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В настоящее происходит активное развитие оптических методов мониторинга различных социально значимых заболеваний.  К ним относятся заболевания, вызванные неправильно свернутыми белками, образующими нерастворимые белковые агрегаты. Накапливаясь в тканях и органах, эти агрегаты приводят к нарушению их нормальных функций.  К таким белковым агрегатам относятся амилоидные фибриллы. Процесс их образования способствует развитию атеросклероза, болезни Альцгеймера, болезни Паркинсона и т.д. Таким образом, задача детектирования фибриллобразования является весьма актуальной. 


К оптическим методам детектирования относят, например, фотометрический метод анализа и эмиссионный спектральный анализ. Они основаны на встраивании флуоресцентных зондов (например, красителя тиофлавина Т), фотофизические свойства которых зависят от параметров микроокружения, в структуру. Несмотря на то, что данный подход является общепринятым, имеется ряд работ, в которых показано, что наличие зондов само по себе влияет на кинетику образования фибриллярных структур, что, соответственно, накладывает ограничения на их применение для исследования процессов агрегации.


В данной работе предлагается использовать невзаимодействующие с фибриллами зонды – зеленый флуоресцентный белок (green fluorescent protein – GFP) и красный флуоресцентный белок (red fluorescent protein – RFP).  GFP и RFP представляют собой бета-складчатые структуры, формирующие цилиндрическую полость, внутри которой находится флуорофор. «Оболочка» защищает флуорофор от влияния микроокружения.[1] Одной из основных характеристик флуорофора является время жизни флуоресценции, то есть время релаксации возбуждённого состояния.

В данной работе методами флуоресцентной спектроскопии проверяется применимость использования флуоресцентных белков (GFP, RFP) в качестве сенсора образования фибрилл модельным белком (инсулином). Была проведена серия модельных экспериментов, направленная на исследование изменения времени жизни флуоресценции GFP (RFP) в зависимости от оптических характеристик его микроокружения, в частности, коэффициента преломления[2] и pH среды. Предлагаемая методика применима к процессу фибриллообразования по причине того, что в ходе данного процесса коэффициент преломления раствора изменяется, что, в свою очередь, приводит к изменению времени жизни флуоресценции. 
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