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КОНСТРУИРОВАНИЕ КОМПЛЕКСНОГО СТИМУЛЯТОРА АНГИОГЕНЕЗА 
НА ОСНОВЕ ГИБРИДНОГО БЕЛКА ANGPT1_VEGF165

Аннотация. Белки VEGF165 и ANGPT1 являются ключевыми регуляторами ангиогенеза, что лежит в основе 
терапевтических подходов к лечению хронической ишемии нижних конечностей. Конструирование гибридного белка 
на их основе потенциально способно значительно усилить терапевтический эффект. Для определения оптимального 
расположения функциональных доменов гибридного белка (VEGF165_ANGPT1 или ANGPT1_VEGF165), а также 
для установления оптимальной длины и аминокислотного состава пептидного линкера между двумя белками прове-
ден анализ траекторий молекулярной динамики и пространственных структур 134 гибридных белков. Определены 
оптимальные линкеры для ANGPT1_VEGF165: GGGSGGGGSGGGSGGGS, GGGGSGGGGSGGGGS, GGGSGGGGS, 
PAPAPAP и для VEGF165_ANGPT1: GGGGSGGGGGS, GGGSGGGGSGGGGSGGGS, GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS, 
которые способствуют повышению стабильности гибридных белков. По результатам исследования отобран вариант 
ANGPT1_VEGF165 с линкером GGGSGGGGSGGGSGGGS для анализа его функциональной активности. 
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CONSTRUCTION OF A COMPLEX STIMULATOR OF ANGIOGENESIS BASED 
ON THE FUSION PROTEIN ANGPT1_VEGF165

Abstract. The proteins VEGF165 and ANGPT1 are key regulators of angiogenesis, which underpins therapeutic 
approaches for chronic lower-extremity ischemia. Designing a fusion protein based on these molecules has the potential 
to significantly enhance the therapeutic effect. To determine the optimal arrangement of functional domains of the fusion protein 
(VEGF165_ANGPT1 or ANGPT1_VEGF165) and establish the ideal length and sequence of the peptide linker between 
the two proteins, we performed an analysis of molecular dynamics trajectories and spatial structures of 134 fusion proteins. 
The optimal linkers that contribute to the increased stability of the fusion proteins were identified as follows: for ANGPT1_VEGF165, 
the optimal linkers are GGGSGGGGSGGGSGGGS, GGGGSGGGGSGGGGS, GGGSGGGGS, and PAPAPAP; for VEGF165_
ANGPT1, the optimal linkers are GGGGSGGGGGS, GGGSGGGGSGGGGSGGGS, and GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS. 
Based on the results, we selected the variant of the ANGPT1_VEGF165 protein with the GGGSGGGGSGGGSGGGS linker 
to analyze its functional activity.
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Введение. Хроническая ишемия нижних конечностей (ХИНК) в настоящее время является 
одной из наиболее распространенных и серьезных патологий сердечно-сосудистой системы че-
ловека [1]. Ишемия конечностей чаще всего вызвана атеросклерозом и окклюзией перифериче-
ских артерий. Снижение кровоснабжения нижних конечностей представляет собой основной па-
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тогенетический механизм, часто сопровождающийся хроническими инфекциями и трофически-
ми нарушениями тканей.

Лечение ХИНК является прерогативой эндоваскулярной и реконструктивной хирургии. Однако 
у определенной группы пациентов (от 20 до 40 %) существуют ограничения как в отношении 
хирургического подхода, так и терапевтического лечения, что приводит к неудовлетворитель-
ным последствиям не только в раннем, но и в отдаленном периоде наблюдения. В связи с этим 
существует явная необходимость в новых эффективных методах лечения пациентов, страдаю-
щих от ишемии конечностей по всему миру [2].

Перспективным методом лечения ишемии нижних конечностей является терапевтический ангио-
генез, основанный на введении в ишемизированные ткани генетических конструкций, содержащих 
гены факторов роста, а также стволовые или прогениторные клетки. Препараты на основе кольце-
вой ДНК представляют собой привлекательную альтернативу препаратам на основе белков или 
пептидов, которые при введении в организм могут вызывать нежелательные побочные эффекты [3].

Зарегистрированный в Российской Федерации препарат «Неоваскулген» представляет собой 
рекомбинантную плазмидную ДНК, кодирующую ген активатора ангиогенеза VEGF165. При про-
никновении молекул этой плазмиды внутрь клеток млекопитающих происходит выработка бел-
ка VEGF165 in situ, что приводит к росту кровеносных сосудов в области введения [4]. Эндоте- 
лиальные клетки участвуют в процессах вазоконстрикции и вазодилатации, а также служат 
крайне важными элементами всех кровеносных сосудов: капилляров, вен и артерий. Таким обра-
зом, стимулируя эндотелиальные клетки, VEGF165 играет центральную роль в процессе ангио-
генеза [5]. Рецепторы VEGF165 расположены на поверхности эндотелиальных клеток сосудов 
и представляют собой рецепторные тирозинкиназы, которые после связывания с VEGF165 обра-
зуют димеры и активируются трансфосфорилированием. Активация этих рецепторов ведет к вклю-
чению многочисленных внутриклеточных пострецепторных сигнальных каскадов, запускающих 
ангиогенез. Препараты на основе плазмидной ДНК с генами VEGF165 продемонстрировали вы-
сокую эффективность при лечении хронической ишемии IIA и IIБ степени [6] как в комплексе 
с хирургическим лечением, так и с классической консервативной терапией [7]. 

Однако использование одного гена VEGF165 приводит только к образованию незрелой нео-
васкулярной сети, которая в конечном итоге регрессирует. Для полноценного процесса ангиоге-
неза важно участие двух белков VEGF165 и ANGPT1: VEGF165 необходим для формирования 
первичного сосудистого сплетения, а ANGPT1 – для стабилизации и созревания эндотелиальных 
клеток сосудистой стенки. ANGPT1 способствует ассоциации перицитов и эндотелия, уменьшает 
проницаемость сосудов и стабилизирует новообразованные кровеносные сосуды [8]. Увеличен-
ная стабильность сосудов, жизнеспособность клеток и их пролиферация и миграция связаны 
с активацией ANGPT1 протеинкиназы B посредством сигнального пути PI3K. ANGPT1 является 
лигандом для эндотелий-специфического рецептора тирозинкиназы Tie-2, связывание с которым 
приводит к димеризации рецептора и активации посредством фосфорилирования остатков тиро-
зина, что обусловливает свойства эндотелиальных клеток как в физиологических, так и в пато-
логических условиях [9]. У больных ХИНК часто уровень белка ANGPT1 снижен, что сопровож
дается повышенной смертностью и вероятностью ампутации конечностей [10]. 

Комбинированное применение препаратов на основе генов VEGF165 и ANGPT1 позволяет 
с большей эффективностью формировать новые сосуды для устойчивой неоваскуляризации, чем 
введение их по отдельности [11]. Сконструированный бицистронный вектор, экспрессирующий 
оба белка ANGPT1 и VEGF165, также продемонстрировал высокие показатели неоваскуляриза-
ции и без проявления образования раковых опухолей во внутренних органах [12]. Исходя из всего 
вышесказанного, мы предполагаем, что создание генетической конструкции, кодирующей гибрид-
ный белок ANGPT1_VEGF165 или VEGF165_ANGPT1, может существенно увеличить терапев-
тический эффект, расширить спектр действия препарата и увеличить пролонгированность дей-
ствия за счет увеличения периода полувыведения белков из плазмы крови. 

В данной работе проведен анализ траекторий молекулярной динамики и пространственных 
структур гомологичных моделей гибридных белков ANGPT1_VEGF165 с различными линкера-
ми. Получен ряд генетических конструкций и проведены исследования плазмидной ДНК.
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Материалы и методики исследования. Реагенты. В работе использовались: набор для ПЦР 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit и набор для очистки ПЦР-продукта BigDye XTerminator 
Purification Kit (Applied Biosystems, США); Q5 Hot Start High Fidelity ДНК-полимераза, компе-
тентные клетки E. coli DH5α, Gel Loading Dye, Purple (6X) с SDS, рестриктазы NheI HF, HindIII HF, 
щелочная фосфатаза (rSAP), стандарт молекулярных масс 1 kb Plus DNA Ladder (NEB, Великобри-
тания); Т4 ДНК лигаза, РНКаза А, дНТФ (Thermo Scientific, США), силикагель (Serva, Германия); 
гидроксид натрия, хлорид натрия (ЗАО «Пять океанов», Беларусь); этидиум бромид, агароза, аце-
тонитрил, метанол (Sigma, США); ампициллин (ОАО «Синтез», Россия); глицерин, этиловый спирт, 
гуанидин тиоцианат, додецилсульфат натрия (Acrosorganic, Германия); N-трис-(гидроксиметил)- 
аминометан – Tris (Melford, США), LB и TB-среда (Conda, Испания), ЭДТА (PanReac AppliChem, 
Германия), изопропанол, соляная кислота, уксусная кислота (АО «База № 1 Химреактивов», Россия). 
Для очистки продуктов ПЦР из агарозного геля использовали набор NucleoSpin Gel kit (Macherey-
Nage, США).

Моделирование и молекулярная динамика. Модели гибридных белков созданы методом гомо-
логичного моделирования (комбинация онлайн-сервиса Robetta и программы Modeller 10.0) [13, 14]. 
В качестве шаблонов для ANGPT1 и VEGF165 использовали гомологичные модели белков, пред-
ставленные в базе данных Protein Data Bank (PDB): 1DEQ, 1EI3, 1LWU, 1M1J, 1Z3U, 3GHD, 4EPU, 
4JYO, 4JZC, 4ZFG, 1FZV, 1MJV, 1MKG, 1RV6, 1WQ8, 1WQ9, 3P9W, 3V2A, 3V6B, 4DEQ, 5FV1, 
5O4E, 6T9D, 6ZFI. Оптимизированные аминокислотные последовательности ANGPT1 и VEGF165 
синтезированы нами ранее, а использованные в работе линкеры выбраны, опираясь на данные 
литературных источников, где они применялись для создания гибридных белков и генотерапев-
тических препаратов [15, 16]. 

Полученные модели проверяли на правильное формирование доменов (ChimeraX v 1.6) [17] 
по карте распределения двугранных углов и показателю QMEANDisCo, описывающему согласо-
ванность парных расстояний между Сα-атомами на основе гомологичных структур (SWISS-Model 
Structure Assessment) [18].

Далее отобранные модели белков подготавливали для проведения молекулярной динамики 
(МД) в силовом поле Amber (набор параметров ff14) в программах pdb4amber и LEaP: удаление 
атомов водорода и молекул воды, добавление ионов Na+ и Cl–, размеры области моделирования – 
5,0 Å от поверхности белка и «растворение» модели в воде (TIP3P).

Перед проведением МД в AMBER16 систему подвергали процедуре оптимизации: миними-
зация полной энергии, включающая в себя 20 000 шагов с использованием метода сопряженных 
градиентов без ограничений на движение атомов. Нагрев осуществляли в течение 1 нс до тем- 
пературы 310,15 К (NVT-ансамбль). Моделирование свободной динамики проводили в течение 
50 нс (NPT-ансамбль) при температуре в 310,15 К (термостат Ланжевена) и постоянном давлении 
в 1 атм (баростат Берендсена). 

Расчеты осуществляли на вычислительном комплексе ИБОХ НАН Беларуси (2 × NVIDIA 
GeForce GTX TITAN; 256 GB RAM; 2 × Opteron 6378 2,4 GHz (32 ядра)). Полученные результаты 
МД анализировали с использованием функционала библиотек Python3: NumPy (численные рас-
четы), Pytraj (анализ траекторий МД), Matplotlib (графическое отображение). 

Дизайн генных конструкций и плазмидной ДНК. Дизайн сборки гена осуществляли в про-
грамме SnapGene по методике OE-PCR (полимеразная цепная реакция продлением перекрытия). 
Для сборки генов проводили ПЦР с Q5 ДНК-полимеразой в реакционной смеси – 1-кратный реак-
ционный буфер, 0,2 мМ дНТФ, 20 ед. акт./мл Q5 ДНК-полимеразы, 50 пг ДНК матрицы (векто- 
ры pcDNA3.1(-)-VEGF165 и pcDNA3.1(-)-Ang-1, гены белков ранее были синтезированы de novo 
из 65-звенных олигонуклеотидов, используя полимеразную цепную сборку [19]), 1,25 мкМ кон-
цевых праймеров, вода – до конечного объема в 20 мкл. Использовали следующую программу 
амплификации: начальная денатурация (98 °С, 30 с); 30 циклов (денатурация – 98 °С, 10 с; от-
жиг – 61 °С, 30 с; экстинкция – 72 °С, 20 с); последняя экстинкция (72 °С, 2 мин). 

ПЦР-продукты амплификации очистили на центрифужных колонках с суспензией силика- 
геля. Далее перекрывающиеся фрагменты объединили методом OE-PCR, включающим в себя 
две реакции: объединение и амплификацию с праймерами, добавляющими сайты рестрикции. 
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Реакцию проводили в смеси, как описано выше, с 0,05 пмоль/мкл каждого фрагмента амплифи-
кации в качестве матрицы без праймеров. ПЦР-цикл для стадии объединения: инициирование де-
натурации (98 °С, 30 с); 15 циклов (денатурация – 98 °С, 5 с; отжиг – 64 °С, 10 с; элонгация – 
72 °С, 10 с); последняя элонгация (72 °С, 2 мин). 

Амплификацию продуктов объединения генов проводили в реакционной смеси: 1-кратный 
реакционный буфер, 0,2 мМ дНТФ, 20 ед. акт./мл Q5 ДНК-полимеразы, 2 мкл ПЦР-продукта по-
сле объединения генов, 1,25 мкМ каждого из 2 праймеров с сайтами рестрикции, вода – 
до конечного объема в 20 мкл. ПЦР-цикл для стадии: инициирование денатурации (98 °С, 30 с); 
35 циклов (денатурация – 98 °С, 5 с; отжиг – 68–72 °С, 20 с; элонгация – 72 °С, 30 с); последняя 
элонгация (72 °С, 2 мин).

ДНК, кодирующую гибридный белок, очистили на спин-колонках с суспензией силикагеля 
и обработали рестриктазами NheI и HindIII. Вектор pcDNA3.1(-) обрабатывали аналогичным обра-
зом, но с последующим дефосфорилированием rSAP. После рестрикции провели очистку ДНК 
в  1%-м агарозном геле и лигировали в вектор pcDNA3.1(-) по соответствующим сайтам. Со- 
зданные ДНК плазмиды pcDNA3.1(-)_Ang_3G4G3G3G_VEGF, pcDNA3.1(-)_Ang_4G4G4G_VEGF; 
pcDNA3.1(-)_Ang_3G4G_VEGF, pcDNA3.1(-)_VEGF165_3G4G4G3G_Ang, pcDNA3.1(-)_VEGF-165_ 
3PA_Ang, pcDNA3.1(-)_VEGF165_4G4G4G4G_Ang, pcDNA3.1(-)_VEGF165_4G5G_Ang проверяли 
рестрикционным картированием, используя ферменты NheI и HindIII (2 120–2 170 п. н.) и мето-
дом ПЦР (2 320–2 380 п. н.) с праймерами для секвенирования вектора pcDNA3.1(-), визуализиро-
вали методом электрофореза в 1%-м агарозном геле. Соответствие генной последовательности 
проверяли секвенированием по Сэнгеру.

Культивирование клеток. Созданные рекомбинантные плазмиды с генами гибридных белков 
трансформировали в компетентные клетки E. coli штамма NEB5alfa (DH5α). Выросшие на агаре 
с ампициллином колонии пересевали в среду LB (5 мл), содержащую ампициллин (100 мкг/мл), 
и культивировали при 37 °C в течение 16 ч. Затем 25 мкл культуры переносили в планшет с 5 мл 
среды ТB c ампициллином (100 мкг/мл) и культивировали при 37 °C в течение 16 ч. Собирали 
клетки центрифугированием при 3 500 g в течение 10 мин. Клетки ресуспендировали в буфер P1 
(50 мМ Tрис-HCl, 10 мМ ЭДТА, 80 мкг/мл РНКаза A, pH 8,0). 

Выделение плазмидной ДНК. К суспензии клеток добавляли буфер P2 (200 мМ NaOH, 1%-й до-
децилсульфат натрия), через 5 мин при комнатной температуре вносили буфер N3 (16 мМ NaCl, 
1,6 мМ Tрис-HCl, 80%-й этанол, pH 7,5) и центрифугировали (19 000 g, 10 мин). К надосадочной 
жидкости добавляли 30 мкл суспензии силикагеля (0,25 г/мл), перемешивали 5 мин, центрифуги-
ровали и переносили силикагель в спин-колонку. Центрифугировали (10 000 g, 3 мин) и промы-
вали силикагель в спин-колонке 3 раза промывочным буфером (16 мМ NaCl, 1,6 мМ Tрис-HCl, 
80%-й этанол, pH 7,5). Плазмидную ДНК элюировали 10 мМ Tрис-HCl, pH 8,0. Концентрацию 
плазмидной ДНК определяли на спектрофотометре DeNovix DS 11 FX + UV-Vis (США).

Содержание суперскрученной формы плазмидной ДНК проверяли в 1%-м агарозном геле 
при напряжении в 150 В, используя Model H4 (Gibco BRL, США). Результаты визуализировали 
с помощью гель-документирующей системы GelDoc Go (BioRad, США). Соотношение количе-
ства суперскрученной (11 тыс. п. о.) к релаксированной (5,5 тыс. п. о.) форме плазмидной ДНК 
определяли в программе Image Lab v6.1 (BioRad, США).

Результаты и их обсуждение. Дизайн и молекулярная динамика. При разработке нового пре-
парата, основанного на гибридном белке, важную роль играет его дизайн: оптимальное положе-
ние присоединенных доменов, обеспечивающее стабильность и доступность интерфейса взаимо-
действия с соответствующими рецепторами. В отличие от однодоменных белков у рекомбинант-
ных гибридных белков чаще наблюдается нарушение фолдинга доменов или их неправильная 
трехмерная структура из-за несовместимости доменов. Выбор линкера и положения для его при-
соединения влияет на экспрессию, стабильность и функциональную активность белков вплоть 
до полной ее потери. Оценка влияния линкеров на структуру и фолдинг гибридных белков по-
средством рационального проектирования специфических линкеров и проведения молекуляр-
ной динамики считается важнейшей, но недостаточно изученной стратегией в биофармацевтике 
при разработке новых лекарственных препаратов.
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Известно об успешном создании и выделении гибридных белков VEGF165 с присоединением 
как по N-концу, что существенно повысило его растворимость, экспрессию и количество выде-
ленного белка [20], так и по C-концу белка с сохранением его функциональной активности и по-
вышением активности добавленного домена [21]. В то же время гибридные белки, основанные 
на ANGPT1, продемонстрировали более высокую эффективность при присоединении по обоим 
концам белка. Однако при присоединении на N-конец белка ANGPT1 гибридный белок обладал 
более высоким уровнем экспрессии и активности [22]. Изоэлектрическая точка обоих нативных 
белков находится в районе 5,8–5,9. Следовательно, у гибридного белка она тоже будет находить-
ся в том же диапазоне. Можно предположить, что агрегационная способность гибридных белков 
не должна существенно измениться по сравнению с нативными белками. 

Для поиска оптимального полипептидного линкера и порядка объединения доменов в работе 
создано 316 моделей методом гомологичного моделирования c гибкими, негибкими и расщепля-
емыми линкерами. Предварительный анализ моделей показал, что лучшее значение QMEANDisCo 
и расположение доменов при присоединении белка VEGF165 к N-концу белка ANGPT1 наблюда-
лось у гибких линкеров длиной не менее 10 аминокислот, что соответствует результатам, полу-
ченным ранее [21]. Это обусловлено нахождением N-конца белка ANGPT1 внутри белковой гло-
булы (рис. 1, a), что существенно усложняет фолдинг гибридного белка. С-конец белка ANGPT1 
более доступен (рис. 1, b), что позволяет использовать линкеры длиной от 5 аминокислот. 

На данном этапе были исключены линкеры длиной менее 4 аминокислот (кроме GGS и GGG), 
которые не позволяли осуществить правильный фолдинг доменов белка. Линкеры смешенно- 
го состава, состоящие из гибких и жестких участков полипептидной цепи (GGGGSEAAAK, 
PAPAPGGSGGSGGS, GGSPAPAPGGSGGS и др.), почти не исследовались МД из-за существенного 
увеличения размеров белка, нарушений фолдинга белка и низких показателей QMEANDisCo (< 0,70), 
что могло привести к низкой экспрессии и активности белков. По аналогичному принципу не рас-
сматривали варианты с негибкими линкерами длиной более 20 аминокислот, за исключением 
нескольких вариантов для проверки гипотезы. В остальных случаях на данном этапе анализа 
при одинаковой длине линкеров существенной разницы между различными типами линкеров 
не наблюдалось. В результате первичного анализа моделей выбраны 66 линкеров (табл. 1) для даль-
нейшей их проверки методом МД.

Для определения стабильности и конформационных колебаний белков проводили МД в тече-
ние 50 нс. Для выявления оптимального линкера рассчитывали: среднеквадратическое отклонение 
относительно начального положения (СКО), среднеквадратичную флуктуацию атомов (СКФ), 
радиус гирации (ГР), расстояние между доменами (РМД) и количество образованных и разру-
шенных водородных связей (ВС). 

Рис. 1. Модели гибридных белков: а – c присоединением VEGF165 (1) по N-концу ANGPT1 (2) 
и b – с присоединением VEGF165 (1) по C-концу ANGPT1 (2)

Fig. 1. Models of fusion proteins: a – with VEGF165 (1) attached to the N-terminus of ANGPT1 (2) 
and b – with VEGF165 (1) attached to the C-terminus of ANGPT1 (2)
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Т а б л и ц а  1.  Модели гибридных белков и результаты молекулярной динамики

T a b l e  1.  Fusion proteins models and results of molecular dynamic calculation

Номер 
модели

Аминокислотная 
последовательность линкера

Среднее количество 
образованных и разрушенных 

водородных связей

Среднеквадратическое 
отклонение относительно 
начального положения, Å

Среднеквадратичная флуктуация 
атомов, Å

ANGPT1_
VEGF165

VEGF165_
ANGPT1

ANGPT1_
VEGF165

VEGF165_
ANGPT1

ANGPT1_
VEGF165

VEGF165_
ANGPT1

1 Без линкера 12 13 3,86 4,20 4,34 5,26
2 (EAAAK)2 14 12 5,12 4,83 5,14 5,42
3 (PA)2 16 17 4,02 5,81 5,16 5,02
4 (EAAAK)3 16 16 5,13 4,69 6,27 4,53
5 (GGGS)4 13 15 4,01 4,06 6,66 4,86
6 GGGSGGGGS(GGGS)2 13 15 3,51 4,32 4,10 4,78
7 GGGS(GGGGS)2GGGS 14 14 5,21 3,77 6,73 5,11
8 (PA)3 13 15 4,37 3,10 4,38 5,05
9 GGGGSGGSGGGGS 15 14 4,69 4,10 5,21 4,50
10 (GGGGS)3 13 14 3,79 4,26 3,53 5,06
11 (GGGGS)4 17 15 5,31 4,07 5,42 3,88
12 (PA)4 16 15 3,34 3,88 5,80 6,96
13 (PA)5 15 15 5,84 3,27 4,84 4,40
14 (PA)6 14 14 4,50 3,25 4,28 4,90
15 (EAAAK)8 16 15 4,98 4,55 5,35 4,88
16 (PA)7 17 16 5,02 3,53 4,30 4,33
17 AGNRVRRSVG 16 13 5,50 3,90 5,92 4,31
18 EAAAK 14 19 4,22 6,10 5,27 6,23
19 EDVVCCSMSY 15 12 5,71 4,42 5,44 4,73
20 GGIEGRGS 14 14 3,83 6,06 4,63 4,94
21 GSSGVD 14 14 4,42 5,37 4,32 4,82
22 GTGSGT 15 15 3,97 6,45 4,54 5,00
23 PLGLWA 13 14 3,53 5,91 4,36 4,67
24 RVLAEA 13 17 5,16 5,36 5,84 5,99
25 TRHRQPRGWE 13 16 4,97 4,48 5,93 5,21
26 VSQTSKLTRAETVFPDV 15 16 5,57 5,32 5,80 4,28
27 GGSGGSGGS 13 15 4,08 5,78 5,24 4,92
28 GGSGGSGGGS 15 14 4,11 4,22 5,78 6,48
29 GGSGGGSGGS 16 13 5,27 4,26 4,91 5,21
30 GGS 15 15 4,28 5,96 6,01 5,52
31 GGG 14 14 3,92 5,46 5,81 5,13
32 GGGSGGSGGS 14 14 4,24 4,28 4,23 5,25
33 (GGGS)3 15 17 4,15 4,30 4,33 4,29
34 GGGS 16 15 3,93 6,07 4,21 4,86
35 GGGG 15 15 4,68 5,33 5,41 4,93
36 GGGGS 13 13 3,97 4,69 5,22 4,71
37 GGGGG 13 15 4,93 5,99 4,25 6,11
38 GGGGGS 15 14 4,48 5,69 4,98 5,30
39 GGGGGG 16 15 4,57 5,21 3,81 5,31
40 GGGGGGS 13 14 4,38 5,95 5,41 5,21
41 GGGGGGG 15 13 3,85 6,29 6,17 5,64
42 GGGGGGGG 15 20 5,70 4,33 4,09 6,35
43 GGSGGS 16 16 5,99 5,88 4,28 5,45
44 GGSGGGS 14 15 5,64 5,98 5,77 5,26
45 GGSGGGGS 14 17 5,04 6,43 5,26 5,85
46 GGGSGGS 15 16 3,78 6,15 6,26 5,95
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Номер 
модели

Аминокислотная 
последовательность линкера

Среднее количество 
образованных и разрушенных 

водородных связей

Среднеквадратическое 
отклонение относительно 
начального положения, Å

Среднеквадратичная флуктуация 
атомов, Å

ANGPT1_
VEGF165

VEGF165_
ANGPT1

ANGPT1_
VEGF165

VEGF165_
ANGPT1

ANGPT1_
VEGF165

VEGF165_
ANGPT1

47 GGGSGGGS 13 13 4,20 5,06 5,50 5,52
48 GGGSGGGGS 15 15 3,56 5,47 3,97 4,70
49 GGGSGGGGGS 16 17 5,18 5,73 4,87 4,80
50 GGGGSGGGS 15 15 4,34 4,56 4,46 6,40
51 GGGGSGGGGS 17 14 3,98 3,43 4,62 7,09
52 GGGGSGGGGGS 17 14 4,95 3,75 5,55 5,21
53 GGGGGSGGGGGS 15 13 3,79 3,80 4,17 4,71
54 GGGGGSGGGGS 15 14 3,84 4,94 5,31 4,00
55 (GGGGGS)3 16 14 4,50 4,81 4,17 5,99
56 GGGGGSGGGGG 15 15 4,84 4,54 5,76 4,75
57 (GGGGGGS)2 16 17 5,21 3,87 5,63 4,77
58 (GGGGGGS)2 18 17 4,88 3,67 6,67 4,49
59 (GGGS)5 19 19 4,43 6,35 7,35 4,21
60 GGGGS(GGGGGS)4 19 19 4,70 3,79 6,12 5,56
61 (GGGGS)5 20 21 5,18 3,44 6,78 4,96
62 (GGGS)6 21 19 3,87 4,46 6,15 5,05
63 (GGGGGS)4GGGGS 21 20 5,14 3,45 6,31 5,64
64 (GGGGGS)6 22 23 4,21 6,20 6,23 6,40
65 (GGGS)7 21 18 4,91 4,58 6,16 6,31
66 (GGGGS)6 20 19 4,46 3,90 6,67 5,99
67 (GGGS)8 18 22 5,11 3,56 6,02 5,64

Результаты МД (рис. 2) подтвердили предположение о влиянии длины линкеров (GGGGSEAAAK 
и GGSPAPAPGGSGGS) на структуру белка и его стабильность. Линкеры длиной менее 5 аминокис-
лот приводили не только к нарушению пространственной структуры белков, но и к низкой стабиль-
ности структуры белка (колебание СКФ > 2 Å, СКО не выходило на плато) при присоединении доме-
на по обоим концам белка ANGPT1. Модели с линкером длиной более 20 аминокислот проявляли 
низкую стабильность (существенное колебание СКО и невыход на плато) и  высокую подвиж-
ность как полипептидной цепи (СКФ > 5 Å), так и между доменами белков, что обусловливало 
резкое изменение количества ВС. У линкеров смешанного состава наблюдалось высокое значение 
ГР (около 5 Å), а также его флуктуации, что указывает на низкую стабильность белковой структуры. 

Анализ моделей с присоединением по С-концу белка ANGPT1. Гибкие линкеры длиной от 5 до 10 
аминокислотных остатков (GGGGGS, GGSGGS, GGGGGGGG, GGSGGSGGS и др.) в большин-
стве случаев существенно снижали время, необходимое для выхода на плато СКО, а также его ко-
лебание и СКФ, но при этом в ряде случаев (GGSGGS, GGGGGGGG и GGGSGGGGS) они при-
водили к потере пространственной структуры белка (рис. 3, a). Линкеры GGGGGGS, GGGGGGG, 
GGGSGGS повышали подвижность полипептидной цепи, что способствовало резким изменениям 
ГР белка и негативно сказывалось на общей стабильности белка. Частое чередование аминокис-
лот в линкере (например, GGSGGSGGS) способствует увеличению ГР и СКФ. Несмотря на одно 
из самых низких значений СКО (3,8 Å) у линкеров GGGGSGGGGS и GGGGSGGGS, они не до-
стигли плато. Это связано с повышенной подвижностью между доменами, что приводит к значи-
тельной амплитуде ГР. Среди всех линкеров длиной от 5 до 10 аминокислот самые высокие пока-
затели стабильности (СКО 2,56 ± 0,83 нс и ГР 4,03 ± 0,14 Å) наблюдались у линкера GGGSGGGGS. 

Увеличение длины гибких линкеров до 15 аминокислот сопровождалось быстрым выходом 
на плато СКО в диапазоне 2–4 нс, при этом минимальные размеры белка сохранялись (ГР 4–4,2 Å) 
и амплитуда СКФ оставалась умеренной в большинстве случаев (4,3–4,5 Å). Для ряда линкеров 
(GGGGSGGSGGGGS и GGGGSGGGGGS) характерна высокая неравномерная подвижность 

Окончание табл. 1
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пептидной цепи ДНК (СКФ > 5 Å) при относительно небольшом ГР (4,2–4,3 Å) и выходе на плато 
СКО в районе 3,5–4 нс. При этом для последующего создания гибридного белка использовали 
линкер GGGGSGGGGSGGGGS (рис. 3, b), который позволяет получить наиболее компактный 
белок (ГР 4 Å) с низким колебанием СКО (3,79 ± 0,79 Å) и СКФ (3,5 Å).  

Гибкие линкеры длиной до 20 аминокислот позволяли максимально быстро выйти на пла- 
то СКО (1,5–3 нс) при сохранении компактности структуры белка (ГР 4,1–4,3 Å) и низком ко- 
лебании СКФ (4,4–4,6 Å). Однако линкеры GGGGGGSGGGGGS, GGGGGGSGGGGGGS, 
GGGSGGGGSGGGGSGGGS и GGGSGGGSGGGSGGGS, наоборот, существенно дестабилизи-
ровали белок, увеличивая СКФ до 6–7 Å, что сопровождалось увеличением ГР до 5 Å. 

Линкеры с негибкой структурой (PAPAPAP, EAAAKEAAAK) длиной от 5 до 10 аминокис- 
лот обеспечивали большее РМД по сравнению с гибкими ликерами, а также наименьшее время 
для выхода на плато СКО (0,5–2 нс) среди всех линкеров. Однако они отличались высоким значе-
нием ГР (4,5 Å и более) и резким ростом СКО после 20–30 нс расчетов, что делает их неподходящи-
ми для создания гибридного белка. Дальнейшее увеличение длины негибкого линкера (10–35 ами-
нокислот) сопровождалось резким снижением стабильности (невыход на плато и резкое измене-
ние СКО) белка, при этом флуктуация СКФ и ГР оставались низкими, а РМД была максимальной 
по сравнению с другими типами линкеров при одинаковой длине. При этом линкеры состава 
PAP, PAPAP демонстрировали более высокую стабильность (ниже значения СКО и СКФ) по срав-
нению с линкерами состава EAAAK, EAAAKEAAAK при сходной длине и РМД. 

Стабильность моделей белка с расщепляемыми линкерами оказалась ниже, чем у гибких и не-
гибких линкеров и существенно зависела от их аминокислотного состава. Ни один из исследо-
ванных линкеров не позволял СКО выйти на плато, а для линкеров AGNRVRRSVG, RVLAEA, 
TRHRQPRGWE, VSQTSKLTRAETVFPDV и EDVVCCSMSY значения СКО и СКФ превышали 5 Å. 
В то же время для линкеров PLGLWA, GTGSGT и GGIEGRGS значения СКО и СКФ не превыша-
ли 4 Å, а их колебания были незначительными, что почти позволило выйти на плато СКО к концу 
расчетов. 

Рис. 2. Результаты расчета среднеквадратического отклонения относительно начального положения 
и среднеквадратичной флуктуации атомов для ANGPT1_VEGF165 (a) и VEGF165_ANGPT1 (b) с линкерами: 

гибкими длиной 10–20 аминокислот (точка), жесткими (квадрат), расщепляемыми (треугольник), гибкими длиной 
до 10 аминокислот (ромб) и гибкими длиной более 20 аминокислот (шестиугольник) (номера точек соответствуют 

номерам моделей табл. 1)

Fig. 2. Results of calculating the root-mean-square deviation relative to the initial position and root-mean-square fluctuation 
of atoms for ANGPT1_VEGF165 (a) and VEGF165_ANGPT1 (b) with linkers: flexible 10–20 amino acids long (dot), 

rigid (square), cleavable (triangle), flexible up to 10 amino acids long (rhombus) and flexible more than 20 amino acids 
long (hexagon) (point numbers correspond to model numbers in table 1)
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Анализ моделей с присоединением по N-концу белка ANGPT1. Исходя из пространственной 
затрудненности N-конца белка ANGPT1, гибкие и расщепляемые линкеры длиной менее 10 ами-
нокислот приводят к низкой стабильности гибридного белка (СКО и СКФ более 5 Å) и потере 
третичной структуры. В то же время линкеры с негибкой структурой позволяют доменам белков 
располагаться на большем расстоянии, что, в свою очередь, способствует увеличению стабиль-
ности гибридного белка при использовании линкеров длиной от 7 аминокислотных остатков. 

Гибкие линкеры длиной от 10–15 остатков с частым чередованием аминокислот (GGSGGSGGS, 
GGSGGSGGS, GGGSGGSGGS) приводят к потере третичной структуры белка (рис. 4, a), что, 
скорее всего, связано с близким расположением доменов. В свою очередь, линкеры с меньшей 
подвижностью GGGGSGGGGGS, GGGGGSGGGGGS, GGGGGGSGGGGGS, GGGGGGSGGGGGGS 
уже позволяли выйти на плато СКО после 5–10 нс, а ГР находился в пределах 4,4–4,7 Å, что де- 
лает их перспективными кандидатами для создания гибридного белка. Дальнейшее увеличе- 
ние длины линкера до 20 аминокислот способствовало повышению стабильности белка (выход 
на плато СКО 2–3 нс) благодаря снижению флуктуации цепи (СКФ менее 4,5 Å). Причем линкер 
GGGSGGGGSGGGGSGGGS обладал одним из самых низких значений СКО (3,77 Å) и ГР (4 Å), 
что делает его оптимальным линкером для слияния по N-концу (рис. 4, b).

Нахождение между белками негибкого линкера длиной 10–20 аминокислот существенно снижа-
ло значение СКО (3,3-3,5), но при этом сохранялась высокая флуктуация некоторых участков цепи 
и повышенный ГР (более 4,8 Å) белка, что особенно проявлялось у линкера PAPAPAPAPAPAP. 
Данный негативный эффект, скорее всего, связан с низкой взаимной подвижностью между доме-
нами, из-за чего они занимают невыгодные конформационные состояния. Увеличение длины 
расщепляемых линкеров незначительно повысило стабильность гибридного белка, а в случае 
с VSQTSKLTRAETVFPDV, наоборот, привело к увеличению СКО до 5,32 Å. 

Рис. 3. Модели гибридных белков с присоединением VEGF165 (1) по С-концу ANGPT1 (2) и линкерами (3) 
GGGSGGGGGS (a) и GGGGSGGGGSGGGGS (b)

Fig. 3. Models of fusion proteins with VEGF165 (1) attached to the C-terminus of ANGPT1 (2) and linkers (3) 
GGGSGGGGGS (a) and GGGGSGGGGSGGGGS (b)
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Рис. 4. Модели гибридных белков с присоединением VEGF165 (1) по N-концу ANGPT1 (2) и линкерами (3) 
GGSGGGSGGS (a) и GGGSGGGGSGGGGSGGGS (b)

Fig. 4. Models of fusion proteins with VEGF165 (1) attached to the N-terminus of ANGPT1 (2) and linkers (3) 
GGSGGGSGGS (a) and GGGSGGGGSGGGSGGGS (b)

Слияние по N-концу белка ANGPT1 (VEGF165_ANGPT1) менее предпочтительно для созда-
ния гибридного белка, что связано с низкой доступностью аминоконцевой последовательности, 
которая находится в глубине белковой глобулы.

В результате анализа траекторий МД и пространственных структур полученных моделей опре-
делены оптимальные, обеспечивающие высокую стабильность гибридного белка, гибкие линкеры 
GGGSGGGGSGGGSGGGS (3G4G3G3G), GGGGSGGGGSGGGGS (4G4G4G), GGGSGGGGS (3G4G) 
для ANGPT1_VEGF165 гибридного белка и PAPAPAP (3PA, негибкий линкер), GGGGSGGGGGS 
(4G5G), GGGSGGGGSGGGGSGGGS (3G4G4G3G), GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (4G4G4G4G) 
для VEGF165_ANGPT1 гибридного белка. 

Количественный анализ генетических конструкций. Гены гибридных белков с различны- 
ми линкерами были получены методом OE-PCR, при этом каждый этап контролировался с по-
мощью электрофореза в 1%-м агарозном геле. Полученные гены лигировали в вектор pcDNA3.1(-) 
с CMV-промотором-энхансером, который благодаря своей высокой эффективности позволяет 
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экспрессировать целевой белок в больших количествах в клетках млекопитающих. Вектор 
pcDNA3.1(-) успешно использовался нами ранее для наработки и трансфекции в клетки млекопи-
тающих плазмид с нативными белками VEGF165 и ANGPT1 [23], встроенными по тем же сайтам 
рестрикции (NheI и  HindIII), что и гибридные белки. Все полученные плазмидные конструк- 
ции одновременно трансформировали при одинаковых условиях в одинаковые компетентные 
клетки DH5α. 

Для валидации полученных вариантов и условий культивирования клеток проводили тесто-
вое выделение плазмидных ДНК в малых объемах. Колонии из агаризованной среды переноси- 
ли в среду LB, культивировали в воспроизводимых условиях и инокулировали в трех повторах 
в среду ТB. Культивирование в среде ТB и выделение ДНК проводили в одинаковых условиях. 

Как и ожидалось, все варианты плазмидной ДНК были успешно выделены с высоким выхо-
дом. Небольшие различия в размерах вставки и последовательности не оказали значительного 
влияния (в пределах погрешности) на общее количество выделенной ДНК, однако отразились 
на содержании сверхспирализованной формы ДНК, что может свидетельствовать об изменении 
топологии плазмидной ДНК (табл. 2) [24]. Исходя из полученных данных можно предположить, 
что более высокое содержание сверхспирализованной формы для белка ANGPT1_VEGF165 может 
быть связано с изменением сродства плазмидной ДНК к топоизомеразам. Различие в линкерах 
в 12 аминокислот не оказывает влияния на количество выделенной ДНК и содержание сверхспи-
рализованной формы. 

Содержание сверхспирализованной формы плазмидной ДНК в генотерапевтическом препа-
рате имеет огромное значение, так как она обладает более высокой стабильностью и обусловли-
вает сроки хранения препарата [25]. На основе анализа пространственных структур и траекто-
рий МД для дальнейшего крупномасштабного синтеза опытного генотерапевтического препара-
та выбран вариант ANGPT1_VEGF165 с гибким линкером GGGGSGGGGSGGGGS.

Т а б л и ц а  2.  Выход плазмидной ДНК

T a b l e  2.   Plasmid DNA yield

Белок ANGPT1_VEGF165 VEGF165_ANGPT1

Линкер 3G4G
3G3G 4G4G4G 3G4G 3G4G

4G3G 3PA 4G4G
4G4G 4G5G

Выход плазмидной ДНК с литра 
среды TB, мг 18,3 ± 1,5 20,4 ± 0,7 17,8 ± 1,2 18,2 ± 0,6 18,7 ± 0,4 17,4 ± 1,3 18,0 ± 0,8

Содержание 
сверхспирализованной формы, % 89,5 ± 0,2 90,8 ± 1,6 88,4 ± 0,3 82,8 ± 2,4 84,0 ± 1,4 84,3 ± 0,6 82,7 ± 1,3

Заключение. Низкая расчетная стабильность гибридного белка VEGF165_ANGPT1, связанная 
с положением аминоконцевой последовательности ANGPT1 внутри белка, может быть компенси-
рована использованием гибкого линкера длиной более 10 аминокислот. Линкеры длиной менее 5 
и более 20 аминокислот приводят не только к низкой расчетной стабильности структуры белка, 
но и к нарушению его пространственной организации, что делает их неподходящими для созда-
ния гибридных белков. Гибкие линкеры длиной 10–20 аминокислот способствуют снижению СКФ 
и флуктуации СКО, а оптимальными среди них являются линкеры GGGSGGGGSGGGSGGGS, 
GGGGSGGGGSGGGGS, GGGSGGGGS для ANGPT1_VEGF165 и GGGGSGGGGGS, 
GGGSGGGGSGGGGSGGGS, GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS для VEGF165_ANGPT1. Негибкие 
и расщепляемые линкеры в меньшей степени стабилизируют домены белков и в ряде случаев 
могут приводить к потере третичной структуры белка.

Небольшие различия в размерах вставки и последовательности не оказывают значительного 
влияния на выход ДНК, однако это отражается на содержании сверхспирализованной формы 
ДНК и может свидетельствовать об измененной топологии плазмидной ДНК.

Таким образом, основываясь на полученных результатах, для дальнейшего in vivo исследова-
ния и синтеза опытного образца стимулятора ангиогенеза выбран вариант ANGPT1_VEGF165 
с линкером GGGGSGGGGSGGGGS.
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