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Введение

Äèññåðòàöèîííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ýêñïåðèìåíòàëüíîìó èññëåäîâà-
íèþ ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñûâîðîòî÷íûõ
àëüáóìèíàõ (íà ïðèìåðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) è ñûâî-
ðîòî÷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 âû-
ÿâèòü 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
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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 îñòàòêîâ
áîëåå ïðèâëåêàòåëüíîé äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé áåë-
êîâ. Целью äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå âëè-
ÿíèÿ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé àëüáóìèíîâ íà ôîòîôèçè÷åêèå ïàðàìåòðû
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ è óñòàíîâëåíèå ôèçè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ òàêîãî âëè-
ÿíèÿ.

Äëÿ äîñòèæåíèÿ óêàçàííîé öåëè áûëè ïîñòàâëåíû ñëåäóþùèå зада-
чи:

1. ðàçðàáîòàòü ìåòîäèêó îïðåäåëåíèÿ âêëàäà òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â
ñèãíàë ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíà;

2. 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;

3. 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 óìåíüøå-
íèåì ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè ïî äèïîëü-äèïîëüíîìó ìåõà-
íèçìó íà òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè.

2. Êèíåòèêà ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷å-
ëîâåêà (ÑÀ×) è áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) â íàòèâíîì
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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.

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 èçìåíåíèÿ 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.

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-
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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 äàí-
íîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû áûëà èçó÷åíà çàâèñèìîñòü ôëóîðåñöåíòíûõ
õàðàêòåðèñòèê òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíàõ äëÿ øèðîêîãî êðóãà
ñèñòåì, ïîçâîëÿþùèõ ìîäåëèðîâàòü ñïåöèôè÷íîå è íåñïåöèôè÷íîå ñâÿçû-
âàíèå 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 äàííîé ðàáîòå ïîêàçûâàþò âîçìîæíîñòü ðàçðàáîòêè íîâîãî ìåòîäà äè-
àãíîñòèêè êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé, îñíîâàííîãî íà èçìåíåíèè ôîòî-
ôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â áåëêàõ ïðè ñâÿçûâàíèè ñ
ëèãàíäàìè, íå âëèÿþùåì íà ôëóîðåñöåíöèþ òðèïòîôàíà. Ïîêàçàíî, ÷òî
îïðåäåëåíèå âðåìåíè çàòóõàíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè â áåëêå, ñî-
äåðæàùåì òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè, ïåðñïåêòèâíî äëÿ ñîçäàíèÿ íîâîãî ìå-
òîäà äèàãíîñòèêè ïàòîëîãèè, íåçàâèñÿùåãî îò óðîâíÿ êîíöåíòðàöèè áåëêîâ
â ïëàçìå êðîâè.

Достоверность ïîëó÷åííûõ â ðàáîòå ðåçóëüòàòîâ îáåñïå÷èâàåòñÿ èõ
ñîïîñòàâëåíèåì ñ ðåçóëüòàòàìè íåçàâèñèìûõ íàó÷íûõ ãðóïï, îïóáëèêîâàí-
íûìè â ðåöåíçèðóåìûõ æóðíàëàõ. Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â äèññåð-
òàöèè, ïîëó÷åíû íà îñíîâå ìíîãîêðàòíî ïîâòîðåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ, ïðî-
âåä¼ííûõ íà ñîâðåìåííîì íàó÷íîì îáîðóäîâàíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîâðå-
ìåííûõ ìåòîäîâ îáðàáîòêè äàííûõ. Âñå èñïîëüçóåìûå â ýêñïåðèìåíòàõ èç-
ìåðèòåëüíûå ïðèáîðû áûëè ïðîòåñòèðîâàíû è îòêàëèáðîâàíû, èõ èíñòðó-
ìåíòàëüíàÿ ïîãðåøíîñòü îïðåäåëÿëàñü íåçàâèñèìî â õîäå òåñòîâûõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ ñ çàâåäîìî ïðåäñêàçóåìûìè ðåçóëüòàòàìè. Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðåçóëüòàòîâ îïóáëèêîâàíà â ðåöåíçèðóåìûõ æóðíàëàõ
è ïðåäñòàâëåíà íà ðîññèéñêèõ è ìåæäóíàðîäíûõ êîíôåðåíöèÿõ.
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Личный вклад автора. Âñå ïîëó÷åííûå â ðàáîòå ðåçóëüòàòû ÿâëÿ-
þòñÿ 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 àâòîðåôåðàòà.

Апробация работы. Ðåçóëüòàòû ðàáîòû ïðåäñòàâëåíû íà 8 äîêëà-
äàõ íà ðîññèéñêèõ è ìåæäóíàðîäíûõ êîíôåðåíöèÿõ, íàèáîëåå çíà÷èìûå
èç êîòîðûõ: ICONO LAT 2013 (Ìîñêâà, Ðîññèÿ), Frontiers in Optics 2013
(Îðëàíäî, ÑØÀ), Saratov Fall Meeting 2015 (Ñàðàòîâ, Ðîññèÿ). Ñïèñîê îñ-
íîâíûõ îïóáëèêîâàííûõ òåçèñîâ äîêëàäîâ ïðèâåä¼í â êîíöå àâòîðåôåðàòà.

Структура диссертационной работы. Äèññåðòàöèîííàÿ ðàáîòà
ñîñòîèò èç ââåäåíèÿ, ÷åòûð¼õ ãëàâ, çàêëþ÷åíèÿ, ïðèëîæåíèÿ è ñïèñêà öè-
òèðîâàííîé ëèòåðàòóðû. Â ïåðâîé ãëàâå ïðèâîäèòñÿ îáçîð ëèòåðàòóðû, ïî-
ñâÿù¼ííîé ñòðóêòóðíûì èçìåíåíèÿì àëüáóìèíîâ ïðè ðàçëè÷íûõ âîçäåé-
ñòâèÿõ è èññëåäîâàíèÿì ýòèõ èçìåíåíèé îïòè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Âî âòîðîé
ãëàâå îïèñàíà ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ áåëêîâ è
ðåçóëüòàòû å¼ ïðèìåíåíèÿ ê ñèñòåìå àëüáóìèí - àíèîííûé äåòåðãåíò (SDS).
Â òðåòüåé ãëàâå ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû êîìïëåêñíîãî èññëåäîâàíèÿ âëè-
ÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ñîåäèíåíèé íà ñîáñòâåííóþ ôëóîðåñöåíöèþ àëüáóìèíà.
Ïðè ýòîì äëÿ óäîáñòâà âîñïðèÿòèÿ â äàííîé ãëàâå ïðèâîäèòñÿ êðàòêèé îá-
çîð èìåþùåéñÿ ëèòåðàòóðû ïî êàæäîé èç èññëåäóåìûõ ñèñòåì. ×åòâ¼ðòàÿ
ãëàâà ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû àëüáóìèíà â ðåàëü-
íîé ìàòðèöå - â ïëàçìå êðîâè. Â çàêëþ÷åíèè äàííîé ðàáîòû ïîäâîäÿòñÿ
èòîãè ïðîâåä¼ííîãî èññëåäîâàíèÿ è àêöåíòèðóåòñÿ âíèìàíèå ÷èòàòåëÿ íà
åãî îñíîâíûõ ðåçóëüòàòàõ. Äëÿ îáëåã÷åíèÿ âîñïðèÿòèÿ îðèãèíàëüíîé ÷à-
ñòè ðàáîòû (Ãëàâû 2-4) âñå äåòàëè ïðîâåä¼ííûõ ýêñïåðèìåíòîâ, à òàêæå
ïîäðîáíîå îïèñàíèå ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ, èñïîëüçóåìûõ â ðàáîòå, âûíå-
ñåíû â ïðèëîæåíèå, êîòîðîå ìîæíî íàéòè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ñïèñêîì
öèòèðîâàííîé ëèòåðàòóðû. Ðàáîòà íàïèñàíà íà 121 ñòðàíèöå è ñîäåðæèò
45 èëëþñòðàöèé, 11 òàáëèö è 126 áèáëèîãðàôè÷åñêèõ ññûëîê.
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Глава 1

Фотофизические параметры сывороточных

альбуминов в нативном состоянии, при связывании

лигандов и денатурации (обзор литературы)

Äàííàÿ ãëàâà ïîñâÿùåíà îñíîâíûì ñâîéñòâàì è ôóíêöèÿì àëüáóìèíà
â ðàñòâîðå è â ïëàçìå êðîâè. Â íåé òàêæå ðàññìîòðåíû îñíîâíûå ðàáîòû â
îáëàñòè èññëåäîâàíèÿ ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ àðîìàòè÷åñêèõ àìèíî-
êèñëîò (òðèïòîôàíà è òèðîçèíà) â ðàñòâîðå è â áåëêàõ, à òàêæå èõ ñâÿçü
ñî ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè ìàêðîìîëåêóë. Àêòóàëèçèðîâàíû îñíîâíûå
îãðàíè÷åíèÿ ñîâðåìåííûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ êîíôîðìàöèè áåëêîâ. Â
êîíöå ãëàâû ñôîðìóëèðîâàíà öåëü äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû.

§ 1.1. Альбумин. Особенности структуры молекулы и основные

лиганды

Ñûâîðîòî÷íûå àëüáóìèíû - ãëîáóëÿðíûå áåëêè ïëàçìû êðîâè, âûïîë-
íÿþùèå â îðãàíèçìå ðÿä ôóíêöèé, ñðåäè êîòîðûõ ìîæíî âûäåëèòü ïîääåð-
æàíèå îñìîòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ [1] è òðàíñïîðòèðîâêó áîëüøîãî êîëè÷åñòâà
ëèãàíäîâ (ëåêàðñòâ, æèðíûõ êèñëîò (ÆÊ) è äðóãèõ ìåòàáîëèòîâ) [1�3].
Âûñîêàÿ ñïîñîáíîñòü àëüáóìèíà ñâÿçûâàòü ðàçëè÷íûå ëèãàíäû îáóñëîâëå-
íà íàëè÷èåì íåñêîëüêèõ îñíîâíûõ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ, ïðèâåä¼ííûõ â òàá-
ëèöå 3 â ðàáîòå [4]. ßâëÿÿñü äîñòàòî÷íî áîëüøîé ìîëåêóëîé, àëüáóìèí íå
ìîæåò ïðîíèêàòü ÷åðåç ìåìáðàíû êëåòîê è ñîñóäîâ, ïîýòîìó åãî òðàíñïîðò-
íàÿ ôóíêöèÿ çàêëþ÷àåòñÿ, ñêîðåå, íå â àäðåñíîé äîñòàâêå ëåêàðñòâ, à â èõ
àêêóìóëèðîâàíèè: ÷åì ñèëüíåå ëåêàðñòâî ñâÿçûâàåòñÿ ñ àëüáóìèíîì, òåì
äîëüøå îíî íàõîäèòñÿ â êðîâè â ñîñòàâå êîìïëåêñà ñ áåëêîì [5]. Àëüáóìèíû
îòíîñÿòñÿ ê õîðîøî èçó÷åííîìó òèïó áåëêîâ, êîòîðûå îáû÷íî èñïîëüçóþò-
ñÿ â ìîäåëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ èçìåíåíèÿ êîíôîðìàöèè ìàêðîìîëåêóë ïðè
ðàçëè÷íûõ âíåøíèõ âîçäåéñòâèÿõ (èçìåíåíèè ðÍ è òåìïåðàòóðû ðàñòâîðà,
äîáàâëåíèè ðàçëè÷íûõ ëèãàíäîâ èëè äåíàòóðèðóþùèõ àãåíòîâ). Êîíöåí-
òðàöèÿ àëüáóìèíà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà ðàâíà ïðèìåðíî 50 ã/ë, ÷òî ïî
ìàññîâîé êîíöåíòðàöèè ñîñòàâëÿåò îêîëî 70% âñåõ áåëêîâ.
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Ñâÿçûâàíèå àëüáóìèíîì ðàçëè÷íûõ ëèãàíäîâ ìîæåò áûòü îõàðàêòå-
ðèçîâàíî ñëåäóþùèìè ïàðàìåòðàìè, çàâèñÿùèìè íå òîëüêî îò òèïà ëèãàí-
äà, íî è îò íàëè÷èÿ äðóãèõ âåùåñòâ â ðàñòâîðå, à òàêæå îò êîíôîðìàöèè
áåëêà:

� числом сайтов äëÿ ëèãàíäà (ìîæåò ìåíÿòüñÿ ïðè íàëè÷èè êîíêóðè-
ðóþùåãî ëèãàíäà),

� константой (-ами) связывания â äàííûé (-ûå) ñàéò (-û) ñâÿçûâà-
íèÿ (ìîæåò ìåíÿòüñÿ ïðè èçìåíåíèè êîíôîðìàöèè êàê â îêðåñòíîñòè
ñàéòà, òàê è âñåãî áåëêà â öåëîì).

Ïàðàìåòðû ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäîâ íåîáõîäèìû ïðè ðàçðàáîòêå ëåêàðñòâ, ìå-
òîäîâ ëå÷åíèÿ è äèàãíîñòèêè çàáîëåâàíèé è ìîãóò áûòü îïðåäåëåíû ïî
èçâåñòíûì çíà÷åíèÿì êîíöåíòðàöèè ëèãàíäà è áåëêà â ñâÿçàííîì è â ñâî-
áîäíîì ñîñòîÿíèè.

Рис. 1.1 : Схема метода равновесного диализа для определения концентрации лиганда в

свободном состоянии

Îäíèì èç ïðÿìûõ ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè íåñâÿçàííîãî
ëèãàíäà ÿâëÿåòñÿ ìåòîä ðàâíîâåñíîãî äèàëèçà [6], ñóòü êîòîðîãî ñõåìàòè÷-
íî èçîáðàæåíà íà ðèñ. 1.1. Èññëåäóåìàÿ ñìåñü áåëêà è ëèãàíäà ïîìåùàåòñÿ
â îäíó èç ÷àñòåé êþâåòû, ðàçäåë¼ííîé ïîëóïðîíèöàåìîé äëÿ ìîëåêóë ëè-
ãàíäà ìåìáðàíîé. Ïðè ýòîì êîíöåíòðàöèè áåëêà è ëèãàíäà ïîäáèðàþòñÿ
òàê, ÷òîáû âåñü áåëîê áûë â êîìïëåêñå ñ ëèãàíäîì. Ñ òå÷åíèåì âðåìåíè
â îáåèõ ÷àñòÿõ êþâåòû ïðîèñõîäèò âûðàâíèâàíèå êîíöåíòðàöèè ëèãàíäà â
ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè, ò.ê áåëîê íå â ñîñòîÿíèè ïðîéòè ñêâîçü ìåìáðàíó. Ïî
èñòå÷åíèè âðåìåíè, íåîáõîäèìîãî äëÿ òàêîãî âûðàâíèâàíèÿ êîíöåíòðàöèé,
îïðåäåëÿåòñÿ êîíöåíòðàöèÿ ñâîáîäíîãî ëèãàíäà â ïðàâîé ÷àñòè êþâåòû
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(ðèñ. 1.1). Äàëåå, ïî èçâåñòíûì çíà÷åíèÿì êîíöåíòðàöèè áåëêà è ëèãàí-
äà â èñõîäíîé ñìåñè ìîæíî îïðåäåëèòü êîíöåíòðàöèþ êîìïëåêñîâ áåëîê-
ëèãàíä, ñðåäíåå ÷èñëî ëèãàíäîâ íà îäèí áåëîê è ýôôåêòèâíóþ êîíñòàíòó
ñâÿçûâàíèÿ [5]. Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì ìîæíî èçìåðèòü êîíöåíòðàöèþ ñâî-
áîäíîãî ëèãàíäà ìåòîäîì óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ è óëüòðàôèëüòðàöèè,
â êîòîðûõ ïðîöåññ ðàçäåëåíèÿ óñêîðÿåòñÿ çà ñ÷¼ò ïðèêëàäûâàåìîãî äàâëå-
íèÿ.

1.1.1. Структура молекулы альбумина

Ïåðâè÷íàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà
(ÑÀ×) ñîäåðæèò 585 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, 75 % èç êîòîðûõ ïîëíîñòüþ
(ïî äàííûì ñðàâíåíèÿ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áåëêîâ [7])
ñîîòâåòñòâóþò áû÷üåìó ñûâîðîòî÷íîìó àëüáóìèíó (ÁÑÀ). Íà îñíîâàíèè
ýòîãî ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî óêàçàííûå áåëêè îáëàäàþò ñõîäíîé ñïîñîáíîñòüþ ê
ñâÿçûâàíèþ ðàçëè÷íûõ ëèãàíäîâ è èõ êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ïîä
äåéñòâèåì ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ òàêæå áëèçêè.

Рис. 1.2 : (а) Трёхмерная структура САЧ с указанием доменов и субдоменов: Ia (красно-

оранжевым), Ib (оранжевым), IIa (голубым), IIb (тёмно-синим), IIIa (салатовым), IIIb (тёмно-

зелёным) по структуре pdb ID: 1AO6 [8]. Рисунок построен при помощи программы USCF

Chimera package [9]. (б) Расположение дисульфидных мостиков в структуре САЧ (по работе [8])
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Îäíèì èç ìåòîäîâ, êîòîðûé ïîçâîëÿåò çàðåãèñòðèðîâàòü ñòðóêòóðó
áåëêîâ êàê â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè, òàê è â êîìïëåêñå ñ ëèãàíäàìè, ÿâëÿ-
åòñÿ ðåíòãåíîñòðóêòóðíûé àíàëèç. Ñðàâíåíèå êðèñòàëëè÷åñêèõ ñòðóêòóð
äëÿ îäíîãî è òîãî æå áåëêà, ïîëó÷àåìûõ â ðàçíûõ óñëîâèÿõ, äàííûå î ñî-
õðàíåíèè åãî àêòèâíîñòè â êðèñòàëëå, à òàêæå ðåçóëüòàòû àíàëèçà áåëêà â
ðàñòâîðå ìåòîäîì ÿäåðíîãî ìàãíèòíîãî ðåçîíàíàñà ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü, ÷òî
ñòðóêòóðà áåëêà â ðàñòâîðå è â êðèñòàëå ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàþò, à îòëè-
÷èÿ â îñíîâíîì çàêëþ÷àþòñÿ â îòíîñèòåëüíîì ïîëîæåíèè íåêîòîðûõ ïî-
äâèæíûõ ÷àñòåé ìîëåêóëû [10]. Íà îñíîâàíèè ýòîãî ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïðè ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ â âîäíîì ðàñòâîðå ÁÑÀ è ÑÀ× ïðèíèìàþò ôîðìó,
ïîõîæóþ íà ñåðäöå (â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå - heart-like shape), êîòîðîþ
ìîæíî îïèñàòü êàê ïðàâèëüíóþ òðåóãîëüíóþ ïðèçìó (ñòîðîíà îñíîâàíèÿ -
8 íì, âûñîòà - 3 íì) ñ íåáîëüøîé ïîëîñòüþ (ðèñ.1.2 à) [8, 11].

Â ñòðóêòóðå àëüáóìèíîâ (ðèñ. 1.2 à) ïðèíÿòî âûäåëÿòü òðè ãîìîëî-
ãè÷íûõ ìåæäó ñîáîé äîìåíà, êîòîðûå â ñâîþ î÷åðåäü äåëÿòñÿ íà äâà ñóáäî-
ìåíà (a è b). Ñòðóêòóðà áåëêîâ ñòàáèëèçèðîâàíà 17 äèñóëüôèäíûìè ìîñòè-
êàìè, îáðàçîâàííûìè àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè öèñòåèíà (ðèñ. 1.2 á).
Ïîìèìî 34 öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ, çàäåéñòâîâàííûõ â îáðàçîâàíèè äèñóëü-
ôèäíûõ ìîñòèêîâ, â ñòðóêòóðå àëüáóìèíà ñîäåðæèòñÿ íåñêîìïåíñèðîâàí-
íûé öèñòåèíîâûé îñòàòîê â ïîçèöèè Cys34, ðàñïîëîæåííûé â ñóáäîìåíå
Ia. Ñðàâíåíèå ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû ÁÑÀ è ÑÀ× ïîêàçûâàåò, ÷òî îñíîâ-
íûì îòëè÷èåì ñòðóêòóðû äîìåíà I ÁÑÀ è ÑÀ× ñ òî÷êè çðåíèÿ îïòè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå â ÁÑÀ äîïîëíèòåëüíîãî òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà
â ïîçèöèè Trp134.

1.1.2. Изменение структуры молекулы альбумина при патоло-

гических изменениях в организме человека

Èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè àëüáóìèíà â ïëàçìå êðîâè ìîæåò áûòü âû-
çâàíî ñâÿçûâàíèåì ðàçëè÷íûõ ëèãàíäîâ, àãðåãèðîâàíèåì è õèìè÷åñêè-
ìè ìîäèôèêàöèÿìè. Íàèáîëåå âàæíûìè êîíôîðìàöèîííûìè èçìåíåíèÿìè
àëüáóìèíà â ïëàçìå êðîâè, ñ òî÷êè çðåíèÿ òðàíñïîðòíîé ôóíêöèè, ÿâëÿåò-
ñÿ åãî îêèñëåíèå â ðåçóëüòàòå ãëèêèðîâàíèÿ [12]. Ãëèêèðîâàíèåì íàçûâà-
åòñÿ õèìè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ àëüáóìèíà, â ðåçóëüòàòå íåýíçèìàòè÷åñêîãî
ñâÿçûâàíèÿ ãëþêîçû [13]. Òàêîå ñâÿçûâàíèå âîçìîæíî, åñëè óðîâåíü ãëþêî-
çû â êðîâè ïî îòíîøåíèþ ê êîíöåíòðàöèè åñòåñòâåííûõ ïåðåíîñ÷èêîâ ãëþ-
êîçû ïðåâûøàåò íîðìó. Â ðåçóëüòàòå ãëèêèðîâàíèÿ ìîæåò ïðîèñõîäèòü:
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� îáðàçîâàíèå êîíå÷íûõ ïðîäóêòîâ ãëèêèðîâàíèÿ (â àíãëîÿçû÷íîé ëè-
òåðàòóðå - advanced glycation end-products) [13]. Â ýòîì ñëó÷àå áåëîê,
îñòàâàÿñü â ìîíîìåðíîì ñîñòîÿíèè, ìîäèôèöèðóåòñÿ è óæå íå ìî-
æåò ñâÿçûâàòü ëèãàíäû, à ñëåäîâàòåëüíî, âûïîëíÿòü òðàíñïîðòíóþ
ôóíêöèþ.

� îêèñëåíèå áåëêà [4]. Â ýòîì ñëó÷àå ïàðàìåòðû ñâÿçûâàíèÿ ìåíÿþòñÿ
èç-çà èçìåíåíèÿ áîêîâûõ ðàäèêàëîâ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, êîòî-
ðûå ôîðìèðóþò ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà.

� îáðàçîâàíèå àãðåãàòîâ áåëêà, â òîì ÷èñëå è ôèáðèëë [14]. Ôèáðèë-
ëàìè íàçûâàþòñÿ íèòåâèäíûå àãðåãàòû áåëêîâ, íàñûùåííûå áåòà-
ñòðóêòóðîé è äîñòèãàþùèå â äëèíó íåñêîëüêèõ ìèêðîìåòðîâ [15,16].
Òàêèå àãðåãàòû ìåøàþò áåëêàì âûïîëíÿòü ñâîè ôóíêöèè â îðãàíèç-
ìå, ïðèâîäÿ ê ñåðü¼çíûì çàáîëåâàíèÿì [17].

Íåñìîòðÿ íà ìíîãî÷èñëåííûå ðàáîòû â îáëàñòè èçó÷åíèÿ àëüáóìè-
íîâ â ðàñòâîðå, ëèøü íåáîëüøåå êîëè÷åñòâî ðàáîò ïîñâÿùåíî èçó÷åíèþ
ñòðóêòóðû áåëêà â ðåàëüíûõ óñëîâèÿõ - â ïëàçìå êðîâè. Ñðåäè íåìíî-
ãî÷èñëåííûõ ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ ñîñòîÿíèÿ àëüáóìèíà â ïëàçìå êðîâè
ìîæíî âûäåëèòü ìåòîä ñïåêòðîñêîïèè ýëåêòðîííîãî ïàðàìàãíèòíîãî ðå-
çîíàíñà (ÝÏÐ) [18] è ìåòîä äèàãíîñòèêè èøåìè÷åñêîé áîëåçíè ñåðäöà ïî
ñâÿçûâàíèþ àëüáóìèíà ñ èîíàìè êîáàëüòà [4].

Ìåòîä ÝÏÐ, èñïîëüçóåìûé äëÿ äèàãíîñòèêè çàáîëåâàíèé (îíêîëîãèè,
ñàõàðíîãî äèàáåòà, àòåðîñêëåðîçà è äð.), îñíîâàí íà îïðåäåëåíèè ïàðàìåò-
ðîâ ñâÿçûâàíèÿ àëüáóìèíîì ïàðàìàãíèòíîé ìåòêè - ìîäèôèöèðîâàííîé
ÆÊ ñ íåñïàðåííûì ýëåêòðîíîì (16-äîêñèëñòåàðèíîâîé êèñëîòû ñ ïðèñî-
åäèí¼ííûì NO-ðàäèêàëîì) [19, 20]. Â ýêñïåðèìåíòå îïðåäåëÿåòñÿ ïîäâèæ-
íîñòü ìåòêè, ýôôåêòèâíîñòü å¼ ñâÿçûâàíèÿ ñ àëüáóìèíîì â ïëàçìå êðî-
âè è å¼ ðàñïðåäåëåíèå ïî ñòðóêòóðå ìîëåêóëû áåëêà, êîòîðûå çàâèñÿò îò
êîíöåíòðàöèè âåùåñòâ, âûðàáàòûâàåìûõ ïðè ïàòîëîãèè è îòñóòñòâóþùèõ
â íîðìå [19]. Ïîñëåäíèé èç óêàçàííûõ ïàðàìåòðîâ (ðàñïðåäåëåíèå ìåòêè
ïî ñòðóêòóðå áåëêà) îïðåäåëÿåòñÿ çà ñ÷¼ò èçìåðåíèÿ äèïîëü-äèïîëüíîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ïðèñîåäèí¼ííûìè ìåòêàìè è äà¼ò èíôîðìàöèþ î
êîíôîðìàöèè ìîëåêóëû áåëêà, êîòîðàÿ ñàìà ïî ñåáå ìîæåò ÿâëÿòüñÿ èíäè-
êàòîðîì ïàòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà â îðãàíèçìå.

Ìåòîä äèàãíîñòèêè èøåìè÷åñêîé áîëåçíè ñåðäöà ïî ñâÿçûâàíèþ ñ
àëüáóìèíîì èîíîâ êîáàëüòà îñíîâàí íà òîì, ÷òî ïðè äàííîé áîëåçíè èçìå-
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íÿåòñÿ îêðóæåíèå N-êîíöà àëüáóìèíà, ãäå ðàñïîëàãàåòñÿ ñàéò ñâÿçûâàíèÿ
êîáàëüòà [21]. Óêàçàííîå èçìåíåíèå ñòðóêòóðû áåëêà, áèîõèìè÷åñêèé ìåõà-
íèçì êîòîðîãî ïîêà íå ÿñåí, ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ýôôåêòèâíîñòè ñâÿçû-
âàíèÿ ìåòàëëà, êîíöåíòðàöèÿ êîòîðîãî â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè ìîæåò áûòü
çàðåãèñòðèðîâàíà ïî öâåòíîé ðåàêöèè.

§ 1.2. Фотофизические параметры молекул

Â äàííîì ðàçäåëå ðàññìàòðèâàåòñÿ ñòðóêòóðà ýëåêòðîííûõ ïåðåõî-
äîâ â ìîëåêóëàõ è ôîðìóëèðóþòñÿ îïðåäåëåíèÿ îñíîâíûõ ôîòîôèçè÷åñêèõ
ïàðàìåòðîâ, èñïîëüçóåìûõ â ðàáîòå. Ñíà÷àëà ðàññêàçûâàåòñÿ îá èçâåñò-
íîé äèàãðàììå ßáëîíñêîãî, ñ ïîìîùüþ êîòîðîé ìîæíî îïèñàòü ïåðåõîäû
ìåæäó ýíåðãåòè÷åñêèìè óðîâíÿìè ìîëåêóë è ââåñòè ôîòîôèçè÷åñêèå ïà-
ðàìåòðû. Çàòåì ïðèâîäèòñÿ êëàññèôèêàöèÿ ýëåêòðîííûõ ñîñòîÿíèé àðîìà-
òè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò, îñíîâàííàÿ íà òåîðèè Ïëàòòà, ïîñëå ÷åãî ðàññìàò-
ðèâàþòñÿ ôîòîôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà òðèïòîôàíà è òèðîçèíà, îïòè÷åñêèé
îòêëèê êîòîðûõ â áåëêàõ èññëåäóåòñÿ â äàííîé ðàáîòå.

1.2.1. Электронные переходы в молекулах

Äëÿ îïèñàíèÿ ïåðåõîäîâ ìåæäó ýíåðãåòè÷åñêèìè óðîâíÿìè ôëóîðî-
ôîðîâ óäîáíî âîñïîëüçîâàòüñÿ äèàãðàììîé ßáëîíñêîãî (ðèñ. 1.3 à), êîòî-
ðàÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå ýíåðãåòè÷åñêèõ óðîâ-
íåé ìîëåêóë. Ñëåâà íà äèàãðàììå óêàçàíà ñòðóêòóðà ñèíãëåòíûõ óðîâíåé
(𝑆𝑖), ñïðàâà - òðèïëåòíûõ (𝑇𝑖). Â ðåçóëüòàòå ïîãëîùåíèÿ ñâåòà ôëóîðîôîð
ìîæåò ïåðåõîäèòü â îäíî èç âîçáóæä¼ííûõ ñîñòîÿíèé. Ïðè ýòîì ìîæíî
ââåñòè ïåðâûé ôîòîôèçè÷åñêèé ïàðàìåòð - сечение поглощения.

Îáû÷íî ðàññìàòðèâàþòñÿ ñëåäóþùèå ïðîöåññû, îòðàæ¼ííûå â äèà-
ãðàììå ßáëîíñêîãî (ñì. ðèñ. 1.3 à), êîòîðûå ïðèâîäÿò ê ðåëàêñàöèè ñèñòå-
ìû â îñíîâíîå ñîñòîÿíèå è ïðîèñõîäÿò îäíîâðåìåííî:

� Флуоресценция � ýíåðãèÿ âîçáóæä¼ííîãî ýëåêòðîííîãî ñîñòîÿíèÿ ïå-
ðåõîäèò â êâàíò ñâåòà, à ôëóîðîôîð âîçâðàùàåòñÿ â îñíîâíîå çà ñ÷¼ò
âçàèìîäåéñòâèÿ äèïîëüíîãî ìîìåíòà ïåðåõîäà è íóëåâûõ ôëóêòóàöèé
ýëåêòðîìàãíèòíîãî ïîëÿ.

� Колебательная релаксация � êîëåáàòåëüíàÿ ýíåðãèÿ âîçáóæä¼ííîãî
ñîñòîÿíèÿ ïåðåõîäèò â äðóãèå ìîäû è/èëè ïåðåäà¼òñÿ áëèæàéøåìó
îêðóæåíèþ.
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Рис. 1.3 : (а) Классическая диаграмма Яблонского: (1), (2) - поглощение света, (3) - флу-

оресценция, (4) - фосфоресценция, (5) - внутренняя и (6) - интеркомбинационная конверсия.

(б) Диаграмма Яблонского для супрамолекулярного комплекса флуорофор-тушитель: (1) -

поглощение света, (2) - флуоресценция, (3) - внутренняя конверсия, (4) - перенос энергии по

диполь-дипольному механизму

� Релаксация растворителя � ýíåðãèÿ ýëåêòðîííîãî ñîñòîÿíèÿ ñíèæà-
åòñÿ çà ñ÷¼ò ïåðåñòðîéêè ìîëåêóë ðàñòâîðèòåëÿ â îòâåò íà èçìåíåíèå
ðàñïðåäåëåíèÿ ïëîòíîñòè çàðÿäà õðîìîôîðà â âîçáóæä¼ííîì ñîñòîÿ-
íèè.

� Внутренняя конверсия � ïåðåõîä èç îäíîãî âîçáóæä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ
â äðóãîå (âîçáóæä¼ííîå èëè îñíîâíîå) ñ ìåíüøåé ýíåðãèåé, îáû÷íî
ñîïðîâîæäàåìîå èçìåíåíèåì êîëåáàòåëüíîé ýíåðãèè.

� Интеркомбинационная конверсия � âíóòðåííÿÿ êîíâåðñèÿ, êîòîðàÿ
ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíåíèåì ìóëüòèïëåòíîñòè (íàïðèìåð, ïåðåõîä èç
ñèíãëåòà â òðèïëåò). Îáû÷íî ñêîðîñòü òàêèõ ïåðåõîäîâ äîñòàòî÷íî
ìàëà, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ ëèøü ÷àñòè÷íûì ñíÿòèåì çàïðåòà ïåðåõîäà
ïî ñïèíó. Îäíàêî äëÿ îðãàíè÷åñêèõ ìîëåêóë çàïðåò ìîæåò ñíèìàòüñÿ
áîëåå ýôôåêòèâíî ïðè íàëè÷èè â ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè ôëóîðîôîðà
èîíîâ òÿæ¼ëûõ ìåòàëëîâ (ýôôåêò òÿæ¼ëîãî àòîìà) [22,23]

Ïðè ðàññìîòðåíèè ìîëåêóë â ðàñòâîðå ìîãóò ïðîèñõîäèòü ïðîöåññû
òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðûå çàêëþ÷àþòñÿ â ïåðåíîñå ýíåðãèè âîçáóæ-
ä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ ôëóîðîôîðà íà îêðóæàþùèå ìîëåêóëû (òóøèòåëè), â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîâûøàåòñÿ âåðîÿòíîñòü å¼ áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåõîäà
â îñíîâíîå ñîñòîÿíèå. Ïîäîáíûå ïðîöåññû òàêæå ìîæíî âêëþ÷èòü â äèà-
ãðàììó ßáëîíñêîãî, åñëè ðàññìàòðèâàòü ñèñòåìó ôëóîðîôîð-òóøèòåëü êàê
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åäèíûé ñóïðàìîëåêóëÿðíûé êîìïëåêñ (ðèñ. 1.3 á). Ïðè òàêîì ðàññìîòðå-
íèè:

� FRET � ðåçîíàíñíûé ïåðåíîñ ýíåðãèè ïî Ô¼ðñòåðîâñêîìó (äèïîëü-
äèïîëüíîìó) ìåõàíèçìó îò ôëóîðîôîðà ê òóøèòåëþ - ÿâëÿåòñÿ âà-
ðèàíòîì âíóòðåííåé êîíâåðñèè.

� Перенос электрона íà (èëè ñ) òóøèòåëÿ ÿâëÿåòñÿ âíóòðåííåé êîí-
âåðñèåé â íîâîå ñîñòîÿíèå (ñîñòîÿíèå ñ ïåðåíîñîì çàðÿäà, CT - charge
transfer).

� Формирование эксиплекса ÿâëÿåòñÿ ïåðåõîäîì ñóïðàìîëåêóëÿðíîé
ñèñòåìû â ñîñòîÿíèå, â êîòîðîì ýíåðãèÿ âîçáóæäåíèÿ îòíîñèòñÿ ê
êîìïëåêñó ôëóîðîôîð-òóøèòåëü, ñòàáèëüíîìó òîëüêî â âîçáóæä¼í-
íîì ñîñòîÿíèè, íå îáðàçîâàííîìó çà ñ÷¼ò ôîðìèðîâàíèÿ êîâàëåíòíûõ
ñâÿçåé è õàðàêòåðèçóþùåìóñÿ íåïîñðåäñòâåííûì êîíòàêòîì ôëóîðî-
ôîðà è òóøèòåëÿ.

Îäíèì èç ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ÿâëÿåòñÿ
квантовый выход, êîòîðûé îòðàæàåò ñîîòíîøåíèå ìåæäó ñêîðîñòÿìè èç-
ëó÷àòåëüíûõ è áåçûçëó÷àòåëüíûõ ïåðåõîäîâ â îñíîâíîå ñîñòîÿíèå:

Φ =
𝑘𝑟

𝑘𝑟 + 𝑘𝑛𝑟 +
∑︀

𝑖 𝑘
𝑞
𝑖

, (1.1)

ãäå 𝑘𝑟 - ñêîðîñòü ðàäèàöèîííîãî ïåðåõîäà ôëóîðîôîðà â îñíîâíîå ñîñòî-
ÿíèå, 𝑘𝑛𝑟 - ñêîðîñòü íåðàäèàöèîííîãî ïåðåõîäà ôëóîðîôîðà â îñíîâíîå
ñîñòîÿíèå çà ñ÷¼ò òîëüêî âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ ïðîöåññîâ, íåñâÿçàííûõ ñ
îêðóæåíèåì ìîëåêóëû, à 𝑘𝑞𝑖 - ñêîðîñòü ïðîöåññîâ, êîòîðûå ðàññìàòðèâà-
þòñÿ â êà÷åñòâå òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ìîëåêóëû çà ñ÷¼ò å¼ îêðóæåíèÿ.
Äðóãèìè ñëîâàìè, êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè ðàâåí îòíîøåíèþ ôî-
òîíîâ, èçëó÷¼ííûõ ôëóîðîôîðîì, ê ÷èñëó ïîãëîù¼ííûõ. Îáû÷íî îïðåäå-
ëÿåòñÿ îòíîñèòåëüíîå çíà÷åíèå êâàíòîâîãî âûõîäà. Ïðè ýòîì èñïîëüçóåòñÿ
íîðìèðîâêà ëèáî íà ñèãíàë îò ýòàëîííîãî âåùåñòâà (ñ èçâåñòíûì êâàíòî-
âûì êâàíòîâûì âûõîäîì; òîãäà â ðåçóëüòàòå ìîæíî ãîâîðèòü îá èçìåðåíèè
àáñîëþòíîãî çíà÷åíèÿ äàííîãî ôîòîôèçè÷åñêîãî ïàðàìåòðà), ëèáî íà ñèã-
íàë îò èññëåäóåìîãî âåùåñòâà â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè.

Â ñëó÷àå îáëó÷åíèÿ àíñàìáëÿ ôëóîðîôîðîâ êîðîòêèìè èìïóëüñà-
ìè, çà âðåìÿ ìåæäó êîòîðûìè ñèñòåìà âîçâðàùàåòñÿ â îñíîâíîå ñîñòî-
ÿíèå, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè áóäåò íåïîñòîÿííà è å¼ óìåíüøåíèå
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ìîæåò áûòü îïèñàíî (â ïðîñòåéøåì ñëó÷àå - äëÿ ñèñòåìû îäèíàêîâûõ
ôëóîðîôîðîâ) çàòóõàþùåé ýêñïîíåíòîé ñ õàðàêòåðíûì временем затуха-

ния флуоресценции 𝜏 (èëè временем жизни флуоресценции ïî àíàëîãèè ñ
�uorescence lifetime â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå):

𝜏 = (𝑘𝑟 + 𝑘𝑛𝑟 +
∑︁
𝑖

𝑘𝑞𝑖 )
−1, (1.2)

êîòîðîå ÿâëÿåòñÿ îáðàòíîé âåëè÷èíîé ê ñóììå ñêîðîñòåé âñåõ ïåðåõîäîâ èç
äàííîãî âîçáóæä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ â îñíîâíîå.

Ïðè íåïðåðûâíîì âîçáóæäåíèè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìîæåò
áûòü âûðàæåíà:

𝐼(𝜆) = 𝑓(𝜆) · Φ · 𝜏 · 𝜎 · 𝑛 = 𝑓(𝜆) · 𝑘𝑟 · 𝜎 · 𝑛, (1.3)

ãäå Φ - êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè, 𝑘𝑟 - ñêîðîñòü ðàäèàöèîííîãî ïåðå-
õîäà, 𝜎 - ñå÷åíèå ïîãëîùåíèÿ, 𝜏 - âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, 𝑛 - êîí-
öåíòðàöèÿ ôëóîðîôîðîâ, 𝑓(𝜆) - форма спектра ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðàÿ â
íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ìîæåò âûñòóïàòü â ðîëè ôîòîôèçè÷åñêîãî ïàðàìåòðà
ôëóîðîôîðà è çàâèñåòü îò åãî ëîêàëüíîãî îêðóæåíèÿ.

1.2.2. Электронные состояния ароматических соединений

Âïåðâûå êëàññèôèêàöèÿ ñîñòîÿíèé àðîìàòè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, íà êî-
òîðîé îñíîâàíà êëàññèôèêàöèÿ ñîñòîÿíèé àðîìàòè÷åêèõ àìèíîêèñëîò, ñ
òî÷êè çðåíèÿ êâàíòîâîé ìåõàíèêè áûëà äàíà Äæîíîì Ïëàòòîì â ñòàòüå
1949 ãîäà [24]. Â äàííîé ñòàòüå âìåñòî ìåòîäà ìîëåêóëÿðíûõ îðáèòàëåé,
êîòîðûé äà¼ò ëèøü ïðèáëèæ¼ííûå õàðàêòåðèñòèêè ýíåðãåòè÷åñêèõ óðîâ-
íåé ëèíåéíûõ ïîëèàðîìàòè÷åñêèõ óãëåâîäîðîäîâ, áûë ïðåäëîæåí ìåòîä
îðáèòàëåé ñâîáîäíûõ ýëåêòðîíîâ. Äëÿ ðàñ÷¼òà ýíåðãèè óðîâíÿ è åãî êëàñ-
ñèôèêàöèè ìåòîä Ïëàòòà ðàññìàòðèâàåò 𝜋-ýëåêòðîí êàê ëèíåéíûé ðîòàòîð
â îäíîìåðíîì ïîòåíöèàëüíîì ïîëå àòîìîâ àðîìàòè÷åñêîãî êîëüöà.

Фотофизические свойства триптофана

Ñëåäóÿ êëàññèôèêàöèè, ïðåäëîæåííîé Ïëàòòîì [24], äâà íèæíèõ âîç-
áóæä¼ííûõ ýíåðãåòè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿ òðèïòîôàíà íàçûâàþòñÿ 1𝐿𝑎 è 1𝐿𝑏 è
õàðàêòåðèçóþòñÿ ýíåðãèÿìè 4,73 ýÂ è 4,43 ýÂ, ñîîòâåòñòâåííî. Íàïðàâëå-
íèÿ èõ äèïîëüíûõ ìîìåíòîâ èçîáðàæåíû íà ðèñ.1.4. Ðàçíèöà ýíåðãèé äâóõ
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Рис. 1.4 : Направления дипольных моментов для основного (𝑆0) и двух нижних возбуж-

дённых (1𝐿𝑎,
1𝐿𝑏) энергетических состояния триптофана по работе [26]

íèæíèõ ñèíãëåòíûõ ñîñòîÿíèé 1𝐿𝑎 è 1𝐿𝑏 äîñòàòî÷íî ìàëà, ïîýòîìó äàííûå
ñîñòîÿíèÿ ÿâëÿþòñÿ ïî÷òè âûðîæäåííûìè [25].

Ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû áîëåå 260 íì ïîãëîùåíèå òðèïòîôà-
íà â îñíîâíîì îáóñëîâëåíî ïåðåõîäîì â ñîñòîÿíèå 1𝐿𝑎, ïîñêîëüêó ïåðåõîä
â ñîñòîÿíèå 1𝐿𝑏 (íèæíåå âàëåíòíîå ñîñòîÿíèå) ïðàêòè÷åñêè çàïðåù¼í [26].
Âñ¼ æå çà ñ÷¼ò ìàëîé ðàçíèöû ìåæäó ðàññìàòðèâàåìûìè ñîñòîÿíèÿìè è
çà ñ÷¼ò âçàèìîäåéñòâèÿ èõ êîëåáàòåëüíîé ñòðóêòóðû ñîñòîÿíèå 1𝐿𝑏 ìîæåò
äàâàòü âêëàä â ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ [26]. Ïðàêòè÷åñêè äëÿ âñåõ áåëêîâ è äëÿ
ñâîáîäíîãî òðèïòîôàíà â ðàñòâîðå ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ ïðîèñõî-
äèò èç ñîñòîÿíèÿ 1𝐿𝑎 [25, 27�29].

Ôëóîðåñöåíöèÿ òðèïòîôàíà çàâèñèò îò åãî ëîêàëüíîãî îêðóæåíèÿ,
ïðè÷¼ì îäíèì èç õàðàêòåðíûõ ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ äëÿ äàííîé
àìèíîêèñëîòû ÿâëÿåòñÿ ôîðìà ñïåêòðà (èëè ïîëîæåíèå ìàêñèìóìà 𝜆𝑀𝐴𝑋).
Ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîêàçàíî, ÷òî 𝜆𝑀𝐴𝑋 äëÿ òðèïòîôàíà â çàâèñèìîñòè îò
îêðóæåíèÿ íàõîäèòñÿ â äèàïàçîíå îò 308 íì (äëÿ àçóðèíà) [31] äî 360 íì
(äëÿ ñâîáîäíîãî òðèïòîôàíà â ðàñòâîðå) [27]. Ïðè÷èíîé òàêîãî èçìåíåíèÿ
𝜆𝑀𝐴𝑋 ÿâëÿåòñÿ âåëè÷èíà ïðîåêöèè ðåçóëüòèðóþùåãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ
â îêðåñòíîñòè ôëóîðîôîðà íà íàïðàâëåíèå äèïîëüíîãî ìîìåíòà ñîñòîÿ-
íèÿ 1𝐿𝑎, êîòîðîå â ðàáîòàõ [25,28,29] áûëî íàçâàíî âíóòðåííèì ýôôåêòîì
Øòàðêà (ðèñ. 1.5 à). Ìåòîäàìè ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè è êâàíòîâîìåõà-
íè÷åñêèõ ðàñ÷¼òîâ áûëè îïðåäåëåíû 𝜆𝑀𝐴𝑋 äëÿ òðèïòîôàíà â ðàçëè÷íûõ
áåëêàõ ñ ó÷¼òîì ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ êàê îò ñàìîãî áåëêà, òàê è îò ìî-
ëåêóë ðàñòâîðèòåëÿ. Ïðèâåä¼ííàÿ íà ðèñ. 1.5 á êîððåëÿöèÿ ðàñ÷¼òíûõ è
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷åíèé 𝜆𝑀𝐴𝑋 äëÿ òðèïòîôàíà ïîêàçûâàåò ñïðàâåä-
ëèâîñòü ñäåëàííûõ ïðåäïîëîæåíèé î âëèÿíèè ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè íà
äàííûé ôîòîôèçè÷åñêèé ïàðàìåòð. Â ðàáîòå [30] áûëè îïðåäåëåíû âêëà-
äû ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ îò ðàñòâîðèòåëÿ è îò áåëêà â ñäâèã 𝜆𝑀𝐴𝑋 òðèï-
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Рис. 1.5 : (а) Зависимость положения максимума интенсивности флуоресценции трипто-

фана в белках 𝜆𝑀𝐴𝑋 от величины проекции приложенного поля на оси молекулы по данным

работы [25], при этом причина возникновения поля не конкретизировалась. (б) Корреляция

между расчётными и экспериментально определёнными значениями 𝜆𝑀𝐴𝑋 для триптофана

в белках по данным работы [30]. (в) Оценка вкладов в сдвиг 𝜆𝑀𝐴𝑋 электрического поля от

растворителя и от белка по данным работы [30]

òîôàíà, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 1.5 â. Èç ïðèâåä¼ííîãî ðèñóíêà âèäíî,
÷òî ýëåêòðè÷åñêîå ïîëå îò áåëêà è îò ðàñòâîðèòåëÿ ìîæåò ïðèâîäèòü êàê
ê êîðîòêîâîëíîâîìó, òàê è ê äëèííîâîëíîâîìó ñäâèãó 𝜆𝑀𝐴𝑋 , ïîýòîìó â
äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå ñäâèã 𝜆𝑀𝐴𝑋 òðèïòîôàíà èíòåðïðåòèðóåò-
ñÿ êàê èçìåíåíèå ëîêàëüíîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ, à íå êàê óâåëè÷åíèå
(èëè óìåíüøåíèå) äîñòóïíîñòè ôëóîðîôîðà ðàñòâîðèòåëþ.

Рис. 1.6 : Схематичное изображение ротамеров триптофана (A, B, C) по работе [32]
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Äðóãîé îñîáåííîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå
äâóõ âðåì¼í çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè äàæå äëÿ ñëó÷àÿ ñâîáîäíîé àìèíî-
êèñëîòû â âîäíîì ðàñòâîðå (𝜏1 = 0,5 íñ, 𝜏2 = 3.1 íñ) [27]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
èìåþòñÿ äâå îñíîâíûå ìîäåëè, îáúÿñíÿþùèå ìóëüòèýêñïîíåíöèàëüíûé õà-
ðàêòåð çàòóõàíèÿ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè:

� модель ротамеров. Äàííàÿ ìîäåëü áûëà ââåäåíà â ðàáîòå [32], â êî-
òîðîé ðîòàìåðàìè íàçûâàëàñü êîíôèãóðàöèÿ ìîëåêóëû òðèïòîôàíà,
à èìåííî âçàèìíîå ðàñïîëîæåíèå èíäîëüíîé è àëàíèëüíîé ÷àñòåé ìî-
ëåêóëû (ðèñ. 1.6). Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ, ãäå â êà÷åñòâå ðàñòâî-
ðèòåëÿ áûëà èñïîëüçîâàíà òÿæ¼ëàÿ âîäà, ïîêàçûâàþò, ÷òî ìåíüøåå
âðåìÿ ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðèñòèêîé ðîòàìåðà C, à áîëüøåå - ðîòàìå-
ðîâ A è B [32]. Ìåòîäàìè ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ïåðåõîä ìåæäó ðîòàìåðàìè A è B âîçìîæåí çà âðåìÿ çàòóõà-
íèÿ ôëóîðåñöåíöèè, à âðåìÿ ïåðåõîäà â ñîñòîÿíèå C ñóùåñòâåííî åãî
ïðåâûøàåò [32]. Äàëüíåéøåå ðàçâèòèå ìîäåëè ðîòàìåðîâ â ðàáîòå [33]
ïðèâåëî ê ðàñøèðåíèþ ïîíÿòèÿ ðîòàìåðà íà îêðóæåíèå òðèïòîôàíà.

� модель переходов в возбуждённом состоянии. Äàííàÿ ìîäåëü îïè-
ñàíà â ðàáîòå [34] è ïîäðàçóìåâàåò íàëè÷èå äâóõ âîçáóæä¼ííûõ ñî-
ñòîÿíèé, êîòîðûå ìîãóò ïåðåõîäèòü äðóã â äðóãà è ðåëàêñèðîâàòü
â îñíîâíîå ñîñòîÿíèå ñ ðàçíûìè õàðàêòåðíûìè ñêîðîñòÿìè ðåëàêñà-
öèè. Ðàññìîòðåíèå òàêîé ìîäåëè ïîêàçûâàåò, ÷òî íàáëþäàåìûå âðå-
ìåíà çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè çàâèñÿò îò ñêîðîñòè îáìåíà ìåæäó
âîçáóæä¼ííûìè ñîñòîÿíèÿìè è îò ñêîðîñòåé èõ ðåëàêñàöèè.

Ìóëüòèýêñïîíåíöèàëüíûé õàðàêòåð çàòóõàíèÿ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè ñîõðàíÿåòñÿ è â áåëêàõ, ïðè÷¼ì ñèòóàöèÿ óñëîæíÿåòñÿ äëÿ ìíî-
ãîòðèïòîôàíîâûõ áåëêîâ çà ñ÷¼ò ðàçëè÷íîãî îêðóæåíèÿ îñòàòêîâ. Îäíàêî
îáñóæäåíèå ïðè÷èí ìóëüòèýêñïîíåíöèàëüíîãî õàðàêòåðà çàòóõàíèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè âûõîäèò çà ðàìêè äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû.

Â äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå îñíîâíîå âíèìàíèå óäåëåíî ôëó-
îðåñöåíöèè òèðîçèíà, à äëÿ àíàëèçà âðåìåíè çàòóõàíèÿ òðèïòîôàíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëîñü ñðåäíåå âðåìÿ, îïðåäåë¼ííîå ñ ó÷¼òîì àì-
ïëèòóä äâóõ âðåìåííûõ êîìïîíåíò (ñì. Ï.1.2). Ïðè òàêîì óñðåäíåíèè ïðè-
÷èíà áèýêñïîíåíöèàëüíîãî õàðàêòåðà çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè íå âàæíà.
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Фотофизические свойства тирозина

Ñëåäóÿ êëàññèôèêàöèè, ïðåäëîæåííîé Ïëàòòîì [24], äâà íèæíèõ âîç-
áóæä¼ííûõ ýíåðãåòè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿ òèðîçèíà íàçûâàþòñÿ 1𝐿𝑎 è 1𝐿𝑏 è
õàðàêòåðèçóþòñÿ ýíåðãèÿìè 5,8 ýÂ è 4,5 ýÂ, ñîîòâåòñòâåííî. Íàïðàâëåíèÿ
èõ äèïîëüíûõ ìîìåíòîâ èçîáðàæåíû íà ðèñ. 1.7 [27, 35, 36]. Â îòëè÷èå îò
òðèïòîôàíà, çà ñ÷¼ò ðàçíèöû ýíåðãèé ñîñòîÿíèÿ 1𝐿𝑎 è 1𝐿𝑏 ìîæíî ñ÷èòàòü
íåçàâèñèìûìè è íåâçàèìîäåéñòâóþùèìè.

Рис. 1.7 : Направления дипольных моментов для двух нижних возбуждённых энергетиче-

ских состояния (1𝐿𝑎 и
1𝐿𝑏) тирозина по работе [27]

Ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû áîëåå 260 íì ìîëåêóëà òèðîçèíà
ïåðåõîäèò â ñîñòîÿíèå 1𝐿𝑏. Ïðè ýòîì ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíà ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé óçêóþ íåñòðóêòóðèðîâàííóþ ïîëîñó ñ ìàêèìóìîì â ðàéîíå 303
íì (ðèñ. 1.8) [35]. Â äàííîì âîçáóæä¼ííîì ñîñòîÿíèè òèðîçèíà ìîæåò ïðî-
èñõîäèòü èîíèçàöèÿ ìîëåêóëû (îáðàçîâàíèå òèðîçèíàòà) çà ñ÷¼ò èçìåíå-
íèÿ pK𝑎: â âîçáóæä¼ííîì ñîñòîÿíèè pK𝑎 4, â îñíîâíîì - pK𝑎 10,3 [27, 35].
Òàêàÿ èîíèçàöèÿ ìîëåêóëû ìîæåò ïðîèñõîäèòü è ïðè íåéòðàëüíîì pH â
ñëó÷àå, åñëè â ðàñòâîðå íàõîäÿòñÿ ñèëüíûå àêöåïòîðû ïðîòîíà, òàêèå êàê,
íàïðèìåð, àöåòàò [27]. Îáðàçîâàíèå òèðîçèíàòà ìîæíî çàðåãèñòðèðîâàòü
ïî èçìåíåíèþ èíòåíñèâíîñòè è ôîðìû ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 1.8),
à òàêæå ïî ïîÿâëåíèþ ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ â ðàéîíå 300 íì.

Ôîðìà ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà ïðàêòè÷åñêè íå çàâèñèò îò
ïîëÿðíîñòè ðàñòâîðèòåëÿ, òî÷íåå, åñëè ñðàâíèâàòü ñ àíàëîãè÷íûìè èç-
ìåíåíèÿìè òðèïòîôàíà, òî ýôôåêò äëÿ òèðîçèíà áóäåò â 10 ðàç ìåíü-
øå [37]. Íåçàâèñèìîñòü îò ïîëÿðíîñòè ðàñòâîðèòåëÿ ñ òî÷êè çðåíèÿ âðåìÿ-
ðàçðåø¼ííîé ñïåêòðîñêîïèè ïðèâîäèò ê îòñóòñòâèþ êîìïîíåíòîâ êèíåòèêè
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Рис. 1.8 : Сравнение интенсивности (а) и формы (б) спектров флуоресценции тирозина

и тирозината при увеличении концентрации акцепторов протона (концентрации ацетата) в

растворе по работе [27]

ôëóîðåñöåíöèè, ñâÿçàííûõ ñ ðåëàêñàöèåé ðàñòâîðèòåëÿ, ñëåäîâàòåëüíî, ê
ìîíîýêñïîíåíöèàëüíîìó õàðàêòåðó êèíåòèêè ôëóîðåñöåíöèè.

Íàëè÷èå â ñòðóêòóðå áåëêà íåñêîëüêèõ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ìîæåò
ïðèâîäèòü ê ïîÿâëåíèþ ïàðû îñòàòêîâ, êîòîðûå ðàñïîëîæåíû äîñòàòî÷-
íî áëèçêî äëÿ îáðàçîâàíèÿ íîâîãî ñîñòîÿíèÿ, îáóñëîâëåííîãî 𝜋-ñòýêèíã (â
àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå 𝜋-stacking) âçàèìîäåéñòâèåì [38, 39]. Â ñëó÷àå
𝜋-ñòýêèíã âçàèìîäåéñòâèÿ âìåñòî íåçàâèñèìûõ âîçáóæä¼ííûõ ñîñòîÿíèé
äâóõ îñòàòêîâ ïîÿâëÿåòñÿ îáùåå âîçáóæä¼ííîå ñîñòîÿíèå çà ñ÷¼ò âçàèìî-
äåéñòâèÿ 𝜋-ýëåêòðîíîâ ìîëåêóë, ÷òî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ñïåêòðîâ ïîãëî-
ùåíèÿ è/èëè ôëóîðåñöåíöèè èññëåäóåìîãî îáúåêòà. Ìåòîäàìè êâàíòîâîé
ìåõàíèêè è ìîëêóëÿðíîé äèíàìèêè â ðàáîòå [39] äëÿ ÑÀ× áûëè ðàññ÷èòà-
íû âêëàäû îòäåëüíûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (òðèïòîôàíà è òèðîçèíà)
â ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ â ñòðóêòó-
ðå ÑÀ× àâòîðàìè áûëà âûäåëåíà ïàðà îñòàòêîâ Tyr134-Tyr157, êîòîðûå
ó÷àñòâóþò â 𝜋-ñòýêèíã âçàèìîäåéñòâèè.

§ 1.3. Оптические методы исследования структуры белков

Äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû ìîëåêóë áåëêà àêòèâíî èñïîëüçóþòñÿ îï-
òè÷åñêèå ìåòîäû, êîòîðûå îñíîâàíû íà èçìåðåíèè ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðà-
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ìåòðîâ. Â äàííîì ðàçäåëå ïðèâîäèòñÿ ëèøü îáùåå îïèñàíèå îïòè÷åñêèõ
ìåòîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ ðåãèñòðèðîâàòü êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ áåë-
êîâ. Äëÿ òåõ ìåòîäîâ, êîòîðûå áûëè ðåàëèçîâàíû â äàííîé ðàáîòå, áîëåå
ïîäðîáíîå îïèñàíèå äàíî â ïðèëîæåíèè.

Ñðåäè îïòè÷åñêèõ ìåòîäîâ ìîæíî âûäåëèòü àáñîðáöèîííûå (êîòîðûå
ïî îñîáåííîñòÿì ïîãëîùåíèÿ ñâåòà ìàêðîìîëåêóëîé è å¼ ëèãàíäàìè ïîçâî-
ëÿþò èññëåäîâàòü å¼ ñòðóêòóðó) è ôëóîðåñöåíòíûå (êîòîðûå ïî îñîáåííî-
ñòÿì ôëóîðåñöåíöèè ìàêðîìîëåêóëû è å¼ ëèãàíäîâ ïîçâîëÿþò èññëåäîâàòü
èññëåäîâàòü å¼ ñòðóêòóðó). Òàêæå ñòîèò óïîìÿíóòü ìåòîäû, ñâÿçàííûå ñ
àíàëèçîì ðàññåÿíèÿ ñâåòà êîìïîíåíòàìè ðàñòâîðà (íàïðèìåð, ñïåêòðîñêî-
ïèþ êîìáèíàöèîííîãî ðàññåÿíèÿ, ïîçâîëÿþùóþ èññëåäîâàòü êîëåáàòåëü-
íûå ñïåêòðû ìîëåêóë). Îäíàêî ýòè ìåòîäû íèêàê íå èñïîëüçóþòñÿ â äàííîé
äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå è ïîýòîìó íå ðàññìàòðèâàþòñÿ.

1.3.1. Абсорбционные методы

Ïîãëîùåíèå áåëêîâ â ÓÔ îáëàñòè ñïåêòðà îáóñëîâëåíî íàëè÷èåì
â èõ ñòðóêòóðå àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (ôåíèëàëàíè-
íà, òèðîçèíà è òðèïòîôàíà), ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ êîòîðûõ ïðèâåäåíû íà
ðèñ. Ï.7 à). Èç ðèñóíêà âèäíî, ÷òî ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ äàííûõ àìèíîêèñ-
ëîò äîñòàòî÷íî ñèëüíî ïåðåêðûâàþòñÿ, ïîýòîìó âûäåëåíèå âêëàäîâ êàæäîé
èç íèõ â ðåçóëüòèðóþùèé ñïåêòð âðÿä ëè âîçìîæíî äàæå äëÿ ñëó÷àÿ èõ ìî-
äåëüíîé ñìåñè. Â áåëêàõ ñèòóàöèÿ îñëîæíÿåòñÿ çà ñ÷¼ò âçàèìîäåéñòâèÿ àðî-
ìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò ñ ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóïïàìè ñîñåäíèõ îñòàòêîâ.
Ïîäîáíîå âçàèìîäåéñòâèå ïðèâîäèò ê ñäâèãó èõ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ, êî-
òîðîå â ëèòåðàòóðå ïîëó÷èëî íàçâàíèå ãèïîõðîìèçìà [40,41]. Íåñìîòðÿ íà
óêàçàííûå òðóäíîñòè, â ðàáîòå [42] óäàëîñü íà îñíîâàíèè àíàëèçà âòîðîé è
÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíûõ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ áèíàðíûõ è òðèíàðíûõ ðàñ-
òâîðîâ àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò îïðåäåëèòü ñîñòàâ ðàñòâîðîâ ñ âûñîêîé
òî÷íîñòüþ, à äàëüíåéøåå ðàçâèòèå ìåòîäà àíàëèçà ÷¼òíûõ ïðîèçâîäíûõ
ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ [43�45] ïðèâåëî ê âûäåëåíèþ ïàðàìåòðîâ, ïîçâîëÿ-
þùèõ òàêæå îïðåäåëÿòü îñîáåííîñòè îêðóæåíèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â
àëüáóìèíàõ. Äàííàÿ ìåòîäèêà áûëà ðåàëèçîâàíà è â íàñòîÿùåé äèññåðòà-
öèîííîé ðàáîòå, î ÷¼ì ïîäðîáíî íàïèñàíî â ïðèëîæåíèè (Ï.1.3).

Ðàññìîòðåííûå âûøå ìåòîäû àáñîðáöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè ìîæíî
èñïîëüçîâàòü â îòñóòñòâèè àãðåãàöèè áåëêîâ â ðàñòâîðå, êîòîðàÿ ïðèâîäèò
ê îñëàáëåíèþ èíòåíñèâíîñòè ñâåòà, ïðîøåäøåãî ÷åðåç èññëåäóåìûé îáðà-
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çåö, çà ñ÷¼ò óñèëåíèÿ ðàññåÿíèÿ. Ïîäîáíîå óñèëåíèå ðàññåÿíèÿ ïðîÿâëÿåòñÿ
â ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ êàê óâåëè÷åíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà íà
âñåõ äëèíàõ âîëí, ïî âåëè÷èíå êîòîðîãî ìîæíî ñóäèòü î ìóòíîñòè èññëåäó-
åìîãî ðàñòâîðà (ïîäîáíàÿ ìåòîäèêà â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå ïîëó÷èëà
íàçâàíèå turbidity measurements).

Äëÿ ðàñòâîðîâ àëüáóìèíîâ õàðàêòåðíî îòñóòñòâèå çíà÷èòåëüíîãî ïî-
ãëîùåíèÿ â äèàïàçîíå äëèí âîëí áîëåå 400 íì. Ñëåäîâàòåëüíî, åñëè â ýêñïå-
ðèìåíòå íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â äëèííîâîëíîâîé
îáëàñòè ñïåêòðà, òî îíî ìîæåò ñëóæèòü èíäèêàòîðîì îáðàçîâàíèÿ àãðåãà-
òîâ â ðàñòâîðå. Îäèí èç èíòåðåñíûõ ïðèìåðîâ ïðèìåíåíèÿ äàííîãî ìåòîäà
ê àíàëèçó ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé áåëêîâ ìîæíî íàéòè â ðàáîòå [46]. Íà îñ-
íîâàíèè ðàçëè÷èÿ ìåæäó çíà÷åíèÿìè òåìïåðàòóðû ðàñòâîðà, ñîîòâåòñòâó-
þùèìè ðàçðóøåíèþ ñòðóêòóðû áåëêà è íà÷àëó åãî àãðåãàöèè, àâòîðàìè [46]
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ àãðåãàöèè ÑÀ× íåîáõîäèìà íà÷àëüíàÿ äåñòàáèëè-
çàöèÿ ñòðóêòóðû áåëêà. Ìåòîä àíàëèçà ìóòíîñòè ðàñòâîðà äëÿ âûÿâëåíèÿ
àãðåãàöèè ìîëåêóë áåëêà òàêæå áûë ðåàëèçîâàí â äàííîé äèññåðòàöèîííîé
ðàáîòå.

Ñðåäè ìåòîäîâ, îñíîâàííûõ íà èçìåðåíèè õàðàêòåðèñòèê ïîãëîùåíèÿ
ñâåòà ðàñòâîðîì áåëêà, íåîáõîäèìî îòìåòèòü ìåòîä êðóãîâîãî äèõðîèçìà.
Äàííûé ìåòîä íåïîñðåäñòâåííî íå áûë ðåàëèçîâàí â íàñòîÿùåé äèññåðòà-
öèîííîé ðàáîòå, îäíàêî ðåçóëüòàòû åãî ïðèìåíåíèÿ äëÿ àíàëèçà ñòðóêòóð-
íûõ èçìåíåíèé àëüáóìèíîâ, îïóáëèêîâàííûå â ëèòåðàòóðå, èñïîëüçóþòñÿ
äëÿ èíòåðïðåòàöèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ.

Ìåòîä êðóãîâîãî äèõðîèçìà îñíîâàí íà ðàçëè÷èè ïîãëîùåíèÿ ðàñ-
òâîðîì ïðàâîé è ëåâîé êðóãîâîé ïîëÿðèçàöèè ñâåòà. Äëÿ ðàñòâîðîâ áåëêîâ
ïîäîáíîå ðàçëè÷èå èìååò ìåñòî áëàãîäàðÿ àñèììåòðèè ïåïòèäíîé ñâÿçè.

Ïðè ðàññìîòðåíèè ñïåêòðîâ êðóãîâîãî äèõðîèçìà âûäåëÿåòñÿ
íåñêîëüêî äèàïàçîíîâ äëèí âîëí, èçìåíåíèÿ â êîòîðûõ ñîîòâåòñòâóþò îïðå-
äåë¼ííûì ïåðåñòðîéêàì ñòðóêòóðû ìîëåêóëû áåëêà. Èçìåíåíèÿ ñïåêòðà
êðóãîâîãî äèõðîèçìà áåëêà â äàëüíåì ÓÔ-äèàïàçîíå (190 - 250 íì) ïîç-
âîëÿþò èññëåäîâàòü ýëåìåíòû âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà (äîëþ àëüôà-
ñïèðàëåé, áåòà-ñòðóêòóð è íåóïîðÿäî÷åííîé ÷àñòè (â àíãëîÿçû÷íîé ëèòå-
ðàòóðå - random coil)) [47]. Â áëèæíåì ÓÔ-äèàïàçîíå (250 - 340 íì), ñïåêòðû
êðóãîâîãî äèõðîèçìà äàþò èíôîðìàöèþ îá èçìåíåíèè ñèììåòðèè îêðóæå-
íèÿ â îêðåñòíîñòè äèñóëüôèäíûõ ìîñòèêîâ è îñòàòêîâ àðîìàòè÷åñêèõ àìè-
íîêèñëîò [47]. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî ìåòîä êðóãîâîãî äèõðîèçìà íå ìîæåò
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äàòü òî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé áåëêà, îäíàêî ìîæåò
èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ îöåíêè ïðîöåíòíîãî ñîîòíîøåíèÿ îñòàòêîâ, çàäåéñòâî-
âàííûõ â ôîðìèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ýëåìåíòîâ âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû [48].

1.3.2. Флуоресцентные методы

Ôëóîðåñöåíòíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ îñíîâàíû íà èçìåðåíèè ïà-
ðàìåòðîâ äåçàêòèâàöèè âîçáóæä¼ííûõ ñîñòîÿíèé ðàññìàòðèâàåìûõ ñè-
ñòåì ôëóîðîôîðîâ. Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè èññëåäóåìûõ îá-
ðàçöîâ èñïîëüçóåòñÿ ëèáî íåïðåðûâíûé èñòî÷íèê ñâåòà (ñòàöèîíàðíàÿ
ôëóîðåñöåíòíàÿ ñïåêòðîñêîïèÿ, â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå steady-state
�uorescence spectroscopy), ëèáî èìïóëüñíûé (âðåìÿ-ðàçðåø¼ííàÿ ôëó-
îðåñöåíòíàÿ ñïåêòðîñêîïèÿ, â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå time-resolved
�uorescence spectroscopy). Â ïåðâîì ñëó÷àå îñíîâíûìè ðåãèñòðèðóåìûìè
ôîòîôèçè÷åñêèìè ïàðàìåòðàìè ÿâëÿþòñÿ ôîðìà ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè
è ñå÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè, ïîä êîòîðûì ïîäðàçóìåâàåòñÿ ïðîèçâåäåíèå ñå-
÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ íà êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè. Åñëè ñå÷åíèå ïî-
ãëîùåíèÿ íå ìåíÿåòñÿ â ïðîöåññå ýêñïåðèìåíòà, à ÷óâñòâèòåëüíîñòü äå-
òåêòîðà îòêàëèáðîâàíà ñ èñïîëüçîâàíèåì îáðàçöà ñ èçâåñòíûì êâàíòîâûì
âûõîäîì, òî íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ñòàöèîíàðíîé
ôëóîðåñöåíòíîé, ìîæíî îïðåäåëèòü àáñîëþòíîå çíà÷åíèå êâàíòîâîãî âû-
õîäà ôëóîðåñöåíöèè. Â ñëó÷àå èññëåäîâàíèÿ ñèñòåìû ôëóîðîôîðîâ ìåòî-
äîì âðåìÿ-ðàçðåø¼ííîé ñïåêòðîñêîïèè â êà÷åñòâå äåòåêòîðà èñïîëüçóåòñÿ
ëèáî ñòðîáèðóåìàÿ CCD-ìàòðèöà ñ ðåãóëèðóåìûì âðåìåíåì çàäåðæêè îò-
íîñèòåëüíî ëàçåðíîãî èìïóëüñà, ëèáî ôîòîýëåêòðîííûé óìíîæèòåëü, ñîâ-
ìåù¼ííûé ñ ïëàòîé äëÿ èçìåðåíèÿ âðåìÿ-êîððåëèðîâàííîãî ñ÷¼òà ôîòîíîâ
(â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå time-correlated single photon counting). Â äàí-
íîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå èñïîëüçîâàëñÿ âòîðîé âàðèàíò ðåãèñòðàöèè
êèíåòèêè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè. Áîëåå ïîäðîáíîå îïèñàíèå èñïîëüçó-
åìûõ óñòàíîâîê äëÿ äåòåêòèðîâàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè èññëåäóåìûõ âåùåñòâ
ïðèâåäåíî â ïðèëîæåíèè (Ï.1.1).

Îïèñàííûå ìåòîäèêè ôëóîðåñöåíòíîé ñïåêòðîñêîïèè äëÿ àíàëèçà
ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé áåëêîâ ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû êàê ê ñïåöèàëü-
íûì çîíäàì (â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå âñòðå÷àþòñÿ òåðìèíû labels, dyes,
probes è äð.), ôëóîðåñöåíòíûé îòêëèê êîòîðûõ çàâèñèò îò èõ âñòðàèâàíèÿ
â ñòðóêòóðó áåëêà, òàê è ê ôëóîðîôîðàì, âõîäÿùèì â ñîñòàâ èññëåäóå-
ìûõ áåëêîâ. Ðàññìîòðèì îñîáåííîñòè ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ, â ÷àñòíîñòè
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Íèëüñêîãî êðàñíîãî (â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå Nile Red), êîòîðûå îáû÷-
íî èñïîëüçóþòñÿ â ëèòåðàòóðå.

Ôëóîðåñöåíòíûå çîíäû ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå ãðóïïû ïî òèïó ñâÿçè
ñ áåëêîì íà (1) êîâàëåíòíûå, êîòîðûå ìîãóò îáðàçîâûâàòü óñòîé÷èâîå ñî-
åäèíåíèå çà ñ÷¼ò îáðàçîâàíèÿ õèìè÷åñêîé ñâÿçè ñ áîêîâûìè ÷àñòÿìè àìè-
íîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (íàïðèìåð, ëèçèíà èëè íåñêîìïåíñèðîâàííîãî öè-
ñòåèíà), è (2) íåêîâàëåíòíûå, îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà áåëêà ñ êîòîðûìè
â îñíîâíîì îïðåäåëÿåòñÿ ýëåêòðîñòàòè÷åñêèìè è/èëè ãèäðîôîáíûìè âçàè-
ìîäåéñòâèÿìè [49]. Îñíîâíûì ïðåèìóùåñòâîì èñïîëüçîâàíèÿ ôëóîðåñöåíò-
íûõ çîíäîâ ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü âîçáóæäåíèÿ è ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñ-
öåíöèè â äëèííîâîëíîâîé îáëàñòè ñïåêòðà, ÷òî ïîçâîëÿåò èçáåæàòü âêëàäà
ñèëüíîãî ðýëååâñêîãî ðàñåÿíèÿ ïðè âîçìîæíîé àãðåãàöèè, âëèÿíèÿ äðóãèõ
ôëóîðîôîðîâ è ôîòîäåãðàäàöèè îáðàçöà [49]. Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå ôëó-
îðåñöåíòíûõ çîíäîâ êîððåêòíî, òîëüêî åñëè èçâåñòíî, ÷òî èõ ñâÿçûâàíèå
íå âëèÿåò íà ñòðóêòóðó áåëêà. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî íåêîâàëåíòíûå çîíäû
ìîãóò ñâÿçûâàòüñÿ â áîëåå, ÷åì îäèí ñàéò â ñòðóêòóðå áåëêà, ÷òî ÷àñòî
çàòðóäíÿåò èíòåðïðåòàöèþ ïîëó÷àåìûõ äàííûõ.

Â äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå äëÿ ðåãèñòðàöèè ñòðóêòóðíûõ èç-
ìåíåíèé àëüáóìèíà èñïîëüçóåòñÿ ôëóîðåñöåíöèÿ íåêîâàëåíòíîãî çîíäà
Íèëüñêîãî êðàñíîãî, ñòðóêòóðà êîòîðîãî ïðèâåäåíà íà ðèñ. 1.9. Èç-çà íàëè-
÷èÿ â ñòðóêòóðå ìîëåêóëû Íèëüñêîãî êðàñíîãî äîíîðà è àêöåïòîðà ýëåê-
òðîíà ïðè âîçáóæäåíèè äàííûé ôëóîðîôîð ìîæåò ïåðåõîäèòü â ñîñòîÿ-
íèå ñ ïåðåíîñîì çàðÿäà, îáëàäàþùåå íèçêèì êâàíòîâûì âûõîäîì ôëóî-
ðåñöåíöèè [49]. Òàêîå ñîñòîÿíèå íå ÿâëÿåòñÿ ýíåðãåòè÷åñêè âûãîäíûì â
íåïîëÿðíîì îêðóæåíèè, ïîýòîìó äàííûé çîíä èñïîëüçóåòñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ
äîñòóïíîñòè ãèäðîôîáíûõ ïîëîñòåé â áåëêàõ [49�53], ñâÿçûâàíèå â êîòî-
ðûå ñîïðîâîæäàåòñÿ ðåçêèì óñèëåíèåì êâàíòîâîãî âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè
è äîñòàòî÷íî ñèëüíûì ñäâèãîì ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè ñ ∼ 655 íì äî
∼ 605 íì.

Ïîìèìî èñïîëüçîâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ äëÿ èññëåäîâàíèÿ
ñòðóêòóðû áåëêîâ èñïîëüçóþò ñèãíàë ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ìàêðî-
ìîëåêóë, êîòîðûé îïðåäåëÿåòñÿ íàëè÷èåì â èõ ñòðóêòóðå àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ òðèïòîôàíà, òèðîçèíà è ôåíèëàëàíèíà [27]. Ïðè ýòîì ñíèìàåò-
ñÿ îäèí èç îñíîâíûõ íåäîñòàòêîâ ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ - íåîáõîäèìîñòü
ó÷¼òà âëèÿíèÿ ñàìèõ çîíäîâ íà ñòðóêòóðó èññëåäóåìîãî îáúåêòà.
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Рис. 1.9 : Структура молекулы флуоресцентного зонда Нильского красного по работе [49]

Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èññëåäîâàíèþ ñòðóêòóðû áåëêà ïîä äåéñòâèåì
ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ îáû÷íî èññëåäóåòñÿ òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè òðèïòî-
ôàíà, âûçâàííîå èçìåíåíèåì ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè äàííîãî òèïà îñòàòêîâ
(1.2.2). Òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè â áåëêàõ îáëàäàþò íàèáîëåå äëèííîâîëíî-
âûì ïîãëîùåíèåì, ÷òî äà¼ò âîçìîæíîñòü èõ ñåëåêòèâíîãî âîçáóæäåíèÿ:
ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû áîëåå 295 íì ïîãëîùåíèåì îñòàëüíûõ
àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ìîæíî ïðåíåáðå÷ü (ðèñ. Ï.7 à).

Îñíîâíûì íåäîñòàòêîì òàêîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ íåðàâíîìåðíîå ðàñ-
ïðåäåëåíèå òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ïî ñòðóêòóðå áåëêà. Òàê, â ñòðóêòóðå
ÁÑÀ ïðèñóòñòâóþò äâà òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêà, à â ñòðóêòóðå ÑÀ× - òîëü-
êî îäèí (ðèñ. 1.10). Ïîäîáíîå îãðàíè÷åíèå ìîæåò áûòü ñíÿòî çà ñ÷¼ò ðàñ-
ñìîòðåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî îòêëèêà äðóãèõ àìèíîêèñëîò, íàïðèìåð, òèðî-
çèíà, ðàñïðåäåëåíèå êîòîðîãî ïî ñòðóêòóðå àëüáóìèíîâ áîëåå ðàâíîìåðíî
(ðèñ. 1.10). Èç ðèñóíêà 1.10 à âèäíî, ÷òî íåêîòîðûå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ
îñíîâíîãî ëèãàíäà àëüáóìèíà (ÆÊ) íàõîäèòñÿ íà áîëüøåì óäàëåíèè îò
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ òèðîçèíîâûìè.

Ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ äîñòàòî÷íî ÷àñòî óïîìèíàåòñÿ
â ðàáîòàõ, ïîñâÿù¼ííûõ èññëåäîâàíèþ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ.
Ïðè èññëåäîâàíèè áåëêîâ â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè, ñîäåðæàùèõ êàê òèðîçè-
íîâûå, òàê è òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþäàåòñÿ [56]. Â áåëêàõ îíà îáû÷-
íî ïðîÿâëÿåòñÿ ïðè äåíàòóðàöèè, ïðè ïåðåõîäå óïîðÿäî÷åííîé âòîðè÷íîé
ñòðóêòóðû (àëüôà-ñïèðàëåé è áåòà-ëèñòîâ) â íåóïîðÿäî÷åííóþ è ïðè èçìå-
íåíèè òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû [56�58], ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â ïîÿâëåíèè â ñïåêòðå
ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè êîðîòêîâîëíîâîãî ïëå÷à ñ ìàêñèìóìîì íà 300-
310 íì (ðèñ. 1.11). Îñíîâíûì ìåõàíèçìîì òóøåíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè â òàêèõ ðàáîòàõ ñ÷èòàåòñÿ ïåðåíîñ ýíåðãèè ïî äèïîëü-äèïîëüíîìó
(ô¼ðñòåðîâñêîìó) ìåõàíèçìó ñ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ íà òðèïòîôàíîâûå,
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Рис. 1.10 : Трёхмерная структура комплекса САЧ с ЖК (pdb ID: 1EF7 [54] (а) и трёхмер-

ная структура БСА (pdb ID:3V03 [55]) с обозначением лиганда (зелёным), а также тирозино-

вых (синим) и триптофановых (красным) остатков. Рисунок построен при помощи программы

USCF Chimera package [9]

ïîñêîëüêó òèïè÷íûå çíà÷åíèÿ ðàäèóñà Ô¼ðñòåðà äëÿ òàêîãî ïåðåíîñà ñî-
ñòàâëÿþò ∼ 10-18 �A è ñîîòâåòñòâóþò ñðåäíåìó ðàçìåðó ìîëåêóë áåëêà [35].

Рис. 1.11 : Изменение формы спектра флуоресценции белка при денатурации для (а) САЧ

при денатурации гидрохлоридом гуанидина [59] и (б) для БСА при денатурации детергентом

SDS [60]. Длина волны возбуждения 280 нм

Â òî æå âðåìÿ â èññëåäîâàíèÿõ áåëêîâ, íå ñîäåðæàùèõ òðèïòîôà-
íîâûå îñòàòêè, ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíà òàêæå îáëàäàåò ìàëûì ïî ñðàâ-
íåíèþ ñî ñâîáîäíûì òèðîçèíîì â ðàñòâîðå êâàíòîâûì âûõîäîì, ÷òî ñâÿ-
çàíî ñ íàëè÷èåì òóøåíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè â áåëêàõ çà ñ÷¼ò
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ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï (íàïðèìåð, êàðáîêñèëüíîé è àìèíîãðóïïû) ñîñåä-
íèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ [35, 56]. Äàííûé ôàêò óêàçûâàåò íà òî, ÷òî
ðîëü ïåðåíîñà ýíåðãèè ñ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ íà òðèïòîôàíîâûå â òóøå-
íèè ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà â áåëêàõ â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè ìîæåò áûòü
ïåðåîöåí¼ííîé.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî äî ïîÿâëåíèÿ äàííîé äèññåð-
òàöèîííîé ðàáîòû òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ðàññìàòðèâàëàñü ëèøü êàê
êà÷åñòâåííûé èíäèêàòîð, ïîçâîëÿþùèé çàðåãèñòðèðîâàòü òîëüêî ñèëüíûå
ïåðåñòðîéêè ñòðóêòóðû áåëêîâ, âèäèìûå è ïî èçìåíåíèþ ôîòîôèçè÷åñêèõ
ïàðàìåòðîâ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Èññëåäîâàíèå âîçìîæíîñòåé èñïîëü-
çîâàíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè êàê êîëè÷åñòâåííîãî èíäèêàòîðà èç-
ìåíåíèÿ êîíôîðìàöèè òðèïòîôàí ñîäåðæàùèõ áåëêîâ è ñîñòàâèëî îñíîâó
äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû.
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Глава 2

Исследование фотофизических параметров альбумина

в водном растворе для разработки метода регистрации

конформационных изменений белка под действием

анионного детергента

Ãëàâà ïîñâÿùåíà êîìïëåêñíîìó èññëåäîâàíèþ ñèñòåìû áåëîê-
äåòåðãåíò â âîäíîì ðàñòâîðå. Â êà÷åñòâå äåòåðãåíòà èñïîëüçóåòñÿ äîäåöèë-
ñóëüôàò íàòðèÿ (SDS), ìîäåëü âçàèìîäåéñòâèÿ ìîëåêóë êîòîðîãî ñ àëüáó-
ìèíîì, à òàêæå ñîïóòñòâóþùèå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ìîëåêóëû áåëêà,
îïèñàíû â íà÷àëå äàííîé ãëàâû. Äàëåå îïèñàíû ðåçóëüòàòû ïðèìåíåíèÿ îï-
òè÷åñêèõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà ê ñèñòåìå àëüáóìèí-SDS.
Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ äàííûõ äåëàåòñÿ îöåíêà ïðèìåíèìîñòè òèðîçèíî-
âîé ôëóîðåñöåíöèè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê ìîëåêóëû
àëüáóìèíà.

Îñíîâíûå ðåçóëüòàòû äàííîé ãëàâû îïóáëèêîâàíû â ñòàòüå [61]

§ 2.1. Изменение структуры альбумина при взаимодействии с

детергентами

Âïåðâûå ìîäåëü êîìïëåêñà áåëîê-äåòåðãåíò, ñõåìàòè÷íî èçîáðàæ¼í-
íàÿ íà ðèñ. 2.1, áûëà ïðåäëîæåíà è àðãóìåíòèðîâàíà â ñòàòüå [62]. Ïðè
ìàëîé êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà ñâÿçûâàíèå ïðîèñõîäèò â îïðåäåë¼ííûå
ñàéòû, êîòîðûå òàêæå ÿâëÿþòñÿ ñàéòàìè æèðíûõ êèñëîò (ÆÊ) [63, 64],
ïðè÷¼ì ñâÿçûâàíèå ïðîèñõîäèò êàê çà ñ÷¼ò ýëåêòðîñòàòèêè, òàê è çà ñ÷¼ò
ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé. Äàëåå, ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè äåòåð-
ãåíòà îêàçûâàåòñÿ âîçìîæíûì ïðèñîåäèíåíèå ëèãàíäà âî âòîðîñòåïåííûå
ñàéòû, êîòîðûå ñòàíîâÿòñÿ äîñòóïíûìè èç-çà ðàçðûõëåíèÿ ñòðóêòóðû áåë-
êà íà ïåðâîé ñòàäèè. Ñâÿçûâàíèå â òàêèå ìíîãî÷èñëåííûå âòîðîñòåïåííûå
ñàéòû ïðîèñõîäèò ïðåèìóùåñòâåííî çà ñ÷¼ò ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé
ìåæäó áåëêîì è äåòåðãåíòîì. Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
ëèãàíäà ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå ìèöåëëîïîäîáíûõ àãðåãàòîâ íà ñêåëåòå
ìîëåêóëû áåëêà çà ñ÷¼ò ñâÿçûâàíèÿ íîâûõ ìîëåêóë äåòåðãåíòà ñ óæå ïðè-
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ñîåäèí¼ííûìè. Â êîíöå ýòîé ñòàäèè íàñòóïàåò íàñûùåíèå ñòðóêòóðû áåëêà
ëèãàíäàìè, è ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà ïðî-
èñõîäèò îáðàçîâàíèå ñâîáîäíûõ ìèöåëë â ðàñòâîðå. Ñòðóêòóðà áåëêà ïðè
ýòîì ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåòñÿ.

Рис. 2.1 : Модель образования комплекса белок-детергент при изменении концентрации

лиганда согласно работе [62]

§ 2.2. Диагностика конформационных изменений альбумина в

присутствии детергента методом стационарной флуорес-

центной спектроскопии

Íà ðèñóíêå 2.2 ïðåäñòàâëåíà çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôà-
íîâîé ôëóîðåñöåíöèè (ïðè âîçáóæäåíèè íà 295 íì) ñûâîðîòî÷íîãî àëü-
áóìèíà ÷åëîâåêà (ÑÀ×) è áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) (íîð-
ìèðîâêà ïðîâåäåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì çíà÷åíèÿ, ñîîòâåòñòâóþùåãî [SDS] =
0, ïðèíÿòûì çà åäèíèöó). Îáå çàâèñèìîñòè ÿâëÿþòñÿ ÷åòûð¼õñòàäèéíûìè
äëÿ áåëêîâ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè è ìîäåëüþ êîì-
ïëåêñà áåëîê-äåòåðãåíò [62,63].

Äëÿ ìàëûõ êîíöåíòðàöèé äåòåðãåíòà ([SDS] < 9 ·10−3 ìÌ) ïîëîæåíèå
ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà è å¼ èíòåíñèâíîñòü íå ìåíÿþòñÿ.
Íà ýòîì ó÷àñòêå îòíîøåíèå ìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé ëèãàíäà ê áåëêó ìàëî
(ìåíåå îäíîãî), ïîýòîìó ñâÿçûâàíèå äåòåðãåíòà ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò
(äàííûå íå ïðèâåäåíû).
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Рис. 2.2 : Зависимость от концентрации детергента интенсивности максимума флуоресцен-

ции триптофановых остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным) при возбуждении на длине вол-

ны 295 нм. Концентрация БСА - 4.7 мкМ. Концентрация САЧ - 4.1 мкМ. Значения указанных

интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего отсутствию детергента

в растворе ([SDS]=0)

Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà (ïåðâàÿ ñòàäèÿ, [SDS] =
9 · 10−3 - 4 · 10−2 ìÌ) çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ìàêñè-
ìóìå äëÿ ðàññìàòðèâàåìûõ áåëêîâ ðàçëè÷àåòñÿ: èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè ÑÀ× îñòà¼òñÿ íåèçìåííîé, â òî âðåìÿ êàê èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè ÁÑÀ óìåíüøàåòñÿ (äî óðîâíÿ 70% îò å¼ çíà÷åíèÿ â îòñóòñòâèè
äåòåðãåíòà). Òàêîå îòëè÷èå îáúÿñíÿåòñÿ èçìåíåíèåì îêðåñòíîñòè äîïîë-
íèòåëüíîãî òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà ÁÑÀ â ïîçèöèè 134 (Trp134) è â ðà-
áîòàõ [63, 64] ñâÿçûâàåòñÿ ñ íàëè÷èåì â ïåðâîì äîìåíå ïåðâè÷íûõ ñàéòîâ
ñâÿçûâàíèÿ ìîëåêóë äåòåðãåíòà, êîòîðûå îòñóòñòâóþò â îêðåñòíîñòè âíóò-
ðåííåãî òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà, ðàñïîëîæåííîãî â äîìåíå II â ïîçèöèè 214
(Trp214) äëÿ ÑÀ× è 213 (Trp213) äëÿ ÁÑÀ. Äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ
âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû äàííûõ áåëêîâ ïîäòâåðæäàþò îòñóòñòâèå ñåðü¼çíûõ
ïåðåñòðîåê ìîëåêóëû áåëêà â äàííîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ëèãàíäà, à
èçìåíåíèå òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïåðåñòðîéêîé òðå-
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òè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà ïðè åãî ñâÿçûâàíèè [63,65,66]. Ïîäîáíàÿ èíòåðïðå-
òàöèÿ ñâÿçè ìåæäó èçìåíåíèåì ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ è ñòðóêòóð-
íûõ èçìåíåíèé áåëêà ïîäòâåðæäàåòñÿ òàêæå àíàëèçîì ñòðóêòóðû êîìïëåê-
ñà àëüáóìèíà ñ ìèðèñòèíîâîé êèñëîòîé [54], êîòîðàÿ ïî ñâîèì ñâîéñòâàì
áëèçêà ê SDS.

Íà ñëåäóþùåé ñòàäèè ([SDS] = 4 · 10−2 - 0,7 ìÌ) âíîâü íàáëþäàåò-
ñÿ ðàçëè÷èå â çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè
äëÿ ãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ: äëÿ ÑÀ× â ýòîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ëèãàí-
äà íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ñèãíàëà (äî 20% îò å¼ çíà÷åíèÿ â îòñóòñòâèè
äåòåðåãåíòà), â òî âðåìÿ êàê äëÿ ÁÑÀ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òðèï-
òîôàíîâûõ îñòàòêîâ ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåòñÿ. Ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè òðèïòîôàíà äëÿ ÑÀ× â ðàáîòå [63] îáúÿñíÿåòñÿ ñíÿòèåì òóøå-
íèÿ ôëóîðåñöåíöèè Trp214 ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóïïàìè ñîñåäíèõ ñ àìèíî-
êèñëîòíûõ îñòàòêîâ, êîòîðîå ïðèñóòñòâóåò â íàòèâíîé ñòðóêòóðå. Àíàëî-
ãè÷íîå ñíÿòèå òóøåíèÿ äîëæíî èìåòü ìåñòî è äëÿ Trp213 â ÁÑÀ, îêðåñò-
íîñòü êîòîðîãî ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåòñÿ îò Trp214 â ÑÀ×. Íåèçìåííîñòü
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà äëÿ ÁÑÀ íà ðàññìàòðèâàåìîì
ó÷àñòêå çàâèñèìîñòè ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ êîìïåíñàöèåé âêëàäîâ òóøåíèÿ
Trp134 è ñíÿòèÿ òóøåíèÿ äëÿ Trp213.

Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà â ðàñòâîðå
([SDS] = 0,7 ìÌ - 3 ìÌ) ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå ìèöåëëîïîäîáíûõ àã-
ðåãàòîâ íà ñêåëåòå ìîëåêóëû áåëêà, ÷òî ïðèâîäèò ê ðåçêîìó ïàäåíèþ ôëó-
îðåñöåíöèè äëÿ îáîèõ áåëêîâ (äî óðîâíÿ 25% îò å¼ çíà÷åíèÿ â îòñóòñòâèè
äåòåðåãåíòà). Äàííàÿ ñòàäèÿ ñâÿçàíà ñ ñåðü¼çíûìè èçìåíåíèÿìè ñòðóêòó-
ðû àëüáóìèíà, êîòîðûå ïîäòâåðæäàþòñÿ ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè íåïîñðåä-
ñòâåííîãî èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà, òàêèìè êàê ìåòîä êðóãîâîãî äèõðîèç-
ìà, ìåòîä ìàëîóãëîâîãî ðàññåÿíèÿ ðåíòåíîâñêîãî èçëó÷åíèÿ è ìåòîä ýëåê-
òðîííîãî ïàðàìàãíèòíîãî ðåçîíàíñà [67�70]. Ðàññìàòðèâàåìàÿ ñòàäèÿ çà-
êàí÷èâàåòñÿ íàñûùåíèåì ñòðóêòóðû áåëêà ìîëåêóëàìè äåòåðãåíòà, ïîñëå
êîòîðîãî (ïðè [SDS] > 3 ìÌ) èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÑÀ× è ÁÑÀ
íå ìåíÿåòñÿ.

Ïðîâåä¼ííîå âûøå ñðàâíåíèå çàâèñèìîñòè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè ãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ (ÁÑÀ è ÑÀ×) îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà
âûÿâèëî ñóùåñòâåííîå ðàçëè÷èå ôëóîðåñöåíòíîãî îòêëèêà ïðè íèçêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ëèãàíäà íà ïåðâîé ñòàäèè, êîãäà íà îäíó ìîëåêóëó áåëêà ïðè-
õîäèòñÿ ïîðÿäêà 1-10 ìîëåêóë SDS. Ïðè ðàññìîòðåíèè òîëüêî ôëóîðåñ-
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öåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ïîäîáíîå ðàçëè÷èå ìîãëî áû ïðèâåñòè ê
îøèáî÷íîìó âûâîäó î ðàçíîì èçìåíåíèè ñòðóêòóðû ðàññìàòðèâàåìûõ áåë-
êîâ ïðè ñâÿçûâàíèè äåòåðãåíòà, ÷òî ïîêàçûâàåò îãðàíè÷åííîñòü äàííîãî
ìåòîäà äëÿ àíàëèçà ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê áåëêà. Ýòà îãðàíè÷åííîñòü
ôëóîðåñöåíòíîé ìåòîäèêè èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ìàêðîìî-
ëåêóë, êàê óæå óïîìèíàëîñü â ïåðâîé ãëàâå íàñòîÿùåé ðàáîòû, ñâÿçàíà ñ
ìàëûì êîëè÷åñòâîì òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè áåëêîâ. Ðàññìîòðåíèå ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ
ìîæåò ñíÿòü ïîäîáíîå îãðàíè÷åíèå çà ñ÷¼ò áîëåå ðàâíîìåðíîãî ðàñïðåäå-
ëåíèÿ äàííûõ ôëóîðîôîðîâ ïî ñòðóêòóðå áåëêà (ðèñ. 1.10) è äàòü âîçìîæ-
íîñòü çàðåãèñòðèðîâàòü èçìåíåíèÿ åãî êîíôîðìàöèè âäàëè îò òðèïòîôà-
íîâûõ îñòàòêîâ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âêëàäà òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â îáùèé ñïåêòð ôëóî-
ðåñöåíöèè áåëêà, ïîëó÷åííûé ïðè âîçáóæäåíèè íà 280 íì (ãäå âîçáóæäàþò-
ñÿ è òèðîçèíîâûå è òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè), ïðîâîäèëàñü ïðîöåäóðà ðàç-
ëîæåíèÿ ñïåêòðîâ, îïèñàííàÿ ïîäðîáíî â ïðèëîæåíèè Ï.1.1. Â îñíîâå ýòîé
ïðîöåäóðû ëåæèò èñïîëüçîâàíèå ôîðìû ñïåêòðà òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè, ïîëó÷åííîé ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû 295 íì (ãäå ïîãëî-
ùåíèåì, à ñëåäîâàòåëüíî, è ôëóîðåñöåíöèåé òèðîçèíà ìîæíî ïðåíåáðå÷ü),
à òàêæå óòâåðæäåíèå î íåçàâèñèìîñòè ôîðìû ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè îò
äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ [27]. Ïðèìåð òàêîãî ðàçëîæåíèÿ ñïåêòðîâ ïðè-
âåä¼í íà ðèñ. Ï.5.

Çàâèñèìîñòü îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè, íîðìèðîâàííîé íà çíà÷åíèå, ñîîòâåòñòâóþùåå [SDS] = 0,
ïðèâåäåíà íà ðèñ. 2.3 è ñîâïàäàåò äëÿ äâóõ ãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ, ïîýòîìó
ìîæíî ãîâîðèòü, ÷òî ïðåäïîëîæåíèå îá îäèíàêîâîì ñâÿçûâàíèè äåòåðãåí-
òà ñ ýòèìè áåëêàìè ñïðàâåäëèâî. Äàííàÿ çàâèñèìîñòü òàêæå ÿâëÿåòñÿ ÷å-
òûð¼õñòàäèéíîé, îäíàêî â îòëè÷èå îò òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè äëÿ
òèðîçèíà íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ñèãíàëà, ÷òî ãîâîðèò î ñíÿòèè òóøåíèÿ
äàííûõ îñòàòêîâ, êîòîðîå åñòü â èññëåäóåìûõ áåëêàõ â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè.

Â äàëüíåéøåì â äàííîé ãëàâå ïðèâîäÿòñÿ ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ
ñ ÁÑÀ, ò. ê. èçìåíåíèå ñòðóêòóðû ýòîãî áåëêà ìîæíî ðåãèñòðèðîâàòü êàê ïî
òðèïòîôàíîâîé, òàê è ïî òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Íà ðèñ. 2.4 a ïðåä-
ñòàâëåíû çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ìàêñèìóìå äëÿ äâóõ äëèí âîëí âîç-
áóæäåíèÿ (280 íì - ñèíèì è 295 íì - ÷¼ðíûì). Òàêæå íà äàííîì ðèñóíêå
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Рис. 2.3 : Зависимость от концентрации детергента интенсивности максимума флуоресцен-

ции тирозиновых остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным) при возбуждении на длине волны

280 нм. Концентрация БСА - 4.7 мкМ. Концентрация САЧ - 4.1 мкМ. Значения указанных

интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего отсутствию детергента

в растворе ([SDS]=0)

êðàñíûì ïîêàçàíà çàâèñèìîñòü ïîëîæåíèÿ èõ ìàêñèìóìà îò êîíöåíòðà-
öèè ëèãàíäà. Ñðàâíåíèå çàâèñèìîñòè ìàêñèìóìà èíòåíñèâíîñòè òðèïòî-
ôàíîâûõ îñòàòêîâ äëÿ äâóõ äëèí âîëí âîçáóæäåíèÿ ïîçâîëÿåò âûÿâèòü
íàëè÷èå ïåðåíîñà ýíåðãèè ñ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, î ÷¼ì áóäåò ðàññêàçà-
íî íèæå. Çàâèñèìîñòü ïîëîæåíèÿ ìàêñèìóìà èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ïîçâîëÿåò ñóäèòü îá èçìåíåíèè ëîêàëüíîãî
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ â èõ îêðåñòíîñòè (Ãëàâà 1) â ðåçóëüòàòå èçìåíåíèÿ
ñòðóêòóðû áåëêà ïîä äåéñòâèåì äåòåðãåíòà. Ïåðåéä¼ì òåïåðü ê ñðàâíåíèþ
ìåæäó ñîáîé çàâèñèìîñòè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ (ðèñ. 2.4 à) è
òèðîçèíîâûõ (ðèñ. 2.4 á) îñòàòêîâ â ÁÑÀ îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà.

Êàê áûëî ñêàçàíî âûøå, â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé äåòåðãåíòà, ñî-
îòâåòñòâóþùåì ïåðâîé ñòàäèè ([SDS] = 9 · 10−3 - 4 · 10−2 ìÌ), ëèãàíä
âñòðàèâàåòñÿ â âûñîêîýíåðãåòè÷íûå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ â îñíîâíîì çà ñ÷¼ò
ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Êàê âèäíî èç ðèñ. 2.4, ïðîèñõîäèò
òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà è óñèëåíèå ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà
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Рис. 2.4 : (а) Зависимость от концентрации детергента положения (красным) и интенсив-

ности максимума флуоресценции триптофановых остатков БСА при возбуждении на длине

волны 295 нм (чёрным) и 280 нм (синим). (б) Зависимость от концентрации детергента интен-

сивности флуоресценции тирозиновых остатков БСА в максимуме при возбуждении на длине

волны 280 нм. Концентрация БСА - 4.8 мкМ. Значения указанных интенсивностей нормиро-

ваны на величину сигнала, соответствующего отсутствию детергента в растворе ([SDS]=0)
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â ÁÑÀ, ïðè÷¼ì ýôôåêòèâíîñòü òóøåíèÿ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè íå
çàâèñèò îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ. Ñëåäîâàòåëüíî, èçìåíåíèå ñòðóêó-
òðû áåëêà íå ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè ñ
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Òàêæå íà ýòîì ó÷àñòêå ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ïîëî-
æåíèÿ ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà, ÷òî ãîâîðèò îá óìåíüøåíèè
ëîêàëüíîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ â åãî îêðåñòíîñòè [25], ïîäòâåðæäàÿ ãèïî-
òåçó, ÷òî ñâÿçûâàíèå ëèãàíäà ïî ýëåêòðîñòàòè÷åñêîìó ìåõàíèçìó [64,67,69]
ïðèâîäèò ê ïåðåðàñïðåäåëåíèþ çàðÿäîâ â îêðåñòíîñòè èíäîëüíîé ãðóïïû
òðèïòîôàíà.

Íà ñëåäóþùåé ñòàäèè çàâèñèìîñòè ([SDS] = 4 · 10−2 - 0,7 ìÌ) ôëóî-
ðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê ÁÑÀ îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà ïðîäîëæàåò-
ñÿ ñäâèã ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà â êîðîòêîâîëíîâóþ ÷àñòü
ñïåêòðà, ÷òî ãîâîðèò î äîïîëíèòåëüíîì óìåíüøåíèè ýëåêòðè÷åñêîãî ïî-
ëÿ, íàïðàâëåííîãî â ñòîðîíó ïåïòèäíîé ñâÿçè âäîëü äëèííîé îñè ìîëåêó-
ëû [25]. Ïðè ýòîì íå ïðîèñõîäèò èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
òðèïòîôàíà, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü â êà÷åñòâå ïðè÷èíû èçìåíåíèÿ
ïîëÿ óäàëåíèå ïîëîæèòåëüíûõ çàðÿäîâ îò äàííîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàò-
êà ïðè ïðèñîåäèíåíèè ìîëåêóë äåòåðãåíòà [66, 67, 69]. Â îòëè÷èå îò òðèï-
òîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà õàðàê-
òåðèçóåòñÿ íåáîëüøèì ðîñòîì (íà 20% îò å¼ çíà÷åíèÿ â îòñóòñòâèè äåòåð-
ãåíòà), î âîçìîæíûõ ïðè÷èíàõ êîòîðîãî áóäåò ðàññêàçàíî â äàëüíåéøåì.

Ðåçêîå óñèëåíèå ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà (íà 60% îò å¼ çíà÷åíèÿ â îò-
ñóòñòâèè äåòåðåãåíòà) è òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà (íà 35% îò å¼
çíà÷åíèÿ â îòñóòñòâèè äåòåðåãåíòà), ñîïðîâîæäàþùååñÿ íåáîëüøèì êðàñ-
íûì ñäâèãîì (∼ 3 íì), ïðîèñõîäèò ïðè äàëüíåéøåì ïîâûøåíèè êîíöåí-
òðàöèè äåòåðãåíòà ([SDS] = 0,7 ìÌ - 3 ìÌ). Óêàçàííûé äèàïàçîí êîíöåí-
òðàöèé SDS ñîîòâåòñòâóåò êðèòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè îáðàçîâàíèÿ ìèöåëë
â èñïîëüçóåìîì áóôåðå, ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ êîòîðîé ïðèâåäåíà â ïðè-
ëîæåíèè (ñì. Ï.1.1). Ñòîëü çíà÷èòåëüíîå ñíÿòèå òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
òèðîçèíà îáúÿñíÿåòñÿ îáðàçîâàíèåì ìèöåëëîïîäîáíûõ àãðåãàòîâ íà ñêåëå-
òå ìîëåêóëû áåëêà, êîòîðîå âûçûâàåò ñåðü¼çíûå ïåðåñòðîéêè ñòðóêòóðû
àëüáóìèíà. Ïðè ýòîì âîçìîæíî êàê óìåíüøåíèå ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíî-
ñà ýíåðãèè ñ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ íà òðèïòîôàíîâûå çà ñ÷¼ò óâåëè÷åíèÿ
ðàññòîÿíèÿ ìåæäó íèìè [57, 71�78], òàê è íåïîñðåäñòâåííîå óäàëåíèå èç
ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ äðóãèõ òóøèòåëåé - ôóíê-
öèîíàëüíûõ ãðóïï ñîñåäíèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ.
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Ñîãëàñíî ìîäåëè êîìïëåêñà áåëîê-äåòåðãåíò ñâÿçûâàíèå SDS íà ýòîì
ó÷àñòêå ïðîèñõîäèò ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ êîîïåðàòèâíîñòè [67]. Â ðàáî-
òå [66] äëÿ ñèñòåìû àëüáóìèí-SDS ñ ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàííîãî ìåòîäà
Øòåðíà-Ôîëüìåðà áûë îïðåäåë¼í êîýôôèöèåíò íàêëîíà ãðàôèêà òóøåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè â äâàæäû ëîãàðèôìè÷åñêîì ìàñøòàáå ðàâíûì 𝑛 = 3.13.
Êàê óïîìèíàëîñü â ïåðâîé ãëàâå äàííûé ïàðàìåòð îòðàæàåò ñòåïåíü êî-
îïåðàòèâíîñòè ñâÿçûâàíèÿ, à íå ÷èñëî ïðèñîåäèí¼ííûõ ëèãàíäîâ. Äåéñòâè-
òåëüíî, äëÿ ñèñòåìû àëüáóìèí-äåòåðãåíò íà äàííîì ó÷àñòêå çàâèñèìîñòè
íåçàâèñèìîå èçìåðåíèå [63,67] äà¼ò çíà÷åíèÿ ÷èñëà çàíÿòûõ ñàéòîâ ñâÿçû-
âàíèÿ áëèçêèì ê 100, ÷òî ñóùåñòâåííî ïðåâûøàåò çíà÷åíèå êîýôôèöèåí-
òà íàêëîíà â ìîäèôèöèðîâàííîì ìåòîäå Øòåðíà-Ôîëüìåðà. Çíà÷åíèå 𝑛 =
3.13 ÿâëÿåòñÿ íàèáîëüøèì èç òåõ, êîòîðûå óäàëîñü íàéòè â ëèòåðàòóðå [79],
÷òî ÿâëÿåòñÿ óêàçàíèåì íà óíèêàëüíî âûñîêóþ ñòåïåíü êîîïåðàòèâíîñòè
ñâÿçûâàíèÿ èç-çà îñîáåííîñòåé ñòðóêòóðû âûáðàííîãî ëèãàíäà.

Ïîñëåäíèé, çàêëþ÷èòåëüíûé, ó÷àñòîê çàâèñèìîñòè ([SDS] > 3 ìÌ)
îòðàæàåò íàñûùåíèå ñòðóêòóðû áåëêà ìèöåëëîïîäîáíûìè àãðåãàòàìè è
îáðàçîâàíèå ìèöåëë â ðàñòâîðå â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè. Ïðè ýòîì ñâÿçûâà-
íèÿ äåòåðãåíòà ñ áåëêîì íå ïðîèñõîäèò, ÷òî ñëåäóåò èç íåèçìåííîñòè ôëóî-
ðåñöåíòíûõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ è òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â äàííîì
äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ëèãàíäà.

§ 2.3. Диагностика конформационных изменений альбумина в

присутствии детергента абсорбционными методами

Â îòëè÷èå îò ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ íåëüçÿ
ðàçëîæèòü íà ñîñòàâëÿþùèå, ñîîòâåòñòâóþùèå ðàçëè÷íûì ôëóîðåñöåíò-
íûì îñòàòêàì. Îñíîâíîé ïðè÷èíîé ýòîãî ÿâîëÿåòñÿ ñèëüíîå ïåðåêðûòèå
ïîëîñ ïîãëîùåíèÿ ñïåêòðîâ îòäåëüíûõ àìèíîêèñëîò â ðåçóëüòàòå óøèðå-
íèÿ èç ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ïðè âçàèìîäåéñòâèè ôëóîðîôîðîâ ñî ñâîèì
ëîêàëüíûì îêðóæåíèåì [43, 44, 80]. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èíôîðìàöèè îá èçìå-
íåíèè îêðóæåíèÿ îòäåëüíûõ àìèíîêèñëîò ïî ñïåêòðàì ïîãëîùåíèÿ áåëêà
áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä àíàëèçà ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ïî èõ ÷åòâ¼ðòîé ïðî-
èçâîäíîé, âïåðâûå ïðåäëîæåííûé â ðàáîòå [42]. Ïîñëåäóþùàÿ ðàçðàáîòêà
äàííîãî ìåòîäà ïîêàçàëà, ÷òî äëÿ èññëåäîâàíèÿ ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â áåëêàõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïîëîæåíèå ïèêà 𝜆2,
ñîîòâåòñòâóþùåãî 0-0 ïåðåõîäó ôåíîëüíîãî êîëüöà, è îòíîøåíèå 𝑅 = 𝑝1

𝑝2
,

õàðàêòåðèçóþùåå îáðàçîâàíèå âîäîðîäíîé ñâÿçè òèðîçèíîâûìè îñòàòêàìè
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(ðèñ. Ï.8). Îïèñàíèå àëãîðèòìà ïîëó÷åíèÿ ïàðàìåòðîâ, ïî êîòîðûì ìîæíî
îïðåäåëèòü èçìåíåíèå îêðåñòíîñòè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, âåðèôèêàöèþ
äàííîãî ìåòîäà è ññûëêè íà îñíîâíûå ðàáîòû â ýòîé îáëàñòè ìîæíî íàéòè
â ïðèëîæåíèè Ï.1.3.

Êàê âèäíî èç ïðåäñòàâëåííîé íà ðèñ. 2.5 çàâèñèìîñòè óêàçàííûõ ïà-
ðàìåòðîâ îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà íà íà÷àëüíûõ äâóõ ñòàäèÿõ ([SDS]
= 9 · 10−3 - 0,7 ìÌ), ãäå íàáëþäàåòñÿ ïåðâîíà÷àëüíûé ðîñò ôëóîðåñöåí-
öèè òèðîçèíà, ïîëÿðíîñòü îêðóæåíèÿ äàííûõ îñòàòêîâ íå ìåíÿåòñÿ çà ñ÷¼ò
ñâÿçûâàíèÿ äåòåðãåíòà, ÷òî èñêëþ÷àåò ïîÿâëåíèå ëèãàíäà â èõ ëîêàëüíîé
îêðåñòíîñòè. Íà òðåòüåé ñòàäèè ([SDS] = 0,7 - 3 ìÌ) âèäíû çíà÷èòåëüíûå
èçìåíåíèÿ 𝜆2 è îòíîøåíèÿ 𝑅 çà ñ÷¼ò îáðàçîâàíèÿ ìèöåëëîïîäîáíûõ àã-
ðåãàòîâ íà ñêåëåòå àëüáóìèíà. Ïîäîáíîå èçìåíåíèå ïàðàìåòðîâ ÷åòâ¼ðòîé
ïðîèçâîäíîé ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ áûëî ïðèâåäåíî â ðàáîòå [81], â êîòîðîé
äàííûé ôàêò ñâÿçûâàëñÿ ñ óâåëè÷åíèåì ïîëÿðíîñòè îêðóæåíèÿ òèðîçèíî-
âûõ îñòàòêîâ è ôîðìèðîâàíèåì âîäîðîäíûõ ñâÿçåé èõ OH-ãðóïïàìè, ÷òî
íàõîäèòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåïðèíÿòîé ìîäåëüþ, ðàññìîòðåííîé â íà÷à-
ëå äàííîé ãëàâû (§ 2.1).

Рис. 2.5 : Зависимость от концентрации детергента параметров четвёртой производной

спектров поглощения БСА (𝜆2 - чёрным, 𝑅 - красным). Концентрация БСА - 4.8 мкМ
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§ 2.4. Диагностика конформационных изменений альбумина в

присутствии детергента с помощью время-разрешённой

флуоресцентной спектроскопии

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âðåìåííûõ ïàðàìåòðîâ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ
(Tyr è Trp) èñïîëüçîâàëàñü óñòàíîâêà, ïîçâîëÿþùàÿ èçìåðÿòü êèíåòè-
êè ôëóîðåñöåíöèè äëÿ ðàçíûõ äëèí âîëí ðåãèñòðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
âðåìÿ-êîððåëèðîâàííîãî ñ÷¼òà ôîòîíîâ. Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
èñïîëüçîâàëñÿ èìïóëüñíûé ëàçåðíûé äèîä (ñ äëèíîé âîëíû èçëó÷åíèÿ, ðàâ-
íîé 280 íì). Ïîäðîáíîå îïèñàíèå äàííîé óñòàíîâêè, à òàêæå ìåòîäîâ àíà-
ëèçà êèíåòèê ôëóîðåñöåíöèè äàíî â ïðèëîæåíèè (Ï.1.2).

Êèíåòèêà ôëóîðåñöåíöèè òðèïôòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ðåãèñòðèðîâà-
ëàñü íà äëèíå âîëíû 𝜆𝑇𝑟𝑝 ∼ 355 íì, êîòîðàÿ ñîîòâåòñòâóåò ìàêñèìóìó ôëó-
îðåñöåíöèè àëüáóìèíà â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè. Êðîìå òîãî, äàííàÿ äëèíà
âîëíû äîñòàòî÷íî óäàëåíà îò ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà, ïîýòî-
ìó ìîæíî ñ÷èòàòü, ÷òî çàòóõàíèå ôëóîðåñöåíöèè ïîëíîñòüþ îáóñëîâëåíî
ðåëàêñàöèåé òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Ìèíèìàëüíàÿ íåâÿçêà ïðè àíàëèçå
äàííûõ äëÿ ðåãèñòðàöèè íà 𝜆𝑇𝑟𝑝 äîñòèãàëàñü ïðè àïïðîêñèìàöèè êèíåòèê
ôëóîðåñöåíöèè áèýêñïîíåíöèàëüíîé çàâèñèìîñòüþ. Íàëè÷èå äâóõ êîìïî-
íåíò â êèíåòèêå ôëóîðåñöåíöèè äëÿ òðèïòîôàíà â ÁÑÀ ÷àñòî îáúÿñíÿåò-
ñÿ ðàçíèöåé îêðóæåíèÿ îñòàòêîâ Trp134 è Trp213 [63, 64, 82, 83]. Â òî æå
âðåìÿ, êàê óïîìèíàëîñü â ïåðâîé ãëàâå íàñòîÿùåé ðàáîòû, êèíåòèêà çà-
òóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ñâîáîäíîãî òðèïòîôàíà â ðàñòâîðå òàêæå èìååò
áèýêñïîíåíöèàëüíûé õàðàêòåð, ÷òî â ðàáîòàõ [32�34, 66, 84, 85] îáúÿñíÿ-
åòñÿ íàëè÷èåì ðîòàìåðîâ. Â óêàçàííûõ ñòàòüÿõ ðîòàìåðàìè íàçûâàþòñÿ
ïðåäîïðåäåë¼ííûå â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè ýëåêòðîííûå êîíôèãóðàöèè âîç-
áóæä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ ìîëåêóëû òðèïòîôàíà, êîòîðûå ïðîÿâëÿþòñÿ ïðè
ôëóîðåñöåíöèè. Òàêèå êîíôèãóðàöèè â îñíîâíîì ñâÿçûâàþòñÿ ñ îðèåíòà-
öèåé èíäîëüíîé è äðóãèõ ãðóïï îòíîñèòåëüíî Ñ-Ñ-ñâÿçåé. Îäíàêî âîïðîñ î
áèýêñïîíåíöèàëüíîì õàðàêòåðå êèíåòèêè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà âû-
õîäèò çà ðàìêè äàííîé ðàáîòû ïîýòîìó äëÿ àíàëèçà âëèÿíèÿ äåòåðãåíòà íà
ôîòîôèçè÷åñêèå ïàðàìåòðû òðèïòîôàíà èñïîëüçîâàëîñü ñðåäíåå âðåìÿ çà-
òóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ⟨𝜏⟩, îïðåäåëÿåìîå ñ ó÷¼òîì âêëàäîâ 𝑎𝑖 êîìïîíåíò
𝜏𝑖:

⟨𝜏⟩ =
∑︁
𝑖

𝜏𝑖𝑎𝑖. (2.1)
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Çàâèñèìîñòü äàííîãî ïàðàìåòðà îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà, ïðåäñòàâëåí-
íàÿ íà ðèñ. 2.6 à (÷¼ðíûì), ïîâòîðÿåò çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè äëÿ íåïðåðûâíîãî âîçáóæäåíèÿ. Ñîâïàäåíèå óêàçàííûõ çàâèñèìî-
ñòåé ïîêàçûâàåò, ÷òî òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ïðè
ñâÿçûâàíèè äåòåðãåíòà ïðîèñõîäèò çà ñ÷¼ò äîïîëíèòåëüíûõ íåðàäèàöèîí-
íûõ êàíàëîâ ðåëàêñàöèè èç âîçáóæä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò
ëèòåðàòóðíûì äàííûì [66].

Äëèíà âîëíû âûáðàííîãî èñòî÷íèêà èçëó÷åíèÿ íàõîäèòñÿ â ïîëî-
ñå ïîãëîùåíèÿ êàê òðèïòîôàíîâûõ, òàê è òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, ïîýòîìó
ïðè ðåãèñòðàöèè êèíåòèêè ôëóîðåñöåíöèè â êîðîòêîâîëíîâîé ÷àñòè ñïåê-
òðà ìîæíî çàðåãèñòðèðîâàòü âêëàä òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Êàíàëû ðåãè-
ñòðàöèè èñïîëüçóåìîé óñòàíîâêè, ñîîòâåòñòâóþùèå êîðîòêîâîëíîâîé ÷àñòè
ñïåêòðà, îáëàäàþò áîëåå íèçêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ äåòåêòîðà, ÷åì äëèí-
íîâîëíîâûå. Ïîýòîìó äëÿ îïðåäåëåíèÿ âîçìîæíîãî âêëàäà òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ àíàëèçèðîâàëèñü êèíåòèêè ôëóîðåñöåíöèè ÁÑÀ ïðè ðåãèñòðàöèè
íà äëèíå âîëíû 𝜆𝑇𝑦𝑟 ∼ 310 íì, êîòîðàÿ, ñ îäíîé ñòîðîíû, äà¼ò âîçìîæíîñòü
âîññòàíîâëåíèÿ ïàðàìåòðîâ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, à ñ äðóãîé ñòîðîíû,
íàõîäèòñÿ â ïîëîñå ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.

Êèíåòèêè ôëóîðåñöåíöèè ïðè ðåãèñòðàöèè íà äëèíå âîëíû 𝜆𝑇𝑦𝑟 àï-
ïðîêñèìèðîâàëèñü òðèýêñïîíåíöèàëüíûìè çàâèñèìîñòÿìè, äëÿ êîòîðûõ
íåâÿçêà áûëà ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ àïïðîêñèìàöèåé áèýêñïîíåíöèàëü-
íîé çàâèñèìîñòüþ. Çàâèñèìîñòü îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà äâóõ á�îëüøèõ
âðåì¼í çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè 𝜏1 è 𝜏2, ïîëó÷åííûõ èç àíàëèçà êèíåòèê
ïðè ðåãèñòðàöèè íà 𝜆𝑇𝑦𝑟, ïîâòîðÿþò çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè òðèïòîôàíà äëÿ íåïðåðûâíîãî âîçáóæäåíèÿ. Íà îñíîâàíèè ýòîãî
óêàçàííûå êîìïîíåíòû áûëè îòíåñåíû ê òðèïòîôàíîâûì îñòàòêàì ÁÑÀ.
Çàâèñèìîñòü ñðåäíåãî âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà ⟨𝜏⟩
äëÿ ðåãèñòðàöèè íà 𝜆𝑇𝑦𝑟, îïðåäåë¼ííîãî ïî (2.1), ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2.6 à
(êðàñíûì). Ñðàâíåíèå çàâèñèìîñòè ⟨𝜏⟩ îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà äëÿ
äâóõ äëèí âîëí ðåãèñòðàöèè (ðèñ. 2.6 à) ïîêàçûâàåò íåáîëüøîå çàâûøåíèå
çíà÷åíèé äëÿ ðåãèñòðàöèè íà 𝜆𝑇𝑦𝑟. Âîçìîæíàÿ ïðè÷èíà òàêîãî çàâûøåíèÿ
çàêëþ÷àåòñÿ â ïîÿâëåíèè ìåäëåííîé êîìïîíåíòû äëÿ êîðîòêîâîëíîâîé ðå-
ãèñòðàöèè, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì óìåíüøåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè äå-
òåêòîðà è óìåíüøåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà îò òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
çà ñ÷¼ò òóøåíèÿ èõ ôëóîðåñöåíöèè â ðåçóëüòàòå ïðèñîåäèíåíèÿ äåòåðãåíòà.
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Рис. 2.6 : (а) Зависимость от концентрации детергента среднего времени затухания

флуоресценции триптофановых остатков БСА при регистрации сигнала на длине волны

𝜆𝑇𝑟𝑝 ∼ 355 нм (чёрным) и 𝜆𝑇𝑦𝑟 ∼ 310 нм (красным). (б) Зависимость от концентрации детер-

гента времени затухания флуоресценции тирозиновых остатков БСА при регистрации сигнала

на длине волны 𝜆𝑇𝑦𝑟 ∼ 310 нм. Длина волны возбуждения 280 нм. Концентрация БСА - 3.5

мкМ
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Çàâèñèìîñòü îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà ìåíüøåãî âðåìåíè 𝜏3, âîñ-
ñòàíîâëåííîãî èç êèíåòèêè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ÁÑÀ ïðè ðåãèñòðà-
öèè íà 𝜆𝑇𝑦𝑟, (ðèñ. 2.6 á) ÿâëÿåòñÿ íåìîíîòîííîé è ìîæåò áûòü îõàðàêòåðè-
çîâàíà ìàêñèìóìîì íà âòîðîì ó÷àñòêå. Òàêîå îòëè÷èå 𝜏3 îò 𝜏1 è 𝜏2 ïîçâîëÿ-
åò çàêëþ÷èòü, ÷òî ïåðâûé èç óêàçàííûõ ïàðàìåòðîâ ñîîòâåòñòâóåò âðåìå-
íè çàòóõàíèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ÁÑÀ. Êðîìå òîãî, àíàëèç êèíåòèêè
çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè äëÿ îáëàñòè ñïåêòðà, ãäå ôëóîðåñöåíöèåé òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ìîæíî ïðåíåáðå÷ü, ïîêàçûâàåò îòñóòñòâèå êîìïîíåíò,
õàðàêòåðíîå âðåìÿ êîòîðûõ óâåëè÷èâàåòñÿ äëÿ êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà
â äèàïàçîíå, ñîîòâåòñòâóþùåì ñïåöèôè÷íîìó ñâÿçûâàíèþ (ïåðâàÿ ñòàäèÿ,
ðèñ. 2.6). Òàêèì îáðàçîì, â äàííîé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî 𝜏3 ÿâëÿåòñÿ õà-
ðàêòåðèñòèêîé çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Äðóãèìè
ñëîâàìè, íåñìîòðÿ íà ïåðåêðûòèå ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè â äàííîé ðàáî-
òå óäàëîñü âûäåëèòü âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè êàê òðèïòîôàíîâûõ,
òàê è òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ áåëêà.

Àíàëèç ïàðàìåòðîâ ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ïî-
êàçûâàåò, ÷òî ëîêàëüíîå îêðóæåíèå òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ (åãî ãåòåðîãåí-
íîñòü è ÷èñëî âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ñ OH-ãðóïïîé òèðîçèíà) íà ïåðâîé ñòàäèè
([SDS] = 9 · 10−3 - 4 · 10−2 ìÌ) íå ìåíÿåòñÿ. Òàêæå ïî ëèòåðàòóðíûì äàí-
íûì èçâåñòíî [66, 69,70], ÷òî ñïåöèôè÷íîå ñâÿçûâàíèå ìîëåêóë äåòåðãåíòà
íå ïðèâîäèò ê èçìåíåíèÿì âî âòîðè÷íîé ñòðóêòóðå ÁÑÀ, à âûçûâàåò òîëüêî
ñëàáûå ïåðåñòðîéêè åãî òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû. Â äàííîé ðàáîòå ïîêàçàíî,
÷òî â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé äåòåðãåíòà [SDS] = 9 · 10−3 - 4 · 10−2 ìÌ íå
ïðîèñõîäèò èçìåíåíèÿ ãåòåðîãåííîñòè îêðóæåíèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â
áåëêå è ÷èñëà âîäîðîäíûõ ñâÿçåé, îáðàçîâàííûõ èõ OH-ãðóïïàì (§ 2.3), íî
íàáëþäàåòñÿ ñõîæåå óâåëè÷åíèå âðåìåíè çàòóõàíèÿ è èíòåíñèâíîñòè ôëó-
îðåñöåíöèè äàííîãî òèïà îñòàòêîâ. Òàêèì îáðàçîì, âûÿâëåíî, ÷òî ôëóî-
ðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíå ïîçâîëÿþò
çàðåãèñòðèðîâàòü ñëàáûå ïåðåñòðîéêè òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà.

§ 2.5. Структурные изменения молекулы альбумина при его ан-

фолдинге, приводящие к усилению флуоресценции тиро-

зиновых остатков

Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â äàííîé ãëàâå, ïîêàçûâàþò, ÷òî èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà âîçðàñòàåò ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäà è
ïðè äåíàòóðàöèè áåëêà, ÷òî íàõîäèòñÿ â ïîëíîì ñîãëàñèè ñ îáùåïðèíÿòîé
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ìîäåëüþ âçàèìîäåéñòâèÿ â ñèñòåìå áåëîê-äåòåðãåíò (§ 2.1). Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî çàâèñèìîñòü ôëóîðåñöåíòíûõ ïàðàìåòðîâ (èíòåíñèâíîñòè è âðåìåíè çà-
òóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè) òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ÁÑÀ îò êîíöåíòðàöèè äå-
òåðãåíòà èìååò ÷åòûð¼õñòàäèéíûé õàðàêòåð, êîòîðûé îòâå÷àåò ðàçëè÷íûì
ðåæèìàì ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà (§ 2.1). Íà ïåðâîì ó÷àñòêå çàâèñèìîñòåé,
ïðèâåä¼ííûõ íà ðèñ. 2.4 á è 2.6 á, íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè
è âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, ÷òî ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì óìåíü-
øåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè ñ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ íà òðèï-
òîôàíîâûå. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ îáðàòèìñÿ ê ñðàâíåíèþ
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ïðè âîçáóæäåíèè
íà äâóõ äëèíàõ âîëí - 295 íì è 280 íì (ðèñ. 2.4 à). Â ñëó÷àå äëèííî-
âîëíîâîãî âîçáóæäåíèÿ ïåðåíîñ ýíåðãèè íå ñêàçûâàåòñÿ, ò.ê. ïîãëîùåíè-
åì òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ íà äàííîé äëèíå âîëíû ìîæíî ïðåíåáðå÷ü. Â
ñëó÷àå êîðîòêîâîëíîâîãî âîçáóæäåíèÿ ïîãëîùåíèå òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ
ñóùåñòâåííî, ñëåäîâàòåëüíî, óìåíüøåíèå ïåðåíîñà ýíåðãèè áóäåò ïðèâî-
äèòü ê áîëåå ñèëüíîìó òóøåíèþ ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà. Êàê âèäíî
èç ðèñ. 2.4 à çàâèñèìîñòü òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíòðà-
öèè äåòåðãåíòà íå îòëè÷àåòñÿ äëÿ äâóõ äëèí âîëí âîçáóæäåíèÿ, ïîýòîìó â
ðàññìàòðèâàåìîé ñèñòåìå èçìåíåíèÿ ïåðåíîñà ýíåðãèè íå ïðîèñõîäèò, ñëå-
äîâàòåëüíî, óñèëåíèå ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðîèñõîäèò çà
ñ÷¼ò ñíÿòèÿ äðóãèõ ìåõàíèçìîâ òóøåíèÿ.

Åù¼ îäíîé îñîáåííîñòüþ ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ÿâëÿåòñÿ ðàçëè÷èå
â õîäå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè è âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ íà òðåòüåé ñòàäèè ([SDS] = 0,7 ìÌ - 3 ìÌ), êîòîðàÿ
ñîîòâåòñòâóåò äåíàòóðàöèè áåëêà çà ñ÷¼ò îáðàçîâàíèÿ ìèöåëëîïîäîáíûõ
àãðåãàòîâ íà ñêåëåòå ìàêðîìîëåêóëû. Íà äàííîì ó÷àñòêå çàâèñèìîñòè íà-
áëþäàåòñÿ ñèëüíîå èçìåíåíèå ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ, êîòîðîå ïðîÿâëÿåòñÿ â ïàðàìåòðàõ ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé ñïåêòðîâ
ïîãëîùåíèÿ: äëèíà âîëíû, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ïîãëîùåíèþ ïðè 0-0 ïåðåõîäå
ôåíîëüíîãî êîëüöà ñäâèãàåòñÿ â êîðîòêîâîëíîâóþ ÷àñòü ñïåêòðà. Ïîäîá-
íûé ñäâèã ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ñå÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ íà äëèíå âîëíû 280 íì, çà ñ÷¼ò ÷åãî ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè ñîïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì âðåìåíè å¼ çàòóõàíèÿ. Â ðàáîòàõ [40,41]
ïîêàçàíî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå àìèíîêèñëîò â áåëêàõ ìîæåò ïðèâåñòè ê ãè-
ïîõðîìèçìó - èçìåíåíèþ âåëè÷èíû ñå÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ àìèíîêèñëîòíîãî
îñòàòêà â áåëêå ïî ñðàâíåíèþ ñî ñâîáîäíîé àìèíîêèñëîòîé â ðàñòâîðå. Òà-
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êèì îáðàçîì, óâåëè÷åíèå ñå÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, êî-
òîðîå ìîæíî çàðåãèñòðèðîâàòü ïî ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé ñïåêòðîâ ïîãëî-
ùåíèÿ, íà òðåòüåì ó÷àñòêå çàâèñèìîñòè ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ñòðóêòóðíûõ
èçìåíåíèé áåëêà ïîä äåéñòâèåì äåòåðãåíòà.

§ 2.6. Выводы по главе 2

Â äàííîé ãëàâå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü èññëåäîâàíèÿ êîí-
ôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé àëüáóìèíîâ ïðè äîáàâëåíèè äåòåðãåíòà ñ ïîìî-
ùüþ îïòè÷åñêîãî îòêëèêà òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Â ðåçóëüòàòå âûïîëíå-
íèÿ ýòîé ÷àñòè èññëåäîâàíèé áûëà ïîñòàâëåíà ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ ôî-
òîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíå: èíòåíñèâíî-
ñòè è âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, à òàêæå ïîëîæåíèÿ 0-0 ïåðåõîäà
ôåíîëüíîãî êîëüöà è ïàðàìåòðà ãåòåðîãåííîñòè îêðóæåíèÿ îñòàòêà, îïðå-
äåëÿåìûõ ïî ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî
íåñìîòðÿ íà ðàçíîå ïîâåäåíèå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôàíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè äëÿ äâóõ ãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ, òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåí-
öèÿ ìåíÿåòñÿ îäèíàêîâî, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ñõîäíûõ ñòðóêòóðíûõ èç-
ìåíåíèé ãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ ïðè îäèíàêîâîì âíåøíåì âîçäåéñòâèè. Äëÿ
ïåðâîãî ó÷àñòêà çàâèñèìîñòè ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà ÷åëîâåêà îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà ïîêàçàíî, ÷òî òèðîçèíî-
âàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ìîæåò äàâàòü äîïîëíèòåëüíóþ èíôîðìàöèþ î ñòðóê-
òóðíûõ èçìåíåíèÿõ áåëêà ïîä âëèÿíèåì ëèãàíäîâ çà ñ÷¼ò ðàâíîìåðíîãî
ðàñïðåäåëåíèÿ äàííûõ îñòàòêîâ ïî ñòðóêòóðå áåëêà.

Ïî èòîãàì äàííîé ãëàâû ìîæíî ñäåëàòü ñëåäóþùèå выводы:

1. Ðàçðàáîòàíà è óñïåøíî ïðèìåíåíà ïðîöåäóðà âûäåëåíèÿ âêëàäà ôëó-
îðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñïåêòð àëüáóìèíà, êîòîðàÿ ïîç-
âîëÿåò ïîëó÷èòü èíôîðìàöèþ î êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèÿõ èõ
ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè, íå âëèÿþùèõ íà ôîòîôèçè÷åñêèå ïàðàìåò-
ðû òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ.

2. Впервые îïðåäåëåíî âðåìÿ çàòóõàíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè â
áåëêå, ñîäåðæàùåì òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè, õîòÿ â ðàáîòå [59] ãîâî-
ðèòñÿ î íåâîçìîæíîñòè òàêîãî îïðåäåëåíèÿ.

3. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñïåöèôè÷íîì ñâÿçûâàíèè SDS àëüáóìèíîì óâå-
ëè÷åíèå òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè íå ñâÿçàíî ñ óìåíüøåíèåì ýô-
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ôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè íà òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè ïî äèïîëü-
äèïîëüíîìó ìåõàíèçìó, à ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ñíÿòèÿ äðóãèõ ìåõà-
íèçìîâ òóøåíèÿ çà ñ÷¼ò èçìåíåíèÿ îêðåñòíîñòè òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ.

4. Ïîêàçàíî, ÷òî óñèëåíèå ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðè
îáðàçîâàíèè ìèöåëëîïîäîáíûõ àãðåãàòîâ íà ñêåëåòå áåëêà ñâÿçàíî ñ
ãèïîõðîìèçìîì äàííûõ îñòàòêîâ, à íå ñ óìåíüøåíèåì ýôôåêòèâíîñòè
ïåðåíîñà ýíåðãèè íà òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè ïî äèïîëü-äèïîëüíîìó
ìåõàíèçìó.
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Глава 3

Фотофизические параметры альбуминов в различных

модельных системах

Ãëàâà ïîñâÿùåíà ðåçóëüòàòàì èññëåäîâàíèé, íàïðàâëåííûõ íà âû-
ÿâëåíèå ôèçè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ èçìåíåíèÿ ôîòîôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â áåëêàõ. Íà îñíîâàíèè äàííûõ î ñàéòàõ ñâÿçû-
âàíèÿ ëèãàíäîâ â ñòðóêòóðå àëüáóìèíîâ (áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-
ìèíà (ÁÑÀ) è ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà (ÑÀ×)), ðàñïîëîæåíèÿ
â óêàçàííûõ áåëêàõ àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (òèðîçèíà
è òðèïòîôàíà), à òàêæå íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ ñèñòåìû
àëüáóìèí-äåòåðãåíò (Ãëàâà 2) ìîæíî âûñêàçàòü ñëåäóþùèå ïðåäïîëîæåíèÿ
î ôèçè÷åñêèõ ìåõàíèçìàõ èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè:

1. Èçìåíåíèå ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ çà ñ÷¼ò (1)
ñèñòåìû âîäîðîäíûõ ñâÿçåé â ðàñòâîðå, (2) ïîëÿðíîñòè îêðóæåíèÿ
áåëêà èëè (3) ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó ëèãàíäîì è àëü-
áóìèíîì.

2. Èçìåíåíèå ñòðóêòóðû áåëêà â äîìåíå I è, âîçìîæíî, â äîìåíå III.

3. Ñâÿçûâàíèå ëèãàíäîâ, (1) ñõîæèõ ñ æèðíûìè êèñëîòàìè (ÆÊ), (2)
çàðÿæåííûõ èëè (3) ñâÿçûâàþùèõñÿ â ëþáûå ñàéòû óêàçàííûõ â ï.2
äîìåíîâ.

Ïðîâåðêå ýòèõ ïðåäïîëîæåíèé è êîíêðåòèçàöèè ôàêòîðîâ, âëèÿþùèõ íà
ôëóîðåñöåíòíûå ïàðàìåòðû òèðîçèíà è ïîñâÿùàåòñÿ äàííàÿ ãëàâà äèññåð-
òàöèîííîé ðàáîòû. Çäåñü ïðèâîäÿòñÿ ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ñîáñòâåííîé
ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíîâ (ÁÑÀ è ÑÀ×) äëÿ ðàçëè÷íûõ âíåøíèõ âîçäåé-
ñòâèé ïðè ñâÿçûâàíèè ñ ëèãàíäàìè (êàòèîííûì äåòåðãåíòîì, èîíàìè äâóõ-
âàëåíòíûõ ìåòàëëîâ, ýòàíîëîì) è äåíàòóðàöèè (êàòèîííûì äåòåðãåíòîì,
ýòàíîëîì è ãèäðîõëîðèäîì ãóàíèäèíà). Êðîìå òîãî, îïèñàíû ðåçóëüòàòû
ñðàâíèòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ pH ðàñòâîðà íà ôëóîðåñöåíòíûå ïà-
ðàìåòðû òèðîçèíà êàê â áåëêàõ (äëÿ ÁÑÀ, ÑÀ×, èíñóëèíà), òàê è â ñâîáîä-
íîì ñîñòîÿíèè â ðàñòâîðå. Ïðè ýòîì â êàæäîì ðàçäåëå ñíà÷àëà ïðèâîäèòñÿ
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íåáîëüøîé îáçîð ëèòåðàòóðû, â êîòîðîì îñíîâíîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ âû-
ÿâëåíèþ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé áåëêîâ â èññëåäóåìûõ ñèñòåìàõ, à çàòåì
îïèñûâàþòñÿ è àíàëèçèðóþòñÿ ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ, âûïîëíåííûõ â
ðàìêàõ äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû.

§ 3.1. Влияние связывания катионного детергента на собствен-

ную флуоресценцию альбуминов

Â ïðåäûäóùåé ãëàâå ðàáîòû áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñïåöèôè÷íîå, íåñïå-
öèôè÷íîå è êîîïåðàòèâíîå ñâÿçûâàíèå àëüáóìèíîì ìîëåêóë àíèîííîãî äå-
òåðãåíòà (SDS) ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ. Äëÿ ïðîâåðêè âëèÿíèÿ çíàêà çàðÿäà àìôèôèëüíîãî ñîåäèíåíèÿ ïðè
ñâÿçûâàíèè ñ áåëêîì íà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ áûë âûáðàí êàòèîííûé äåòåðãåíò öåòèëòðèìåòèëàììîíèé áðîìèä
(CTAB), ñòðóêòóðà êîòîðîãî ïðèâåäåíà íà ðèñ. Ï.1 à.

Íà ðèñ. 3.1 ïðèâåäåíà çàâèñèìîñòü îò êîíöåíòðàöèè CTAB èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ìàêñèìóìå äëÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ñûâîðî-
òî÷íûõ àëüáóìèíîâ (ÁÑÀ è ÑÀ×). Òàê æå, êàê è äëÿ SDS, ðàññìàòðèâàåìàÿ
çàâèñèìîñòü (ðèñ. 3.1) èìååò ÷åòûð¼õñòàäèéíûé õàðàêòåð.

Íà ìàëûõ êîíöåíòðàöèÿõ ([CTAB] < 2 · 10−3 ìÌ) èçìåíåíèÿ èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ íå ïðîèñõîäèò ïðè îò-
íîøåíèè ìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé ëèãàíäà ê áåëêó ìåíüøå 1. Îòñóòñòâèå
èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ãîâîðèò î ñëàáîì ñâÿ-
çûâàíèè ëèãàíäà è/èëè î ñâÿçûâàíèè äåòåðãåíòà â ñàéòû, ðàñïîëîæåííûå
âäàëè îò òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ðàññìàòðèâàåìûõ áåëêàõ.

Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè (ïåðâàÿ ñòàäèÿ, [CTAB] = 2 · 10−3 -
2 · 10−2 ìÌ) çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ äëÿ ãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ íà÷èíàåò ðàçëè÷àòüñÿ: íàáëþäàåòñÿ òó-
øåíèå è ñäâèã ïîëîæåíèÿ ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè â êîðîòêîâîëíîâóþ
îáëàñòü äëÿ ÁÑÀ â òî âðåìÿ, êàê óêàçàííûå ïàðàìåòðû íå ìåíÿþòñÿ äëÿ
ÑÀ×. Òàê æå, êàê è äëÿ ñëó÷àÿ SDS, ïîäîáíîå ðàçëè÷èå â ïàðàìåòðàõ
ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ãîìîëîãè÷íûõ áåëêàõ ìîæíî
îáúÿñíèòü èçìåíåíèåì îêðåñòíîñòè òîëüêî äîïîëíèòåëüíîãî òðèïòîôàíî-
âîãî îñòàòêà â ÁÑÀ (Trp134). Ñäâèã ìàêñèìóìà èíòåíñèâíîñòè â êîðîò-
êîâîëíîâóþ îáëàñòü ñïåêòðà ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì óìåíüøåíèÿ ëîêàëüíîãî
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ â îêðåñòíîñòè òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà ïðè ñâÿçû-
âàíèè ëèãàíäà ïî ýëåêòðîñòàòè÷åñêîìó ìåõàíèçìó [25, 64, 67, 69], êîòîðîå
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Рис. 3.1 : Зависимость от концентрации детергента интенсивности максимума флуоресцен-

ции триптофановых остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным) при возбуждении на длине вол-

ны 295 нм. Концентрация БСА - 4.1 мкМ. Концентрация САЧ - 4.1 мкМ. Значения указанных

интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего отсутствию детергента

в растворе ([CTAB]=0)

ïðèâîäèò ê ïåðåðàñïðåäåëåíèþ çàðÿäîâ â îêðåñòíîñòè èíäîëüíîé ãðóïïû
òðèïòîôàíà.

Íà ñëåäóþùåé ñòàäèè ([CTAB] = 2·10−2 - 0,1 ìÌ) èíòåíñèâíîñòü ôëó-
îðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ êàê â ÁÑÀ, òàê è â ÑÀ× óìåíüøàåò-
ñÿ, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ ñäâèãîì ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè â êîðîòêîâîë-
íîâóþ îáëàñòü. Íà äàííîé ñòàäèè íåñïåöèôè÷íîå ñâÿçûâàíèå äåòåðãåíòà
çàòðàãèâàåò îêðåñòíîñòü îáùåãî òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà (Trp214 â ÑÀ× è
Trp213 â ÁÑÀ). Â êîíöå äàííîãî ó÷àñòêà çàâèñèìîñòè ïîëîæåíèå ìàêñèìó-
ìà ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ÁÑÀ è ÑÀ× îäèíàêîâî (335
íì), ÷òî ãîâîðèò î ñõîäñòâå ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè êàê óêàçàííûõ îñòàòêîâ
â áåëêàõ, òàê è Trp134 â ÁÑÀ â ðåçóëüòàòå íåñïåöèôè÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ ëè-
ãàíäà. Èç ñðàâíåíèÿ ïðèâåä¼ííûõ çàâèñèìîñòåé òàêæå âèäíî, ÷òî âåëè÷èíà
òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè äëÿ ÁÑÀ çà ñ÷¼ò ñïåöèôè÷íîãî è íåñïåöèôè÷íî-
ãî ñâÿçûâàíèÿ äåòåðãåíòà (íà 38% îò çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè â îòñóòñòâèè
äåòåðãåíòà) ïî÷òè â 4 ðàçà ïðåâûøàåò âåëè÷èíó òóøåíèÿ äëÿ ÑÀ× (íà 10%
îò çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè â îòñóòñòâèè äåòåðãåíòà). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ñâÿ-
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çûâàíèå äåòåðãåíòà â îñíîâíîì ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ñòðóêòóðû áåëêîâ â
ïåðâîì äîìåíå.

Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ([CTAB] = 0,1 - 0,7 ìÌ)
ïðîèñõîäèò âîññòàíîâëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà çà
ñ÷¼ò îáðàçîâàíèÿ ìèöåëëîïîäîáíûõ àãðåãàòîâ íà ñêåëåòå ìîëåêóë áåëêîâ,
÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè èçìåðåíèÿ êðèòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè îáðà-
çîâàíèÿ ìèöåëë â èñïîëüçóåìîì áóôåðå (ñì. Ï.1.1). Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî â
äàííîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé íàèáîëåå ñèëüíûå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ
ïðîèñõîäÿò â îêðåñòíîñòè îáùåãî òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà, ÷òî ïðîÿâëÿåò-
ñÿ â óâåëè÷åíèè èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè äëÿ ÑÀ×
ïî÷òè íà 30% îòíîñèòåëüíî å¼ çíà÷åíèÿ â îòñóòñòâèè äåòåðãåíòà. Äàëü-
íåéøåå òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ íà ñòàäèè îáðàçîâàíèÿ ñâîáîäíûõ
ìèöåëë â ðàñòâîðå ñâÿçàíî ñ óñèëåíèåì ðàññåÿíèÿ, à òàêæå ñî ñäâèãîì ñïåê-
òðà ïîãëîùåíèÿ â áîëåå äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü, ÷òî âèäíî èç àíàëèçà
ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ è èõ ÷åòâ¼ðòûõ ïðîèçâîäíûõ.

Рис. 3.2 : Зависимость от концентрации детергента интенсивности максимума флуоресцен-

ции тирозиновых остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным) при возбуждении на длине волны

280 нм. Концентрация БСА - 4.1 мкМ. Концентрация САЧ - 4.1 мкМ. Значения указанных

интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего отсутствию детергента

в растворе ([CTAB]=0)
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Ðàññìîòðèì òåïåðü èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òèðî-
çèíîâûõ îñòàòêîâ â ÁÑÀ è ÑÀ× ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè CTAB â
ðàñòâîðå (ðèñ. 3.2). Èç ðèñóíêà âèäíî, ÷òî èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè òèðî-
çèíîâûõ îñòàòêîâ îäèíàêîâî â óêàçàííûõ áåëêàõ. Â îòëè÷èå îò SDS èçìå-
íåíèå èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ñóùåñòâåííî òîëüêî íà
ñòàäèè, ñîîòâåòñòâóþùåé îáðàçîâàíèþ ìèöåëëîïîäîáíûõ àãðåãàòîâ íà ñêå-
ëåòå ìîëåêóëû áåëêà, êîòîðîå ïðîèñõîäèò â îñíîâíîì çà ñ÷¼ò ãèäðîôîáíûõ
âçàèìîäåéñòâèé. Îòñóòñòâèå èçìåíåíèé èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè íà ó÷àñòêàõ ñïåöèôè÷íîãî è íåñïåöèôè÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ ãîâî-
ðèò î âëèÿíèè çàðÿäà ãèäðîôèëüíîé ÷àñòè ìîëåêóëû íà ôëóîðåñöåíöèþ
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî èññëåäîâàíèþ âëèÿíèÿ ñâÿçûâàíèÿ êà-
òèîííîãî äåòåðãåíòà ñ ìîëåêóëàìè ñûâîðîòî÷íûõ àëüáóìèíîâ (ÁÑÀ è
ÑÀ×) è èõ ñðàâíåíèå ñ àíàëîãè÷íûìè ðåçóëüòàòàìè äëÿ àíèîííîãî äå-
òåðãåíòà ïîêàçûâàþò, ÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â áåëêàõ
âîçðàñòàåò ïðè äåíàòóðàöèè áåëêà, ïðè÷¼ì â äàííîì ñëó÷àå çàðÿä ãèä-
ðîôèëüíîé ÷àñòè äåòåðãåíòà íå âàæåí. Îäíàêî íà ó÷àñòêàõ ñïåöèôè÷íî-
ãî è íåñïåöèôè÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ óñèëåíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè íå
ïðîèñõîäèò äëÿ êàòèîííîãî äåòåðãåíòà. Ñâÿçûâàíèå ìîëåêóë äåòåðãåíòà â
ñàéòû æèðíûõ êèñëîò ïðîèñõîäèò òàê, ÷òî çàðÿæåííàÿ ÷àñòü ëèãàíäà ðàñ-
ïîëàãàåòñÿ áëèæå ê ïîâåðõíîñòè áåëêà [54]. Òàêèì îáðàçîì, óñèëåíèå ôëó-
îðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðîèñõîäèò ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäîâ è
äåíàòóðàöèè áåëêà, êîãäà çà ñ÷¼ò ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé â èõ ëîêàëüíîé
îêðåñòíîñòè ïðîèñõîäèò ñíÿòèå òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ôóíêöèîíàëüíû-
ìè ãðóïïàìè ñîñåäíèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, à òàêæå, âîçìîæíî, ïðè
óâåëè÷åíèè îòðèöàòåëüíîãî çàðÿäà íà ïîâåðõíîñòè áåëêà.

§ 3.2. Влияние связывания ионов двухвалентных металлов на

собственную флуоресценцию альбуминов

Â ñòðóêòóðå àëüáóìèíà åñòü íåñêîëüêî ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ äâóõâà-
ëåíòíûõ ìåòàëëîâ, îäèí èç êîòîðûõ ðàñïîëàãàåòñÿ â äîìåíå I. Â äîìåíå
I òàêæå ðàñïîëîæåí äîïîëíèòåëüíûé òðèïòîôàíîâûé îñòàòîê ÁÑÀ â ïî-
çèöèè Trp134, ôîòîôèçè÷åñêèå ïàðàìåòðû êîòîðîãî ìîãóò èçìåíÿòüñÿ ïðè
ïðèñîåäèíåíèè êàòèîíîâ òÿæ¼ëûõ ìåòàëëîâ çà ñ÷¼ò ýôôåêòà òÿæ¼ëîãî àòî-
ìà [22,23].
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Èçâåñòíî, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè â ðàñòâîð áåëêà èîíîâ ìåòàëëîâ òàêæå
ìîæåò ïðîèñõîäèòü àãðåãàöèÿ ìàêðîìîëåêóë [46,86�88]. Ïðè ôèçèîëîãè÷å-
ñêîì pH (7,4) ñóììàðíûé ïîâåðõíîñòíûé çàðÿä áåëêà îòðèöàòåëüíûé [89],
÷òî ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ êóëîíîâñêîé ñèëû îòòàëêèâàíèÿ, ïðåïÿòñòâóþ-
ùåé àãðåãàöèè áåëêà. Çà ñ÷¼ò ñâÿçûâàíèÿ êàòèîíîâ ìåòàëëîâ ìîæåò ïðî-
èñõîäèòü íåéòðàëèçàöèÿ çàðÿäà íà ïîâåðõíîñòè áåëêà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
êóëîíîâñêîå îòòàëêèâàíèå ìîæåò ñìåíèòüñÿ äèïîëü-äèïîëüíûì ïðèòÿæå-
íèåì, êîòîðîå è ïðèâîäèò ê àãðåãàöèè áåëêà [86,87].

Â äàííîì ðàçäåëå èññëåäîâàëîñü âëèÿíèå èîíîâ ìåòàëëîâ íà ôîòîôè-
çè÷åñêèå ïàðàìåòðû ÁÑÀ íà ïðèìåðå êàòèîíîâ ñâèíöà. Òàêæå áûëî ïðîâå-
äåíî ñðàâíåíèå èçìåíåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî îòêëèêà òðèïòîôàíà â áåëêå è
â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè äëÿ ðàçäåëåíèÿ ýôôåêòîâ, ñâÿçàííûõ ñ àãðåãàöèåé
àëüáóìèíà è ýôôåêòîì òÿæ¼ëîãî àòîìà.

3.2.1. Влияние ионной силы на собственную флуоресценцию

альбуминов

Ïðè äîáàâëåíèè â ðàñòâîð ñîëåé äâóõâàëåíòíûõ ìåòàëëîâ ìåíÿåò-
ñÿ èîííàÿ ñèëà ðàñòâîðà, ÷òî, â ñâîþ î÷åðåäü, ìåíÿåò ýëåêòðîñòàòè÷åñêèå
ñâîéñòâà îêðóæåíèÿ áåëêà è ìîæåò îòðàæàòüñÿ íà åãî ñîáñòâåííîé ôëó-
îðåñöåíöèè. Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ èîííîé ñèëû ðàñòâîðà íà ñîáñòâåííóþ
ôëóîðåñöåíöèþ ÑÀ× è ÁÑÀ áûë ïðîâåä¼í ýêñïåðèìåíò, â êîòîðîì äëÿ
óâåëè÷åíèÿ èîííîé ñèëû èñïîëüçîâàëñÿ õëîðèä íàòðèÿ (NaCl), ïîñêîëüêó
èçâåñòíî, ÷òî èîíû Na+ è Cl− íå ñâÿçûâàþòñÿ ñ àëüáóìèíîì [90]. Äèà-
ïàçîí èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè NaCl áûë âûáðàí äîñòàòî÷íî øèðîêèì (0
- 500 ìÌ), îäíàêî íè òèðîçèíîâàÿ, íè òðèïòîôàíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ íå
ìåíÿëàñü â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè ýêñïåðèìåíòà. Äàííûé ôàêò ïîçâîëÿ-
åò çàêëþ÷èòü, ÷òî âîçìîæíîå èçìåíåíèå ïàðàìåòðîâ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñ-
öåíöèè àëüáóìèíà ïðè äîáàâëåíèè ñîëåé äâóõâàëåíòíûõ ìåòàëëîâ áóäåò
îáóñëîâëåíî èõ âçàèìîäåéñòâèåì ñ áåëêîì.

3.2.2. Влияние катионов свинца на собственную флуоресценцию

альбумина

Íà ðèñóíêå 3.3 ïðåäñòàâëåíà çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ñîáñòâåííîé
ôëóîðåñöåíöèè ÁÑÀ â ðàñòâîðå ïðè äîáàâëåíèè êàòèîíîâ ñâèíöà. Â äàííîì
ýêñïåðèìåíòå âîçáóæäåíèå ôëóîðåñöåíöèè ïðîèçâîäèëîñü íà äëèíå âîë-
íû 266 íì, ÷òî ïîçâîëÿåò âîçáóæäàòü âñå àðîìàòè÷åñêèå àìèíîêèñëîòíûå
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îñòàòêè ðàññìàòðèâàåìîãî áåëêà. Íåñìîòðÿ íà ýòî, ôîðìà ñïåêòðà ôëóîðåñ-
öåíöèè ÁÑÀ íå ìåíÿåòñÿ ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè êàòèîíîâ ñâèíöà
âïëîòü äî 300 ìÌ, ÷òî ãîâîðèò î íåçàâèñèìîñòè îòíîñèòåëüíûõ âêëàäîâ
ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà è ôåíèëàëàíèíà îò íàëè÷èÿ â ðàñòâîðå êàòèîíîâ
òÿæ¼ëûõ ìåòàëëîâ, ïîýòîìó â äàëüíåéøåì àíàëèçèðîâàëàñü ëèøü òðèïòî-
ôàíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ.

Рис. 3.3 : Зависимость от отношения молярных концентраций катионов свинца и исследуе-

мого объекта (БСА или триптофана) интенсивности максимума флуоресценции триптофано-

вых остатков БСА (чёрным) и свободного триптофана в растворе (красным) при возбуждении

на длине волны 266 нм. Концентрация БСА - 15 мкМ. Концентрация триптофана - 45 мкМ.

Значения указанных интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего

отсутствию катионов свинца в растворе ([Pb2+]=0)

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìåõàíèçìà òóøåíèÿ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè
ÁÑÀ áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè äëÿ ñâîáîäíîãî òðèïòîôàíà â ðàñòâîðå è â ñîñòàâå áåëêà, ïðèâåä¼ííîå
íà ðèñ. 3.3. Êàê è äëÿ ÁÑÀ, äëÿ ñâîáîäíîãî òðèïòîôàíà â ðàñòâîðå íà-
áëþäàåòñÿ òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè. Èçìåðåíèÿ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ äëÿ
òåõ æå îáðàçöîâ íå âûÿâèëè çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè èîíîâ òÿæ¼ëîãî
ìåòàëëà, ÷òî ãîâîðèò î âëèÿíèè èîíîâ ñâèíöà íà õàðàêòåðèñòèêè ïðîöåñ-
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ñîâ äåçàêòèâàöèè âîçáóæä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ. Â ëèòåðàòóðå, ïîñâÿù¼ííîé
èññëåäîâàíèþ ôëóîðåñöåíöèè ñâîáîäíîãî òðèïòîôàíà â ðàñòâîðå, íåò äàí-
íûõ î âîçìîæíîé àãðåãàöèè äàííîé àìèíîêèñëîòû ïîä äåéñòâèåì òÿæ¼ëûõ
ìåòàëëîâ. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî òóøåíèå ôëóîðåñöåí-
öèè ÁÑÀ ïðè äîáàâëåíèè ñîëè ñâèíöà ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì âçàèìîäåéñòâèÿ
èîíîâ òÿæ¼ëîãî ìåòàëëà ñ òðèïòîôàíîâûìè îñòàòêàìè áåëêà, à íå åãî àã-
ðåãàöèè. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
òðèïòîôàíà è ÁÑÀ ñîâïàäàåò ñ èçìåíåíèåì âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñ-
öåíöèè, ÷òî òàêæå ïîäòâåðæäàåò ãèïîòåçó î âëèÿíèè èîíîâ ñâèíöà íà íà
õàðàêòåðèñòèêè ïðîöåññîâ äåçàêòèâàöèè âîçáóæä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ.

Ïðèñîåäèíåíèå ê ìîëåêóëå áåëêà êàòèîíîâ ñâèíöà ìîæåò èçìåíÿòü
ïàðàìåòðû äåçàêòèâàöèè âîçáóæä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ çà ñ÷¼ò ýôôåêòà òÿ-
æ¼ëîãî àòîìà [22, 23]. Ýôôåêò òÿæ¼ëîãî àòîìà ïðîÿâëÿåòñÿ â óâåëè÷åíèè
âåðîÿòíîñòè èíòåðêîìáèíàöèîííîé êîíâåðñèè äëÿ ôëóîðîôîðà çà ñ÷¼ò ÷à-
ñòè÷íîãî ñíÿòèÿ çàïðåòà ïî ñïèíó [22, 23]. Õàðàêòåðíîå âðåìÿ ðåëàêñàöèè
èç òðèïëåòíîãî ñîñòîÿíèÿ ñóùåñòâåííî ïðåâûøàåò âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè, ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ äîëè ìîëåêóë â òðèïëåòíîì ñîñòîÿ-
íèè, à ñëåäîâàòåëüíî, ê îáåäíåíèþ îñíîâíîãî ñîñòîÿíèÿ. Â äàííîì ðàçäåëå
äëÿ ðåãèñòðàöèè ýôôåêòà òÿæ¼ëîãî àòîìà áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå çàâè-
ñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñâîáîäíîãî òðèïòîôàíà è ÁÑÀ ïðè
äëèòåëüíîì îáëó÷åíèè ðàñòâîðîâ ëàçåðíûìè èìïóëüñàìè íà äëèíå âîëíû
266 íì ñ ðàçíîé ÷àñòîòîé ïîâòîðåíèÿ. Îïèñàíèå äàííîé ìåòîäèêè ìîæíî
íàéòè â ïðèëîæåíèè (Ï.1.1).

Íà ðèñóíêå 3.4 ïðèâåäåíî ñðàâíåíèå çàâèñèìîñòåé èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ïðè îáëó÷åíèè ëàçåðíûìè èìïóëüñàìè ñ ðàçíîé ÷àñòîòîé
ïîâòîðåíèÿ äëÿ ñâîáîäíîãî òðèïòîôàíà è ÁÑÀ. Äëÿ âñåõ ïðèâåä¼ííûõ íà
ýòîì ðèñóíêå äàííûõ íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè çà ñ÷¼ò âçàèìîäåéñòâèÿ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ ñ âåùåñòâîì. Èçâåñòíî,
÷òî ïîä äåéñòâèåì èçëó÷åíèÿ ëàçåðà ìîæåò ïðîèñõîäèòü:

� спонтанная ионизация èç âîçáóæä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ [91, 92]. Äëÿ
òðèïòîôàíà â ðàñòâîðå ýòî ïðîöåññ õàðàêòåðèçóåòñÿ âðåìåíàìè ïî-
ðÿäêà íàíîñåêóíä è ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìûì ñ õàðàêòåðíûì âðåìåíåì
ðåêîìáèíàöèè 10−3 - 10−6 ñ. Îöåíêà ïîêàçûâàåò, ÷òî â ïðîâåä¼ííûõ
ýêñïåðèìåíòàõ íà îäíó ìîëåêóëó áåëêà (èëè òðèïòîôàíà) ïðèõîäèòñÿ
çà ñåêóíäó ïîðÿäêà 10 ôîòîíîâ, ÷òî äîëæíî ïðèâîäèòü ê áîëüøîìó
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Рис. 3.4 : Зависимость интенсивности флуоресценции от времени для свободного трипто-

фана в растворе (а, б) и для БСА (в, г) от времени облучения лазерными импульсами на длине

волны 266 нм длительностью 10 нс и частотой повторения 10 Гц (а, в) и 1 кГц (б, г). Отноше-

ние молярных концентрации катионов свинца и БСА (или триптофана) приведено в легенде

на графиках отношения концентраций катионов свинца и БСА (триптофана). Концентрация

БСА - 15 мкМ. Концентрация триптофана - 45 мкМ. Значения указанных интенсивностей

нормированы на величину сигнала в начале облучения

âëèÿíèþ ñïîíòàííîé èîíèçàöèè íà ôëóîðåñöåíöèþ èññëåäóåìûõ îáú-
åêòîâ.

� двухступенчатая ионизация, âûçâàííàÿ ïîãëîùåíèåì èç âîçáóæä¼í-
íîãî ñîñòîÿíèÿ [92]. Äàííûé ýôôåêò ïðîÿâëÿåòñÿ ïðè âûñîêîé ïëîò-
íîñòè ïîòîêà ôîòîíîâ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ (áîëåå 1024 ñì−2 ñ−1, ÷òî
ñóùåñòâåííî ïðåâûøàåò õàðàêòåðíûå çíà÷åíèÿ äëÿ èñïîëüçîâàííûõ
â äàííîé ðàáîòå èñòî÷íèêîâ èçëå÷åíèÿ.

� фотодеградация îáðàçöà, ïîä êîòîðîé ïîäðàçóìåâàåòñÿ íåîáðàòèìîå
îáðàçîâàíèå íåëóîðåñöèðóþùåãî ôîòîïðîäóêòà [93].
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Êàê âèäíî èç ðèñ. 3.4 ñêîðîñòü óìåíüøåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè ïðè îáëó÷åíèè èìïóëüñàìè ñ ÷àñòîòîé ñëåäîâàíèÿ 10 Ãö íå çàâèñÿò
îò êîíöåíòðàöèè èîíîâ ñâèíöà êàê äëÿ ÁÑÀ, òàê è äëÿ ñâîáîäíîãî òðèï-
òîôàíà â ðàñòâîðå, ÷òî ïîêàçûâàåò íàëè÷èå ôîòîäåãðàäàöèè. Íàïðîòèâ,
ïðè îáëó÷åíèè èìïóëüñàìè ñ ÷àñòîòîé 1 êÃö ñêîðîñòü óìåíüøåíèÿ èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè èîíîâ ñâèíöà. Äàííûé
ôàêò ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ðàññìàòðèâàåìîé ñèñòåìå ñóùåñòâóåò
ïðîöåññ áåçûçëó÷àòåëüíîé äåçàêòèâàöèè âîçáóæä¼ííîãî ñîñòîÿíèÿ ôëóî-
ðîôîðîâ ñ õàðàêòåðíûì âðåìåíåì â ïðåäåëàõ îò 1 ìñ äî 0,1 ñ, êîòîðûé
çàâèñèò îò íàëè÷èÿ â ðàñòâîðå èîíîâ ñâèíöà.

Ðåçóëüòàòû, ïðèâåä¼ííûå â äàííîì ðàçäåëå ïîêàçûâàþò, ÷òî òèðîçè-
íîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÁÑÀ íå èçìåíÿåòñÿ ïðè ñâÿçûâàíèè êàòèîíîâ ñâèíöà,
ïîýòîìó ñâÿçûâàíèå ìåòàëëîâ â ïëàçìå êðîâè ìîæåò áûòü çàðåãèñòðèðî-
âàíî, òîëüêî åñëè îíî èçìåíÿåò ñâÿçûâàíèå ÆÊ. Â òî æå âðåìÿ èçìåíå-
íèÿ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ÁÑÀ ïðè äîáàâëåíèè èîíîâ òÿæ¼ëîãî
ìåòàëëà ïðîèñõîäÿò ïðè êîíöåíòðàöèÿõ, ñóùåñòâåííî ïðåâûøàþùèõ ïðå-
äåëüíî äîïóñòèìûå çíà÷åíèÿ äëÿ ÷åëîâå÷åñêîãî îðãàíèçìà (10−7 Ì), ÷òî
íå ÿâëÿåòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêè ðåëåâàíòíûìè óñëîâèÿìè. Îäíàêî ðåçóëüòà-
òû îïèñàííîãî ýêñïåðèìåíòà èíòåðåñíû ñ òî÷êè çðåíèÿ îïòè÷åñêèõ ñâîéñòâ
òðèïòîôàíà. Áûëî ïîêàçàíî íàëè÷èå íåôëóîðåñöèðóþùåãî âîçáóæä¼ííîãî
ñîñòîÿíèÿ õàðàêòåðíûì âðåìåíåì ðåëàêñàöèè â ïðåäåëàõ îò 1 ìñ äî 0,1 ñ,
âåðîÿòíîñòü ïåðåõîäà â êîòîðîå èç ïåðâîãî âîçáóæä¼ííîãî ñèíãëåòíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè äîáàâëåíèè èîíîâ ñâèíöà. Äàííàÿ îñîáåííîñòü
ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíûì ñëåäñòâèåì ñïîíòàííîé ôîòîèîíèçàöèè ôëóîðîôîðà
è óâåëè÷åíèÿ âåðîÿòíîñòè ñèíãëåò-òðèïëåòíîé êîíâåðñèè çà ñ÷¼ò ýôôåêòà
òÿæ¼ëîãî àòîìà.

§ 3.3. Собственная флуоресценция альбумина в зависимости

от pH раствора

Äëÿ ïðîâåðêè âëèÿíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ çàðÿäîâ ïîâåðõíîñòè áåëêà íà
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà áûë èññëåäîâàí íàáîð îáðàçöîâ ñ
ðàçëè÷íûì çíà÷åíèåì pH. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè èçìåíåíèè pH ðàñòâîðà ñèëü-
íî ìåíÿåòñÿ ñóììàðíûé çàðÿä ïîâåðõíîñòè áåëêà (ðèñ. 3.5, [89]) çà ñ÷¼ò
äèññîöèàöèè áîêîâûõ öåïåé àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Ðàññìîòðèì òåïåðü
èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà ïðè âàðüèðîâàíèè pH, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îáðà-



58

òèìûìè, åñëè âðåìÿ íàõîæäåíèÿ áåëêà ïðè ýêñòðåìàëüíûõ çíà÷åíèÿõ pH
ìèíèìàëüíî [1].

Рис. 3.5 : Зависимость суммарного поверхностного заряда БСА от pH раствора (по данным

работы [89])

3.3.1. Изменение структуры белка в зависимости от pH раство-

ра

Êàê óêàçûâàëîñü â ïåðâîé ãëàâå íàñòîÿùåé ðàáîòû, ïðè çíà÷åíèè
pH ðàñòâîðà, ðàâíûì 7,4, áåëîê ïðèíèìàåò íàòèâíóþ ôîðìó â âèäå ïðà-
âèëüíîé òðåóãîëüíîé ïðèçìû ñ ïîëîñòüþ (ðèñ. 1.2 à), êîòîðàÿ â êîíòåêñòå
ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ìàêðîìîëåêóëû ïðè âàðüèðîâàíèè pH ðàñòâîðà
îáîçíà÷àåòñÿ êàê N-ôîðìà (îò àíãëèéñêîãî "Normal") [1]. Ïðè èçìåíåíèè
pH ðàñòâîðà áåëîê ïðåòåðïåâàåò íåñêîëüêî ñòðóêòóðíûõ ïåðåõîäîâ, êîòî-
ðûå ïðèâåäåíû â òàáëèöå 3.1 âìåñòå ñî çíà÷åíèÿìè pH, ñîîòâåòñòâóþùèìè
ñåðåäèíå ýòèõ ïåðåõîäîâ. Ïîäðîáíîå èññëåäîâàíèå óêàçàííûõ ñòðóêòóðíûõ
ïåðåõîäîâ àëüáóìèíà áûëî ïðîâåäåíî â ðàáîòå [47], ãäå èçó÷àëñÿ ÑÀ× è åãî
ðåêîìáèíàíòíûå äîìåíû ìåòîäàìè ôëóîðåñöåíòíîé ñïåêòðîñêîïèè è êðó-
ãîâîãî äèõðîèçìà ïðè èçìåíåíèè pH ðàñòâîðîâ â øèðîêèõ ïðåäåëàõ (1,5
- 9,0). Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî â ýòîé ðàáîòå äëÿ àíàëèçà ñòðóêòóðíûõ èçìå-
íåíèé ðåêîìáèíàíòíûõ äîìåíîâ, â êîòîðûõ íåò òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
(äîìåíû I è III), áûëà èñïîëüçîâàíà ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.
Íèæå áóäåò ïðèâåäåíà çàâèñèìîñòü ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ
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pH Èçìåíåíèå ñòðóêòóðû

2,7 F → E
4,3 N → F
8,0 N → B
10,0 B → A

Таблица 3.1: Значения pH, соответствующие середине перехода между различными конфор-

мациями альбумина (по работе [1]). Направление перехода дано в соответствии с изменением

pH от физиологического значения

ÑÀ× è ÁÑÀ îò pH ðàñòâîðîâ (ðèñ. 3.11), à òàêæå èõ ñðàâíåíèå ñ äàííûìè
ïî äîìåíàì àëüáóìèíà (ðèñ. 3.7), âçÿòûìè èç ðàáîòû [47].

Ïðè óâåëè÷åíèè pH ðàñòâîðà îò íåéòðàëüíîãî â ñòîðîíó ùåëî÷íûõ
çíà÷åíèé áåëîê ïåðåõîäèò â B-ôîðìó (îò àíãëèéñêîãî "Basic") [1]. Â ðà-
áîòå [47] áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè N-B-ïåðåõîäå îñíîâíûå ñòðóêòóðíûå èç-
ìåíåíèÿ áåëêà ïðîèñõîäÿò â îáëàñòÿõ ìåæäó äîìåíàìè, ÷òî ïðèâîäèò ê
èçìåíåíèþ ïîëîæåíèÿ äîìåíîâ äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà. Àíàëèç ñòðóêòó-
ðû àëüáóìèíà [8] ïîêàçûâàåò, ÷òî â îáëàñòÿõ ìåæäó äîìåíàìè îòñóòñòâóþò
òèðîçèíîâûå îñòàòêè, ïîýòîìó çíà÷èòåëüíîãî èçìåíåíèÿ èõ ôëóîðåñöåíöèè
â äàííîì äèàïàçîíå pH, ñâÿçàííîãî ñ èçìåíåíèåì âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ
äîìåíîâ, ñêîðåå âñåãî, íå ïðîèñõîäèò. Ñ òî÷êè çðåíèÿ ýëåêòðîñòàòèêè ìî-
ëåêóëû, èçìåíåíèå pH ðàñòâîðà áåëêà ñ 6,0 äî 9,1 ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
îòíîñèòåëüíîé äèýëåêòðè÷åñêîé ïðîíèöàåìîñòè îêðåñòíîñòè íåñêîìïåíñè-
ðîâàííîãî öèñòåèíîâîãî îñòàòêà â ïîçèöèè Cys34 (ðèñ. 3.6) ïðàêòè÷åñêè â
äâà ðàçà (ñ 12,8 äî 23,3) [94]. Äàííûé îñòàòîê Cys34 íàõîäèòñÿ â íà÷àëå
ïîëîñòè, âíóòðè êîòîðîé ðàñïîëàãàåòñÿ ñàéò ÆÊ, ïîýòîìó åñëè â äàííîì
äèàïàçîíå pH áóäåò óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, òî
îíî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì ýòîãî ñàéòà.

Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè pH ðàñòâîðà èëè ïðè õðàíåíèè ðàñòâî-
ðà áåëêà ïðè pH 9,0 è òåìïåðàòóðå 3°C, áåëîê ïåðåõîäèò â A-ôîðìó (îò
àíãëèéñêîãî "Aged"). B-A-ïåðåõîä â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ìîæåò áûòü ïðåäîò-
âðàù¼í ïðè ïîìîùè áëîêèðîâêè Cys34. Êàê áûëî óêàçàíî â ïåðâîé ãëàâå
(ñì. 1.2.2), â ïðè pH>9,0 ìîæåò ïðîèñõîäèòü äåïðîòîíèðîâàíèå òèðîçèíî-
âûõ îñòàòêîâ (îáðàçîâàíèå òèðîçèíàòà), ÷òî ïðèâîäèò ê ñèëüíîìó òóøåíèþ
èõ ôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ ïðîâåðêè âêëàäà òàêîãî âëèÿíèÿ pH ðàñòâîðà íà
ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ áûëè ïðîâåäåíû
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Рис. 3.6 : Структура сайта ЖК в окрестности Cys34 в субдомене Ia для комплекса САЧ-

лауриновая кислота pdb ID: 1E7F [54]. Синим показаны тирозиновые остатаки, белым - неском-

пенсированный цистеиновый остаток Cys34, зелёным - молекула лиганда. Рисунок построен

при помощи программы USCF Chimera package [9]

èññëåäîâàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè êàê ñâîáîäíîãî òèðîçèíà â ðàñòâîðå, òàê è
áåñòðèïòîôàíîâîãî ãîðìîíà ïåïòèäíîé ïðèðîäû (èíñóëèíà).

Ïðè óìåíüøåíèè pH ðàñòâîðà îò íåéòðàëüíîãî â ñòîðîíó êèñëîòíûõ
çíà÷åíèé áåëîê ïåðåõîäèò â F-ôîðìó (îò àíãëèéñêîãî "Fast"), êîòîðàÿ õà-
ðàêòåðèçóåòñÿ íàèáîëüøåé ïîäâèæíîñòüþ â ãåëåâîì ýëåêòðîôîðåçå [1]. Â
ðàáîòå [95] ìåòîäîì ýëåêòðîííîãî ñïèíîâîãî ðåçîíàíñà áûëî ïîêàçíàíî, ÷òî
ïðè N-F-ïåðåõîäå ïðîèñõîäèò îòêðûòèå ïîëîñòè â îêðåñòíîñòè öèñòåèíîâî-
ãî îñòàòêà â ïîçèöèè Cys34, âíóòðè êîòîðîé ðàñïîëàãàåòñÿ îäèí èç ñàéòîâ
ñâÿçûâàíèÿÆÊ (ðèñ. 3.6). Àíàëèç ñòðóêòóðû áåëêà è åãî ðåêîìáèíàíòíûõ
äîìåíîâ â ðàáîòå [47] âûÿâèë, ÷òî íàèáîëåå ñèëüíûå èçìåíåíèÿ ïðîèñõî-
äÿò â äîìåíå III, ÷òî ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ çà ñ÷¼ò ðàçðóøåíèÿ àëüôà-ñïèðàëåé (ðèñ. 3.7). Íàïðîòèâ, ôëóî-
ðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ äîìåíà I âîçðàñòàåò â ðàññìàòðèâàåìîì
äèàïàçîíå pH, ÷òî ñâÿçûâàåòñÿ àâòîðàìè [47] ñ óìåíüøåíèåì âåðîÿòíîñòè
ïåðåíîñà ïðîòîíà ñ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â âîçáóæä¼ííîì ñîñòîÿíèè íà
áëèçëåæàùèå îñòàòêè, à òàêæå çà ñ÷¼ò ðàçðóøåíèÿ âîäîðîäíûõ ñâÿçåé.

Ïðè äàëüíåéøåì óìåíüøåíèè pH ðàñòâîðà â ñòîðîíó êèñëîòíûõ çíà-
÷åíèé áåëîê ïåðåõîäèò â E-ôîðìó (îò àíãëèéñêîãî "Expanded"), êîòîðàÿ
õàðàêòåðèçóåòñÿ ïîëíûì ðàçâîðà÷èâàíèåì ñòðóêòóðû áåëêà [1]. Äàííûé
ñòðóêòóðíûé ïåðåõîä ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ â äîìåíàõ I è III, êîòîðîå ñâÿçûâàåòñÿ ñ äåíàòóðàöèåé óêàçàííûõ
äîìåíîâ (ðèñ. 3.7) [47].
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Рис. 3.7 : Зависимость от pH интенсивности максимума флуоресценции тирозиновых остат-

ков домена I (чёрным) и домена III (красным) САЧ при возбуждении на длине волны 280 нм

по данным [47]

3.3.2. Изменение флуоресценции свободных ароматических

аминокислот (триптофана и тирозина) в зависимости

от pH раствора

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ pH ðàñòâîðîâ íà ñîáñòâåííóþ ôëóîðåñöåí-
öèþ òðèïòîôàíà è òèðîçèíà êàê â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè â ðàñòâîðå, òàê è â
ñîñòàâå ñûâîðîòî÷íûõ àëüáóìèíîâ (ÁÑÀ è ÑÀ×) è èíñóëèíà èñïîëüçîâàë-
ñÿ óíèâåðñàëüíûé áóôåðíûé ðàñòâîð, ïîçâîëÿþùèé ìåíÿòü pH ðàñòâîðà â
øèðîêèõ ïðåäåëàõ (ñì. Ï.2 è ðàáîòó [96]).

Íà ðèñ. 3.8 è 3.9 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè îò pH èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíà è òðèïòîôàíà â ðàñòâîðå, êîòîðûå ñîâïàäàþò ñ
ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè [27, 97, 98]. Ðàññìîòðèì ïðè÷èíû èçìåíåíèÿ èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè äàííûõ àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò â ðàñòâî-
ðå è âûäåëèì ìåõàíèçìû èçìåíåíèÿ èõ èíòåíñèâíîñòè, êîòîðûå ñîõðàíÿ-
þòñÿ â áåëêå.

Óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíà ïðè pH<4,0 ñâÿçàíî ñ ïåðå-
ðàñïðåäåëåíèåì ïðîòîíîâ â îêðåñòíîñòè àðîìàòè÷åñêîãî êîëüöà çà ñ÷¼ò
êàðáîêñèëüíîé ãðóïïû [98]. Óêàçàííîå òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíî-
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Рис. 3.8 : Зависимость от pH интенсивности максимума флуоресценции тирозина в рас-

творе при возбуждении на длине волны 280 нм. Концентрация тирозина - 46 мкМ. Значения

указанных интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего pH∼7

âûõ îñòàòêîâ âðÿä ëè áóäåò ïðîÿâëÿòüñÿ â áåëêå, ïîñêîëüêó äàííàÿ ãðóïïà
âõîäèò â ñîñòàâ ïåïòèäíîé ñâÿçè. Ïðè pH>8,5 òàêæå íàáëþäàåòñÿ òóøåíèå
òèðîçèíà â ðàñòâîðå, êîòîðîå ñâÿçàíî ñ îáðàçîâàíèåì òèðîçèíàòà (äåïðîòî-
íèðîâàíèåì òèðîçèíà). Â ýòîì ñëó÷àå äåïðîòîíèðóþùàÿñÿ ãðóïïà ÿâëÿåòñÿ
ñâîáîäíîé â áåëêå, ïîýòîìó äëÿ àëüáóìèíîâ â äàííîì äèàïàçîíå pH áóäåò
íàáëþäàòüñÿ òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 3.11).

Òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà ïðè pH<4,0 ÿâëÿåòñÿ âíóòðèìî-
ëåêóëÿðíûì è ñâÿçàíî ñ ïåðåíîñîì çàðÿäà íà êàðáîêñèëüíóþ ãðóïïó [27].
Äàííûé ìåõàíèçì òóøåíèÿ ñîõðàíÿåòñÿ è â áåëêàõ, ïðè÷¼ì â ýòîì ñëó÷àå
ïåðåíîñ çàðÿäà âîçìîæåí íà ïðîòîíèðîâàííûå ãðóïïû äðóãèõ îñòàòêîâ â
îêðåñòíîñòè òðèïòîôàíîâîãî [47], ïîñêîëüêó êàðáîêñèëüíàÿ ãðóïïà äàííî-
ãî îñòàòêà çàäåéñòâîâàíà â îáðàçîâàíèè ïåïòèäíîé ñâÿçè. Ïðè pH>8,0 äëÿ
ñâîáîäíîãî òðèïòîôàíà â ðàñòâîðå íàáëþäàåòñÿ ðåçêèé ðîñò ôëóîðåñöåí-
öèè, ÷òî âûçâàíî íåéòðàëèçàöèåé àìèíîãðóïïû [27]. Ðàññìàòðèâàåìûå â
äàííîé ðàáîòå áåëêè ñîäåðæàò òèðîçèíîâûå îñòàòêè, êîòîðûå ïåðåõîäÿò â
òèðîçèíàò ïðè pH>8,5. Ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ òèðîçèíàòà ïåðåêðûâàåòñÿ ñî
ñïåêòðîì ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà, ïîýòîìó â áåëêå â óêàçàííîì äèà-
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Рис. 3.9 : Зависимость от pH интенсивности максимума флуоресценции триптофана в рас-

творе при возбуждении на длине волны 295 нм. Концентрация триптофана - 16 мкМ. Значения

указанных интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего pH∼7

ïàçîíå pH áóäåò íàáëþäàòüñÿ òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè çà ñ÷¼ò ïåðåíîñà
ýíåðãèè ïî äèïîëü-äèïîëüíîìó ìåõàíèçìó.

3.3.3. Изменение собственной флуоресценции за счёт структур-

ных переходов молекул сывороточных альбуминов в за-

висимости от pH раствора

Íà ðèñ. 3.10 ïðèâåäåíî ñðàâíåíèå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíàõ (ÁÑÀ è ÑÀ×) ñ ëèòåðà-
òóðíûìè äàííûìè, âçÿòûìè èç ðàáîòû [47]. Èç ðèñóíêà âèäíî, ÷òî çàâè-
ñèìîñòè äëÿ ÁÑÀ è ÑÀ×, ïîëó÷åííûå â ðàìêàõ äàííîé äèññåðòàöèîííîé
ðàáîòû, ñîâïàäàþò äðóã ñ äðóãîì, íî îòëè÷àþòñÿ ïðè ìàëûõ çíà÷åíèÿõ pH
(pH<4,5) îò ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû [47]. Òàêîå îòëè÷èå ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì
âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêà ñ êîìïîíåíòàìè áóôåðíîãî ðàñòâîðà, èñïîëüçóåìî-
ãî â ýêñïåðèìåíòå â ðàáîòå [47], à èìåííî îáðàçîâàíèÿ âîäîðîäíîé ñâÿçè
íåäèññîöèèðîâàííîé óêñóñíîé êèñëîòû ñ ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóïïàìè àëü-
áóìèíîâ. Ïðè pH>8,5 íàáëþäàåòñÿ ðåçêîå ïàäåíèå èíòåíñèâíîñòè òðèïòî-
ôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ïåðåíîñà ýíåðãèè íà òè-
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ðîçèíàò. Íàëè÷èå äåïðîòîíèðîâàííûõ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â áåëêàõ ïðî-
ÿâëÿåòñÿ òàêæå â ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ â óâåëè÷åíèè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
èññëåäóåìûõ ðàñòâîðîâ íà äëèíå âîëíû 295 íì. ×òî êàñàåòñÿ ïîëîæåíèÿ
ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, òî ïðè èçìåíåíèè pH
ðàñòâîðà â äèàïàçîíå îò 2,0 äî 11,0 ìàêñèìàëüíûé ñäâèã ñîñòàâëÿåò íå áî-
ëåå 3 íì, íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ïîâåðõíîñòíûé çàðÿä áåëêà â ýòîì äèàïàçîíå
ìåíÿåòñÿ íà 40 åäèíèö çàðÿäà ýëåêòðîíà (ðèñ. 3.5). Äàííûé ôàêò îáúÿñ-
íÿåòñÿ òåì, ÷òî ïîëå, ñîçäàâàåìîå ïîâåðõíîñòíûì çàðÿäîì â îêðåñòíîñòè
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ êîìïåíñèðóåòñÿ ïîëåì
îò ðàñòâîðèòåëÿ.

Рис. 3.10 : Зависимость от pH интенсивности максимума флуоресценции триптофановых

остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным) в растворе при возбуждении на длине волны 295

нм в сравнении с данными для САЧ (синим) по работе [47]. Концентрация БСА - 4,5 мкМ.

Концентрация САЧ - 4,3 мкМ. Значения указанных интенсивностей нормированы на величину

сигнала, соответствующего pH∼7

Íà ðèñ. 3.11 ïðèâåäåíû çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ñûâîðîòî÷íûõ àëüáóìèíîâ (ÁÑÀ è ÑÀ×) è èíñóëè-
íà îò çíà÷åíèÿ pH ðàñòâîðà. Ïðè âûñîêèõ çíà÷åíèÿõ pH (pH>8,5) óêàçàí-
íûå çàâèñèìîñòè ñîâïàäàþò ìåæäó ñîáîé è ñ çàâèñèìîñòüþ äëÿ ñâîáîäíîãî
òèðîçèíà â ðàñòâîðå (ðèñ. 3.8). Äàííûé ôàêò ïîäòâåðæäàåò îáðàçîâàíèå
òèðîçèíàòà â áåëêàõ. Ñîâïàäåíèå çàâèñèìîñòåé èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíî-
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âîé ôëóîðåñöåíöèè ïðè íèçêèõ pH (pH<4,5) äëÿ ÑÀ×, ÁÑÀ è èíñóëèíà,
ïîëó÷åííûõ â äàííîé ðàáîòå, ãîâîðèò î ñõîäíîì èçìåíåíèè èõ îêðåñòíîñòè
â ðàññìàòðèâàåìûõ áåëêàõ. Óêàçàííûå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëó-
îðåñöåíöèè îòëè÷àþòñÿ îò çàâèñèìîñòè äëÿ ñâîáîäíîãî òèðîçèíà â ðàñ-
òâîðå, ÷òî èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòü âëèÿíèÿ óâåëè÷åíèÿ äîñòóïíîñòè òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ðàñòâîðèòåëþ ïðè N-F ïåðåõîäå. Îòìåòèì, ÷òî â äàí-
íîì äèàïàçîíå pH çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ äëÿ ÑÀ× è ÁÑÀ ñîâïàäàåò ñ çàâèñèìîñòüþ äëÿ ðåêîìáèíàíòíî-
ãî äîìåíà I, íî îòëè÷àåòñÿ äëÿ ðåêîìáèíàíòíîãî äîìåíà III (ðèñ. 3.7). Â
óêàçàííîì äèàïàçîíå pH ïðîèñõîäèò ðàçðóøåíèå àëüôà-ñïèðàëåé, ïðè÷¼ì
íàèáîëåå ñåðü¼çíûå ïåðåñòðîéêè ñòðóêòóðû ïðîèñõîäÿò èìåííî â äîìåíå
III. Ïîäîáíîå ðàçëè÷èå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òèðî-
çèíîâûõ îñòàòêîâ ðåêîìáèíàíòíîãî äîìåíà III (ðåçóëüòàòû ðàáîòû [47]),
àëüáóìèíà è ñâîáîäíîãî òèðîçèíà â ðàñòâîðå (ðåçóëüòàòû äàííîé ðàáîòû)
åù¼ ðàç ïîäòâåðæäàþò òîò ôàêò, ÷òî ïðè N-F-ïåðåõîäå ñòðóêòóðíûå èç-
ìåíåíèÿ íå ïðèâîäÿò ê ýêñïîíèðîâàíèþ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ðàñòâîðè-
òåëü, à óñèëåíèå ôëóîðåñöåíöèè äàííûõ îñòàòêîâ ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì èõ
ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè è ñíÿòèÿ òóøåíèÿ çà ñ÷¼ò ïðîòîíèðîâàíèÿ ñîñåäíèõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ.

Ðåçóëüòàòû, ïðèâåä¼ííûå â äàííîì ðàçäåëå ïîêàçûâàþò, ÷òî òèðîçè-
íîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÿâëÿåòñÿ èíäèêàòîðîì êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé
àëüáóìèíîâ ïðè âàðüèðîâàíèè pH ðàñòâîðà. Áûëî âûÿâëåíî, ÷òî äëÿ òð¼õ
îáúåêòîâ (ÁÑÀ, ÑÀ×, èíñóëèí) íàáëþäàåòñÿ îäèíàêîâîå óñèëåíèå ôëóîðåñ-
öåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðè çíà÷åíèÿõ pH < 4,5, êîòîðîå îáúÿñíÿåòñÿ
ñíÿòèåì òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè çà ñ÷¼ò ñîñåäíèõ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï.
Ñðàâíåíèå ïîëó÷åííîãî â äàííîé ðàáîòå èçìåíåíèÿ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñ-
öåíöèè ÑÀ× ñ äàííûìè äëÿ åãî ðåêîìáèíàíòíûõ äîìåíîâ [47] ïîêàçàëè,
÷òî ðåêîìáèíàíòíûå äîìåíû I è II ïîçâîëÿþò ìîäåëèðîâàòü ñòðóêòóðíûå
ïåðåõîäû â áåëêå, à äëÿ ñòðóêòóðû äîìåíà III, íàïðîòèâ, âàæíî íàëè÷èå
îñòàëüíûõ äîìåíîâ.

§ 3.4. Собственная флуоресценция альбумина в присутствии

этанола

Èçìåíåíèå ïîëÿðíîñòè îêðóæåíèÿ áåëêà ìîæíî ìîäåëèðîâàòü äîáàâ-
ëåíèåì â ðàñòâîð ðàçëè÷íûõ ñïèðòîâ, íàïðèìåð, ýòàíîëà. Ðàññìîòðèì, êàê
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Рис. 3.11 : Зависимость от pH интенсивности максимума флуоресценции тирозиновых

остатков БСА (чёрным), САЧ (красным) и инсулина (синим) в растворе при возбуждении

на длине волны 280 нм. Концентрация БСА - 4,5 мкМ. Концентрация САЧ - 4,3 мкМ. Концен-

трация инсулина - 15 мкМ. Значения указанных интенсивностей нормированы на величину

сигнала, соответствующего pH∼7

ïðèñóòñòâèå â ðàñòâîðå áåëêà ýòàíîëà âëèÿåò íà ñòðóêòóðíûå è îïòè÷åñêèå
ñâîéñòâà àëüáóìèíîâ.

3.4.1. Изменение структуры альбумина в присутствии этанола

Èçâåñòíî, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè â ðàñòâîð áåëêà ýòàíîëà
([EtOH] < 2% (v/v), òàáë. 3.2) ñòðóêòóðà áåëêà ìîæåò èçìåíÿòüñÿ
êàê çà ñ÷¼ò èçìåíåíèÿ ñåòè âîäîðîäíûõ ñâÿçåé â ïåðâîé ãèäðàòàöèîí-
íîé ñôåðå [11, 99], òàê è çà ñ÷¼ò ñâÿçûâàíèÿ ìîëåêóë ýòàíîëà â ñàéòû
ÆÊ [11, 99�101]. Ïðè äîáàâëåíèè ñïèðòà â ðàñòâîð áåëêà â ïåðâîé ãèäðà-
òàöèîííîé ñôåðå ïðîèñõîäèò çàìåíà ìîëåêóë âîäû íà ìîëåêóëû ñïèðòà,
êîòîðûå ìîãóò îáðàçîâûâàòü âîäîðîäíûå ñâÿçè ñ áîêîâûìè ãðóïïàìè
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, â òîì ÷èñëå è òèðîçèíîâûõ [99]. ×òî êàñàåòñÿ
ñâÿçûâàíèÿ ìîëåêóë ñïèðòà ñ ìîëåêóëîé áåëêà, òî â ðàáîòå [100] áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ñâÿçûâàíèå ýòàíîëà ïðîèñõîäèò â òðè èç ïÿòè ñàéòîâ äëÿ
ÆÊ, êîòîðûå òàêæå ÿâëÿþòñÿ ñàéòàìè äëÿ ãèäðîôîáíîé ìåòêè ANS.
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[EtOH], % (v/v) Èçìåíåíèå ñòðóêòóðû áåëêà è åãî îêðóæåíèÿ

0 - 2
Ïåðåñòðîéêà ïåðâîé ãèäðàòàöèîííîé ñôåðû áåëêà,

ñâÿçûâàíèå ìîëåêóë ñïèðòà

2 - 30
Ñâÿçûâàíèå ìîëåêóë ñïèðòà,

îáðàçîâàíèå èíòåðìåäèàòà áåëêà
30 - 60 Îáðàçîâàíèå áåëêîâûõ àãðåãàòîâ â ðàñòâîðå
> 60 Ðàçðóøåíèå áåëêîâûõ àãðåãàòîâ â ðàñòâîðå

Таблица 3.2: Изменение структуры белка и его окружения в растворе при добавлении этанола

по данным [11,100]

Íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè èññëåäîâàíèè ðåëàêñàöèè
ÿäåðíîãî ìàãíèòíîãî ðåçîíàíñà, àâòîðàìè [100] äåëàåòñÿ âûâîä, ÷òî
ñâÿçûâàíèå ýòàíîëà â ñàéòû ÆÊ ïðîèñõîäèò çà ñ÷¼ò ìåòèëüíîé ãðóïïû, à
ãèäðîêñèëüíàÿ ãðóïïà ïðè ýòîì îáðàùåíà â ñòîðîíó ðàñòâîðèòåëÿ.

Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ñïèðòà (ñì. òàáë. 3.2) ïðî-
èñõîäèò îáðàçîâàíèå èíòåðìåäèàòà áåëêà, êîòîðûé õàðàêòåðèçóåòñÿ óâå-
ëè÷åíèåì äîëè àëüôà-ñïèðàëåé è ðàçðóøåíèåì òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû (â
îêðåñòíîñòè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ è äèñóëüôèäíûõ ìîñòèêîâ). Íàëè-
÷èå èíòåðìåäèàòà â ðàñòâîðå â ðàáîòå [11] áûëî òàêæå ïîêàçàíî ñðàâíåíèåì
èçìåíåíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè Ãèááñà ïðè îáðàçîâàíèè ïðåäïîëàãàåìîãî èí-
òåðìåäèàòà è õèìè÷åñêîé äåíàòóðàöèè áåëêà (ìî÷åâèíîé è ãèäðîõëîðèäîì
ãóàíèäèíà): â ñîñòîÿíèè èíòåðìåäèàòà áåëîê íå ÿâëÿåòñÿ ïîëíîñòüþ äåíà-
òóðèðîâàííûì. Â ðàññìàòðèâàåìîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ñïèðòà òàêæå
ïðîèñõîäèò ñâÿçûâàíèå ìîëåêóë ýòàíîëà è áåëêà êàê çà ñ÷¼ò ãèäðîôîáíûõ
âçàèìîäåéñòâèé ìåòèëüíîé ãðóïïû, òàê è çà ñ÷¼ò âçàèìîäåéñòâèÿ ãèäðîê-
ñèëüíîé ãðóïïû ñ áîêîâûìè ðàäèêàëàìè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ïîýòî-
ìó íàëè÷èå èíòåðìåäèàòà ìîæåò áûòü ïîêàçàíî ñ ïîìîùüþ ãèäðîôîáíîãî
êðàñèòåëÿ (íàïðèìåð, Íèëüñêîãî êðàñíîãî) (ñì. 3.4.2).

Ïðè êîíöåíòðàöèè ñïèðòà îò 30 % (v/v) äî 60 % (v/v) ïðîèñõîäèò
ïðåîáðàçîâàíèå âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ áåòà-ñòðóêòóð â ìåæìîëåêóëÿðíûå,
÷òî ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ â ðàñòâîðå [11]. Òàêîå îá-
ðàçîâàíèå àãðåãàòîâ â èññëåäóåìûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðàñòâîðàõ áûëî
çàðåãèñòðèðîâàíî ïî óâåëè÷åíèè èõ ìóòíîñòè (óâåëè÷åíèè èõ îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè â äëèííîâîëíîâîé îáëàñòè ñïåêòðà äëÿ 𝜆>450 íì, ãäå îòñóòñòâó-
þò ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ êîìïîíåíòîâ îáðàçöîâ) ïðè êîíöåíòðàöèè ñïèðòà
[EtOH]𝑎𝑔𝑔 = 40% (v/v) è [EtOH]𝑎𝑔𝑔 = 45% (v/v) äëÿ ÑÀ× è ÁÑÀ, ñîîòâåò-
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ñòâåííî, ïîýòîìó â ñëåäóþùèõ ÷àñòÿõ ðàçäåëà ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû äëÿ
[EtOH] < [EtOH]𝑎𝑔𝑔.

3.4.2. Определение интермедиата БСА в водно-этанольном рас-

творе по флуоресценции Нильского красного

Íà ðèñ. 3.12 ïðèâåäåíî ñðàâíåíèå âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
ãèäðîôîáíîãî êðàñèòåëÿ Íèëüñêîãî êðàñíîãî (𝜏𝑁𝑅) â âîäíî-ýòàíîëüíîì
ðàñòâîðå â ïðèñóòñòâèè (êðàñíûì) è â îòñóòñòâèè ÁÑÀ ïðè ðåãèñòðàöèè
íà äâóõ äëèíàõ âîëí (617 íì è 655 íì). Êèíåòèêè ôëóîðåñöåíöèè áû-
ëè ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ óñòàíîâêè, ïîçâîëÿþùåé ðåãèñòðèðîâàòü ñèãíàë
íà íåñêîëüêèõ äëèíàõ âîëí è ïîäðîáíî îïèñàííîé â ïðèëîæåíèè (Ï.1.2).
Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëñÿ èìïóëüñíûé ëàçåðíûé äè-
îä (äëèíà âîëíû èçëó÷åíèÿ 510 íì). Âèäíî, ÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè ñïèðòà
[EtOH] > 30% (v/v) 𝜏𝑁𝑅 íå çàâèñèò îò ïðèñóòñòâèÿ ÁÑÀ â ðàñòâîðå. Äàí-
íûé ôàêò óêàçûâàåò íà íàëè÷èå â ðàñòâîðå èíòåðìåäèàòà áåëêà, êîòîðûé
íå ñâÿçûâàåòñÿ ñ Íèëüñêèì êðàñíûì.

Рис. 3.12 : Зависимость от концентрации этанола времени затухания флуоресценции Ниль-

ского красного в водно-этанольном растворе в присутствии (чёрным) и в отсутствии (красным)

БСА. Регистрация сигнала осуществлялась на длине волны (а) 655 нм и (б) 617 нм при воз-

буждении на длине волны 510 нм. Концентрация БСА - 15 мкМ. Концентрация Нильского

красного - 5,6 мкМ. Значения указанных интенсивностей нормированы на величину сигнала,

соответствующего отсутствию этанола в растворе ([EtOH]=0)

Ñðàâíåíèå çàâèñèìîñòè 𝜏𝑁𝑅 îò êîíöåíòðàöèè ýòàíîëà â îñòóòñòâèè
áåëêà äëÿ êîðîòêîâîëíîâîé è äëèííîâîëíîâîé ðåãèñòðàöèè íå âûÿâëÿåò
îòëè÷èé. Íàïðîòèâ, â ïðèñóòñòâèè ÁÑÀ õîä äàííûõ çàâèñèìîñòåé îò êîí-
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öåíòðàöèè ñïèðòà ðàçëè÷àåòñÿ: äëÿ êîðîòêîâîëíîâîé ðåãèñòðàöèè èçìåíå-
íèÿ 𝜏𝑁𝑅 íå ïðîèñõîäèò äî êîíöåíòðàöèè [EtOH] = 10% (v/v) â òî âðåìÿ
êàê äëÿ äëèííîâîëíîâîé ðåãèñòðàöèè 𝜏𝑁𝑅 óìåíüøàåòñÿ â óêàçàííîì äèà-
ïàçîíå. Ïîäîáíàÿ çàâèñèìîñòü 𝜏𝑁𝑅 îò äëèíû âîëíû ðåãèñòðàöèè ÿâëÿåò-
ñÿ ñëåäñòâèåì íàëè÷èÿ äâóõ òèïîâ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ Íèëüñêîãî êðàñíî-
ãî, êîòîðûå îòëè÷àþòñÿ äîñòóïíîñòüþ çîíäà ïî îòíîøåíèþ ê ðàñòâîðèòå-
ëþ [50,53]. Äàííûé ðåçóëüòàò ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè
ýòàíîëà íà ìàëûõ êîíöåíòðàöèÿõ ([EtOH] < 10% (v/v)) ïðîèñõîäèò èçìåíå-
íèå ñòðóêòóðû áîëåå äîñòóïíîãî ðàñòâîðèòåëþ ("äëèííîâîëíîâîãî") ñàéòà
ãèäðîôîáíîãî çîíäà, êîòîðîå îáóñëîâëåíî ñâÿçûâàíèåì ñïèðòà.

3.4.3. Изменение оптических свойств альбумина в присутствии

этанола

Íà ðèñ. 3.13 ïðèâåäåíà çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ÁÑÀ è ÑÀ× îò êîíöåíòðàöèè ýòàíîëà. Äëÿ êîí-
öåíòðàöèè ñïèðòà [EtOH] < 12% (v/v) òðèïòîôàíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ íå
ìåíÿåòñÿ (íè ïî èíòåíñèâíîñòè â ìàêñèìóìå íè ïî åãî ïîëîæåíèþ) êàê äëÿ
ÁÑÀ, òàê è äëÿ ÑÀ×. Êàê áûëî ïîêàçàíî â ýêñïåðèìåíòå ñ ãèäðîôîáíûì
êðàñèòåëåì Íèëüñêèì êðàñíûì, â äàííîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ñïèð-
òà ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ñòðóêòóðû áåëêà â îêðåñòíîñòè áîëåå äîñòóïíî-
ãî ðàñòâîðèòåëþ ñàéòà êðàñèòåëÿ. Îòñóòñòâèå èçìåíåíèé òðèïòîôàíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè äëÿ ÁÑÀ è ÑÀ× ãîâîðèò î òîì, ÷òî èçìåíåíèÿ ñòðóêòó-
ðû íå çàòðàãèâàþò îêðåñòíîñòü òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, à ïðîèñõîäÿò â
äðóãîé ÷àñòè ìîëåêóëû, íàïðèìåð, â äîìåíå III.

Ïðè êîíöåíòðàöèè ñïèðòà [EtOH] > 12% (v/v) çàâèñèìîñòü èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ðàçëè÷àåòñÿ äëÿ ãîìî-
ëîãè÷íûõ áåëêîâ. Äëÿ ÁÑÀ íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå ôëóîðåñöåíöèè (íà
∼ 25% îò å¼ çíà÷åíèÿ â îòñóòñòâèè ýòàíîëà), äëÿ ÑÀ×, íàïðîòèâ, èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðàñò¼ò, íî íåçíà÷èòåëüíî (íà ∼ 10% îò å¼ çíà÷åíèÿ
â îòñóòñòâèè ýòàíîëà). Óâåëè÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè äëÿ ÑÀ× ïîêàçûâàåò,
÷òî ïðè èçìåíåíèè ñòðóêòóðû áåëêà ïîä äåéñòâèåì ýòàíîëà ïðîèñõîäèò
ñíÿòèå ìåõàíèçìîâ òóøåíèÿ, ñâÿçàííûõ ñ ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòüþ îáùåãî
òðèïòîôàíà â áåëêå. Ñèëüíîå òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè ÁÑÀ ÿâëÿåòñÿ ñëåä-
ñòâèåì ïåðåñòðîéêè îêðåñòíîñòè äîïîëíèòåëüíîãî òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà
Trp134, êîòîðûé õàðàêòåðèçóåòñÿ á�îëüøèì ñå÷åíèåì ïîãëîùåíèÿ è âðåìå-



70

Рис. 3.13 : Зависимость от концентрации этанола интенсивности максимума флуоресцен-

ции триптофановых остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным) при возбуждении на длине

волны 295 нм. Концентрация БСА - 4.7 мкМ. Концентрация САЧ - 4.1 мкМ. Значения указан-

ных интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего отсутствию этанола

в растворе ([EtOH]=0)

íåì çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè [102], à çíà÷èò, äà¼ò á�îëüøèé âêëàä â èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè.

Ïðè êîíöåíòðàöèè ñïèðòà [EtOH] > 12% (v/v) ïîëîæåíèå ìàêñèìó-
ìà ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ñìåùàåòñÿ â êîðîòêîâîëíîâóþ
îáëàñòü ñïåêòðà (íà 10 íì è 5 íì äëÿ ÁÑÀ è ÑÀ×, ñîîòâåòñòâåííî) è ñòà-
íîâèòñÿ áëèçêèì äëÿ óêàçàííûõ áåëêîâ ïðè [EtOH] > 30% (v/v). Êàê áûëî
ïîêàçàíî â ðàçäåëå 3.4.2, äëÿ äàííîé êîíöåíòðàöèè ñïèðòà â ðàñòâîðå áåëîê
íàõîäèòñÿ â ñîñòîÿíèè èíòåðìåäèàòà. Ñîâïàäåíèå ïîëîæåíèÿ ìàêñèìóìà
ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ÁÑÀ è ÑÀ× ãîâîðèò î ñîâïàäå-
íèè ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ â îêðåñòíîñòè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, à ñäâèã
ìàêñèìóìà â êîðîòêîâîëíîâóþ îáëàñòü - îá óìåíüøåíèè ðåçóëüòèðóþùåãî
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ â èõ îêðåñòíîñòè, ïðè÷¼ì âåëè÷èíà ýôôåêòà ñèëüíåå
äëÿ ÁÑÀ.

Äîáàâëåíèå ñïèðòà â ðàñòâîð áåëêà âëèÿåò íà îòíîñèòåëüíóþ äèýëåê-
òðè÷åñêóþ ïðîíèöàåìîñòü âíå ïåðâîé ãèäðàòàöèîííîé ñôåðû, èçìåíåíèå
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êîòîðîé ìîæíî ïðîñòåéøèì îáðàçîì îöåíèòü êàê:

𝜀𝑒𝑓𝑓 = 𝑐𝐸𝑡𝑂𝐻 * 𝜀𝐸𝑡𝑂𝐻 + 𝑐𝐻2𝑂 * 𝜀𝐻2𝑂, (3.1)

ãäå 𝜀 è 𝑐 - ýòî äèýëåêòðè÷åñêàÿ ïðîíèöàåìîñòü è êîíöåíòðàöèÿ ñîîòâåò-
ñòâåííî, à èíäåêñîì îáîçíà÷åíà ñðåäà (𝐸𝑡𝑂𝐻 - ñïèðò, 𝐻2𝑂 - âîäà, 𝑒𝑓𝑓 - èõ
ñìåñü) [103]. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå çíà÷åíèÿ îòíîñèòåëüíîé äèýëåêòðè-
÷åñêîé ïðîíèöàåìîñòè äëÿ ÷èñòûõ ðàñòâîðîâ (𝜀𝐸𝑡𝑂𝐻 =25,3, 𝜀𝐻2𝑂 =78,3),
ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî äèýëåêòðè÷åñêàÿ ïðîíèöàåìîñòü ðàñòâîðà ïàäàåò
(íà ∼ 25%), ïîýòîìó óìåíüøåíèå ïîëÿ çà ñ÷¼ò èçìåíåíèÿ ðàñòâîðèòåëÿ âíå
ïåðâîé ãèäðàòàöèîííîé ñôåðû áåëêà, ãäå ñïðàâåäëèâà îöåíêà 3.1, íåâîç-
ìîæíî. Ñëåäîâàòåëüíî, èçìåíåíèå ïîëÿ, ïðîÿâëÿþùååñÿ â ñäâèãå ïîëîæå-
íèÿ ìàêñèìóìà èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ,
ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì êîíôîðìàöèè áåëêà è, âîçìîæíî, ñ èçìåíåíèåì ïåð-
âîé ãèäðàòàöèîííîé ñôåðû áåëêà. Íà îñíîâàíèè ñðàâíåíèÿ èçìåíåíèÿ èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, à òàêæå å¼ ïîëîæå-
íèÿ ìàêñèìóìà äëÿ ÁÑÀ è ÑÀ× ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ïåðåõîä áåëêà èç
íàòèâíîé ôîðìû â èíòåðìåäèàò ñîïðîâîæäàåòñÿ ñèëüíûìè ïåðåñòðîéêàìè
â äîìåíå I.

Íà ðèñ. 3.14 ïðèâåäåíà çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ (ÁÑÀ è ÑÀ×) îò êîíöåíòðàöèè ýòàíîëà ïðè îáðàçî-
âàíèè èíòåðìåäèàòà, êîòîðàÿ ñîâïàäàåò äëÿ óêàçàííûõ áåëêîâ. Ïîäîáíîå
ñîâïàäåíèå çàâèñèìîñòåé ïîäòâåðæäàåò ïðåäïîëîæåíèå î ñõîäíûõ êîíôîð-
ìàöèîííûõ èçìåíåíèÿõ â ãîìîëîãè÷íûõ áåëêàõ, íåñìîòðÿ íà ðàçëè÷èå â
ïîâåäåíèè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè òè-
ðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ïðîèñõîäèò è ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ñïèðòà
(äëÿ [EtOH] < 12% (v/v)), êîãäà òðèïòîôàíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ íå ìåíÿ-
åòñÿ. Óñèëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ÿâëÿ-
åòñÿ ñëåäñòâèåì çàìåíû ìîëåêóë âîäû íà ìîëåêóëû ýòàíîëà â ïåðâîé ãèä-
ðàòàöèîííîé ñôåðå, à òàêæå çà ñ÷¼ò ñâÿçûâàíèÿ ìîëåêóë ñïèðòà â ñàéòû
ÆÊ.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ôëóî-
ðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ÷óâñòâèòåëüíà ê èçìåíåíèþ ñòðóêòóðû
àëüáóìèíà â äîìåíå III (äëÿ [EtOH] < 12% (v/v)), êîòîðîå íå ìîæåò áûòü
çàðåãèñòðèðîâàíî ïî òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Îäíàêî äàííîå ïðåä-
ïîëîæåíèå íóæäàåòñÿ â ïðîâåðêå, ðåçóëüòàòû êîòîðîé îïèñàíû â ñëåäó-
þùåì ðàçäåëå. Êðîìå òîãî, êàê è äëÿ ñëó÷àÿ àíèîííîãî äåòåðãåíòà SDS
(Ãëàâà 2), íà ïðèìåðå âîçäåéñòâèÿ ýòàíîëà íà ñòðóêòóðó áåëêà áûëî ïîêà-
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Рис. 3.14 : Зависимость от концентрации этанола интенсивности максимума флуоресцен-

ции тирозиновых остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным) при возбуждении на длине волны

280 нм. Концентрация БСА - 4.7 мкМ. Концентрация САЧ - 4.1 мкМ. Значения указанных

интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего отсутствию этанола в

растворе ([EtOH]=0)

çàíî, ÷òî òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíà ê èçìåíåíèÿì
ñòðóêòóðû áåëêà â äîìåíå I ÑÀ×, ÷åì òðèïòîôàíîâàÿ.

§ 3.5. Собственная флуоресценция альбумина при денатурации

гидрохлоридом гуанидина

Äëÿ îöåíêè ÷óâñòâèòåëüíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ê èçìå-
íåíèÿì ñòðóêòóðû áåëêà â äîìåíå III áûëè èññëåäîâàíû ðàñòâîðû àëüáó-
ìèíîâ (ÁÑÀ è ÑÀ×) ñ ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèåé ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà
(GndHCl). Ðàññìîòðèì, êàê èçìåíÿåòñÿ ñòðóêòóðà àëüáóìèíîâ ïðè âîçäåé-
ñòâèè ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà GndHCl â ñîîòâåòñòâèè ñ îñíîâíîé ðàáîòîé
ïî äàííîé òåìàòèêå [104].
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Äîìåí Ëèãàíä

I Ãåìèí
I è II Áèëèðóáèí
II Õëîðîôîðì
III Äèàçåïàì

Таблица 3.3: Специфичные лиганды, используемые для исследования стабильности альбумина

в работе [104]

Äîìåí [GndHCl], M ∆𝐺𝑈 , êêàë/Ìîëü

Äîìåí III 0,2 - 1,8 1,4
Äîìåí II 1,8 - 3,4 4,4
Äîìåí I 1,8 - 5,5 7,4

Таблица 3.4: Диапазон концентраций гидрохлорида гуанидина, при котором происходит раз-

рушение структуры доменов САЧ, и значения энергии ГиббсаΔ𝐺𝑈 , соответствующие данному

разрушению структуры (по данным работы [104])

3.5.1. Изменение структуры альбумина под действием гидро-

хлорида гуанидина

Ïðè äîáàâëåíèè â ðàñòâîð àëüáóìèíà â êà÷åñòâå äåíàòóðèðóþùåãî
àãåíòà ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà ïðîèñõîäèò ïîñëåäîâàòåëüíîå èçìåíåíèå
ñòðóêòóðû äîìåíîâ áåëêà, ñõåìàòè÷íî ïðåäñòàâëåííîå íà ðèñ. 3.15, êîòî-
ðîå ìîæåò áûòü çàðåãèñòðèðîâàíî â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ íåñêîëüêèõ ñïå-
öèôè÷íûõ ëèãàíäîâ. Íà îñíîâàíèè äàííûõ ïî îïòè÷åñêîìó îòêëèêó ëèãàí-
äîâ, ïðèâåä¼ííûõ â òàáëèöå 3.3, â ðàáîòå [104] áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îñíîâ-
íûå èçìåíåíèÿ â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé [GndHCl] < 1,8 Ì ïðîèñõîäÿò â
äîìåíå III è ïðèâîäÿò ê ôîðìèðîâàíèþ èíòåðìåäèàòà àëüáóìèíà â ñîñòîÿ-
íèè ðàñïëàâëåííîé ãëîáóëû (â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå molten globule like
structure). Íà îñíîâàíèè äàííûõ î ñâÿçûâàíèè äèàçåïàìà â äîìåí III áû-
ëà îïðåäåëåíà ñòàáèëüíîñòü äàííîãî äîìåíà (1,4 êêàë/Ìîëü, òàáë. 3.4). Â
ýòîì æå äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé èçìåíÿåòñÿ ïîëîæåíèå äîìåíîâ I è II äðóã
îòíîñèòåëüíî äðóãà, êîòîðîå ìîæíî çàðåãèñòðèðîâàòü ïî ñâÿçûâàíèþ áèëè-
ðóáèíà (ñàéò ðàñïîëîæåí íà ãðàíèöå ðàçäåëà äîìåíîâ), ïðè ýòîì ñòðóêòóðà
ñàìèõ äîìåíîâ îñòà¼òñÿ íåèçìåííîé.

Ïðè êîíöåíòðàöèè ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà [GndHCl] > 1,2 Ì íà÷è-
íàåò èçìåíÿòüñÿ âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà áåëêà (äàííûå ñïåêòðîñêîïèè êðó-
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Рис. 3.15 : Последовательное разрушение структуры доменов САЧ при денатурации гид-

рохлоридом гуанидина по данным работы [104]

ãîâîãî äèõðîèçìà), îêðåñòíîñòü òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà (äàííûå ôëóîðåñ-
öåíòíîé ñïåêòðîñêîïèè) è ñâÿçûâàíèå äðóãèõ ëèãàíäîâ (òàáë. 3.3) â ðåçóëü-
òàòå êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé äîìåíîâ I è II [104]. Òàê, óìåíüøåíèå
ñâÿçûâàíèÿ ñïåöèôè÷íîãî äëÿ äîìåíà I ëèãàíäà (ãåìèíà) íà÷èíàåòñÿ ïðè
êîíöåíòðàöèè [GndHCl] = 1,2 Ì, à äîìåíà II (õëîðîôîðìà) - ïðè êîíöåí-
òðàöèè [GndHCl] = 1,8 Ì. Íà îñíîâàíèè äàííûõ î ñâÿçûâàíèè óêàçàííûõ
ëèãàíäîâ áûëà îïðåäåëåíà ñòàáèëüíîñòü óêàçàííûõ äîìåíîâ 7,4 êêàë/Ìîëü
è 4,4 êêàë/Ìîëü äëÿ äîìåíà I è II, ñîîòâåòñòâåííî (òàáë. 3.4). Ïîìèìî èç-
ìåíåíèÿ ñòðóêòóðû âíóòðè äîìåíîâ I è II, ïðîèñõîäèò èõ ðàçäåëåíèå â
ïðîñòðàíñòâå ïðè êîíöåíòðàöèè [GndHCl] = 2,4 Ì, êîòîðîå îïðåäåëÿåòñÿ
ïîòåðåé ñïîñîáíîñòè àëüáóìèíà ñâÿçûâàòü áèëèðóáèí. Ïðè êîíöåíòðàöèè
ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà [GndHCl] > 6 Ì íàáëþäàåòñÿ ïîëíàÿ äåíàòóðàöèÿ
áåëêà, êîòîðàÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ïîòåðåé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû.
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3.5.2. Изменение оптических свойств альбумина под действием

гидрохлорида гуанидина

Äåíàòóðàöèÿ àëüáóìèíà ãèäðîõëîðèäîì ãóàíèäèíà ïîêàçûâàåò, ÷òî
òðèïòîôàíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ìîæåò äàâàòü îãðàíè÷åííóþ èíôîðìàöèþ
îá èçìåíåíèè ñòðóêòóðû áåëêà. Íà ðèñ. 3.16 ïðèâåäåíà çàâèñèìîñòü èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òðèôòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ÁÑÀ è ÑÀ× ïðè
äîáàâëåíèè ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà. Äëÿ ÑÀ× â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé
äåíàòóðèðóþùåãî àãåíòà, ñîîòâåòñòâóþùåì ðàçðóøåíèþ äîìåíà III, ôëó-
îðåñöåíöèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ íå ìåíÿåòñÿ, à äëÿ ÁÑÀ ïðè êîíöåí-
òðàöèè [GndHCl] < 1.0 Ì íàáëþäàåòñÿ ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè, ÷òî ñî-
ãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè [59,104�106]. Ïîäîáíîå ðàçëè÷èå äëÿ
ãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì íåçíà÷èòåëüíîãî óâåëè÷åíèÿ äî-
ëè àëüôà-ñòðóêòóðû â ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè äîïîëíèòåëüíîãî òðèïòîôà-
íîâîãî îñòàòêà ÁÑÀ â ïîçèöèè Trp134 [104].

Рис. 3.16 : Зависимость от концентрации гидрохлорида гуанидина интенсивности макси-

мума флуоресценции триптофановых остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным) при возбуж-

дении на длине волны 295 нм. Концентрация БСА - 4.0 мкМ. Концентрация САЧ - 4.3 мкМ.

Значения указанных интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего

отсутствию гидрохлорида гуанидина в растворе ([GndHCl]=0)
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Â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé [GndHCl] = 1,0 - 3,0 Ì ïðîèñõîäèò äå-
íàòóðàöèÿ äîìåíîâ I è II, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â çíà÷èòåëüíîì òóøåíèè
òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè (íà 50 % è 60 % îò å¼ çíà÷åíèÿ â îòñóò-
ñòâèè ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà äëÿ ÑÀ× è ÁÑÀ ñîîòâåòñòâåííî). Äàííîå
òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè ñîâïàäàåò ñî ñäâèãîì ìàêñèìóìà å¼ èíòåíñèâíîñòè
â äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü ñïåêòðà (íà ∼ 10 íì), ÷òî ãîâîðèò îá óñèëåíèè
ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ïîëÿ â îêðåñòíîñòè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ áåëêîâ
çà ñ÷¼ò èõ áîëüøåé äîñòóïíîñòè ðàñòâîðèòåëþ.

Íà ðèñ. 3.17 ïðåäñòàâëåíà çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ÁÑÀ è ÑÀ× ïðè äîáàâëåíèè ãèäðîõëîðèäà ãóà-
íèäèíà. Â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé äåíàòóðèðóþùåãî àãåíòà, ñîîòâåòñòâó-
þùåì ðàçðóøåíèþ äîìåíà III, ïðîèñõîäèò ðåçêîå óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíî-
ñòè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, êîòîðîå ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ñíÿòèÿ òóøåíèÿ çà
ñ÷¼ò èçìåíåíèÿ ëîêàëüíîé îêðåñòíîñòè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â äîìåíå III.
Ïî äàííûì ðåíòãåíî-ñòðóêòóðíîãî àíàëèçà [8,55] â ñóáäîìåíå IIIb òèðîçè-
íîâûõ îñòàòêîâ íåò, ïîýòîìó òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ áåëêà èçìåíÿåòñÿ
â îòâåò íà ñòðóêòóðíóþ ïåðåñòðîéêó ñóáäîìåíà IIIa.

Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè GndHCl â ðàñòâîðå àëüáóìèíà ïðîèñ-
õîäèò ïîñëåäîâàòåëüíîå ðàçðóøåíèå äîìåíîâ áåëêà (òàáë. 3.4 è ðèñ. 3.15),
êîòîðîå ìîæåò áûòü çàðåãèñòðèðîâàíî ïî èçìåíåíèþ ïàðàìåòðîâ ñâÿçûâà-
íèÿ ëèãàíäîâ, óêàçàííûõ â òàáëèöå 3.3. Â ðàáîòå [104] áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
íàèáîëüøåé ñòàáèëüíîñòüþ ïðè äåíàòóðàöèè GndHCl îáëàäàåò äîìåí I, à
íàèìåíüøåé - äîìåí III.

Íà îñíîâàíèè îïèñàííûõ â äàííîé ÷àñòè äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû ðå-
çóëüòàòîâ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ
÷óâñòâèòåëüíà ê èçìåíåíèþ ñòðóêòóðû àëüáóìèíà â ñóáäîìåíå IIIa è ïîç-
âîëÿåò çàðåãèñòðèðîâàòü èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà, êîòîðûå íå âëèÿþò
íà ôëóîðåñöåíöèþ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ÁÑÀ è ÑÀ×.

§ 3.6. Выводы по главе 3

Ïî èòîãàì äàííîé ãëàâû âîçìîæíî ñäåëàòü ñëåäóþùèå âûâîäû:

1. Òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ àëüáóìèíà íå èçìåíÿåòñÿ ïðè ñïåöèôè÷-
íîì è íåñïåöèôè÷íîì ñâÿçûâàíèè êàòèîííîãî äåòåðãåíòà, ÷òî îáúÿñ-
íÿåòñÿ âëèÿíèåì ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà àìôèôèëüíîãî ñîåäèíåíèÿ,
à ÿâëÿåòñÿ èíäèêàòîðîì ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé áåëêà ïðè ñâÿçû-
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Рис. 3.17 : Зависимость от концентрации гидрохлорида гуанидина интенсивности максиму-

ма флуоресценции тирозиновых остатков БСА (чёрным) и САЧ (красным) при возбуждении

на длине волны 280 нм. Концентрация БСА - 4.0 мкМ. Концентрация САЧ - 4.3 мкМ. Значения

указанных интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего отсутствию

гидрохлорида гуанидина в растворе ([GndHCl]=0)

âàíèè îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ àìôèôèëüíûõ ñîåäèíåíèé, âçàèìî-
äåéñòâèå êîòîðûõ ñ áåëêîì ìîäåëèðóåò îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà àëü-
áóìèí - ÆÊ.

2. Òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ àëüáóìèíà íå èçìåíÿåòñÿ ïðè èçìåíå-
íèè èîííîé ñèëû ðàñòâîðà çà ñ÷¼ò óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè NaCl
â èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ, à òàêæå ïðè ñâÿçûâàíèè áåëêîì êàòèîíîâ
ñâèíöà. Ïðè ýòîì íàáëþäàåòñÿ òóøåíèå òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè, ñâÿçàííîå ñ îáðàçîâàíèåì íå ôëóîðåñöèðóþùåãî ñîñòîÿíèÿ ñ õà-
ðàêòåðíûì âðåìåíåì ðåëàêñàöèè â ïðåäåëàõ îò 1 ìñ äî 0,1 ñ, êîòî-
ðîå ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì óâåëè÷åíèÿ ñèíãëåò-òðèïëåòíîé êîíâåðñèè
çà ñ÷¼ò ýôôåêòà òÿæ¼ëîãî àòîìà.

3. Òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ àëüáóìèíà ÿâëÿåòñÿ èíäèêàòîðîì èç-
ìåíåíèÿ åãî ñòðóêòóðû â äîìåíå I è III ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäîâ,
áëèçêèõ ê ÆÊ, è äåíàòóðàöèè, êîòîðûå íå âëèÿþò íà ôëóîðåñöåí-
öèþ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ÑÀ×. Ïðè ýòîì óñèëåíèå ôëóîðåñöåí-
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öèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ñâÿçàíî, ïðåæäå âñåãî, ñ èçìåíåíèåì ëî-
êàëüíîé îêðåñòíîñòè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, à íå ñ óìåíüøåíèåì ýô-
ôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè íà òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè ïî äèïîëü-
äèïîëüíîìó ìåõàíèçìó èç-çà óâåëè÷åíèÿ ðàññòîÿíèÿ ìåæäó äîíîðîì
(òèðîçèíîì) è àêöåïòîðîì (òðèïòîôàíîì).

4. Òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ àëüáóìèíà ÿâëÿåòñÿ èíäèêàòîðîì èçìå-
íåíèÿ ïåðâîé ãèäðàòàöèîííîé ñôåðû ìàêðîìîëåêóëû, êîòîðûå ñâÿçà-
íû ñ ïåðåðàñïðåäåëåíèåì âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ìåæäó ïîâåðõíîñòíûìè
àìèíîêèñëîòàìè è ìîëåêóëàìè ðàñòâîðèòåëÿ.
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Глава 4

Тирозиновая флуоресценция как индикатор

конформационных изменений альбумина в плазме

крови

Â ïðåäûäóùèõ ãëàâàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåí-
öèÿ ÿâëÿåòñÿ èíäèêàòîðîì ñïåöèôè÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäîâ, áëèçêèõ
ê æèðíûì êèñëîòàìè (ÆÊ), à òàêæå äåíàòóðàöèè áåëêà è èçìåíåíèÿ åãî
îêðóæåíèÿ. Â äàííîé ãëàâå ïðèâîäèòñÿ îñíîâíûå ñâåäåíèÿ î êîíöåíòðà-
öèè ÆÊ â ïëàçìå êðîâè â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè, à òàêæå ïðèâîäÿòñÿ
ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ñ ïëàçìîé êðîâè è ìîäåëüíûìè ðàñòâîðàìè îñ-
íîâíûõ áåëêîâ ïëàçìû êðîâè. Íà îñíîâàíèè ïðèâåä¼ííûõ ðåçóëüòàòîâ äå-
ëàåòñÿ âûâîä, ÷òî óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè
ïðè äîáàâëåíèè àíèîííîãî äåòåðãåíòà (SDS) ïîëíîñòüþ îïðåäåëÿåòñÿ èç-
ìåíåíèåì âêëàäà àëüáóìèíà, âûçâàííûì ïåðåñòðîéêîé åãî ñòðóêòóðû â ðå-
çóëüòàòå ñïåöèôè÷íîãî è íåñïåöèôè÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ SDS. Äàëåå, â ãëà-
âå ïðèâîäèòñÿ îöåíêà ÷óâñòâèòåëüíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ïðè
ïðèñîåäèíåíèè ëèãàíäà, áëèçêîãî ïî ñâîèì ñâîéñòâàì ê ÆÊ, íà îñíîâàíèè
êîòîðîé äåëàåòñÿ âûâîä î âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ òèðîçèíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè äëÿ ðåãèñòðàöèè ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ÑÀ× â ïëàçìå êðîâè.

Îñíîâíûå ðåçóëüòàòû äàííîé ãëàâû îïóáëèêîâàíû â ñòàòüå [107]

§ 4.1. Концентрация жирных кислот в плазме крови

Æèðíûå êèñëîòû (ÆÊ) (òî÷íåå èõ àíèîííàÿ ôîðìà) ÿâëÿþòñÿ îñ-
íîâíûìè ëèãàíäàìè ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà (ÑÀ×) â ïëàçìå
êðîâè [108], ïðè÷¼ì èõ ñâÿçûâàíèå èñïîëüçóåòñÿ äëÿ äèàãíîñòèêè çàáîëå-
âàíèé [19, 20]. ÆÊ ïðàêòè÷åñêè íåðàñòâîðèìû â âîäå, îäíàêî èõ êîíöåí-
òðàöèÿ â ïëàçìå êðîâè äîñòàòî÷íî âåëèêà çà ñ÷¼ò îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà ñ
ÑÀ× [109]. Â íîðìå íà îäíó ìîëåêóëó ÑÀ× ïðèõîäèòñÿ îò 0.1 äî 2 ìîëåêóë
ÆÊ, íî ýòî îòíîøåíèå ìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé ìîæåò äîñòèãàòü è 6 ïðè
ñèëüíîé ôèçè÷åñêîé íàãðóçêå, ãîëîäàíèè èëè çàáîëåâàíèÿõ [108�110].
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Ïî äàííûì ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà âûÿâëåíî, ÷òî â ÑÀ× èìå-
åòñÿ îò øåñòè äî äåâÿòè ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ÆÊ (â çàâèñèìîñòè îò òèïà
ÆÊ), ïðè ýòîì íåêîòîðûå èç ýòèõ ñàéòîâ ñîâïàäàþò ñ îñíîâíûìè ñàéòàìè
äëÿ ëåêàðñòâ, êîòîðûå â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå ïðèíÿòî îáîçíà÷àòü çà
Sudlow I è Sudlow II [54,111,112]. Êðîìå òîãî, â ðàáîòàõ [76,108] íà ïðèìå-
ðå êåòîïðîôåíà è âàðôàðèíà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñâÿçûâàíèå ÆÊ ìîæåò
óäàë¼ííî ìîäèôèöèðîâàòü äðóãèå ñàéòû â ñòðóêòóðå áåëêà. Òàêèì îáðà-
çîì, óâåëè÷åíèå êîìïëåêñîâ ÆÊ-ÑÀ× è óâåëè÷åíèå ÷èñëà ìîëåêóë ÆÊ,
ïðèñîåäèí¼ííûõ ê ÑÀ×, â ïëàçìå êðîâè ìîæåò ïðèâåñòè ê ïîòåðå àëüáó-
ìèíîì ñâîåé ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè, ïîýòîìó ðàçðàáîòêà ìåòîäèêè
îïðåäåëåíèÿ çàïîëíåííîñòè ñàéòîâ ÆÊ â ñòðóêòóðå àëüáóìèíà ÿâëÿåòñÿ
àêòóàëüíîé çàäà÷åé.

Îáû÷íî â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ñâÿçûâàíèþ ÆÊ ñ àëüáóìèíîì èñïîëü-
çóþò ñòîêîâûå ðàñòâîðû ÆÊ â ýòàíîëå èëè äðóãèõ ðàñòâîðèòåëÿõ. Â Ãëà-
âå 3 áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå â ðàñòâîð ÑÀ× ýòàíîëà ïðèâîäèò ê
ñòðóêòóðíûì èçìåíåíèÿì áåëêà, ÷òî çàòðóäíÿåò èíòåðïðåòàöèþ è àíàëèç
ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ. Ìåòîäàìè ôëóîðåñöåíòíîé ñïåêòðîñêîïèè â ðà-
áîòå [64] áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àíèîííûé äåòåðãåíò (SDS) ìîæåò ìîäåëè-
ðîâàòü âçàèìîäåéñòâèå ÑÀ× ñ ÆÊ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ äåòåðãåíòà, ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ñïåöèôè÷íîìó ñâÿçûâàíèþ, ïîýòîìó â äàííîé ÷àñòè ðàáîòû
SDS èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ âëèÿíèÿ ÆÊ â ïëàçìå êðîâè íà å¼
ñîáñòâåííóþ ôëóîðåñöåíöèþ. Â ðàáîòå [113] áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðèïòîôà-
íîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïëàçìû êðîâè íå ïîçâîëÿåò ðåãèñòðèðîâàòü ïàòîëî-
ãè÷åñêèå ïðîöåññû â îðãàíèçìå. Â ïðåäûäóùèõ ãëàâàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
òàêîå îãðàíè÷åíèå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ íàëè÷èåì òîëüêî îäíîãî òðèï-
òîôàíîâîãî îñòàòêà â ñòðóêòóðå ÑÀ× è ìîæåò áûòü ñíÿòî çà ñ÷¼ò àíàëè-
çà òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Â äàííîé ÷àñòè ðàáîòû ñòàâèëàñü çàäà÷à
îïðåäåëèòü, ìîæåò ëè òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ áûòü èíäèêàòîðîì ñâÿ-
çûâàíèÿ ÆÊ â ïëàçìå êðîâè, à òàêæå íà ïðèìåðå SDS íåîáõîäèìî áûëî
îöåíèòü, êàê ñèëüíî ìåíÿåòñÿ òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïðè ïðèñîåäè-
íåíèè ëèãàíäîâ, áëèçêèõ ïî ñâîèì ñâîéñòâàì ê ÆÊ.

§ 4.2. Тирозиновая флуоресценция плазмы крови

Íà ðèñóíêå 4.1 ïðåäñòàâëåíî ñðàâíåíèå çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðà-
öèè àíèîííîãî äåòåðãåíòà (SDS) èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû 280 íì äëÿ ïëàçìû êðîâè çäîðîâî-
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ãî äîíîðà è äëÿ ìîäåëüíîé ñìåñè îñíîâíûõ áåëêîâ ïëàçìû êðîâè ÷åëîâå-
êà (ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà (ÑÀ×) è èììóíîãëîáóëèíà ãàììà
(IgG)). Â ìîäåëüíîì ðàñòâîðå êîíöåíòðàöèÿ óêàçàííûõ áåëêîâ ñîîòâåòñòâó-
åò ðàññìàòðèâàåìîìó îáðàçöó ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà. Êîíöåíòðàöèÿ ÑÀ×
è IgG â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà áûëà îïðåäåëåíà íåçàâèñèìîé ñïåöèàëèçè-
ðîâàííîé ìåäèöèíñêîé ëàáîðàòîðèåé.

Рис. 4.1 : Зависимость от концентрации детергента интенсивности максимума флуоресцен-

ции тирозиновых остатков белков плазмы крови (красным) и модельной смеси белков (чёр-

ным) при возбуждении на длине волны 280 нм. Концентрация САЧ - 1.27 мкМ. Концентрация

IgG - 0.14 мкМ. Значения указанных интенсивностей нормированы на величину сигнала для

плазмы крови, соответствующего отсутствию детергента в растворе ([SDS]=0)

Ïðèâåä¼ííûå íà ðèñóíêå 4.1 çàâèñèìîñòè ñîâïàäàþò â ïðåäåëàõ ïî-
ãðåøíîñòè ýêñïåðèìåíòà. Äàííûé ôàêò ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî òèðîçè-
íîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïëàçìû êðîâè îïðåäåëÿåòñÿ, ïðåæäå âñåãî, âêëàäàìè
ÑÀ× è IgG, à âêëàä îñòàëüíûõ êîìïîíåíòîâ ïëàçìû êðîâè íåçíà÷èòåëåí.
Êàê äëÿ ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà, òàê è äëÿ èñêóññòâåííîé ïëàçìû, ïðè
óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè SDS íàáëþäàåòñÿ ðîñò òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè, ïðè÷¼ì çàâèñèìîñòü ÿâëÿåòñÿ ÷åòûð¼õñòàäèéíîé. Â Ãëàâå 2 íàñòîÿùåé
ðàáîòû áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ ÑÀ× òàêàÿ çàâèñèìîñòü òàêæå ÿâëÿåòñÿ ÷å-
òûð¼õñòàäèéíîé è îáúÿñíÿåòñÿ ðàçíûìè ðåæèìàìè âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ëè-
ãàíäîì, êîòîðûå îïèñàíû â ðàçäåëå § 2.1.
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Рис. 4.2 : Зависимость от концентрации детергента интенсивности максимума флуоресцен-

ции тирозиновых остатков САЧ (чёрным), IgG (красным) и их модельной смеси (синим) при

возбуждении на длине волны 280 нм. Концентрация САЧ - 1,27 мкМ. Концентрация IgG - 0,14

мкМ. Значения указанных интенсивностей нормированы на величину сигнала для модельной

смеси, соответствующего отсутствию детергента в растворе ([SDS]=0)

Äëÿ òîãî, ÷òîáû âûÿâèòü, âëèÿåò ëè ïðèñóòñòâèå IgG â ïëàçìå êðîâè
è â ìîäåëüíîì ðàñòâîðå íà ñâÿçûâàíèå àëüáóìèíà ñ SDS, áûëà èçìåðåíà çà-
âèñèìîñòü òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè êîìïîíåíòîâ ñìåñè â îòäåëüíîñòè.
Ñðàâíåíèå çàâèñèìîñòåé òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè SDS
äëÿ ðàñòâîðîâ ÑÀ×, IgG è èõ ìîäåëüíîé ñìåñè ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 4.2.

Èç ðèñóíêà 4.2 âèäíî, ÷òî ðîñò èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè ïîëíîñòüþ îáóñëàâëèâàåòñÿ âçàèìîäåéñòâèåì ÑÀ× ñ SDS, ïðè÷¼ì
âëèÿíèå IgG ìîæåò ñêàçûâàòüñÿ òîëüêî ïðè áîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ äåòåð-
ãåíòà, êîãäà ïðîèñõîäèò äåíàòóðàöèÿ áåëêîâ. Ïðè êîíöåíòðàöèè, ñîîòâåò-
ñòâóþùåé ñïåöèôè÷íîìó è íåñïåöèôè÷íîìó ñâÿçûâàíèþ, SDS ìîäåëèðóåò
ñâÿçûâàíèå ÆÊ ñ àëüáóìèíîâ â ðàñòâîðå, à íàëè÷èå IgG íå âëèÿåò íà èí-
òåíñèâíîñòü òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Äàííûé ôàêò ïîçâîëÿåò ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïëàçìû êðîâè ÿâëÿåòñÿ èíäèêà-
òîðîì ñîñòîÿíèÿ àëüáóìèíà. Ïîäòâåðæäåíèåì ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìîãóò
áûòü ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïëàçìû êðîâè áîëüøîãî ÷èñëà ïàöèåíòîâ
(äëÿ íàáîðà ñòàòèñòèêè) ñ íåçàâèñèìûì îïðåäåëåíèåì óðîâíÿ ÆÊ â îá-
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ðàçöàõ, îäíàêî ïîäîáíîå èññëåäîâàíèå âûõîäèò çà ðàìêè äàííîé äèññåðòà-
öèîííîé ðàáîòû.

§ 4.3. Оценка увеличения интенсивности тирозиновой флуорес-

ценции альбумина при присоединении лигандов в сайты

жирных кислот

Íà ðèñ. 4.3 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè
äëÿ ÷åòûð¼õ ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ÑÀ× îò êîíöåíòðàöèè SDS â äèà-
ïàçîíå, ñîîòâåòñòâóþùåì ñïåöèôè÷íîìó ñâÿçûâàíèþ äåòåðãåíòà â ñàéòû
ÆÊ. Ðàññìîòðèì êëþ÷åâûå îñîáåííîñòè ýòèõ çàâèñèìîñòåé.

Рис. 4.3 : Зависимость от концентрации детергента интенсивности максимума флуоресцен-

ции тирозиновых остатков САЧ (символы) на участке специфичного взаимодействия между

белком и лигандом. Линией показана аппроксимация экспериментально полученных данных

по модели, описанной в тексте. Длина волны возбуждения - 280 нм. Концентрации САЧ: 1,51

мкМ (зелёным), 2,93 мкМ (чёрным), 4,34 мкМ (синим), 5,73 мкМ (красным). Значения ука-

занных интенсивностей нормированы на величину сигнала, соответствующего отсутствию де-

тергента в растворе ([SDS]=0)

Èç ðèñ. 4.3 âèäíî, ÷òî çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëó-
îðåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè SDS ìîæåò áûòü îïèñàíà òðåìÿ ïàðàìåòðàìè:
(i) ïîëîæåíèåì òî÷êè ïåðåãèáà, (ii) íàêëîíîì çàâèñèìîñòè â òî÷êå ïåðåãèáà
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è (iii) óðîâíåì ôèíàëüíîãî ïëàòî. Ïðè óìåíüøåíèè êîíöåíòðàöèè ÑÀ× òî÷-
êà ïåðåãèáà çàâèñèìîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè SDS
ñäâèãàåòñÿ â ñòîðîíó áîëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé. Ñîãëàñíî ïðîñòåéøåé ìî-
äåëè îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñîâ â ñòåõèîìåòðèè 1:1, êîíöåíòðàöèÿ ëèãàíäà,
ñîîòâåòñòâóþùàÿ òî÷êå ïåðåãèáà, ÿâëÿåòñÿ îáðàòíîé âåëè÷èíîé ê êàæó-
ùåéñÿ êîíñòàíòå àññîöèàöèè. Òàêèì îáðàçîì, ïðè óìåíüøåíèè êîíöåíòðà-
öèè áåëêà êàæóùàÿñÿ êîíñòàíòà îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà áåëîê-äåòåðãåíò
óâåëè÷èâàåòñÿ. Ïðè óìåíüøåíèè êîíöåíòðàöèè áåëêà óâåëè÷èâàåòñÿ óðî-
âåíü ôèíàëüíîãî ïëàòî, êîòîðûé ñîîòâåòñòâóåò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè êîìïëåêñîâ áåëîê-SDS â íà÷àëå íåñïåöèôè÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ. Êàê áûëî
ïîêàçàíî â òðåòüåé ãëàâå íàñòîÿùåé ðàáîòû, óñèëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíå ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ñíÿòèÿ
òóøåíèÿ çà ñ÷¼ò óäàëåíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï èç ëîêàëüíîé îêðåñòíî-
ñòè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Òàêèì îáðàçîì, óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ôèíàëüíîãî
ïëàòî ìîæåò ãîâîðèòü î çàâèñèìîñòè ñòåõèîìåòðèè ôèíàëüíîãî êîìïëåê-
ñà (íà êîòîðîì çàêàí÷èâàåòñÿ ñïåöèôè÷íîå ñâÿçûâàíèå) îò êîíöåíòðàöèè
ÑÀ×: ÷åì íèæå êîíöåíòðàöèÿ ÑÀ×, òåì áîëüøåå ÷èñëî ìîëåêóë äåòåðãåíòà
ìîæåò ïðèñîåäèíèòüñÿ ê ìîëåêóëå áåëêà. Äëÿ òîãî, ÷òîáû ïðîâåñòè ÷èñëåí-
íóþ îöåíêó âëèÿíèÿ ñâÿçûâàíèÿ äåòåðãåíòà â ñàéòû ÆÊ, áûëà ïðîâåäåíà
ñîâìåñòíàÿ àïïðîêñèìàöèÿ, ïîçâîëÿþùàÿ îïðåäåëèòü óâåëè÷åíèå ñå÷åíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðè ïðèñîåäèíåíèè îäíîé ìîëåêóëû
SDS. Ïîä ñå÷åíèåì ôëóîðåñöåíöèè â äàííîé ðàáîòå ïîíèìàåòñÿ ïðîèçâå-
äåíèå ñå÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ íà èõ êâàíòîâûé âûõîä,
ïðè÷¼ì âìåñòî 18 ðàçíûõ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ðàññìàòðèâàåòñÿ íåêèé
ýôôåêòèâíûé ôëóîðîôîð.

Äëÿ ñîâìåñòíîé àïïðîêñèìàöèè çàâèñèìîñòåé, ïðèâåä¼ííûõ íà
ðèñ. 4.3, è îïðåäåëåíèÿ èçìåíåíèÿ ñå÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ ïðè ïðèñîåäèíåíèè îäíîé ìîëåêóëû SDS áûëà èñïîëüçîâàíà ìî-
äåëü, îñíîâàííàÿ íà ñëåäóþùèõ ïðåäïîëîæåíèÿõ. Ïðè êàæäîé ôèêñèðî-
âàííîé êîíöåíòðàöèè êîìïîíåíòîâ â èññëåäóåìîì ðàñòâîðå ïðèñóòñòâóþò:
(1) êîìïëåêñû àëüáóìèíà ñ 𝑛 ëèãàíäàìè, ÑÀ×-(SDS)𝑛, (2) àëüáóìèí â ñâî-
áîäíîì ñîñòîÿíèè, (3) SDS â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè. Ìîäåëü íå ó÷èòûâàåò
ïîñëåäîâàòåëüíîå ïðèñîåäèíåíèå ëèãàíäîâ, à ðàññìàòðèâàåò åäèíîâðåìåí-
íîå îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà ñ 𝑛 ëèãàíäàìè, òàêèì îáðàçîì, îáðàçîâàíèå èí-
òåðìåäèàòîâ èñêëþ÷àåòñÿ èç ðàññìîòðåíèÿ. Äàííîå ïðåäïîëîæåíèå ñóùå-
ñòâåííî îãðàíè÷èâàåò ïðèìåíèìîñòü ìîäåëè è â ñëó÷àå, åñëè ÷èñëî ëèãàí-
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äîâ â êîìïëåêñå áóäåò çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàòü åäèíèöó, ìîäåëü îêàæåòñÿ
íåâåðíîé. Äàëåå, â ìîäåëè ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ñå÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ𝑄𝑏 çàâèñèò ëèíåéíî îò ÷èñëà ïðèñîåäèí¼ííûõ ëèãàíäîâ
𝑛:

𝑄𝑏 = 𝛽 · 𝑛, (4.1)

ãäå 𝛽 - âàðüèðóåìûé ïàðàìåòð, ïîäëåæàùèé îïðåäåëåíèþ ïðè ñîâìåñòíîé
àïïðîêñèìàöèè ïîëó÷åííûõ äëÿ ðàçíîé êîíöåíòðàöèè ÑÀ× çàâèñèìîñòåé
èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà.
Ôèçè÷åñêèé ñìûñë äàííîãî ïàðàìåòðà çàêëþ÷àåòñÿ â ñðåäíåì óâåëè÷åíèè
ñå÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïîñëå ïðèñîåäèíåíèÿ îäíîé
ìîëåêóëû ëèãàíäà. Â ìîäåëè ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ïàðàìåòð 𝛽 íå çàâèñèò
îò êîíöåíòðàöèè áåëêà.

Ðåøåíèå ïðÿìîé çàäà÷è - îïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè 𝐼𝑇𝑌 𝑅 ïðè çàäàííûõ ïîëíûõ êîíöåíòðàöèÿõ âåùåñòâ - òðå-
áóåò ðàñ÷¼òà êîíöåíòðàöèé àëüáóìèíà (𝑃𝑓𝑟𝑒𝑒 )è äåòåðãåíòà (𝐿𝑓𝑟𝑒𝑒) â ñâîáîä-
íîì ñîñòîÿíèè, à òàêæå êîíöåíòðàöèè êîìïëåêñà (SDS)𝑛 (𝐶) ïî èçâåñòíûì
ïàðàìåòðàì ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ (èõ ÷èñëà 𝑛 è êîíñòàíòû ðåàêöèè 𝐾). Äðó-
ãèìè ñëîâàìè, òðåáóåòñÿ ðåøåíèå ñëåäóþùåé ñèñòåìû óðàâíåíèé:

𝑃𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑃𝑓𝑟𝑒𝑒 + 𝐶, (4.2a)

𝐿𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝐿𝑓𝑟𝑒𝑒 + 𝐿𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑, (4.2b)

𝐿𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑 = 𝑛 · 𝐶, (4.2c)

𝐾 =
𝐶

𝑃𝑓𝑟𝑒𝑒 · 𝐿𝑛
𝑓𝑟𝑒𝑒

, (4.2d)

ãäå 𝐿 è 𝑃 - êîíöåíòðàöèè ëèãàíäà è áåëêà, ñîîòâåòñòâåííî, à èíäåêñû îáî-
çíà÷àþò ñâîáîäíîå (𝑓𝑟𝑒𝑒) è ñâÿçàííîå (𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑) ñîñòîÿíèÿ, à òàêæå ïîëíóþ
êîíöåíòðàöèþ âåùåñòâ â ðàñòâîðå (𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙).

Íà îñíîâàíèè ðåøåíèÿ ñèñòåìû óðàâíåíèé (4.2) è âûðàæåíèÿ äëÿ
ñå÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè 𝑄𝑏 (4.1), ìîæíî îïðåäåëèòü èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè òèðîçèíà 𝐼𝑇𝑌 𝑅:

𝐼𝑇𝑌 𝑅 =
𝑃𝑓𝑟𝑒𝑒

𝑃𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
+ 𝑄𝑏 ·

𝑃𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑

𝑃𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
=

𝑃𝑓𝑟𝑒𝑒

𝑃𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
+ 𝛽 · 𝑛 · 𝑃𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑

𝑃𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
, (4.3)

ãäå èíòåíñèâíîñòü òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè áåëêà â îòñóòñòâèè äåòåð-
ãåíòà ïðèíÿòà çà åäèíèöó.

Â ðåçóëüòàòå ðåøåíèÿ îáðàòíîé çàäà÷è íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äëÿ
ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè àëüáóìèíà êðèâûõ òèðîâàíèÿ áåëêà äåòåðãåíòîì
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[HSA], 𝜇𝑀 K, 106 M−1 𝑛

1,51 1,3 ± 0,3 1,25 ± 0,04
2,93 0,59 ± 0,13 1,21 ± 0,04
4,43 0,20 ± 0,0,04 1,19 ± 0,04
5,73 0,089 ± 0,015 1,12 ± 0,03

Таблица 4.1: Параметры связывания (константа реакции 𝐾 и среднее число молекул лиганда в

комплексе 𝑛), восстановленные при совместной аппроксимации экспериментально полученных

зависимостей тирозиновой флуоресценции по модели САЧ, описанной в тексте

SDS (ðèñ. 4.3) áûëè îïðåäåëåíû ñðåäíåå çíà÷åíèå ÷èñëà ñàéòîâ äëÿ ëèãàí-
äà 𝑛 è çíà÷åíèå êîíñòàíòû ðåàêöèè 𝐾, êîòîðûå ïðèâåäåíû â òàáëèöå 4.1.
Èç ïðèâåä¼ííûõ ðåçóëüòàòîâ ñîâìåñòíîé àïïðîêñèìàöèè âèäíî, ÷òî êîëè-
÷åñòâî ìîëåêóë SDS â êîìïëåêñå ñ áåëêîì íå ñëèøêîì ïðåâûøàåò 1, ÷òî
ãîâîðèò î ïðèìåíèìîñòè ðàçðàáîòàííîé ìîäåëè ê ïîëó÷åííûì ýêñïåðèìåí-
òàëüíûì äàííûì. Âîññòàíîâëåííûå çíà÷åíèÿ êîíñòàíòû ðåàêöèè ñîãëàñó-
þòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè [64]. Îïðåäåë¼ííîå â ðåçóëüòàòå ñîâìåñò-
íîé àïïðîêñèìàöèè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ñðåäíåå óâåëè÷åíèå ñå÷å-
íèÿ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ÑÀ× ïðè ïðèñîåäèíåíèè îäíî-
ãî ëèãàíäà 𝛽 ñîñòàâëÿåò (37± 4)%, ïîýòîìó ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î âûñîêîé
÷óâñòâèòåëüíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ê ñòðóêòóðíûì èçìåíåíèÿì
àëüáóìèíà ïðè ïðèñîåäèíåíèè ìîëåêóë SDS â ñïåöèôè÷íûå ñàéòû ÆÊ.

§ 4.4. Выводы по главе 4

Ïî èòîãàì äàííîé ãëàâû ìîæíî ñäåëàòü ñëåäóþùèå âûâîäû:

1. Òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïëàçìû êðîâè ïðè äîáàâëåíèè SDS ïîë-
íîñòüþ îïðåäåëÿåòñÿ âêëàäîì ÑÀ×, ïðè ýòîì èçìåíåíèÿ âêëàäà
îñòàëüíûõ êîìïîíåíòîâ ïëàçìû êðîâè (â òîì ÷èñëå è IgG - âòîðî-
ãî ïî êîíöåíòðàöèè áåëêà ïëàçìû êðîâè) íå îáíàðóæåíî. Íà îñíîâà-
íèè äàííîãî ôàêòà ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñ-
öåíöèÿ ïëàçìû êðîâè ÿâëÿåòñÿ èíäèêàòîðîì ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé
ÑÀ× ïðè ñïåöèôè÷íîì è íåñïåöèôè÷íîì âçàèìîäåéñòâèè ñ SDS.

2. Íà îñíîâàíèè ñîâìåñòíîé àïïðîêñèìàöèè çàâèñèìîñòåé òèðîçèíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè ðàñòâîðà ÑÀ× îò êîíöåíòðàöèè SDS â äèàïàçîíå, ñî-
îòâåòñòâóþùåì ñïåöèôè÷íîìó è íåñïåöèôè÷íîìó ñâÿçûâàíèþ äàí-
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íîãî ëèãàíäà, ïîëó÷åíà çàâèñèìîñòü êàæóùåéñÿ êîíñòàíòû êîìïëåê-
ñîîáðàçîâàíèÿ è ñðåäíåå ÷èñëî ñàéòîâ ëèãàíäà â áåëêå. Êîíñòàíòà
êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ ñîãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè è âîç-
ðàñòàåò ïðè óìåíüøåíèè êîíöåíòðàöèè áåëêà â ðàñòâîðå.

3. Íà îñíîâàíèè ñîâìåñòíîé àïïðîêñèìàöèè çàâèñèìîñòåé òèðîçèíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè ðàñòâîðà ÑÀ× îò êîíöåíòðàöèè SDS â äèàïàçîíå, ñî-
îòâåòñòâóþùåì ñïåöèôè÷íîìó è íåñïåöèôè÷íîìó ñâÿçûâàíèþ äàí-
íîãî ëèãàíäà, ïðîâåäåíà îöåíêà ÷óâñòâèòåëüíîñòè òèðîçèíîâîé ôëó-
îðåñöåíöèè ê ïðèñîåäèíåíèþ ëèãàíäà, áëèçêîãî ïî ñâîéñòâà ê ÆÊ.
Óâåëè÷åíèå ñå÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðè ïðè-
ñîåäèíåíèè îäíîé ìîëåêóëû SDS ñîñòàâëÿåò (37 ± 4)%, ÷òî ïîçâîëÿ-
åò ñ÷èòàòü òèðîçèíîâóþ ôëóîðåñöåíöèþ äîñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíûì
èíäèêàòîðîì îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà ÑÀ×-ÆÊ â ðàñòâîðå.
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Заключение

Èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåä¼ííûå â äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå, îòíî-
ñÿòñÿ ê ýêñïåðèìåíòàëüíîìó èçó÷åíèþ âîïðîñà î ñâÿçè ñòðóêòóðíûõ èç-
ìåíåíèé áåëêîâ, âûçâàííûõ èõ äåíàòóðàöèåé, ñâÿçûâàíèåì ñ ëèãàíäàìè
èëè îáðàçîâàíèåì èíòåðìåäèàòîâ, è èõ ôëóîðåñöåíòíîãî îòêëèêà. Îñíîâ-
íîå âíèìàíèå ïðè ýòîì áûëî óäåëåíî ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ, êîòîðàÿ õîòÿ îáû÷íî è íå èñïîëüçóåòñÿ â ïîäîáíîãî ðîäà èññëåäîâàíè-
ÿõ, 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 ôîòîôèçè-
÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíàõ ïðè èçìåíå-
íèè ñòðóêòóðû áåëêà ïðè ñïåöèôè÷íîì è íåñïåöèôè÷íîì ñâÿçûâàíèè
àíèîííîãî äåòåðãåíòà (SDS), ìîäåëèðóþùåãî âçàèìîäåéñòâèå áåëêà ñ
îñíîâíûì êëàññîì åãî ëèãàíäîâ - æèðíûìè êèñëîòàìè (ÆÊ). Ïî-
êàçàíî, ÷òî â äàííîì ñëó÷àå òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïîçâîëÿåò
çàðåãèñòðèðîâàòü èçìåíåíèå ñòðóêòóðû äîìåíà I ñûâîðîòî÷íîãî àëü-
áóìèíà ÷åëîâåêà (ÑÀ×), êîòîðîå íå îòðàæàåòñÿ íà ôëóîðåñöåíòíûõ
õàðàêòåðèñòèêàõ òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà äàííîãî áåëêà.

2. Ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ çàâèñèìîñòè ôîòîôèçè-
÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â àëüáóìèíàõ ïðè èçìåíå-
íèè ñòðóêòóðû áåëêà ïðè ñïåöèôè÷íîì è íåñïåöèôè÷íîì ñâÿçûâàíèè
êàòèîííîãî äåòåðãåíòà (CTAB). Ïîêàçàíî, ÷òî â äàííîì ñëó÷àå òè-
ðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ íå ïîçâîëÿåò çàðåãèñòðèðîâàòü èçìåíåíèå
ñòðóêòóðû ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà. Íà îñíîâàíèè ïîäîá-
íîãî îòëè÷èÿ îò àíèîííîãî äåòåðãåíòà áûë ñäåëàí âûâîä, ÷òî ïðè ñâÿ-
çûâàíèè àìôèôèëüíûõ ëèãàíäîâ äëÿ èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëó-
îðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ âàæåí çàðÿä ëèãàíäà. Ïðè ýòîì
óñèëåíèå ôëóîðåñöåíöèè â ñëó÷àå àíèîííîãî ëèãàíäà ñâÿçàíî ñ èçìå-
íåíèåì ðàñïðåäåëåíèÿ çàðÿäîâ â îêðåñòíîñòè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.
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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
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 äëÿ ìîäåëüíîé
ñìåñè îñíîâíûõ áåëêîâ ïëàçìû êðîâè (àëüáóìèíà è èììóíîãëîáóëèíà
ãàììà). Ïîêàçàíî, ÷òî èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè òèðîçèíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè ïëàçìû êðîâè ïðè äîáàâëåíèè SDS ïîëíîñòüþ îáóñëîâëåíî
ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè àëüáóìèíà, ñâÿçàííûìè ñ îáðàçîâàíèåì
êîìïëåêñà ÑÀ×-SDS. Ïðîâåäåíà îöåíêà ÷óâñòâèòåëüíîñòè òèðîçèíî-
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âîé ôëóîðåñöåíöèè ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäîâ, áëèçêèõ ê ÆÊ. Ïî-
êàçàíî, ÷òî ñðåäíåå óâåëè÷åíèå ñå÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ ïðè ïðèñîåäèíåíèè îäíîãî ëèãàíäà ñîñòàâëÿåò 37%.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåä¼ííîå â ðàìêàõ äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû èñ-
ñëåäîâàíèå ïîêàçûâàåò, ÷òî òèðîçèíîâàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÿâëÿåòñÿ èíäèêà-
òîðîì 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.

Àâòîð âûðàæàåò áëàãîäàðíîñòü ñâîåìó íàó÷íîìó ðóêîâîäèòåëþ, ïðî-
ôåññîðó êàôåäðû êâàíòîâîé ýëåêòðîíèêè ôèçè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà ÌÃÓ
Ôàäååâó Âèêòîðó Âëàäèìèðîâè÷ó è ìëàäøåìó íàó÷íîìó ñîòðóäíèêó êà-
ôåäðû êâàíòîâîé ýëåêòðîíèêè ôèçè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà ÌÃÓ Øèðøèíó
Åâãåíèþ Àëåêñàíäðîâè÷ó çà ìíîãî÷èñëåííûå îáñóæäåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ ðåçóëüòàòîâ è ïîìîùü â ïîíèìàíèè ôèçè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿ-
ùèõ â íèõ. Òàêæå àâòîð âûðàæàåò ïðèçíàòåëüíîñòü ñîòðóäíèêàì êàôåäðû
áèîôèçèêè áèîëîãè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà ÌÃÓ çà ïðåäîñòàâëåííîå ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîå îáîðóäîâàíèå.
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Приложение

Â äàííîé ÷àñòè äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû îïèñàíû îñíîâíûå ìåòîäû
ôëóîðåñöåíòíîé è àáñîðáöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè, èñïîëüçóåìûå â äèññåð-
òàöèîííîé ðàáîòå, à òàêæå èõ êîíêðåòíàÿ ðåàëèçàöèÿ. Êðîìå òîãî, îïèñàíà
ïðîöåäóðà ïðèãîòîâëåíèÿ èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ.

П.1. Оптические методы исследования структуры сложных ор-

ганических соединений и их реализация в данной работе

П.1.1. Стационарная флуоресцентная спектроскопия

Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ áûëè ïîëó÷åíû ñ ïî-
ìîùüþ ôëóîðèìåòðà Fluoromax 4 (Horiba, JobinYvon). Äëÿ âîçáóæäåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè èññëåäóåìûõ ðàñòâîðîâ èñïîëüçîâàëîñü èçëó÷åíèå êñåíîíî-
âîé ëàìïû âûñîêîãî äàâëåíèÿ. Ïàðàìåòðû ýêñïåðèìåíòîâ óêàçàíû â òàá-
ëèöå Ï.1. Âñå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëèñü â êâàðöåâûõ êþâåòàõ îáú¼ìîì 4 ìë
è âíóòðåííèìè ðàçìåðàìè 10 ìì x 40 ìì x 40 ìì, åñëè íå óêàçàíî èíîå.
Íàêîïëåíèå ñèãíàëà äëÿ êàæäîé äëèíû âîëíû ðåãèñòðàöèè ïðîèçâîäèëîñü
â òå÷åíèè 0,1 ñ.

Îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ íå ïðåâûøàëà 0,3. Êîððåêòèðîâêà
ñïåêòðîâ, ïðîâåä¼ííàÿ ïî ìåòîäó, îïèñàííîìó â ñòàòüå [114], íå ïîêàçàëà
ñóùåñòâåííûõ îòëè÷èé, ïîýòîìó ðàñòâîðû ñ÷èòàëèñü îïòè÷åñêè ïðîçðà÷-
íûìè è àíàëèçèðîâàëèñü áåç êîððåêòèðîâêè.

Определение критической концентрации образования мицелл

(ККМ) по флуоресценции пирена

Äåòåðãåíòàìè (â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå - "surfactant") íàçûâàþò-
ñÿ ñîåäèíåíèÿ, îáëàäàþùèå ïîâåðõíîñòíîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðàÿ ÿâëÿåò-
ñÿ ñëåäñòâèåì àìôèôèëüíîñòè � íàëè÷èÿ â ñòðóêòóðå ìîëåêóë äåòåðãåíòà
äâóõ ÷àñòåé: ãèäðîôîáíîãî ¾õâîñòà¿ è ãèäðîôèëüíîé ¾ãîëîâû¿ [115]. Ãèä-
ðîôîáíûé ¾õâîñò¿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé äëèííóþ öåïî÷êó, êîòîðàÿ ìîæåò
áûòü êàê ëèíåéíîé, òàê è ðàçâåòâëåííîé. Äåòåðãåíòû îáû÷íî êëàññèôè-
öèðóþòñÿ ïî çíàêó çàðÿäà ãèäðîôèëüíîé ¾ãîëîâû¿ íà àíèîííûå (îòðèöà-
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Ôëóîðîôîð
Ïàðàìåòðû
âîçáóæäåíèÿ

Ïàðàìåòðû
ðåãèñòðàöèè

𝜆𝐸𝑋𝐶 , íì 𝛿𝜆𝐸𝑋𝐶 , íì 𝜆𝐸𝑀 , íì 𝛿𝜆𝐸𝑀 , íì

Òðèïòîôàí (â
ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè

è â áåëêàõ)
295 2 300 � 500 3

Òðèïòîôàí (â áåëêàõ) 280 2 300 � 500 3

Òèðîçèí (â ñâîáîäíîì
ñîñòîÿíèè è â áåëêàõ)

280 2 300 � 500 3

Ïèðåí 334 10 350 - 480 1

Таблица П.1: Параметры экспериментов по измерению спектров флуоресценции исследуемых

образцов: 𝜆 и 𝛿𝜆 - длина волны (диапазон длин волн в случае канала регистрации) и спек-

тральная ширина щели монохроматора, соответственно. Индекс 𝐸𝑋𝐶 относится к каналу воз-

буждения флуоресценции, индекс 𝐸𝑀 - к каналу её регистрации

òåëüíî çàðÿæåííûå), êàòèîííûå (ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûå) è íåéòðàëü-
íûå (ñîáñòâåííî íåéòðàëüíûå èëè èìåþùèå îäíîâðåìåííî è ïîëîæèòåëüíî
è îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûå ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû) [115]. Äîäåöèëñóëü-
ôàò íàòðèÿ (SDS, C12H25SO4Na) îòíîñèòñÿ ê àíèîííîìó òèïó äåòåðãåíòîâ,
à öåòèëòðèìåòèëàììíîé áðîìèä (CTAB, C19H42BrN) - ê êàòèîííîìó, ñòðóê-
òóðíûå ôîðìóëû êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. Ï.1.

Рис. П.1 : Структура молекул детергентов (a) SDS и (б) CTAB без противоионов [116]

Îäíîé èç õàðàêòåðíûõ îñîáåííîñòåé ýòîãî êëàññà âåùåñòâ ÿâëÿåòñÿ
èõ ñïîñîáíîñòü îáðàçîâûâàòü ìèöåëëû. Îáðàçîâàíèå ìèöåëë çàâèñèò îò
ðàñòâîðèòåëÿ [67] è õàðàêòåðèçóåòñÿ äâóìÿ ïàðàìåòðàìè:

� îïðåäåë¼ííîé òåìïåðàòóðîé, ïðè êîòîðîé ýòîò ïðîöåññ ñòàíîâèòñÿ
âîçìîæíûì (òåìïåðàòóðîé Êðàôòà);

� îïðåäåë¼ííîé êîíöåíòðàöèåé (êðèòè÷åñêàÿ êîíöåíòðàöèÿ îáðàçîâà-
íèÿ ìèöåëë (ÊÊÌ), â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå - ÑÌÑ, critical micelle
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concentration), ïîñëå êîòîðîé íà÷èíàåòñÿ ðåçêàÿ àãðåãàöèÿ â ìèöåë-
ëû [117].

Ïðèñóòñòâóþùèå â ðàñòâîðå ìèöåëëû ìîæíî îõàðàêòåðèçîâàòü àãðåãàöè-
îííûì ÷èñëîì, ðàâíûì ñðåäíåìó ÷èñëó ìîíîìåðîâ, ñîñòàâëÿþùèõ ìèöåë-
ëû [117]. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî ìèöåëëû íå ÿâëÿþòñÿ ñòàòè÷íûìè îáðàçîâà-
íèÿìè, îíè íàõîäÿòñÿ â äèíàìè÷åñêîì ðàâíîâåñèè ñ îêðóæåíèåì: ìîíîìåðû
â ìèöåëëàõ ìîãóò çàìåíÿòüñÿ ïî äèôôóçèîííî-êîíòðîëèðóåìîìó ìåõàíèç-
ìó [115].

Рис. П.2 : Структура молекулы пирена (а) и его спектр флуоресценции в водном растворе

в отсутствии мицелл. На спектре указаны пики (I1 и I3), отношение интенсивностей которых

служит индикатором полярности окружения молекул пирена. Нормировка спектра произве-

дена на значение интенсивности флуоресценции в максимуме

Äëÿ èîííûõ äåòåðãåíòîâ íàëè÷èå äðóãèõ èîíîâ â ðàñòâîðå ñèëüíî
âëèÿåò íà çíà÷åíèå ÊÊÌ [67], ïîýòîìó â äàííîé ðàáîòå ÊÊÌ îïðåäåëÿëàñü
íåïîñðåäñòâåííî äëÿ èñïîëüçóåìîãî áóôåðà (Tris-HCl) ïî ôëóîðåñöåíöèè
ïèðåíà. Ïèðåí � ïîëèàðîìàòè÷åñêîå ñîåäèíåíèå (ðèñ. Ï.2 à), ôëóîðåñöåí-
öèÿ êîòîðîãî ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íàáîð ëèíèé (ðèñ. Ï.2 á). Èçâåñòíî, ÷òî
îòíîøåíèå ïåðâîãî è òðåòüåãî ïèêîâ ôëóîðåñöåíöèè ïèðåíà ìîæåò ñ÷èòàòü-
ñÿ èíäèêàòîðîì ïîëÿðíîñòè îêðóæåíèÿ ìîëåêóëû [118]. Åñëè â ðàñòâîðå
ïèðåíà ïðèñóòñòâóþò ìèöåëëû, òî ìîëåêóëû ïèðåíà âñòðàèâàþòñÿ â íèõ
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Âåùåñòâî ÊÊÌ â áóôåðå ÊÊÌ â âîäå

SDS 0,7 ìÌ
7 ìÌ

7 - 10 ìÌ*

CTAB 0,02 ìÌ 0,92 - 1 ìÌ*
* по данным производителя (SigmaAldrich, USA)

Таблица П.2: Сравнение значений ККМ детергентов (SDS и CTAB) в водном растворе и в

используемом буфере, экспериментально определённых в данной работе

è ïîëÿðíîñòü îêðóæåíèÿ òàêèõ ìîëåêóë ðåçêî ìåíÿåòñÿ. Ñîîòâåòñòâóþùåå
ðåçêîå èçìåíåíèå îòíîøåíèÿ ïåðâîãî è òðåòüåãî ïèêîâ ôëóîðåñöåíöèè (𝐼1𝐼3 )
ñâèäåòåëüñòâóåò î íà÷àëå îáðàçîâàíèÿ ìèöåëë â ðàñòâîðå. Ïèðåí äîñòà-
òî÷íî ñèëüíî ñîðáèðóåòñÿ èç âîäíîãî ðàñòâîðà íà ñòåíêè ñîñóäîâ, îäíàêî
èñïîëüçîâàíèå äëÿ äåòåêòèðîâàíèÿ ìèöåëë èìåííî îòíîøåíèÿ ïèêîâ åãî
ôëóîðåñöåíöèè ñíèìàåò äàííîå ýêñïåðèìåíòàëüíîå îãðàíè÷åíèå.

Рис. П.3 : Зависимость от концентрации детергентов (SDS - чёрным и синим, CTAB - крас-

ным) отношения первого (I1) и третьего (I3) пиков флуоресценции пирена в буфере (чёрным

и красным) и в воде (синим)

Ðåçóëüòàò îïðåäåëåíèÿ ÊÊÌ äëÿ SDS è CTAB â èñïîëüçóåìîì áó-
ôåðå, à òàêæå äëÿ SDS â âîäå ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. Ï.3. Îòíîøåíèå 𝐼1

𝐼3
â

îòñóòñòâèè ìèöåëë îäèíàêîâî äëÿ âñåõ òð¼õ ñëó÷àåâ, îäíàêî ðàçëè÷àåòñÿ
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äëÿ SDS è CTAB, ñëåäîâàòåëüíî, ïîëÿðíîñòü ñðåäû âíóòðè ìèöåëë äëÿ
èñïîëüçóåìûõ äåòåðãåíòîâ ðàçëè÷íà. Èç ðèñ. Ï.3 âèäíî, ÷òî äëÿ âîäû çíà-
÷åíèå ÊÊÌ ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ïðîèçâîäèòåëÿ ðåàêòèâà. Ñðàâíåíèå
ÊÊÌ äëÿ èñïîëüçóåìûõ äåòåðãåíòîâ â âîäå è áóôåðå, ïðèâåä¼ííîå â òàá-
ëèöå Ï.2, ïîêàçûâàåò, ÷òî íàëè÷èå áóôåðà ñíèæàåò ÊÊÌ ïðèìåðíî â 10
ðàç.

Определение вклада флуоресценции тирозиновых остатков в

полный спектр флуоресценции альбумина в растворе

Ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû 280 íì è 295 íì ôîðìà ñïåêòðà
ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíà, äåíàòóðèðîâàííîãî äåòåðãåíòîì SDS, ðàçëè÷íà
(ðèñ. Ï.4), ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ íàëè÷èåì òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ áåëêà, ïîãëî-
ùåíèå êîòîðûõ ñóùåñòâåííî â ïåðâîì ñëó÷àå, à âî âòîðîì - èì ìîæíî ïðå-
íåáðå÷ü [119]. Èçâåñòíî, ÷òî ôîðìà ñïåêòðà òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè
íå ìåíÿåòñÿ îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ â âûáðàííîì äèàïàçîíå [76], ïî-
ýòîìó ðàçëè÷èå â ôîðìå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè áåëêà, ïðèâåä¼ííîå íà ðèñ.
Ï.4, îïðåäåëÿåòñÿ âêëàäîì òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñïåêòð àëüáóìèíà.

Â äàííîé ðàáîòå äëÿ îïðåäåëåíèÿ âêëàäà òèðîçèíîâûõ è òðèïòîôà-
íîâûõ îñòàòêîâ ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíà ïðè âîçáóæäåíèè íà
äëèíå âîëíû 280 íì ðàñêëàäûâàëèñü íà ñóììó äâóõ ñîñòàâëÿþùèõ (ïî àíà-
ëîãèè ñ ðàáîòàìè [71,76,77]) ñ èñïîëüçîâàíèåì ñëåäóþùèõ ïðåäïîëîæåíèé:

� êîðîòêîâîëíîâàÿ ÷àñòü ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíà (300-
375 íì) ñîîòâåòñòâóåò ñóììå âêëàäîâ òèðîçèíîâûõ è òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ;

� äëèííîâîëíîâàÿ ÷àñòü ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíà (375-
500 íì) îïðåäåëÿåòñÿ òîëüêî âêëàäîì òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, ôîð-
ìà ñïåêòðà êîòîðûõ íå çàâèñèò îò äëèíû âîëíû âîçáóæäàþùåãî èç-
ëó÷åíèÿ è ýêñïåðèìåíòàëüíî èçìåðÿåòñÿ äëÿ êàæäîãî îáðàçöà ïðè
âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû 295 íì.

Íà îñíîâàíèè óêàçàííûõ ïðåäïîëîæåíèé ôëóîðåñöåíöèÿ áåëêà ïðè êîðîò-
êîâîëíîâîì âîçáóæäåíèè 𝐼280𝑆𝐴 ìîæåò áûòü ïðåäñòàâëåíà êàê ñóììà

𝐼280𝑆𝐴 = 𝐼280𝑇𝑦𝑟 + 𝐼280𝑇𝑟𝑝 = 𝐼280𝑇𝑦𝑟 + 𝛼𝐼295𝑇𝑟𝑝, (Ï.1)

ãäå ôîðìà ïîëîñû òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ïðè âîçáóæäåíèè íà
äëèíå âîëíû 280 íì 𝐼280𝑆𝐴 ñîâïàäàåò ñ òàêîâîé 𝐼295𝑇𝑟𝑝, èçìåðåííîé ïðè âîç-
áóæäåíèè íà äëèíå âîëíû 295 íì, à ìàñøòàáèðóþùèé êîýôôèöèåíò 𝛼
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Рис. П.4 : Отличие формы спектра флуоресценции БСА при возбуждении на 280 нм (чёр-

ным) и 295 нм (красным), обусловленное вкладом тирозиновой флуоресценции, в присутствии

детергента. Концентрация БСА - 4.1 мкМ. Концентрация SDS - 32.86 мМ. Нормировка спек-

тров произведена на значение интенсивности флуоресценции в максимуме

ïîäëåæèò îïðåäåëåíèþ. Ñ÷èòàÿ, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè äåòåðãåíòà ïîëîñà òè-
ðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî óçêîé, ìîæíî îïðåäåëèòü
íåèçâåñòíûé êîýôôèöèåíò 𝛼 ïóò¼ì ìèíèìèçàöèè íåâÿçêè:

𝜒2 =
∑︁
𝜆>375

{𝐼280𝑆𝐴 ([𝑆𝐷𝑆], 𝜆) − 𝛼𝐼295𝑆𝐴 ([𝑆𝐷𝑆], 𝜆)}2 = 𝑚𝑖𝑛. (Ï.2)

Êîððåêòíîñòü îïèñàííîãî àëãîðèòìà ðàçëîæåíèÿ ñïåêòðîâ íà òèðî-
çèíîâóþ è òðèïòîôàíîâóþ ñîñòàâëÿþùèå ïîäòâåðæäàëàñü íåèçìåííîñòüþ
ôîðìû âîññòàíîâëåííîé ñïåêòðàëüíîé ïîëîñû òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïðè
äîáàâëåíèè ëèãàíäîâ è äåíàòóðèðóþùèõ àãåíòîâ [59, 120]. Ðåçóëüòàò ïðè-
ìåíåíèÿ àëãîðèòìà ðàçëîæåíèÿ ñïåêòðîâ äëÿ ìàêñèìàëüíîé (32.86 ìÌ) è
ìèíèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè (0) SDS ïðèâåä¼í íà ðèñ. Ï.5.

Îïðåäåëåíèå ïîëîæåíèÿ ìàêñèìóìà ñïåêòðà òðèïòîôàíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè áåëêà (ïðè âîçáóæäåíèè íà 295 íì) ïðîèçâîäèëîñü ïîñëå åãî
ñãëàæèâàíèÿ ìåòîäîì Ñàâèöêîãî-Ãîëýÿ [121] (ñ èñïîëüçîâàíèåì îêíà øè-
ðèíîé 21 òî÷êà ïî ìîäåëè ïîëèíîìà 4 ñòåïåíè), êîòîðîå ïîçâîëÿåò òî÷íåå
îïðåäåëÿòü ïîëîæåíèå ìàêñèìóìà è ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà çíà÷åíèÿ èí-
òåíñèâíîñòè â ìàêñèìóìå. Øèðèíà îêíà ñãëàæèâàíèÿ áûëà âûáðàíà áîëü-
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Рис. П.5 : Пример разложения спектров флуоресценции БСА при возбуждении на 280 нм

(чёрным) на тирозиновую (синим) и триптофановую (красным) составляющие в отсутствии

([SDS] = 0) (пунктир) и в присутствии детергента ([SDS] = 32.8 мМ) (сплошная линия). Кон-

центрация БСА - 4.1 мкМ

øîé, ò. ê. ñïåêòðû èìåëè ïðîñòóþ ñòðóêòóðó (îäèí øèðîêèé ìàêñèìóì),
ïîýòîìó òàêîå îïðåäåëåíèå ïîëîæåíèÿ ìàêñèìóìà áûëî êîððåêòíûì. Ïî-
ãðåøíîñòü äàííîãî ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ íå ïðåâûøàåò 1.1%.

Определение эффекта тяжёлого атома с помощью облучения рас-

твора белка лазерными импульсами с различной частотой повто-

рения

Äëÿ ðåãèñòðàöèè ýôôåêòà òÿæ¼ëîãî àòîìà èñïîëüçîâàëñÿ ëàçåðíûé
ôëóîðèìåòð, â êîòîðîì äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè áûëà âûáðàíà
÷åòâ¼ðòàÿ ãàðìîíèêà èìïóëüñíûõ YAG:Nd3+ ëàçåðîâ (äëèíà âîëíû 266 íì,
äëèòåëüíîñòü èìïóëüñà 10 íñ), êîòîðûå îòëè÷àëèñü ÷àñòîòîé ïîâòîðåíèÿ è
ýíåðãèåé â èìïóëüñå (1 êÃö è 2 ìêÄæ; 10 Ãö è 200 ìêÄæ). Âñå èçìåðåíèÿ
ïðîâîäèëèñü â êâàðöåâîé ìèêðîêþâåòå îáú¼ìîì 0,54 ìë è âíóòðåííèìè
ðàçìåðàìè 4 ìì õ 4 ìì õ 34 ìì, â êîòîðóþ ëàçåðíîå èçëó÷åíèå çàâîäè-
ëîñü ÷åðåç äíî äëÿ îáëó÷åíèÿ âñåãî îáú¼ìà èññëåäóåìîãî îáðàçöà. Ñèãíàë
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ôëóîðåñöåíöèè ðåãèñòðèðîâàëñÿ ïðè ïîìîùè ïîëèõðîìàòîðà, íà âûõîäå
êîòîðîãî áûëà óñòàíîâëåíà CCD-ìàòðèöà ñ óñèëèòåëåì ÿðêîñòè.

Íàáëþäàåìîå â äàííîé ðàáîòå óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè ïðè îáëó÷åíèè èìïóëüñàìè ñ ÷àñòîòîé 10 Ãö ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì
ôîòîäåãðàäàöèè îáðàçöà, ò.å. îáðàçîâàíèåì íå âîññòàíàâëèâàåìîãî ôîòî-
ïðîäóêòà. Åñëè ïîìèìî îáðàçîâàíèÿ òàêèõ ôîòîïðîäóêòîâ â èññëåäóåìîé
ñèñòåìå âîçìîæíî îáðàçîâàíèå íå ôëóîðåñöèðóþùåãî ñîñòîÿíèÿ ñ õàðàê-
òåðíûì âðåìåíåì ðåëàêñàöèè â èíòåðâàëå îò 1 ìñ äî 0,1 ñ, òî ïðè îáëó÷åíèè
èìïóëüñàìè ñ ÷àñòîòîé 1 êÃö è áîëåå ÷èñëî ôëóîðîôîðîâ â òàêîì ñîñòîÿ-
íèè áóäåò íàêàïëèâàòüñÿ. Óâåëè÷åíèå ÷èñëà ìîëåêóë â íå ôëóîðåñöèðóþ-
ùåì ñîñòîÿíèè áóäåò ïðèâîäèòü ê îáåäíåíèþ îñíîâíîãî, à ñëåäîâàòåëüíî,
ê áîëåå áûñòðîìó óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè òàêîì
îáëó÷åíèè ïî ñðàâíåíèþ ñ îáëó÷åíèåì ðåäêèìè èìïóëüñàìè.

П.1.2. Время-разрешённая флуоресцентная спектроскопия

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïàðàìåòðîâ ðåëàêñàöèè âîçáóæä¼ííûõ ñîñòîÿíèé
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (Tyr è Trp), à òàêæå ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà
Íèëüñêîãî êðàñíîãî èñïîëüçîâàëàñü óñòàíîâêà, ïîçâîëÿþùàÿ ðåãèñòðèðî-
âàòü êèíåòèêè ôëóîðåñöåíöèè äëÿ ðàçíûõ äëèí âîëí ðåãèñòðàöèè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì âðåìÿ-êîððåëèðîâàííîãî ñ÷¼òà ôîòîíîâ.

Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà âîçáóæäàþùåãî èçëó÷åíèÿ èñïîëüçîâàëèñü èì-
ïóëüñíûå ëàçåðíûå äèîäû ñ äëèíîé âîëíû 280 íì (äëÿ âîçáóæäåíèÿ ñîá-
ñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ) è 515 íì (äëÿ âîçáóæäåíèÿ ñîáñòâåííîé
ôëóîðåñöåíöèè çîíäà Íèëüñêîãî êðàñíîãî). Îñòàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè èñ-
òî÷íèêîâ ïðèâåäåíû â òàáëèöå Ï.3.

Ðåãèñòðàöèÿ êèíåòèêè ôëóîðåñöåíöèè ïðîèçâîäèëàñü ñ ïîìîùüþ
øåñòíàäöàòèêàíàëüíîãî ôîòîýëåêòðîííîãî óìíîæèòåëÿ (ÔÝÓ) (PML-16,
Becker & Hickl) è ïîëèõðîìàòîðà, îñíàù¼ííîãî äèôðàêöèîííîé ðåø¼òêîé
(600 øòð./ìì èëè 1200 øòð./ìì). Èòîãîâàÿ øèðèíà ñïåêòðà ñîñòàâëÿëà 200
íì, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîé ðåø¼òêè ïðèâîäèëî ê èíòåãðèðî-
âàíèþ ñèãíàëà â êàæäîì êàíàëå ÔÝÓ ïî ÷àñòè ñïåêòðà øèðèíîé 12,5 íì
èëè 6.25 íì. Êàëèáðîâêà ïîëèõðîìàòîðà îñóùåñòâëÿëàñü ñ ïîìîùüþ èç-
ëó÷åíèÿ ëàçåðíîãî äèîäà íà äëèíå âîëíû 405 íì. Âðåìÿ íàêîïëåíèÿ äëÿ
âñåõ îáðàçöîâ ñîñòàâëÿëî 30 ñåê, ÷òî äàâàëî îïòèìàëüíûé óðîâåíü ñèãíàëà
äëÿ ïðîöåäóðû äåêîíâîëþöèè â ïðîãðàììå SPCImage (Becker and Hickl),
ïîäðîáíî îïèñàííîé â [122].
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Ïàðàìåòð

Äëèíà âîëíû 280 íì 510 íì

Øèðèíà ñïåêòðà 10 íì 10 íì
Äëèòåëüíîñòü

èìïóëüñà (FWHM)
700 ïñ 100 ïñ

×àñòîòà ïîâòîðåíèé
èìïóëüñîâ

10 ÌÃö 50 ÌÃö

Ìîùíîñòü èìïóëüñà 0,8 ìêÂò 130 ìÂò

Ïðîèçâîäèòåëü Edinburgh Instruments
ÎÎÎ

¾Èíòåãðèðîâàííûå
òåõíîëîãèè¿

Таблица П.3: Параметры лазерных диодов, используемых в экспериментах по измерению вре-

мени затухания флуоресценции альбуминов и флуоресцентного зонда Нильского красного

Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò âðåìåíè äëÿ òðèïòî-
ôàíîâûõ îñòàòêîâ ðåãèñòðèðîâàëàñü â êàíàëå ÔÝÓ, áëèçêîì ê ìàêñèìóìó
èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôàíà â íàòèâíîì áåëêå (𝜆𝑇𝑟𝑝 ∼ 355 íì). Íà îñíî-
âàíèè äàííûõ î ðàçëîæåíèè ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè (ñì. Ï.1.1) ìîæíî
ñ÷èòàòü, ÷òî íà äàííîì êàíàëå âêëàäîì òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â êèíåòèêó
ôëóîðåñöåíöèè ìîæíî ïðåíåáðå÷ü. Ìèíèìàëüíàÿ íåâÿçêà ïðè îïðåäåëåíèè
âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíîâ ïðè ðåãèñòðàöèè íà äëèíå
âîëíû 𝜆𝑇𝑟𝑝 äîñòèãàëàñü ïðè îáðàáîòêå êèíåòèê áèýêñïîíåíöèàëüíûìè çà-
âèñèìîñòÿìè.

Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò âðåìåíè, ñîîòâåòñòâó-
þùàÿ ñóììå ñèãíàëîâ äëÿ òðèïòîôàíîâûõ è òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, ðåãè-
ñòðèðîâàëàñü â êàíàëå ÔÝÓ, êîòîðûé, ñ îäíîé ñòîðîíû, îáëàäàåò äîñòà-
òî÷íîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ äëÿ ïðîâåäåíèÿ ïðîöåäóðû äåêîíâîëþöèè, à ñ
äðóãîé ñòîðîíû, íàõîäèòñÿ â ïîëîñå ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ
(𝜆𝑇𝑦𝑟 ∼ 310 íì). Ìèíèìàëüíàÿ íåâÿçêà ïðè îïðåäåëåíèè âðåìåíè çàòóõàíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíîâ ïðè ðåãèñòðàöèè íà äëèíå âîëíû 𝜆𝑇𝑦𝑟 äîñòèãà-
ëàñü ïðè îáðàáîòêå êèíåòèê òðèýêñïîíåíöèàëüíûìè çàâèñèìîñòÿìè.

Íà îñíîâàíèè ñðàâíåíèÿ çàâèñèìîñòåé îò êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà
âîññòàíàâëèâàåìûõ âðåì¼í çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè ðåãèñòðàöèè íà
äëèíå âîëíû 𝜆𝑇𝑟𝑝, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò òðèïòîôàíîâûì îñòàòêàì, äâà
á�îëüøèõ èç òð¼õ âîññòàíàâëèâàåìûõ âðåì¼í çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè
ðåãèñòðàöèè íà äëèíå âîëíû 𝜆𝑇𝑦𝑟 áûëè îòíåñåíû ê òðèïòîôàíîâûì îñòàò-
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êàì áåëêà. Èçó÷åíèå ïîâåäåíèÿ êîìïîíåíò êèíåòèêè ôëóîðåñöåíöèè, îòíî-
ñÿùèõñÿ ê òðèïòîôàíîâûì îñòàòêàì â áåëêàõ âûõîäèò çà ïðåäåëû äàííîé
äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû, ïîýòîìó äëÿ àíàëèçà èçìåíåíèÿ èõ îêðóæåíèÿ
èñïîëüçîâàëîñü ñðåäíåå âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, îïðåäåëÿåìîå ïî
ôîðìóëå:

⟨𝜏⟩ =
∑︁
𝑖=1,2

𝜏𝑖𝑎𝑖, (Ï.3)

ñ ó÷¼òîì àìïëèòóä (𝑎𝑖) âðåì¼í (𝜏𝑖), ñîîòâåòñòâóþùèõ äàííîìó òèïó àìè-
íîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Ìåíüøåå èç òð¼õ âîññòàíàâëèâàåìûõ âðåì¼í çàòó-
õàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè ðåãèñòðàöèè íà äëèíå âîëíû 𝜆𝑇𝑦𝑟 (𝜏3) áûëî îò-
íåñåíî ê òèðîçèíîâûì îñòàòêàì áåëêà. Ðàçíûé õàðàêòåð çàâèñèìîñòè îò
êîíöåíòðàöèè äîáàâëÿåìûõ õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ 𝜏3 è ⟨𝜏⟩ (ñì. ðèñ. 2.6) òàê-
æå ïîäòâåðæäàåò êîððåêòíîñòü ñäåëàííîé â äàííîé ðàáîòå èíòåðïðåòàöèè
êîìïîíåíò êèíåòèêè ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè àëüáóìèíà.

П.1.3. Абсорбционная спектроскопия

Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ áûëè ïîëó÷åíû ñ ïîìî-
ùüþ ñïåêòðîôîòîìåòðà Lambda 25 (Perkin-Elmer) â äèàïàçîíå äëèí âîëí
250-600 íì, ñïåêòðàëüíàÿ øèðèíà ùåëè ìîíîõðîìàòîðà áûëà âûáðàíà 1 íì,
ñêîðîñòü ïîâîðîòà ðåø¼òêè ìîíîõðîìàòîðà ñîñòàâëÿëà 960 íì/ìèí. Âñå èç-
ìåðåíèÿ ïðîâîäèëèñü â êâàðöåâûõ êþâåòàõ îáú¼ìîì 4 ìë è äëèíîé îïòè-
÷åñêîãî ïóòè 10 ìì.

Характеристика мутности раствора

Â ñòàíäàðòíîé ñõåìå èçìåðåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè èñòî÷íèê, îá-
ðàçåö è äåòåêòîð ðàñïîëàãàþòñÿ íà îäíîé ïðÿìîé, ïîýòîìó ñèãíàë äåòåê-
òîðà èçìåðÿåò ïîëíîå îñëàáëåíèå ñèãíàëà èñòî÷íèêà, ñâÿçàííîå íå òîëüêî
ñ ïîãëîùåíèåì, íî è ñ ðàññåèâàíèåì ñâåòà, ïðè÷¼ì âêëàä ðàññåÿíèÿ ïàäàåò
ñ óâåëè÷åíèåì äëèíû âîëíû ñâåòà. Äðóãèìè ñëîâàìè, åñëè åñòü àïðèîð-
íàÿ èíôîðìàöèÿ îá îòñóòñòâèè çíà÷èòåëüíîãî ïîãëîùåíèÿ èññëåäóåìûì
âåùåñòâîì â êàêîé-ëèáî îáëàñòè ñïåêòðà, òî îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü â ýòîé
îáëàñòè ñïåêòðà ïîçâîëÿåò îöåíèòü èçìåíåíèå ðàññåÿíèÿ è óêàçàòü íà âîç-
ìîæíîå óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ÷àñòèö â èññëåäóåìîì îáðàçöå [27, 65, 75]. Â
äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâî-
ðîâ áåëêîâ ïðè èññëåäóåìûõ âíåøíèõ âîçäåéñòâèÿõ îïðåäåëÿëîñü ïî îòëè-
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Âåùåñòâî 𝜆, íì 𝜖, Ì−1ñì−1 Ññûëêà

ÑÀ× 280 3,5· 104 [123]

ÁÑÀ 295 4,4· 104 [123]

NO−
3 300 7.14 [124]

Òðèïòîôàí 280 5501 [119]

Òèðîçèí 275 1399 [119]

Íèëüñêèé êðàñíûé 555 2,0· 104 -

Таблица П.4: Значение коэффициентов экстинкции 𝜖 на длине волны 𝜆 для используемых в

работе веществ. Для флуоресцентного красителя Нильского красного 𝜖 определён эксперимен-

тально, что согласуется с литературными данными [49]

÷èþ çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îáðàçöà è èñïîëüçóåìîãî áóôåðà íà
äëèíå âîëíû 600 íì.

Определение концентраций веществ

Â ñëó÷àå îòñóòñòâèÿ çíà÷èòåëüíîãî ðàññåÿíèÿ çíà÷åíèå ðàçíîñòè îï-
òè÷åñêèõ ïëîòíîñòåé ðàñòâîðà èññëåäóåìîãî è áóôåðà íà õàðàêòåðíîé äëÿ
äëèíå âîëíû ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü êîíöåíòðàöèþ äàííîãî âåùåñòâà â ðàñ-
òâîðå ïî åãî êîýôôèöèåíòó ýêñòèíêöèè. Äëÿ èñïîëüçóåìûõ â äàííîé äèñ-
ñåðòàöèîííîé ðàáîòå âåùåñòâ çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòîâ ýêñòèíêöèè ïðèâå-
äåíû â òàáëèöå Ï.4

Анализ спектров поглощения с помощью взятия производной

четвёртого порядка

Êàê áûëî óêàçàíî â Ãëàâå 2 íàñòîÿùåé ðàáîòû, â îòëè÷èå îò ñïåêòðîâ
ôëóîðåñöåíöèè ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ðåçóëüòàò ïåðå-
êðûâàíèÿ óøèðåííûõ â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ îêðóæåíèåì ñïåêòðîâ
ïîãëîùåíèÿ àìèíîêèñëîò [43,44,80]. Ðàáîòà [42] ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ïåðâûõ,
â êîòîðîé áûë îïèñàí ìåòîä äèôôåðåíöèðîâàíèÿ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ è
åãî ïðèìåíåíèå ê ðåàëüíûì ðàñòâîðàì (ìîäåëüíûì áèíàðíûì è òðèíàðíûì
ñìåñÿì àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò - ôåíèëàëàíèíà, òèðîçèíà è òðèïòî-
ôàíà), ïîçâîëÿþùèé îõàðàêòåðèçîâàòü ñîñòàâ ðàñòâîðà.

Â îñíîâå äàííîãî ìåòîäà ëåæèò ÷èñëåííîå äèôôåðåíöèðîâàíèå ñïåê-
òðà ñëîæíîé ôîðìû äëÿ âûÿâëåíèÿ áëèçêèõ (è äàæå ñîâïàäàþùèõ ïî ïî-
ëîæåíèþ ìàêñèìóìà, íî îòëè÷àþùèõñÿ ïî øèðèíå) ïåðåêðûâàþùèõñÿ ïî-
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ëîñ ïîãëîùåíèÿ ðàçëè÷íîé èíòåíñèâíîñòè, õàðàêòåðíûõ äëÿ áèîëîãè÷åñêèõ
îáúåêòîâ. Â ðàáîòàõ [80, 125] ïîêàçàíî, ÷òî âçÿòèå ïðîèçâîäíîé âòîðîãî
è ÷åòâ¼ðòîãî ïîðÿäêîâ îò ìîäåëüíûõ ñïåêòðîâ, ÿâëÿþùèõñÿ ñóììîé ïå-
ðåêðûâàþùèõñÿ ãàóññîâûõ ôóíêöèé, ïîçâîëÿåò çàðåãèñòðèðîâàòü íàëè÷èå
èõ ñòðóêòóðû, êîòîðàÿ ïðàêòè÷åñêè íåóëîâèìà ïðè àíàëèçå èñõîäíûõ ñïåê-
òðîâ. Ñëîæíîñòü íà ìîìåíò íàïèñàíèÿ ðàáîòû [80] çàêëþ÷àëàñü â îòñóò-
ñòâèè ÷èñëåííîãî äèôôåðåíöèðîâàíèÿ, ÷òî áûëî ïðåîäîëåíî â óêàçàííîé
ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ ðàäèîòåõíè÷åñêèõ óñòðîéñòâ äëÿ èçìåðå-
íèÿ ïðîèçâîäíîé ñèãíàëà.

Áîëåå äåòàëüíîå îïèñàíèå è âåðèôèêàöèÿ ìåòîäà àíàëèçà ñïåêòðîâ ïî
èõ ïðîèçâîäíûì áûëè ïðîâåäåíû â ñòàòüå [125]. Â äàííîé ðàáîòå èññëåäîâà-
ëèñü íå òîëüêî ãàóññîâû, íî è ëîðåíöåâû ôîðìû ëèíèé, à òàêæå èõ ñóììà
ñ ðàçëè÷íûì ïàðöèàëüíûì ñîîòíîøåíèåì. Àâòîðàìè ïîêàçàíî, ÷òî ìàêñè-
ìóìû ïîãëîùåíèÿ è ïðîèçâîäíûõ ÷¼òíûõ ïîðÿäêîâ ñîâïàäàþò, à øèðèíà
ïèêîâ ñóæàåòñÿ, òåì ñàìûì óâåëè÷èâàåòñÿ èõ ðàçðåøåíèå. Òàê, ëîðåíöåâà
ôîðìà ëèíèè ñ øèðèíîé 20 íì íà ïîëóâûñîòå ïðè âçÿòèè ÷åòâ¼ðòîé ïðî-
èçâîäíîé èìååò ïèê ñ øèðèíîé 4 íì (â 5 ðàçà �óæå). Óìåíüøåíèå øèðèíû
ïèêà ïðè âçÿòèè âòîðîé è ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé îò ëîðåíöåâîé è ãàóññî-
âîé ôîðìû ëèíèè ïðèâåäåíî íà ðèñ. Ï.6 à è á, ñîîòâåòñòâåííî, è â òàáëèöå
Ï.5. Ïðè ýòîì îòëè÷èå ìåæäó øèðèíîé âòîðîé è ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíûìè
íåçíà÷èòåëüíîå, îäíàêî â îòëè÷èè îò âòîðîé ïðîèçâîäíîé ïîëîæåíèå ìàê-
ñèìóìà ÷åòâ¼ðòîé ñîâïàäàåò ñ ïîëîæåíèåì ìàêñèìóìà èñõîäíîé ïîëîñû.

Рис. П.6 : Изменение ширины пика при взятии производных для лоренцевой (а) и гауссо-

вой (б) формы линии (чёрным). Красным показана их вторая производная, синим - четвёртая.

Нормировка зависимостей произведена так, чтобы пиковое значение равнялось 1 для функции

и её четвёртой производной и -1 для её второй производной
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Ïîðÿäîê ïðîèçâîäíîé Ëîðåíöåâà ôîðìà ëèíèè Ãàóññîâà ôîðìà ëèíèè

0 20 íì 20 íì
2 6,6 íì 12,5 íì
4 4 íì 9,6 íì

Таблица П.5: Изменение полной ширины пика на полувысоте (FWHM) для лоренцевой и гаус-

совой формы линии при взятии производной

Íà îñíîâàíèè ïðèâåä¼ííûõ äàííûõ íà ðèñ. Ï.6 è â òàáëèöå Ï.5 ïî àíà-
ëîãèè ñ ðàáîòîé [125] ìîæíî îòìåòèòü ñëåäóþùèå ïðåèìóùåñòâà àíàëèçà
÷¼òíûõ ïðîèçâîäíûõ:

� ïîëîæåíèå ìàêñèìóìà ñîîòâåòñòâóåò ìàêñèìóìàì èñõîäíûì ñïåê-
òðàì, åñëè íîìåð ïðîèçâîäíîé äåëèòñÿ íà 4; åñëè æå íîìåð ïðîèçâîä-
íîé íå äåëèòñÿ íà 4, òî äëÿ ïîäîáíîãî ñîâïàäåíèÿ ïîëîæåíèÿ ìàêñè-
ìóìîâ íàäî âçÿòü ïðîèçâîäíóþ ñ îáðàòíûì çíàêîì;

� ïðè óâåëè÷åíèè ïîðÿäêà ïðîèçâîäíîé, øèðèíà å¼ ïèêà ñóæàåòñÿ.

Îñíîâíàÿ ïðîáëåìà àíàëèçà ðåàëüíûõ ñïåêòðîâ, îòìå÷åííàÿ â ðàáî-
òå [125], - ýòî íàëè÷èå øóìîâ ýñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííûõ äàííûõ. Òàê,
àìïëèòóäà 𝑛-é ïðîèçâîäíîé 1%-íîãî øóìà óâåëè÷èâàåòñÿ ñ ðîñòîì å¼ ïî-
ðÿäêà â 2𝑛 ðàç. Äëÿ ôèëüòðàöèè øóìîâ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ìåòîäîì
ìîæíî ñ÷èòàòü ìåòîä Ñàâèöêîãî-Ãîëýÿ, ïîäðîáíî îïèñàííûé â ðàáîòå [121].

Íà ðèñ. Ï.7 à ïðèâåäåíû ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ äëÿ àðîìàòè÷åñêèõ
àìèíîêèñëîò (ïî äàííûì [119]), ñãëàæåííûå ïî àëãîðèòìó Ñàâèöêîãî-Ãîëåÿ
[121] ñ íàèìåíüøèì ðàçìåðîì îêíà ôèëüòðàöèè (9 òî÷åê) äëÿ ïîñëåäóþùå-
ãî âçÿòèÿ ïðîèçâîäíûõ ÷åòâ¼ðòîãî ïîðÿäêà (ðèñ. Ï.7 á).

Ïðè äàëüíåéøåì ðàçâèòèè ìåòîäà àíàëèçà ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé
ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ äëÿ õàðàêòåðèñòèêè áåëêîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îíà
ÿâëÿåòñÿ âûãîäíûì êîìïðîìèññîì ìåæäó óëó÷øåíèåì ðàçðåøåíèÿ ïèêîâ
è óâåëè÷åíèåì óðîâíÿ øóìà ( [43,44,121,125]).

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ îêðóæåíèÿ òèðîçèíà â ðàáîòàõ [43�45, 80, 121, 125]
èñïîëüçóþòñÿ ñëåäóþùèå õàðàêòåðèñòèêè ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé ñïåêòðà
ïîãëîùåíèÿ áåëêà (ðèñ. Ï.8):

� ïîëîæåíèå ïèêîâ 𝜆1 è 𝜆2, âòîðîé èç êîòîðûõ ñîîòâåòñòâóåò 0-0 ïåðå-
õîäó ôåíîëüíîãî êîëüöà òèðîçèíà;

� îòíîøåíèå 𝑅 = 𝑝2
𝑝1
).
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Рис. П.7 : Спектры поглощения (а) и их четвёртые производные (б) для водных раство-

ров ароматических аминокислот: фенилаланина (чёрным), тирозина (красным) и триптофана

(синим)

Îòíîøåíèå 𝑅 çàâèñèò â îñíîâíîì îò ãåòåðîãåííîñòè îêðóæåíèÿ òèðî-
çèíà (åãî ðîñò ãîâîðèò î áîëåå ñõîäíîì îêðóæåíèè ðàçëè÷íûõ òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ) è íå ñèëüíî çàâèñèò îò íàëè÷èÿ âîäîðîäíîé ñâÿçè ÎÍ-ãðóïïû òè-
ðîçèíà. Íàïðîòèâ, çíà÷åíèå ïîëîæåíèÿ 0-0 ïåðåõîäà ôåíîëüíîãî êîëüöà 𝜆2

â îñíîâíîì õàðàêòåðèçóåò âåëè÷èíó óêàçàííîé âîäîðîäíîé ñâÿçè è â ìåíü-
øåé ñòåïåíè ãåòåðîãåííîñòü îêðóæåíèÿ òèðîçèíà.

Â äàííîé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå àíàëèç ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé
ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ áûë âûïîëíåí ïî àíàëîãèè ñ ðàáîòîé [81]. ×åòâ¼ðòàÿ
ïðîèçâîäíàÿ èçìåðåííûõ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ îïðåäåëÿëàñü ïî àëãîðèòìó
Ñàâèöêîãî-Ãîëýÿ [43,45,121,126] ñ íàèìåíüøèì ðàçìåðîì îêíà ôèëüòðàöèè
(9 òî÷åê). Ê ðàññ÷èòàííîé òàêèì îáðàçîì ÷åòâ¼ðòîé ïðîèçâîäíîé ñïåêòðîâ
ïîãëîùåíèÿ áûëà ïðèìåíåíà èíòåðïîëÿöèÿ êóáè÷åñêîé çàâèñèìîñòüþ, ÷òî
óëó÷øàåò ðàçðåøåíèå ïèêîâ ïðîèçâîäíîé äî 0,05 íì [81]. Â êà÷åñòâå îñ-
íîâíûõ ïàðàìåòðîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ èçìåíåíèå îêðóæåíèÿ òèðîçèíà â
àëüáóìèíå ïðè âíåøíåì âîçäåéñòâèè, áûëè âûáðàíû îòíîøåíèå 𝑅 è äëèíà
âîëíû 0-0 ïåðåõîäà ôåíîëüíîãî êîëüöà 𝜆2.

П.2. Приготовление образцов

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðîâ â äàííîé ðàáîòå èñïîëüçîâàëàñü äâà-
æäû äèñòèëëèðîâàííàÿ âîäà, ïîëó÷åííàÿ ïðè ïîìîùè ñòåêëÿííîãî áèäè-
ñòèëëÿòîðà ÁÑ (ÎÀÎ "Õèìëàáîðïðèáîð"). Ïðîâåðêà ïîëó÷àåìîãî áèäè-
ñòèëëÿòà ïîêàçàëà, ÷òî ýëåêòðîïðîâîäíîñòü è ñîäåðæàíèå îñíîâíûõ êîìïî-
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Рис. П.8 : Четвёртая производная спектра поглощения БСА в нативном состоянии и пара-

метры, используемые при её анализе (по [43–45,80,121,125]). Концентрация БСА - 4.1 мкМ

íåíòîâ íàõîäÿòñÿ â ïðåäåëàõ ïðåäåëüíî äîïóñòèìûõ çíà÷åíèé. Ñ òî÷êè çðå-
íèÿ îïòè÷åñêèõ ñâîéñòâ, âêëàä ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçóåìîãî áèäèñòèëëÿ-
òà íå ïðåâûøàë âåëè÷èíû ñëó÷àéíîé ïîãðåøíîñòè ýêñïåðèìåíòà. Äëÿ ïðè-
ãîòîâëåíèÿ êîíöåíòðèðîâàííîãî ñòîêîâîãî ðàñòâîðà ôëóîðåñöåíòíîãî çîí-
äà Íèëüñêîãî êðàñíîãî èñïîëüçîâàëñÿ äèìåòèëñóëüôîêñèä (ÄÌÑÎ). Âñå
õèìè÷åñêèå âåùåñòâà, èñïîëüçóåìûå â ðàáîòå, îáëàäàëè íåîáõîäèìîé ñòå-
ïåíüþ ÷èñòîòû è íèêàêîé äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè íå ïðîâîäèëîñü.

Êîíöåíòðàöèÿ âåùåñòâ â ñòîêîâûõ ðàñòâîðàõ, îáëàäàþùèõ õàðàêòåð-
íûìè ïîëîñàìè ïîãëîùåíèÿ, îïðåäåëÿëàñü ïî èçâåñòíûì êîýôôèöèåíòàì
ýêñòèíêöèè, êàê ýòî áûëî óêàçàíî â Ï.1.3. Äëÿ îñòàëüíûõ âåùåñòâ êîíöåí-
òðàöèÿ îïðåäåëÿëàñü ïî èçâåñòíûì ìàññå ñóõîãî âåùåñòâà è îáú¼ìó ðàñ-
òâîðèòåëÿ. Äëÿ èçìåðåíèÿ ìàññû âåùåñòâ ñ òî÷íîñòüþ äî 0.5 ìã èñïîëüçî-
âàëèñü àíàëèòè÷åñêèå âåñû HR-100A (ÎÎÎ ¾ÝÉ ýíä ÄÈ ÐÓÑ¿), ïðè÷¼ì
ìàññà âåùåñòâ áûëà íå ìåíåå 10 ìã. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èññëåäîâàíèþ âëèÿ-
íèÿ ýòàíîëà íà ñòðóêòóðó áåëêîâ (§ 3.4) èñïîëüçîâàëàñü àçåîòðîïíàÿ ñìåñü
([EtOH]=95,6 % (v/v)).

Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ âåùåñòâ â èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ îïðåäåëÿ-
ëàñü ïî èçâåñòíûì îáú¼ìàì ñìåøèâàåìûõ âåùåñòâ è èñõîäíûõ êîíöåíòðà-
öèé ñòîêîâûõ ðàñòâîðîâ. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èññëåäîâàíèþ âëèÿíèÿ äåòåð-
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ãåíòîâ íà ñòðóêòóðó áåëêîâ (Ãëàâà 2, § 3.1) äëÿ èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè
ëèãàíäà ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ â øèðîêèõ ïðåäåëàõ ïðèìåíÿëàñü ïðîöåäóðà
ïîñëåäîâàòåëüíîãî ðàçáàâëåíèÿ îáðàçöîâ ðàñòâîðîì áåëêà òîé æå êîíöåí-
òðàöèè. Ñòðîãî ãîâîðÿ, òàêàÿ ïðîöåäóðà ïðèãîòîâëåíèÿ îáðàçöîâ ïîçâîëÿåò
èññëåäîâàòü ðåôîëäèíã áåëêà (â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå refolding îçíà-
÷àåò âîññòàíîâëåíèå ñòðóêòóðû áåëêà ïîñëå ñíÿòèÿ âíåøíåãî âîçäåéñòâèÿ).
Îäíàêî ñðàâíåíèå ïîëó÷àåìûõ ñèãíàëîâ äëÿ ïîñëåäîâàòåëüíîãî ðàçáàâëå-
íèÿ è äëÿ ñìåøèâàíèÿ ñòîêîâûõ ðàñòâîðîâ ïîêàçàëî îòñóòñòâèå ãèñòåðåçè-
ñà. Ïîìèìî ïîâûøåíèÿ òî÷íîñòè êîíöåíòðàöèé ïîëó÷àåìûõ ðàñòâîðîâ ìå-
òîä ïîñëåäîâàòåëüíîãî ðàçáàâëåíèÿ ïîçâîëÿåò èçáåæàòü âûñîêèõ ëîêàëü-
íûõ êîíöåíòðàöèé ëèãàíäîâ â èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ çà ñ÷¼ò ñìåøèâàíèÿ
ìàêðîñêîïè÷åñêèõ îáú¼ìîâ æèäêîñòåé.

Äëÿ ôèêñèðîâàíèÿ pH èññëåäóåìûõ ðàñòâîðîâ âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ
(êðîìå èçìåðåíèÿ çàâèñèìîñòè ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ îò êîí-
öåíòðàöèè êàòèîíîâ ñâèíöà è îò pH, § 3.3) èñïîëüçîâàëñÿ Tris-HCl áóôåð
êîíöåíòðàöèè 50 ìÌ, pH 7,44±0,05. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ æåëàåìîãî çíà÷åíèÿ
pH â ðàñòâîð Tris äîáàâëÿëîñü íåîáõîäèìîå êîëè÷åñòâî ñîëÿíîé êèñëîòû
(1 Ì). Äëÿ ôèêñèðîâàíèÿ pH ðàñòâîðîâ, ðàâíûì 7,44±0,05, â ýêñïåðèìåí-
òàõ ïî èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ êàòèîíîâ ñâèíöà èñïîëüçîâàëîñü äîáàâëåíèå â
èññëåäóåìûå îáðàçöû ãèäðîêñèäà êàëèÿ (ÊOH) èëè HCl. Äëÿ èçìåðåíèÿ
çàâèñèìîñòè ñòðóêòóðû áåëêîâ îò pH (§ 3.3) èñïîëüçîâàëñÿ óíèâåðñàëüíûé
áóôåðíûé ðàñòâîð, ïðèãîòîâëåíèå êîòîðîãî ïîäðîáíî îïèñàíî â ðàáîòå [96].
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ íåîáõîäèìîãî çíà÷åíèÿ pH ïðèãîòîâëÿåìîãî ðàñòâîðà â áó-
ôåðíûé ñòîêîâûé ðàñòâîð (ñîñòàâ ïðèâåä¼í â òàáë. Ï.6) äîáàâëÿëîñü íåîá-
õîäèìîå êîëè÷åñòâî ðàçáàâëåííîé (0,1 Ì) ñîëÿíîé êèñëîòû ñîãëàñíî òàá-
ëèöå, ïðèâåä¼ííîé â [96]. Äàííûé áóôåðíûé ðàñòâîð ïîçâîëÿåò ðàáîòàòü
â øèðîêîì äèàïàçîíå çíà÷åíèé pH, ïðè ýòîì èîííàÿ ñèëà ðàñòâîðà ìåíÿ-
åòñÿ íå áîëåå, ÷åì íà 10% [96]. Ðåçóëüòèðóþùåå çíà÷åíèå pH èññëåäóåìûõ
ðàñòâîðîâ èçìåðÿëîñü ïðè ïîìîùè pH-ìåòðà È-410 (ÎÎÎ "Àêâèëîí ÑÇ")
íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì. Êàëèáðîâêà pH-ìåòðà ïðîâîäèëàñü
ïî òð¼ì ñòàíäàðòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðàì (pH 4,01, 7,01, 10,01) ïåðåä íà-
÷àëîì ïðîâåäåíèÿ èçìåðåíèé.

Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èçó÷åíèþ òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ïëàçìû
êðîâè èñïîëüçîâàëàñü ðàçâåä¼ííàÿ â 500 ðàç Tris-HCl áóôåðîì (äëÿ ïðåäîò-
âðàùåíèÿ âíóòðåííåãî ôèëüòðà) ïëàçìà çäîðîâîãî äîíîðà, ïðèãîòîâëåííàÿ
â ñåðòèôèöèðîâàííîé ìåäèöèíñêîé ëàáîðàòîðèè (ÎÎÎ "ÈÍÂÈÒÐÎ"). Òàì
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Âåùåñòâî Êîëè÷åñòâî

Na2HPO4 · 2 H2O 0,673 ã

C6H8O7 · H2O 0,320 ã

H3BO3 0,177 ã

NaOH, 1 Ì 12,15 ìë

Таблица П.6: Состав буферного стокового раствора из расчёта общего объёма 50 мл согласно

методике, описанной в работе [96]

æå áûë ïðîâåä¼í ñòàíäàðòíûé áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîí-
öåíòðàöèè îñíîâíûõ áåëêîâ ïëàçìû êðîâè.
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Aćimović J. M., Mandić L. M. Fatty acids binding to human serum al-
bumin: Changes of reactivity and glycation level of cysteine-34 free thiol
group with methylglyoxal // Chemico-biological interactions. � 2014. �
Vol. 224. � Pp. 42�50.

111. BIRKETT D. J., MYERS S. P., SUDLOW G. E�ects of fatty acids on
two speci�c drug binding sites on human serum albumin // Molecular

pharmacology. � 1977. � Vol. 13, no. 6. � Pp. 987�992.

112. Sudlow G., Birkett D., Wade D. Further characterization of speci�c drug
binding sites on human serum albumin // Molecular pharmacology. �
1976. � Vol. 12, no. 6. � Pp. 1052�1061.

113. Shirshin E., Cherkasova O., Tikhonova T., Berlovskaya E., Priezzhev A.,
Fadeev V. Native �uorescence spectroscopy of blood plasma of rats with
experimental diabetes: identifying �ngerprints of glucose-related metabolic



120

pathways // Journal of biomedical optics. � 2015. � Vol. 20, no. 5. �
Pp. 051033�051033.

114. Yappert M. C., Ingle J. Correction of polychromatic luminescence signals
for inner-�lter e�ects // Applied Spectroscopy. � 1989. � Vol. 43, no. 5. �
Pp. 759�767.

115. Halder M. Determination of the critical micellar concentration (cmc) of
a cationic micelle from stokes shift data // The Chemical Educator. �
2007. � Vol. 12, no. 1. � Pp. 33�36.

116. Viana R. B., da Silva A. B., Pimentel A. S. Infrared spectroscopy of
anionic, cationic, and zwitterionic surfactants // Advances in Physical

Chemistry. � 2012. � Vol. 2012.

117. Hinze W. L., Singh H., Baba Y., Harvey N. G. Micellar enhanced ana-
lytical �uorimetry // TrAC Trends in Analytical Chemistry. � 1984. �
Vol. 3, no. 8. � Pp. 193�199.

118. Kalyanasundaram K., Thomas J. Environmental e�ects on vibronic band
intensities in pyrene monomer �uorescence and their application in stud-
ies of micellar systems // Journal of the American Chemical Society. �
1977. � Vol. 99, no. 7. � Pp. 2039�2044.

119. Fasman G. D., Sober H. A. et al. Handbook of biochemistry and molecular
biology. � CRC press Cleveland, 1977. � Vol. 1.

120. Permyakov E. A., Burstein E. A. Some aspects of studies of thermal tran-
sitions in proteins by means of their intrinsic �uorescence // Biophysical
chemistry. � 1984. � Vol. 19, no. 3. � Pp. 265�271.

121. Savitzky A., Golay M. Smoothing and di�erentiation of data by simpli-
�ed least squares procedures. // Analytical chemistry. � 1964. � Vol. 36,
no. 8. � Pp. 1627�1639.

122. Becker W. The bh TCSPC handbook. � Becker & Hickl, 2014.

123. Peters Jr T. 3 serum albumin // THE PLASMA PROTEINS 2E V1:

Structure, Function, and Genetic Control. � 2012. � Vol. 1. � P. 133.

124. Buck R., Singhadeja S., Rogers L. Ultraviolet absorption spectra of some
inorganic ions in aqueous solutions // Analytical Chemistry. � 1954. �
Vol. 26, no. 7. � Pp. 1240�1242.



121

125. Butler W. L. Fourth derivative spectra // Methods in enzymology. �
1979. � Vol. 56. � Pp. 501�515.

126. Antonov L. Fourth derivative spectroscopy�a critical view // Analytica

chimica acta. � 1997. � Vol. 349. � Pp. 295�301.


	Введение
	Фотофизические параметры сывороточных альбуминов в нативном состоянии, при связывании лигандов и денатурации (обзор литературы)
	Альбумин. Особенности структуры молекулы и основные лиганды
	Структура молекулы альбумина
	Изменение структуры молекулы альбумина при патологических изменениях в организме человека

	Фотофизические параметры молекул
	Электронные переходы в молекулах
	Электронные состояния ароматических соединений

	Оптические методы исследования структуры белков
	Абсорбционные методы
	Флуоресцентные методы


	Исследование фотофизических параметров альбумина в водном растворе для разработки метода регистрации конформационных изменений белка под действием анионного детергента
	Изменение структуры альбумина при взаимодействии с детергентами
	Диагностика конформационных изменений альбумина в присутствии детергента методом стационарной флуоресцентной спектроскопии
	Диагностика конформационных изменений альбумина в присутствии детергента абсорбционными методами
	Диагностика конформационных изменений альбумина в присутствии детергента с помощью время-разрешённой флуоресцентной спектроскопии
	Структурные изменения молекулы альбумина при его анфолдинге, приводящие к усилению флуоресценции тирозиновых остатков
	Выводы по главе 2

	Фотофизические параметры альбуминов в различных модельных системах
	Влияние связывания катионного детергента на собственную флуоресценцию альбуминов
	Влияние связывания ионов двухвалентных металлов на собственную флуоресценцию альбуминов
	Влияние ионной силы на собственную флуоресценцию альбуминов
	Влияние катионов свинца на собственную флуоресценцию альбумина

	Собственная флуоресценция альбумина в зависимости от pH раствора
	Изменение структуры белка в зависимости от pH раствора
	Изменение флуоресценции свободных ароматических аминокислот (триптофана и тирозина) в зависимости от pH раствора
	Изменение собственной флуоресценции за счёт структурных переходов молекул сывороточных альбуминов в зависимости от pH раствора

	Собственная флуоресценция альбумина в присутствии этанола
	Изменение структуры альбумина в присутствии этанола
	Определение интермедиата БСА в водно-этанольном растворе по флуоресценции Нильского красного
	Изменение оптических свойств альбумина в присутствии этанола

	Собственная флуоресценция альбумина при денатурации гидрохлоридом гуанидина
	Изменение структуры альбумина под действием гидрохлорида гуанидина
	Изменение оптических свойств альбумина под действием гидрохлорида гуанидина

	Выводы по главе 3

	Тирозиновая флуоресценция как индикатор конформационных изменений альбумина в плазме крови
	Концентрация жирных кислот в плазме крови
	Тирозиновая флуоресценция плазмы крови
	Оценка увеличения интенсивности тирозиновой флуоресценции альбумина при присоединении лигандов в сайты жирных кислот
	Выводы по главе 4

	Заключение
	Приложение
	Оптические методы исследования структуры сложных органических соединений и их реализация в данной работе
	Стационарная флуоресцентная спектроскопия
	Время-разрешённая флуоресцентная спектроскопия
	Абсорбционная спектроскопия

	Приготовление образцов

	Литература

