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Общая характеристика работы

Äèññåðòàöèîííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ýêñïåðèìåíòàëüíîìó èññëåäîâàíèþ
ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñûâîðîòî÷íûõ àëü-
áóìèíàõ (íà ïðèìåðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) è ñûâîðî-
òî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà (ÑÀ×)) ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäîâ áåëêîì è
åãî äåíàòóðàöèè.

Â êà÷åñòâå îñíîâíûõ îáúåêòîâ èññëåäîâàíèé âûáðàíû äâà áëèçêèõ ïî
ñòðóêòóðå áåëêà (ÁÑÀ è ÑÀ×), âûïîëíÿþùèõ â îðãàíèçìå òðàíñïîðòíóþ
ôóíêöèþ çà ñ÷¼ò íàëè÷èÿ â èõ ñòðóêòóðå ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ðàçëè÷íûõ
ëèãàíäîâ. Â äàííîé ðàáîòå ëèãàíäàìè íàçûâàþòñÿ ñðàâíèòåëüíî íåáîëü-
øèå ïî ðàçìåðó è ìîëåêóëÿðíîé ìàññå ìîëåêóëû, êîòîðûå ìîãóò ïðèñîåäè-
íÿòüñÿ ê ìàêðîìîëåêóëå áåëêà è îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ. Ïðèñîåäèíåíèå
ëèãàíäîâ è äðóãèå âíåøíèå ôàêòîðû ìîãóò ïðèâåñòè ê èçìåíåíèþ ñòðóê-
òóðû áåëêà, ÷òî ìîæåò îòðàçèòüñÿ íà åãî ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè è
ïðèâåñòè ê íàðóøåíèþ îáìåíà âåùåñòâ è äðóãèì çàáîëåâàíèÿì. Òàêèì îá-
ðàçîì, ðàçðàáîòêà áûñòðîé ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé
àëüáóìèíîâ äîñòàòî÷íî àêòóàëüíà ñ òî÷êè çðåíèÿ ìåäèöèíû è ôàðìàêîëî-
ãèè.

Íàëè÷èå â àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ÁÑÀ è ÑÀ× àðîìà-
òè÷åñêèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (òðèïòîôàíà, òèðîçèíà è ôåíèëàëà-
íèíà) ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ñòðóêòóðíûõ èçìåíå-
íèé óêàçàííûõ áåëêîâ ìåòîäû ôëóîðåñöåíòíîé ñïåêòðîñêîïèè, îñíîâíûìè
ïðåèìóùåñòâàìè êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü è ýêñïðåññ-
íîñòü. Êðîìå òîãî, ôîòîôèçè÷åñêèå ïàðàìåòðû óêàçàííûõ îñòàòêîâ, òàêèå
êàê, íàïðèìåð, âðåìÿ çàòóõàíèÿ è ôîðìà ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè, ÷óâñòâè-
òåëüíû ê èõ ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè, ÷òî ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ñâÿçü ìåæäó
îïòè÷åñêèì îòêëèêîì è ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè áåëêîâ, à òàêæå óñòà-
íîâèòü ôèçè÷åñêèå ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â å¼ îñíîâå.

Îáû÷íî â èññëåäîâàíèÿõ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíîâ îñ-
íîâíîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè, ÷òî îáóñëàâ-
ëèâàåòñÿ âûñîêèì êâàíòîâûì âûõîäîì äàííîãî îñòàòêà â áåëêàõ, à òàêæå
âîçìîæíîñòüþ åãî ñåëåêòèâíîãî âîçáóæäåíèÿ, ïîñêîëüêó íà äëèíå âîëíû
áîëåå 295 íì ïîãëîùåíèåì îñòàëüíûõ àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò ìîæíî
ïðåíåáðå÷ü. Îäíàêî êîëè÷åñòâî òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â áåëêàõ îáû÷íî
íåâåëèêî (òàê, â ÑÀ× èìååòñÿ îäèí òðèïòîôàíîâûé îñòàòîê, à â ÁÑÀ -
äâà), è íå âñåãäà ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ áåëêà çàòðàãèâàþò èõ ëîêàëüíóþ
îêðåñòíîñòü, à ñëåäîâàòåëüíî, íå âñåãäà ïðîÿâëÿþòñÿ â èõ îïòè÷åñêîì îò-
êëèêå. Íàïðîòèâ, òèðîçèíîâûå îñòàòêè ðàñïðåäåëåíû ïî ñòðóêòóðå ÁÑÀ
è ÑÀ× áîëåå ðàâíîìåðíî, ÷òî äåëàåò ôëóîðåñöåíöèþ äàííîãî òèïà îñòàò-
êîâ áîëåå ïðèâëåêàòåëüíîé äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé
áåëêîâ.
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Целью äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå âëèÿíèÿ
ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé àëüáóìèíîâ íà ôîòîôèçè÷åêèå ïàðàìåòðû òèðî-
çèíîâûõ îñòàòêîâ è óñòàíîâëåíèå ôèçè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ òàêîãî âëèÿíèÿ.
Äëÿ äîñòèæåíèÿ óêàçàííîé öåëè áûëè ïîñòàâëåíû ñëåäóþùèå задачи:

� ðàçðàáîòàòü ìåòîäèêó îïðåäåëåíèÿ âêëàäà òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â
ñèãíàë ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíà;

� âûÿâèòü èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà, âëèÿþùèå íà åãî òèðîçèíîâóþ
ôëóîðåñöåíöèþ; ïðè ýòîì âûäåëèòü ñëó÷àè, êîãäà ïîäîáíûå ñòðóê-
òóðíûå èçìåíåíèÿ íå ìîãóò áûòü çàðåãèñòðèðîâàíû ïî òðèïòîôàíî-
âîé ôëóîðåñöåíöèè;

� îöåíèòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ê êîíôîðìà-
öèîííûì èçìåíåíèÿì àëüáóìèíà â ïëàçìå êðîâè.

Основные положения, выносимые на защиту:

1. Ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíàõ âîçðàñòàåò ïðè
ñïåöèôè÷íîì ñâÿçûâàíèè àíèîííîãî äåòåðãåíòà (SDS), à òàêæå ïðè
äåíàòóðàöèè áåëêà (ïîä äåéñòâèåì ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà, SDS, êà-
òèîííîãî äåòåðãåíòà CTAB, ýòàíîëà). Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò ñíÿòèå
òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè çà ñ÷¼ò óäàëåíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï ñî-
ñåäíèõ ñ òèðîçèíîì àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (ò.å. çà ñ÷¼ò èçìåíåíèÿ
åãî íåïîñðåäñòâåííîé îêðåñòíîñòè), à íå îáóñëàâëèâàåòñÿ óìåíüøåíè-
åì ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè ïî äèïîëü-äèïîëüíîìó ìåõàíèç-
ìó íà òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè.

2. Êèíåòèêà ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷å-
ëîâåêà (ÑÀ×) è áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) â íàòèâíîì
ñîñòîÿíèè, ðåãèñòðèðóåìàÿ íà äëèíå âîëíû 310 íì ïðè âîçáóæäå-
íèè ïèêîñåêóíäíûìè ëàçåðíûìè èìïóëüñàìè íà äëèíå âîëíû 280 íì,
îïèñûâàåòñÿ òðèýêñïîíåíöèàëüíîé çàâèñèìîñòüþ. Ïðè ýòîì íàèìåíü-
øåå âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðèñòèêîé òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â óêàçàííûõ áåëêàõ, à îñòàâøèåñÿ âðåìåíà ñîîò-
âåòñòâóþò âðåìåíàì äåçàêòèâàöèè âîçáóæä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ òðèïòî-
ôàíîâûõ îñòàòêîâ. Äàííîå óòâåðæäåíèå ñïðàâåäëèâî äëÿ óêàçàííûõ
áåëêîâ è ïðè äîáàâëåíèè àíèîííîãî äåòåðãåíòà (SDS), êîãäà èçìåíå-
íèå âðåìåíè çàòóõàíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè îòðàæàåò âçàè-
ìîäåéñòâèå ìåæäó ÑÀ× è SDS, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü äàííûé
ôîòîôèçè÷åñêèé ïàðàìåòð òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ äëÿ õàðàêòåðèñòè-
êè èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû àëüáóìèíîâ ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäîâ è äå-
íàòóðàöèè.
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3. Ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ àëüáóìèíà ïîçâîëÿåò çàðåãè-
ñòðèðîâàòü ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ â äîìåíå I ÑÀ× ïðè ñïåöèôè÷íîì
ñâÿçûâàíèè SDS è â äîìåíå III ÑÀ× ïðè äåíàòóðàöèè ãèäðîõëîðèäîì
ãóàíèäèíà, êîòîðûå íå ïðîÿâëÿþòñÿ â òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè.

4. Óñèëåíèå òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà ïðè
äîáàâëåíèè àíèîííîãî äåòåðãåíòà (SDS) îáóñëîâëåíî òîëüêî èçìåíå-
íèåì ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíà èç-çà åãî ñòðóêòóðíûõ
ïåðåñòðîåê ïðè ñïåöèôè÷íîì è íåñïåöèôè÷íîì ñâÿçûâàíèè SDS, ïðè
ýòîì èçìåíåíèå ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ äðóãèõ áåëêîâ,
â ÷àñòíîñòè èììóíîãëîáóëèíà ãàììà (âòîðîãî ïî êîíöåíòðàöèè áåëêà
ïëàçìû êðîâè), íå îáíàðóæåíî.

Научная новизна äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû ñîñòîèò â ñëåäóþùåì:

1. Âïåðâûå èññëåäîâàíî èçìåíåíèå ïàðàìåòðîâ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçè-
íîâûõ îñòàòêîâ â òðèïòîôàí ñîäåðæàùèõ áåëêàõ, â òîì ÷èñëå, çàðå-
ãèñòðèðîâàíî èçìåíåíèå âðåìåíè å¼ çàòóõàíèÿ ïîä äåéñòâèåì ðàçëè÷-
íûõ âíåøíèõ ôàêòîðîâ.

2. Âïåðâûå âûÿâëåíû îáëàñòè ìîëåêóëû àëüáóìèíà, ñòðóêòóðíûå èçìå-
íåíèÿ êîòîðûõ âëèÿþò íà ôîòîôèçè÷åñêèå ïàðàìåòðû òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ.

3. Âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ ðÿäà ìîäåëüíûõ ñèñòåì, ñîäåðæàùèõ àëü-
áóìèí, òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÿâëÿåòñÿ èíäèêàòîðîì ñòðóêòóð-
íûõ èçìåíåíèé, êîòîðûå íå ìîãóò áûòü çàðåãèñòðèðîâàíû ïî èçìåíå-
íèþ ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ.

4. Âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî íèçêèé êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíàõ ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ñ ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóïïàìè èõ ëîêàëüíîãî îêðóæåíèÿ, à íå
îáóñëîâëåí ïåðåíîñîì ýíåðãèè íà òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè ïî äèïîëü-
äèïîëüíîìó ìåõàíèçìó.

Научная и практическая значимость. Â õîäå âûïîëíåíèÿ äàííîé
äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû áûëà èçó÷åíà çàâèñèìîñòü ôëóîðåñöåíòíûõ õà-
ðàêòåðèñòèê òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíàõ äëÿ øèðîêîãî êðóãà ñè-
ñòåì, ïîçâîëÿþùèõ ìîäåëèðîâàòü ñïåöèôè÷íîå è íåñïåöèôè÷íîå ñâÿçûâà-
íèå àëüáóìèíîâ ñ ëèãàíäàìè, à òàêæå èõ äåíàòóðàöèþ. Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ çàâèñÿò îò èõ
ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè, ÷òî ðàñøèðÿåò âîçìîæíîñòè îïòè÷åñêèõ ìåòîäîâ
èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû áåëêîâ çà ñ÷¼ò ðàññìîòðåíèÿ âêëàäà òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ â ñîáñòâåííóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêîâ. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â
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äàííîé ðàáîòå ïîêàçûâàþò âîçìîæíîñòü ðàçðàáîòêè íîâîãî ìåòîäà äèà-
ãíîñòèêè êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé áåëêîâ, îñíîâàííîãî íà èçìåíåíèè
ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â áåëêàõ ïðè ñâÿçûâà-
íèè ñ ëèãàíäàìè, íå âëèÿþùåì íà ôëóîðåñöåíöèþ òðèïòîôàíà. Ïîêàçàíî,
÷òî îïðåäåëåíèå âðåìåíè çàòóõàíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè â áåëêå,
ñîäåðæàùåì òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè, ïåðñïåêòèâíî äëÿ ñîçäàíèÿ íîâîãî
ìåòîäà äèàãíîñòèêè ïàòîëîãèè, íå çàâèñÿùåãî îò óðîâíÿ êîíöåíòðàöèè áåë-
êîâ â ïëàçìå êðîâè.

Достоверность ïîëó÷åííûõ â ðàáîòå ðåçóëüòàòîâ îáåñïå÷èâàåòñÿ èõ
ñîïîñòàâëåíèåì ñ íåçàâèñèìî ïîëó÷åííûìè ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ íàó÷íûõ
ãðóïï, îïóáëèêîâàííûìè â ðåöåíçèðóåìûõ æóðíàëàõ. Ðåçóëüòàòû, ïðåä-
ñòàâëåííûå â äèññåðòàöèè, ïîëó÷åíû íà îñíîâå ìíîãîêðàòíî ïîâòîðåííûõ
ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâåä¼ííûõ íà ñîâðåìåííîì íàó÷íîì îáîðóäîâàíèè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ñîâðåìåííûõ ìåòîäîâ îáðàáîòêè äàííûõ. Âñå èñïîëüçóåìûå
â ýêñïåðèìåíòàõ èçìåðèòåëüíûå ïðèáîðû áûëè ïðîòåñòèðîâàíû è îòêà-
ëèáðîâàíû, èõ èíñòðóìåíòàëüíàÿ ïîãðåøíîñòü îïðåäåëÿëàñü íåçàâèñèìî
â õîäå òåñòîâûõ ýêñïåðèìåíòîâ ñ çàâåäîìî ïðåäñêàçóåìûìè ðåçóëüòàòàìè.
Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðåçóëüòàòîâ îïóáëèêîâàíà â ðå-
öåíçèðóåìûõ æóðíàëàõ è ïðåäñòàâëåíà íà ðîññèéñêèõ è ìåæäóíàðîäíûõ
êîíôåðåíöèÿõ.

Личный вклад автора. Âñå ïîëó÷åííûå â ðàáîòå ðåçóëüòàòû ÿâëÿþò-
ñÿ îðèãèíàëüíûìè è ïîëó÷åíû ëè÷íî àâòîðîì. Âêëàä àâòîðà çàêëþ÷àëñÿ
â ïðîâåäåíèè âñåõ ïðåäñòàâëåííûõ â îðèãèíàëüíîé ÷àñòè ðàáîòû ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé, îáðàáîòêè ïîëó÷åííûõ äàííûõ, ïðèãîòîâëåíèè
âñåõ èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ è íàïèñàíèè ïðîãðàììíîãî êîäà äëÿ îáðàáîòêè
äàííûõ.

Публикации. Îñíîâíûå ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â äàííîé ðàáîòå,
îïóáëèêîâàíû â äâóõ ñòàòüÿõ â ðåöåíçèðóåìûõ æóðíàëàõ è â òð¼õ ñòàòüÿõ
â ñáîðíèêàõ. Ñïèñîê îïóáëèêîâàííûõ ñòàòåé ïðèâåä¼í â êîíöå àâòîðåôå-
ðàòà.

Апробация работы. Ðåçóëüòàòû ðàáîòû ïðåäñòàâëåíû â 8 äîêëàäàõ
íà ðîññèéñêèõ è ìåæäóíàðîäíûõ êîíôåðåíöèÿõ, íàèáîëåå çíà÷èìûå èç êî-
òîðûõ: ICONO LAT 2013 (Ìîñêâà, Ðîññèÿ), Frontiers in Optics 2013 (Îðëàí-
äî, ÑØÀ), Saratov Fall Meeting 2015 (Ñàðàòîâ, Ðîññèÿ). Ñïèñîê îñíîâíûõ
îïóáëèêîâàííûõ òåçèñîâ äîêëàäîâ ïðèâåä¼í â êîíöå àâòîðåôåðàòà.

Структура диссертационной работы. Äèññåðòàöèîííàÿ ðàáîòà ñî-
ñòîèò èç ââåäåíèÿ, ÷åòûð¼õ ãëàâ, çàêëþ÷åíèÿ, ïðèëîæåíèÿ è ñïèñêà öè-
òèðîâàííîé ëèòåðàòóðû. Äëÿ îáëåã÷åíèÿ âîñïðèÿòèÿ îðèãèíàëüíîé ÷àñòè
ðàáîòû (Ãëàâû 2-4) âñå äåòàëè ïðîâåä¼ííûõ ýêñïåðèìåíòîâ, à òàêæå ïî-
äðîáíîå îïèñàíèå ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ, èñïîëüçóåìûõ â ðàáîòå, âûíåñåíû
â ïðèëîæåíèå. Ðàáîòà íàïèñàíà íà 121 ñòðàíèöå è ñîäåðæèò 45 èëëþñòðà-
öèé, 11 òàáëèö è 126 áèáëèîãðàôè÷åñêèõ ññûëîê.
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Содержание работы

Âî Введении îïèñûâàåòñÿ àêòóàëüíîñòü äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû, ôîðìó-
ëèðóþòñÿ öåëè è çàäà÷è ðàáîòû, îòìå÷àåòñÿ íàó÷íàÿ íîâèçíà è ïðàêòè÷å-
ñêàÿ çíà÷èìîñòü, ïðèâîäÿòñÿ âûíîñèìûå íà çàùèòó ïîëîæåíèÿ, ñâåäåíèÿ
î ïóáëèêàöèÿõ ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû, àïðîáàöèè è ñòðóêòóðå äèññåðòàöèè.

Глава 1 «Фотофизические параметры сывороточных альбуминов в
нативном состоянии, при связывании лигандов и денатурации (обзор ли-
тературы)».

Â íà÷àëå ãëàâû ïðèâîäÿòñÿ îñíîâíûå ñâåäåíèÿ îá àëüáóìèíàõ è èõ âçàè-
ìîäåéñòâèè ñ ëèãàíäàìè. Äàëåå ðàññìàòðèâàþòñÿ îñíîâíûå ðàáîòû â îáëà-
ñòè èññëåäîâàíèÿ ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñ-
ëîò (òðèïòîôàíà è òèðîçèíà) â ðàñòâîðå è â áåëêàõ, à òàêæå ñâÿçü ýòèõ
ïàðàìåòðîâ ñî ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè ìàêðîìîëåêóë. Íà îñíîâàíèè
ïðîâåä¼ííîãî àíàëèçà ëèòåðàòóðû àêòóàëèçèðîâàíû îñíîâíûå îãðàíè÷å-
íèÿ ñîâðåìåííûõ îïòè÷åñêèõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ êîíôîðìàöèè áåëêîâ.

Ñûâîðîòî÷íûå àëüáóìèíû ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè áåëêàìè ïëàçìû êðî-
âè, îòâå÷àþùèìè çà ïîääåðæàíèå îñìîòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ è âûïîëíÿþùèå
â îðãàíèçìå òðàíñïîðòíóþ ôóíêöèþ [1]. Îäíèì èç ëèãàíäîâ àëüáóìèíà
ÿâëÿþòñÿ æèðíûå êèñëîòû (ÆÊ), ïðè÷¼ì çà ñ÷¼ò îãðàíè÷åííîé ðàñòâî-
ðèìîñòè â âîäå â ïëàçìå êðîâè ÆÊ ïðèñóòñòâóþò â êîìïëåêñå ñ àëüáóìè-
íîì [2]. Ðàçëè÷íûå ïàòîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû ìîãóò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ
ñòðóêòóðû àëüáóìèíà â ïëàçìå êðîâè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî áåëîê ïåðåñòà¼ò
âûïîëíÿòü ñâîè ôóíêöèè. Îáû÷íî â ëèòåðàòóðå îïèñûâàåòñÿ èçó÷åíèå êîí-
ôîðìàöèè àëüáóìèíà â ìîäåëüíûõ ðàñòâîðàõ, à ðåçóëüòàòû òàêèõ èññëåäî-
âàíèé îáîáùàþòñÿ íà ñëó÷àé ïëàçìû êðîâè. Ñðåäè íåìíîãî÷èñëåííûõ ìå-
òîäîâ îïðåäåëåíèÿ ñîñòîÿíèÿ àëüáóìèíà â ïëàçìå êðîâè ìîæíî âûäåëèòü
ìåòîä äèàãíîñòèêè ñåïñèñà, îíêîëîãè÷åñêèõ è äðóãèõ çàáîëåâàíèé ñ ïîìî-
ùüþ ñïåêòðîñêîïèè ýëåêòðîííîãî ïàðàìàãíèòíîãî ðåçîíàíñà (ÝÏÐ) [3] è
ìåòîä äèàãíîñòèêè èøåìè÷åñêîé áîëåçíè ñåðäöà ïî ñâÿçûâàíèþ àëüáóìèíà
ñ èîíàìè êîáàëüòà [4].

Â èññëåäîâàíèÿõ ìîäåëüíûõ ðàñòâîðîâ àëüáóìèíà àêòèâíî èñïîëüçó-
þòñÿ îïòè÷åñêèå ìåòîäû, ñðåäè êîòîðûõ çíà÷èòåëüíîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ
ôëóîðåñöåíòíîìó îòêëèêó êàê ñîáñòâåííûõ ôëóîðîôîðîâ áåëêà, òàê è ñïå-
öèàëüíûõ ëèãàíäîâ (ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ). Îñíîâíûì ïðåèìóùåñòâîì
èñïîëüçîâàíèÿ çîíäîâ ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü ðàáîòû â äèàïàçîíå âèäèìîãî
èçëó÷åíèÿ, îäíàêî ââåäåíèå â èññëåäóåìûé îáðàçåö äîïîëíèòåëüíûõ ëèãàí-
äîâ ìîæåò çàòðóäíÿòü èíòåðïðåòàöèþ ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ. Èñïîëüçî-
âàíèå ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè, îáóñëîâëåííîé íàëè÷èåì â ñòðóêòóðå
àëüáóìèíîâ àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ñíèìàåò ïîäîáíîå
îãðàíè÷åíèå.

Â ýêñïåðèìåíòàõ, íàïðàâëåííûõ íà èçó÷åíèå èçìåíåíèé ñòðóêòóðû áåë-
êà ïîä äåéñòâèåì ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ, îáû÷íî àíàëèçèðóåòñÿ òóøåíèå
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ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà, âûçâàííîå èçìåíåíèåì ëîêàëüíîé îêðåñòíî-
ñòè äàííîãî òèïà îñòàòêîâ. Òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè â áåëêàõ îáëàäàþò
íàèáîëåå äëèííîâîëíîâûì ïîãëîùåíèåì, ÷òî äà¼ò âîçìîæíîñòü èõ ñåëåê-
òèâíîãî âîçáóæäåíèÿ: ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû áîëåå 295 íì
ïîãëîùåíèåì îñòàëüíûõ àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ìîæíî
ïðåíåáðå÷ü [5]. Îñíîâíûì íåäîñòàòêîì òàêîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ íåðàâíî-
ìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ïî ñòðóêòóðå áåëêà, êî-
òîðîå ìîæåò áûòü ñíÿòî çà ñ÷¼ò ðàññìîòðåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî îòêëèêà
äðóãèõ àìèíîêèñëîò, íàïðèìåð, òèðîçèíà, ðàñïðåäåëåíèå àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ êîòîðîãî ïî ñòðóêòóðå àëüáóìèíîâ áîëåå ðàâíîìåðíî (ðèñ. 1).

Рис. 1: Трёхмерная структура комплекса САЧ с ЖК (pdb ID: 1EF7 [6] (а) и
трёхмерная структура БСА (pdb ID: 3V03 [7]) с обозначением лиганда (зелёным),
а также тирозиновых (синим) и триптофановых (красным) остатков. Рисунок
построен при помощи программы USCF Chimera package [8]

Ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ äîñòàòî÷íî ÷àñòî óïîìèíàåòñÿ â
ðàáîòàõ, ïîñâÿù¼ííûõ èññëåäîâàíèþ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ.
Ïðè èññëåäîâàíèè áåëêîâ â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè, ñîäåðæàùèõ êàê òèðî-
çèíîâûå, òàê è òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôëóîðåñöåí-
öèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþäàåòñÿ [9] è ïðîÿâëÿåòñÿ
ïðè äåíàòóðàöèè [10] â âèäå êîðîòêîâîëíîâîãî ïëå÷à â ñïåêòðå ñîáñòâåí-
íîé ôëóîðåñöåíöèè â ðàéîíå 300-310 íì. Îñíîâíûì ìåõàíèçìîì òóøåíèÿ
òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè â òàêèõ ðàáîòàõ ñ÷èòàåòñÿ ïåðåíîñ ýíåðãèè
ïî äèïîëü-äèïîëüíîìó (ô¼ðñòåðîâñêîìó) ìåõàíèçìó ñ òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ íà òðèïòîôàíîâûå. Îöåíêà ïîêàçûâàåò, ÷òî òèïè÷íûå çíà÷åíèÿ ðàäè-
óñà Ô¼ðñòåðà äëÿ òàêîãî ïåðåíîñà ñîñòàâëÿþò ∼ 10-18 �A è ñîîòâåòñòâóþò
ñðåäíåìó ðàçìåðó ìîëåêóë áåëêà [11]. Ïðè äåíàòóðàöèè ñòðóêòóðà áåëêà
ðàçðóøàåòñÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ ðàññòîÿíèÿ ìåæ-
äó äîíîðàìè (òèðîçèíîâûìè îñòàòêàìè) è àêöåïòîðàìè (òðèïòîôàíîâûìè
îñòàòêàìè).

Â òî æå âðåìÿ â èññëåäîâàíèÿõ áåëêîâ, íå ñîäåðæàùèõ òðèïòîôàíîâûå
îñòàòêè, ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíà òàêæå îáëàäàåò ìàëûì ïî ñðàâíåíèþ ñî
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ñâîáîäíîé àìèíîêèñëîòîé â ðàñòâîðå êâàíòîâûì âûõîäîì, ÷òî ñâÿçàíî ñ
íàëè÷èåì å¼ òóøåíèÿ â áåëêàõ çà ñ÷¼ò ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï (íàïðèìåð,
êàðáîêñèëüíîé è àìèíîãðóïïû) ñîñåäíèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ [11].
Äàííûé ôàêò óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ðîëü ïåðåíîñà ýíåðãèè ñ òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ íà òðèïòîôàíîâûå â òóøåíèè ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà â áåëêàõ â
íàòèâíîì ñîñòîÿíèè ìîæåò áûòü ïåðåîöåíåíà. Èññëåäîâàíèå âîçìîæíîñòåé
èñïîëüçîâàíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè êàê êîëè÷åñòâåííîãî èíäèêà-
òîðà èçìåíåíèÿ êîíôîðìàöèè òðèïòîôàí ñîäåðæàùèõ áåëêîâ è ñîñòàâèëî
îñíîâó äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû.

Глава 2 «Исследование фотофизических параметров альбумина в вод-
ном растворе для разработки метода регистрации конформационных из-
менений белка под действием анионного детергента».

Ãëàâà ïîñâÿùåíà êîìïëåêñíîìó èññëåäîâàíèþ ñèñòåìû áåëîê-äåòåðãåíò
â âîäíîì ðàñòâîðå. Â êà÷åñòâå äåòåðãåíòà èñïîëüçóåòñÿ äîäåöèëñóëüôàò
íàòðèÿ (SDS), ìîäåëü âçàèìîäåéñòâèÿ ìîëåêóë êîòîðîãî ñ àëüáóìèíîì, à
òàêæå ñîïóòñòâóþùèå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ìîëåêóëû áåëêà, îïèñàíû â
íà÷àëå ãëàâû. Äàëåå ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû ïðèìåíåíèÿ îïòè÷åñêèõ ìåòî-
äîâ èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà ê ñèñòåìå àëüáóìèí-SDS. Íà îñíîâàíèè
ïîëó÷åííûõ äàííûõ äåëàåòñÿ âûâîä, ÷òî ôîòîôèçè÷åñêèå ïàðàìåòðû òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïîçâîëÿþò çàðåãèñòðèðîâàòü ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ
ìîëåêóëû àëüáóìèíà, êîòîðûå íå ïðîÿâëÿþòñÿ â îïòè÷åñêîì îòêëèêå òðèï-
òîôàíîâûõ îñòàòêîâ.

Рис. 2: Изменение структуры молекулы альбумина (БСА) при увеличении кон-
центрации детергента SDS (молекула альбумина - серым, тритофановые остатки
- красным, молекулы SDS - зелёным, а их сайты - жёлтым) по работе [12]

Äîáàâëåíèå äåòåðãåíòà SDS â ðàñòâîð àëüáóìèíà ïîçâîëÿåò èçó÷àòü
êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ áåëêà â øèðîêèõ ïðåäåëàõ - îò íåçíà÷èòåëü-
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íûõ ïåðåñòðîåê â ðåçóëüòàòå ñâÿçûâàíèÿ â ñïåöèôè÷íûå ñàéòû ìàêðîìîëå-
êóëû äî å¼ ïîëíîé äåíàòóðàöèè (ðèñ. 2). Â äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå
èñïîëüçîâàëèñü ñëåäóþùèå ôîòîôèçè÷åñêèå ïàðàìåòðû àëüáóìèíà:

� ôîðìà ñïåêòðà è èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ. Äàííûå ïàðàìåòðû îïðåäåëÿëèñü ïðè ïîìîùè ðåãèñòðàöèè
ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè íà äëèíå âîëíû 295 íì, ãäå ïîãëîùåíèåì
äðóãèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, à ñëåäîâàòåëüíî, è èõ ôëóîðåñöåí-
öèåé ìîæíî ïðåíåáðå÷ü. Çàðåãèñòðèðîâàííîå èçìåíåíèå ôîðìû ñïåê-
òðîâ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì èçìåíåíèÿ
ëîêàëüíîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ â íàïðàâëåíèè äëèííîé îñè áîêîâî-
ãî ðàäèêàëà äàííîãî îñòàòêà [13] â ðåçóëüòàòå ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäîâ
áåëêîì èëè åãî äåíàòóðàöèè.

� èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Äàííûé ïàðà-
ìåòð îïðåäåëÿëñÿ ïðè ðàçëîæåíèè ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìè-
íà, ïîëó÷åííûõ ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû 280 íì, ñ ó÷¼òîì
ôîðìû ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Ïîäðîá-
íîå îïèñàíèå ìåòîäèêè ðàçëîæåíèÿ ñïåêòðîâ ìîæíî íàéòè â ðàáî-
òàõ [12,14] è â Ïðèëîæåíèè â äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå.

� âðåìåíà çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Äàííûå
ïàðàìåòðû îïðåäåëÿëèñü ïðè àíàëèçå êèíåòèê çàòóõàíèÿ ôëóîðåñ-
öåíöèè äëÿ äëèíû âîëíû ðåãèñòðàöèè 𝜆𝑇𝑟𝑝 ∼ 350 íì ïðè âîçáóæ-
äåíèè ïèêîñåêóíäíûìè ëàçåðíûìè èìïóëüñàìè íà äëèíå âîëíû 280
íì. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìèíèìàëüíàÿ íåâÿçêà äëÿ îáðàáîòêè êèíåòèê
ôëóîðåñöåíöèè ïðè ðåãèñòðàöèè íà äëèíå âîëíû 𝜆𝑇𝑟𝑝 äîñòèãàëàñü
ïðè àïïðîêñèìàöèè ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííûõ äàííûõ áèýêñïî-
íåíöèàëüíîé çàâèñèìîñòüþ, õàðàêòåðíîé äëÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàò-
êîâ.

� âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Äàííûé ïà-
ðàìåòð îïðåäåëÿëñÿ ïðè àíàëèçå êèíåòèê çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
äëÿ äëèíû âîëíû ðåãèñòðàöèè 𝜆𝑇𝑦𝑟 ∼ 315 íì ïðè âîçáóæäåíèè ïè-
êîñåêóíäíûìè ëàçåðíûìè èìïóëüñàìè íà äëèíå âîëíû 280 íì. Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ìèíèìàëüíàÿ íåâÿçêà äëÿ îáðàáîòêè êèíåòèê ôëóî-
ðåñöåíöèè ïðè ðåãèñòðàöèè íà äëèíå âîëíû 𝜆𝑇𝑦𝑟 äîñòèãàëàñü ïðè àï-
ïðîêñèìàöèè ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííûõ äàííûõ òðèýêñïîíåíöè-
àëüíîé çàâèñèìîñòüþ. Çàâèñèìîñòü äâóõ á�îëüøèõ âðåì¼í îò êîíöåí-
òðàöèè äåòåðãåíòà ñîâïàëà ñ òàêîâîé äëÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ,
ïîëó÷åííûõ ïðè îáðàáîòêå êèíåòèê ïðè ðåãèñòðàöèè íà äëèíå âîëíû
𝜆𝑇𝑟𝑝, à íàèìåíüøåå èç ïîëó÷åííûõ âðåì¼í áûëî îòíåñåíî ê òèðîçè-
íîâûì îñòàòêàì. Òåì ñàìûì âðåìÿ çàòóõàíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè â òðèïòîôàí ñîäåðæàùèõ áåëêàõ áûëî îïðåäåëåíî впервые.
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� ïîëîæåíèå 0-0 ïåðåõîäà ôåíîëüíîãî êîëüöà è ïàðàìåòð ãåòåðîãåííî-
ñòè îêðóæåíèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Äàííûå ïàðàìåòðû îïðåäåëÿ-
ëèñü ïðè àíàëèçå ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ àëü-
áóìèíà ïî ìåòîäèêå, ïîäðîáíî îïèñàííîé â ðàáîòàõ [12, 15, 16] è â
Ïðèëîæåíèè â äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå.

Рис. 3: Зависимость от концентрации детергента интенсивности максимума флу-
оресценции триптофановых (а) и тирозиновых (б) остатков БСА (чёрным) и САЧ
(красным). Концентрация БСА - 4,7 мкМ, САЧ - 4,1 мкМ. Значения указан-
ных интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего от-
сутствию детергента в растворе ([SDS] = 0). (в) Зависимость от концентрации
детергента времени затухания флуоресценции тирозиновых остатков в БСА при
регистрации на длине волны 𝜆𝑇𝑦𝑟 ∼ 315 нм. Концентрация БСА - 3.5 мкМ. Длина
волны возбуждения 280 нм

Â ðåçóëüòàòå âûïîëíåíèÿ ýòîé ÷àñòè èññëåäîâàíèé áûëà ïîñòàâëåíà ìå-
òîäèêà îïðåäåëåíèÿ ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â
àëüáóìèíå - èíòåíñèâíîñòè è âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, à òàê-
æå ïîëîæåíèÿ 0-0 ïåðåõîäà ôåíîëüíîãî êîëüöà è ïàðàìåòðà ãåòåðîãåííî-
ñòè îêðóæåíèÿ îñòàòêîâ, îïðåäåëÿåìûõ ïî ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé ñïåê-
òðîâ ïîãëîùåíèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî íåñìîòðÿ íà ðàçíîå ïîâåäåíèå çàâèñèìî-
ñòè îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè äëÿ äâóõ ãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ (ÁÑÀ è ÑÀ×) (ðèñ. 3 à), òèðîçèíî-
âàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ìåíÿåòñÿ îäèíàêîâî (ðèñ. 3 á), ÷òî ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâè-
åì ñõîäíûõ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ ïðè îäèíàêîâîì
âíåøíåì âîçäåéñòâèè. Äëÿ ïåðâîãî ó÷àñòêà çàâèñèìîñòè ôîòîôèçè÷åñêèõ
ïàðàìåòðîâ ÑÀ× îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà ïîêàçàíî, ÷òî òèðîçèíîâàÿ
ôëóîðåñöåíöèÿ ìîæåò äàâàòü äîïîëíèòåëüíóþ èíôîðìàöèþ î ñòðóêòóð-
íûõ èçìåíåíèÿõ áåëêà ïîä âëèÿíèåì ëèãàíäîâ çà ñ÷¼ò ðàâíîìåðíîãî ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ äàííûõ îñòàòêîâ ïî ñòðóêòóðå áåëêà (ðèñ. 1). Ðàçíîíàïðàâëåí-
íûé õàðàêòåð çàâèñèìîñòè âðåìåíè æèçíè è èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ íà ó÷àñòêå, ñîîòâåòñòâóþùåì îáðàçîâàíèþ ìèöåëëîïîäîáíûõ àã-
ðåãàòîâ íà ñêåëåòå ìîëåêóë áåëêà (ðèñ. 3 á è â), îáóñëîâëåí èçìåíåíèåì

11



ñå÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ (ãèïîõðîìèçìîì [17]) äàííûõ îñòàòêîâ ïðè ñòðóêòóð-
íûõ ïåðåñòðîéêàõ ìîëåêóëû áåëêà. Ñîâïàäåíèå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíî-
ñòè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ïðè âîçáóæäåíèè íà äâóõ äëèíàõ âîëí
(280 íì è 295 íì) ïîêàçûâàåò, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíîñà ýíåðãèè ïî
äèïîëü-äèïîëüíîìó (ô¼ðñòåðîâñêîìó) ìåõàíèçìó ñ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ
íà òðèïòîôàíîâûå íå ìåíÿåòñÿ âî âñ¼ì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé äåòåðãåí-
òà.

Глава 3 «Фотофизические параметры альбуминов в различных мо-
дельных системах» ïîñâÿùåíà ðåçóëüòàòàì èññëåäîâàíèé, íàïðàâëåííûõ
íà âûÿâëåíèå ìåõàíèçìîâ èçìåíåíèÿ ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçè-
íîâûõ îñòàòêîâ â áåëêàõ ïðè ðàçëè÷íîì âíåøíåì âîçäåéñòâèè:

� ïðè äîáàâëåíèè â ðàñòâîð áåëêà êàòèîííîãî äåòåðãåíòà (CTAB) (èñ-
ñëåäîâàíèå âëèÿíèÿ çíàêà çàðÿäà àìôèôèëüíîãî ñîåäèíåíèÿ íà ïà-
ðàìåòðû ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíîâ);

� ïðè äîáàâëåíèè â ðàñòâîð áåëêà êàòèîíîâ ñâèíöà (èññëåäîâàíèå âëè-
ÿíèÿ ñâÿçûâàíèÿ ìåòàëëà â ñóáäîìåí Ià íà ïàðàìåòðû ñîáñòâåííîé
ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíîâ);

� ïðè èçìåíåíèè pH ðàñòâîðà áåëêà (èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ âåëè÷èíû
ïîâåðõíîñòíîãî çàðÿäà áåëêà íà ïàðàìåòðû åãî ñîáñòâåííîé ôëóîðåñ-
öåíöèè);

� ïðè äîáàâëåíèè â ðàñòâîð áåëêà ýòàíîëà (èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ïî-
ëÿðíîñòè ðàñòâîðèòåëÿ è ïåðåñòðîåê â ïåðâîé ãèäðàòàöèîííîé ñôåðå
áåëêà íà ïàðàìåòðû åãî ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè);

� ïðè äîáàâëåíèè â ðàñòâîð ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà (GndHCl) (èññëå-
äîâàíèå âëèÿíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîé äåíàòóðàöèè äîìåíîâ àëüáóìèíà
íà ïàðàìåòðû åãî ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè).

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî èññëåäîâàíèþ âëèÿíèÿ ñâÿçûâàíèÿ êàòè-
îííîãî äåòåðãåíòà ñ ìîëåêóëàìè ñûâîðîòî÷íûõ àëüáóìèíîâ (ÁÑÀ è ÑÀ×)
è èõ ñðàâíåíèå ñ àíàëîãè÷íûìè ðåçóëüòàòàìè äëÿ àíèîííîãî äåòåðãåíòà
ïîêàçûâàþò, ÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â áåëêàõ âîçðàñòà-
åò ïðè äåíàòóðàöèè, ïðè÷¼ì â äàííîì ñëó÷àå çàðÿä ãèäðîôèëüíîé ÷àñòè
äåòåðãåíòà íå âàæåí. Îäíàêî íà ó÷àñòêàõ ñïåöèôè÷íîãî è íåñïåöèôè÷íî-
ãî ñâÿçûâàíèÿ óñèëåíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè íå ïðîèñõîäèò äëÿ
êàòèîííîãî äåòåðãåíòà.

Ñâÿçûâàíèå èîíîâ ìåòàëëà â îêðåñòíîñòè àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò-
íûõ îñòàòêîâ ìîæåò ïðèâîäèòü ê óâåëè÷åíèþ âåðîÿòíîñòè èíòåðêîìáèíà-
öèîííîé êîíâåðñèè (ò.å. ïåðåõîäà â òðèïëåòíîå ñîñòîÿíèå) çà ñ÷¼ò ýôôåêòà
òÿæ¼ëîãî àòîìà [18]. Ïðè ïðèñîåäèíåíèè êàòèîíîâ ìåòàëëà ê áåëêó òàêæå
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ìîæåò ïðîèñõîäèòü íåéòðàëèçàöèÿ èçáûòî÷íîãî îòðèöàòåëüíîãî çàðÿäà ïî-
âåðõíîñòè áåëêà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî äèïîëü-äèïîëüíûì ïðèòÿæåíèå ìîæåò
ñìåíèòü êóëîíîâñêîå îòòàëêèâàíèå è ïðèâåñòè ê àãðåãàöèè [19].

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî èññëåäîâàíèþ âëèÿíèÿ ñâÿçûâàíèÿ êà-
òèîíîâ ñâèíöà ñ ìîëåêóëàìè ÁÑÀ ïîêàçûâàþò, ÷òî îòíîñèòåëüíûé âêëàä
òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöè ÁÑÀ íå èçìåíÿåòñÿ ïðè ñâÿçûâàíèè êàòèîíîâ
ñâèíöà, ïîýòîìó â äàííîé ÷àñòè äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû îñíîâíîå âíè-
ìàíèå óäåëåíî òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Èíòåíñèâíîñòü òðèïòîôà-
íîâîé ôëóîðåñöåíöèè óìåíüøàåòñÿ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ êàòèîíîâ ñâèíöà,
ñóùåñòâåííî ïðåâûøàþùèõ ïðåäåëüíî äîïóñòèìûå çíà÷åíèÿ äëÿ ÷åëîâå-
÷åñêîãî îðãàíèçìà (10−7 Ì), ÷òî íå ÿâëÿåòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêè ðåëåâàíò-
íûìè óñëîâèÿìè. Òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè òàêæå íàáëþäàåòñÿ è äëÿ ñâî-
áîäíîãî òðèïòîôàíà â ðàñòâîðå, àãðåãàöèÿ êîòîðîãî ïîä äåéñòâèåì èîíîâ
òÿæ¼ëîãî ìåòàëëà íå ïðîèñõîäèò. Îäíîé èç âåðîÿòíûõ ïðè÷èí òóøåíèÿ
òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ÿâëÿåòñÿ íå àãðåãàöèÿ, à óâåëè÷åíèå âåðî-
ÿòíîñòè ïåðåõîäà ôëóîðîôîðà â íåôëóîðåñöèðóþùåå âîçáóæä¼ííîå ñîñòî-
ÿíèå ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ êàòèîíàìè ñâèíöà â ðåçóëüòàòå ñïîíòàííîé ôî-
òîèîíèçàöèè ôëóîðîôîðà [20, 21] è/èëè óâåëè÷åíèÿ âåðîÿòíîñòè ñèíãëåò-
òðèïëåòíîé êîíâåðñèè çà ñ÷¼ò ýôôåêòà òÿæ¼ëîãî àòîìà [18]. Áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî õàðàêòåðíîå âðåìÿ ðåëàêñàöèè òàêîãî ñîñòîÿíèÿ íàõîäèòñÿ â ïðå-
äåëàõ îò 1 ìñ äî 0,1 ñ.

Рис. 4: (а) Зависимость от pH раствора флуоресценции свободного тирозина в
растворе (зелёным) и тирозиновых остатков БСА (чёрным), САЧ (красным) и
инсулина (синим). (б) Зависимость от pH раствора флуоресценции триптофано-
вых остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным). Длина волны возбуждения - 280
нм. Концентрация БСА - 4,5 мкМ, САЧ - 4,3 мкМ, инсулина - 15 мкМ, тиро-
зина - 46 мкМ. Значения указанных интенсивностей нормированы на величину
сигнала, соответствующего pH ∼7

Ïðè èçìåíåíèè pH ðàñòâîðà áåëêà çà ñ÷¼ò äèññîöèàöèè áîêîâûõ öå-
ïåé àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ñóììàðíûé çàðÿä åãî ïîâåðõíîñòè ìåíÿåòñÿ

13



ïðàêòè÷åñêè íà 40 åäèíèö çàðÿäà ýëåêòðîíà [22]; ïðè ýòîì áåëîê ïåðåõîäèò
ìåæäó ñâîèìè ñòðóêòóðíûìè èçîìåðàìè [1], ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â èçìåíåíèè
åãî îïòè÷åñêîãî îòêëèêà [23]. Áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå çàâèñèìîñòè èí-
òåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè îò pH ðàñòâîðà äëÿ òð¼õ îáúåê-
òîâ - ÁÑÀ, ÑÀ× è èíñóëèíà (áåñòðèïòîôàíîâîãî ãîðìîíà ïåïòèäíîé ïðè-
ðîäû), ðåçóëüòàòû êîòîðîãî ïðèâåäåíû íà ðèñ. 4 à. Îäèíàêîâîå óñèëåíèå
ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðè çíà÷åíèÿõ pH < 4,5 îáúÿñíÿ-
åòñÿ ñíÿòèåì òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè çà ñ÷¼ò ñîñåäíèõ ôóíêöèîíàëüíûõ
ãðóïï, êîòîðîå ïðèñóòñòâóåò â íàòèâíîé ñòðóêòóðå áåëêà. Ðåçêîå óìåíü-
øåíèå èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé (ðèñ. 4 à) è òðèïòîôàíîâîé (ðèñ. 4 á)
ôëóîðåñöåíöèè ïðè pH > 9,0 îáúÿñíÿåòñÿ äåïðîòîíèðîâàíèåì áîêîâîé öå-
ïè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Ñðàâíåíèå ïîëó÷åííîãî â äàííîé ðàáîòå èçìåíå-
íèÿ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ÑÀ× ñ äàííûìè äëÿ åãî ðåêîìáèíàíòíûõ
äîìåíîâ [23] ïîêàçàëè, ÷òî ðåêîìáèíàíòíûå äîìåíû I è II ïîçâîëÿþò ìî-
äåëèðîâàòü ñòðóêòóðíûå ïåðåõîäû â áåëêå, à äëÿ ñòðóêòóðû äîìåíà III
(òî÷íåå äëÿ åãî îïòè÷åñêîãî îòêëèêà), íàïðîòèâ, âàæíî íàëè÷èå îñòàëü-
íûõ äîìåíîâ.

Ïîëÿðíîñòü ðàñòâîðèòåëÿ ìîæåò áûòü èçìåíåíà äîáàâëåíèåì â âîäíûé
ðàñòâîð ñïèðòîâ, íàïðèìåð, ýòàíîëà. Èçâåñòíî, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò êîí-
öåíòðàöèè ýòàíîëà ìîëåêóëû ñïèðòà ìîãóò ñâÿçûâàòüñÿ ñ áåëêîì [24, 25],
èçìåíÿòü ñòðóêòóðó âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ìåæäó áåëêîì è ìîëåêóëàìè ðàñ-
òâîðèòåëÿ, âûòåñíÿòü ìîëåêóëû âîäû èç ïåðâîé ãèäðàòàöèîííîé ñôåðû
[26], à òàêæå ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ èíòåðìåäèàòà áåëêà è âûçûâàòü
åãî àãðåãàöèþ [24].

Â äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå áûëî ïîêàçàíî îáðàçîâàíèå èíòåð-
ìåäèàòà áåëêà (ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà Íèëüñêîãî êðàñíîãî,
ðèñ. 5 à) è çàðåãèñòðèðîâàíà åãî àãðåãàöèÿ (ïî óâåëè÷åíèþ ìóòíîñòè
ðàñòâîðà). Àíàëèç ïðèâåä¼ííûõ â äàííîé ÷àñòè ðåçóëüòàòîâ ïîçâîëÿåò
ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ÷óâñòâèòåëüíà
ê èçìåíåíèþ ñòðóêòóðû àëüáóìèíà ïðè îáðàçîâàíèè èíòåðìåäèàòà (äëÿ
[EtOH] < 12% (v/v)), êîòîðîå íå ìîæåò áûòü çàðåãèñòðèðîâàíî â ÁÑÀ è
ÑÀ× ïî òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 5 á), à ñëåäîâàòåëüíî, ïðîèñ-
õîäèò âäàëè îò òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, íàïðèìåð, â äîìåíå III.

Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê äîìåíà III íà ôëóîðåñ-
öåíöèþ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíàõ â ðàñòâîðû èññëåäóåìûõ áåë-
êîâ áûë äîáàâëåí ãèäðîõëîðèä ãóàíèäèíà (GndHCl). Èçâåñòíî, ÷òî ïðè óâå-
ëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè GndHCl â ðàñòâîðå àëüáóìèíà íàáëþäàåòñÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîå ðàçðóøåíèå ñòðóêòóðû áåëêà, ïðè÷¼ì íàèìåíüøåé ñòàáèëüíî-
ñòüþ îáëàäàåò äîìåí III [27]. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â äàííîé ÷àñòè äèñ-
ñåðòàöèîííîé ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ ÷óâñòâèòåëüíà ê èçìåíåíèþ ñòðóêòóðû àëüáóìèíà â äîìåíå III è ïîçâî-
ëÿåò çàðåãèñòðèðîâàòü èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà, êîòîðûå íå âëèÿþò íà
ôëóîðåñöåíöèþ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ÁÑÀ è ÑÀ×. Èç ðàñïðåäåëåíèÿ
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Рис. 5: (а) Зависимость от концентрации этанола времени затухания флуорес-
ценции Нильского красного в присутствии (чёрным) и в отсутствии (красным)
БСА. Длина волны возбуждения - 510 нм. Длина волны регистрации - 617 нм
(заполненные символы) и 655 нм (незаполненные символы). Концентрация БСА
- 15 мкМ, Нильского красного - 5,6 мкМ. (а) Зависимость от концентрации эта-
нола интенсивности флуоресценции триптофановых (незаполненные символы) и
тирозиновых (заполненные символы) остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным).
Длина волны возбуждения 280 нм. Концентрация БСА - 4,7 мкМ, САЧ - 4,1
мкМ. Значения указанных интенсивностей нормированы на величину сигнала,
соответствующего отсутствию этанола в растворе ([EtOH] = 0)

òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïî ñòðóêòóðå ÁÑÀ è ÑÀ× (ðèñ. 1) âèäíî, ÷òî â ñóá-
äîìåíå IIIá òèðîçèíîâûå îñòàòêè îòñóòñòâóþò. Íà îñíîâàíèè ýòîãî ìîæíî
êîíêðåòèçèðîâàòü, ÷òî ïðè äåíàòóðàöèè äîìåíà III àëüáóìèíà òèðîçèíî-
âàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïîçâîëÿåò çàðåãèñòðèðîâàòü ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ â
ñóáäîìåíå IIIà.

Глава 4 «Тирозиновая флуоресценция как индикатор конформацион-
ных изменений альбумина в плазме крови» ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ òè-
ðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ïëàçìû êðîâè è å¼ èçìåíåíèþ ïðè ìîäåëèðî-
âàíèè ñ ïîìîùüþ äåòåðãåíòà SDS ñâÿçûâàíèÿ æèðíûõ êèñëîò (ÆÊ) àëü-
áóìèíîì. Â äàííîé ãëàâå ïðèâîäÿòñÿ îñíîâíûå ñâåäåíèÿ î êîíöåíòðàöèè
ÆÊ â ïëàçìå êðîâè â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè, à òàêæå ðåçóëüòàòû ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ñ ïëàçìîé êðîâè è ìîäåëüíûìè ðàñòâîðàìè å¼ îñíîâíûõ áåë-
êîâ (àëüáóìèíà è èììóíîãëîáóëèíà ãàììà, IgG) (ðèñ. 6). Íà îñíîâàíèè
ïðèâåä¼ííûõ ðåçóëüòàòîâ äåëàåòñÿ âûâîä, ÷òî óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè
òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ïðè äîáàâëåíèè àíèîííîãî äåòåðãåíòà (SDS)
ïîëíîñòüþ îïðåäåëÿåòñÿ èçìåíåíèåì âêëàäà àëüáóìèíà, âûçâàííûì ïåðå-
ñòðîéêîé åãî ñòðóêòóðû â ðåçóëüòàòå ñïåöèôè÷íîãî è íåñïåöèôè÷íîãî ñâÿ-
çûâàíèÿ ñ SDS (ðèñ. 6 á). Äàëåå, â ãëàâå ïðèâîäèòñÿ îïèñàíèå ìîäåëè, ñ
ïîìîùüþ êîòîðîé áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà èçìåíåíèÿ ñå÷åíèÿ òèðîçèíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè ÑÀ× ïðè ñïåöèôè÷íîì ñâÿçûâàíèè ëèãàíäà, áëèçêîãî ïî
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Рис. 6: (а) Зависимость от концентрации детергента интенсивности флуоресцен-
ции тирозиновых остатков плазмы крови (красным) и модельной смеси её основ-
ных белков (чёрным). (б) Зависимость от концентрации детергента интенсивно-
сти флуоресценции САЧ (чёрным), IgG (красным) и их модельной смеси белков
(синим). Длина волны возбуждения - 280 нм. Концентрация САЧ - 1,27 мкМ,
IgG - 0,14 мкМ. Значения указанных интенсивностей нормированы на величину
сигнала, соответствующего отсутствию детергента в растворе ([SDS] = 0)

ñâîèì ñâîéñòâàì êÆÊ. Óâåëè÷åíèå ýôôåêòèâíîãî ñå÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðè ïðèñîåäèíåíèè îäíîé ìîëåêóëû SDS ñîñòàâëÿåò
(37 ± 4)%, ÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü òèðîçèíîâóþ ôëóîðåñöåíöèþ äîñòàòî÷íî
÷óâñòâèòåëüíûì èíäèêàòîðîì îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà ÑÀ×-ÆÊ â ðàñòâî-
ðå.

Приложение. Äëÿ îáëåã÷åíèÿ âîñïðèÿòèÿ îðèãèíàëüíîé ÷àñòè ðàáî-
òû (Ãëàâû 2-4) âñå äåòàëè ïðîâåä¼ííûõ ýêñïåðèìåíòîâ, à òàêæå ïîäðîáíîå
îïèñàíèå ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ, èñïîëüçóåìûõ â ðàáîòå, âûíåñåíû â ïðèëî-
æåíèå, êîòîðîå ìîæíî íàéòè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ñïèñêîì öèòèðîâàííîé
ëèòåðàòóðû.

Заключение. Èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåä¼ííûå â äàííîé äèññåðòàöèîííîé
ðàáîòå, îòíîñÿòñÿ ê ýêñïåðèìåíòàëüíîìó èçó÷åíèþ âîïðîñà î ñâÿçè ôëóî-
ðåñöåíòíîãî îòêëèêà áåëêîâ ñ èõ ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè, âûçâàííû-
ìè äåíàòóðàöèåé, ñâÿçûâàíèåì ñ ëèãàíäàìè èëè îáðàçîâàíèåì èíòåðìåäè-
àòîâ. Îñîáîå âíèìàíèå ïðè ýòîì áûëî óäåëåíî ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíî-
âûõ îñòàòêîâ, êîòîðàÿ, õîòÿ îáû÷íî è íå èñïîëüçóåòñÿ â ïîäîáíîãî ðîäà
èññëåäîâàíèÿõ, íî äà¼ò âîçìîæíîñòü çàðåãèñòðèðîâàòü êîíôîðìàöèîííûå
èçìåíåíèÿ, íå ïðîÿâëÿþùèåñÿ â òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè.

Основные результаты, ïîëó÷åííûå â ðàáîòå, ñîñòîÿò â ñëåäóþùåì:

1. Ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ çàâèñèìîñòè ôîòîôè-
çè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíàõ ïðè èçìå-
íåíèè ñòðóêòóðû áåëêà ïðè ñïåöèôè÷íîì è íåñïåöèôè÷íîì ñâÿçû-
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âàíèè àíèîííîãî äåòåðãåíòà (SDS), ìîäåëèðóþùåãî âçàèìîäåéñòâèå
áåëêà ñ îñíîâíûì êëàññîì åãî ëèãàíäîâ - æèðíûìè êèñëîòàìè (ÆÊ).
Ïîêàçàíî, ÷òî â äàííîì ñëó÷àå òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïîçâîëÿ-
åò çàðåãèñòðèðîâàòü èçìåíåíèå ñòðóêòóðû äîìåíà I ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà ÷åëîâåêà (ÑÀ×), êîòîðîå íå îòðàæàåòñÿ íà ôëóîðåñöåíò-
íûõ õàðàêòåðèñòèêàõ òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà äàííîãî áåëêà.

2. Ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ çàâèñèìîñòè ôîòîôè-
çè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíàõ ïðè èçìå-
íåíèè ñòðóêòóðû áåëêà ïðè ñïåöèôè÷íîì è íåñïåöèôè÷íîì ñâÿçûâà-
íèè êàòèîííîãî äåòåðãåíòà (CTAB). Ïîêàçàíî, ÷òî â äàííîì ñëó÷àå
òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ íå ïîçâîëÿåò çàðåãèñòðèðîâàòü èçìåíå-
íèå ñòðóêòóðû ÑÀ×. Íà îñíîâàíèè ïîäîáíîãî îòëè÷èÿ îò àíèîííîãî
äåòåðãåíòà áûë ñäåëàí âûâîä, ÷òî ïðè ñâÿçûâàíèè àìôèôèëüíûõ ñî-
åäèíåíèé äëÿ èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ âàæåí çàðÿä ëèãàíäà. Ïðè ýòîì óñèëåíèå ôëóîðåñöåíöèè â
ñëó÷àå àíèîííîãî ëèãàíäà ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì ðàñïðåäåëåíèÿ çàðÿ-
äîâ â îêðåñòíîñòè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.

3. Ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ çàâèñèìîñòè ôîòîôè-
çè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðè äåíàòóðàöèè áåëêà
äåòåðãåíòàìè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðåçêîå óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè
òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè äëÿ óêàçàííûõ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé
íå çàâèñèò îò çíàêà çàðÿäà äåíàòóðèðóþùåãî àãåíòà, à îáóñëîâëå-
íî îáðàçîâàíèåì ìèöåëëîïîäîáíûõ àãðåãàòîâ íà ñêåëåòå ìîëåêóëû
áåëêà. Àíàëèç ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ è êèíåòèê ôëóîðåñöåíöèè áåëêà
ïîêàçàë, ÷òî óñèëåíèå èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè íå
ñâÿçàíî ñ óìåíüøåíèåì ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè íà òðèïòî-
ôàí ïî äèïîëü-äèïîëüíîìó ìåõàíèçìó, à îáóñëîâëåíî ãèïîõðîìèçìîì
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.

4. Ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ èçìåíåíèé â
ïåðâîé ãèäðàòàöèîííîé ñôåðå ìîëåêóëû áåëêà íà ôëóîðåñöåíöèþ òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïåðåðàñïðåäåëåíèå âîäîðîäíûõ
ñâÿçåé ìåæäó ïîâåðõíîñòíûìè àìèíîêèñëîòàìè è ìîëåêóëàìè ðàñ-
òâîðèòåëÿ ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ çà ñ÷¼ò èçìåíåíèÿ èõ ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè, à èìåííî, çà ñ÷¼ò
îáðàçîâàíèÿ âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ñ ñîñåäíèìè ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóï-
ïàìè.

5. Ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîé äåíàòóðàöèè äîìåíîâ àëüáóìèíà ïîä äåéñòâèåì ãèäðîõëîðè-
äà ãóàíèäèíà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ðàçðóøåíèè ñòðóêòóðû áåëêà ñíè-
ìàåòñÿ òóøåíèå òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè çà ñ÷¼ò óäàëåíèÿ ñîñåä-
íèõ ñ òèðîçèíîâûìè îñòàòêàìè ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï, ïðè÷¼ì òàêîå
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ñíÿòèå òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ñòðóêòóðíûå èç-
ìåíåíèÿ â äîìåíå III, êîòîðûå íå ìîãóò áûòü çàðåãèñòðèðîâàíû ïî
òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ÑÀ×.

6. Ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ àíèîííîãî äå-
òåðãåíòà (SDS), ìîäåëèðóþùåãî ñâÿçûâàíèå àëüáóìèíà è ÆÊ, íà òè-
ðîçèíîâóþ ôëóîðåñöåíöèþ ïëàçìû êðîâè, à òàêæå ìîäåëüíîé ñìåñè
îñíîâíûõ áåëêîâ ïëàçìû êðîâè (àëüáóìèíà è èììóíîãëîáóëèíà ãàì-
ìà). Ïîêàçàíî, ÷òî èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè ïëàçìû êðîâè ïðè äîáàâëåíèè SDS ïîëíîñòüþ îáóñëîâëåíî
ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè àëüáóìèíà, ñâÿçàííûìè ñ îáðàçîâàíèåì
êîìïëåêñà ÑÀ×-SDS. Ïðîâåäåíà îöåíêà ÷óâñòâèòåëüíîñòè òèðîçèíî-
âîé ôëóîðåñöåíöèè ê ñâÿçûâàíèþ ëèãàíäîâ, áëèçêèõ ê ÆÊ. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ñðåäíåå óâåëè÷åíèå ñå÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ ïðè ïðèñîåäèíåíèè îäíîãî ëèãàíäà ñîñòàâëÿåò 37%.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåä¼ííîå â ðàìêàõ äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû èññëå-
äîâàíèå ïîêàçûâàåò, ÷òî òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÿâëÿåòñÿ èíäèêàòî-
ðîì ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé àëüáóìèíà êàê â ðàñòâîðå, òàê è â ïëàçìå
êðîâè, ïðè÷¼ì â ðàáîòå âûäåëåí ðÿä ñëó÷àåâ, êîãäà ïîäîáíîå èçìåíåíèå
ñòðóêòóðû íåâîçìîæíî çàðåãèñòðèðîâàòü ïî òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè.
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