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Разработку антитромбоцитарного пептида проводили с использованием протеом-
ных баз данных и базы данных циклических пептидов Cybase. Прогнозирование токсич-
ности осуществляли на платформе ADMETl ab 3. В качестве каркаса был применен 
циклический пептид с названием PLP-5 под номером 1375 в базе данных циклических 
пептидов Cybase. Получен новый пептид с аминокислотной последовательностью 
QLSNGLFVDYLWW. По предсказателю биологической активности пептидов он име-
ет биоактивность на уровне 0,81968 ед. при максимальной 1. Пептид не вызывает 
острую токсичность при пероральном применении, не токсичен для сердца, печени, 
слизистых глаз и дыхательных путей, не мутагенен, не цитотоксичен, что позволяет 
его рекомендовать в качестве функционального ингредиента для пищевой продукции 
специализированного назначения, но при условии подтверждения эффективности в 
экспериментах in vitro. 

Ключевые слова: циклические пептиды, антитромботические свойства, био-
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Введение

Заболевания сердечно-сосудистой системы являются одной из ос-
новных причин смертности [1]. Осложнением таких заболеваний может 
быть тромбоз, приводящий к развитию ишемического инсульта, инфар-
кта миокарда и других патологий [2]. Для предупреждения образования 
тромбов используются антитромбоцитарные препараты, в частности 
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аспирин. В основном такие лекарственные препараты вызывают ряд 
побочных эффектов, что ограничивает их применение [3]. Поэтому со-
здание новых биологически активных веществ с антитромбоцитарным 
действием остается важным направлением биотехнологических иссле-
дований. Но прежде чем создавать вышеуказанные биоактивные веще-
ства, целесообразно рассмотреть механизм образования тромбов для 
обоснования наличия предлагаемых действующих начал.

В образовании тромбов участвует молекула клеточной адгезии, 
связанная с карциноэмбриональным антигеном 1 (CEACAM1). Это 
трансмембранный гликопротеин, экспрессируемый в тромбоцитах, 
эндотелиальных клетках и иммунных клетках [4]. Клетки эндоте-
лия, эпителия и лимфоциты экспрессируют антигены CEACAM1-4l и 
CEACAM1- 4S [5], включающие N-конец иммуноглобулиноподобного 
домена V (IgV) (N домен) и три константных региона иммуноглобу-
лина типа 2 (IgC2)-подобные домены (домены A1, B и A2). Различия в 
изоформах лежат во внутриклеточных цитоплазматических хвостах 
CEACAM1- 4l и CEACAM1-4S. Хвост CEACAM1-4l включает два ингиби-
рующих мотива иммунорецепторов на основе тирозина (ITIMs), тогда 
как хвост CEACAM1-4S этого не делает, но имеет последовательности 
для кальмодулина и тропомиозина и может взаимодействовать с цито-
скелетом [6]. В исследованиях на лабораторных мышах с недостатком 
CEACAM1 авторами [7; 8] установлено, что CEACAM1 препятствует вза-
имодействию белка коллагена и тромбоцитов. 

Рецептором коллагена в тромбоцитах считается мембранный бе-
лок — гликопротеин VI (GPVI). При повреждении стенки сосудов об-
нажается коллаген матрикса и происходит его связывание с GPVI, что 
приводит к активации тромбоцитов. GPVI опосредует активацию сиг-
нальных путей, созданных на мотиве активации иммунорецепторов на 
основе тирозина (ITAM), и способствует внутриклеточной мобилизации 
Ca2+ и изменению формы тромбоцитов [9]. GPVI индуцирует секрецию 
тромбоцитами аденозиндифосфата (АДФ), тромбоксана и растворимых 
агонистов тромбоцитов, которые дополнительно активируют кровоо-
бращение и притягивают тромбоциты к поврежденной поверхности 
стенки сосуда [10]. Сигнальные молекулы цитоплазмы тромбоцитов 
передают сигнал интегрину aIIbβ3 (GP IIb / IIIa), который принимает 
высокоаффинную конформацию, позволяющую ему связываться с фи-
бриногеном, то есть происходит активации тромбоцитов и образуются 
тромбы [11].

Следовательно, для предотвращения тромбоза необходимо ослабить 
функцию рецептора GPVI и разрушить CEACAM1. Механизм действия 
новых антитромботических веществ должен быть направлен на рецеп-
тор гликопротеина GPVI и белок CEACAM1. 

В исследовании [12] установлено, что металлопептидаза-12 (MMP- 12) 
гидролизует CEACAM1 на пептиды. Один из этих пептидов — 
QLSNGNRTLT — ингибирует индуцированную коллагеном активацию 
тромбоцитов [13], другой пептид QDTTYLWW предотвращает опосре-
дованную GPVI активацию тромбоцитов и образование тромба [14]. 
Пептидные фрагменты QLSN и YLWW наиболее активны в механизме 
предотвращения образования тромбов [13; 14].
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Одним из недостатков пептидов является их протеолиз в желудоч-
но-кишечном тракте (ЖКТ) и, соответственно, снижение биодоступ-
ности и эффективности. Для решения этой проблемы пептиды можно 
трансплантировать в устойчивый к ферментолизу белковый циклоид-
ный каркас [15].

Перед синтезом биологически активных пептидов необходимо оце-
нить их токсичность. В связи с этим целью исследования является со-
здание нового антитромботического, устойчивого к протеолизу в ЖКТ 
пептида и прогнозирование его токсичности.

Материал и методы исследования

Разработку антитромбоцитарного пептида проводили с использо-
ванием протеомных баз данных DRAMP (http://dramp.cpu-bioinfor.
org/), APD 3 (https://aps.unmc.edu/home) и базы данных циклических 
пептидов Cybase (http://www.cybase.org.au). Сравнение пептида с су-
ществующими осуществляли по пептидной базе EROP-Moscow (http://
erop.inbi.ras.ru/index.html), включающей 26 700 пептидов различной 
функциональной направленности. Прогноз биологической активно-
сти пептида проводили с помощью пептидного предсказателя Peptide 
Ranker (http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker). Прогнозирование ток-
сичности осуществляли на платформе ADMETl ab 3 (https://admetlab3.
scbdd.com/documentation/#/). 

Результаты

По результатам исследований [13; 14] аминокислотные последователь-
ности QLSN и YLWW в антитромботических пептидах QLSNGNRTLT и 
QDTTYLWW препятствуют образованию тромбов [13; 14], поэтому для 
создания нового антитромботического пептида были использованы 
вышеуказанные последовательности. Следует отметить, что некоторые 
пептиды теряют свою активность под действием высоких температур 
[16], что делает невозможным их применение в качестве функциональ-
ных ингредиентов в составе пищевой продукции, технология которых 
включает пастеризацию и стерилизацию. Кроме того, пептиды подвер-
гаются ферментативному гидролизу в ЖКТ и теряют свои биологиче-
ские свойства. Поэтому при создании биопептидов используют каркасы 
циклических пептидов, устойчивые к протеолизу и температурному воз-
действию [17]. В качестве каркаса был использован циклический пептид 
с названием PLP-5 под номером 1375 в базе данных циклических пепти-
дов Cybase.

На рисунке представлена протеомная карта циклического пептида 
PLP-5.

Пептид PLP-5 состоит из 5 аминокислотных остатков со следующей 
последовательностью GLFVD и имеет молекулярную массу 531,61 Да.

На основе циклического пептида и антитромботических последова-
тельностей был получен новый пептид со следующей аминокислотной 
последовательностью: QLSNGLFVDYLWW.

По предсказателю биологической активности пептидов он имеет 
биоактивность 0,81968 при максимальной 1.

https://aps.unmc.edu/home
http://erop.inbi.ras.ru/index.html
http://erop.inbi.ras.ru/index.html
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Рис. Протеомная карта циклического пептида PLP-5

Пептид не имеет совпадений в базе данных EROP-Moscow, что свиде-
тельствует о его идентичности.

В таблице представлены результаты прогнозирования токсичности 
пептида QLSNGLFVDYLWW на платформе ADMETl ab 3.

Результаты прогнозирования токсичности пептида 
GRCTKSICHFRWPGCPPICFPD

Прогнозируемый показатель 
токсичности

Полученное 
значение

Описание значения / 
оценка токсичности

hERG-блокаторы, ед.

0,01

Не являются hERG-блокаторами 
при менее 0,3 / не токсичен для 
сердца

DILI, ед.

0,004

Не является токсичным для печени 
при значении менее 0,3 / не гепа-
тотоксичен

Тест Эймса, ед.

0,073

Не мутагенен и не канцерогенен 
при значении менее 0,3 / не ток-
сичен
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Прогнозируемый показатель 
токсичности

Полученное 
значение

Описание значения / 
оценка токсичности

Острая токсичность при вве-
дении внутрь крысам, ед.

0,091

Не токсичен при значении менее 
0,3 (> 500 мг/кг) / не токсичен при 
пероральном применении

Раздражение слизистой обо-
лочки глаз, ед.

0,0

Не вызывает раздражение слизи-
стой оболочки глаз при значении 
менее 0,3 / не токсичен для глаз 

Раздражение слизистой ор-
ганов дыхательной системы, 
ед.

0,0

Не вызывает раздражение сли-
зистой дыхательных путей при 
значении менее 0,3 / не токсичен 
для дыхательной системы

Гематотоксичность, ед.
0,006

Не гемотоксичен при значении 
менее 0,3 / не гематоксичен 

Иммунотоксичность RPMI-
8226, ед. 0,002

Не иммунотоксичен при значении 
менее 0,3 / не иммунотоксичен 

Цитотоксичность Hek293, ед.
0,001

Не цитотоксичен при значении 
менее 0,3 / не цитотоксичен

IGC50, log10 [(мг/л)/
(1000·МВТ)] 3,55

При значении 0—5 не токсичен / 
не токсичен

Участвующий в реполяризации сердца hERG представляет собой ка-
лиевый канал, управляемый напряжением. Нецелевое ингибирование 
hERG лекарственными средствами стало критической проблемой в фар-
мацевтической промышленности [18]. В результате исследований уста-
новлено, что пептид не вызывает блокирование канала hERG и, соответ-
ственно, не оказывает токсического действия на сердце.

Лекарственно индуцированное повреждение печени (dili), как вну-
треннее, так и идиосинкразическое, является частой причиной заболе-
ваемости, смертности, неудач в клинических испытаниях и отмены по-
сле одобрения многих лекарственных препаратов [19]. Установлено, что 
исследуемый пептид является dili-отрицательным, соответственно, не 
вызывает повреждение печени.

Анализ мутагенности с использованием теста Эймса может предо-
ставить ценную информацию о токсичности поглощенных ксенобиоти-
ков. По прогнозированию теста Эймса установлено, что пептид не обла-
дает мутагенностью.

На лабораторных крысах спрогнозировано, что пептид при перо-
ральном применении на вызывает острую токсичность. Исследуемый 
пептид не раздражает слизистые оболочки глаз и дыхательных путей.

Фактические данные подчеркивают растущую важность исследова-
ния гематологической токсичности как наиболее частого общепринято-
го терминологического критерия нежелательных явлений после Т-кле-
точной терапии [20]. Установлено, что исследуемый пептид не обладает 
гематоксичностью и иммунотоксичностью.

Клеточная линия HEK293 используется в качестве производителя 
биотерапевтических средств и для оценки токсичности новых химиче-

Окончание табл.
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ских веществ. Помимо простоты роста в бессывороточной суспензион-
ной культуре и способности к трансфекции наиболее важным свойством 
этой клеточной линии является ее человеческое происхождение, что де-
лает ее пригодной для оценки токсичности биологических препаратов, 
предназначенных для использования человеком [21]. Установлено, что 
исследуемый пептид не токсичен в отношении клеток HEK293.

Заключение

Получен антитромботический пептид на основе каркаса цикли-
ческого устойчивого пептида. Спрогнозировано, что новый пептид 
QLSNGLFVDYLWW обладает высокой биологической активностью, не 
вызывает острой токсичности при пероральном применении, не ток-
сичен для сердца, печени, слизистых глаз и дыхательных путей, не му-
тагенен, не цитотоксичен, что позволяет его рекомендовать в качестве 
функционального ингредиента для пищевой продукции специализиро-
ванного назначения, но при условии подтверждения эффективности в 
экспериментах in vitro. 
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The development of an antiplatelet peptide was conducted using proteomic databases and 
the Cybase cyclic peptide database. Toxicity prediction was carried out on the ADMETlab 3.0 
platform. The framework used was the cyclic peptide PLP-5, listed under number 1375 in 
the Cybase database. A new peptide with the amino acid sequence QLSNGLFVDYLWW was 
obtained. According to the peptide bioactivity predictor, it has a bioactivity level of 0.81968 
units, with a maximum of 1. The peptide does not cause acute toxicity when administered 
orally, is non-toxic to the heart, liver, eye mucosa, and respiratory tract, is non-mutagenic, and 
non-cytotoxic. This allows it to be recommended as a functional ingredient for specialized food 
products, provided its effectiveness is confirmed in in vitro experiments.

Keywords: cyclic peptides, antithrombotic properties, biological activity, toxicity, 
cytotoxicity
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