсина, трипсина, хи-

мотрипсина и карбоксипептидазы [5]. Другим 

недостатком всех пептидов является их ко-

роткий период полураспада в крови, который 

определяется действием экзопептидаз, ответ-

ственных за химическую нестабильность и 

распад пептидов в кровотоке [6]. Проблема 

биодоступности пероральных пептидов свя-

зана также с тем, что в клубочках почек име-

ются поры в размером ~8 нм, и циркулирую-

щие пептиды с массой менее 25 кДа фильт-

руются через эти клубочки и не реабсорбиру-

ются через почечные канальцы [7]. Поэтому 

немногие пероральные пептидные препараты 

подтвердили эффективность в клинических 

испытаниях. Но вместе с тем выделяют эф-

фективные пептиды для приема внутрь, в ча-

стности, семаглутид, который используется 

для лечения сахарного диабета 2 типа. Семаг-

лутид применяется с Натрий N- [8-(2-

гидроксибензоил)аминокаприлат], который 

действует как буферный агент в желудке, что 

позволяет снизить активность протеолизи-

рующих ферментов [6].  

Для повышения эффективности примене-

ния пероральных пептидов необходимо пре-

дотвратить их ферментативный гидролиз, что 

возможно путем циклизации пептидных свя-

зей тремя способами: от начала пептида к 

концу, от начала или конца пептида к боковой 

цепи, от боковой цепи к боковой цепи. По-

следний носит название «сшивание». Этот 

способ позволяет зафиксировать вторичную 

структуру пептида и усилить его биологиче-

ские свойства. Существуют две подгруппы 

пептидных сшивающих средств (СС): одно-

компонентные (1C) и двухкомпонентные (2C). 

В однокомпонентном пептидном сшивании 

(1C-СС) имеется внутримолекулярная связь 

между боковыми цепями аминокислот и мо-

жет допускаться циклизация в зависимости от 

вторичной структуры. Циклизация вторичной 

структуры позволяет стабилизировать линей-

ные пептиды [8, 9], уменьшая потерю энтро-

пии при связывании с мишенью. Дисульфид-

ная связь является наиболее распространен-

ным типом циклизации. Богатые дисульфида-

ми пептиды, такие как циконотид, использу-

ются в клинических целях [10]. Высокую эф-

фективность применения показал сшитый 

пептид ALRN-5281, который используется 

для лечения дефицита гормона роста [11]. 

Общая концепция 2C-CC заключается в 

сшивании трех остатков цистеина с трех-

функциональным линкером с образованием 

устойчивой конструкции пептида [12]. 

Также для решения проблемы быстрого 

выведения пептидов необходимо увеличить 

общий суммарный заряд пептидной последо-

вательности. Пептиды, которые приобретают 

суммарный низкий положительный заряд, как 

правило, имеют более длительный период по-

лураспада по сравнению с пептидами с сум-

марным отрицательным зарядом [13].  

Пептидные последовательности опреде-

ляют биологические свойства белков. Одним 

из необходимых белков для организма челове-

ка является белок GDF-11- фактор роста. Он 

синтезируется во многих органах и тканях че-

ловека и способен предотвращать процессы 

старения [14, 15]. В исследованиях на лабора-

торных мышах доказано, что введение в раци-

он белка GDF-11 животным предупреждает 

гипертрофию сердца и фиброз. Эффективность 

применения белка зависит от дозировки, спо-

соба введения (пероральный, инъекция и др.), 

при этом высокие дозы не токсичны [16]. 

Целью исследований является конструи-

рование биоактивной устойчивой к протеоли-

зу пептидной последовательности белка CDF-

11 с последующим синтезом плазмиды, коди-

рующей его экспрессию в E.coli. 

Следует отметить, что использование 

генно-модифицированных пищевых продук-

тов запрещено Федеральным законом от 3 

июля 2016 г. № 358-ФЗ «О внесении измене-

ний в отдельные законодательные акты Рос-

сийской Федерации в части совершенствова-

ния государственного регулирования в облас-

ти генно-инженерной деятельности», но на-

учные исследования в области биотехнологии 

рекомбинантых белков и пептидов разрешены 

и приветствуются. 
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Объекты и методы исследований  

В качестве объектов исследований ис-

пользованы: 

– белок CDF-11, частью которого являются 

пептидная последовательность LQIIYGKIPR; 

– новый пептид LQСIIYСGKIСPR с цик-

лизацией по способу двухкомпонентного пеп-

тидного сшивания; 

– кодирующая плазмида синтез нового 

пептида LQСIIYСGKIСPR с условным назва-

нием pET-25b(+)_GDF-11_mut. 

Белок CDF-11 имеет трехмерную струк-

туру, которая определяет его биологическую 

активность. На рис. 1 представлена трехмер-

ная структура белка CDF-11 (https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/gene/10220#gene-expression). 

 

 
 

Рис. 1. Трехмерная структура белка CDF-11 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ 

10220#gene-expression) 

 

 Для изучения биоактивности и биодос-

тупности новой пептидной последовательно-

сти белка GDF-1 предварительно ее преобра-

зовали  в строку программы SMILES 

(Simplified Molecular Input Line Entry System) 

(https://novoprolabs.com/ tools/convert-peptide-

to-smiles-string) с помощью инструмента 

PepSMI.  

Прогнозирование биологической актив-

ности, устойчивости к протеолизу и биодос-

тупности пептидной последовательности про-

водили на платформе ADMET (https://admet-

mesh.scbdd.com/). 

Синтез плазмид пептидной последова-

тельности LQСIIYСGKIСPR нового рекомби-

нантного белка осуществляли в Российской 

биотехнологической компании «Евроген» 

(г. Москва) методом циклической сборки из 

олигонуклеотидов (PCA, рolymerase cycling 

assembly). Сначала были синтезированы оли-

гонуклеотиды, комплементарные либо одной, 

либо другой цепи гена, перекрывающиеся 

участками в 20–30 пар оснований. Затем с по-

мощью ДНК-полимеразы были достроены 

цепи с заполнением промежутков между оли-

гонуклеотидами. На последнем этапе сконст-

руированный ген амплифицировался путем 

стандартной ПЦР. Последовательности, коди-

рующие белок GDF-11mut, после амплифика-

ции обрабатывали эндонуклеазами рестрик-

ции BamHI и XhoI и клонировали в вектор 

pET-25b(+) по сайтам узнавания этих фермен-

тов. Клоны были отсеквенированы методом 

Сэнгера. 

Молекулярно-массовое распределение 

пептидной последовательности оценивали 

масс-спектрометрическим методом [17]. 

Идентификацию пептидной последовательно-

сти осуществляли методом MALDI-TOF MS 

Ultraflex (Bruker, Германия) [18]. 

Результаты исследований 

Проведена циклизация пептидной после-

довательности белка GDF-11 LQIIYGKIPR 

путем введения и сшивания трех остатков 

цистеина, так как белок имеет трехмерную 

структуру и не является линейным. Получен-

ная последовательность LQСIIYСGKIСPR 

позволяет создать устойчивую конструкцию 

всего белка, который можно в дальнейшем 

рассматривать как перспективный пищевой 

ингредиент при условии доказательства безо-

пасности применения. 

 Кроме того, циклизация пептида позво-

ляет повысить проницаемость им клеток, сни-

зить общий почечный клиренс, что увеличи-

вает период полувыведения пептида из систе-

мы кровообращения [8, 9].  

Пептид может определяться как «лекар-

ственно подобное вещество», если он удовле-

творяет критериям правила Липински. Это 

правило включает несколько фундаменталь-

ных критериев: молекулярная масса (< 500 

Да), количество доноров с Н-связью  5, ак-

цепторов с Н-связью  10 и log P < 5. Моле-

кулы, удовлетворяющие этим требованиям, 

будут биодоступны при приеме внутрь [19], 

но встречаются пептиды, характеристики ко-

торых не соответствуют правилу Липински, 

но они эффективны при пероральном приме-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10220#gene-expression
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10220#gene-expression
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10220#gene-expression
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10220#gene-expression
https://novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string
https://novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string
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нении. Для приема внутрь пептидам необхо-

димо иметь молекулярную массу до 1200 Да и 

быть в диапазоне по показателю log P от 5 до 

8 ед. Доступные пероральные пептиды со-

держат в 5 раз больше доноров и акцепторов 

Н-связей [19].  

Проведено прогнозирование показателей 

новой пептидной последовательности 

LQСIIYСGKIСPR на соответствие правил 

Липински и другим критериям биодоступно-

сти. Результаты представлены в таблице. 

Предварительно пептид был преобразо-

ван в строку SMILES (Simplified Molecular 

Input Line Entry System), т. е. проведена ком-

пьютерная сборка пептида в виде строки тек-

ста, однозначно описывающей каждый атом и 

связь в молекуле способом, доступным ма-

шинной обработке. Получен следующий ре-

зультат: 

N[C@@]([H])(CC(C)C)C(=O)N[C@@]([H])(C

CC(=O)N)C(=O)N[C@@]([H])([C@]([H])(CC)

C)C(=O)N[C@@]([H])([C@]([H])(CC)C)C(=O)

N[C@@]([H])(Cc1ccc(O)cc1)C(=O)NCC(=O)N

[C@@]([H])(CCCCN)C(=O)N[C@@]([H])([C

@]([H])(CC)C)C(=O)N1[C@@]([H])(CCC1)C 

(=O)N[C@@]([H])(CCCNC(=N)N)C(=O)O,  

который был использован для создания 2D-

модели пептида, представленной на рис. 2. 

 
Рис. 2. 2D-модель новой пептидной последовательности LQСIIYСGKIСPR 

 
Прогнозирование показателей новой пептидной последовательности LQСIIYСGKIСPR 

Показатель 
Прогнозируемое  

значение 

Рекомендуемое 

значение 

Молекулярная масса, Да 1199,74 До 1200 Да 

logP, моль/л 5,63 5–8 

logD7.4, логарифмических 

моль /л 
1,01 Менее 3 

Количество доноров акцепто-

ров nHD, ед. 
20,0 Более 16 

pka (кислота), ед. 6,17 Ниже базового 6,862 

Fu,% 95,312 Более 20 

PPB, % 8,152 Менее 90 

CL плазма, мл/мин/кг 2,03 0–5: отлично; 5–15: средний; > 15: плохо 

T1 /2, ч 4,286 Средний период полувыведения от 4 до 8 

VDss, л/кг 0,237 0 до 20  

Fsp
3
, ед. 0,684 Более 0,42 

MCE-18, ед. 104,833 Более 45 
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Результаты исследования характеристик 

пептидной последовательности свидетельст-

вуют о том, что она устойчива к протеолизу и 

соответствует рекомендуемым показателям 

для пероральных пептидов, представленных в 

работе [19], и правилу Липински. Так, моле-

кулярная масса составляет до 1200 кДа, пока-

затель logP, отражающий липофильность и 

возможность пептида растворяться, на уровне 

5,63 при рекомендуемом значении от 5 до 8 

моль/л [20]. Одним из важных показателей 

биодоступности пероральных пептидов явля-

ется logD7.4, отражающий баланс между ли-

пофильностью и гидрофильностью. По нему 

оценивают возможность пептида проникать в 

клетку, т. е. достигать клеток-мишеней. В ис-

следуемом пептиде logD7,4 на уровне 1,01 

логарифмических моль/л при оптимальном 

значении менее 3.  

Количество доноров акцепторов позволят 

судить о возможности пептида проникать че-

рез стенки кишечника и всасываться в кровь. 

Оптимальное значение для пептидов с воз-

можностью перорального применения более 

16,0 в исследуемом пептиде составляет 20 ед. 

При pka ниже базового пептид характери-

зуется высокой всасываемостью. Базовое зна-

чение этого показателя у исследуемого пеп-

тида составляет 6,862 ед. Установлено, что 

pka (кислота) пептида составляет 6,17 ед., что 

ниже базового. 

Показатель Fu отражает возможность 

пептида находиться в несвязанном состоянии 

в крови и проникать в клетки-мишени. Значе-

ние показателя более 20 % свидетельствует о 

его стабильности в кровотоке и доступности 

клеткам. У исследуемого пептида Fu равен 

95,312 %, что согласуется со значением PPB 

(уровень связывания с белками плазмы). Ве-

щества со значением PPB менее 90 % харак-

теризуются высокой эффективностью клини-

ческого применения. У исследуемого пептида 

PPB составляет 8,152 %. 

Пептид относится к веществам со сред-

ним периодом выведения и с необходимым 

плазменным клиренсом. Показатель VDss 

пептида имеет оптимальное значение, что от-

ражает наряду с плазменным клиренсом его 

устойчивость к действию протеолитических 

ферментов, доступности организму и эффек-

тивности действия. Показатель Fsp
3
 показыва-

ет эффективность клинического применения 

на основании хорошей растворимости. Значе-

ние Fsp
3 

исследуемого пептида соответствует 

оптимальному. По показателю MCE-18 судят 

в целом о биологической активности пепти-

дов. Значение более 45 является оптималь-

ным. У исследуемого пептида – на уровне 

104,833 ед. 

Таким образом, циклический пептид 

LQСIIYСGKIСPR соответствует правилу Ли-

пински для пероральных пептидов, устойчив 

к протеолизу в жкт и ферментам крови, явля-

ется биодоступным и эффективным. Следова-

 

 
 

Рис. 3. Хроматограмма праймера плазмиды pET-25b(+)_GDF-11_mut,  
кодирующая экспрессию пептида LQСIIYСGKIСPR в E.coli 
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тельно, целесообразно рассмотреть возмож-

ность его биологического синтеза в живом 

организме для последующего выделения и 

использования. 

Проведены исследования по созданию 

плазмиды, кодирующей пептид 

LQСIIYСGKIСPR с возможностью ее встраи-

вания в биологический объект E. Coli и с по-

следующей экспрессии исследуемого пептида. 

Полученная плазмида получила условное 

название pET-25b(+)_GDF-11_mut. Хромато-

грамма праймера плазмиды, кодирующая экс-

прессию пептида LQСIIYСGKIСPR в E.coli, 

представлена на рис. 3.  

Хроматограмма имеет следующую после-

довательность аминокислот: 

AACAATCAGCTTCTTTCGGGCTTTGTTAG

CAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGG

TGCTCGACATCCTCGGGGTCTTCCGGGGC

GAGTTCTGGCTGGCTAGCCCGTTTGATCT

CGAGACTACATCCGCATCGATCAACCACC

ATACGTGGGATCTTACCATAAATAATCTG

AAGTTTAGGATTAAAGTACAGCATGTTAA

TGGGCGACATCTTGGTAGGTGTGCAGCAC

GGGCCCGCATGGCTACAGCGCGGATTGG

CATGTACTAAATGGGTGTGCGGATATTTC

TGACCAAACATGTACTCGCAGTTGCCAGA

GCAATAGTTTGCTTTGTAACGGCGCGGAG

CAATGATCCAATCCCAGCCGAACGCTTCG

AAATCGACCGTCAGCGGATAACGA. 

Выводы  
В результате исследований проведена 

циклизация части пептидной последователь-
ности белка GDF 11. Получена новая после-
довательность аминокислот LQСIIYСGKIСPR 
путем введения и сшивания трех остатков 
цистеина для образования устойчивой к про-
теолизу в жкт и крови конструкции пептида. 
Прогнозируемые значения показателей био-
доступности и клинического применения пеп-
тида свидетельствуют об эффективности 
предложенной циклизации пептида и возмож-
ности перорального применения. Для экс-
прессии рекомбинантного белка с повышен-
ной стабильностью к протеолизу и биодос-
тупностью, содержащего последовательность 
циклического пептида, получена и синтезиро-
вана плазмида, определена последователь-
ность аминокислот в ней. Дальнейшие иссле-
дования будут направлены на экспрессию 
белка GDF 11 mut E.coli. 
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