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Резюме. Описаны результаты термического анализа пептида SF23 под контролем 

спектрофлюориметра, установлен факт стабильности вторичной структуры пептида при 

нагревании до 55°С, приведены наиболее вероятные модели ассоциатов. 

Resume. Results of the thermal analysis of the SF23 peptide with the spectrofluorometer have 

been described, the fact of its secondary structure stability at the temperature up to 55°C has been 

established, most probable models of its associates are given. 

 

Актуальность. Пептид SF23 соответствует наиболее структурно устойчивому 

и наименее мутабельному антигенному фрагменту дифтерийного токсина. 

Антитела, способные распознавать этот пептид, обнаружены как в лошадиной 

противодифтерийной сыворотке, так и в крови привитых дифтерийным анатоксином 

людей [1]. При 24°С, по данным анализа спектра кругового дихроизма, в пептиде 

SF23 присутствует 34,9% бета-структуры и 20,5%  бета-поворотов, а альфа-спирали 

отсутствуют [1]. Эти данные согласуются с рентгеновской структурой 

соответствующего фрагмента полноразмерного белка: пептид представляет собой 

бета-шпильку. По результатам алгоритма «VVTAK Connecting Bridges» [2], на 

верхушке этой бета-шпильки должна присутствовать спираль 3/10. 

Следующим этапом исследования потенциального компонента для новой 

вакцины против дифтерии является термический анализ. Важно выяснить, 

стабильна ли вторичная структура пептида SF23 под воздействием температуры. 

Если структурные переходы в пептиде происходят до достижения физиологической 

температуры или при 37°C, дальнейшее рассмотрение его в качестве компонента 

для вакцины становится бессмысленным. 

Цель: провести термический анализ пептида SF23 под контролем 

спектрофлюориметра. 

Задачи:  
1. Проверить наличие структурных переходов при нагревании пептида SF23 от 

26 до 55°C.  



Инновации в медицине и фармации 2015 
 

Материалы научно-практической конференции студентов и молодых ученых Страница 628 

 

2. Провести термодинамический и биоинформатический анализ полученных 

данных. 

Материал и методы. Материалом для исследования послужил синтетический 

пептид под названием SF23, твёрдофазный химический синтез которого 

осуществлён на автоматическом синтезаторе «Symphony» (США). Пептид 

(лиофилизированный порошок, 300 мкг) растворили в 3 мл 0,1 М фосфатного 

буфера (pH=7,4).  Далее раствор пептида подвергали постепенному нагреванию от 

комнатной температуры (26°С) до 55°С. Спектр флюоресценции снимали после 

повышения температуры на один градус с помощью спектрофлюориметра «Solar 

CM2203» (Республика Беларусь). Длина волны возбуждения флюоресценции была 

установлена на 270 нм, а спектр испускания записывался в диапазоне от 290 до 390 

нм, при ширине щели 2 нм. Поскольку в состав пептида входит один остаток 

тирозина, а остатки триптофана отсутствуют, максимум интенсивности 

флюоресценции находился при длине волны 305 нм, а в диапазоне от 330 до 350 нм 

пики отсутствовали. 

Полученные данные о зависимости интенсивности флюоресценции тирозина в 

пептиде SF23 от температуры были подвергнуты обработке с целью устранения 

возможных случайных колебаний. При построении соответствующих графиков по 

оси «X» откладывали температуру (в °C), а по оси «Y» – среднее значение 

интенсивности флюоресценции при 302, 303, 304, 305, 306, 307 и 308 нм для пяти 

спектров, снятых при температуре, соответствующей точке по оси «X», на два и 

один градус ниже, и на один и два градуса выше её. 

 

 
Рис. 1 – Графики зависимости интенсивности флюоресценции остатка тирозина в пептиде 

SF23 от температуры при первичном (А) и вторичном нагревании (Б). 

 

На графике зависимости усреднённой интенсивности флюоресценции от 

температуры чётко виден структурный переход. От 28 до 39°C интенсивность 

флюоресценции линейно снижалась за счёт температурного тушения. Затем на 

отрезке от 39 до 42°C интенсивность флюоресценции остатка тирозина резко 

повысилась, приблизившись к исходному уровню (Рисунок 1а). После 42°C вновь 
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наблюдалось монотонное снижение интенсивности флюоресценции за счёт 

температурного тушения. Термодинамические характеристики структурного 

перехода были вычислены с помощью уравнения Аррениуса: 

Kравн = A·e-Ea/RT,  (1) 

где Kравн – константа равновесия, A – предэкспоненциальный множитель, e – 

основание натуральных логарифмов, Ea – энергия активации, R – газовая 

постоянная, T – абсолютная температура. 

Уравнение 1 преобразуется в уравнение вида y=kx + b путём 

логарифмирования: 

ln(Kравн) = ln(A) +(-Ea/R)·(1/T), (2) 

в котром ln(Kравн) соответствует значению «y», выражение «1/T» – значению 

«x», выражение «-Ea/R» – множителю «k», а «ln(A)» – слагаемому «b». 

Для решения уравнения 2 (для вычисления значения энергии активации) 

необходимо установить зависимость между натуральным логарифмом константы 

равновесия для структурного перехода и числом, обратным абсолютной 

температуре. Константа равновесия вычисляется по графику с Рисунок 1а 

следующим образом. Прямые линии, соответствующие трендам линейной 

зависимости, продлеваются. От нескольких точек на прямой, соответствующей 

промежуточному состоянию системы, в котором находятся в равновесии две формы 

пептида, опускаются прямые, перпендикулярные оси «X». На каждой такой прямой 

отрезок от пересечения с продолжением тренда для исходной формы до линии, 

соответствующей реальной флюоресценции равновесной системы, соответствует 

количеству продукта реакции. Отрезок же, расположенный между пересечением 

перпендикуляра с продолжением тренда для конечной формы и линией реальной 

флюоресценции, соответствует содержанию в системе исходного вещества. 

Константа равновесия равна отношению содержания продукта реакции (конечной 

формы пептида) к содержанию исходного вещества (исходной формы пептида). 

Нами были вычислены семь значений константы равновесия при разных 

температурах. После этого было получено уравнение, описывающее зависимость 

между ln(Kравн) и (1/T): y = -128920x + 411,43. Отсюда энергия активации для 

структурного перехода составила 1071,325 КДж/моль. Если считать, что энергия 

активации для структурного перехода примерно равна изменению энтальпии в 

системе (это справедливо тогда, когда в эндотермическом процессе выделением 

тепла при  распаде переходного комплекса можно пренебречь), то изменение 

энтропии для такого процесса будет равно отношению энергии активации к 

абсолютной температуре (ΔS = 3,419 КДж/моль). 

После нагревания до 55°C раствор пептида SF23 постепенно остыл до 

температуры окружающей среды. Повторное нагревание (Рисунок1б) дало 

основание утверждать, что в процессе постепенного остывания образовались 

структуры, отличные от исходных. На графике с Рисунок1б заметны два 

структурных перехода, характеристики которых были рассчитаны по описанному 

выше алгоритму. 
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Модель пептида получена с помощью сервера Swiss Model [3] по шаблону 

структуры дифтерийного токсина с идентификатором 1SGK в Protein Data Bank. 

Докинг пептидов и их димеров друг к другу осуществлён программой hex dock 8.0 

[4]. 

Результаты и их обсуждение. 
Анализ зависимости интенсивности флюоресценции остатка тирозина в 

пептиде SF23 от температуры показал, что при комнатной температуре 

флюоресценция части таких остатков оттушена. Тушение флюоресценции возможно 

за счёт близости к ароматическому кольцу тирозина боковых цепей таких 

аминокислотных остатков, как гистидин, аспарагиновая или глутаминовая кислота. 

В составе пептида SF23 остатки глутаминовой кислоты отсутствуют, а 

единственный остаток гистидина образует пептидную связь с единственным 

остатком аспарагиновой кислоты. Мотив «His-Asp» находится на верхушке петли 

бета-шпильки, а остаток тирозина – посередине ствола этой шпильки. Логично 

предположить, что в мономерном состоянии ни остаток His, ни остаток Asp не 

могут контактировать с остатком Tyr. Только при димеризации пептида возможна 

такая взаимная ориентация мономеров, при которой верхушка шпильки одного из 

них связывается с серединой ствола другой. Такие димеры могут образовываться 

как за счёт взаимодействия бета-тяжей, близких к верхушке шпильки (Рисунок 2а), 

так и за счёт взаимодействия бета-тяжей у основания ствола (Рисунок 2б). 

Варианты, в которых C-концевая карбоксильная группа пептида взаимодействует с 

остатком тирозина (что также могло бы привести к тушению флюоресценции), 

среди 100 вариантов докинга отсутствуют. Более того, нет и вариантов, в которых 

оба остатка тирозина в димере оттушены: всегда с Asp и His взаимодействует только 

один из них. 

 

 
Рис. 2 – Модели димеров пептида SF23, в которых один из остатков тирозина находится в 

контакте с боковыми цепями гистидина и аспарагиновой кислоты. 

 

При нагревании исходного раствора пептида димеры диссоциируют с ΔH = 

1071,325 КДж/моль: разрывается большое количество взаимодействий между 

аминокислотными остатками. При остывании такого раствора ассоциаты 
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образуются вновь. Однако их строение отличается от такового для исходных. При 

повторном нагревании до 38°С интенсивность флюоресценции не снижается, а 

медленно возрастает (Рисунок 1б). Такая ситуация возможна в случае, когда 

значительная часть остатков тирозина недоступна для водного окружения: 

увеличение скорости движения различных частиц в растворе под влиянием 

температуры не приводит к динамическому тушению флюоресценции. Это условие 

не может реализоваться в димерах, так как во всех 100 вариантах докинга остатки 

тирозина экспонированы водному окружению. Следовательно, речь должна идти об 

образовании, как минимум, тетрамеров. Для образования подходящего тетрамера 

остатки тирозина в исходном димере должны находиться на одной и той же 

поверхности (Рисунок 3а). Тогда второй димер сможет «накрыть» эту поверхность, 

что возможно по результатам работы hex dock 8.0 (Рисунок 3б). Разрушение 

подобных тетрамеров сопровождается более высоким значением ΔH (1701,15 

кДж/моль), чем в случае с описанными выше димерами. Однако на графике с 

Рисунок1б заметен и второй структурный переход (ΔH=612,043 кДж/моль), 

который, вероятно, представляет собой разрушение другого варианта тетрамеров 

(или ассоциатов более высокого порядка), образованных по той же схеме, что и 

первый вариант, но обладающих несколько большей термической устойчивостью. 

Как правило, при полном разрушении вторичной структуры белка под 

воздействием высокой температуры, охлаждении и повторном нагревании любые 

структурные переходы отсутствуют: график, подобный таковому с Рисунок 1б, 

представляет собой прямую линию. Судя по полученным результатам, пептид SF23 

после нагревания до 55°C остаётся способным образовывать ассоциаты, а значит, 

элементы вторичной структуры пептида при таком нагревании не разрушаются. 

Определённую роль в изменении характера ассоциатов после нагревания должны 

играть их взаимодействия с присутствующими в растворе ионами, а также тот факт, 

что охлаждение осуществлялось постепенно (за счёт выравнивания температуры 

кюветы с температурой окружающей среды), а не резко. Существование пептида в 

виде ассоциатов является благоприятным фактором для выработки иммунного 

ответа на его антигенные фрагменты, поскольку мономерные пептиды образуются в 

течение длительного промежутка времени после введения вакцины. 
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Рис. 3 – Модель димера пептида SF23, в которой остатки тирозина находятся на одной и 

той же поверхности (А), и модель тетрамера, образующегося из него (Б). 

 

Выводы:  
1. Пептид SF23 существует в водном растворе в виде ассоциатов (как 

минимум, димеров), в которых остатки Asp и His оттушивают флюоресценцию 

остатков Tyr.  

2. При нагревании до 55°C вторичная структура пептида не разрушается, 

однако, происходит образование мономеров, формирующих при остывании более 

сложные и разнообразные ассоциаты (как минимум, тетрамеры), в которых часть 

остатков Tyr недоступна водному окружению. 
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