Дослідження взаємодії нових флуоресцентних зондів з лізоцимом
Степаненко О.В. (науковий керівник -  проф. Горбенко Г.П.)

Агрегація водорозчинних білків, що супроводжується утворенням високоупорядкованих бета-складчатих фібрилярних структур, які звуться амілоїдами, є ключовим фактором в етіології цілої низки так званих конформаційних хвороб, включаючи хвороби Альцгеймера, Паркінсона, Хантінгтона, діабет другого типу, багато форм раку та інші генетичні та вірусні захворювання [1]. При детектуванні патогенних білкових агрегатів, поряд з використанням потужних сучасних методів, таких як електронна мікроскопія, ядерний магнітний резонанс, круговий дихроїзм, рентгеноструктурний аналіз, широко застосовують специфічні флуоресцентні зонди. Тому виключно актуальним є пошук нових флуоресцентних сполук, придатних для виявлення неправильно згорнутих і агрегованих білків і створення нових стратегій для лікування амілоїдних хвороб.
У даній роботі наведені результати дослідження взаємодії нових сквараїнових барвників з нативним та амілоїдним лізоцимом методом флуоресцентного титрування,  який дозволяє провести порівняльний аналіз специфічності зондів до різних форм білка [2,3]. Були протестовані нові флуоресцентні зонди сквараїнового ряду G1, G2, G4, G5, G6, G7, які флуоресціюють у дальній червоній області. У цих сполук є істотні переваги перед флуорофорами інших класів, зумовлені, перш за все, їх високим квантовим виходом і відсутністю спотворення вимірюваного сигналу внаслідок фонової флуоресценції і світлорозсіювання біологічних зразків. Експериментальна стратегія полягала у реєстрації спектрів флуоресценції барвників при варіюванні концентрації нативного та фібрилярного лізоциму. Інтенсивність флуоресценції барвників зростала при додаванні нативного білка, що свідчить про зв'язування зондів з лізоцимом, проте, цей ефект був слабо вираженим. У той же час, при додаванні фібрил лізоциму інтенсивність флуоресценції зростала значно сильніше, порівняно з нативною формою білка. Отримані таким чином залежності зміни інтенсивності флуоресценції від концентрації білка були проаналізовані в рамках класичної моделі адсорбції адсорбції Ленгмюра [4,5], що дозволило оцінити такі параметри, як константа асоціації, молярна флуоресценція  та стехіометрія зв'язування. Виявилось, що ізотерми зв'язування добре описуються моделлю Ленгмюра тільки у випадку фібрилярного білка. 

На основі отриманих результатів можна зробити висновок, що нові сквараїнові зонди мають вищу специфічність до фібрил лізоциму, ніж до нативної форми білка. Серед шести досліджених зондів кращим для детектування фібрил виявився зонд G6, інтенсивність якого істотно зростала у присутності фібрилярного лізоциму. Важливими перевагами сквараїнів є дуже низька спорідненість до нативного білка та спектральна область флуоресценції. Ці зонди поглинають світло і випромінюють флуоресценцію в червоній області (600-800 нм), тобто там, де більшість біологічних об'єктів зазвичай спектрально неактивні.
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