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Эндогенная автофлуоресценция (АФ) биологических систем является важным источником информации для биомедицинской диагностики.  Природа возникновения собственной флуоресценции молекулярных флуорофоров до конца неизвестна. Активно ведутся исследования механизма формирования сигнала такой флуоресценции. Так, в работе [1] уже было показано, что молекулярным источником автофлуоресценции в видимой и ближней инфракрасной областях могут быть продукты окисления органических компонентов (липидов, белков, аминокислот и др). Формирование супрамолекулярных агрегатов также в ряде случаев сопутствует возникновению данной АФ в органических системах, например, при агрегации белка с последующим формированием амилоидных фибрилл [2].  При исследовании возникновения АФ гетерогенных систем неживых органических соединений и гуминовых веществ, находящиеся в водных средах, почвах и органических породах, были выявлены схожие с продуктами окисления органических компонентов оптическими свойствами [3]. Также было продемонстрировано, что существует взаимосвязь между формированием оптических свойств этих гетерогенных систем и их размерами. Таким образом, целью данной работы было исследование природы возникновения автофлуоресцентного сигнала аминокислот и белков на примере водного раствора триптофана при его фотоокислении. Основными задачами работы являлись:

· исследование наблюдаемых оптических свойств биоорганических продуктов агрегации, сформированных в результате окисления аминокислоты триптофана; 

· оценить, какой из механизмов - окисление или агрегация – индуцирует возникновение АФ.

Для решения поставленных задач в работе была использована лазерная микроскопия светового листа (light sheet microscopy, LSM), позволяющая исследовать оптические свойства систем, и визуализировать броуновское движение изучаемых наночастиц в воде, находящихся в сфокусированном лазерном листе, по сигналу рассеяния от них, а также производить анализ траектории данных наночастиц (NTA) и определять их размер. Другим методом, использованным в работе, являлась техника динамического рассеяния света (DLS), также основанная на изучении броуновского движения отдельных частиц и позволяющая определять ряда важных параметров частиц, в том числе белков, на уровне отдельных молекул (формы, коэффициента диффузии, гидродинамического радиуса и др). 
В данной работе была исследована природа видимого флуоресцентного отклика аминокислоты триптофана (TRP), при его фотоокислении (УФ-излучения, максимум эмиссии 254 нм, интенсивность излучения на образце ~10 мВт/см2). С использованием методов LSM и DLS было показано, что в результате процесса фотоокисления образуется гетерогенная смесь агрегатов, превалирующая доля которых достигает размера около 100 нм. Для детального исследования гетерогенности раствора были выделены молекулярные фракции размерами менее и более 3 кДа. С использованием методов флуоресцентной и абсорбционной спектроскопии был произведен одновременный анализ оптических характеристик исследуемых растворов и размеров, образовавшихся в них наночастиц. Было установлено, что размер агрегатов связан со свойствами поглощения и флуоресценции: фракция агрегатов менее 3 кДа (т.е. наночастицы и отдельные молекулы размером менее 2-3 нм) имеют малый спектральный наклон поглощения (() и высокий квантовый выход флуоресценции, в отличие от крупных агрегатов (более 3 кДа), у которых большие значения ( и низкий квантовый выход флуоресценции. Для того, чтобы произвести анализ природы формирования оптических свойств при фотоокислении и более точно разрешить разделение раствора по размерам и исследовать гетерогенность отобранных фракций был использован метод гель-фильтрационной хроматографии. 

Результаты, полученные в этой работе, указывают на наличие агрегации в результате фотоокисления и свидетельствуют о значимой роли межмолекулярного взаимодействия в органических системах с эндогенной флуоресценцией в видимой области. Представленные результаты дают ключевую информацию для объяснения механизмов возникновения указанной флуоресценции в различных биологических системах, и имеют важное значение для решения задач биофизики и медицины.
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