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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность исследования. Молекулярный импринтинг является 

многообещающим подходом к созданию индивидуальных сайтов связывания, 

комплементарных молекулам-шаблонам по форме, размеру и функциональным 

группам в полимерных и биополимерных матрицах. Молекулярно 

импринтированные полимеры (МИП) нашли широкое применение в 

твердофазной экстракции, в качестве рецепторов в различных видах 

иммуноанализа и других областях. Преимущества МИП заключаются в их 

надежности, высокой механической и термической стабильности в широком 

диапазоне кислотности среды и температур. Суть молекулярного импринтинга 

заключается в получении «молекулярных отпечатков», которые образуются в 

результате полимеризации функциональных мономеров в присутствии 

специально введенных молекул- шаблонов. Аналогичная процедура применима 

и для создания специфических участков распознавания в биомолекулах. В 

отличие от процесса классического молекулярного импринтинга, в котором 

образование селективных сайтов связывания происходит в синтетической 

полимерной матрице, процесс получения импринитрованных белков (ИБ) 

предполагает использование в качестве матрицы природных полимеров. Синтез 

ИБ является низкозатратным, быстрым процессом, отвечающим принципам 

«зеленой» химии. Поведение белковых молекул в процессе получения ИБ 

является мало изученной областью. Обоснование выбора используемых 

белковых молекул часто игнорируется, а исследователи следуют уже 

известным методикам синтеза или включают в работу доступные материалы. 

При синтезе ИБ необходимо учитывать множество параметров, таких как 

концентрация, температура, влияние pH среды и др. Поскольку все эти 

параметры оказывают существенное влияние на структуру белка в процессе 

синтеза, важным шагом к пониманию взаимодействия матричного белка с 

молекулой-шаблоном, становится изучение и описание поведения белковой 

молекулы в условиях, соответствующих каждому из этапов синтеза ИБ. Кроме 

того, подробное описание белковой структуры позволит направленно изменять 



условия синтеза и выбирать наиболее подходящую матрицу для конкретной 

задачи среди различных белков.  

Цель работы: анализ влияния pH на конформационные изменения 

молекул бычьего сывороточного альбумина (БСА) и пепсина при проведении 

импринтинга белков. Достижение поставленной цели включало решение 

следующих задач: изучение влияния pH среды на формирование белковых 

агрегатов БСА и пепсина методом динамического рассеивания света (ДРС); 

определение элементов вторичной структуры БСА и пепсина методом 

спектроскопии кругового дихроизма (КД); изучение спектральных 

характеристик БСА и пепсина при различных pH, полученных методом 

флуоресцентной спектроскопии; изучение конформационных изменений БСА и 

пепсина в кислой среде (pH 3.0) методом молекулярной динамики (МД).  

Научная новизна работы. 

-  Изучены конформационные изменения БСА и пепсина, вызванные 

изменением рН, а также оценены изменения их спектральных характеристик.  

- Определены элементы вторичной структуры БСА и пепсина при разных рН 

методами спектроскопии КД и молекулярной динамики. 

Практическая значимость работы. 

Показана возможность применения ДРС, спектроскопии КД, 

флуоресценции и молекулярной динамики для анализа белковой структуры на 

этапе выбора оптимальной матрицы для синтеза импринтированных белков. 

Материалы и методы исследования. 

Объекты исследования - БСА и пепсин. Для решения задач, поставленных в 

работе, применяли комплекс инструментальных методов исследования: 

флуориметрия (спектрофлуориметр Cary Eclipse, Agilent Technologies), ДРС 

(Zetasizer, Ultra Red Label), КД (Chirascan, Applied Photophysics). Программное 

обеспечение DichroWeb использовали для анализа методом ДРС содержания 

вторичной структуры БСА и пепсина при различных уровнях рН. 

Моделирование МД проводили с использованием пакета GROMACS v.4.5.4 с 

поддержкой MPI на высокопроизводительной вычислительной системе 



Саратовского государственного университета имени Н.Г. Чернышевского. В 

качестве исходных использовали структуры БСА (PDB ID: 4F5S) и пепсин 

(PDB ID: 3PEP 

Структура и объем работы. Выпускная квалификационная работа (ВКР) 

состоит из введения, двух глав, заключения и списка использованных 

источников. В тексте работы содержатся таблицы и графические иллюстрации. 

Общий объем ВКР составляет 41 страницу, включая 22 рисунка и 4 таблицы. 

Основное содержание работы. 

В главе 1 представлен обзор литературы, обсуждены проблемы 

конформационных изменений в белках и современные подходы к их изучению 

и показаны перспективы применения молекулярного моделирования. 

В главе 2 описаны материалы и методы, используемые в работе, 

обсуждается влияние pH среды на структурные и спектральные характеристики 

БСА и пепсина, а также представлен сравнительный анализ экспериментальных 

результатов и результатов моделирования. 

Влияние рН на размер и спектральные характеристики БСА и 

пепсина 

Для исследования агрегационной активности БСА и пепсина 

использовали метод ДРС. Изучено влияние концентрации белка в растворе на 

размер образующихся агрегатов. В выбранном диапазоне концентраций 

наблюдали монотонный спад линейных размеров агрегатов с увеличением 

концентрации белка в рабочем растворе. Установлено, что в диапазоне рН 2-12 

в растворах преобладают частицы малого размера. 

Методами КД и флуоресцентной спектроскопии изучены спектральные 

характеристики БСА и пепсина, результаты представлены на рисунках 1-4. 

Показано, что структура БСА характеризуется высоким содержанием α-

спиралей, а пепсин –β-листов. Анализ спектров КД позволил установить, что 

переход от нативного рН к рН 3.0 приводит к снижению элементов вторичной 

структуры как для БСА, так и для пепсина. Изменение рН растворов БСА и 

пепсина приводит к смещению максимума флуоресценции. 
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Рисунок 1 — Спектры КД БСА при рН 3.0 и рН 7.4 
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Рисунок 2 — Спектры КД пепсина при рН 2.0 и рН 3.0 



 
Рисунок 3 – Спектры флуоресценции БСА при различных рН 

 
Рисунок 4 – Спектры флуоресценции пепсина при различных рН 

 

Анализ структуры БСА и пепсина при рН 3.0 

Моделирование динамики БСА и пепсина при рН 3.0 позволило 

установить их 3D структуру и рассчитать содержание элементов вторичной 

структуры для каждого белка. Анализ траектории МД показал, что снижение 

рН до значения 3.0 вызывает N-F конформационный переход БСА. Для пепсина 

рН 3.0 является близким к нативному рН, в связи с этим, изменение 

конформации пепсина было незначительным. Однако для обоих белков 

установлено, что конформация изменяется, при этом происходит частичная 

потеря вторичной структуры. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

1. Изучено влияние pH среды на структуру БСА и пепсина с 

использованием метода ДРС. Изменение концентрации и pH повлияло на 



размер и количество агрегатов белка в растворе. При анализе результатов БСА 

наблюдался спад размеров агрегатов с 800 нм до 500 нм с увеличением 

концентрации белка. Из результатов ДРС БСА и пепсина наблюдалось, что во 

всем диапазоне pH для растворов преобладают мелкие частицы; 

2. Методом спектроскопии КД изучены спектральные характеристики 

БСА и пепсина и определено содержание элементов их вторичной структуры. В 

БСА процент α-спиралей уменьшается с 63,3 до 57,7, а процент 

неструктурированных участков увеличивается с 32,5 до 39,2. В пепсине 

процент β-сплетённых листов уменьшился с 38,3 до 35,6, а процент 

неструктурированных участков увеличился с 53,4 до 60,4; 

3. Изучены спектральные характеристики БСА и пепсина при различных 

pH с помощью флуоресцентной спектроскопии. На спектрах флуоресценции 

БСА наблюдалось смещение максимума в коротковолновую область с 350 нм 

до 336 нм, что указывает на увеличение гидрофобности белка. В спектрах 

флуоресценции пепсина не наблюдается сдвигов максимумов; 

4. Изучены конформационные изменения БСА и пепсина в кислой среде 

(pH 3.0) методом МД. При анализе результатов моделирования, было 

установлено, что при переходе из нативного pH в pH 3.0 гидрофобность 

аминокислотных остатков увеличивается, структура теряет свою стабильность 

и принимает развернутое положение. Проведен сравнительный анализ 

экспериментальных результатов и результатов моделирования.  
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