Исследование фотофизических свойств гетерогенных систем флуорофоров с использованием методов флуоресцентной спектроскопии
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Автофлуоресценция (АФ) тканей в видимой и ближней инфракрасной (БИК) области спектра, в основном обусловлена наличием эндогенных флуорофоров: НАД(Ф)Н, флавинами и порфиринами и пигментами (липофусцином и меланином), структурными белками (коллагеном, кератином, эластином) и различными ароматическими аминокислотами, входящими в состав белков [1]. В то же время, из многочисленных экспериментальных работ известно, что ряд наблюдений в области АФ биологических систем не может быть объяснен присутствием этих флуорофоров, а природа сигнала до конца не ясна. К таким примерам относится, появление ИК автофлуоресценции, индуцированное образованием амилоидных фибрилл в мозге мышей в результате болезни Альцгеймера [2]. Несмотря на то, что природа возникновения сигнала в ряде случаев неизвестена, автофлуоресценция находит широкое применение для решения задач биомедицинской диагностики, например, АФ может выступать в качестве маркера онкологических заболеваний и, таким образом, становится возможным определять тип ткани (здоровый или больной) [3].

Существуют две гипотезы относительно природы возникновения автофлуоресценции биомолекул и биологических тканей в видимой и БИК области спектра. В ряде работ показано, что возникновение АФ в видимой/ИК области может сопровождаться формированием супрамолекулярных агрегатов в органических системах флуорофоров, например, при агрегации белка с последующим формированием амилоидных фибрилл [2]. В других источниках утверждают, что появление данного сигнала связано с химическими модификациями, происходящими в системе [4], и также может сопровождаться формированием гетерогенной системы агрегатов. Понимание природы возникновения сигнала АФ в таких системах требует многостороннего анализа оптических свойств макромолекул гетерогенной системы флуорофоров, а также их взаимосвязи с размером агрегатов. Настоящая работа направлена на решение фундаментальной задачи исследования механизмов формирования фотофизических свойств в таких системах. 
В данной работе был произведен анализ оптических свойств продуктов фотоокисления аминокислоты триптофана (УФ-излучения, максимум эмиссии 254 нм, интенсивность излучения на образце ~10 мВт/см2) с помощью флуоресцентной и абсорбционной спектроскопии. Была изучена взаимосвязь параметров флуоресценции в зависимости от размеров агрегатов, отобранных в результате последовательной фильтрации через серию фильтров с порами различных размеров (1.3 - 450 нм). Было установлено что, уменьшение размеров агрегатов в растворе влечет за собой уменьшение обратного спектрального наклона Ʌ и увеличение квантовый выход флуоресценции.

В данном исследовании также был произведен анализ механизмов затухания флуоресценции и анизотропии флуоресценции продуктов окисления триптофана с помощью метода время-коррелированного счёта единичных фотонов (TCSPC) с пикосекундным временным разрешением и метода ап-конверсии флуоресценции с фемтосекундным временным разрешением. С помощью метода ап-конверсии было показано наличие сверхбыстрого затухания флуоресценции в растворе крупных агрегатов. Данная компонента не наблюдалась для низкомолекулярной фракции. Полученные в работе результаты дают новое понимание механизмов формирования оптических свойств в гетерогенных системах флуорофоров в различных биологических системах и вносят ценный вклад в дальнейшее развитие биофизических и биомедицинских методов диагностики.
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