Влияние процесса денатурации на оптические свойства окисленных белков
Снигирева А.С.1, Рубекина А.А.2
Студент1, Аспирант2, Старший научный сотрудник3
Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
физический факультет, кафедра квантовой электроники, Москва, Россия

E-mail: snigireva.as20@physics.msu.ru

В настоящее время в медицину активно внедряются оптические методики диагностики с использованием сигнала эндогенной (собственной) флуоресценции тканей и клеток. Этот сигнал получают за счет находящихся в человеческом организме флуорофоров, без введения дополнительных флуоресцентных меток. 
 По результатам исследований было обнаружено, что эндогенную флуоресценцию могут обеспечивать не только нативные формы флуорофоров, находящихся в организме (например, меланин, гемоглобин, ФАД и НАД(Н)), но и продукты окисления белков и аминокислот, появляющиеся в результате биохимических процессов. Так, при их окислении был зафиксирован флуоресцентный отклик в видимой области спектра, что открыло возможности применения быстрых и простых в использовании оптических методов диагностики. В частности, сигнал ближнего инфракрасного диапазона применяется в флуоресцентной хирургии для обнаружения паращитовидных желез [1]. Также известно об использовании свойств липофусцина и изменений его спектральных и временных характеристик эмиссии, возникающих при окислительном стрессе, для выявления ранних стадий деградации сетчатки и пигментного эпителия сетчатки [2].
При окислении белков и аминокислот (ароматические аминокислоты, например, триптофан, хорошо подвержены окислению) образуются гетерогенные системы флуорофоров [3] – класс сложных полидисперсных систем, состоящих из большого числа (~[image: image2.png]


) различных молекулярных компонент. 

Исследования показали [3], что при окислении ароматические аминокислоты приобретают специфичные оптические свойства: экспоненциально убывающее с увеличением длины волны поглощение, наличие флуоресцентного отклика в красной и ближней инфракрасной областях спектра, изменение положения длины волны максимума эмиссии по мере увеличения длины волны возбуждения, в то время как у обычных флуоресцентных красителей спектры поглощения представляют собой полосы, а форма спектров флуоресценции не зависит от длины волны возбуждения.

При этом, несмотря на широкую изученность оптических свойств гетерогенных систем флуорофоров, механизм их формирования остается неясным. На данный момент существует две основные гипотезы их формирования:
1. Модель суперпозиции – предполагается, что отдельные флуорофоры в составе гетерогенной системы не взаимодействуют друг с другом, имеют различную длину сопряжения. Причем чем больше длина сопряжения, тем в более красную область смещен спектр поглощения. Спектры флуоресценции и поглощения в этом случае рассматриваются как суммы спектров отдельно взятых молекул, а оптические свойства гетерогенной системы флуорофоров определяются лишь суперпозицией оптических свойств отдельных ее составляющих.
2. Модель переноса энергии – предполагается, что в гетерогенной системе флуорофоров между близко расположенными молекулами может происходить перенос энергии, то есть безызлучательная релаксация возбужденной молекулы в основное состояние. Флуоресценцию в этом случае обеспечивают завершающие цепочку энергетического обмена молекулы. 
В качестве основного объекта исследования был выбран бычий сывороточный альбумин (БСА). В состав этого модельного белка входит 607 аминокислот, в том числе  53 ароматических (Tyr, Trp, Phe). Продукты окисления аминокислот могут находиться достаточно близко друг к другу, что предполагает возможность существования обоих механизмов формирования оптических свойств окисленного белка как целого. Однако пространственное разделение флуорофоров между собой в составе полученной гетерогенной системы посредством денатурации белка исключает возможность процессов переноса энергии.
Данная работа нацелена на определение состоятельности одной из двух предложенных гипотез. В процессе работы были исследованы оптические свойства окисленного и денатурированного (путем добавления мочевины и SDS – лаурилсульфата натрия) БСА. 
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