Синтез молекулярно импринтированных белков для определения овальбумина
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Разработка методов обнаружения, количественного определения и разделения белков является актуальной задачей медицины, биологии, протеомики и пищевой промышленности [1,2]. Молекулярный импринтинг является мощным инструментом определения белков [3]. Традиционно в качестве матрицы при синтезе молекулярно импринтированных полимеров (МИП) используют органические полимеры [4], но также возможно применение биополимеров [5]. Синтез МИП на основе биомолекул имеет ряд преимуществ: соответствие требованиям «зеленой» химии, проста синтеза, относительно низкая стоимость и биосовместимость. При этом чувствительность и селективность таких МИП сопоставима с коммерчески доступными наборами ИФА на основе антител [6]. 

Однако, все ранее описанные импринтированные белки (ИБ) были синтезированы для обнаружения низкомолекулярных веществ. Целью данного исследования являлась проверка возможности синтеза ИБ для определения овальбумина (ОВА). ОВА является основным компонентом яичного белка, а его cледовые количества могут попадать в конечный продукт, что приводит к возможному развитию аллергических реакций. В связи с этим, ОВА можно использовать как маркер для определения в пищевых продуктах следов яичного загрязнения. В качестве матрицы использовали глюкозооксидазу (ГО), которая обладает устойчивостью в широком диапазоне pH, а также значительно превосходит размер ОВА. 

Показана возможность и определены оптимальные условия синтеза ИБ, характеризующихся адсорбционной селективностью к ОВА. Предложен эффективный метод очистки полученных ИБ, сочетающий диализ и гель-фильтрацию. Синтезированные ИБ использовали в качестве элементов распознавания во флуоресцентном и спектрофотометрическом анализе для количественного определения ОВА в пищевых продуктах: куриного яичного белка, а также в образце торта. Связывающие свойства оценены с использованием конъюгатов ОВА с молекулами-метками низкой (флуоресцеин) и высокой (пероксидаза хрена) молекулярных масс. 
Предложена методика синтеза импринтированного белка для обнаружения овальбумина. В оптимизированных экспериментальных условиях высокоспецифичные полости связывания, полученные в глюкооксидазе способны захватывать ОВА в растворах с концентрациями 10–2000 нг/мл, с пределом обнаружения 6 нг/мл. Коэффициент импринтинга по отношению к ОВА составил 4,7.
Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта 18-29-08033.
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