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Экспериментально исследована динамика возбужденного состояния кофермента FAD в свободный

форме и FAD, связанного с ферментом диафораза. Исследования проведены посредством регистрации

временной зависимости поляризованной флуоресценции методом времякоррелированного счета фотонов

после возбуждения молекул FAD фемтосекундными лазерными импульсами. Было установлено, что динамика

возбужденного состояния комплексов FAD-диафораза существенно отличается от динамики возбужденного

состояния свободного FAD в буферном растворе. Показано, что свободный FAD характеризуется четырьмя

временами затухания флуоресценции, лежащими в диапазоне от нескольких пикосекунд до нескольких

наносекунд, в то время как для комплекса FAD-диафораза наблюдались два времени затухания флуорес-

ценции. При исследовании затухания поляризации флуоресценции комплекса FAD-диафораза обнаружено

субнаносекундное время затухания τbv = 130 ps. Показано, что это время деполяризации флуоресценции

обусловлено анизотропной колебательной релаксацией в возбужденном состоянии FAD, которая приводит к

вращению дипольного момента перехода FAD вследствие перестройки конфигурации ядер молекулы после

возбуждения.
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Введение

Флавин-аденин-динуклеотид (FAD) является важным

естественным коферментом, участвующим в окисли-

тельно-восстановительных реакциях, протекающих в жи-

вых клетках. В живых клетках FAD может существовать

в нескольких формах, среди них наиболее стабиль-

ными являются полностью восстановленная (FADH2)
и окисленная (FAD+). Спектральные свойства этих

форм значительно отличаются. Окисленная форма FAD+

обладает широким спектром поглощения в синем и

ультрафиолетовом (УФ) спектральных диапазонах с мак-
симумами в районе 450 и 370 nm и флуоресцирует

в зеленой области спектра с максимумом на длине

волны 532 nm. В свою очередь восстановленная форма

FADH2 не флуоресцирует [1]. Эта особенность позво-

ляет использовать FAD+ в качестве флуоресцентного

внутриклеточного зонда для неинвазивной диагности-

ки окислительно-восстановительных реакций в живых

клетках. В настоящее время наиболее информативным

методом наблюдения флуоресценции FAD в клетках и

тканях является микроскопия с визуализацией времен

затухания флуоресценции (FLIM) [2], в рамках которой

определяются пространственные распределения времен

затухания флуоресценции исследуемого флуорофора в

клетках и тканях. В частности, анализ времен затухания

флуоресценции FAD позволяет различать свободные

и связанные с ферментами формы FAD, сложенные

и развернутые конформации FAD, а также отличать

сигналы флуоресценции FAD от флуоресценции других

внутриклеточных коферментов, например, никотинамид-

адениндинуклеотида (NAD(P)H) [3,4].

Согласно результатам исследований [1,5–7], свобод-

ный FAD в растворах характеризуется одновременно

несколькими временами затухания флуоресценции, при-

чем количество этих времен и их значения существенно

зависят от экспериментальных условий: pH, концентра-

ции кислорода, полярности и температуры.

Известно, что времена затухания флуоресценции FAD,

связанного с ферментами, варьируют в диапазоне от со-

тен пикосекунд до нескольких наносекунд в зависимости

от типа фермента [8,9]. При исследовании FAD, связан-

ного с холестерин оксидазой [6], наблюдались два време-
ни затухания флуоресценции 220 ps и 2.7 ns. Наносекунд-

ные времена затухания, лежащие в диапазоне 2.3−2.7 ns,

наблюдались также и в других ферментах, например,

при связывании FAD с оксидазой D-аминокислот [8] и

c липоамид-дегидрогеназой (LipDH) [10–12]. При этом

также наблюдались и суб-наносекундные времена зату-

хания связанного FAD, значения которых существенно

зависели от исследуемого фермента и варьировали в

широком диапазоне 40−300 ps [8,10]. Эти субнаносе-

кундные времена затухания по-разному интерпретирова-

лись различными авторами. В частности, одной из рас-

576



Анизотропная релаксация возбужденных состояний кофермента FAD, связанного с бактериальной... 577

пространенных гипотез является протекание обратимой

реакции переноса электрона в возбужденном состоянии

FAD между изоаллоксазином и одной из аминокислот в

сайте связывания фермента [8,10,11].

Многоэкспоненциальная динамика затухания флуо-

ресценции свободного и связанного FAD затрудняет

интерпретацию времен затухания флуоресценции FAD

в живых клетках [13]. Так, при анализе сигналов FLIM

в клетках наблюдались два времени затухания флуо-

ресценции FAD порядка 200 ps и 2.5 ns [14], однако

основная проблема заключалась в том, чтобы связать

эти времена затухания флуоресценции со связанным и

свободным состояниями FAD, а также обосновать кон-

кретные механизмы релаксации, которые эти времена

обусловливают. В связи с этим существенный интерес

представляет получение дополнительной информации о

процессах релаксации в возбужденных состояниях мо-

лекул посредством исследования затухания анизотропии

флуоресценции [15]. Было показано, что анизотропия

флуоресценции и время вращательной диффузии суще-

ственно отличаются для связанной с ферментами и сво-

бодной форм FAD [10,16,17]. В работах [9,13,18] сооб-

щалось об увеличении времени вращательной диффузии

на два порядка при связывании FAD с ферментами, что

может быть использовано для разделения свободных и

связанных состояний FAD в клетках.

Наряду со сравнительно медленными процессами

вращательной диффузии наблюдались также и другие

процессы со значительно более короткими временами

затухания поляризации флуоресценции в комплексах

FAD-фермент [9,10,11,16,19,20]. В работе [19] помимо

длинного времени вращательной диффузии, составля-

ющего 50−60 ns, наблюдалось более короткое время

деполяризации флуоресценции около 0.5 ns, а в рабо-

тах [9,16] это короткое время составляло около 1.8−7 ns.

Однако природа существования этих коротких времен

деполяризации до сих пор не установлена и является

предметом дискуссий. Одним из возможных объяснений

наличия короткого времени деполяризации флуорес-

ценции FAD, связанного с димером фермента LipDH,

является резонансный перенос энергии между двумя мо-

лекулами FAD, находящимися в двух различных сайтах

связывания димера [16]. В качестве другого объяснения

было предложено наличие локального вращательного

движения FAD в сайте связывания LipDH за счет вза-

имодействия с аминокислотами [10]. В нашей недавней

работе [21] было обнаружено существование коротко-

го (около 1 ns) времени анизотропной релаксации в

возбужденном состоянии молекул NADH, связанных

с ферментом алкоголь-дегидрогеназа (ADH), которое

было объяснено как следствие поворота дипольного

момента флуоресценции при перестройке конфигурации

ядер молекулы NADH после возбуждения коротким

фемтосекундным импульсом. Вместе с тем исследова-

ния затухания поляризации флуоресценции комплексов

фермент-кофермент в настоящее время еще не получили

широкого распространения, а потенциал анализа соот-

ветствующих анизотропных релаксационных процессов

реализован слабо.

В настоящей работе впервые были проведены иссле-

дования затухания поляризованной флуоресценции FAD,

связанного с бактериальной диафоразой при однофо-

тонном возбуждении на длине волны 450 nm. Диафора-

за, это фермент липоамид-дегидрогеназа, обладающий

высокой диафоразной активностью. Этот фермент ка-

тализирует окисление NADH до NAD+ в присутствии

кислорода и играет важную роль в метаболизме и

производстве энергии в митохондриях [22,23]. Кроме

того, около 50% флуоресценции FAD в митохондриях

клетки ассоциируется с FAD, связанным с липоамид-

дегидрогеназой [13,24]. Одним из важных результатов

данного исследования является наблюдение относитель-

но короткого времени деполяризации флуоресценции τbv

комплекса FAD-диафораза со значением около 130 ps.

Анализ времени деполяризации связанного FAD был

основан на модели, разработанной недавно в нашей

предыдущей публикации [21], в рамках которой короткое

время деполяризации комплекса FAD-диафораза харак-

теризует анизотропную колебательную релаксацию в

возбужденном состоянии FAD, которая приводит к вра-

щению дипольного момента перехода FAD вследствие

перестройки ядерной конфигурации после возбуждения.

Материалы

В качестве FAD-содержащего фермента был ис-

пользован коммерческий реагент диафораза, выделен-

ная из Clostridium kluyveri (Sigma-Aldrich, lot D5540,

5.6 unit/mg, EC 1.8.1.4, CAS 9001-18-7). Диафораза была

растворена в буферном растворе PBS (10mM, pH 7.3)
в количестве 1−1.5mg/ml. Для проведения контрольных

экспериментов использовался свободный FAD (чистота
98%, DIA-M), который был растворен в буферном

растворе PBS в концентрации 60µM. Приготовление

растворов осуществлялось непосредственно перед экс-

периментом при комнатной температуре.

Методика эксперимента

Для регистрации сигналов затухания поляризованной

флуоресценции был использован метод, который подроб-

но описан в наших предыдущих публикациях [21,25–27].
Кратко, возбуждение FAD осуществлялось линейно по-

ляризованным лазерным излучением на длине волны

450 nm, что соответствует переходу в первое возбуж-

денное состояние. В качестве источника возбужде-

ния использовалась вторая гармоника фемтосекундного

Ti:Sapphire-осциллятора (Mai Tai HP DS, Spectra Physics)
с длительностью импульса 100 fs и частотой повторения

80MHz. Луч лазера фокусировался в центр кварцевой

кюветы, содержавшей исследуемый молекулярный рас-

твор. Средняя мощность лазерного излучения, сфокуси-
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рованного на кювете, составляла около 500µW. Излу-

чение флуоресценции регистрировалось в направлении,

перпендикулярном лучу лазерного возбуждения в спек-

тральном диапазоне 532 ± 10 nm, что соответствовало

максимуму спектра флуоресценции FAD. Ортогональ-

ные поляризационные компоненты флуоресценции I‖
и I⊥ разделялись призмой Глана и затем одновремен-

но и независимо регистрировались двумя быстродей-

ствующими лавинными фотодетекторами (ADP050-CTC,
MPD), работавшими в режиме счета фотонов. Ширина

функции отклика детекторов составила порядка 50 ps.

Формирование сигналов затухания флуоресценции осу-

ществлялось с помощью времякоррелированной систе-

мы счета единичных фотонов (TCSPC, PicoHarp 300,

PicoQuant). Время накопления сигналов составляло 300 s
с частотой дискретизации 4 ps. Чтобы избежать эффекта

фотобличинга осуществлялась прокачка раствора через

кювету при помощи перистальтического насоса.

Анализ экспериментальных сигналов

При обработке полученных экспериментальных сигна-

лов I‖(t) и I⊥(t) поляризованной флуоресценции были

использованы следующие выражения [25,28]:

I‖(t) = G

t
∫

0

IRF(t′)I tot(t − t′)[1 + 2r(t − t′)]dt′, (1)

I⊥(t) =

t
∫

0

IRF(t′)I tot(t − t′)[1− r(t − t′)]dt′, (2)

где I tot(t − t′) — не зависящая от поляризации компонен-

та интенсивности флуоресценции, описывающая ее изо-

тропное затухание, r(t − t′) — зависящая от поляриза-

ции компонента интенсивности флуоресценции (анизо-
тропия флуоресценции), описывающая ее анизотропное

затухание, IRF(t) — функция отклика детектора, G —

коэффициент, учитывающий различие чувствительности

двух каналов системы детектирования. Функция отклика

детекторов IRF(t) была измерена нами эксперименталь-

но путем наблюдения рассеянного излучения второй

гармоники фемтосекундного лазера на длине волны

532 nm. Подробная информация об измерении функции

отклика детекторов представлена в нашей предыдущей

публикации [21].
Изотропные сигналы затухания флуоресценции I tot(t)

определялись на основе выражений (1) и (2) следующим

образом [21,29]:

I tot(t) =
I‖(t) + 2I⊥(t)

3
. (3)

Изотропная составляющая затухания флуоресцен-

ции I tot(t) в выражениях (1), (2) и (3) описывается в

общем случае суммой нескольких экспонент:

I tot(t) = I0

n
∑

i=1

a i exp
(

−
t
τi

)

, (4)

где I0 — начальная интенсивность флуоресценции, τi —

времена затухания флуоресценции, a i — соответствую-

щие весовые коэффициенты, нормированные на единицу:
∑

i a i = 1.

Анизотропия флуоресценции r(t) в выражениях (1)
и (2) определялась из ортогональных поляризационных

компонент флуоресценции I‖(t) и I⊥(t) [21,29]:

r(t) =
1
G I‖(t) − I⊥(t)
1
G I‖ + 2I⊥(t)

. (5)

В общем случае сигнал r(t) не может быть пред-

ставлен суммой нескольких экспонент. Обычно при

наблюдении одной группы флуоресцирующих молекул в

растворе затухание анизотропии флуоресценции r(t) (5)
может быть удовлетворительно описано одноэкспонен-

циальной моделью, которая характеризуется временем

вращательной диффузии τr [29]:

r(t) = r0 exp
(

−
t
τr

)

, (6)

где r0 — коэффициент анизотропии. Однако при ис-

следовании молекулярных комплексов затухание ани-

зотропии флуоресценции часто носит более сложный

характер [9,10,11,16,19,20].

Для описания наблюдавшихся сигналов затухания

поляризации флуоресценции комплекса FAD-диафораза

в настоящей работе была использована модель, разра-

ботанная в наших недавних работах [21,30], посвящен-

ных исследованию процессов анизотропной релаксации

кофермента NADH в свободной форме и NADH, свя-

занного с ферментом ADH. В соответствии с этой мо-

делью затухание анизотропии флуоресценции комплекса

кофермент-фермент может быть описано выражением

r(t) =
(

rb1 + rb2e
−t
τbv

)

e
−t
τbr , (7)

где τbr — время вращательной диффузии всего комплек-

са и τbv — время анизотропной релаксации возбужден-

ного состояния.

Коэффициенты rb1 и rb2 в выражении (7) характери-

зуют угол θ между дипольными моментами переходов

возбуждения и флуоресценции в момент возбуждения

t = 0 и по окончании процессов колебательной релакса-

ции t = trel, когда возбужденная молекула оказывается в

равновесном состоянии:

rb1 = 〈P2(cos θ)〉|t=trel ,

rb2 = 〈P2(cos θ)〉|t=0 − 〈P2(cos θ)〉|t=trel . (8)

Анализ сигналов затухания ортогональных поляриза-

ционных компонент флуоресценции осуществлялся на

основе выражений (1) и (2) и моделей (6) или (7)
методом глобальной подгонки на основе программы,

написанной на языке Python3.
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Таблица 1. Времена затухания флуоресценции и весовые

коэффициенты для свободных молекул FAD и комплексов

FAD-диафораза

Объект τ1, ns (a1) τ2, ns (a2) τ3, ns (a3) τ4, ns (a4)

Cвободный FAD 0.02 (0.47) 0.22 (0.11) 2.26 (0.25) 3.82 (0.17)

FAD-диафораза 0.23 (0.18) 4.36 (0.82) − −

Таблица 2. Анизотропия флуоресценции и время деполяри-

зации свободного FAD и комплекса FAD-диафораза

Объект r0, rb2 τr , τbv

Cвободный FAD 0.34 0.160 ns

FAD-диафораза 0.36 0.130 ns

Результаты

Времена затухания флуоресценции и весовые коэффи-

циенты для свободных молекул FAD в растворе и для

комплексов FAD-диафораза, полученные на основе выра-

жений (1)−(4) с помощью метода глобальной подгонки,

представлены в табл. 1.

Согласно результатам, представленным в первой стро-

ке табл. 1, свободный FAD в буферном растворе характе-

ризовался четырьмя временами затухания флуоресцен-

ции: τ1 = 20 ps, τ2 = 220 ps, τ3 = 2.26 ns и τ4 = 3.82 ns.

При этом наибольший вклад в сигнал (a1 = 0.46) вно-

сило самое короткое время затухания τ1 = 20 ps. Как

показано во второй строке табл. 1, при связывании FAD

с ферментом диафораза наблюдалось двухэкспоненци-

альное затухание сигнала флуоресценции с временами

τ1 = 230 ps и τ2 = 4.36 ns. В этом случае наибольший

вклад в сигнал (a2 = 0.82) вносило наносекундное вре-

мя затухания τ2 = 4.36 ns, которое сравнимо, но несколь-

ко больше, чем самое длинное время затухания свобод-

ного FAD τ4 = 3.82 ns в буферном растворе. Важно от-

метить, что в комплексе FAD-диафораза отсутствовало

самое короткое пикосекундное время затухания 20 ps,

которое в свободном FAD в буферном растворе давало

наибольший вклад в затухание поляризации флуоресцен-

ции.

Результаты анализа деполяризации флуоресценции

свободного FAD и комплекса FAD-диафораза пред-

ставлены в табл. 2. Результаты для свободного FAD

в буферном растворе, приведенные в первой строке

табл. 2, содержат начальную анизотропию r0 и время

вращательной диффузии τr , описывающие наблюдавшее-

ся затухание анизотропии в соответствии с выражени-

ем (6). Значения параметров r0 и τr для свободного

FAD, приведенные в табл. 2, хорошо согласуются с

результатами предыдущих исследований [31].

Результаты, полученные для комплекса FAD-

диафораза с использованием выражения (7), приведены
во второй строке табл. 2. Как видно, эти результаты,

также как результаты для свободного FAD, содержат

только два параметра: начальную анизотропию rb2 и

время затухания анизотропии τbv , при этом затухание

сигнала со временем вращательной диффузии всего

комплекса τbr (7), которое в экспериментах с LipDH

достигало нескольких десятков наносекунд [9,13,18], в

наших экспериментах зарегистрировано не было.

Определенное для этого случая время деполяриза-

ции τbv , приведенное во второй строке табл. 2, оказалось

несколько меньше, чем время вращательной диффузии

в свободном FAD и составило τbv = 0.130 ns. Для срав-

нения на рисунке представлены изотропное I tot(t) и

анизотропное r(t) затухание флуоресценции свободного

FAD и комплекса FAD-диафораза, полученные на основе

экспериментальных сигналов с помощью уравнений (3)
и (5) соответственно.

Обсуждение

Полученные экспериментальные результаты проде-

монстрировали, что затухание флуоресценции свободно-

го FAD в растворе и FAD, связанного с ферментом диа-

фораза, значительно отличаются. Как видно из табл. 1,

свободный FAD характеризуется четырьмя временами

затухания флуоресценции, лежащими в диапазоне от

нескольких пикосекунд до нескольких наносекунд, в то

время как в комплексах FAD-диафораза наблюдаются

только два времени затухания флуоресценции.

Результаты наших исследований затухания флуорес-

ценции в свободном FAD в растворах, обобщенные

в первой строке табл. 1, хорошо согласуются с ре-

зультатами других авторов. Так, в работах [32,33]
наблюдались четыре времени затухания флуоресцен-

ции τ1 = 7 ps (a1 = 0.66), τ2 = 220 ps (a2 = 0.03),
τ3 = 2.09 ns (a3 = 0.17) и τ4 = 3.97 ns (a4 = 0.14), где

в скобках указаны весовые коэффициенты. Здесь необ-

ходимо иметь в виду, что большое значение короткого

времени затухания флуоресценции τ1 = 20 ps, зареги-

стрированное в настоящей работе, по сравнению с ве-

личиной 7 ps, наблюдавшейся в работах [7,32,33], было,
вероятно, обусловлено характерным временем отклика

детектора, которое составляет 50 ps. Природа этих вре-

мен затухания до настоящего времени является пред-

метом дискуссии. Более короткие времена затухания 7

и 220 ps были ассоциированы авторами работ [32,33] с

процессами взаимодействия (стэкинга) между аденином

и изоаллоксазином в сложенной конформации FAD, а

времена затухания 2 и 4 ns — с процессами релаксации

в развернутых конформациях FAD.

В настоящей работе были впервые проведены иссле-

дования затухания флуоресценции в комплексах FAD-

диафораза. Полученные результаты, приведенные во
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аппроксимации были посчитаны исходя из выражений (3) и (5).

второй строке табл. 1, свидетельствуют о существова-

нии двух времен затухания: τ1 = 230 ps и τ2 = 4.36 ns.

В более ранних исследованиях комплексов FAD-LipDH

было установлено существование трех времен зату-

хания флуоресценции: τ1 ∼ 100 ps, τ2 = 300 − 700 ps и

τ3 = 2.5− 3.14 ns [8,16,19]. Наносекундное время за-

тухания флуоресценции в комплексе FAD-диафораза

τ2 = 4.36 ns, полученное в настоящей работе, было

больше, чем время затухания комплекса FAD-LipDH,

полученное в ранних исследованиях [8,10,16,20]. Это

может быть обусловлено различиями в происхождении

ферментов и их активности. В данном исследовании

использовалась бактериальная диафораза, в то время как

в работах [8,10,16,19] использовался животный фермент

LipDH, не обладающий диафоразной активностью. Также

в настоящей работе было обнаружено субнаносекунд-

ное время затухания флуоресценции FAD-диафораза

τ1 = 230 ps, которое по порядку величины совпадало с

результатами ранних исследований FAD, связанного с

LipDH [6,8,16].

На основании полученных экспериментальных резуль-

татов и их сравнения с результатами других исследо-

вателей можно сделать предположение, что наблюдав-

шееся наносекундное время затухания флуоресценции

комплекса FAD-диафораза τ2 = 4.36 ns обусловлено про-

цессами релаксации в развернутой конформации FAD.

Это предположение подтверждается результатами рент-

геноструктурного анализа бактериальной диафоразы [11]
и животной LipDH [34], согласно которым FAD связыва-

ется с этими ферментами в развернутой конформации.

Также это предположение находится в согласии с экс-

периментальными результатами исследований времяраз-

решенной флуоресценции свободного FAD в растворах

спиртов, где FAD существует только в развернутой кон-

формации [33,35], и исследований флавин мононуклеоти-

да (FMN) [7,36], в котором отсутствует взаимодействие

между аденином и изоаллоксазином. В этих работах

наблюдалось моноэкспоненциальное затухание флуорес-

ценции со временем около 4.0−4.7 ns [7,33,35,36].

Кроме того, как видно из табл. 1, в связанном

состоянии FAD отсутствует короткое время затухания

флуоресценции порядка 20 ps, которое наблюдается в

свободном FAD. В работах [32,33] наличие этого корот-

кого времени затухания ассоциировалось с процессами

переноса электрона между аденином и изоаллоксази-

ном в возбужденном состоянии при π-стекинге. Мы

полагаем, что отсутствие этого времени в комплексе

FAD-диафораза, обусловлено нахождением FAD в сайте

связывания фермента в развернутой конформации, в

которой π-стекинг не реализуется.

Сравнивая времена затухания флуоресценции сво-

бодного FAD τ2 = 220 ps и комплекса FAD-диафораза

τ1 = 230 ps, представленные в табл. 1, можно заметить,

что они совпадают в пределах погрешности эксперимен-

та. Однако, несмотря на такое совпадение, они могут

быть обусловлены совершенно разными процессами.

Согласно интерпретации авторов работ [32,33], время за-
тухания флуоресценции свободного FAD порядка 200 ps

обусловлено взаимодействием аденина и изоаллоксази-

на в возбужденном состоянии свернутой конформации

FAD. В случае связанного FAD время затухания флуо-

ресценции порядка 100−200 ps обусловлено взаимодей-

ствием между изоаллоксазином и электрон-донорными

аминокислотами в сайте связывания [8,10,11].

Как показано в табл. 2, при исследовании затухания

поляризации флуоресценции комплекса FAD-диафораза

нами наблюдалось практически одноэкспоненциальное

затухание со сравнительно коротким временем зату-

хания около 130 ps, которое было несколько короче,

чем время вращательной диффузии свободного FAD
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в растворе τr = 160 ps. Это короткое время затухания

не может быть отнесено к вращательной диффузии

комплекса FAD-диафораза, поскольку в соответствии с

уравнением Эйнштейна-Стокса [27] время вращатель-

ной диффузии комплекса FAD-диафораза вследствие его

большой массы и объема должно было быть более 30 ns.

Однако подобное наносекундное время затухания для

связанного FAD не наблюдалось в условиях нашего

эксперимента.

О существовании короткого времени деполяризации

в комплексах FAD-LipDH сообщалось в более ранних

публикациях [9,10,16,20], где его значение варьировало

от 0.5 ns [18,20] до 9 ns [10]. Время деполяризации флу-

оресценции в комплексе FAD-диафораза, определенное

в данном исследовании, меньше, чем короткое время

деполяризации флуоресценции комплекса FAD-LipDH,

полученное в работах [9,10,16,20].
Интерпретация короткого времени деполяризации

флуоресценции молекул FAD, связанных с ферментами,

отличается у разных авторов. Одним из объяснений [16]
является резонансный перенос энергии между двумя

FAD, находящихся в сайтах связывания димера LipDH.

Другим объяснением [10] было наличие локального

вращательного движения FAD в сайте связывания LipDH

за счет движения аминокислот.

В настоящей работе предлагается количественная

интерпретация наблюдавшихся экспериментальных ре-

зультатов на основе выражения (7), основанного на

квантово-механической теории [21,30] и описывающе-

го временную зависимость анизотропии флуоресценции

молекулярного комплекса. В рамках этой модели ко-

роткое время деполяризации флуоресценции комплек-

са FAD-диафораза τbv = 0.13 ns характеризует анизо-

тропную колебательную релаксацию в возбужденном

состоянии FAD, в процессе которой происходит вра-

щение дипольного момента перехода флуоресценции

вследствие перестройки конфигурации ядер молекулы

после возбуждения. Мы предполагаем, что локальное

вращение всей молекулы FAD в сайте связывания диафо-

разы не происходит, поскольку FAD образует довольно

жесткую структуру нековалентных связей с аминокисло-

тами [37,38].
Согласно этой модели, отсутствие длинного време-

ни вращательной диффузии комплекса FAD-диафораза

обусловлено тем, что соответствующий коэффициент

анизотропии rb1 в (7), (8) был близок к нулю, что

свидетельствует о том, что угол между дипольными

моментами перехода возбуждения и флуоресценции со-

ставлял примерно 58◦ для связанного состояния FAD.

Отметим, что при исследованиях деполяризации флуо-

ресценции комплексов FAD-LipDH в работах [9,10,16,20]
наблюдалось длинное время вращательной диффузии

порядка 40−70 ns, при этом коэффициент анизотропии

составлял около 0.35 при возбуждении на длине волны

450 nm. Отличие полученного в настоящей работе ре-

зультата от результатов работ [9,10,16,20] может быть

объяснено тем, что в настоящей работе использовалась

бактериальная диафораза, а в работах [9,10,16,20] — не

обладавшие диафоразной активностью ферменты живот-

ного происхождения, поскольку известно, что структура

липоамид-дегидрогеназы и диафоразы может сильно от-

личаться [39].

Заключение

Проведены исследования времяразрешенной поляри-

зованной флуоресценции комплекса FAD-диафораза и

свободного FAD в буферном растворе PBS. Обнаружено,

что FAD, связанный с ферментом диафораза, обладает

двумя временами затухания флуоресценции τ1 = 0.27 ns

и τ2 = 4.34 ns, тогда как свободный FAD в растворе ха-

рактеризуется четырьмя временами затухания флуорес-

ценции: τ1 = 20 ps, τ2 = 220 ps, τ3 = 2.3 ns и τ4 = 3.7 ns.

Показано, что наличие только двух времен затухания

комплекса FAD-диафораза было обусловлено тем, что

FAD в сайте связывании находится только в одной

(развернутой) конформации. Обнаружено, что затухание

поляризации флуоресценции комплекса FAD-диафораза

характеризуется субнаносекундным временем затухания

τrb = 130 ps, в то время как существенно более длинное

время вращательной диффузии вообще не наблюда-

лось. При интерпретации полученных результатов было

предложено, что наблюдавшееся время деполяризации

флуоресценции было обусловлено анизотропной колеба-

тельной релаксацией в возбужденном состоянии кофер-

ментов, которая сопровождалась поворотом дипольного

момента перехода за счет перестройки конфигурации

ядер в молекуле FAD. Полученный результат может

быть использован для анализа взаимодействий FAD с

различными ферментами в растворах и живых клетках.
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