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ВВЕДЕНИЕ 
 

За почти полувековой срок, прошедший с момента создания первого 

оптического квантового генератора, лазерное излучение получило 

применение в самых различных областях промышленности, техники, 

медицины. В настоящее время в связи с развитием лазерных технологий 

большое внимание уделяется исследованию взаимодействия лазерного 

излучения с веществом (см. например монографии [12- 3]). Одним из важных 

направлений этих исследований является изучение взаимодействия лазерного 

излучения с полимерными средами [4 - 5]. Поглощение материалом 

лазерного излучения вызывает нагрев полимерного вещества, что, в свою 

очередь, может приводить к разрыву полимерных цепей, их сшиванию, 

выделению газообразных продуктов, и связанным с этим механическим 

эффектам. При воздействии излучения УФ лазеров важную роль могут 

играть также фотохимические реакции, которые не связаны с общим 

нагревом вещества. 

Изучение воздействия лазерного излучения на биологические среды 

важно для применения в медицинских целях [67-89]. Особенностью 

воздействия на эти среды является то, что мягкие биологические ткани в 

значительной степени состоят из воды, что приводит к специфической 

реакции вещества на лазерный нагрев [1011-1213], а также то, что белки, 

составляющие основу тканей, являются молекулами со сложной 

пространственной структурой. Лазерное воздействие может приводить к 

значительному изменению этой структуры - к денатурации, которая 

существенно изменяет свойства этих молекул [14, 15]. 

Тепловая денатурация белков часто сопровождается агрегацией 

молекул [16 - 17]. Разворачивание водорастворимых белковых молекул 

(unfolding) приводит к "обнажению" гидрофобных остатков, и движущей 

силой агрегации являются гидрофобные взаимодействия между 

развернутыми молекулами [18-1920]. Важно подчеркнуть различие между 

процессами ассоциации и агрегации. Ассоциацией (или самосборкой; self-
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assembly) называют взаимодействие белковых молекул, приводящее к 

образованию стехиометрически строго детерминированных олигомерных 

структур. Агрегацией называют взаимодействие развернутых белковых 

молекул, которое приводит к образованию олигомеров "неправильной" 

формы вследствие "ошибочных" межмолекулярных взаимодействий [21]. В 

данной работе значительное внимание уделяется исследованию процессов 

агрегации водорастворимых белков при воздействии лазерного излучения. 

 Впервые теоретические работы по агрегации молекулярных систем 

были опубликованы М. Смолуховским в 1916 году [22]. В них записывались 

уравнения для необратимой агрегации и вводилась вероятность 

необратимого слипания кластеров, которая может зависеть, например, от 

пространственного строения кластера [23]. В связи с большим практическим 

интересом широкое распространение получили теоретические и 

экспериментальные работы по диффузионно-ограниченной агрегации [24 -

2526], и по реакционно-ограниченной агрегации, образующимся в результате 

агрегации фракталам, их размерностям и свойствам [24, 26 -2728]. В настоящее 

время опубликованы многочисленные математические модели, обобщающие 

уравнения М. Смолуховского на случай обратимой агрегации и агрегации с 

фрагментацией [24, 29 -3031]. Уравнения, написанные в общем виде 

М. Смолуховским, применяются для оценки правильности полученных 

решений, например, в работе по математическому моделированию 

молекулярной динамики коллоидной суспензии с учетом как коллоидных 

частиц так и «частиц» раствора [32]. Процесс образования и агрегации 

кластеров лежит в области интересов биологии, иммунологии, полимерной и 

коллоидной химии, металлургии. Прикладные исследования агрегации 

актуальны также и в социальных науках. Так, например, в работах [33, 34] 

модель необратимой агрегации применена к исследованию миграционных и 

демографических процессов. 

 Наряду с многочисленными исследованиями, посвященными агрегации 

большого количества частиц, лишь малая доля внимания уделяется изучению 
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бимолекулярных механизмов взаимодействия [35, 36]. В работе [37], 

показано, что в растворах белка возможно образование равновесных 

кластеров, содержащих до двух десятков молекул, причем равновесие 

определяется не специфическим взаимодействием белковых молекул, а 

выравниванием сил электростатического отталкивания и ближнепольного 

притяжения. В этой работе продемонстрирована зависимость размера 

агрегатов от концентрации белка в растворе. При этом концентрация белка в 

эксперименте была всего в несколько раз ниже, чем концентрация этого же 

белка в яичном белке [38]. 

Представляется уместным упомянуть другие процессы, в которых, как 

и при агрегации, сложные молекулярные образования получаются из более 

простых. 

Молекула белка является полимером биологического происхождения 

(биополимером), в которой аминокислоты играют роль мономеров. В этой 

связи следует отметить некоторое сходство процесса агрегации с такими 

химическими процессами в полимерной химии, как полимеризация и 

поликонденсация, кинетика которых изучалась в нашей группе [3940-4142]. 

При полимеризации мономер может реагировать только с 

микрорадикалом и растущей полимерной цепью, макрорадикалом [43, 44]. 

Интересно отметить, что белковые агрегаты, состоящие из небольшого числа 

исходных белковых молекул, называются олигомерами аналогично 

синтетическим полимерам с малой длиной цепи. При поликонденсации 

могут вступать в химическую реакцию любые две частицы, находящиеся в 

системе [45]. Поликонденсация может приводить к образованию трехмерных 

сеток, гелей. При полимеризации полифункциональных мономеров также 

возможно образование трехмерных структур. Такие гигантские трехмерные 

фракталоподобные образования возможны и на поздних стадиях агрегации 

белковых молекул. 

При фазовых переходах процесс агрегации зачастую лежит в основе 

процесса формирования новой фазы [28]. В настоящее время одной из 
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стандартных методик получения металлических наночастиц в растворе 

является преципитация, осаждение частиц, возникающая при пересыщении 

раствора [46]. Этот процесс может быть рассмотрен как фазовый переход 

первого рода. Если в твердых растворах агрегация образующихся частиц, 

зародышей новой фазы, затруднена [47, 48], то в жидкости управление 

агрегацией и ростом частиц, выпадающих в осадок, является одной из 

основных задач этой методики [4950-5152]. Сходство термодинамики 

самоорганизации белков с фазовыми переходами первого рода 

экспериментально установлено в работах П. Л. Привалова [53], а сходство 

кинетических аспектов этих явлений - в компьютерных экспериментах 

Е. И. Шахновича и А. М. Гутина [54]. При определенных условиях (степень 

пересыщения раствора, уровень температуры, величина pH) белок как в 

физиологическом растворе in vitro, так и in vivo, например, в хрусталике 

глаза, способен кристаллизоваться [55, 56]. Такие фазовые переходы белка 

изучаются белковой кристаллографией [57, 58]. 

Агрегация белков является причиной многих заболеваний [5960-616263]. 

Одно из них - катаракта, являющаяся по данным Всемирной Организации 

Здравоохранения основной причиной потери зрения во всем мире [64, 65]. 

Катаракта является клиническим результатом увеличения рассеяния света 

хрусталиком глаза. Это светорассеяние может возникать из-за потери 

клеточного порядка в хрусталике в результате нарушения процесса его 

развития или бесконтрольного деления клеток, а также из-за потери 

прозрачности отдельных клеток хрусталика. Последнее, в частности, может 

произойти из-за фотоповреждения основных белков хрусталика - 

кристаллинов, вызывающего их агрегацию. Причиной появления 

наследственной катаракты могут стать мутированные кристаллины из-за 

изменения стабильности связи (ассоциации) или растворимости. Вызванная 

воздействием на хрусталик ультрафиолетовым излучением катаракта активно 

изучается in vivo [66-6768] и in vitro [6970-7172].  
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Из литературы известно, что в организме развитию процессов 

денатурации препятствуют специальные белки - шапероны [73-7475], механизм 

действия которых частично раскрыт в [76, 77]. Многие молекулярные 

шапероны известны как белки теплового шока (heat-shock proteins, Hsp), 

которые синтезируются в клетках всех организмов в ответ на повышение 

температуры выше допустимой. Белки теплового шока необходимы для 

защиты клеток от теплового повреждения и для нормализации функций 

клеток после прекращения теплового воздействия [787980-81828384]. В то время как 

одни шапероны способствуют сворачиванию полипептидной цепи в 

нативную (исходную) структуру, другие - способны замедлять процесс 

агрегации белковых субстратов, но не могут обеспечить полный переход 

белка в нативное состояние [78, 80, 85868788--89909192]. Большой интерес к изучению 

свойств белков теплового шока и процессов агрегации привело к тому, что в 

последнее время появилось большое количество экспериментальных и 

теоретических работ по тепловой агрегации белков [21-38, 7393949596-979899100101]. 

Как показали ранее проведенные исследования, воздействие на 

организм УФ излучения является стрессом, в результате которого в 

организме также выделяются шапероны [102, 103]. Однако, например, в 

хрусталике глаза изначально присутствует белок α-кристаллин, который 

замедляет агрегацию β- и γ- кристаллинов, при воздействии высокой 

температуры [104, 105] или УФ излучения [106]. Шаперонная активность α-

кристаллина была открыта сравнительно недавно [107108109110-111112113] и похожа на 

хорошо известную шаперонную активность белков теплового шока. 

Несмотря на защитные свойства α-кристаллина с возрастом в хрусталике 

накапливаются необратимые изменения, приводящие к его помутнению, то 

есть к развитию катаракты. 

В работах [69-72] исследовались фотоповреждения хрусталика глаза 

при воздействии излучения УФ лампы. Установлено образование агрегатов 

полипептидов [70], изменение зарядов кристаллинов хрусталика [71], 

повреждения структуры глаза под действием света [72] и наличие процессов 
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комплексообразования в растворах кристаллинов [101]. В этих работах 

использовалось широкополосное излучение с коротковолновой границей 

~ 260 нм, где существенны процессы фотолиза. Роль процессов фотолиза в 

кристаллинах существенно уменьшается при воздействии на них более 

длинноволнового монохроматического лазерного излучения с длинами волн 

295 и 308 нм. Однако до работы над диссертацией в литературе были 

опубликованы лишь единичные статьи по УФ лазерной агрегации белков 

[106, 114115-116]. 

Подчеркивая принципиальное отличие лампового и лазерного 

ультрафиолетового излучения, отметим, что результаты, полученные при 

воздействии монохроматическим излучением проще трактовать, нежели 

следствия облучения широкополосным спектром мощных УФ ламп. При 

вырезании же узкого диапазона из спектра излучения УФ лампы 

существенно уменьшается интенсивность и, соответственно, увеличивается 

время проведения экспериментов. Некоторые процессы агрегации белков при 

лазерном воздействии связаны именно с большими плотностями энергии 

лазерных импульсов. 

Задачей данной работы является исследование биофизических 

процессов УФ-индуцированной агрегации при использовании 

интенсивностей, достаточных для возникновения нелинейных эффектов при 

агрегации, но не приводящих к нагреву и нелинейному поглощению УФ 

излучения в растворах белков. В данной работе мы не будем различать 

термины доза и экспозиция УФ облучения. Другая задача - использование 

результатов исследования агрегации при поиске веществ, способных 

защитить белки от денатурирующих воздействий. 

Эффективным методом исследования агрегации частиц в водном 

растворе является измерение мощности рассеянного излучения пробного 

лазерного пучка [117118-119120]. Этот метод, получивший широкое применение в 

экспериментальных работах [121, 122], будет использован и в настоящей 

работе. 
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Цель диссертационной работы: 

- экспериментальное исследование воздействия лазерного излучения 

ультрафиолетового диапазона, не сводящегося к нагреву вещества 

излучением, на биологические среды и, в частности, на водные растворы 

белков; 

- построение модели фотоагрегации водорастворимых белков, объясняющей 

выявленные закономерности; 

- создание на основе экспериментальной методики и теоретической модели 

нового физического метода исследования процессов агрегации 

водорастворимых белков при воздействии на них импульсного лазерного УФ 

излучения; 

- исследование возможности применения нового метода для сравнения 

способности белков к фотоагрегации и отбора добавок, ее замедляющих, в 

частности, для поиска новых антикатарактальных препаратов. 

Научная новизна работы: 

В работе экспериментально исследована зависимость УФ лазерной 

фотоагрегации белков в растворе от экспозиции облучения D и выявлен 

эффект зависимости степени агрегации (наведенного рассеяния) не только от 

экспозиции, но и от интенсивности облучения. 

Предложен новый физический механизм агрегации через 

бимолекулярное взаимодействие фотоактивированных молекул белка. Этот 

механизм позволяет не только качественно, но и количественно описать 

полученные экспериментальные результаты. 

В работе предложен новый экспресс-метод исследования агрегации 

белковых растворов, который применен для сравнения чувствительности 

растворов различных белков к воздействию УФ излучения. Данный метод 

может быть использован для экспресс-тестирования добавок, замедляющих 

агрегацию основных белков хрусталика глаза человека - кристаллинов. Такие 

добавки могут быть использованы при создании препарата для профилактики 

развития и, возможно, для лечения начальной стадии катаракты. 
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На основе исследования с помощью экспресс-метода влияния на 

скорость УФ–индуцированной агрегации кристаллинов различных пептидов, 

используемых при создании антикатарактальных препаратов, предложена 

новая комбинация короткоцепочечных пептидов, применение которой дало 

существенное (в несколько раз) замедление развития УФ-индуцированной 

катаракты у экспериментальных животных (крыс). 

На защиту выносятся следующие положения: 

Экспозиция УФ излучения (D = w⋅F⋅t), необходимая для агрегации 

водорастворимых белков, вызванной мягким УФ излучением XeCl лазера, 

зависит от значений плотности энергии лазерных импульсов w и частоты их 

следования F. При фиксировании одного из этих параметров (w или F) 

уменьшение второго приводит к увеличению экспозиции необходимой для 

агрегации, при увеличении же этого параметра необходимая для агрегации 

экспозиция стремится к константе. 

Начальная стадия УФ-лазерной фотоагрегации происходит при 

взаимодействии двух активированных светом молекул с конечным временем 

жизни фотоактивированного состояния. Такая модель качественно и 

количественно описывает экспериментальные результаты. 

Созданный экспресс-метод позволяет сравнить чувствительности 

растворов различных белков к воздействию УФ излучения и для 

исследования влияния различных веществ на скорость фотоагрегации белков 

хрусталика глаза. 

Мутантные β-кристаллины A3tr обладают повышенной 

предрасположенностью к фотоагрегации по сравнению с нормальными β-

кристаллинами А3. Исследованные структурные изменения этих белков 

могут способствовать более раннему развитию катаракты у людей с 

соответствующими приобретенными или генетически унаследованными 

изменениями. 

Созданная комбинация короткоцепочечных пептидов замедляет 

фотоагрегацию основных белков хрусталика глаза – кристаллинов. 
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Композиция была апробирована в ГУ Научно-исследовательском институте 

глазных болезней РАМН. Получено существенное замедление развития УФ-

индуцированной катаракты у экспериментальных животных. 

Научно-практическая значимость 

 Предложен новый механизм фотоагрегации водорастворимых белков. 

Созданный в работе тестовый экспресс-метод может быть использован 

при отборе веществ, защищающих кристаллины хрусталика глаза от 

повреждающего воздействия УФ излучения, на основе которых могут быть 

созданы принципиально новые антикатарактальные препараты. 

Работа проводилась в рамках исследований, поддержанных 

Российским фондом фундаментальных исследований (гранты № 00-02-

16411-а, № 01-02-06492-мас, № 02-04-49342-а, № 03-04-06233-мас, № 04-04-

08150-офи_а, № 05-04-48749-а, № 08-02-01157-а, № 08-04-97108-

р_поволжье_а) и программой Президиума РАН «Фундаментальные Науки - 

Медицине» с 2002 по 2008 годы. 

В рамках проекта РФФИ № 04-04-08150-офи_а в ГУ Научно-

исследовательский институт глазных болезней РАМН проведены испытания 

предложенной нами комбинации короткоцепочечных пептидов. Получено 

существенное замедление развития УФ-индуцированной катаракты у 

экспериментальных животных. Получено решение Роспатента о выдаче 

патента на изобретение «Фармацевтическая композиция для профилактики 

развития и лечения начальной стадии возрастной катаракты (варианты)». 

Достоверность и обоснованность положений и выводов, полученных в 

диссертации, обеспечена применением современной стандартизованной 

измерительной аппаратуры, метрологической поверкой измерительного 

оборудования, использованием стандартных экспериментальных оптических 

и биохимических методов, обработкой данных с помощью современного 

программного обеспечения, воспроизводимостью экспериментальных 

результатов и согласованием некоторых выводов с результатами других 



 12

авторов. Система менеджмента и качества соответствует требованиям 

ГОСТ РВ 15.002-2003 и ГОСТ Р ИСО 9001-2001. 

Публикации и апробация результатов. Основные результаты 

диссертации докладывались как на российских конференциях: 

- отчетные конференции по Программе Президиума РАН 

“Фундаментальные науки – медицине”: 25-26 ноября 2002; 10-11 декабря 

2003; 2-3 декабря 2004; 14-16 декабря 2005; 27-29 ноября 2006; 3-4 декабря 

2007, Москва; 

- 11-я Нижегородская сессия молодых ученых (естественнонаучные 

дисциплины), 16-21 апреля 2006, д. Татинец, Нижегородская область; 

- II и III Троицкая Конференция по Медицинской Физике (ТКМФ-2), 16-19 

мая 2006, (ТКМФ-3) 3-6 июня 2008, г. Троицк Московская область; 

так и на международных: 

- X International Conference Nonresonant Laser-Matter Interaction (NLMI-10), 

21-23 august 2000, Saint-Petersburg, Russia; 

- European Biomedical Optics Week - EBIOS 2000, 4-8 July 2000, Amsterdam, 

Netherlands; 

- International Quantum Electronics Conference 2002 / Conference on Lasers, 

Applications, and Technologies 2002 (IQEC/LAT 2002), 22–27 June 2002, 

Moscow, Russia; 

- XI International Conference Laser Matter Interaction (LMI-XI), 30 June -2 July 

2003, St.-Petersburg-Pushkin, Russia; 

- Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO 2003), 4 May 

2003, Fort Lauderdale, Florida, USA; 

- Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO 2005), 1-5 

May 2005, Fort Lauderdale, Florida, USA; 

- International Conference on Coherent and Nonlinear Optics / International 

Conference on Lasers, Applications, and Technologies (ICONO/LAT-2005), 11-

15 May 2005, Saint-Petersburg, Russia; 
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- International School for Junior Scientists and Students on Optics, Laser Physics 

and Biophysics, Saratov Fall Meeting`05, 27-30 September 2005, Saratov, 

Russia; 

- International Conference on Coherent and Nonlinear Optics / International 

Conference on Lasers, Applications, and Technologies (ICONO/LAT-2007) 

Fundamentals of laser chemistry and photobiology, May 28 – June 1, Minsk, 

Belarus, 2007; 

- Laser Applications in Life Sciences (LALS-2007), June 11-14, Moscow, 

Russia, 2007; 

- International Conference “Fundamentals of Laser Assisted Micro– and 

Nanotechnologies” (FLAMN-07), June 25-28, 2007, St. Petersburg - Pushkin, 

Russia.

По материалам диссертации опубликовано семь статей в рецензируемых 

научных журналах, включая препринт ИПФ РАН [1*], четыре статьи из 

перечня ведущих рецензируемых научных журналов и изданий, в которых 

должны быть опубликованы основные научные результаты диссертации на 

соискание ученой степени кандидата наук [2*-5*], и две статьи из списка 

зарубежных научных журналов и изданий, в которых могут быть 

опубликованы основные научные результаты диссертации [6*, 7*], 

определяемых Высшей аттестационной комиссией. Кроме того, 

опубликованы семь статей в сборниках научных трудов международных [8*-

11*] и российских [12* -14*] конференций и одиннадцать тезисов докладов на 

международных и российских научных конференциях [15*].  

Результаты, представленные в диссертации, вошли в отчет о научной и 

научно-организационной деятельности ИПФ РАН за 2004, 2005 и 2008 годы 

по разделу "Основные результаты в области естественных, технических, 

гуманитарных и общественных наук" [16* -18*]. Получено решение 

Роспатента о выдаче патента на изобретение «Фармацевтическая композиция 

для профилактики развития и лечения начальной стадии возрастной 

катаракты (варианты)» [19*]. 
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Личный вклад автора в работах, выполненных в соавторстве с 

сотрудниками лаборатории 332 отдела 330 отделения Нелинейной Динамки и 

Оптики Института прикладной физики РАН, заключается в участии 

постановки задачи, в проведении экспериментальных исследований и 

построении теоретической модели, в обработке, обсуждении, подготовке к 

публикации и представлению на конференциях полученных результатов, а 

также в оформлении проектов и отчетов по грантам РФФИ и по Программе 

фундаментальных исследований Президиума РАН «Фундаментальные науки 

– медицине».  

Содержание работы. Во введении рассматривается современное 

состояние проблемы и обзор литературы по тематике исследования, 

обоснована актуальность темы диссертации, формулируется цель 

исследования, дается общая характеристика работы, включающая научную 

новизну, практическую значимость и основные положения, выносимые на 

защиту. 

Первая глава посвящена экспериментальному исследованию 

индуцированной импульсным излучением УФ лазера агрегации яичного 

белка, хрусталика глаза свиньи и модельного белка карбоангидразы. Впервые 

такие исследования проведены в широком диапазоне изменения плотности 

энергии лазерных импульсов и частот их повторения. Важной задачей, 

решаемой в первой главе, является исследование воздействия на белки 

излучения ультрафиолетового диапазона различных длин волн. В первой 

части главы описаны эксперименты, проделанные с яичным белком и 

хрусталиком глаза свиньи, и направленные на определение диапазонов УФ 

излучения, в которых доминируют либо процессы агрегации, либо процессы 

фотолиза и фотоокисления, а также на определение температурного режима в 

процессе облучения. Определены соответствующие источники лазерного 

излучения, оптические методы регистрации и геометрия экспериментальных 

схем. Кроме того, выявлены характеристики этих естественных сред, в 

частности, большая внутренняя неоднородность образцов и отсутствие 
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требуемой повторяемости свойств от образца к образцу, что потребовало 

проведения серии экспериментов для получения статистически достоверных 

данных. В результате был сделан вывод о целесообразности проведения 

экспериментов с отдельными компонентами биологических сред – 

растворами входящих в их состав белков. 

Обнаружено, что при воздействии на белковые среды излучения XeCl 

лазера (308 нм) в отличие от воздействия лазера с λ = 270 нм наблюдается 

зависимость наведенного рассеяния не только от дозы облучения, но и от 

плотности энергии в импульсе.  

Во второй части главы приведены результаты, полученные при 

воздействии излучения XeCl лазера (308 нм) на карбоангидразу. Выбор этого 

белка в качестве модельного был обусловлен следующими обстоятельствами. 

Во-первых, по таким биофизическим свойствам как характерный размер и 

молекулярная масса он близок к γ-кристаллину и некоторым формам β-

кристаллина, являющимися основными белками хрусталика глаза. Во-

вторых, зависимость степени его агрегации от дозы УФ облучения близка к 

соответствующей зависимости для βL-кристаллина.  

Для исследованных белков выявлена нелинейная зависимость степени 

их агрегации от режимов УФ облучения – от плотности энергии лазерных 

импульсов и частоты их повторения.  

Эксперименты с карбоангидразой позволили последовательность 

действий при приготовлении и очистке растворов белков, а также 

температурные режимы их облучения и хранения. 

Во второй главе, основываясь на выработанной в предыдущей части 

работы методике исследования, осуществляется изучение кинетики УФ 

(308 нм) индуцированной агрегации основных белков хрусталика глаза α-, β- 

и γ-кристаллинов как по отдельности так и в смеси. Наиболее подробно была 

исследована УФ-индуцированная агрегация βL-кристаллина. По 

экспозиционным зависимостям для βL-кристаллина, как и для 

карбоангидразы, выявлена зависимость степени их агрегации не только от 
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дозы, но и от режимов УФ облучения – от плотности энергии лазерных 

импульсов и частоты их повторения. Полная смесь трех кристаллинов 

рассматривается как некоторая модель хрусталика глаза, наиболее близкая к 

нему по физико-химическим свойствам, нежели раствор каждого 

кристаллина в отдельности. 

Основываясь на экспериментальных результатах для βL-кристаллина и 

карбоангидразы, были сделаны основные предположения, использованные 

при построении физической теории фотоагрегации, подробно изложенной в 

третьей главе.  

Третья глава посвящена созданию физической модели начальной 

стадии агрегации белков при воздействии на них мягким УФ излучением, 

которая описывает образование агрегатов, а также оценкам температурных 

эффектов в образце при импульсном лазерном воздействии. В модели 

рассматривается как случай непрерывного излучения, моделирующий 

солнечный УФ, так и более соответствующий эксперименту импульсный 

режим. Как следует из экспериментальных результатов первой и второй 

главы, такие характеристики излучения, как частота следования и плотность 

энергии лазерных импульсов, являются ключевыми факторами, 

определяющими кинетику агрегации. Установлено, что доза УФ облучения, 

необходимая для агрегации белков (критическая доза), нелинейно зависит от 

частоты и плотности энергии лазерных импульсов (XeCl-лазер) таким 

образом, что эта доза сильно падает с увеличением интенсивности, выходя на 

константу при их увеличении. Для объяснения этого эффекта принято, что 

первый этап фотоагрегации состоит в объединении двух активированных 

светом молекул белка. При этом фотоактивированное состояние обладает 

конечным временем жизни. Конкуренция процессов парного взаимодействия 

активированных молекул и релаксации активированного состояния при 

малой концентрации фотоактивированных состояний приводит к резкой 

зависимости дозы УФ облучения, необходимой для агрегации белков, от 

интенсивности излучения I = w×F. Напротив, при большой концентрации 
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фотоактивированных состояний конкуренции нет - все молекулы, 

активированные светом, агрегируют в парных процессах и зависимость 

критической дозы УФ-облучения от интенсивности исчезает. 

Наложение теоретических кривых на экспериментальные данные 

позволили с помощью построенной модели не только качественно объяснить 

механизмы фотоагрегации, но и количественно, по порядку величины, 

оценить важные параметры задачи, основным из которых является время 

темновой дезактивации фотоактивированного состояния, от величины 

которого существенно зависит скорость фотоагрегации белков.  

Для самосогласования нового физического механизма начальной 

стадии УФ индуцированной агрегации были проведены дополнительные 

эксперименты, в результате которых было обнаружено и исследовано 

явление продолжения агрегации уже без действия света (эффект 

постагрегации). 

В четвертой главе обосновывается создание экспериментального 

экспресс-метода изучения агрегации белковых молекул при воздействии 

излучения XeCl лазера на водные растворы белков, а также возможность 

трактовки результатов, полученных с его помощью, на случай слабых 

интенсивностей, в частности, солнечного ультрафиолета. Этот метод 

использован для сравнения чувствительности к УФ излучению нормального 

и модифицированного β-кристаллина. Исследование влияния генетических 

изменений в строении молекулы кристаллина на восприимчивость к 

ультрафиолетовому излучению осуществлялось на искусственно полученных 

β-кристаллинах. Основной результат этого исследования заключается в том, 

что изменение в строении белковой молекулы, в частности, купирование у 

нее аминокислотных остатков, приводит к увеличению чувствительности к 

УФ. Такие приобретенные или унаследованные генетические изменения 

могут являться причиной ускоренного развития катаракты. 

Особое внимание в четверной главе уделяется исследованию действия 

веществ, замедляющих фотоагрегацию белков хрусталика глаза. При этом в 
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качестве добавок рассматривались не только уже используемые в медицине 

антикатарактальные препараты и их составляющие. На основе сравнения 

влияния на агрегацию белков известных пептидов, использующихся в 

антикатарактальных препаратах, предложена новая комбинация 

короткоцепочечных пептидов, обладающих лучшими защитными 

свойствами. Фактически действие этих пептидов эквивалентно действию α-

кристаллина на агрегацию других белков. Использование нашего метода еще 

раз продемонстрировало тот факт, что α-кристаллин обладает свойствами 

шаперона, то есть вещества, защищающего белковые молекулы в организме 

человека от разрушения при воздействии различных денатурирующих 

факторов. 

В конце главы приведено количественное подтверждение того, что 

добавление в раствор исследуемого белка некоторых короткоцепочечных 

пептидов оказывает влияние на время темновой дезактивации и другие 

параметры системы. Делается заключение о том, что такие эксперименты 

совместно с привлечением для трактовки их результатов построенной модели 

позволяют производить экспресс-отбор добавок, которые могут 

рассматриваться как потенциальные антикатарактальные препараты. 

Приведены первые результаты экспериментов на лабораторных животных. 

В заключении сформулированы основные результаты 

диссертационной работы. 
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ГЛАВА 1. Экспериментальное исследование агрегации 

водорастворимых белков при воздействии УФ-лазерного излучения 

различных длин волн 

 
Сложность строения биологических объектов, значительное 

разнообразие процессов, проявляющихся при воздействии на них света, 

вызывают необходимость использования различных типов лазеров в 

прикладных задачах медицины. Выбор конкретного лазерного воздействия 

должен основываться на знании теории взаимодействия разных типов 

лазерного излучения с различными биологическими объектами. Например, 

лазерное излучение УФ диапазона используется для шлифовки роговицы 

глаза [123], при фотодинамическом воздействии на раковые опухоли [7]. В 

данной главе будет предложена новая методика комплексного 

экспериментального исследования закономерностей агрегации белковых сред 

под воздействием импульсного УФ излучения. 

 
1.1 Выбор исследуемой среды и длины волны излучения 
 

В настоящем разделе будет рассмотрено воздействие лазерного 

ультрафиолетового излучения на прозрачные биологические объекты и на 

раствор модельного белка карбоангидразы. Будет показано различное 

влияние на них ультрафиолетового излучения разных длин волн. На основе 

этих исследований будут отобраны среды, в которых исследования 

обнаруженных закономерностей удовлетворяет требованию 

воспроизводимости результатов. 

В качестве исследуемых сред в первой серии экспериментов были 

выбраны яичный белок и хрусталик глаза свиньи (in vitro). Реакция этих сред 

может существенно меняться в зависимости от длины волны 

воздействующего излучения. При воздействии излучения видимого 

диапазона их структура не меняется, в то время как воздействие УФ 
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излучения может вызывать денатурацию составляющих их белковых 

молекул. 

 

1.1.1 Материалы и методы 
 

 Для получения биологического материала использовались свежие яйца 

одной категории, приобретаемые в одном и том же магазине города. 

Хрусталики выделялись из свиных глаз, полученных на мясокомбинате. 

 В настоящее время существуют белки, выделенные из этих материалов 

в чистом виде. Из яичного белка выделяют яичный альбумин, а из 

хрусталика глаза получают основные составляющие его белки α-, β-, и γ-

кристаллины. Следует отметить, что коммерческая стоимость кристаллинов 

достаточно велика и во много раз превышает стоимость исходной среды. 

 Изучаемые объекты помещались в кювету, состоящую из двух 

кварцевых пластин марки КУ1 (входное и выходное окна). Толщина 

белковый среды выбиралась в соответствии с условиями эксперимента и 

составляла 100, 50 или 10 мкм, что обеспечивалось толщиной тефлонового 

кольца, помещавшегося между окнами кюветы.  

 Перед проведением УФ облучения исследуемых сред измерялись их 

спектры поглощения на спектрофотометрах SPECORD  M 40 и CФ – 26 в 

диапазоне длин волн 200 − 800 нм. 

 В качестве источников УФ излучения использовались 4–я и 5–я 

гармоники импульсного твердотельного лазера на кристалле Nd:YAP, что 

соответствует длинам волн λ = 270 нм и λ = 216 нм и импульсный 

эксимерный лазер LPX - 200 (XeCl) с λ = 308 нм. 

 Изменения, происходящие в исследуемых средах при УФ облучении, 

диагностировались по изменению мощности рассеянного в них излучения 

пробного пучка. В качестве пробного пучка использовалось либо излучение 

4-ой гармоники YAP:Nd лазера малой интенсивности с λ = 270 нм, либо не 

поглощающееся в образцах излучение гелий-неонового лазера с λ = 633 нм. 
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1.1.2 Схемы экспериментов 
 

 Для выполнения данной работы были выбраны, собраны и отработаны 

следующие схемы экспериментов: 

 
1 - лазер Nd:YAP (4 ая и 5 ая гармоники) 
2 - аттенюатор 
3 - плоскопараллельная пластинка 
4 - матовая пластинка 
5 - линза 
6 - плоскопараллельная пластинка 

7 - кювета образцом  
8 - фильтр на 5 ую гармонику 
9 - диафрагма 

10 - фотодиод 
11 - фильтр на 4 ую гармонику 
12 - система автоматизации 

 
Схема 1 для измерения поглощения 4-й и 5-й гармоник YAP:Nd лазера в исследуемых 
образцах в процессе и после УФ облучения. 
 

Для ослабления 4-ой гармоники при использовании в качестве 

пробного пучка излучения 270 нм применялся калиброванный ослабитель 

(2). Плоскопараллельные пластинки (3) и (6) использовались для отвода 

части мощности пучка при калибровке системы и измерении мощностей 5-ой 

и 4-ой гармоник после прохождения через фильтры (11) и (8) соответственно. 

Матовая пластинка (4) использовалась для создания однородного пучка с 

целью получения равномерной засветки образца. Линза (5) фокусировала 

пучок на кювету с образцом, а расстоянием между линзой и образцом 

определялась площадь засветки. У кюветы с образцом (7) можно было 

менять толщину среды с помощью набора прокладок. Фотодиоды (10) 

использовались для измерения энергии лазерных импульсов. Диафрагма (9), 

являлась входным отверстием измерителя (10), и определяла телесный угол, 

из которого принимался сигнал. Программа автоматизации позволяла 

сохранять и визуализировать результаты измерений в процессе проведения 

эксперимента. 
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1 - лазер Nd:YAP (5 ая гармоника) или 

лазер LPX-200 (XeCl   λ = 308 нм) 
2 - кварцевая пластинка 
3 - диафрагма 
4 - кювета с образцом 
5 - УФ фильтр (стеклянная пластинка) 

6 - линза 
7 - фотодиод 
8 - лазер He-Ne   (λ = 633 нм) 
9 - зеркало 

10 - секундомер 
11 - измеритель мощности 

 
Схема 2 для измерения интенсивности рассеяния в процессе облучения различными 
длинами волн в УФ диапазоне. 
 
 Лазер (1) - источник излучения УФ диапазона. Зеркало (9) и пластина 

(2) служат для введения в схему пробного пучка He-Ne лазера. Диафрагма 

(3') формирует область облучения; (3'') - телесный угол, из которого 

принимается сигнал в соответствии с фокусным расстоянием линзы (6); (3''') 

использована для вырезания узкого пучка из луча He-Ne лазера (8). Кювета с 

образцом (4) обладает возможностью смены толщины благодаря набору 

прокладок. Стеклянная пластина (5) отсекает УФ излучение, не допуская его 

попадание в фотодиод (7), измеряющий мощность прошедшего пробного 

пучка в непрерывном режиме. Стрелочный измеритель мощности (11) 

визуализирует сигнал с фотодиода (7). Для снятия временной зависимости 

используется секундомер (10). 

 

1.1.3 Результаты и их обсуждение 
 

 Результаты измерения спектров пропускания кюветы с образцами 

необлученной биологической среды толщиной 50 и 10 мкм приведены на 

рис. 1.1 и 1.2. Из этих спектров по закону Бугера-Ламберта-Бера (1.1) 

получаем коэффициенты поглощения исследуемых сред (таблица 1).  

)/ln(1);exp( 00 II
L

LII ⋅=−= αα      (1.1) 



 23

Таблица 1. Коэффициенты поглощения исследуемых сред для используемых длин волн∗. 
 

 

 

 

 

Вещ-во           λ 
 

 

 

 

 

 

 

216 нм 
 

 

 

 

 

270 нм 
 

 

 

 

 

308 нм 
 

 

 

яичный белок 
 

 

 

> 5000 ± 50 см -1 
 

 

 

172 ± 6 см -1 
 

 

 

28 ± 1 см -1 
 

 

 

хрусталик глаза 
 

 

⎯⎯ 
 

 

 

> 800 ± 10 см -1 
 

 

 

46 ± 3 см -1 

 

 В эксперименте по исследованию изменения пропускания 

биологической среды после воздействия УФ излучения использовалась схема 

№ 1. Излучение YAP:Nd лазера на длине волны 216 нм (5–я гармоника) 

поглощалось в кювете, заполненной слоем яичного белка толщиной 100 и 

50 мкм. После облучения снова прописывался спектр кюветы и сравнивался 

со спектром исходного вещества - рис. 1.1. 
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Рис. 1.1. Зависимости пропускания кюветы с образцом яичного белка толщиной 50 мкм до 
и после облучения 5–й гармоникой Nd:YAP лазера. 

 

                                           
∗ Погрешность измерений длины волны (± 0,05 нм) и фотометрическая погрешность 
соответствуют техническим характеристикам спектрофотометра. 
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Рис. 1.2. Зависимости пропускания кюветы с образцом свиного хрусталика толщиной 
10 мкм до и после облучения 4-й гармоникой Nd:YAP лазера. 
 
 Было исследовано также изменение спектра пропускания хрусталика 

глаза свиньи после облучения на длине волны 270 нм (4–я гармоника) 

рис. 1.2. Толщина среды выбиралась 50 и 10 мкм, что объясняется большими 

коэффициентами поглощения среды. Облучение проводилось в режиме 

модулированной добротности, характеризующимся следующими 

параметрами: продолжительность импульса τ и = 10 нс, частота повторения 

импульсов F = 10 Гц. 

 Одним из результатов воздействия является изменение спектра 

пропускания сред во всем наблюдаемом на спектрофотометре диапазоне, что 

представлено на рис. 1.1 и 1.2. А именно, наблюдалось уменьшение 

пропускания, которое может являться как следствием увеличения рассеяния 

среды, так и изменения ее поглощения. 

 На языке оптической плотности такое изменение пропускания 

означает, что среда стала оптически более плотной. Зависимость оптической 

плотности среды от длины волны пересчитывается из закона Бугера-

Ламберта-Бера. 
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)/(ln;)exp(;)( )(0)(0
0

λλα IIAAIIxdxA
L

=−×== ∫   (1.2) 

где, A − оптическая плотность среды   × ln(10).

 
 В видимом диапазоне спектра изменение пропускания связано лишь с 

изменением рассеяния среды. Поэтому, выбрав длину волны (например, 

500 нм), и учитывая, что интенсивность рассеянного излучения обратно 

пропорциональна λ 4, найдем константу пропорциональности, которая будет 

применима для других длин волн. Эта процедура позволяет пересчитать 

рассеяние из видимого в другие диапазоны спектра. 

4λλλ
constAA beforeafter =−       (1.3) 

 Результаты эксперимента представлены на рис. 1.3 зависимостями 

оптических плотностей сред до и после облучения от длины волны, кроме 

того приведена оптическая плотность среды после облучения с учетом 

поправки на рассеяние. Из рисунка видно, что учет рассеяния с 

использованием зависимости интенсивности рассеянного излучения как 

const / λ 4 дает хорошее согласование с зависимостью оптической плотности 

среды от длины волны после облучения почти во всем диапазоне длин волн. 

Отличие наблюдается лишь в узком диапазоне длин волн вблизи 255 нм. В 

этом диапазоне длин волн поглощают −S−S− связи в белковой молекуле 

[124]. Различие поглощения до и после облучения говорит об изменениях, 

возникающих при воздействии УФ излучения. Вероятнее всего это разрыв 

−S−S− связей, что подтверждается появляющимся характерным запахом 

сероводорода H2S. Заметим, что на длине волны 280 нм, соответствующей 

максимуму поглощения триптофана [125], наведенного поглощения не 

наблюдается, что свидетельствует о сохранении этой аминокислоты при 

фотохимической реакции. 
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Рис. 1.3. Оптическая плотность яичного белка до и после облучения 216 нм. Пунктиром 
показана оптическая плотность, если бы ее изменение при облучении определялось бы 
только рассеянием (см. текст). Толщина образца 50 мкм. 
 

 Интересно отметить, что если изменение рассеяния приводит к 

увеличению оптической плотности среды (то есть к уменьшению ее 

пропускания), то, как видно из рисунка, указанное выше изменение 

поглощения в узком диапазоне длин волн просветляет среду, уменьшая ее 

оптическую плотность. 

 После смены фильтров в схеме 1 были проведены измерения, 

подтверждающие чисто фотохимическую (дозовую) природу изменения 

пропускания белковой среды после облучения. Облучение производилось 

плотностями энергии в импульсе (флуенсами) w, которые по теоретическим 

оценкам (см. п. 3.1) не вызывают тепловых изменений. 

 В первом эксперименте реализовывалась схема [121], в которой в 

качестве пробного пучка была выбрана маломощная 4–ая гармоника YAP:Nd 

лазера с длиной волны 270 нм и малым, по сравнению с силовым пучком, 

коэффициентом поглощения в белке (таблица 1). В качестве 
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модифицирующего излучения использовалась 5–ая гармоника того же лазера 

с λ = 216 нм. 

 Проведены измерения зависимости пропускания пробного пучка (4–ая 

гармоника) от дозы облучения 5-ой гармоникой для двух значений плотности 

энергии импульсов модифицирующего излучения. На рис. 1.4 представлен 

пересчет этих зависимостей в изменение оптической плотности среды. 

 Наложение зависимостей для двух плотностей энергий облучения с 

учетом погрешности измерений демонстрирует чисто фотохимическую 

природу изменения вещества. То есть изменение оптической плотности, 

вызванное модификацией вещества излучением, зависит только от числа 

поглощенных фотонов и не зависит от режима облучения. 
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Рис. 1.4. Зависимость оптической плотности среды яичного белка, пересчитываемой из 
падения пропускания пробного пучка 4-ой гармоники, от дозы облучения 5-ой 
гармоникой. Частота следования импульсов F = 10 Гц.  
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Рис. 1.5. Зависимость оптической плотности среды яичного белка от дозы УФ облучения, 
полученная из изменения пропускания силового пучка 4–ой гармоники. Частота 
следования импульсов F = 10 Гц. 
 

 Во втором случае нами не использовалась методика пробного пучка, а 

снималась зависимость пропускания силового (модифицирующего) 

излучения 4–ой гармоники Nd лазера с длиной волны 270 нм. Это излучение 

производило изменения в биологической среде яичного белка, одновременно 

претерпевая изменение пропускания.  

В данном эксперименте наблюдалось уменьшение пропускания, что 

соответствовало увеличению оптической плотности среды. Изменение 

оптической плотности среды в зависимости от дозы облучения представлено 

на рис. 1.5. На экспериментальные данные легко наложить результат 

простейшей модели, учитывающей превращение вещества A в вещество B 

[4], что сопровождается изменением оптической плотности среды во 

времени. Эта зависимость при известной частоте и флуенсе излучения может 

быть пересчитана в зависимость от экспозиции по формуле: D = (w⋅F⋅t). 

 В описанных выше измерениях мощность прошедшего излучения 

собиралась из большого телесного угла. Так как потери на рассеяние 
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определяются только рассеянием под большими углами и рассеянием назад, 

такая схема в большей степени позволяла учитывать изменение поглощения 

среды, чем схема с меньшим телесным углом. 

 В схеме 2 для диагностики УФ модификации хрусталика глаза свиньи 

использовалось пробное непрерывное одномодовое излучение He-Ne лазера с 

длиной волны λ = 633 нм. В качестве силового модифицирующего излучения 

в разных экспериментах использовались два источника: излучение 4-й 

гармоники лазера Nd:YAP на длине волны λ = 270 нм или излучение 

эксимерного лазера LPX - 200 на XeCl с длиной волны λ = 308 нм. Толщина 

свиного хрусталика в кювете составляла 100 мкм. Изменения в среде 

фиксировались по изменению рассеянной мощности пробного излучения, 

прошедшей через диафрагму, расположенную в перетяжке фокусирующей 

линзы. Поглощение в среде пробного излучения было пренебрежимо мало. 

 При измерении интенсивности прошедшего излучения реализовывался 

случай малого телесного угла, что давало возможность наблюдать изменение 

рассеяния под малыми углами и делало схему более чувствительной.  

 На рис. 1.6 и 1.7 изображены результаты измерения зависимости 

рассеяния от дозы облучения на обеих длинах волн. 

 Для длины волны 270 нм видна чисто фотохимическая природа 

изменения рассеяния, так как графики, полученные при разных плотностях 

энергии лазерных импульсов, совпадают с точностью погрешности 

измерений. Это соответствует представлениям о механизме 

фотомодификации на данной длине волны, сводящейся к разрыву 

ковалентных связей, то есть к фотолизу белка. 
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Рис. 1.6. Изменение пропускания 633 нм из-за наведенного рассеяния в свином 
хрусталике в процессе воздействия излучением 270 нм от экспозиции облучения при двух 
значениях плотности энергии лазерных импульсов при частоте следования импульсов F = 
10 Гц. 
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Рис. 1.7. Изменение пропускания 633 нм из-за наведенного рассеяния в свином 
хрусталике в процессе воздействия излучением эксимерного лазера (308 нм) от 
экспозиции облучения при двух значениях плотности энергии лазерных импульсов при 
частоте следования импульсов F = 10 Гц. 
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 УФ излучение разных диапазонов по-разному взаимодействует с 

белком и считается, что λ ≅ 295 нм − граничная длина волны в том смысле, 

что излучение с длинами волн короче приводит преимущественно к разрыву 

пептидных связей, а с большими длинами волн (примерно до 320 нм) 

вызывает агрегацию белка [106]. 

 Результаты, приведенные на рис. 1.7, подтверждают иное поведение 

среды под влиянием модифицирующего излучения на длине волны 308 нм, 

по сравнению с результатами для 270 нм. Видно, что здесь изменение 

оптической плотности среды зависит не только от дозы облучения, но и от 

интенсивности лазерного излучения. Первые экспериментальные результаты 

по действию лазерного УФ с λ = 308 нм [106] дают основания считать, что и 

в нашем случае преобладает процесс агрегации. 

 

1.1.4 Выводы 
 

 В данном разделе работы изучалась модификация исходно прозрачных 

биологических веществ (яичного белка и хрусталика глаза свиньи) при 

воздействии УФ лазерного излучения различных длин волн. Степень 

модификации определялась по изменению пропускания пробного излучения. 

Получены следующие результаты: 

 1.   Из сравнения спектров пропускания до лазерного воздействия 

жестким УФ и после него удалось установить, что это изменение является 

следствием изменения рассеяния среды в диапазоне 200-800 нм за 

исключением узкой области в окрестности 255 нм, где изменение 

пропускания связано с изменением поглощения, вызванного разрывом –S–S– 

связей в молекуле белка. 

 2.   Показана принципиальная разница между действием 

длинноволнового и коротковолнового ультрафиолета на биологическую 

среду, когда нагревом вещества можно пренебречь. В то время как при 

воздействии жесткого УФ (λ < 295 нм) кинетика рассеяния в биологической 
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среде зависит только от суммарной дозы облучения, для длинноволнового 

УФ (308 нм) кроме суммарной дозы определяющим фактором является также 

плотность энергии в лазерном импульсе w. 

 Для более подробного изучения этого эффекта необходимо 

использовать мягкий УФ (λ > 295 нм). Особый интерес может представлять 

длина волны излучения XeCl эксимерного лазера (308 нм), которая находится 

на краю полосы поглощения аминокислоты триптофана [125] и слабо 

поглощается в хрусталике глаза [126]. 

 Как показали приведенные выше эксперименты, естественные среды 

оказались мало пригодными для исследования ввиду своей большой 

неоднородности как внутри образца, так и от образца к образцу. В 

дальнейшем в работе будут изучаться компоненты среды по отдельности, а 

также их комбинации. После, на основании этих исследований, будут 

сделаны заключения о свойствах исходной биологической среды. 

 

1.2 Изучение УФ-индуцированной агрегации модельного белка 

карбоангидразы 

 
1.2.1 Материалы и методы 

 

Отработка экспериментальной методики для исследования водных 

растворов белков велась с использованием модельного белка – 

карбоангидразы (производства компании «Sigma», USA). Этот выбор 

обусловлен следующими обстоятельствами. Во-первых, молекула 

карбоангидразы представляет собой мономер с молекулярной массой 

(29 кДа), близкой по величине молекулярного веса к γ-кристаллину и 

некоторым формам β-кристаллина. Во-вторых, поведение ее экспозиционной 

зависимости при облучении XeCl-лазером [106] близко к аналогичным 

зависимостям для βL-кристаллина [127]. 
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Физиологический забуференный фосфатами раствор карбоангидразы с 

pH = 7,2 и концентрацией белка 0,5 мг/мл пропускался через мембранный 

фильтр с размерами пор 0,45 мкм (фирма Sartorius). Перед УФ-облучением 

пробирка с белком выдерживалась один час при комнатной температуре, а 

затем центрифугировалась 15 минут при ускорении 5000 g для осаждения 

нерастворенных частиц. В качестве источника УФ-излучения использовался 

XeCl-лазер LPX - 200 (фирма Lambda Physik) с энергией в одном импульсе до 

450 мДж и частотой повторения импульсов до 80 Гц. В качестве пробного 

пучка использовалось излучение одномодового (ТЕМ0) HeNe-лазера 

(λ = 633 нм) мощностью 10 мВт и расходимостью пучка 1,1×10-3 рад. 

Оптическая схема отличалась от используемых в работах [106, 127] и 

приведена на схеме 3. 

 
1 - XeCl-лазер 308 нм (LPX-200 Lambda Physik) 
2 - HeNe-лазер 633 нм (10 мВт) 
3 - призма 
4 - диафрагма 
5 - кварцевая кювета 
6 - измеритель энергии УФ (Gentec) 

7 - осциллограф 
8 - линза 
9 - непрозрачный экран 
10 - фотодиод (633 нм) 
11 - фотодиод (308 нм) 
12 - сапфировая пластина 
13 - система автоматизации 

 
Схема 3. Эксперимент по наблюдению кинетики УФ-индуцированного рассеяния. 
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Измерение мощности рассеянного излучения пробного пучка 

проводилось методом темного поля [120]. Пробный пучок, проходящий через 

кварцевую кювету (размеры кюветы: длина вдоль пробного пучка 10 мм, 

вдоль УФ пучка 5 мм и высота 10 мм) с необлученным раствором белка (5), 

фокусировался линзой (8) на непрозрачный экран (9). В процессе УФ-

облучения появляющееся рассеянное излучение приводило к увеличению 

расходимости пробного пучка, поэтому линза (8) фокусировала такой пучок 

в область, находящуюся за экраном (9). Мощность рассеянного излучения 

измерялась фотодиодом (10). Одновременно с измерением мощности 

рассеянного излучения 633 нм в процессе облучения проводились измерения 

и на длине волны 308 нм. Измерялась энергия прошедших через кювету с 

белком импульсов эксимерного лазера с помощью измерителя энергии 

Joulemeter ED-200 (фирма Gentec Inc., Canada) с диаметром апертуры 23 мм 

(6), который находился на расстоянии 15 см после кюветы. Такая схема 

позволила измерять непосредственно в процессе УФ облучения изменение 

пропускания белка на длине волны 308 нм.  

После УФ облучения карбоангидразы различными дозами снимались 

оптические спектры пропускания на спектрофотометре Specord M40 (фирма 

Carl Zeiss). 

Кроме оптических методов в данной работе использовался метод 

высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) [128] с 

использованием аналитической колонки Superose 12HR 10/30 (Pharmacia 

Biotech). Хроматография проводилась в буфере: 25 мМ Трис-HCl, 200 мМ 

NaCl, 3 мМ NaN3 (pH = 7,2) со скоростью протока 0,3 мл/мин. Колонка была 

прокалибрована молекулярно-массовыми стандартами: голубой декстран 

2000, тиреоглобулин, ферритин, каталаза, альдолаза, альбумин, овальбумин, 

химотрипсиноген, рибонуклеаза А, цитохром С, апротинин, витамин В12 

(Pharmacia Biotech, Sigma). Перед хроматографией образцы фильтровались 

через фильтр с минимальной сорбцией (PVDF) Millex®-GV с размерами пор 

0,22 мкм. 
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Воздействие малых УФ доз регистрировалось по морфологической 

картине кристаллизации капли раствора карбоангидразы, позволяющей 

наблюдать образование надмолекулярных структур, образующих 

специфические кристаллические комплексы (дегидратационная 

самоорганизация) [129130- 131]. Качественный анализ морфологии 

кристаллических структур, образующихся при высушивании капли раствора 

белка, выявлял изменение кристаллической структуры при малых дозах 

облучения (D ~ 1 Дж/см2). 

На основании результатов этих исследований построена физическая 

модель начальной стадии агрегации водорастворимых белков при 

воздействии на них мягким УФ излучением, которая описывает образование 

агрегатов. Определены некоторые характерные параметры этого процесса 

п. 3.2.2. 

 

1.2.2 Результаты и их обсуждение 
 

Перед исследованием экспозиционных кривых был измерен 

коэффициент поглощения α раствора карбоангидразы с концентрацией 

0,5 мг/мл в кювете длиной 5 см в диапазоне интенсивностей излучения XeCl-

лазера w = (2-300) мДж/см2. Величина α составила 6×10-2 см-1 и оставалась 

постоянной во всем диапазоне изменений w, что свидетельствовало об 

отсутствии нелинейного, прежде всего двухфотонного поглощения. При 

такой величине α и при максимальном значении используемой в 

экспериментах величине w = 300 мДж/см2 нагрев раствора белка за один 

импульс составлял ∆Т1 = 1,6×10-3 градуса, а нагрев раствора в процессе 

облучения не превышал ∆Т = 2 градуса Цельсия (п. 3.1). 

Зависимости интенсивности рассеянного излучения от величины 

экспозиции (дозы облучения), полученные при различных значениях w и F, 

приведены на рис. 1.8, а-в. Общим для всех кривых на этих рисунках, 

является то, что по кинетике рассеяния в растворе белка агрегацию при УФ 
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лазерном облучении можно разбить на два принципиально отличающихся 

этапа. На первом этапе не происходит изменения рассеяния, а второй 

характеризуется значительным ростом рассеяния пробного пучка. Доза 

облучения, при которой происходит излом экспозиционной зависимости, 

является дозой начала рассеяния и будет обозначаться параметром D*, 

который является одним из показателей эффективности агрегации белка. 

Важным свойством эффективности агрегации и величины D*, отличающей 

экспозиционные зависимости рассеяния, представленные на рис. 1.8 друг от 

друга, является ее зависимость от плотности энергии лазерных импульсов w 

и от частоты их повторения F. В таблице 2 приведены результаты обработки 

этих экспозиционных зависимостей. 

 
Таблица 2. Обработка экспозиционных кривых с рисунка 1.8 а-в. 

Плотность 
энергии 
лазерных 
импульсов 

w (мДж/см2) 

Частота 
повторения 
лазерных 
импульсов 

F (Гц) 

УФ доза, с которой 
начинается 

рассеяние пучка 
HeNe лазера 
D* (Дж/см2) 

Крутизна 
экспозиционная 
зависимость 

рассеяния пробного 
пучка (мВт*см2/Дж) 

 3 > 800 0 
40 4 500 0,002 

 6÷16 350 0,006 
 1 600 0,002 

84 2 350 0,009 
 4 300 0,009 

0,15 300 0,0006 
0,25 275 0,0005 
0,5 200 0,0006 

 
 

300 
  

1,0 200 0,0014 
ошибка измерения плотности энергии лазерных импульсов  ± 5% 

 
На рис. 1.9 и 1.10 приведены зависимости D*(w) и D*(F). Видно, что 

значения D* существенно уменьшаются с ростом w, что свидетельствует о 

нелинейной зависимости эффективности агрегации от плотности энергии в 

импульсе. 
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Рис. 1.8. Экспозиционные зависимости рассеяния при разных плотностях энергии 
лазерных импульсов w и частотах их повторения F. 
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Рис. 1.9. Зависимость дозы D* от плотности энергии лазерных импульсов. 
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Рис. 1.10. Зависимость дозы D* от частоты повторения лазерных импульсов. 
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Для объяснения такого поведения экспозиционных зависимостей 

рассеяния пробного пучка можно предположить, что начальная стадия 

фотоагрегации происходит при взаимодействии двух молекул белка, каждая 

из которых активирована при поглощении кванта падающего УФ излучения. 

Подробно эта модель рассмотрена в главе 3. 

На рис. 1.11 приведены экспозиционные зависимости мощности 

рассеянного излучения 633 нм и зависимость амплитуды УФ импульсов, 

снимавшаяся с измерителя энергии 6 (схема 3). Учитывая, что молекула 

карбоангидразы имеет радиус 2,36 нм [132] можно считать, что, по крайней 

мере, на начальном этапе рассеяние излучения с λ = 633 нм в растворе белка 

является рэлеевским, то есть выполняется условие d << λ, где d – размер 

рассеивающих частиц.  

При исследовании агрегации измерялась энергия лазерных импульсов, 

прошедших через кювету с растворами белков. В тех экспериментах, когда 

наблюдается рост рассеянного излучения пробного пучка, кривые 

пропускания имеют две характерные области. Начальный участок (при 

малых значениях D), как при агрегации карбоангидразы, так и бета-

кристаллина хорошо аппроксимируется экспоненциальной функцией 

(рис. 1.11). Этот участок заканчивается при относительном уровне 

пропускания 0,7-0,8 и, по-видимому, обусловлен в основном ростом 

поглощения излучения 308 нм в растворах. Для карбоангидразы величина и 

дозовая зависимость этого поглощения соответствуют изменению 

оптических спектров пропускания, приведенных на рис. 1.13. С увеличением 

УФ дозы D появляется участок более резкого уменьшения УФ сигнала, на 

котором превалирует роль рассеяния УФ излучения. Теоретические оценки 

подтвердили сделанные предположения о причинах ослабления УФ сигнала 

при разных дозах облучения. В тех экспериментах, когда не наблюдалось 

роста мощности рассеянного излучения Pp(D) на длине волны 633 нм, кривая 

пропускания имеет только монотонный участок без резкого излома. Это 

происходило при малых значениях w, F или С0. Поведение кривых 
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пропускания коррелирует как с соответствующими зависимостями Pp(D), так 

и с результатами хроматографических измерений, то есть кривые 

пропускания могут быть использованы как дополнительный источник 

информации о процессах, происходящих при УФ-индуцированной агрегации 

белков. 

Начиная с D ~ 300 Дж/см2 рассеянное излучение начинает выходить за 

апертуру измерителя энергии, и крутизна спада кривой увеличивается. 

Практически одновременно с изломом кривой пропускания в эксперименте 

наблюдается начало роста рассеяния пробного пучка 633 нм, эти факты 

свидетельствуют о драматических изменениях в растворе. Теоретический 

аспект этого явления будет рассмотрен в главе 3. 
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Рис. 1.11. Экспозиционная зависимость рассеяния излучения с длиной волны 633 нм и 
экстинкция УФ-пучка.  
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Агрегация белковых молекул в растворе при УФ облучении 

подтверждается не только физическими, но и биофизическими, и физико-

химическими методами, такими как метод высыхающей капли и метод 

высокоэффективной жидкостной хроматографии. В последнем методе с 

помощью аналитической колонки раствор разделяется на фракции разной 

массы и размера, которые выходят из колонки в разное время. 

Для растворов белка, облученных различными УФ дозами при 

фиксированных значениях w = 75 мДж/см2 и F = 2 Гц, методом 

высокоэффективной жидкостной хроматографии с использованием 

аналитической колонки Superose 12HR 10/30 были получены 

хроматографические профили – рис. 1.12. Предварительно измерялись 

оптические спектры пропускания этих растворов – рис. 1.13. 

Хроматографические профили демонстрируют появление агрегированных 

форм с различными молекулярными массами. На хроматограмме исходного 

образца выявляется основная фракция мономерных молекул и небольшая 

доля димерных форм. При УФ облучении дозой D = 0,1⋅ D* димерная 

фракция значительно вырастает, и появляются олигомерные формы. При 

увеличении дозы УФ облучения происходит дальнейший рост димерных и 

олигомерных форм и появляется фракция высокомолекулярных белковых 

агрегатов с молекулярной массой Мм ≥ 2000 кДа в области максимально 

измеряемых масс используемой хроматографической колонки. 
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Рис. 1.12. Хроматографические профили для раствора карбоангидразы до и после 
облучения разными дозами и калибровочная кривая. Фракции раствора, различающие по 
размеру и массе агрегатов, выходят из аналитической колонки в разное время, количество 
белка в той или иной фракции определяется по поглощению на длине волны 280 нм. 
Колонка калибруется массовыми стандартами – глобулярными белками известной массы, 
в результате, время выхода агрегатов той или иной массы (размера) строго 
детерминировано. С помощью калибровочной кривой определяется молекулярная масса, 
соответствующая тому или иному пику.  
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Рис. 1.13. Оптические спектры пропускания для нескольких экспозиций от 0 до D* и 
спектр наведенного поглощения после облучения дозой D*. 
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Рис. 1.14. Увеличение коэффициента поглощения α(D)/α0 на длинах волн 308 нм и 280 нм 
при УФ облучении, α0 – начальный коэффициент поглощения. 
 

На рис. 1.13 приведено изменение оптического спектра пропускания 

белка с ростом дозы УФ-облучения. Видно, что с увеличением дозы 

пропускание монотонно уменьшается во всем измеренном спектральном 

диапазоне. Там же приведен спектр наведенного поглощения при D = D*, вид 

которого аналогичен полученному в [69] для УФ-облученной 
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водорастворимой фракции хрусталика глаза быка. На рис. 1.14 показано 

изменение коэффициентов поглощения на длинах волн 308 нм и 280 нм в 

растворе карбоангидразы при УФ-облучении. Зависимость α (D)/α0 для 

излучения с λ = 308 нм, выполненное по набору оптических спектров 

(рис. 1.13), совпадает с кривой пропускания излучения XeCl лазера 

(рис. 1.11) вплоть до дозы начала рассеяния. 

Качественная оценка воздействия на карбоангидразу малых доз 

облучения проводилась по изменению морфологии кристаллических 

структур, образующихся при определенном режиме высушивания капли 

раствора белка на плоской прозрачной подложке. На рис. 1.15, а-в приведены 

фотографии типичных кристаллических структур в центральной зоне 

высохшей капли при 70-кратном увеличении. В необлученных образцах 

раствора карбоангидразы центральную зону высохших капель занимают 

морфологические структуры в форме круга, в центре которого располагается 

кристалл NaCl, окруженный каскадом концентрически расположенных 

пластинчатых кристаллических образований (рис. 1.15, а). После облучения 

раствора дозой 1 Дж/см2 наблюдается нарушение центрально-симметричного 

строения образующихся структур и частичная замена пластинчатых 

кристаллов на стреловидные (рис. 1.15, б). В кристаллограммах раствора, 

облученного дозой 3 Дж/см2, видно дальнейшее нарастание дефектов 

структуризации, проявляющееся в анизоморфии и замене пластинчатых 

кристаллов на структуры типа дендритов (рис. 1.15, в). 
 

                 
 

Рис. 1.15. Кристаллическая структура высохшей капли раствора при 70-кратном 
увеличении: а − D = 0; б − D = 1 Дж/см2; в − D = 3 Дж/см2. 

а б в
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Морфология кристаллических структур зависит от свойств и состава 

раствора. Из рис. 1.15 видно изменение характера кристаллизации при 

воздействии УФ-излучения, что свидетельствует об изменении свойств 

белковых молекул уже при дозах D ~ 1 Дж/см2. Для получения 

количественных оценок необходимы дальнейшие исследования, но и 

приведенные здесь результаты показывают перспективность использования 

данной методики для контроля процессов фотоагрегации на ранних стадиях 

УФ-облучения. 

 

1.2.3 Выводы 
 

 Обнаружен новый эффект зависимости степени лазерной 

модификации исходно прозрачных сред, содержащих водорастворимые 

белки, под воздействием излучения XeCl лазера не только от экспозиции 

облучения, но и от плотности энергии лазерных импульсов и частоты их 

следования. 

 Создан метод экспериментального исследования этого эффекта. 

Апробированный на естественных биологических средах, метод был 

применен для изучения очищенного водорастворимого белка – 

карбоангидразы, выбранного в качестве модельного. При этом метод был 

усовершенствован и детализирован путем добавления спектрального и 

хроматографического контроля после облучения. 

 В следующей главе этот метод будет применен для исследования 

лазерного воздействия на водные растворы основных белков хрусталика 

глаза. 
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ГЛАВА 2. Исследование УФ-индуцированной агрегации кристаллинов 

хрусталика глаза при воздействии излучения XeCl лазера 

 

 По данным Всемирной Организации Здравоохранения (ВОЗ) за 2004 

год в 47,8 % случаев причиной ухудшения зрения и слепоты является 

катаракта [64], которая обусловлена появлением рассеяния света в 

хрусталике глаза. Возможными причинами роста светорассеяния могут быть 

природные и генетические факторы. Одним из природных факторов является 

воздействие на хрусталик ультрафиолетового (УФ) излучения. Проведенные 

в работах [133 -134135] исследования показали связь между воздействием 

излучения с длинами волн (290-320) нм и развитием возрастной катаракты. 

Связь генетических мутаций в молекуле кристаллинов хрусталика глаза и 

образования катаракты показана в работах [136, 137]. Влияние одного из 

видов структурных модификаций β-кристаллина на его чувствительность к 

воздействию излучения с длиной волны 308 нм показано в работе [6*]. 

 Возникновение и развитие некоторых форм катаракты, в том числе 

фотокатарактогенеза, связанно с агрегацией основных белков хрусталика 

глаза: α-, β- и γ-кристаллинов [69-72]. При воздействии УФ излучения 

кристаллины образуют высокомолекулярные соединения, которые приводят 

к помутнению хрусталика и увеличению в нем рассеяния и поглощения света 

[138]. К настоящему времени в научной литературе практически отсутствует 

информация о молекулярных механизмах УФ-индуцированной агрегации 

кристаллинов. Решение этой задачи важно как для построения теоретической 

модели фотоагрегации кристаллинов, так и для целенаправленного поиска 

антикатарактальных препаратов. Определенным шагом в этом направлении 

являются результаты работы [2*], в которой исследованы процессы агрегации 

модельного белка карбоангидразы при воздействии импульсного излучения 

XeCl лазера с длиной волны 308 нм. В предшествующих работах 

исследование фотоагрегации белков проводилось либо при воздействии на 

них непрерывным излучением ртутной лампы [69-71], либо при воздействии 
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импульсного лазерного излучения при постоянных значениях плотности 

энергии световых импульсов w и частоты их повторения F [106, 127, 114-

116]. 

 В предыдущей главе исследована УФ-индуцированная агрегация 

карбоангидразы в широком диапазоне изменения плотности энергии 

лазерных импульсов w и частоты их следования F. В этих экспериментах 

выявлена сильная зависимость агрегации от значений w и F. Из белков 

хрусталика глаза наиболее подверженным агрегации является γ-кристаллин, 

в меньшей степени β-кристаллин [114, 115], в то время как α-кристаллин 

обладает шаперон-подобной активностью и замедляет агрегацию этих белков 

при воздействии различных денатурирующих факторов [107]. 

 В данной главе по методике, использовавшейся в п. 1.2, исследована 

фотоагрегация βL-кристаллина. Установлено, что подобно карбоангидразе 

эффективность агрегации βL-кристаллина сильно зависит от параметров 

импульсного лазерного излучения w и F. Приведены результаты 

исследований шаперонной активности α-кристаллина при УФ-

индуцированной агрегации βL-кристаллина и смеси βL- с γ- кристаллином. 

 Приведенные ниже экспериментальные результаты позволили 

выделить из возможных процессов, происходящих при агрегации, три 

основных, описывающих процесс фотоагрегации на начальном этапе, а 

именно, активирование светом молекул белка, взаимодействие двух 

фотоактивированных молекул, и релаксацию фотоактивированного 

состояния по прошествии характерного времени. Это время является важным 

параметром модели, от величины которого существенно зависит 

эффективность фотоагрегации белков. Назовем его временем темновой 

дезактивации фотоактивированного состояния. Лабораторные эксперименты 

показали, что добавление некоторых короткоцепочечных пептидов оказывает 

влияние на этот параметр. Такие эксперименты позволяют производить 

экспресс отбор добавок, которые могут рассматриваться как потенциальные 

антикатарактальные препараты. Возможность применения результатов 
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изучения процессов, доминирующих при лазерном облучении, к случаю 

воздействия на хрусталик глаза естественного солнечного света будет 

обоснована в главе 4. 

 

2.1 Материалы и методы 

 

 В экспериментах использовались α-, β- и γ-кристаллины фирмы 

“Sigma-Aldrich” (США), а также α- и β-кристаллины фирмы “Stressgen 

Biotechnologies” (Канада). Чувствительность белков, полученных от этих 

производителей, к воздействию УФ излучения совпадает с точностью 

ошибки измерения в наших экспериментах. Как и в исследованиях 

карбоангидразы (п. 1.2.1) для всех экспериментов белки растворялись в 

фосфатном буфере с pH = 7,2 и пропускались через мембранные фильтры с 

размерами пор 0,45 мкм и 0,22 мкм (фирма “Sartorius”, Германия). Для 

устранения мелких нерастворимых примесей пробирку с раствором 

центрифугировали 15 минут при комнатной температуре при ускорении 

5×103 g. После этого на дне пробирки оставляли некоторую часть раствора, 

которую не использовали при проведении экспериментов. В качестве 

источника УФ излучения использовался эксимерный импульсный XeCl лазер 

LPX-200 (фирма “Lambda Physik”, Германия) с длиной волны 308 нм, 

энергией в импульсе до 450 мДж и частотой повторения импульсов до 80 Гц. 

Эксперименты проводились при температуре (22 ± 1)° С, а нагрев раствора в 

процессе облучения не превышал 2° С. Для исследования динамики 

агрегации белков при УФ облучении снимались экспозиционные кривые – 

зависимости мощности Pр рассеянного в кювете с раствором белка пробного 

пучка от величины УФ дозы D (D = w⋅F⋅t, где t – время облучения). В 

качестве пробного пучка использовалось излучение одномодового (TEM0) 

HeNe лазера с длиной волны 633 нм мощностью 10 мВт и расходимостью 

1,1⋅10-3 радиан. Одновременно с этим измерялась энергия импульсов 

излучения 308 нм, прошедших через кювету. До и после облучения белков 
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различными дозами снимались оптические спектры пропускания на 

спектрофотометре Specord M40 и молекулярно-массовые распределения 

(ММР) на хроматографической колонке Superose 12 HR. Высота кюветы, 

изготовленной из кварца КУ-1, составляла 10 мм, длина вдоль пучков HeNe и 

XeCl лазеров – 10 мм и 5 мм, соответственно. Экспериментальная установка 

изображена на схеме 3. Измерение Pр проводилось, как и в п. 1.2.1, методом 

темного поля, что позволяло регистрировать абсолютное значение 

рассеянной мощности. В процессе облучения раствора белка энергия 

импульсов излучения XeCl лазера поддерживалась на постоянном уровне и 

контролировалась, созданным и запатентованным [139] измерителем (11). 

Прошедшая через кювету (5) энергия излучения 308 нм регистрировалась 

измерителем (6) фирмы “Gentec” ED-200, Канада, а мощность рассеянного 

излучения 633 нм – фотодиодом (10). Сигналы с датчиков (6, 10, 11) в ходе 

эксперимента непрерывно обрабатывались автоматизированной системой 

(13) с усреднением по заданному числу импульсов XeCl лазера. Результаты 

обработки выводились на монитор в виде графиков и сохранялись в файл. 

 

2.2 Результаты и их обсуждение 

 

2.2.1 Исследование УФ-индуцированной агрегации βL-кристаллина 

 
Воздействие интенсивного лазерного излучения на растворы 

кристаллинов может инициировать процессы, которые отсутствуют при 

воздействии на хрусталик глаза естественного солнечного света. Прежде 

всего, возможно нелинейное, например, двухфотонное поглощение лазерного 

излучения в растворах белков. В предварительных экспериментах было 

измерено поглощение лазерного излучения в растворе βL–кристаллина с 

концентрацией 0,5 мг/мл в кювете длиной 5 см. Величина коэффициента 

поглощения составила 5×10-2 см-1 и оставалась постоянной при изменении w 

от 2 до 300 мДж/см2, что свидетельствует об отсутствии нелинейного 
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поглощения. Во всех сериях экспериментов максимальное значение w не 

превышало 90 мДж/см2, исходя их этого можно утверждать, что поглощение 

лазерного излучения кристаллинами было однофотонным, как и при 

воздействии на хрусталик солнечного света. 

 Экспозиционная зависимость рассеяния пробного пучка для раствора 

βL–кристаллина с концентрацией 0,5 мг/мл, полученные при разных 

значениях w и F, приведены на рисунках 2.1 а, б. Как объяснялось в главе 1, 

одним из основных параметров, характеризующих эффективность агрегации, 

является величина дозы УФ облучения, с которой начинается рост 

интенсивности рассеянного излучения пробного пучка HeNe лазера в 

растворе белка. Этот параметр мы обозначаем D*. Из рисунков видно, что для 

каждого значения w существует свое характерное значение F*, ниже которого 

происходит существенное увеличение параметра D*. Если при 

w = 75 мДж/см2 и при F = 4 Гц величина D* ~ 100 Дж/см2, то при том же 

значении w, но при F = 0,3 Гц величина D* ~ 1000 Дж/см2. Кроме того, при 

малых частотах повторения лазерных импульсов уменьшается угол наклона 

экспозиционных зависимостей рассеяния пробного пучка. С другой стороны, 

при больших F значение D* и наклон экспозиционных зависимостей 

перестают зависеть от величины F. Эти результаты свидетельствуют о том, 

что при F < F* существенно уменьшается вероятность агрегации молекул 

белка. 
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Рис. 2.1. Экспозиционные зависимости для раствора βL-кристаллина с концентрацией 
C = 0,5 мг/мл при разных плотностях энергии (w) и разных частотах повторения (F) 
лазерных импульсов. На рис. 2.1 Б показаны изменения пропускания 308 нм. 
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Рис. 2.2. Теоретические и экспериментальные кривые D*(F ) при w = const. 

 

Зависимости дозы начала рассеяния от частоты следования лазерных 

импульсов D*(F), полученные из обработки экспозиционных зависимостей 

рассеяния пробного пучка рис. 2.1 а, б, показаны на рис. 2.2. Экспозиционная 

зависимость развития рассеяния при постоянной частоте (F = const), но при 

различных значениях плотностей энергий (w) приведены на рис. 2.3. 

Заметим, что если при больших значениях w поведение экспозиционных 

зависимостей практически не зависит от плотности энергии, то при 

уменьшении w (начиная с величины w ~ 75 мДж/см2) происходит рост D* и 

уменьшение угла наклона кривых. На рис. 2.4 показана зависимость дозы 

начала рассеяния от плотности энергии в импульсе D*(w). 
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Рис. 2.3. Экспозиционные зависимости для раствора βL-кристаллина с C = 0,5 мг/мл при 
постоянной частоте повторения (F ) и различных плотностях энергии (w) импульсов. 
Показано изменение пропускания 308 нм. 
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Рис. 2.4. Экспериментальная зависимость дозы начала рассеяния (D*) от плотности 
энергии в импульсе при постоянной частоте их повторения 2 Гц. 
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 Описанные выше экспозиционные кривые и зависимости D*(F) и D*(w) 

качественно совпадают с соответствующими результатами, полученными 

при исследовании УФ-индуцированной агрегации карбоангидразы п. 1.2.2. 

Это позволяет считать, что в первом приближении для описания процессов 

фотоагрегации βL–кристаллина также можно использовать упрощенную 

модель, согласно которой начальная стадия агрегации происходит при 

взаимодействии двух активированных светом молекул белка. Рост 

интенсивности рассеяния (Pр) обусловлен числом исходных белковых 

молекул (мономеров), перешедших в состав агрегатов. 

 Оптические спектры пропускания раствора белка после облучения 

различными УФ дозами (рис. 2.5) подобны соответствующим спектрам 

карбоангидразы п. 1.2.2 [101, 2*], а спектр наведенного поглощения 

аналогичен спектру, полученному в [69] для УФ облученной 

водорастворимой фракции хрусталика глаза быка. Во всех этих случаях в 

спектре наведенного поглощения присутствует пик при λ ~ 305 нм. 
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Рис. 2.5. Спектры оптического пропускания βL-кристаллина после облучения разными 
дозами от 0 до D* и спектр наведенного поглощения после облучения дозой D*. 
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Хроматографические измерения показали, что с ростом дозы облучения 

происходит монотонное уменьшение амплитуды пика βL-кристаллина с 

молекулярной массой Мм ~ 45 кДа. Одновременно с этим происходит 

уширение пика в основном в сторону бóльших масс. При D ~ 0,5 D* 

появляется пик с Мм ≥ 2000 кДа, который соответствует верхней границе 

разрешаемого диапазона хроматографической колонки Superose 12 HR. С 

увеличением дозы облучения амплитуда этого пика возрастает. Таким 

образом, уже при таких достаточно малых дозах УФ облучения, при которых 

еще не начинается рост Pр, образуются агрегаты с эффективной массой на 

два порядка больше массы исходного белка.  

 

2.2.2 Исследование УФ-индуцированной агрегации смеси кристаллинов 

 

 С помощью измерения экспозиционных кривых, хроматографических 

методов и по измерению поглощения излучения 308 нм в растворе белка 

нами проведены исследования УФ-индуцированной агрегации различных 

смесей кристаллинов. Концентрация белков составляла 0,5 мг/мл. 

 На рис. 2.6 приведены экспозиционные зависимости для βL-

кристаллина, α-кристаллина и для смеси этих белков. Зависимости получены 

при w = 75 мДж/см2 и F = 2 Гц, то есть при параметрах лазерного излучения, 

использовавшихся при исследовании фотоагрегации βL-кристаллина. Из 

рисунка видно, что α-кристаллин имеет меньшую скорость агрегации и 

обладает шаперонной активностью по отношению к βL-кристаллину. Эти 

результаты подобны приведенным в [106], где исследовано влияние α-

кристаллина на скорость УФ-индуцированной агрегации γ-кристаллина. 

 На рис. 2.7 приведены хроматографические профили смеси βL- и α-

кристаллинов после облучения растворов различными УФ дозами. Для 

большей наглядности на рисунке не приведены пики, соответствующие α-

кристаллину и агрегатам разной массы, а показано только изменение пика 
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βL-кристаллина с Мм ~ 45 кДа и пика c Мм ≥ 2000 кДа, который обусловлен 

высокомолекулярными белковыми агрегатами. С увеличением УФ дозы 

происходит уменьшение амплитуды и уширение пика с Мм ~ 45 кДа и рост 

пика высокомолекулярных агрегатов.  

Приведенные результаты хроматографических исследований получены 

при достаточно малых дозах УФ облучения – в несколько раз меньше доз, 

при которых начинается увеличение Pр. Это говорит в данном случае о 

высокой эффективности использования метода жидкостной хроматографии 

при исследовании фотоагрегации кристаллинов. 

Была исследована фотоагрегация смеси из βL-, α- и γ- кристаллинов. 

Такая смесь представляет особый интерес, поскольку она в наибольшей 

степени близка к составу белков хрусталика глаза. Соответствующие 

экспозиционные кривые приведены на рис. 2.8. Видно, что добавление γ-

кристаллина к смеси β- и α- кристаллинов приводит к существенному 

увеличению эффективности агрегации. Это является подтверждением того, 

что γ-кристаллин является наиболее чувствительным к воздействию УФ 

излучения.  
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Рис. 2.6. Сравнение экспозиционных кривых α- и β-кристаллинов в смеси и по 
отдельности при УФ-индуцированной агрегации. 
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Рис. 2.7. Хроматографические профили. Показаны изменения только для пиков мономера 
β-кристаллина и высокомолекулярных фракций. Пунктиром показаны опущенные пики, 
соответствующие α-кристаллину и агрегатам разной массы. 
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Рис. 2.8. Экспозиционные кривые для растворов α, α+β и полного набора кристаллинов. 
 
 При исследовании агрегации βL-кристаллина и влияния α-кристаллина 

на скорость его агрегации кроме измерения экспозиционных кривых и ММР 

проводилось измерение энергии лазерных импульсов, прошедших через 
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кювету с раствором белков. Зависимости пропускания излучения 308 нм от 

УФ дозы при различных режимах облучения и для различных белковых 

растворов приведены на рисунках 2.1 б и 2.3. Прежде всего отметим, что в 

тех экспериментах, когда наблюдается рост Pр, кривые пропускания имеют 

две характерные области. Начальный участок (при малых значениях D) 

хорошо аппроксимируется экспоненциальной функцией. Этот участок 

обусловлен ростом поглощения излучения 308 нм в растворе. 

Соответствующее изменение оптического спектра пропускания для βL-

кристаллина приведено на рис. 2.5. С увеличением УФ дозы 

экспоненциальный участок заканчивается и происходит более быстрый спад 

кривой пропускания. Этот спад связан с ростом рассеянного излучения 

308 нм в растворе белка. Как видно из рис. 2.1 и 2.3 появление излома кривой 

пропускания УФ происходило при дозах практически равных D*, то есть 

одновременно с началом роста рассеяния пробного пучка HeNe лазера. 

Корреляция поведения кривых пропускания, как с соответствующими 

экспозиционными кривыми, так и с результатами хроматографических 

измерений, подтверждает, что кривые пропускания являются 

дополнительным источником информации о процессах УФ-индуцированной 

агрегации исследованных белков, в силу меньшей длины волны являясь 

более чувствительными к рассеивающим агрегатам. 

 Как будет показано ниже, в тех экспериментах, когда не наблюдалось 

роста Pр, кривая пропускания имеет только экспоненциальный участок без 

резкого излома. Это происходило при малых значениях w, F или C. Один из 

таких случаев приведен на рис. 4.9. Если при концентрации кристаллина 

C = 0,6 мг/мл рост Pр и излом кривой пропускания происходит при 

D ~ 70 Дж/см2 (поглощенная доза ~ 42 Дж/см2), то при C = 0,2 мг/мл не 

наблюдалось роста Pр и излома кривой пропускания излучения 308 нм вплоть 

до значения D ~ 1000 Дж/см2 (поглощенная доза ~ 200 Дж/см2) п. 4.4.2.3. 
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2.3 Выводы 

 

В главе 2 были подробно экспериментально изучены особенности 

кинетики лазерной УФ агрегации водных растворов основных белков 

хрусталика глаза.  

Результаты этой главы будут использованы при построении 

теоретической модели лазерной агрегации водорастворимых белков (глава 3) 

и для создания ускоренной методики отбора антикатарактальных препаратов 

(глава 4). 
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ГЛАВА 3. Построение модели фотоагрегации водорастворимых белков и 

сравнение с экспериментом 

 

3.1 Оценки 
 
Оценка тепловых эффектов. 

 Одной из задач, которая требовала решения перед началом 

экспериментов по селективному воздействию жестким и мягким 

ультрафиолетом на белковую составляющую биологических тканей с целью 

изучения механизмов фотохимических изменений в них, являлась задача о 

выборе режимов облучения, которые позволили бы уйти от тепловых 

эффектов, проявляющихся из-за наличия больших коэффициентов 

поглощения белка. Простейшей оценкой в этом случае является оценка 

плотности энергии облучающего излучения (флуенса, мДж/см2), которая 

нагревает среду на 1°C. 

ρ
α

⋅
⋅

=∆
c
wT         (3.1) 

где, w - флуенс излучения (плотность энергии в импульсе), c - теплоемкость 

единицы массы, α - коэффициент поглощения облучаемого вещества, ρ - 

плотность среды, T∆  - нагрев среды выше комнатной температуры. Ввиду 

того, что белковая среда более чем на 70 % состоит из воды, характерные 

параметры возьмем как у нее, в частности, с = 4,19 кДж/(кг⋅К), ρ = 1,0 кг/см3, 

а коэффициент поглощения соответствующий данной концентрации белка 

для данной длины волны. 

 
Таблица 3. Плотность энергии импульса, нагревающего образец на 1°C. 

 216 нм 270 нм 308 нм 

Яичный белок ~ 0,8 мДж/см2 25 мДж/см2 150 мДж/см2 

Хрусталик глаза -- ~ 5 мДж/см2 90 мДж/см2 

Карбоангидраза 
(0,5 мг/мл) 

-- -- 70 Дж/см2 
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Таблица 3 представляет собой данные таблицы 1, преобразованные в 

соответствии с формулой (3.1). Высокое значение расчетной плотности 

энергии для раствора карбоангидразы определяется только низкой 

концентрацией белка. 

Однако, такая оценка не совсем корректна, так как дает только 

значение изменения температуры за время импульса (длительность которого 

составляет десятки наносекунд). В то время как температура может 

накапливаться от импульса к импульсу. Учесть это тепло и подобрать флуенс 

помогло численное решение [8*, 140], рассматривающее одномерное 

уравнение теплопроводности [4, 141, 142]. В результате, флуенсы, выше 

которых становятся существенны тепловые эффекты (нагрев на ~ 10°C) в 

яичном белке: для 5ой гармоники – 0,01 Дж/см2, для 4ой – 0,1 Дж/см2, для 

308 нм - 10 Дж/см2. 

 В экспериментах с жестким УФ флуенсы ниже приведенных значений 

позволяют также избежать образования крупных пузырей, возникающих в 

процессе облучения в виду изменения среды и выделения газа в процессе 

химической реакции.  

 

3.2 Физическая модель фотоагрегации 

 

Важным экспериментальным результатом, требующим теоретического 

объяснения, является два принципиально отличающихся поведения 

интенсивности рассеяния пробного излучения при агрегации молекул белка в 

водном растворе под воздействием УФ лазера. Начальный этап агрегации 

происходит без существенного изменения рассеяния, последующий – со 

значительным его ростом. Особенно стоит отметить, что излом 

экспозиционной кривой рассеяния пробного пучка HeNe лазера и излом 

кривой пропускания силового пучка 308 нм происходят практически 

одновременно (п. 2.2.1). Это говорит о том, что момент излома определяется 

не только чувствительностью метода измерения рассеяния. Как уже 
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определялось в главе 1, четко регистрируемая доза облучения, при которой 

происходит излом экспозиционной зависимости, называется дозой начала 

рассеяния, и обозначается D*. В эксперименте показано, что D* зависит от 

плотности энергии лазерных импульсов (w) и от частоты их повторения (F ), 

причем так, что при больших w и / или F доза D* становится постоянной, а 

при малых - сильно зависит от их значений. 

Для объяснения этих данных в работе построена модель, основным 

положением которой является то, что начальная стадия агрегации 

происходит при взаимодействии двух фотоактивированных молекул белка 

(ФАМ) [1*, 2*]. Под фотоактивированным состоянием, в данном случае 

подразумевается состояние молекулы, в которое она может перейти после 

поглощения кванта излучения. Это состояние обладает конечным временем 

жизни. В качестве возможного варианта такой фотоактивации может быть 

рассмотрено изменение молекулой ее пространственной (конформационной) 

структуры [4]. У такого состояния есть характерное время жизни τ, по 

истечении которого можно считать, что фотоактивированная молекула 

вернулась в исходное состояние. Причем, если время результативного 

взаимодействия двух ФАМ, в результате которого они образуют агрегат, 

меньше их времени жизни, то релаксация не имеет значения, все ФАМ 

скорее агрегируют, чем релаксируют. В другом предельном случае время 

агрегации ФАМ много больше времени жизни, тогда активированные 

состояния быстро «гибнут» и эффективность агрегации сильно зависит от 

характеристик облучения. Ниже будут приведены выкладки, позволяющие 

сравнить модель с экспериментальными результатами. 

Как будет показано, предложенная модель хорошо объясняет 

изменения, происходящие в растворе белка при действии мягкого 

ультрафиолета, зависящие не только от дозы облучения (или, иначе, числа 

поглощенных фотонов) но и от режима их доставки. Несмотря на то, что 

истинная природа этой модификации белковой молекулы неизвестна и 

требует дополнительных исследований, построенная модель позволяет 
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сделать некоторые предположения об их природе. Для простоты 

рассмотрения не будем записывать уравнения на концентрации всех 

возможных агрегатов, а ограничимся учетом концентрации 

проагрегировавших мономеров, считая, что именно их концентрация M*, 

определяет начало рассеяния в растворе белка. Тогда, если R и M - это 

концентрации фотоактивированных молекул и проагрегировавших 

мономеров соответственно, то кинетические уравнения, описывающие 

процесс агрегации фотоактивированных молекул имеют вид (3.2). 

τω
ησ

τω
ησ

RIC
dt
dC

Rk
dt

dM

RRkIC
dt
dR

+−=

=

−−=

h

h

,

,

2
2

2
2

      (3.2) 

Где σ – эффективное сечение поглощения УФ квантов исходными 

молекулами белков (мономерами), η – квантовый выход фотоактивации 

мономеров при поглощении фотона, I – интенсивность УФ излучения, ωh  –

 энергия кванта излучения, k2 – константа скорости образования димеров при 

взаимодействии двух фотоактивированных мономеров, С – концентрация 

молекул мономера, изменением которой в процессе агрегации мы 

пренебрегаем (∆С << C0), C0 – исходная концентрация молекул мономера, 

важным параметром модели является τ – характерное время жизни 

фотоактивированного состояния. 

Учитывая постоянство концентрации молекул мономера С0, система 

(3.2) перепишется в виде (3.21): 

.

,

2
2

2
20

Rk
dt

dM

RRkIC
dt
dR

=

−−=
τω

ησ
h

      (3.21) 

Чтобы понять основные свойства предлагаемой модели, рассмотрим 

сначала случай непрерывного облучения. 
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3.2.1 Режим непрерывного УФ-облучения 

 

В этом случае систему (3.21) можно записать в виде: 

,

,

2
2

2
20

Rk
dt

dM

RRkIC
dt
dR

=

−−=
τω

ησ
h

    (3.3) 

где интенсивность УФ излучения I = const. 

 Концентрация фотоактивированных мономеров R быстро выходит на 

стационарное значение statRR = , которое находится из первого уравнения 

системы (3.3), если приравнять нулю производную по времени. 

)1/1()2( 0
1

2 −+×= − IIkRstat τ      (3.4), 

где характерное значение интенсивности: 

2
20

0 4
1
τησ

ω
kC

I ⋅=
h        (3.5). 

Если принять, что начало рассеяния пробного пучка связано с 

образованием в растворе некоторого характерного значения концентрации 

агрегировавших мономеров M*, то доза УФ облучения D*, при которой 

начинается рост рассеяния, может быть оценена из второго уравнения 

системы (3.3) как 2
2

*
*

statRk
IMD ≈ , или, используя соотношение (3.4), 

)1/1(2/
/

)1/1(
/

)1/1(
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0
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0
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*2
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−+⋅−
≡

−+
=

−+
≈

IIII
IID

II
IID

II
IMkD τ  (3.6), 

где 
0

*

0
*2

20 4
C
MIMkD ⋅==

ησ
ωτ h         (3.7). 

Отметим, что (3.3) и последующие формулы (3.4)-(3.6) справедливы, если 

(M *+R(t))<<C0, что ведет к выполнению неравенства ∆С << C0. 

Из соотношения (3.6) следует, что при относительно больших 

интенсивностях (при 0II >> ) получаем 00 /1/1 IIII ≈−+  и выражение для 

D* принимает вид   0
* DD ≈    (3.8), 

то есть величина D* не зависит от интенсивности УФ излучения. 
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В другом предельном случае (при 0II << ) получаем 
0

0 2
1/1

I
III ≈−+    и 

I
IDD 0

0
* 4=        (3.9). 

Таким образом, при достаточно малых интенсивностях значение D* 

обратно пропорционально интенсивности. Наблюдающиеся в эксперименте 

особенности кинетики агрегации, хорошо описываются формулами (3.8), 

(3.9), что подтверждает правильность основных предположений модели. 

Полная зависимость (3.6) D*( I / I0 ) в безразмерных величинах приведена на 

рис. 3.1. 

Из (3.9) и (3.5) следует также, что увеличение времени релаксации τ 

ведет к уменьшению дозы D*. В связи с этим, одним из предполагаемых 

механизмов уменьшения эффективности агрегации является уменьшение 

времени релаксации τ. 

0 5 10 15 20
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I / I0

D
*  / 

D
0

 
Рис. 3.1. Зависимость дозы начала рассеяния от интенсивности непрерывного УФ-
излучения. 
 
На рис. 3.1 изображена зависимость дозы начала рассеяния раствора от 

интенсивности непрерывного УФ-излучения, описываемая системой (3.3). 

При малых значениях I зависимость D*( I ) является убывающей функцией 

интенсивности, а при больших значениях I величина D* стремится к 
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постоянному значению D0. При этом величину I0 можно считать границей 

между областью резкого роста D* и областью, в которой D* стремится к 

асимптоте. Определить характерные значения I0 и D0 поможет рассмотрение 

импульсного воздействия. 

 

Приближение расходующегося исходного мономера. 

Решение (3.6) системы (3.3) получено в приближении (M *+R(t))<<C0 

или, что то же самое ∆С << C0, то есть предполагалось, что концентрация 

исходного мономера практически не расходуется. Рассмотрим более общий 

случай, когда концентрация исходного мономера уменьшается существенно, 

тогда систему уравнений (3.3) необходимо дополнить уравнением на 

концентрацию исходного мономера С(t) и переписать в виде: 
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      (3.3а) 

Аналитически эта система не решается, поэтому оставим приближение, что 

концентрация фотоактивированных мономеров R выходит на стационарное 

значение Rstat быстрее, чем успевает измениться С, однако дальнейшее 

изменение С будет влиять на стационарное значение, то есть Rstat(С). 

Перепишем уравнение (3.4) в виде 

( )1/41)2()( 02
1

2 −⋅+= − IICkkCRstat ττ ,   (3.4а) 

где, τ/00 DI = , а ησ
ωh

=0D  

Подставляем полученное выражение для Rstat(С) в уравнение системы на C(t): 

( )1/41
2

1
02

20
−⋅++−= IICk

k
C

I
I

dt
dC τ

τ .   (3.5а) 

Проинтегрируем данное уравнение, с учетом начального условия C(t=0)=C0. 

Функция С(t) в явном виде не выражается, однако можно получить функцию 
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t(C). Так как доза есть произведение интенсивности излучения на время 

(D = I×t), то получаем 
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    (3.6а). 

Выражение (3.6а) является зависимостью дозы от концентрации исходных 

молекул. Для сравнения с решением (3.6) запишем решение (3.6а) для 

момента начала рассеяния, концентрации исходных мономеров в этот момент 

будет равняться С*=С0-М*-Rstat(C*). Полученное выражение является 

непрерывной функцией интенсивности. Для сравнения с решением (3.6) 

системы (3.3) рассмотрим предельные случаи малых и больших 

интенсивностей излучения. 

Из соотношения (3.6) следует, что при относительно больших 

интенсивностях (при 02 *2 IICk >>τ ) поведение D* принимает вид: 
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то есть величина D* как и в (3.8) не зависит от интенсивности УФ излучения. 

Однако, следует заметить, что необходимо исключить случай, когда при 

очень больших интенсивностях C*=(C0-M*)-Rstat(C*) обращается в ноль, 

полностью переходя в фотоактивированные состояния. В этом случае 

возможен слабый рост D*. Такое поведении не наблюдалось в эксперименте 

и выходит за рамки рассматриваемой модели, поэтому наложим ограничение, 

исключающее такой случай: R(t)<<C0. 

Так как нас интересует ситуация, когда М* может быть сравнима с C0, 

то при выполнении вышеуказанного неравенства мы имеем также R(t)<< М* 

и в формуле (3.8а) С*=С0-М*.  

 В другом предельном случае при относительно малых интенсивностях 

(при 0022 IICk <<τ ) доза D* ведет себя следующим образом 



 68

I
ID

CRMCC
CRM

kI
IDD

stat

stat 0
0

002

0
0 2

*))(*)((
*)(*

2
12* ⋅∝

−−
+

⋅⋅≈
τ .  (3.9а) 

Обратим внимание, что Rstat(C*) зависит от интенсивности и последнее 

утверждение справедливо если Rstat(C*)<<M*, это условие заведомо 

выполняется, когда η << 1. 

Выражения (3.8а) и (3.9а) эквивалентны выражениям (3.8) и (3.9), то 

есть более мягкие условия позволили получить более общее решение, 

которое, однако, в предельных случаях ведет себя также как и полученное 

ранее (3.6). 

 

3.2.2 Воздействие на раствор белка импульсного УФ-излучения 

 

В случае импульсного ультрафиолетового излучения источник ФАМ – 

периодическая функция времени R  = R  (t - i⋅T), где i – целое число. Систему 

(3.21) будем решать для условий, которые выполнялись в экспериментах, 

описанных в гл. 2. Нетрудно показать, что при использовавшейся 

концентрации раствора 1016 см-3 (0,5 мг/мл) (расстояние между молекулами 

L ~ 50 нм) и коэффициентом диффузии в воде при комнатной температуре 

a
kTD

⋅⋅
=

ηπ6
~

 (k – постоянная Больцмана, T – температура, π  - число Пи, η  - 

вязкость, a – радиус молекулы) время между столкновениями молекул белка 

можно оценить как 2

1
6 La

kTtx ⋅
⋅⋅

=
ηπ

, где L – расстояние между молекулами. 

Оно составляет ~ 2×10-6 с, что много больше длительности лазерного 

импульса (3⋅10-8 с). Будем считать, что за время лазерного импульса агрегаты 

не успевают образоваться, поэтому в (3.21) за источник ФАМ можно принять 

δ - функцию. При этом систему (3.21) можно записать в виде:   
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Для концентрации фотоактивированных молекул за время между i и i+1 

импульсами получаем: 

)1)/(exp()/(exp
)(

02

0

−+
=

τττ tRkt
RtR

i

i ,    (3.11) 

Концентрация после (i+1) импульса определяется как 

pi RTRR +=+ )()1(0 , где Rp = 
ω

ση
h

wC0  – приращение концентрации ФАМ после 

воздействия импульса с плотностью энергии w, а R(T) – концентрация ФАМ 

в растворе в момент прихода лазерного импульса. 

Поведение концентрации агрегировавших мономеров между 

импульсами описывается уравнением, полученным из системы (3.10). 
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Решением уравнения (3.12) является зависимость приращения 

концентрации агрегировавших мономеров за время между i и (i+1) 

импульсами от концентрации ФАМ: 
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Зависимости R(t) и M(t), полученные численным счетом для 

определенных параметров, изображены на рис. 3.2 а и б соответственно. 
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Рис. 3.2. Численное решение системы (3.10): (а) – рост концентрации ФАМ; (б) - 
агрегировавших мономеров в процессе импульсного УФ-облучения. 
 

В процессе образования фотоактивированных молекул устанавливается 

стационарный режим, когда концентрация R ведет себя пилообразно и сразу 

после импульса равна (Rp+Rs), а к началу каждого следующего импульса она 

опускается до некоторого постоянного значения Rs. При этом прирост 

концентрации агрегировавших мономеров становится одинаковым от 

импульса к импульсу и равняется: 
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Стационарная концентрация фотоактивированных молекул Rs (3.15) 

получена из (3.11) при условии, что к началу следующего импульса 

концентрация становится такой же, как и перед предыдущим. Считая, что 

рассеяние наступает при достижении концентрации агрегировавших 

мономеров некоторой величины M* и, зная приращение этой концентрации за 

промежуток времени между импульсами при стационарном процессе, можно 

записать дозу начала рассеяния через параметры импульсного лазерного 

излучения и характеристики среды: 
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Введем некоторые обозначения и перепишем (3.16) в виде: 

,
))

)1/)(1)/1(exp(
/41)1/(/1

/21ln(/(

/),(

2
0

0
00

0
0

0
0

*

+−
⋅

+++−

⋅
+−

=

wwF
wwwwww

wwww

wwDFwD

τ

(3.17) 

где     
02

0
1

Ck
w

ητσ
ωh

= ,     
0

*

2
*

00 C
MkMwD ⋅=⋅=

ση
ωτ h  

Выражение (3.17) описывает некоторую поверхность в безразмерных 

координатах (безразмерная доза как функция безразмерной частоты 

следования лазерных импульсов и безразмерной плотности энергии в 

импульсе), с характерными масштабами обезразмеривания D0, τ и w0 

соответственно. Заметим, что значение D0 для импульсного и непрерывного 

случая одинаковы (3.7). 
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F×τ
 

 
Рис. 3.3. Теоретическая зависимость дозы начала рассеяния излучения пучка пробного 
лазера от плотности энергии в импульсе w и частоты повторения F. 

 

Таким образом, для случая импульсного лазерного УФ-излучения модель 

описывает зависимость дозы начала рассеяния пробного пучка, например 

HeNe-лазера (633 нм), от характеристик импульсного излучения: плотности 

энергии в импульсе и частоты их повторения. Трехмерная зависимость, 

описываемая выражением (3.17), представлена на рис. 3.3. Срез этой 

поверхности вертикальной плоскостью, параллельной оси w/w0, 

демонстрирует двумерную зависимость D*(w, F = const) рис. 1.9. При 

увеличении w величина D* уменьшается, стремясь к постоянному уровню D0, 

а при уменьшении w величина D* неограниченно возрастает. Эта 

зависимость – аналог зависимости D* от интенсивности непрерывного 

излучения п. 3.2.1. Срез поверхности вертикальной плоскостью, 

параллельной оси F×τ, показывает зависимость D*(F, w = const) рис. 1.10. 

Большей частоте повторения лазерных импульсов соответствует меньшая 

доза, ограниченная снизу той же величиной D0, что и для зависимости D*(w), 

а уменьшение частоты приводит к увеличению D*. В отличие от зависимости 

D*(w, F = const) этот рост ограничен сверху значением 

D*
max(F → 0, w1 ) ≅ 1 / [1 – ln ( 1 + w1 / w0 )wo / w1], где w = const = w1. Иначе 
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говоря, для каждой конечной наперед заданной плотности энергии в 

импульсе существует конечная доза D*
max, накопление которой редкими 

одиночными импульсами приведет к возникновению рассеяния. 

В общем, модель принципиально различает два случая. Когда 

концентрация фотоактивированных молекул велика (большие 

интенсивности), характерное время встречи (агрегации) меньше времени 

релаксации настолько, что молекулы, активированные светом, скорее все 

проагрегируют, чем срелаксируют. При этом зависимость от интенсивности 

исчезает, процесс становится дозовым и выходит на насыщение. Второй 

предельный случай, когда концентрация ФАМ настолько мала, что процесс 

агрегации конкурирует с релаксацией, в этом случае результат критически 

зависит от режима облучения и D* неограниченно возрастает при 

уменьшении интенсивности. 

Для получения наилучшего совпадения теоретических и 

экспериментальных зависимостей был произведен подбор параметров в 

уравнении (3.17). В результате этого получены следующие оценки величин, 

использовавшихся в модели: D0 ~ 45 Дж/см2, w0 ~ 0,15 Дж/см2, τ ~ 10 сек, 

M*/ηС0 ~ 3×102, k2ηC0 ~ 9×10-2 1/сек. При получении этих оценок были 

использованы экспериментальные значения: C0 = 1016 см-3, α = 5×10-2 см -1, 

σ = 5×10-18 см2, ћω = 6,62×10-19 Дж.  

 

3.2.3 Выводы 

 

Полученные характерные времена жизни фотоактивированного 

состояния (секунды) попадают в диапазон времен конформационных 

изменений белковой молекулы [143144- 145], что является аргументом в пользу 

гипотезы о механизме формирования фотоактивированного состояния.  

По аналогии с I0 величину w0 можно считать границей между областью 

резкого роста D* и областью, в которой D* стремится к асимптоте. 

Полученная оценка значения w0 получается ниже плотности энергии 
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вызывающей нагрев образца (таблица 3), обе эти величины обратно 

пропорциональны концентрации исходных молекул. Для бóльших 

концентраций соотношение w0 и плотности энергии вызывающей нагрев 

должно сохраниться.  

 

3.3 Исследование постагрегации. Самосогласование модели 

 

Объяснение физического смысла D*. 

В соответствии с предложенной теорией, экспозиции начала рассеяния 

в растворе соответствует некоторая концентрация агрегировавших 

мономеров M*, при которой в растворе происходят качественные изменения. 

Однако изложенная модель ничего не говорит о судьбе агрегатов после их 

образования.  

Для более глубокого понимания происходящих процессов были 

проведены дополнительные эксперименты по выяснению роли света на рост 

рассеяния после достижения экспозиции достаточной для его начала, эти 

эксперименты проясняют механизмы дальнейшего образования крупных 

агрегатов. А именно, был выбран фиксированный режим облучения βL-

кристаллина (w = 65 мДж/см2, F = 2 Hz, С = 0,5 мг/мл). Экспозиция начала 

рассеяния пробного пучка (D*) для выбранного режима составила 110 Дж/см2 

(что соответствует 14 минутам облучения в данном режиме). Для 

исследования процессов, последующих за выключением ультрафиолета 

(постагрегации), УФ излучение выключалось при дозе превышающей D*. 

Наблюдение за интенсивностью рассеянного излучения HeNe лазера 

продолжалось. Результаты такого эксперимента приведены на рисунке 3.5. 

Оказалось, что рассеяние продолжает расти, наклон экспозиционной кривой 

определялся разницей дозы выключения и дозы начала рассеяния, чем 

меньше была разница, тем меньше наклон. 
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Рис. 3.5. Постагрегация раствора βL-кристаллина при экспозициях D > D*. 
 

В других экспериментах УФ излучение выключалось при дозах меньше 

дозы начала рассеяния. Оказалось, что рассеяние пробного излучения 

появляется и в этом случае, но спустя некоторое характерное время задержки 

(рис. 3.6). 
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Рис. 3.6. Постагрегация раствора βL-кристаллина при экспозициях D < D*. 
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Зависимость этого времени задержки от дозы выключения приведена 

на рисунке 3.7. Важно отметить, что как только доза выключения УФ 

становится меньше D*, характерное время задержи начала роста рассеяния 

пробного пучка значительно увеличивается. Отсюда можно сделать 

следующие выводы. Будучи инициированной УФ излучением, агрегация 

дальше может идти без действия света (аналог тепловой агрегации). При 

этом рост рассеяния обусловлен увеличением размеров агрегатов за счет 

взаимодействия уже образовавшихся мелких агрегатов, так как молекул в 

фотоактивированном состоянии, спустя время жизни τ после выключения 

УФ, уже нет. Еще один вывод заключается в том, что верхней границей 

применимости построенной в этой главе теории является доза начала 

рассеяния D*. 

Дальнейшее укрупнение агрегатов может быть описано с помощью 

модели диффузионно- и / или реакционно-ограниченной агрегации [146]. 
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Рис. 3.7. Время задержки начала рассеяния пробного пучка HeNe лазера от экспозиции 
УФ. 
 

Таким образом, результаты, полученные в этих экспериментах, проясняют 

механизмы дальнейшего образования крупных агрегатов. А именно следует 
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предположить, что образовавшиеся агрегаты могут агрегировать друг с 

другом и без фотоактивации. 

 

3.4 Заключение 

 

Предложена простая теоретическая модель, дающая представление о 

процессах фотоагрегации, происходящих в растворе белков под 

воздействием непрерывного и импульсного ультрафиолетового излучения и 

объясняющая обнаруженный нами и описанный в предыдущих главах 

эффект зависимости дозы начала рассеяния пробного пучка от плотности 

энергии в импульсе и от частоты повторения лазерных импульсов.  

Согласно этой модели начальная стадия агрегации при УФ лазерном 

облучении происходит при взаимодействии двух фотоактивированных 

белковых молекул. При этом фотоактивированное состояние имеет конечное 

время жизни. Модель позволяет качественно и количественно описать 

экспериментальные результаты и сделать некоторые оценки. Оценки времени 

жизни активированного состояния позволяют сделать предположения о том, 

что фотоактивированное состояние белковой молекулы, скорее всего, 

проявляется как изменение ее конформации. 
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ГЛАВА 4. Экспресс-метод исследования УФ-лазерной агрегации 

водорастворимых белков и некоторые его применения 

 

Как уже было отмечено выше, агрегация белков является причиной 

многих заболеваний [59-63]. Одно из них - катаракта, являющаяся по данным 

Всемирной Организации Здравоохранения основной причиной потери зрения 

во всем мире [64, 65]. Катаракта является клиническим результатом 

увеличения рассеяния света хрусталиком глаза. Это светорассеяние может 

возникать из-за потери клеточного порядка в хрусталике в результате 

нарушения процесса его развития или бесконтрольного деления клеток, а 

также из-за потери прозрачности отдельных клеток хрусталика. Последнее, в 

частности, может произойти из-за фотоповреждения основных белков 

хрусталика - кристаллинов, вызывающего их агрегацию. Причиной 

появления наследственной катаракты могут стать генетически измененные 

кристаллины из-за изменения стабильности связи (ассоциации) или 

растворимости. Вызванная воздействием на хрусталик ультрафиолетовым 

излучением катаракта активно изучается in vivo [66-68] и in vitro [69-72]. 

Ранние эпидемиологические исследования показали связь между 

действием УФ-B излучения (длины волн от 290 до 320 нм) и возрастной 

катарактой хрусталика глаза [133-135]. Из всего количества солнечного УФ-

B излучения, достигающего поверхности земли (около 2⋅10-4 Вт/см2), 

хрусталик глаза человека получает 10-7 – 10-6 Вт/см2 УФ-B излучения in vivo 

[147]. По этим данным, полагая, что в году 240 солнечных дней, можно 

оценить ежегодно аккумулируемое УФ излучение, получаемое хрусталиком 

глаза человека: 2,5 – 20,6 Дж/см2, со средним значением 11,5 Дж/см2. Таким 

образом, УФ доза, например в 200 Дж/см2, воздействующая на растворы 

кристаллинов в наших экспериментах на длине волны 308 нм в УФ-B 

диапазоне, эквивалентна кумулятивному УФ излучению, получаемому 

хрусталиком глаза человека в течение примерно 20 лет. Хрусталик имеет 

метаболические системы, сохраняющие восстановительную окружающую 
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среду [148], однако они ослабевают с возрастом и в катарактозных 

хрусталиках [149]. Таким образом, можно считать, что экспериментальные 

дозы сопоставимы с физиологическим уровнем УФ излучения и 

использование вышеописанной методики позволяет моделировать in vitro 

воздействие УФ на отдельные кристаллины и их модифицированные формы 

во время старения хрусталика и развития катаракты у человека. 

Предыдущие главы были посвящены фундаментальному исследованию 

агрегации растворов белка под действие лазерного УФ излучения и 

построению теоретической модели объясняющей наблюдаемые 

закономерности исходя из простейших утверждений. Попытаемся применить 

полученные знания к конкретным задачам. В частности, как это было 

заявлено во введении к задачам медицины.  

 

4.1 Исследование влияния короткоцепочечных пептидов на скорость 

УФ-индуцированной агрегации смеси кристаллинов 

 

В настоящее время актуально стоит проблема поиска веществ, 

обладающих защитными свойствами по отношению к действию УФ 

излучения на белки хрусталика глаза, которые могли бы быть использованы 

при создании новых антикатарактальных препаратов. Упомянутая выше 

молекула α-кристаллина является высокомолекулярным образованием. 

Будучи выделенным из здорового хрусталика, например животного донора, 

этот шаперон не обладает достаточной проникающей способностью для 

использования его в профилактических или лечебных целях. Кроме того, 

шаперонная активность α-кристаллина с возрастом может ослабевать, что 

также может являться одной из причин развития старческой катаракты [113]. 

Одними из исследуемых веществ являются пептиды. В работе [104] в 

экспериментах in vitro показано, что пантетин и его составляющие 

компоненты замедляют скорость тепловой агрегации смеси βL- и α-

кристаллинов за счет поддержания защитных свойств α-кристаллина. В 
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работах А. А. Болдырева и др. (см., например, [150]) были проведены опыты 

на экспериментальных животных по выявлению свойств карнозина в 

качестве антикатарактального препарата. 

 Рассмотрим в начале, как влияют на лазерную агрегацию водных 

растворов кристаллинов хрусталика глаза (смеси βL-кристаллина с α-

кристаллином и смеси βL-, α- и γ-кристаллинов) вещества, на основе 

которых созданы известные антикатарактальные препараты. 

 

4.1.1 Материалы и методы 

 

Растворы α-, β- и γ-кристаллинов готовились так же как описано в 

п. 2.1. Эксперимент осуществлялся по схеме 3. Короткоцепочечные пептиды 

приобретались в фирмах “Sigma” и “Hamari Chemicals Ltd.”, Япония. 

Использовались пептиды D-пантетин и L-карнозин, а также их формы и 

составляющие: N-ацетилкарнозин, анзерин, пантотеновая кислота, β-аланин. 

 

4.1.2 Результаты и их обсуждение 

 

 В полной аналогии с исследованиями, изложенными в п. 2.2.2. 

проведены исследования влияния некоторых пептидов, использовавшихся в 

[104, 150], на скорость УФ-индуцированной агрегации различных смесей 

кристаллинов. Концентрация добавляемых веществ, как и белков, составляла 

0,5 мг/мл. В частности, были исследованы защитные свойства D-пантетина и 

L-карнозина, на которые, группами сотрудников Джона Кларка и 

А. А. Болдырева, получены патенты как на антикатарактальные препараты 

[151, 152]. С целью поиска нового эффективного антикатарактального 

препарата были проведены аналогичные исследования ряда других веществ.  

 Из всех исследованных нами веществ эффект замедления 

фотоагрегации смесей кристаллинов оказался больше при использовании D-

пантетина и L-карнозина. Ниже описаны только результаты, полученные с 



 81

этими пептидами. На рис. 4.1 приведены экспозиционные кривые для βL-

кристаллина, смеси βL- и α-кристаллинов и для этой смеси при добавлении в 

нее D-пантетина и L-карнозина. Видно, что эти добавки обладают 

шаперонными (защитными) свойствами. 
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Рис. 4.1. Влияние пептидов на УФ индуцированную агрегацию раствора α- и β-
кристаллинов. 

 

 Используя экспериментальную схему 3 было изучено воздействие УФ 

излучения на раствор всех основных белков, входящих в хрусталик глаза: α-, 

β- и γ-кристаллинов. Такая смесь представляет особый интерес, поскольку 

она в наибольшей степени близка к составу хрусталика глаза. Таким образом, 

в лабораторных условиях было смоделировано защитное действие различных 

пептидов в условиях развития УФ индуцированной катаракты. На 

рис. 4.2 а, б представлены экспозиционные зависимости для полного набора 

кристаллинов при добавлении D-пантетина и N-ацетилкарнозина как по 

отдельности, так и в смеси. D-пантетин и N-ацетилкарнозин на длине волны 

воздействующего УФ не поглощают. 
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Рис. 4.2. Экспозиционные зависимости для полного набора кристаллинов с добавлением 
D-пантетина и N-ацетилкарнозина. Концентрация всех белков и добавок в растворе 
0,5 мг/мл. 
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Из экспериментальных данных следует, что такие известные вещества 

как L-карнозин и D-пантетин, использующиеся в качестве 

антикатарактальных препаратов, замедляют УФ-индуцированную агрегацию 

растворов белков и под действием лазерного излучения, что, вообще говоря, 

не очевидно, так как лазерное и солнечное воздействия существенно 

отличаются. Попытаемся объяснить с точки зрения принципов теоретической 

модели, построенной в главе 3, с чем может быть связана правомочность 

применения исследования по воздействию лазерного излучения на растворы 

белков к исследованиям воздействия солнечных интенсивностей на 

хрусталик глаза. 

 

4.2 Обобщение модели на случай слабых интенсивностей 

 
Поясним, каким образом к проблеме образования УФ-индуцированной 

катаракты может быть применена построенная модель после некоторого ее 

обобщения. 

Как было описано в главе 3, мощности лазерного излучения, 

недостаточные для нелинейного поглощения и нагрева, предполагаются 

достаточными для индуцирования других нелинейных процессов, в 

частности по концентрации фотоактивированных молекул. Однако, для того, 

чтобы данная теория формально могла быть применима для случая низких 

интенсивностей (например, солнечного излучения, агрегация белков при 

котором вызывает катаракту) необходимо учесть, что образование агрегатов 

возможно при взаимодействии не только двух фотоактивированных молекул, 

но и фотоактивированной молекулы с исходной. Как будет показано ниже, 

первый процесс превалирует при лазерном воздействии (когда образуется 

много фотоактивированных молекул белка), тогда как второй может быть 

основным при маломощном, например, солнечном освещении. Как было 

показано при исследовании эффекта постагрегации (п. 3.3), в общем случае 

надо предположить и взаимодействие образовавшихся агрегатов друг с 
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другом. Тогда процессы, происходящие согласно созданной модели, 

схематически будут выглядеть так: 

1) активирование светом молекулы (ФАМ) 

2) возвращение в исходное состояние за время τ 

3) агрегация двух фотоактивированных молекул (ФАМ)  

4) агрегация (ФАМ) и исходной молекулы  

5) агрегация образовавшихся агрегатов друг с другом 

По аналогии с (3.1) полная система уравнений запишется в виде: 

τω
ησ

τω
ησ

RIC
dt
dC

RCkRk
dt

dM

RRCkRkIC
dt
dR

+−=

+=

−−−=

h

h

,

,

1
2

2

1
2

2

      (4.1) 

Где R – концентрация фотоактивированных молекул, η – квантовый выход 

фотоактивации мономеров при поглощении фотона, σ – эффективное сечение 

поглощения УФ квантов исходными молекулами белков (мономерами), I –

 интенсивность УФ излучения, ωh  – энергия кванта излучения, k2 –

 константа скорости образования димеров при взаимодействии двух 

фотоактивированных мономеров, k1 – константа скорости образования 

димеров при взаимодействии фотоактивированных и исходных мономеров, 

τ – характерное время жизни фотоактивированного состояния, M –

 концентрация проагрегировавших мономеров (M* – концентрация 

проагрегировавших мономеров, при которой начинается рассеяние), C –

 концентрация молекул мономера, изменением которой в процессе агрегации 

мы пренебрегаем (M* << C0), C0 – исходная концентрация молекул мономера. 

 Тогда, в приближении непрерывного излучения слабой интенсивности, 

концентрация фотоактивированных мономеров мала, поэтому в уравнении на 

концентрацию ФАМ можно пренебречь квадратичным членом ( τ/2
2 RRk << ). 

Такое приближение соответствует воздействию на хрусталик солнечного 

+ ωh =

+ =

τ 

+ =

+ =
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излучения. С учетом этого приближения и при постоянстве концентрации 

мономеров система (4.1) запишется в виде: 

RCk
dt

dM

RIC
dt
dR

1

,

=

−=
τω

ησ
h         (4.2) 

для стационара по концентрации фотоактивированных молекул получаем 
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Получаем, что доза, необходимая для начала рассеяния, обратно 

пропорциональна τ. 

τ
1~*D          (4.4) 

 Для воздействия непрерывного лазерного излучения в пункте 3.2.1 

получено, что доза, требуемая для начала рассеяния обратно 

пропорциональна τ в квадрате, так как 
C

MD
kC

I
*

02
2

0 2,
4

1
⋅=⋅=

ησ
ω

τησ
ω hh  (3.5), а 

I
IDD 0

0
* 4=  (3.9) при 0II << , то есть 2* /1~ τD .    (4.5) 

 Линейный член по концентрации фотоактивированных молекул в 

систему уравнений, описывающих процесс агрегации под действием мягкого 

УФ, позволил учесть взаимодействие исходных и фотоактивированных 

молекул. Для случая «солнечного» воздействия характерна низкая 

концентрация фотоактивированных молекул. Следовательно, преобладание 

линейных процессов над нелинейными и обратная пропорциональность дозы 

начала рассеяния характерному времени τ. Для случая же лазерных 

интенсивностей, когда концентрация фотоактивированных молекул 

настолько велика, что линейными слагаемыми можно пренебречь, 

зависимость D* оказывается обратно пропорциональна τ 2. 
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Надо заметить, что получается неважным то, каким образом мы 

накопили агрегаты (интенсивным лазерным воздействием или слабым 

солнечным). 

Таким образом, если вводимые добавки уменьшают время релаксации 

τ, то они будут увеличивать дозу D*, как в случае лазерного, так и в случае 

солнечного воздействия. Это объясняет корреляцию в действии добавок на 

развитие естественной катаракты и на лазерную агрегацию растворимых 

кристаллинов. Это позволяет сформулировать экспресс-метод отбора 

добавок подозрительных на антикатарактальное действие. Применение этого 

экспресс-метода будет рассмотрено ниже. 

 

4.3 Подбор новых антикатарактальных добавок 

 
Как уже отмечалось выше, в продолжение исследования защитных 

свойств D-пантетина и L-карнозина (п. 4.1), с целью поиска нового 

эффективного антикатарактального препарата были проведены аналогичные 

исследования ряда других веществ. В результате была подобрана 

комбинация короткоцепочечных пептидов, которая in vitro в большей 

степени замедляет агрегацию смеси βL- и α-кристаллинов, чем вещества, на 

основе которых созданы известные антикатарактальные препараты. Это 

позволяет надеяться, что подобранная нами комбинация (условно назовем ее 

«фармацевтическая композиция») может стать основой более эффективного 

антикатарактального препарата, чем запатентованные в [151, 152] средства. 

По сравнению с D-пантетином и L-карнозином «фармацевтическая 

композиция» демонстрирует максимальное замедление скорости агрегации 

белков в эксперименте. По сравнению с D-пантетином его эффективность 

выше в 2,5 раза, а по сравнению с L-карнозином почти в 1,5 раза. 

 По аналогии с рис. 2.7 на рис. 4.3 приведены хроматографические 

профили смеси βL- и α-кристаллинов с добавлением «фармацевтической 

композиции» после облучения растворов различными УФ дозами. 
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Уменьшение амплитуды и уширение пика с Мм ~ 45 кДа, а также рост пика 

высокомолекулярных агрегатов с увеличением УФ дозы существенно 

уменьшаются, что свидетельствует о замедлении скорости агрегации смеси 

βL- и α-кристаллинов, вызванной добавлением «фармацевтической 

композиции». На рис. 4.4 показаны результаты обработки хроматограмм, 

полученных после облучения смеси βL- и α- кристаллинов и этой смеси при 

добавлении в нее D-пантетина, и L-карнозина и «фармацевтической 

композиции». 
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Рис. 4.3. Хроматографические профили. Показаны изменения только для пиков мономера 
β-кристаллина и высокомолекулярных фракций. 



 88

0 20 40 60 80
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0
a

К
он
це
нт
ра
ци
я 
мо
но
ме
ра

бе
та

-к
ри
ст
ал
ли
на

Доза, Дж/см2

  α + β-кристаллины
  α + β + D-пантетин
  α + β + L-карнозин
  α + β + "фарм. композиция"

 

0 20 40 60 80 100
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0
б

  К
он
це
нт
ра
ци
я 
вы

со
ко

-
мо
ле
ку
ля
рн
ы
х 
аг
ре
га
то
в

Доза, Дж/см2

  α + β-кристаллины
  α + β + D-пантетин 
  α + β + L-карнозин
  α + β + "фарм. композиция"

 
 

Рис. 4.4. Изменение амплитудных значений мономерной фракции β-кристаллина (а) и 
высокомолекулярных агрегатов (б), нормирование на максимальное значение. 

 

Из этих рисунков видно, что наиболее эффективное замедление 

скорости агрегации смеси двух белков происходит при добавлении к ней 

«фармацевтической композиции». 
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Интересно отметить что, не все короткоцепочечные пептиды обладают 

одинаковыми защитными свойствами, так из сравнения кривых (αβγ), (αβγN) 

и (αβγD) (αβγDN) рис. 4.2 а видно что N-ацетилкарнозин не оказывает на 

полную смесь кристаллинов защитного воздействия. Однако, как очевидно 

следует из кривых (αβN), (αβD) и (αβDN), лежащих в переделах 

погрешности эксперимента, N-ацетилкарнозин обладает не меньшим 

защитным действием на раствор α- и β- кристаллинов, чем D-пантетин, 

который в свою очередь, оказывает наилучшее защитное действие на смеси 

как α- с β- так и α-, β- с γ-кристаллином рис. 4.2 б. В абсолютных единицах, 

полученных из доз начала рассеяния, 0,5 мг/мл D-пантетина приводит к 

замедлению начала агрегации любой из приведенных смесей в 3 раза. 

Представленная к защите методика позволяет проверять препараты на 

шаперонные свойства, как на всю смесь, так и на отдельные ее 

составляющие. Например, из рисунка 4.5 следует, что пантетин не оказывает 

защитного действия на β-кристаллин, в то время как защищает смесь α и β 

(рис. 4.2). Карнозин же наоборот, сильно действует на β-кристаллин, в то 

время как смесь α и β защищает хуже (рис. 4.1). При накоплении статистики, 

а также при сотрудничестве с биологами и молекулярными конструкторами 

появляется возможность не только анализировать и сравнивать 

шапероноподобные вещества между собой, но и давать рекомендации 

(синтезировать) новые вещества, которые будут обладать еще более 

хорошими защитными свойствами. На основе такой методики возможно 

создание промышленного образца прибора, способного количественно 

анализировать и сравнивать между собой как препараты, так и образцы 

материала. 
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Рис. 4.5. Защитные свойства пептидов по отношению к β-кристаллину. 
 

«Фармацевтическая композиция» испытывалась в рамках совместных 

исследований с ГУ Научно-исследовательский институт глазных болезней 

РАМН. Получен положительный эффект в замедлении развития УФ-

индуцированной катаракты у экспериментальных животных [2*, 3*]. 

Изучение зависимости защитных свойств пептидов от их концентрации 

в растворе белков (данные не приведены) поможет оценить физиологически 

значимые дозы будущего антикатарактального препарата. Исследование 

кинетики рассеяния для разных частот повторения лазерных импульсов и 

плотностей энергии в них (данные не приведены) в совокупности с развитой 

в главе 3 физической моделью фотохимической агрегации позволило сделать 

предположения о физических механизмах действия короткоцепочечных 

пептидов (п. 4.2). 

Результаты совместных исследований опубликованы в серии работ 

[2*, 3*]. Получено решение Роспатента о выдаче патента на изобретение 

«Фармацевтическая композиция для профилактики развития и лечения 

начальной стадии возрастной катаракты (варианты)» [19*]. 
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Количественная оценка влияния добавок. 

Покажем, что, используя приведенную выше теорию и зная параметры 

модели для чистого кристаллина, можно количественно оценить влияние 

веществ, обладающих шапероноподобными свойствами, и сделать 

предположения о механизме их действия. Для этого расположим на 

зависимости D*(F, w = 75 мДж/см2) экспериментальные кривые и точки для 

разных смесей рис. 4.6. 
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Рис. 4.6. Зависимость дозы начала рассеяния от частоты следования лазерных импульсов. 
Точки – серия экспериментов при фиксированной частоте, точки с кривой – серия 
экспериментов для разных частот. (α, β - альфа и бета кристаллины, соответственно, С – 
L-карнозин, P – D-пантетин) 
 

 Возьмем значения параметров, с которыми теоретическое решение 

наилучшим образом совпадает с экспериментальной кривой для β-

кристаллина (п. 3.2.2). Будем варьировать теперь один параметр при 

фиксированных прочих для того, чтобы решение прошло через точку, 

соответствующую выбранной смеси. В таблице 4 приведены полученные 

значения параметров. 
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Таблица 4. Параметры для разных смесей (P = пантетин, C = карнозин). 

Раствор D0, Дж/см2 w0, Дж/см2 τ, сек 0
* / CM η  02 Ck η , 1/сек 

β 45 0,15 10 3,3⋅102 90⋅10-3 
71 - - 
- 0,8 - 

 
β+P 

- - 1,8 

 
5,4⋅102 

 
16⋅10-3 

102 - - 
- 1,7 - 

 
β+P+C 

- - 0,82 

 
7,7⋅102 

 
7⋅10-3 

132 - - 
- 2,5 - 

 
β+α 

- - 0,51 

 
9,9⋅102 

 
5⋅10-3 

161 - - 
- 3,3 - 

 
β+α+P 

- - 0,37 

 
12,1⋅102 

 
4⋅10-3 

173 - - 
- 3,6 - 

 
β+α+C 

- - 0,32 

 
13,1⋅102 

 
3,7⋅10-3 

308 - - 
- 6,3 - 

 
β+α+P+C 

- - 0,1 

 
23,3⋅102 

 
0,2⋅10-3 

 
Если положить k2 и M* неизменными, тогда действие 

шапероноподобных веществ можно объяснить изменением характерного 

времени жизни фотоактивированных молекул τ. Как было показано в п. 4.2 

уменьшение этого параметра приведет к увеличению дозы начала рассеяния 

D* и отодвинет развитие катаракты. Остальные колонки можно объяснять 

так, что при прочих равных условия изменение положения кривых D*(w, F) 

можно трактовать и как изменение D0, или, что то же самое, как изменение 

концентрации M*. Таким образом можно считать, что шапероны могут 

изменять концентрацию проагрегировавших мономеров, с которой 

начинается рассеяние, это может быть так, например, если 

проагрегировавшие мономеры без шаперонов и с ними будут образовывать 

агрегаты разной формы, то есть разного характерного размера. Предполагая 

только изменение характерного масштаба w0, влияние шаперонов может быть 

трактовано как замедление скорости реакции k2. 
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4.4 Повышенная чувствительность βA3-кристаллина с измененным 

строением молекулы (укороченной аминокислотной цепочкой) к 

фотоагрегации, вызванной УФ-излучением 

 

В качестве еще одного примера применения экспресс метода, приведем 

данные сравнительно исследования фоточувствительности нормального 

кристаллина и кристаллина с измененным строением молекулы (укороченной 

аминокислотной цепочкой). 

Структуры центральных доменов β- и γ-кристаллинов очень похожи. 

Однако β-кристаллины имеют отличия в строении молекулы, а именно, N- и 

C-концы, тогда как у γ-кристаллинов имеются только рудиментарные 

концевые части [153], что повышает возможность объяснения различий 

фото-поведения β- и γ-кристаллинов присутствием концевых частей у β-

кристаллинов. 

N- и C-концы β-кристаллина также иногда называют « ручками » [154]. 

При исследовании в растворе, β-кристаллины связываются в комплексы 

высшего порядка, тогда как γ-кристаллины существуют в растворах как 

стабильные мономеры [155156157-158159]. 

Недавно было показано, что некоторым мутациям βA3-кристаллина 

соответствуют определенные виды катаракты [160161-162163]. Изменения α- [164165166-

167168], β- [169170-171], а также γ-кристаллинов [138, 161, 172173174175-176177178] также 

связаны с врожденными катарактами. Таким образом, кажется возможным, 

что структурные модификации кристаллинов хрусталика могут сделать их 

более восприимчивыми к последующему разрушению УФ излучением, 

повышая восприимчивость к возрастной катаракте. 

Как уже было сказано выше, облучение УФ-B светом (длина волны 

290-320 нм) является хорошо задокументированным фактором риска 

возникновения возрастной катаракты. При старении хрусталика в β-

кристаллинах происходит протеолитическое расщепление их концевых 
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частей. Для определения влияния потери концевых ручек на функцию β-

кристаллинов в работе проведено сравнение чувствительности к УФ 

индуцированной агрегации искусственно созданного (рекомбинантного) 

βA3-кристаллина, у которого отсутствует N-конец (rβA3tr), и искусственно 

созданного rβA3-кристаллина с полной белковой цепью. Последний 

сравнивался с естественным (выделенным из хрусталика) βL-кристаллином 

для проверки адекватности искусственного создания [127]. 

Как показывает рентгеновский дифракционный анализ, β- и γ-

кристаллины теряют свою исходную структурную организацию при 

старческой катаракте, и похожие изменения наблюдаются при УФ облучении 

растворов бычьих кристаллинов [138]. Хотя о влиянии УФ излучения на 

отдельные βγ-кристаллины известно мало, восприимчивость смешанных βγ-

кристаллинов хрусталика к УФ облучению хорошо изучена [106, 114-116], 

подтверждая более ранние результаты о том, что β-кристаллины более 

устойчивы к вызванной УФ излучением фотоагрегации, чем γ-кристаллины 

[106, 114]. 

Для изучения этой возможности образцы с полной цепочкой и 

усеченным N-концом βA3-кристаллинов были подвержены дозам УФ 

облучения сравнимым с естественными. Вызванные УФ излучением 

структурные модификации в rβA3tr-кристаллине исследовались с помощью 

масс спектрометрии [6*]. Образование нерастворимых белковых агрегатов 

развивалось раньше и с большей скоростью у укороченного rβA3tr-

кристаллина, по сравнению с кристаллином, обладающим полной цепочкой, 

который в свою очередь показал схожую чувствительность с белком 

естественного происхождения. Увеличение чувствительности rβA3tr к УФ 

свету позволяет предположить, что потеря N-конца у β-кристаллинов может 

увеличить их тенденцию к агрегации при УФ облучении, усиливая 

восприимчивость к возрастной катаракте. 
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4.4.1 Материалы и методы 

 

Белки, результаты исследований которых приводятся в настоящем 

разделе, были приготовлены в Национальном институте глаза национальных 

институтов здоровья, США (NEI / NIH, USA). Суть методики, подробно 

изложенной в работе [6*], заключается в том, что rβA3- и rβA3tr-кристаллины 

были выращены (экспрессированы) в клетках, инфицированых вирусом, 

содержащим кодирующие последовательности rβA3 или rβA3tr. Далее эти 

белки выделялись из клеток, центрифугировались, очищались жидкостной 

хроматографией (FPLC). rβA3 и rβA3tr идентифицировались с помощью 

методов молекулярной биологии и биохимии (электрофорез в ПААГ (SDS-

PAGE) и вестерн-блот анализа). βL-кристаллин приобретался в фирме 

« Sigma-Aldrich ». Концентрация белка в необработанных образцах 

измерялась с помощью абсорбционной спектроскопии на 280 нм с 

использованием спектрофотометра (DU-650 UV, Beckman Instruments, 

Fullerton, CA). 

Растворы, с различной концентрацией рекомбинантного βА3-

кристаллина, выделенного из клеток с искусственно измененными генами, 

приготовлялись так же как и растворы карбоангидразы и β-кристаллина 

(п. 1.2.1, 2.1) и замораживались. В замороженном состоянии на сухом льду (-

70°С) доставлялись в ИПФ РАН из НИГ НИЗ (США) в пробирках по 0,5 мл. 

Так как часть исследований проводилась соавторами на территории США, 

после облучения образцы замораживались и отправлялись курьером на сухом 

льду (-70°C) в НИГ (Bethesda) для дальнейшего анализа. 

 

УФ облучение кристаллинов. 

Экспериментальные измерения проводились как описывалось ранее 

[127]. Вкратце, образцы быстро доводились до комнатной температуры 

(20°C) за один час до УФ облучения, проходили центрифугирование при 
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5000 g в течение 15 мин при 20°C, и облучались эксимерным лазером LPX-

200 (Lambda Physik) при λ = 308 нм (XeCl). Изменение температуры образцов 

при УФ облучении не превышало 1-2°C (п. 3.1). Во время облучения 

образцов плотность энергии в импульсе эксимерного лазера составляла 

75 мДж/см2 при частоте повторения импульсов 2 Гц. Измерялись энергия 

импульсов эксимерного лазера и поглощение белка на 308 нм (ED-200 

джоульметр, Gentec, Inc., Canada). Пучок HeNe лазера (10 мВт, λ = 633 нм) с 

расходимостью 1,1⋅10-3 рад использовался в качестве пробного пучка для 

измерения рассеяния излучения в направлении, перпендикулярном пучку 

эксимерного лазера. Мощность рассеянного излучения пробного пучка 

определялась методом темного поля с использованием фотодиода. Таким 

образом, изменения поглощения белка на 308 нм и рассеяния на 633 нм 

измерялись в кювете во время эксперимента одновременно. УФ доза 

оценивалась с помощью выражения D = w⋅F⋅t Дж/см2, где t – время 

облучения в секундах (w⋅F = 0,15 Вт/см2). 

Сравнение кривых поглощения тестируемых образцов проводилось с 

использованием функции сравнения и подгонки (fit comparison tool, 

реализованного в Origin 7, OriginLab Corp., Northhampton, MA). Отметим 

особо, что для чистоты эксперимента необходимо было проконтролировать 

изменения, которые могли произойти с замороженным белками во время 

пересылки, для чего были выбраны два контрольных образца, один оставался 

в лаборатории НИГ НИЗ, а второй «путешествовал» с остальными, но не 

подвергался облучению. После возвращения образцов контрольные 

сравнивались, хорошее совпадение их характеристик позволило говорить, 

что за время пересылки изменений не произошло. 

Дальнейшие исследования осуществлялись с использованием 

стандартных биохимических и молекулярно-биологических методик 

электрофорез в полиакриламидном геле (SDS-PAGE) [179], флуоресцентного 

анализа, анализа спектров поглощения, эксклюзионной хроматографии (SEC) 

а также Вестерн блотов [180]. 
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4.4.2 Результаты 

 

4.4.2.1 Кинетика фотоагрегации, вызванной УФ-облучением 

 

Сравнение агрегации естественного βL и искусственно созданного rβA3-

кристаллинов. 

Кривые светорассеяния были охарактеризованы двумя параметрами: 

пороговая доза агрегации, полученная в пересечении горизонтальной оси 

прямой, аппроксимирующей рост пропускания, и скорость агрегации, 

полученная как наклон линейной части растущей кривой. Пороговая доза 

показывает минимальную дозу облучения, требуемую для инициирования 

детектируемого светорассеяния, соответствующего началу фотоагрегации 

белкового образца. Второй параметр – скорость агрегации показывает 

скорость изменения интенсивности рассеяния в единицу дозы сверх 

порогового значения, что соответствует переходу растворимых белков в 

агрегаты. 

Чувствительность к ультрафиолету rβA3 и естественного 

(нерекомбинантного) βL-кристаллина сравниваются на рис. 4.7, 

соответствующие пороги и скорости показаны в таблице 5. Пороговая доза 

для rβA3 и бычьего βL-кристаллинов в одинаковых экспериментальных 

условиях и при тех же концентрациях одинаковы 60 и 70 Дж/см2, скорости 

агрегации 0,013 и 0,011 O.D. x см2/Дж. Это подтверждает одинаковый отклик 

βL-кристаллина и rβA3 на УФ облучение. Эксперимент дублировался в 

Национальном институте глаза Национальных институтов здоровья (Бетезда, 

США). Таким образом, УФ индуцированная фотокинетика rβA3 и бычьего 

βL-кристаллинов одинакова с точностью до ошибки измерения [6*]. 

Итак, чувствительность к УФ очищенных искусственно полученных 

(рекомбинантных) кристаллинов аналогична чувствительности кристаллинов 

естественного происхождения. Эта аналогия может обеспечить выявление 
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патологических изменений специфических последовательностей кристаллина 

ассоциирующихся со старческими и наследственными катарактами. 

Эти данные позволяют предположить, что исследование УФ 

индуцированного рассеяния света в рассмотренных неживых (in vitro) 

системах может быть использовано для понимания фотоповедения 

мутантных (генетически измененных) β-кристаллинов. Возможно удастся 

понять роль конечных отростков (ручек) β-кристаллина в 

светоиндуцированной агрегации и фотолизе. 
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Рис. 4.7. Экспозиционные кривые для βL- и rβA3-кристаллинов при одинаковых 
концентрациях по 0,5 мг/мл. 
 
Таблица 5. Параметры экспозиционных кривых УФ индуцированной агрегации 
кристаллинов. 

Белок Концентрация, 
мг / мл 

Доза начала 
рассеяния, 
Дж / см2 

Скорость 
агрегации, 

О.П. х см2 / Дж 
βL-кристаллин 0,5 70 1,1х10-2 

rβA3-
кристаллин 

0,5 60 1,3х10-2 
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Сравнение рекомбинантных βA3-кристаллинов с полной и усеченной 

белковыми цепями. 

Образцы белка облучались УФ излучением на длине волны 308 нм. 

Кривые рассеяния лазерного излучения, полученные для rβA3 и rβA3tr и 

показанные на рис. 4.8 похожи на ранее полученные данные [106, 127]. По 

мере увеличения УФ дозы, происходило увеличение рассеяния на длине 

волны 633 нм, что отражает увеличение рассеяния растворов белка 

(рис. 4.8 a), и соответствующее снижение пропускания на длине волны 

308 нм (рис. 4.8 б). Оба эти фактора соответствуют фотоагрегации, 

вызванной УФ облучением. Кривая пропускания и кривая рассеяния, 

представленные на рис. 4.8, показывают, что мутантный rβA3tr-кристаллин с 

удаленным N-концом более восприимчив к вызванной УФ излучением 

агрегации, чем кристаллин с полной цепью (rβA3). Более выразительно это 

показывают данные рассеяния. 

Количественные фотокинетические параметры (доза начала рассеяния 

D* и скорость агрегации V ), оцененные по данным рис. 4.8, представлены в 

таблице 6. Соотношения скоростей агрегации (Vm / Vwt), полученные по 

кривым пропускания на длине волны 308 нм, показывают лишь небольшое 

различие между rβA3 и rβA3tr (8,3 ± 0,4 и 9,0 ± 0,4 мДж/см2, соответственно), 

соотношение Vm / Vwt составляет 1,1 (таблица 6). Однако соотношения 

скорости агрегации (Vm / Vwt), полученные по данным рассеяния света на 

длине волны 633 нм, выявляют более существенные различия – 7,4 ± 0,1 

(rβA3) и 11,7 ± 0,2 (rβA3tr) мДж/см2, что дает соотношение 1,58. Как данные 

пропускания, так и данные рассеяния демонстрируют более высокую 

чувствительность (более низкий порог) у rβA3tr, чем у rβA3. Пороговые дозы 

(D*) для rβA3 в сравнении с βA3tr составляют 71 ± 1 против 39 ± 2 и 26 ± 3 

против 9 ± 4 для кривых пропускания на 308 нм и для данных рассеяния на 

633 нм, соответственно, причем и те и другие данные показывают более 

низкий порог чувствительности для rβA3tr, по сравнению с rβA3.  
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Рис. 4.8. Изменение рассеяния 633 нм (а) и пропускания 308 нм (б) при УФ облучении 
образцов rβA3 и rA3tr с концентрацией 0,5 мг/мл в зависимости от УФ дозы. Для каждой 
кривой представлены стандартные погрешности, демонстрирующие воспроизводимость 
измерений различных образцов одного и того же белка. 
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Таблица 6. Оценки фотокинетических параметров по данным светорассеяния (633 нм) и 
пропускания (308 нм). 

Длина 

волны, нм 

Белок D*,  Дж / см2 V,  см2 / Дж Отношение 

Vm / Vwt 

βA3tr 9 ± 4 (9,0 ± 0,4) x 10-3 1,1 ± 0,1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

308 βA3 26 ± 3 (8,3 ± 0,4) x 10-3  

βA3tr 39 ± 2 (11,7 ± 0,2) x 10-3 1,58 ± 0,05 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

633 
βA3 71 ± 1 (7,4 ± 0,1) x 10-3  

 

Параметры на длине волны 308 нм, оцененные по данным поглощения (не 

показаны), которые были получены из кривых пропускания (рис. 4.8 б). 

Пороговая доза (D*) соответствующая началу фото-агрегации белка и 

полученная путем продолжения восходящей линейной части экспозиционной 

кривой назад к точке пересечения D, позволяет оценить минимальную дозу 

УФ излучения, требуемую для начала детектируемого светорассеяния 

(рис. 4.8 a). Второй параметр, скорость агрегации (V ), соответствующий 

тенденции растворимого белка к агрегации, получен как наклон восходящей 

линейной части кривой и показывает скорость изменения относительной 

интенсивности рассеяния при дозах больше пороговых. Отношение 

рассчитано как Vm / Vwt, где Vm и Vwt – скорости агрегации для мутантных 

(rβA3tr) белков и белков с полной цепью (rβA3), соответственно. Параметры 

D*, V и погрешности (показаны в круглых скобках) были оценены, используя 

линейную подгонку в центральной части соответствующей кривой 

рассеяния. 

Хотя подгонка данных поглощения на 308 нм не показала 

существенных различий между rβA3 и rβA3tr, различия кривых для rβA3 и 

rβA3tr на длине волны 633 нм оказались статистически значимыми [6*]. 

Однако в целом, как скорость агрегации, так и более низкая доза начала 

рассеяния показывают, что укороченный rβA3tr более чувствителен к УФ 

облучению, чем rβA3 с полной белковой цепью. 
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4.4.2.2 Исследование физико-химическими методами 

 

Эксклюзионная хроматография (SEC) УФ облученных rβA3 и rβA3tr. 

Образцы rβA3 и rβA3tr после облучения УФ дозами от 25 до 

175 Дж/см2 с шагом 25 Дж/см2 анализировались с помощью спектроскопии и 

эксклюзионной хроматографии (SEC), электрофореза в полиакриламидном 

геле (SDS-PAGE) и Вестерн-блот анализа. Данные SEC и поглощения были 

получены для растворимой фракции rβA3 и rβA3tr после удаления всех 

нерастворимых белков путем центрифугирования. Была проведена 

эксклюзионная хроматография растворимых фракций rβA3 и rβA3tr, 

облученных дозами от 25 до 100 Дж/см2 (колонка Superdex 75; GE 

Healthcare). Необлученные образцы rβA3 и rβA3tr показывают единичные 

основные пики, соответствующие видимым значениям молекулярного веса 

29,5 кДа и 23,0 кДа, что схоже с ранее опубликованными результатами [156]. 

Облученные образцы как rβA3, так и rβA3tr показывают снижение 

высоты основного пика пропорционально уровню облучения. Однако высота 

пика для образцов rβA3tr снижается более заметно, чем для образцов rβA3, 

что согласуется с данными пропускания. При увеличении УФ облучения 

положение пика смещается мало или совсем не смещается, хотя пики 

действительно становятся немного шире, особенно на задних кромках. 

Образцы rβA3tr, облученные с дозой 25 Дж/см2, показывают новый пик при 

29,5 кДа. Этот пик минимально присутствует в контрольном образце и 

заметно уменьшается при увеличении уровней облучения. В образцах rβA3 в 

какой-либо значимой степени его нет. 
 

Исследование УФ-индуцированных изменений rβA3tr кристаллина с помощью 

масс-спектрометрии (MS). 

Атомы химических элементов имеют специфическую массу. Таким 

образом, точное определение массы анализируемой молекулы, позволяет 

определить ее элементный состав. 
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В органических веществах молекулы представляют собой 

определенные структуры, образованные атомами. Современные масс 

спектрометры способны фрагментировать детектируемые ионы и определять 

массу полученных фрагментов. Таким образом, можно получать данные о 

структуре вещества. 

Когда образцы rβA3tr подвергались УФ облучению, высота 

спектральных пиков для большинства пептидов значительно снижалась, 

тогда как высота пиков лишь нескольких пептидов оставалась достаточно 

постоянной. Кроме того, при увеличении уровня УФ облучения в нижнем 

диапазоне спектров появилось несколько новых пиков. Эти изменения в 

спектрах позволяют предположить, что определенные области rβA3tr особенно 

чувствительны к фрагментации этими уровнями УФ излучения. При более 

высоких дозах УФ облучения, количество незатронутых пептидов 

уменьшилось. Таким образом, УФ облучение привело к обширной 

фрагментации rβA3tr.  

Различие масс у некоторых из этих новообразованных пиков позволяет 

предположить, что при УФ облучении образуется лестница фрагментов С-

концов. Два из С-конечных фрагментов были обнаружены в контрольных 

образцах, что показывает, что во время очищения или хранения произошло 

некоторое разрушение rβA3tr. 

Кроме фрагментации белка, УФ облучение также может привести к 

фото-окислению. Триптические пептиды из rβA3tr изучались на предмет 

изменений окисления остатков метионина и триптофана после УФ 

облучения. Окисление остатков метионина и триптофана определялось по 

соотношению интенсивностей пиков для окисленных и 

немодифицированных пептидов в спектрах. 

 

Флуорометрия и абсорбционная спектрофотометрия. 

Кроме изменений, обнаруженных в этих специфичных остатках 

триптофана с помощью масс спектрометрии, общие изменения содержания 
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триптофана при УФ излучении были количественно определены с 

использованием флуорометрии и абсорбционной спектрофотометрии. При 

УФ обработке, Trp окислился до N-формилкинуренина [181], максимум 

флуоресценции которого на 440 нм. В βA3-кристаллине при увеличении доз 

УФ облучения в среднем, интенсивность флуоресценции триптофана 

снижалась с увеличением УФ-В воздействия, тогда как у N-

формилкинуренина она увеличивалась. Эти результаты согласуются с 

данными поглощения. Значительная часть общего поглощения β-

кристаллина на λ = 280 нм является результатом поглощения триптофана. 

Снижение поглощения на 280 нм с увеличением УФ-В доз согласуется с 

уменьшением количества триптофана в результате УФ разрушения. 

 

4.4.2.3 Влияние концентрации раствора 

 

Приведенные ниже результаты экспериментов с βА3-кристаллинами 

демонстрируют зависимость вероятности образования рассеивающих 

центров в растворе белка под действием излучения XeCl-лазера от дозы 

облучения при изменении еще одного параметра, а именно – концентрации 

раствора белка, которая до настоящего момента оставалась неизменной и 

составляла 0,5 мг/мл. На рис. 4.9 приведены зависимости пропускания УФ 

сигнала раствора от поглощенной дозы облучения (Dпогл = D ⋅ C / C 1мг/мл) для 

концентраций C = 0,8 мг/мл и C = 0,2 мг/мл. Видно, что при C = 0,2 мг/мл не 

происходит резкого уменьшения пропускания на λ = 308 нм. Увеличение 

поглощения раствора белка обусловлено появлением новых связей между 

молекулами. 

Зависимость от концентрации можно объяснить в рамках модели 

фотоагрегации п. 3.2. При этом концентрацию белка можно считать 

эквивалентом плотности энергии лазерного импульса. Ситуация аналогична 

зависимости D*(w), которая особенно наглядно приведена на рис. 2.4 

(п. 2.2.1). Как было показано в главе 3, при малой концентрации белка (или 
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малой w) концентрация радикалов мала и они успевают “погибнуть” без 

образования высокомолекулярных соединений. При низких концентрациях и 

используемой w = 75 мДж/см2 необходимо повышать F, чтобы сохранить 

значение D*, характерное для больших концентраций. 
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Рис. 4.9. Экспозиционные зависимости для различных концентраций βА3-кристаллина и 
пропускание УФ-сигнала для концентраций 0,2 мг/мл и 0,6 мг/мл. 

 

Когда образцы rβA3 и укороченных rβA3tr-кристаллинов подвергались 

УФ облучению, образование агрегата развивалось быстрее и с большей 

скоростью у укороченного rβA3tr кристаллина, по сравнению с белком с 

полной белковой цепью. Такая повышенная чувствительность укороченного 

rβA3tr к УФ-индуцированной агрегации позволяет предположить, что потеря 

концевых частей может быть связана с возрастным катарактогенезом, для 

которого воздействие УФ излучения, как известно, является фактором риска. 

rβA3tr-кристаллин был выбран для этих исследований из-за наличия 

обширной информации о его стабильности и свойств связывания. Известно, 

что мутации этого кристаллина вызывают катаракты с различной 

морфологией и, в некоторых случаях, с шовными и корковыми структурами 

[160-163]. Хотя укороченного кристаллина, использованного в данных 

исследованиях, в природе не существует, он был выбран, потому что дает 
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наилучшую непосредственную оценку влияния аминокислотной конечной 

части на чувствительность к УФ. 

 

4.4.3 Выводы 

 

Различие в чувствительности к УФ излучению у нормальных и 

укороченных рекомбинантных βA3-кристаллинов позволяет предположить, 

что потеря концевой части во время мутации и старения хрусталика может 

увеличить тенденцию β-кристаллина к агрегации при УФ облучении, 

повышая его восприимчивость к возрастной катаракте. Однако, 

молекулярные изменения, обнаруженные в rβA3tr, включают в себя как 

агрегацию и сшивание, так фотолиз и окисление. 

 

4.5 Заключение 

 

При введении в водный раствор кристаллинов пептидов с доказанным 

антикатарактальным действием показано, что агрегация замедляется и в 

случае лазерного воздействия. Эта корреляция находит свое объяснение в 

модифицированной (обобщенной) теоретической модели лазерной и 

солнечной агрегации водорастворимых белков. Основываясь на этой 

корреляции, был сформулирован экспресс-метод отбора антикатарактальных 

добавок. С помощью метода отобрана смесь короткоцепочечных пептидов, 

которая обладает повышенным ингибированием фотоагрегации по 

сравнению с веществами, на основе которых созданы известные 

антикатарактальные препараты. Эта смесь была проверена на 

экспериментальных животных, что показало ее эффективность. 

Экспресс-метод применим также для сравнения фоточувствительности 

белков. 



 107

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 
Основные результаты диссертационной работы: 
 
1. Экспериментально обнаружено, что экспозиция УФ облучения (D = w⋅F⋅t), 

необходимая для агрегации водорастворимых белков, вызванной мягким УФ 

излучением XeCl лазера, зависит от значений плотности энергии лазерных 

импульсов w и частоты их следования F. При фиксировании одного из этих 

параметров (w или F) уменьшение второго приводит к увеличению 

экспозиции необходимой для агрегации, при увеличении же этого параметра 

необходимая для агрегации экспозиция стремится к константе. 

 

2. Построена модель, согласно которой агрегация при УФ-лазерном 

облучении инициируется объединением двух фотоактивированных белковых 

молекул. При этом предполагается, что фотоактивированное состояние имеет 

конечное время жизни. Модель позволяет качественно и количественно 

описать экспериментальные результаты. 

 

3. Создана экспресс-методика изучения УФ-лазерной агрегации белковых 

молекул при воздействии импульсного излучения XeCl лазера на водные 

растворы белков. С помощью этой методики установлена повышенная 

чувствительность к воздействию УФ излучения модифицированного β-

кристаллина по сравнению с нормальным, а также исследовано влияние 

различных веществ на скорость УФ-индуцированной агрегации белков 

хрусталика глаза. 

 

4. На основе исследования действия короткоцепочечных пептидов 

установлена селективность их воздействия на агрегацию различных 

кристаллинов хрусталика глаза. Создана комбинация пептидов, которая в 

большей степени замедляет агрегацию кристаллинов, чем вещества, на 

основе которых созданы известные антикатарактальные препараты. 
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