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ÁÈÎÔÈÇÈÊÀ È ÌÅÄÈÖÈÍÑÊÀß ÔÈÇÈÊÀÎïðåäåëåíèå êîíñòàíò ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíàñ ñûâîðîòî÷íûì àëüáóìèíîì ÷åëîâåêàÈ.Ì. Âëàñîâàa , Þ.À. �îðäååâà, À.À. Âëàñîâ, À.Ì. ÑàëåöêèébÌîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èìåíè Ì.Â. Ëîìîíîñîâà, �èçè÷åñêèé �àêóëüòåò,êà�åäðà îáùåé �èçèêè; êà�åäðà êâàíòîâîé òåîðèè è �èçèêè âûñîêèõ ýíåðãèé.�îññèÿ, 119991, Ìîñêâà, Ëåíèíñêèå ãîðû, ä. 1, ñòð. 2.E-mail: a vlasovairina1979�mail.ru, b sam�phys.msu.ruÑòàòüÿ ïîñòóïèëà 19.10.2011, ïîäïèñàíà â ïå÷àòü 14.12.2011Ñ öåëüþ èññëåäîâàíèÿ ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâ ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà (ÑÀ×), â òîì÷èñëå åãî ëåêàðñòâåííûõ ñàéòîâ, è ñ öåëüþ ìîäåëèðîâàíèÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ ÑÀ× �ëóîðåñöåíòíûõíàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà, ÿâëÿþùèõñÿ ïðîñòåéøèìè àíàëîãàìè ðÿäà ëåêàðñòâåííûõïðåïàðàòîâ, ïðîâåäåí àíàëèç ñâÿçûâàíèÿ äàííûõ íàíîìàðêåðîâ ñ ÑÀ× � ñ ïîìîùüþ òðåõ ðàçëè÷íûõìîäåëåé îïðåäåëåíû êîíñòàíòû òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ, ÿâëÿþùèåñÿ �àêòè÷åñêè êîí-ñòàíòàìè èõ ñâÿçûâàíèÿ ñ ÑÀ×, ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH. Ïîêàçàíî íàëè÷èå äâóõ ìåõàíèçìîâñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà ñ ÑÀ× è ÿâëåíèÿ àíòèêîîïåðàòèâíîñòè ìåæäóíèìè. Îáíàðóæåíû çàâèñèìîñòè êîíñòàíò òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ (ñâÿçûâàíèÿ èõñ áåëêîì) îò pH: äëÿ �ëóîðåñöåèíà � íåëèíåéíàÿ, äëÿ åãî ãàëîãåíïðîèçâîäíûõ (ýðèòðîçèíà, ýîçèíà,áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî) � ìîíîòîííî óáûâàþùèå ñ ðîñòîì pH. Ïîêàçàíî, ÷òî ýëåêòðîîòðèöàòåëü-íîñòü àòîìîâ â ñòðóêòóðíûõ �îðìóëàõ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà îêàçûâàåò âëèÿíèå íàçíà÷åíèÿ êîíñòàíò èõ ñâÿçûâàíèÿ ñ ÑÀ×.Êëþ÷åâûå ñëîâà: �ëóîðåñöåèí, ýîçèí, ýðèòðîçèí, áåíãàëüñêèé ðîçîâûé, ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëîâåêà,êîíñòàíòà ñâÿçûâàíèÿ.ÓÄÊ: 535.372.3. PACS: 87.83 A, 87.15 V.

ÂâåäåíèåÑûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëîâåêà (66.4 êÄà, èçî-ýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà pI 4.7) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ãëîáó-ëÿðíûé áåëîê ïëàçìû êðîâè. Óíèêàëüíàÿ ñïîñîáíîñòüìîëåêóëû ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà ñâÿçû-âàòü îáøèðíûé êðóã îðãàíè÷åñêèõ è íåîðãàíè÷åñêèõëèãàíäîâ îïðåäåëÿåò îäíó èç îñíîâíûõ �óíêöèé ýòî-ãî áåëêà � òðàíñïîðò �èçèîëîãè÷åñêèõ ìåòàáîëèòîâè íåêîòîðûõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ. Îñíîâîé âçà-èìîäåéñòâèé ìîëåêóëû ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëî-âåêà (ÑÀ×) ñ ëèãàíäàìè ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðíàÿ ïîäâèæ-íîñòü ýòîé áåëêîâîé ìîëåêóëû, îáåñïå÷åííàÿ óíèêàëü-íîé ïåòëåâîé óêëàäêîé åäèíñòâåííîé ïîëèïåïòèäíîéöåïè áåëêà.Ìåõàíèçì ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäîâ ñ ìîëåêóëîé ÑÀ×îïðåäåëÿåòñÿ íàëè÷èåì íà áåëêå ñïåöè�è÷åñêèõ ó÷àñò-êîâ � ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâ. Âûäåëÿþò øåñòü ãëàâ-íûõ ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâ ÑÀ× [1℄: öåíòðû I è II �äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ìàëûõ îðãàíè÷åñêèõ ìîëåêóë, öåíòðûIII è IV � äëÿ äëèííîöåïî÷å÷íûõ æèðíûõ êèñëîò,öåíòð V � äëÿ ëèãàíäîâ ñî ñâîáîäíîé SH-ãðóïïîé,öåíòð VI � äëÿ ñâÿçûâàíèÿ èîíîâ ìåòàëëîâ. Íåêîòîðûåðåàêöèè ñâÿçûâàíèÿ îáåñïå÷èâàþòñÿ ýëåêòðîñòàòè÷å-ñêèìè âçàèìîäåéñòâèÿìè, äðóãèå � íîñÿò êîâàëåíòíûéõàðàêòåð, âûçûâàÿ õèìè÷åñêèå ìîäè�èêàöèè áîêîâûõðàäèêàëîâ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ.Áîëüøóþ ðîëü â èçó÷åíèè �èçèêî-õèìè÷åñêèõñâîéñòâ ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâ ÑÀ× èãðàåò ìåòîä �ëó-îðåñöåíòíûõ íàíîìàðêåðîâ [2�5℄. Äëÿ èññëåäîâàíèÿÑÀ× íåïîñðåäñòâåííî â ïëàçìå êðîâè èñïîëüçóþò àíè-

îííûå ïðè �èçèîëîãè÷åñêîì çíà÷åíèè pH íàíîìàðêå-ðû, íàïðèìåð íàíîìàðêåðû ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà �èñõîäíîå ñîåäèíåíèå �ëóîðåñöåèí è åãî ãàëîãåíïðîèç-âîäíûå (òåòðàõëîð-òåòðàéîäïðîèçâîäíàÿ � áåíãàëüñêèéðîçîâûé, òåòðàáðîìïðîèçâîäíàÿ � ýîçèí, òåòðàéîä-ïðîèçâîäíàÿ � ýðèòðîçèí). �àíåå íàìè èçó÷åíû ïðî-öåññû èõ ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè â ðàñòâîðàõ ÑÀ×[6�8℄, èõ �ëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè â ðàñòâîðàõÑÀ× [6�10℄, èññëåäîâàíû ìåõàíèçìû èõ ñâÿçûâàíèÿñ ÑÀ× [10, 11℄.Äëÿ ïðàêòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ íàíîìàðêåðîâ ñå-ìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà â ðàñòâîðàõ ÑÀ× ïðåäñòàâëÿåòèíòåðåñ îïðåäåëåíèå ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pHêîíñòàíò ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðîâ ñ ìàêðîìîëåêóëàìèáåëêà ïî ñïåêòðàì èõ �ëóîðåñöåíöèè ñ èñïîëüçîâàíèåìðàçëè÷íûõ òåîðåòè÷åñêèõ ìîäåëåé, ÷òî è ÿâëÿåòñÿ öå-ëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû.Èññëåäîâàíèÿ ñâÿçûâàíèÿ �ëóîðåñöåíòíûõ íàíîìàð-êåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà ñ ÑÀ× ïîçâîëÿþò ïî-ëó÷àòü èí�îðìàöèþ î ñâîéñòâàõ ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâÑÀ×, â òîì ÷èñëå åãî ëåêàðñòâåííûõ ñàéòîâ, ÷òî èìååòâàæíûé ïðèêëàäíîé ìåäèöèíñêèé è �àðìàêîëîãè÷åñêèéàñïåêò, òàê êàê ìíîãèå ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû ïåðå-íîñÿòñÿ â êðîâîòîêå â ñâÿçàííîì ñ ÑÀ× âèäå.1. Ìàòåðèàëû è ìåòîäûÁûëè ïîäãîòîâëåíû ñëåäóþùèå áó�åðíûå ðàñòâîðû:0.1 Ì CH3COOH � KOH (pH 3.5�5.0) è 0.1 ÌKH2PO4 � 0.1 Ì NaOH (pH 6.0�8.0). Íà èõ îñíîâåáûëè ïðèãîòîâëåíû ðàñòâîðû ñîîòâåòñòâóþùåãî íàíî-



ÁÈÎÔÈÇÈÊÀ È ÌÅÄÈÖÈÍÑÊÀß ÔÈÇÈÊÀ 61ìàðêåðà (�ëóîðåñöåèíà, áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî, ýîçèíà,ýðèòðîçèíà) ñ äîáàâëåíèåì ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèéÑÀ× (10�150 ìêÌ) ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH(3.5�8.0).Èññëåäîâàíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ â ðàñ-òâîðàõ ÑÀ× ïðîâîäèëèñü íà ñïåêòðî�ëóîðèìåòðå LS 55(Perkin Elmer) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.Ôëóîðåñöåíöèÿ íàíîìàðêåðîâ â èññëåäóåìûõ ðàñ-òâîðàõ âîçáóæäàëàñü ñâåòîì ñî ñëåäóþùèìè äëèíàìèâîëí: 1) �ëóîðåñöåèí � �flex = 440 íì; 2) ýðèòðîçèí ��erythex = 530 íì; 3) ýîçèí � �eosex = 520 íì; 4) áåíãàëü-ñêèé ðîçîâûé � �flex = 540 íì.2. Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâÄëÿ ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèé pH ïîñòðîåíû çàâèñèìîñòè(F0/F)� 1 îò [Q℄ , ãäå F0 � èíòåíñèâíîñòü �ëóî-ðåñöåíöèè íàíîìàðêåðà (äëÿ �ëóîðåñöåèíà � ðèñ. 1,äëÿ ýðèòðîçèíà � ðèñ. 2, äëÿ ýîçèíà � ðèñ. 3, äëÿáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî � â ðàáîòå [8℄) â îòñóòñòâèåÑÀ×, F � èíòåíñèâíîñòü �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðàâ ïðèñóòñòâèè ÑÀ×, [Q℄ � êîíöåíòðàöèÿ ÑÀ× (ïðèáëè-æåííî ýòî îáùàÿ êîíöåíòðàöèÿ áåëêà â ðàñòâîðå).Âèäíî, ÷òî ïîëó÷åííûå çàâèñèìîñòè (F0/F)� 1îò [Q ℄ èìåþò íåëèíåéíûé õàðàêòåð. Â ðàñòâîðàõ�ëóîðåñöåíòíûõ íàíîìàðêåðîâ ñ áåëêîì â óñëîâèÿõ,îïèñûâàåìûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå, îïðåäåëÿþùóþ ðîëüâ òóøåíèè �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ ïðè âçàèìî-äåéñòâèè ñ áåëêîì èãðàåò îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ,è òóøåíèå �ëóîðåñöåíöèè ñòàòè÷åñêîå. Â ýòîì ñëó-÷àå îòêëîíåíèÿ îò ëèíåéíîñòè çàâèñèìîñòåé (F0/F)� 1îò [Q℄ îáúÿñíÿþòñÿ íåñêîëüêèìè òèïàìè ìåõàíèçìîâ(ïðåäïîëîæèòåëüíî èîííîãî è êîâàëåíòíîãî) îáðàçîâà-íèÿ êîìïëåêñîâ íàíîìàðêåðîâ ñ áåëêîì.Îïðåäåëåííûå èç òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàð-êåðîâ äîáàâëåíèåì ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ÑÀ× êîí-ñòàíòû òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè �àêòè÷åñêè àññîöèèðó-þòñÿ ñ êîíñòàíòàìè ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðîâ ñ áåëêîì.

�èñ. 1. �ðà�èêè Øòåðíà�Ôîëüìåðà òóøåíèÿ �ëóîðåñ-öåíöèè �ëóîðåñöåèíà äîáàâëåíèåì ðàçëè÷íûõ êîíöåí-òðàöèé ÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH: 3.5 (1),4.0 (2), 5.0 (3), 6.0 (4), 7.0 (5), 8.0 (6)

�èñ. 2. �ðà�èêè Øòåðíà�Ôîëüìåðà òóøåíèÿ �ëóîðåñ-öåíöèè ýðèòðîçèíà äîáàâëåíèåì ðàçëè÷íûõ êîíöåí-òðàöèé ÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH: 3.5 (1),4.0 (2), 5.0 (3), 6.0 (4), 7.0 (5), 8.0 (6)

�èñ. 3. �ðà�èêè Øòåðíà�Ôîëüìåðà òóøåíèÿ �ëóîðåñ-öåíöèè ýîçèíà äîáàâëåíèåì ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèéÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH: 3.5 (1), 4.0 (2),5.0 (3), 6.0 (4), 7.0 (5), 8.0 (6)Â ðàáîòå ðàññìîòðåíû òðè ðàçëè÷íûå ìîäåëè îïðåäå-ëåíèÿ êîíñòàíò òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâïðè èõ âçàèìîäåéñòâèè ñ ÑÀ×.2.1. Ïåðâàÿ ìîäåëü. Ïðîñòàÿ ìîäåëü Øòåðíà�ÔîëüìåðàÏðè òóøåíèè �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ â ðàñ-òâîðàõ äîáàâëåíèåì ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé òóøèòå-ëÿ � ÑÀ× ìîæíî, ñîãëàñíî òåîðèè Øòåðíà�Ôîëüìå-ðà [12℄, çàïèñàòü óðàâíåíèåF0F = 1+K � [Q℄,ãäå K � êîíñòàíòà òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàð-êåðà, îïðåäåëÿþùàÿ ñâÿçûâàíèå íàíîìàðêåðà ñ áåë-êîì (Ì�1 ).



62 ÂÌÓ. Ñåðèÿ 3. ÔÈÇÈÊÀ. ÀÑÒ�ÎÍÎÌÈß. 2012. � 2Äàííàÿ ìîäåëü îïèñûâàåò ëèíåéíóþ çàâèñèìîñòü(F0/F)� 1 îò [Q℄ , ïîýòîìó äëÿ ñëîæíûõ íåëèíåéíûõñëó÷àåâ ìîæíî ãîâîðèòü òîëüêî î ëèíèè òðåíäà äàííûõçàâèñèìîñòåé è ñîîòâåòñòâåííî î íåêèõ ý��åêòèâíûõ[8, 12℄ êîíñòàíòàõ òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè (êîíñòàíòàõòðåíäà Keff ) íàíîìàðêåðîâ â ðàñòâîðàõ ÑÀ×, îòðàæàþ-ùèõ ñâÿçûâàíèå íàíîìàðêåðîâ ñ áåëêîì, ïðè ðàçëè÷-íûõ çíà÷åíèÿõ pH (òàáë. 1). Îïðåäåëåííûå ïî ëèíèèòðåíäà çàâèñèìîñòåé (F0/F)� 1 îò [Q℄ êîíñòàíòû Keffóñðåäíåíî ó÷èòûâàþò âñå ìåõàíèçìû âçàèìîäåéñòâèéíàíîìàðêåðîâ ñ áåëêîì. Ò à á ë èö à 1Ý��åêòèâíûå êîíñòàíòû (â ðàìêàõ ìîäåëè 1) òóøåíèÿ�ëóîðåñöåíöèè (Keff, Ì�1) íàíîìàðêåðîâ â ðàñòâîðàõÑÀ×, îòðàæàþùèå ñâÿçûâàíèå íàíîìàðêåðîâ ñ áåëêîìpH Ôëóîðåñöåèí Ýðèòðîçèí Ýîçèí Áåíãàë.ðîç.3.5 0.85 � 103 24.95 � 103 9.58 � 103 9.25 � 1034.0 3.61 � 103 20.00 � 103 7.85 � 103 6.67 � 1035.0 24.39 � 103 16.14 � 103 5.18 � 103 4.82 � 1036.0 24.79 � 103 6.51 � 103 2.57 � 103 2.31 � 1037.0 6.17 � 103 5.21 � 103 0.84 � 103 0.81 � 1038.0 4.97 � 103 2.52 � 103 0.34 � 103 0.32 � 103Èç àíàëèçà äàííûõ, ïðèâåäåííûõ â òàáë. 1, ñëåäóåò,÷òî ìàêñèìàëüíî ý��åêòèâíîå ñâÿçûâàíèå �ëóîðåñöåè-íà ñ ÑÀ× èìååò ìåñòî ïðè pH 5.0�6.0, ò. å. êîãäà ìîëå-êóëû �ëóîðåñöåèíà (ðèñ. 4) ëèáî ñëàáî ïîëîæèòåëüíîçàðÿæåíû, ëèáî ýëåêòðè÷åñêè íåéòðàëüíû, à ìîëåêóëûÑÀ× ñëàáî îòðèöàòåëüíî çàðÿæåíû (pI 4.7). Ìàêñè-ìàëüíî ý��åêòèâíîå ñâÿçûâàíèå ýðèòðîçèíà ñ ÑÀ×èìååò ìåñòî ïðè pH, ìåíüøèõ 5.0, ò. å. êîãäà áåëîêâ öåëîì ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåí, à ýðèòðîçèí (ðèñ. 4)èëè íàõîäèòñÿ â íåéòðàëüíîé �îðìå èëè íàõîäèòñÿâ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé �îðìå ìîíîàíèîíà. Ìàêñè-ìàëüíî ý��åêòèâíîå ñâÿçûâàíèå ýîçèíà ñ ÑÀ× èìååòìåñòî ïðè pH, ìåíüøèõ 5.0, êîãäà ìîëåêóëû áåëêàâ öåëîì ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåíû, à ýîçèí (ðèñ. 4) íàõî-äèòñÿ â îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé �îðìå ìîíîàíèîíà.Ìàêñèìàëüíî ý��åêòèâíîå ñâÿçûâàíèå áåíãàëüñêîãîðîçîâîãî ñ ÑÀ× èìååò ìåñòî ïðè çíà÷åíèÿõ pH, ìåíü-øèõ 5.0, êîãäà ìîëåêóëû ÑÀ× â öåëîì ïîëîæèòåëüíîçàðÿæåíû, à áåíãàëüñêèé ðîçîâûé (ðèñ. 4) íàõîäèòñÿ

â îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ �îðìàõ ìîíîàíèîíà èëèäèàíèîíà.Èç àíàëèçà äàííûõ, ïðèâåäåííûõ â òàáë. 1, ñëåäóåò,÷òî õàðàêòåð çàâèñèìîñòè ý��åêòèâíîé êîíñòàíòû ñâÿ-çûâàíèÿ íàíîìàðêåðà ñ ÑÀ× ðàçëè÷àåòñÿ ìåæäó �ëóî-ðåñöåèíîì è åãî ãàëîãåíïðîèçâîäíûìè. Äëÿ �ëóîðåñöå-èíà õàðàêòåðíà íåëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü ý��åêòèâíîéêîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ åãî ñ áåëêîì îò pH ñ ìàê-ñèìóìîì ïðèìåðíî ïðè pH 6.0. �àëîãåíïðîèçâîäíûå�ëóîðåñöåèíà õàðàêòåðèçóþòñÿ ìîíîòîííî óáûâàþùåéçàâèñèìîñòüþ ý��åêòèâíîé êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ èõñ ÑÀ× îò pH.Èç ñðàâíåíèÿ çíà÷åíèé ý��åêòèâíûõ êîíñòàíò (ìî-äåëü 1, òàáë. 1) ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà�ëóîðåñöåèíà ñ ÑÀ× îáíàðóæåíî, ÷òî íàëè÷èå â ìîëå-êóëå íàíîìàðêåðà áîëåå ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîãî àòîìàïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ çíà÷åíèé ý��åêòèâíûõ êîí-ñòàíò ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðà ñ ÑÀ× â îáëàñòè îò pIÑÀ× (4.7) äî �èçèîëîãè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ pH 7.4. Óâåëè-÷åíèå ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòè ïðîèñõîäèò â íàïðàâëå-íèè �ëóîðåñöåèí � ýðèòðîçèí � ýîçèí � áåíãàëüñêèéðîçîâûé.3.2. Âòîðàÿ ìîäåëü. �àçáèåíèå çàâèñèìîñòåé (F0/F)� 1îò [Q℄ íà äâà ëèíåéíûõ ñëó÷àÿÄëÿ áîëåå òî÷íîãî îïèñàíèÿ ïîëó÷åííûõ çàâèñèìî-ñòåé (F0/F)� 1 îò [Q℄ èõ ìîæíî ðàçëîæèòü â ðàìêàõìîäåëè 2 íà äâå ñîñòàâëÿþùèå � â îáëàñòè êîíöåíòðà-öèé ÑÀ× äî 20 ìêÌ è â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé ÑÀ×áîëüøå 20 ìêÌ, � êàæäóþ èç êîòîðûõ ìîæíî ëèíåéíîàïïðîêñèìèðîâàòü è ïîëó÷èòü ñîîòâåòñòâåííî äâå êîí-ñòàíòû (òàáë. 2) òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ,îòðàæàþùèå ðàçëè÷íûå âèäû âçàèìîäåéñòâèé íàíîìàð-êåðîâ ñ ÑÀ×.Èç äàííûõ òàáë. 2 âèäíî, ÷òî îáå êîíñòàíòû òóøå-íèÿ �ëóîðåñöåíöèè K1 è K2 ãàëîãåíïðîèçâîäíûõ �ëóî-ðåñöåèíà, ïîëó÷åííûå â äàííîé ìîäåëè 2, èìåþò ìîíî-òîííî óáûâàþùèé ñ ðîñòîì pH õàðàêòåð, ÷òî ïîâòîðÿåòõàðàêòåð çàâèñèìîñòè ý��åêòèâíîé êîíñòàíòû Keff òó-øåíèÿ èõ �ëóîðåñöåíöèè, ïîëó÷åííîé â ìîäåëè 1. Òàê-æå âèäíî, ÷òî îáå êîíñòàíòû òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèèK1 è K2 �ëóîðåñöåèíà, ïîëó÷åííûå â äàííîé ìîäåëè 2,èìåþò íåëèíåéíûé õàðàêòåð � K1 ñ ìàêñèìóìîì ïðèpH 5.0 è K2 ñ ìàêñèìóìîì ïðè pH 6.0, ÷òî ïîâòîðÿåòíåëèíåéíûé õàðàêòåð çàâèñèìîñòè ý��åêòèâíîé êîí-Òà á ë èö à 2Êîíñòàíòû (â ðàìêàõ ìîäåëè 2) òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè (K1 � â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé ÑÀ×äî 20 ìêÌ, K2 � â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé ÑÀ× áîëüøå 20 ìêÌ) íàíîìàðêåðîâ â ðàñòâîðàõÑÀ×, îòðàæàþùèå ñâÿçûâàíèå íàíîìàðêåðîâ ñ áåëêîìpH Ôëóîðåñöåèí Ýðèòðîçèí Ýîçèí Áåíãàë. ðîç.K1, Ì�1 K2, Ì�1 K1, Ì�1 K2, Ì�1 K1, Ì�1 K2, Ì�1 K1, Ì�1 K2, Ì�13.5 0.02 � 104 0.96 � 103 37.11 � 104 9.23 � 103 16.74 � 104 3.87 � 103 4.80 � 104 3.64 � 1034.0 0.20 � 104 3.81 � 103 27.91 � 104 8.95 � 103 12.03 � 104 3.34 � 103 2.24 � 104 3.04 � 1035.0 63.82 � 104 3.05 � 103 20.50 � 104 8.41 � 103 7.67 � 104 2.45 � 103 1.53 � 104 2.18 � 1036.0 6.66 � 104 21.20 � 103 8.36 � 104 3.70 � 103 1.28 � 104 2.30 � 103 1.10 � 104 1.99 � 1037.0 15.52 � 104 1.02 � 103 6.34 � 104 2.93 � 103 0.18 � 104 0.70 � 103 0.15 � 104 0.54 � 1038.0 9.11 � 104 2.41 � 103 0.58 � 104 2.43 � 103 0.03 � 104 0.29 � 103 0.03 � 104 0.15 � 103
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�èñ. 4. Ñòðóêòóðíûå �îðìóëû íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà è çíà÷åíèÿ pK èõ èîíèçèðóåìûõ ãðóïï:à � �ëóîðåñöåèí, á � ýðèòðîçèí, â � ýîçèí, ã � áåíãàëüñêèé ðîçîâûéÒ à á ë èö à 3Êîíñòàíòû (â ðàìêàõ ìîäåëè 3) òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè (Ksigm) íàíîìàðêåðîââ ðàñòâîðàõ ÑÀ×, îòðàæàþùèå ñâÿçûâàíèå íàíîìàðêåðîâ ñ áåëêîì,ãäå n � êîîïåðàòèâíîñòüpH Ôëóîðåñöåèí Ýðèòðîçèí Ýîçèí Áåíãàë. ðîç.Ksigm, Ì�1 n Ksigm, Ì�1 n Ksigm, Ì�1 n Ksigm, Ì�1 n3.5 0.08 � 104 0.98 68.00 � 104 0.15 45.70 � 104 0.13 1.43 � 104 0.514.0 0.35 � 104 0.97 34.00 � 104 0.17 6.00 � 104 0.13 0.72 � 104 0.625.0 54.00 � 104 0.13 21.00 � 104 0.19 1.79 � 104 0.13 0.44 � 104 0.646.0 5.42 � 104 0.65 2.95 � 104 0.20 0.11 � 104 0.50 0.11 � 104 0.647.0 37.00 � 104 0.13 0.87 � 104 0.21 0.04 � 104 0.70 0.04 � 104 0.658.0 2.17 � 104 0.11 0.23 � 104 0.91 0.02 � 104 0.80 0.01 � 104 0.86ñòàíòû (Keff) òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè �ëóîðåñöåèíà,ïîëó÷åííîé â ìîäåëè 1.
2.3. Òðåòüÿ ìîäåëü. Îïèñàíèå çàâèñèìîñòåé (F0/F)� 1ñèãìîèäàëüíîé �óíêöèåéÏðè íåëèíåéíîì õàðàêòåðå çàâèñèìîñòè (F0/F)� 1îò [Q℄ òóøåíèå �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ â ðàñòâî-ðàõ äîáàâëåíèåì ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé áåëêà ìîæíîçàïèñàòü ñëåäóþùèì îáðàçîì:

F0F = 1+K � [Q℄n,ãäå n � êîý��èöèåíò Õèëëà èëè êîý��èöèåíò êîîïå-ðàòèâíîñòè, Ksigm � êîíñòàíòà òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèèíàíîìàðêåðîâ, �àêòè÷åñêè êîíñòàíòà ñâÿçûâàíèÿ íàíî-ìàðêåðîâ ñ áåëêîì (Ì�1) , Ksigm = npK .Â ðàìêàõ äàííîé ìîäåëè 3, îñíîâàííîé íà èñïîëü-çîâàíèè ñèãìîèäàëüíîé (ïðè n < 1) �óíêöèè îïèñà-íèÿ òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè, îïðåäåëåíû êîíñòàíòûòóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ (òàáë. 3), îò-



64 ÂÌÓ. Ñåðèÿ 3. ÔÈÇÈÊÀ. ÀÑÒ�ÎÍÎÌÈß. 2012. � 2ðàæàþùèå èõ ñâÿçûâàíèå ñ áåëêîì, è êîý��èöèåíòûêîîïåðàòèâíîñòè.Èç äàííûõ òàáë. 3 âèäíî, êàê è â ïðåäûäóùèõìîäåëÿõ, êîíñòàíòû òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè ãàëîãåí-ïðîèçâîäíûõ �ëóîðåñöåèíà èìåþò ìîíîòîííî óáûâàþ-ùèé õàðàêòåð ñ ðîñòîì pH, ÷òî óêàçûâàåò íà ñèëüíîåâçàèìîäåéñòâèå äàííûõ íàíîìàðêåðîâ ñ áåëêîì ïðèíèçêèõ çíà÷åíèÿõ pH. Èç äàííûõ òàáë. 3 âèäíî, ÷òîçàâèñèìîñòü êîíñòàíòû òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè �ëóî-ðåñöåèíà îò pH èìååò íåëèíåéíûé õàðàêòåð ñ ìàêñèìó-ìîì ïðè pH 5.0.Èç äàííûõ òàáë. 3 âèäíî, ÷òî â ñâÿçûâàíèè íà-íîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà ñ ÑÀ× èìååò ìå-ñòî ÿâëåíèå àíòèêîîïåðàòèâíîñòè, êîòîðîå ñâÿçàíî ñêîíêóðåíöèåé äâóõ ìåõàíèçìîâ âçàèìîäåéñòâèÿ (ïðåä-ïîëîæèòåëüíî èîííîãî è êîâàëåíòíîãî) íàíîìàðêåðîâñ áåëêîì. Çàêëþ÷åíèåÂ ðàáîòå ñ ïîìîùüþ òðåõ ðàçëè÷íûõ ìîäåëåé îïðå-äåëåíû êîíñòàíòû òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêå-ðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà, ÿâëÿþùèåñÿ �àêòè÷åñêèêîíñòàíòàìè èõ ñâÿçûâàíèÿ ñ ÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõçíà÷åíèÿõ pH. Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ êîíñòàíò òóøåíèÿ�ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ, îòðàæàþùèõ èõ ñâÿçûâà-íèå ñ áåëêîì, è çíà÷åíèÿ êîý��èöèåíòîâ êîîïåðàòèâíî-ñòè, åñòåñòâåííî, íå äîëæíû ðàññìàòðèâàòüñÿ â ñìûñëåèõ àáñîëþòíûõ çíà÷åíèé, îíè äîëæíû ðàññìàòðèâàòüñÿòîëüêî äëÿ ñðàâíåíèÿ ýòèõ âåëè÷èí â çàâèñèìîñòèîò pH è òèïà íàíîìàðêåðà â ðàìêàõ îòäåëüíîé ìîäåëè.Ñ ïîìîùüþ ìîäåëè 2 ïîêàçàíî íàëè÷èå äâóõ ìåõà-íèçìîâ ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöå-èíà ñ ÑÀ× � ïðåäïîëîæèòåëüíî èîííîãî è êîâàëåíò-íîãî. Ñ ïîìîùüþ ìîäåëè 3 ïîêàçàíî íàëè÷èå ÿâëåíèÿàíòèêîîïåðàòèâíîñòè ìåæäó äâóìÿ ìåõàíèçìàìè ñâÿçû-âàíèÿ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà ñ ÑÀ×.Îïðåäåëåíû ðàçëè÷èÿ â çàâèñèìîñòÿõ êîíñòàíò òó-øåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ (ñâÿçûâàíèÿ èõ

ñ áåëêîì) îò pH: äëÿ �ëóîðåñöåèíà çàâèñèìîñòü íåëè-íåéíàÿ, à ó ãàëîãåíïðîèçâîäíûõ �ëóîðåñöåèíà çàâèñè-ìîñòü ìîíîòîííî óáûâàþùàÿ ñ ðîñòîì pH.Ïîêàçàíî, ÷òî ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòü àòîìîââ ñòðóêòóðíûõ �îðìóëàõ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëó-îðåñöåèíà îêàçûâàåò âëèÿíèå íà çíà÷åíèÿ êîíñòàíòòóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðîâ èëè êîíñòàíòñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðîâ ñ ÑÀ×. Â ðàìêàõ ìîäåëè 1îáíàðóæåíî, ÷òî íàëè÷èå â ìîëåêóëå íàíîìàðêåðà áîëååýëåêòðîîòðèöàòåëüíîãî àòîìà ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþçíà÷åíèé ý��åêòèâíûõ êîíñòàíò ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàð-êåðà ñ ÑÀ× â îáëàñòè îò pI ÑÀ× 4.7 äî �èçèîëîãè÷å-ñêîãî çíà÷åíèÿ pH 7.4.Ñïèñîê ëèòåðàòóðû1. �ðûçóíîâ Þ.À., Äîáðåöîâ �.Å.Àëüáóìèí ñûâîðîòêè êðî-âè â êëèíè÷åñêîé ìåäèöèíå. Ì., 1994.2. Äîáðåöîâ �.Å. Ôëóîðåñöåíòíûå çîíäû â èññëåäîâàíèèêëåòîê, ìåìáðàí è ëèïîïðîòåèíîâ. Ì., 1989.3. Ëåâøèí Ë.Â., Ñàëåöêèé À.Ì.Îïòè÷åñêèå ìåòîäû èññëå-äîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ñèñòåì. Ì., 1994.4. Pelet S., Gratzel M., Moser J.-E. // J. Phys. Chem. B.2003. 107. P. 3215.5. Birla L., Prieto B., Noguel T. et al. // Rev. RoumaineChimie. 2007. 52, N 7. P. 639.6. Âëàñîâà È.Ì., Ñàëåöêèé À.Ì. // Âåñòí. Ìîñê. óí-òà.Ôèç. Àñòðîí. 2009. � 4. Ñ. 52.7. Vlasova I.M., Saletsky A.M. // Curr. Appl. Phys. 2009. 9,N 5. P. 1027.8. Âëàñîâà È.Ì., Êóëåøîâà À.À., Ñàëåöêèé À.Ì. // Âåñòí.Ìîñê. óí-òà. Ôèç. Àñòðîí. 2011. � 5. Ñ. 44.9. Vlasova I.M., Bukharova E.M., Kuleshova A.A., Salet-sky A.M. // Curr. Appl. Phys. 2011. 11, N 5. P. 1126.10. Vlasova I.M., Saletsky A.M. // J. Mol. Stru
t. 2009. 936.P. 220.11. Vlasova I.M., Saletsky A.M. // Laser Phys. Lett. 2008. 5,N 11. P. 834.12. Òèíîêî È., Çàóýð Ê., Âýíã Äæ., Ïàãëèñè Äæ. Ôèçè÷åñêàÿõèìèÿ. Ïðèíöèïû è ïðèìåíåíèå â áèîëîãè÷åñêèõ íàóêàõ.Ì., 2005.Determination of 
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