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ВВЕДЕНИЕ

Способность водорастворимых катионных порфиринов к ассоциации с нуклеи
новыми кислотами, высокая эффективность фотосенсибилизированного образования 
синглетного молекулярного кислорода, возможность взаимодействий с переносом за
ряда между порфиринами и нуклеиновыми кислотами в составе комплекса, а также то, 
что нуклеиновые кислоты являются одной из вероятных мишеней при фотодинамиче
ском воздействии на клетку, обусловили многочисленные исследования взаимодейст
вия водорастворимых катионных порфиринов с ДНК, поли-, олиго- и мононуклеотида
ми. Образование комплекса между порфирином и ДНК обнаружено в 1979 г. Филом с 
соавт. [1], которые показали, что катионный 5,10,1 ЗДО-тетракис^-У-метилпиридил)- 
порфирин взаимодействует с ДНК посредством встраивания между парами нуклеоти
дов (интеркалирует). Для исследования этого явления применялись различные методы: 
абсорбционная и ИК-спектроскопия, спектроскопия кругового дихроизма, РКР (в УФ и 
видимом диапазонах), флуоресценция, методы ЯМР и ЭПР, квантово-химические рас
четы и др. В результате за неполные 20 лет достигнут значительный прогресс в изуче
нии комплексообразования порфиринов с ДНК [1 - 32].

Установлено, что природа образующегося комплекса зависит, с одной стороны, 
от состава и последовательности нуклеотидов в двойной спирали ДНК, которые опре
деляют возможные типы сайтов для образования комплексов, с другой стороны, от 
строения и свойств порфирина [наличие периферических заместителей, природа иона 
металла (в случае мегаллокомплексов порфиринов), которая определяет присутствие 
аксиальных лигандов] и, наконец, от соотношения концентраций порфирина и пар ос
нований ДНК. Структура, стабильность и свойства комплексов также подвержены 
влиянию внешних условий: температуры, величины pH и ионной силы раствора.

Принято считать, что существует два основных типа образования комплексов: 
интеркаляция, когда порфирин встраивается между парами оснований так, что плос
кость порфиринового макроцикла перпендикулярна оси двойной спирали ДНК, и 
внешнее связывание, когда молекула порфирина фиксируется на поверхности спирали 
ДНК в большой или малой бороздках за счет электростатических взаимодействий по
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ложительно заряженных периферических заместителей с отрицательно заряженным 
сахаро-фосфатным остовом ДНК. Первый тип комплекса характерен для участков ДНК, 
насыщенных парами нуклеотидов GC и CG, а также для содержащих эти нуклеотиды 
синтетических полимеров. Молекула порфирина, чтобы интеркалировать, должна быть 
или свободным основанием, или металлокомплексом без аксиальных лигандов, а также 
не должна иметь объемных периферических заместителей или заместителей, которые 
могут создавать стерические затруднения для встраивания и препятствовать проникно
вению молекулы порфирина между парами оснований ДНК. Второй тип комплекса от
мечается преимущественно для участков ДНК, насыщенных АТ- и ТА-парами нуклео
тидов и синтетических полимеров соответствующего строения. Для молекулы порфи
рина, чтобы образовать комплекс в данных сайтах, не имеется столь жестких требова
ний, как в случае интеркаляции. В случае металлокомплексов с аксиальными лиганда
ми (Н20 )  и порфиринов-лигандов с объемными или жестко фиксированными перифе
рическими заместителями комплексообразование с ДНК происходит, как правило, в 
данных сайтах. При высоком соотношении концентраций порфиринов и пар оснований 
ДНК возможна сборка на матрице ДНК упорядоченных порфириновых агрегатов.

Ассоциация порфиринов с ДНК приводит к существенным изменениям спек
тральных характеристик как порфирина, так и ДНК. Для порфиринов в составе ком
плексов наиболее характерными изменениями являются сдвиг полосы Соре в область 
больших длин волн, который сопровождается гипохромными или гиперхромными эф
фектами (т. е. уменьшением или увеличением коэффициента экстинкции), а также ин
дуцирование полос в спектрах кругового дихроизма в области полосы Соре. Для интер- 
калированных порфиринов характерны большой красный сдвиг максимума полосы Со
ре (> 15 нм) и существенный гипохромизм (> 35 %), а также отрицательная индуциро
ванная полоса в спектре КД. Для случая внешнего связывания красный сдвиг полосы 
Соре имеет существенно меньшую величину (< 8 нм), для нее наблюдается небольшой 
гипохромизм (< 10 %) или гиперхромизм, а индуцированная полоса в спектре КД пор
фирина имеет положительный знак.

Фоторазрушение ДНК в присутствии различных водорастворимых порфиринов 
описано в работах [33 - 37]. При этом отмечается, что катионным порфиринам присуща 
более высокая фотодинамическая активность, которая, вероятно, обусловлена их спо
собностью к образованию комплексов с ДНК. В то же время авторы расходятся во мне
нии о механизмах сенсибилизированных порфиринами фотохимических реакций, при
водящих к повреждению ДНК. Ряд данных указывает на то, что повреждение ДНК 
происходит под действием синглетного молекулярного кислорода 'Ag, образование ко
торого опосредовано порфиринами (фотореакции типа II), в то время как другие экспе
рименты позволяют утверждать, что фотовозбужденный порфирин непосредственно 
взаимодействуют с субстратом и переводит его в свободнорадикальное состояние (фо- 
гореакции типа I), или оба механизма работают одновременно. Противоречие обуслов
лено отсутствием прямых данных об эффективности фотосенсибилизированного обра
зования синглетного молекулярного кислорода порфиринами в составе комплексов с 
нуклеиновыми кислотами, а также тем, что механизмы первичных фотопроцессов в 
порфиринах, ассоциированных с нуклеиновыми кислотами, практически не изучены.

Для установления механизма(ов) фотодинамического действия катионных пор
фиринов в составе комплексов необходимы исследования фотофизических и фотохи
мических характеристик порфиринов в данных системах, которые до настоящего вре
мени не проводились. В качестве объекта исследования нами выбран водорастворимый 
катионный 5,10,15,20-тетракис(4-А-метилпиридил)порфирин, который обладает наи
большей фотодинамической активностью среди катионных порфиринов [38 - 40]. Це
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лью работы было изучение фотофизических характеристик молекул порфирина в ком
плексах с ДНК и полинуклеотидами, исследование процессов тушения возбужденных 
триплетных состояний порфиринов молекулярным кислородом, а также фотосенсиби- 
лизированного образования синглетного кислорода ‘Дг с помощью развитого в Инсти
туте молекулярной и атомной физики НАН Беларуси метода его прямой регистрации 
по фосфоресценции в ИК-диапазоне [41,42].

Данная работа обобщает результаты исследований последних трех лет, прове
денных в лаборатории фотоники молекул Института молекулярной и атомной физики 
Национальной Академии наук Беларуси (Минск) в сотрудничестве с лабораторией 
биомолекулярной и клеточной физической химии Университета им. Пьера и Марии 
Кюри (Париж).

ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА

Водорастворимый катионный 5,10,15,20-тетракис(4-У-метилпиридил)порфирин 
(НгТМРуР4+) в виде тозилатовой соли получен от Aldrich. Нативная ДНК из тимуса те
ленка, синтетические [поли(ёА-бТ)]г и [nojm(dG-dC)]2 полинуклеотиды получены от 
Sigma Chemical, гексадезоксирибонуклеотиды [d(TACGTA)]2 и [d(TAGCTA)]2 синтези
рованы компанией Genosys, Со. Все соединения использованы без дополнительной 
очистки. Для изучения фотофизических характеристик порфиринов в составе комплек
сов образцы готовили в фосфатном буфере (pH = 7,0, ионная сила 0,1 М), которые 
обескислороживались продувкой гелием в течение 20 мин непосредственно перед из
мерениями. Тушение возбужденных триплетных состояний порфиринов молекулярным 
кислородом и фотосенсибилизированное образование синглетного кислорода исследо
вали для образцов, приготовленных в дейтерированном фосфатном буфере (pD = 7,0, 
ионная сила 0,1 М) при атмосферном давлении. Концентрации порфиринов и нуклеи
новых кислот определяли спектрофотометрически с использованием известных коэф
фициентов экстинкции, они составляли соответственно 2 1 0 '5 М и 1,2-10 '3 М (в динук
леотидах). Все измерения выполнены при температуре 293 К.

Фотофизические характеристики порфиринов, константы скорости тушения 
возбужденных триплетных состояний молекулярным кислородом, а также квантовые 
выходы фотосенсибилизированного образования синглетного кислорода определены 
по известным методикам. Данные методики и характеристики использованного экспе
риментального оборудования и реактивов подробно описаны в работах [27,28, 31, 32].

СПЕКТРАЛЬНЫЕ И ФОТОФИЗИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА Н2ТМРуР4* В 
СОСТАВЕ КОМПЛЕКСОВ С ДНК, [П О Л И фА Ш ^Ь И [n(WIH(DG-DC)]2

Спектры поглощения и флуоресценции

Спектры поглощения и флуоресценции НгТМРуР4+ при образовании комплексов 
с ДНК, [поли(бА-бТ)]2 и [поли(бС-бС)]г испытывают существенные изменения. Как 
видно из рис. 1 А, на котором представлены спектры поглощения Н2ТМРуР4< в области 
полосы Соре, природа образующихся комплексов различна. Молекулы НгТМРуР4+ ин- 
теркалируют между парами оснований в [nonn(dG-dC)]2, о чем свидетельствует боль
шой красный сдвиг полосы Соре и сильный гипохромизм (41 %). Комплекс с [поли(бА- 
dT)]2 образуется посредством внешнего встраивания, что приводит к существенно 
меньшему красному сдвигу полосы Соре и небольшой величине гипохромизма (15 %). 
В случае взаимодействия НгТМРуР4+ с ДНК образуются комплексы как той, так и дру
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гой природы, на что указывает несимметричная и существенно уширенная форма поло
сы Соре. Полученные результаты находятся в соответствии с данными по строению

При образованиии комплек
сов с ДНК и полинуклеотидами 
спектры флуоресценции Н2ТМРуР4'  
разительно изменяются по сравне
нию со спектром порфирина, наблю
даемого в водном буфере (рис. 1Б). 
Широкий бесструктурный спектр 
флуоресценции, регистрируемый в 
воде, трансформируется в хорошо 
разрешенный двухполосный спектр 
комплексов. Полосы в спектре флуо
ресценции зеркально симметричны 
£>х(0,0)- и £>х(0,1)-полосам в спектре 
поглощения. Одновременно с изме
нением формы спектра происходит 
также изменение интенсивности све
чения: она существенно увеличива

ется для комплекса с [поли(бАч1Т)]2, а в составе ассоциата с [поли(сЮ-с1С)]2 флуорес
ценция порфирина тушится.

Спектр флуоресценции НгТМРуР4' в комплексе с [поли(с1А-(ЗТ)]2 близок к спек
тру, зарегистрированному для НгТМРуР4 в метаноле, поэтому было предположено, что 
причина спектральных изменений заключается в пониженной по сравнению с водой 
локальной полярности в местах связывания порфиринов [7]. Подобная трансформация 
спектров обнаружена также для комплекса НгТМРуР4’ с дезоксимононуклеотидами 
dAMP, dTMP, dCMP в работе [26], авторы которой также предполагают, что это обу
словлено изменением диэлектрической проницаемости микроокружения порфирина 
вследствие понижения доступа воды к л-орбиталям порфирина. Тушение флуоресцен
ции красителей, способных к интеркаляции в [полиДО-бСДг, хорошо известно [7] и 
объясняется окислительно-восстановительными взаимодействиями между молекулой 
красителя в возбужденном состоянии и гуанином. Подобное объяснение было предло
жено нами и для комплекса НгТМРуР4* с [поли^О-бС)]2 [27].

Каналы дезактивации энергии электронного возбуждения

Фотофизические характеристики НгТМРуР4* в комплексах с ДНК и полинуклео
тидами приведены в табл. 1. Анализ представленных данных показывает, что способ 
релаксации энергии электронного возбуждения порфирина определяется свойствами 
его микроокружения, т. е. характеристиками сайтов связывания.

Прежде всего следует отметить, что для свободного порфирина в водном рас
творе сумма квантовых выходов образования триплетного состояния и флуоресценции 
Фт + Ффл составляет ~0,9 [27]. Эта величина, хотя и очень близка к 1,0 (с учетом ошиб
ки измерений), тем не менее позволяет предполагать, что в полярном окружении пор- 
фирин имеет низколежащий внутримолекулярный уровень с переносом заряда, соот
ветствующий миграции электрона от порфиринового макроцикла на пиридильные за
местители [43]. Уровень с переносом заряда (ПЗ-уровень) лежит на ~0,1 эВ выше ^ -с о 
стояния [43]. Это может привести к смешиванию ПЗ- и S \-состояний и, как следствие, к

комплексов, полученными другими методами.

Рис. 1. Спектры поглощения Н2ТМРуР4* в области поло
сы Соре (А) и спектры флуоресценции (Б): в водном рас
творе -  1 и в комплексах с ДНК -  2, [noAH(dG-dC)]2 -3 , 
[поли(6А-с1Т)]2 -  4. Спектры флуоресценции зарегистри
рованы при >Чи»б= 520 нм
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появлению нового канала безызлучательной S,~~~>S0 дезактивации (внутренней кон
версии) с квантовым выходом Фвк ~0,1.

Таблица 1. Фотофизические свойства молекул НгТМРуР*4' в водном растворе и в составе комплексов с 
ДНК, [iKwra(dA-dT)]2 и [поли(бО-бС)]2-

Образец Ффл *фл> НС ф т тт, мс Фвк

Водный буфер 0,044 4,6 0,85 0,17 0,1

ДНК 0,041 2,5 (50 %), 11,0 (50 %) 0,77 - 0,19

[поли(6А-6Т)]2 0,085 12,0 0,95 1,6 отс.

[iKwui(dG-dC)]2 0,027 2,5 (70 %), 7,0 (30 %) 0,44 1,3 0,53

В составе комплекса Н2ТМРуР4+ с [поли(с!А-с1Т)]2, также как и для свободного 
порфирина в растворе, большая часть молекул Н2ТМРуР4‘ релаксируег с уровня S, через 
триплетное состояние (Фт = 0,95). Сумма Фт + Фф„ в данном случае равна единице в 
пределах точности измерений. Это означает, что внутренняя конверсия S\----->S0 прак
тически не принимает участия в дезактивации уровня Si. Вероятно, в данном случае ло
кальная полярность в местах связывания порфирина ниже, чем в воде, что приводит к 
увеличению энергии ПЗ-состояния. В результате величина смешивания ПЗ- и S\-состо
яний уменьшается, и вероятность внутренней конверсии S i -----> So становится пренеб
режимо малой.

Поведение Н2ТМРуР4+ в комплексе с [поли(сЮ-бС)]2 существенно отличается от 
предыдущих двух случаев. Во-первых, квантовый выход образования триплетного со
стояния Фт для этого комплекса составляет всего 0,44. Во-вторых, квантовый выход 
флуоресценции ФфЛ = 0,027, что примерно в 3 раза меньше, чем для комплекса с [по- 
л и (6 А -с1Т) ]2 (Фф„ = 0,085). Можно предположить, что дезактивация уровня Si в значи
тельной мере обусловлена внутренней конверсией Si~~~>So с квантовым выходом Фвк, 
примерно равным 0,5 (ФВк = 1- Фт - Ффл)-

Появление нового канала безызлучательной дезактивации состояния Si должно 
привести к сокращению длительности флуоресценции (табл. 1). Кинетика затухания 
флуоресценции для комплекса Н2ТМРуР4~-[поли(сЮ-с1С)]2 оказалась двухэкспоненци- 
альной, однако время жизни флуоресценции каждого из двух компонентов (2,5 и 7,0 нс) 
значительно меньше, чем для комплекса с [поли(бА-с!Т)]2 (12,0 нс). Таким образом, в 
данном случае реализуется новый канал безызлучательной дезактивации Si-состояния, 
который успешно конкурирует с заселением триплетного состояния, которое не тушит
ся, на что указывает удлинение времени жизни триплетного состояния по сравнению с 
водным раствором до 1,3 мс. Что же касается двухэкспоненциальности кинетики зату
хания флуоресценции, то это может быть вызвано различной эффективностью туше
ния, т. е. существованием двух групп интеркалированных молекул, для которых эффек
тивность внутренней конверсии различна, если она вообще имеет место для компонен
та с временем затухания флуоресценции 7,0 нс.

Ассоциаты Н2ТМРуР4' с ДНК гетерогенны, в GC-сайтах ДНК молекулы порфи
рина образуют комплекс посредством интеркаляции, в АТ-сайтах формируются внешне 
связанные комплексы. Таким образом, фотофизические характеристики Н2ТМРуР4* в 
комплексе с ДНК представляют собой величины, усредненные по двум типам связыва
ния, а в кинетике флуоресценции присутствуют компоненты, соответствующие различ
ным типам комплексов.
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Возможный механизм безызлучательной дезактивации 
S i-----> So в комплексе НгТМРуР4+-  [noaH(dG-dC)]2

Рассмотрим возможный механизм дезактивации ^ —-~>5'о в молекулах 
НгТМРуР4*, ассоциированных с [noHH(dG-dC)]2- Тушение Si-состояния порфирина за 
счет переноса энергии по механизму Ферстера на основания ДНК невозможно, так как 
не выполняются необходимые условия перекрытия спектров испускания донора и по
глощения акцептора. Нуклеотиды не содержат тяжелых атомов, поэтому тушение по
средством внешнего тяжелого атома также исключается. Очевидно, что необходимо 
рассмотреть взаимодействия с переносом заряда, которые могут протекать между мо
лекулой порфирина в возбужденном состоянии (Р*) и нуклеотидами (N) по реакции 
Р* + N -> Р'(+//‘) + N ‘( '/+). Изменение стандартной свободной энергии ДС°пз при обра
зовании пары иоиых радикалов, разделенных раствором, описывается уравнением Ре- 
ма-Феллера (1а,б) [44]. Так как заранее неизвестно, является ли порфирин в данной ре
акции акцептором (1а) либо донором (16), необходимо рассматривать обе возможности. 
Нуклеотид восстанавливается:

Д<Лп = е |Я„(Р"7Р) - £o(N/N")] - Е0,0(Р) + АС°(е) 0 “)

Нуклеотид окисляется:

AG0,,, = е |£o(N +/N) - £„(Р/Р")1 - £о,о(Р) + АС°(е), (16)

где £о(Р'+/Р), £ 0(Р/Р-') и £o(N'+/N), £o(N/N’’) -  одноэлектронные окислительно
восстановительные потенциалы порфирина и нуклеотидов соответственно, £о.о(Р) -  
энергия 0-0-перехода порфирина, ДСт°(е) -  поправка, учитывающая энергию взаимодей
ствия двух ионных радикалов и энергию гидратации ионов водой, принятая равной 
-0,1 эВ [45].

Нами не зафиксированы какие-либо радикальные продукты реакции, что свиде
тельствует о коротком времени жизни радикальной пары (по крайней мере меньше 
времени разрешения системы флеш-фотолиза -  30 нс) и что фотоиндуцированная ион- 
радикальная пара исчезает за счет быстрой обратимой реакции переноса электрона. В 
данном случае не образуется разделенная растворителем ион-радикальная пара и, сле
довательно, член АС°(е) может не учитываться. При осуществлении такой быстрой и 
полностью обратимой реакции переноса заряда более правильно описывать процесс 
тушения состояния S\ посредством заселения межмолекулярного ПЗ-уровня, лежащего 
ниже состояния S\. Этот ПЗ-уровень должен находиться между уровнями S\ и Т\, по
скольку уровень Т\, как указывалось выше, не подвержен тушению.

Окислительно-восстановительные потенциалы, определенные относительно во
дородного электрода, равны: для гуанина £o(N'VN) = 1,47 В, £ 0(N/N-‘) < -2,74 В; для ци
тозина £o(N'7N) = 2,12 В, £ 0(N/N--) = -2,23 В [45]; для Н2ТМРуР4+ £ 0(Р '+/Р) > 1,54 В; 
£ 0(Р/Р ") = -0,31 В [46]. Анализ этих данных показывает, что при £0,о = 1,84 эВ, только 
для пары (гуанин)'+- (Р) '  наблюдается небольшое отрицательное значение Д(7°пз, ука
зывающее на то, что межмолекулярный уровень ПЗ будет лежать ниже состояниия Si. 
Большие потенциалы окисления для других оснований (1,94 В для аденина, 2,09 В 
для тимина, 2,12 В для цитозина и > 2,37 В для урацила [45]) исключают любую дру
гую возможность переноса электрона между основаниями и НгТМРуР44- в возбужден
ном состоянии Si. Таким образом, тушение Si-состояниия НгТМРуР4т в комплексе с 
[п о л и ^ в ^ С )]2 происходит вследствие межмолекулярных перенос-зарядовых взаимо
действий с гуанином. Следует отметить, что такой же механизм был предложен позд
нее для тушения возбужденного состояниия Si посредством НзТМРуР4* в комплексе с 
dGMP [26].
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ЛОКАЛЬНАЯ ПОЛЯРНОСТЬ В САЙТАХ СВЯЗЫВАНИЯ Н2ТМРуР4+
В ДВОЙНОЙ СПИРАЛИ ДНК

Использование Н2ТМРуР4* в качестве флуоресцентного зонда 
для определения локальной полярности в сайтах связывания

Для качественного объяснения ряда спектральных и фотофизических характери
стик молекул НгТМРуР4'  в составе комплексов с нуклеиновыми кислотами были при
влечены представления об уменьшении локальной полярности в сайтах связывания [7, 
26, 27]. Однако в данных работах рассмотрение носит качественный, феноменологиче
ский характер. Для детального анализа спектральных и фотофизических свойств моле
кул необходимо оценить полярность в соответствующих сайтах. Согласно Райхарду 
[47], полярность представляет собой обобщенную сольватационную способность сре
ды, которая зависит от всех возможных взаимодействий между гостевой молекулой и 
средой, исключая те из них, которые приводят к ее химической модификации. Поляр
ность растворителя (среды) в общем случае не может быть описана с помощью какой- 
либо одной физической величины. Наиболее широко применяются для определения 
полярности два подхода. Первый из них использует уравнение Липперта-Матаги, кото
рое учитывает общие эффекты среды, заключающиеся во взаимодействии дипольных 
моментов флуорофоров с реактивными полями, индуцируемыми в окружающей среде 
[48, 49]. Второй использует эмпирическую шкалу полярности £т(30) [47, 50]. Нами бы
ли использованы оба подхода и проведен совместный анализ полученных результатов.

В качестве параметра, который использовался как маркер полярности микроок
ружения, был выбран стоксов сдвиг. В этом случае сдвиги спектров поглощения и 
флуоресценции при образовании комплексов, которые обусловлены возможными изме
нениями взаимного расположения плоскостей макроцикла порфирина и пиридильных 
заместителей (уменьшение двугранного угла между ними приводит к батохромному 
смещению спектров [14, 51]), вычитаются и величина стоксова сдвига отражает только 
изменение полярности микроокружения. Данный выбор обеспечил также возможность 
совместного анализа результатов, полученных при использовании обоих подходов, по
скольку уравнение Липперта-Матаги рассматривает стоксов сдвиг как функцию ди
электрической проницаемости и показателя преломления среды:

v„ - Уфл = 2((е - 1)/(2е + 1) - (и2 - 1)/(2//2 + 1))(ц* - ц)2/Ьса3 + const, (2)

где ц* и р  -  дипольные моменты молекулы в возбужденном и основном состояниях, а -  
радиус объема, занимаемого флуорофором, остальные величины имеют обычное значе
ние. Поскольку член (р* - р)2 предполагается постоянным для данной молекулы, вели
чина стоксова сдвига v„ -Уф„ (в см '1) будет пропорциональна величине ориентационной 
поляризуемости

Д/= (е - 1)/(2е + 1) - (и2 - 1)/(1пг + 1) (3)

Таким образом, построив градуировочные кривые зависимости v„ - у*, от Д / и 
определив величину стоксова сдвига для молекул в окружении с неизвестной полярно
стью, можно определить его полярность. В случае использования шкалы £У(30) (при
менялась в нормированной форме £ tN) процедура определения полярности была такой 
же. Зависимости стоксова сдвига от Д / и £ tN, полученные для молекул НгТМРуР4+ в 
смесях этиловый спирт-вода и в составе комплексов с [поли(<Ю-с1С)]2 и [поли(с1А-с1Т)]2, 
показаны на рис. 2.
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0,95 £ TN

0,305 0,310 0,315 0,320

Рост доли этанола 
<---------------------------

Рис. 2. Стоксов сдвиг как функция ори
ентационной поляризуемости Д / (*)и па
раметра полярности ETN (о) в смесях 
этанола с водой. Символы ■  и X соот
ветствуют стоксовым сдвигам, измерен
ным для комплексов Н2ТМРуР 
HH(dA-dT))2 и [noHH(dG-dC)]2

,4* с [по-

На зависимостях отчетливо видны два уча
стка: при увеличении доли этилового спирта в рас
творе до 20 % по объему (на рисунке справа нале
во) стоксов сдвиг увеличивается, а затем уменьша
ется. Такое поведение, вероятно, обусловлено тем, 
что при низком содержании этанола в растворе, 
т.е. при высокой полярности среды, имеет место 
существенное смешивание низколежащего внут
римолекулярного ПЗ-состояния с возбужденным 
5i-состоянием, и рост стоксового сдвига при 
уменьшении полярности можно приписать моле
куле Н2ТМРуР4+ с дипольным моментом в возбуж
денном состоянии ргп*- При уменьшении полярно
сти, когда доля этанола достигает 20 % по объему 
и более, смешивание состояний ПЗ и S\ становится 
пренебрежимо малым и молекула Н2ТМРуР4+ име
ет флуоресцирующее состояние чисто лл*-приро
ды с дипольным моментом pv .

Смешивание состояний ПЗ и Si, как отме
чалось выше, отражается в форме спектра флуо
ресценции: при высокой полярности он представ
ляет собой широкую бесструктурную полосу, при
ее понижении он состоит из двух хорошо разре

шенных полос. Очевидно, что величины стоксова сдвига, измеренные для Н2ТМРуР4* в 
комплексах с полинуклеотдами, находятся в области, где флуоресцирующее состояние 
имеет лл*-природу, т. е. в области, где стоксов сдвиг уменьшается с уменьшением по
лярности. Следует отметить, что соответствующие зависимости vn - Мфл для электроно
колебательной £2х(0,1)-полосы имеют такой же ход и величины. Как Д / так и £ TN, в 
обоих случаях совпадают в пределах погрешности определения величины vn - Уф„ 
(± 25 см-1)- Ориентационная поляризуемость для комплексов с [поли((1А-{1Т)]2 и [по- 
ли(сЮ-<1С)]2 составляет соответственно < 0,3065 и 0,3099. В выражении, определяющем 
ориентационную поляризуемость, член, зависящий от показателя преломления, имеет 
намного меньшее значение, чем член, определяемый величиной б. Поэтому, положив 
величину показателя преломления микроокружения п = 1,35, получим значения эффек
тивной диэлектрической проницаемости микроокружения Бэфф, соответственно, < 55,5 ± 2,5 
и 62,5 ± 2,5. Локальная полярность в сайтах связывания, определенная с помощью шка
лы £ TN, для комплекса с [nonH(dA-dT)]2 не больше 0,76 ± 0,03, а для комплекса с 
[поли(сЮ-<1С)]2 равна 0,82 ± 0,03. В случае комплекса с [поли(с!А-(1Т)]2 дана лишь верх
няя оценка величины, поскольку стоксов сдвиг при концентрациях этанола более 50 % 
по объему в пределах погрешности измерений остается неизменным.

Из приведенных данных следует, что локальная полярность сайтов в [поли(бА- 
dT)]2 ниже, чем в местах интеркаляции порфирина в [поли(сЮ-с1С)]2. При этом изме
ренные значения полярности существенно ниже, чем для воды (б = 80, ЕтЫ = 1). Полу
ченные значения находятся в хорошем соответствии с тенденцией изменения формы 
спектра флуоресценции Н2ТМРуР4+ от широкой бесструктурной полосы в воде к чет
кому двухполосному спектру в водно-этанольных смесях и в составе комплексов.

Более низкая величина локальной полярности, полученная для комплекса с 
[поли(с1А-с1Т)]2, на первый взгляд, выглядит удивительной. Очевидно, что для сайтов,
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где порфирин образует комплексы посредством встраивания в большой или малой бо
роздке, доступ молекул воды будет выше, чем для интеркалированных комплексов в 
[поли((Ю-с1С)]2. Однако молекулы Н2ТМРуР4~ могут быть доступны для воды, но ло
кальная полярность, обеспечиваемая сайтом в ДНК, при этом может быть низкой.

Действительно, при условии, что нет специфических взаимодействий между мо
лекулами Н2ТМРуР4" и воды (в данном случае это именно так, что подтверждается хо
рошим взаимным соответствием значений, полученных с использованием эмпириче
ской шкалы полярности и упрощенного подхода Липперта-Матаги), только локальная 
полярность в сайтах будет определять фотофизические свойства связанных молекул. К 
тому же, диэлектрическая проницаемость воды вблизи ионов намного меньше, чем со
ответствующая величина в объеме растворителя (е = 5 -  10) [52 - 54]. Поэтому молеку
лы воды, находящиеся вблизи отрицательно заряженного сахаро-фосфатного остова 
ДНК, по-видимому, не вносят существенного вклада в увеличение локальной полярно
сти в сайтах связывания.

Влияние локальной полярности на фотофизические 
свойства Н2ТМРуР4* в составе комплексов

Проанализируем фотофизические характеристики молекул Н2ТМРуР4 в составе 
комплексов на основании полученных оценок локальной полярности в местах связыва
ния. Как указывалось выше, для Н2ТМРуР4* в комплексе с [поли(<Ю-с1С)]2 кинетика 
затухания флуоресценции оказалась двухэкспоненциальной. Было предположено, что 
два компонента в кинетике с временами 2,5 и 7,0 нс относятся к молекулам, у которых 
различная эффективность перенос-зарядовых взаимодействий с гуанином. Однако не 
исключено, что долгоживущий компонент принадлежит молекулам, которые не участ
вуют в таких межмолекулярных процессах.

Известно, что время жизни флуоресценции Н2ТМРуР4+ обнаруживает тенденцию 
к увеличению с уменьшением полярности раствора [43]. Время жизни флуоресценции в 
смеси вода-метанол с диэлектрической проницаемостью около 60 составляет -7 ,0  нс. 
Прослеживается взаимное соответствие этой величины и значения 7,0 нс для долгожи
вущего компонента флуоресценции в интеркалированном комплексе (е^ф = 62,5 ± 2,5). 
Очевидно, этот компонент принадлежит молекулам Н2ТМРуР4', которые не участвуют 
в перенос-зарядовых взаимодействиях с гуанином. Удлинение времени жизни флуо
ресценции с 4,6 до 7,0 нс обусловлено уменьшением полярности микроокружения при 
интеркаляции молекул Н2ТМРуР4+ между парами оснований в [поли(сЮ-с1С)]2. Воз
можно, эффективность межмолекулярных взаимодействий с гуанином различна для 
молекул порфирина, интеркалировавших в сайты 5'GC3' и 5'CG3' в [поли(сЮ-с1С)]2. Од
нако также возможно, что часть молекул в каждом из сайтов не участвует в данных 
межмолекулярных процессах. Этот вопрос будет нами рассмотрен ниже.

Большая длительность флуоресценции Н2ТМРуР4+, измеренная для комплекса с 
[поли(с1А-с1Т)]2 (12,0 нс) также может быть объяснена уменьшением локальной поляр
ности. Для данного комплекса полярность ниже, чем для интеркалированных молекул, 
и длительность флуоресценции, следовательно, еще больше. Более того, поскольку в 
комплексе Н2ТМРуР4' с [поли(с1А-с1Т)]2 нет никаких межмолекулярных взаимодействий 
с нуклеиновыми основаниями, длительность флуоресценции может быть использована 
для оценки нижней границы полярности микроокружения. Согласно литературным 
данным [43], в случае линейной зависимости длительности флуоресценции от диэлек
трической прницаемости время жизни флуоресценции 12,0 нс должно соответсвовать 
величине е ~ 25 -  30.
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Таким образом, наблюдаемые изменения спектральных и фотофизических ха
рактеристик Н2ТМРуР4+ при образовании комплексов с полинуклеотидами и ДНК мо
гут быть удовлетворительно объяснены с помощью представлений об уменьшении ло
кальной полярности в местах связывания порфиринов, а сами порфирины можно ис
пользовать в качестве зондов для оценки полярности микроокружения.

ТУШЕНИЕ ВОЗБУЖДЕННЫХ ТРИПЛЕТНЫХ СОСТОЯНИЙ 
МОЛЕКУЛЯРНЫМ КИСЛОРОДОМ И ФОТОСЕНСИБИЛИЗИРОВАННОЕ

ОБРАЗОВАНИЕ ('Zg) КИСЛОРОДА

Взаимосвязь константы скорости тушения триплетных состояний 
молекулярным кислородом и локализации порфирина в ДНК

Диффузионно-контролируемая реакция тушения возбужденных состояний моле
кулярным кислородом может дать определенную структурную информацию о комплек
сах красителей с биополимерами. Разные типы сайтов связывания порфиринов нуклеи
новыми кислотами обеспечивают различную степень экранирования встроенной моле
кулы от взаимодействия с растворенным кислородом. Поэтому доступ кислорода к свя
занным молекулам порфирина, детектируемый по величине константы скорости туше
ния возбужденных триплетных состояний молекулярным кислородом k-х, может слу
жить для идентификации различных сайтов связывания.

Прежде, чем приступить к анализу полученных результатов, следует отметить, 
что форма спектров триплет-триплетного поглощения молекул Н2ТМРуР4+ в составе 
комплексов не отличается от формы, полученной ранее в водных растворах [55, 56]. 
Это соответствует результатам измерения спектров триплет-триплетного поглощения 
PdTMPyP4' в составе комплексов с ДНК, [поли((Ю-с1С)]2 и [поли(ёА-бТ)]2, где во всех 
исследованных случаях получены спектры, практически одинаковые по форме [22].

Эти результаты подтверждаются также измерениями квантового выхода образо
вания триплетного состояния Фг Н2ТМРуР4̂  в составе комплексов. Данная величина 
зависит от профиля триплет-триплетного поглощения, если для различных типов свя
зывания (в случае комплекса с ДНК, например) спектры триплет-триплетного погло
щения различаются. Мы не обнаружили зависимости величины Фт от длины волны 
зондирующего света для всех трех исследованных комплексов. К тому же на длине 
волны возбуждения (347 нм) коэффициент экстинкции основного состояния практиче
ски одинаков для порфирина, интеркалированного в [поли(сЮ-с1С)]2 и внешне связано- 
го с [поли(ёА-ёТ)]2, что должно быть также справедливо для соответствующих типов 
связывания с ДНК. В этом случае молекулы интеркалированных и внешне связанных 
порфиринов будут возбуждаться пропорционально их относительной концентрации в 
данной системе. Что же касается коэффициента триплет-триплетного поглощения, то 
его величина изменяется при формировании комплексов: для комплекса с [поли(ёА- 
dT)]2 она в два раза ниже, чем для свободного Н2ТМРуР4+ в водном буфере, а в случае 
интеркалированного в [nonH(dG-dC)]2 порфирина -  в два раза меньше, чем для внешне 
связанных комплексов с [поли(ёА-ёТ)]2.

Фотофизические характеристики триплетных состояний Н2ТМРуР4’ в составе 
комплексов с ДНК и полинуклеотидами в насыщенных воздухом буферных растворах 
представлены в табл. 2. Как видно из нее, константы скорости тушения триплетных со
стояний существенно различаются для различных комплексов. Так, в случае интерка
лированного комплекса с [nonH(dG-dC)]2 кинетика затухания Г-Г-поглощения является 
моноэкспоненциальной, как и в случае свободного Н2ТМРуР4+ в буфере, однако время
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жизни триплетного состояния -  30 мкс -  существенно больше, чем соответствующая 
величина, измеренная для свободных молекул в водном буфере (2 мкс). Для комплексов 
Н2ТМРуР4+ с [п о л и (6 А -6 Т )]2 и ДНК кинетика затухания Г-Г-иоглощения оказалась 
двухэкспоненциальной с временами жизни 5,5 и 20,5 мкс и 4,5 и 18,0 мкс соответст
венно. Кинетика затухания Г-Г-поглощения для Н2ТМРуР4+ в составе комплексов с 
[поли(сЮ-с1С)]2 и [п о л и (с1А -с1Т )]2 и в буфере представлена на рис. 3.

Большое время жизни три-
Таблица 2. Время жизни триплетного состояния Н2ТМРуР4* в плетного состояния порфирина в 
насыщенном воздухом растворе тт и константа скорости комплексе С [поли((Ю-бС)]2 обу- 
тушения триплетных состояний молекулярным кислородом кт

Образец тТ, мкс *Т, 109, (М-с)-'

Водный буфер 2,0 1,86

ДНК 4 ,5 (3 2 % ), 18,0(68% ) 0,83, 0,20

[nojm(dA-dT)]2 5,5 (22 %), 20,5 (78 %) 0,68, 0,18

[nonn(dG-dC)]2 30,0 0,12

А

0,4

0,1 :

0,04 -

0,01

словлено существенным умень
шением доступа молекулярного 
кислорода к интеркалированным 
молекулам Н2ТМРуР4+. Получен
ный результат показывает, что 
среди возможных типов комплек- 
сообразования интеркаляция обес- 
печивет максимальное экраниро
вание порфирина от взаимодейст
вия с кислородом. Места связы
вания порфирина с наименьшей 
константой скорости тушения 
возбужденных триплетных со
стояний кислородом мы обозна
чили как сайты "типа А".

Двухэкспоненциальная ки
нетика затухания триплетного со
стояния НгТМРуР44 в комплексе с

0 20 40 60 80 t, мс

Рис. 3. Кинетика затухания триплст-триплетного поглощения 
Н2ТМРуР4*: 1 -  в водном растворе, 2 -  в комплексе с 
[поли(с1А-(1Т)]2, 3 -  в комплексе с [поли(сЮ-<1С)]2

[nonH(dA-dT)]2 указывает, что все 
связанные молекулы распределе
ны по двум типам сайтов, кото
рые существенно различаются по 
доступу кислорода к порфирину. 
Время жизни триплетного со
стояния порфирина в одном из 
них, связывающем 22 % молекул, 
составляет 5,5 мкс, т. е. лишь в 
2,75 раза выше, чем у свободного 
порфирина в растворе. Эти моле

кулы,вероятно, связаны в большой бороздке так, что одна плоскость порфиринового 
макроцикла свободна для доступа молекул кислорода из раствора.

Вторая популяция (78 %) имеет гораздо более низкий доступ молекулярного ки
слорода, что увеличивает время жизни триплетного состояния до 20,5 мкс. Данные мо
лекулы также, по-видимому, образуют внешне связанные комплексы, которые, как и в 
предыдущем случае, стабилизируются главным образом кулоновскими взаимодейст
виями. Молекулы порфирина встраиваются "ребром" в малую бороздку, которая доста
точно глубокая и узкая , что приводит к существенному понижению доступа молеку
лярного кислорода.

Сайты с высоким доступом кислорода будем называть далее сайты "типа В", а 
сайты с низким доступом -  сайты "типа С". Отметим, что внутримолекулярные фото
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физические характеристики молекул НгТМРуР4т в сайтах типов В и С одинаковы. Так, 
например, кинетика затухания флуоресценции является моноэкспоненциалыюй и не 
позволяет говорить о существовании двух типов комплексов. Однако эти молекулы 
можно легко идентифицировать по различной эффективности их взаимодействия с ки
слородом. Реакция тушения возбужденных триплетных состояний молекулярным ки
слородом дает, таким образом, новую, комплементарную к внутримолекулярным фото- 
физическим характеристикам, информацию о строении комплексов.

Кинетика затухания триплет-триплетного поглощения НгТМРуР4 ‘ в комплексе с 
ДНК хорошо аппроксимируется двухэкспоненциальной функцией. Однако число раз
личных типов комплексов в ДНК должно быть равно трем: интеркалированные ком
плексы в CG-участках и два типа внешне связанных на АТ-участках. Отличное от ком
плекса с [п о л и (6 А-<1Т )]2 соотношение короткоживущего и долгоживущего компонетов 
в кинетике затухания Г-Г-поглощения и величина квантового выхода образования три
плетного состояния НгТМРуР4+, имеющая промежуточное значение между величинами, 
измеренными для комплексов с полинуклеотидами, указывает на то, что для объясне
ния полученных результатов необходимо положить, что в ДНК существуют три типа 
сайтов: А, В и С. Возможно, что сайты типа А в ДНК и [поли(сЮ-бС)]2 различаются по 
доступу молекулярного кислорода, однако данные рентгеноструктурного анализа ука
зывают на отсутствие заметных различий между строением ДНК и [поли(сЮ-с1С)]2, что 
делает вероятность таких изменений весьма низкой. Наиболее вероятным объяснением 
является следующее.

Интеркалированные и внешне связанные типы комплексов имеют одинаковую 
равновесную константу комплексообразования, поэтому соответствующие комплексы 
образуются пропорционально количеству данных сайтов в ДНК (42 % пар GC и 58 % 
АТ). Дополнительно, ввиду вдвое меньшего коэффициента Г-Г-поглощения и кванто
вого выхода образования триплетного состояния для НгТМРуР4* в комплексе с [по- 
ли(сЮ-ёС)]2 по сравнению с соответствующими значениями, полученными для ком
плекса с [поли^А-сГГДг, вклад интеркалированных молекул в суммарный сигнал Г-Г- 
поглощения в максимуме кинетической кривой после фотовозбуждения не будет пре
вышать 10 %. Поэтому короткоживущий компонент (4,5 мкс) в кинетике затухания Г-Г- 
поглощения соответствует поглощению порфиринами в сайтах типа В, а компонент с 
временем жизни 18,0 мкс отражает, главным образом, поглощение НгТМРуР4* в сайтах 
типа С с минорным вкладом поглощения интеркалированными молекулами в сайтах 
типа А. На основании величин квантового выхода образования триплетного состояния 
для полинуклеотидов и ДНК мы оценили долю интеркалированных молекул в 36 % 
[28J. Аппроксимация кинетики затухания триплет-триплетного поглощения с помощью 
трехэкспоненциальной функции дала следующий результат: 4,2 мкс (19 %), 13,7 мкс 
(64 %), 27,8 мкс (15 %). Эти результаты хорошо согласуется с приведенными предпо
ложениями и еще раз подтверждают присутствие трех типов сайтов для связывания 
порфиринов в ДНК.

Фотосенсибилизированное образование синглетного 
молекулярного кислорода 'Ag

Величины квантового выхода фотосенсибилизированного образования синглет
ного молекулярного кислорода Фд и доля триплетных состояний, при тушении которых 
образовался синглетный кислород Д  (Фд = Ф тД ) для свободных молекул НгТМРуР4 
и в составе комплексов с ДНК и полинуклеотидами представлены в табл. 3. Длитель
ность люминесценции синглетного кослорода тд во всех случаях равняется 50 ± 5 мкс,
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что соответствует константе скорости затухания к^~  1/тд = 2-104 с 1. Постоянство вели
чины &д свидетельствует об отсутствии тушения люминесценции синглетного кислоро
да самим сенсибилизатором или его ближайшим окружением. Полученный результат 
находится в хорошем соответствии с константой скорости тушения люминесценции 
синглетного кислорода молекулами ДНК -  5,3-105 (М-с)'1 [57].

Таблица 3. Квантовый выход фотосенсиби- 
лизированного Н2ТМРуР4* образования 
синглетного молекулярного кислорода Фд и 
доля триплетных молекул, при тушении ко
торых образуется синглетный кислород/д

Образец А
водный буфер 0,9 1,0
ДНК 0,57 0,74

[поли(с1А-с1Т)]2 0,71 0,75

[ПОЛИ(сЮ-с1С)]2 0,47 1,0

Во всех случаях время жизни триплетно
го состояния было достаточно большим, чтобы 
обеспечить полное тушение возбужденных три
плетных состояний молекулярным кислородом. 
Известна оценка величины квантового выхода 
фотосенсибилизированного образования синг
летного кислорода в предположении полного 
переноса энергии от триплетной молекулы 
порфирина на кислород Фд = (1 - тт/т°т)-Фт, где 
тт и т°т -времена жизни триплетного состояния 
в насыщенных воздухом и дезоксигенирован- 
ных растворах соответственно [58]. Расчеты по

казывают, что для всех исследованных комплексов величины Фд д о л ж н ы  практически 
совпадать с величинами квантового выхода образования триплетного состояния Фт- 
Таким образом, различие в величинах Ф  г и Фд (табл. 1 и 3) указывает на то, что по 
крайней мере для одного из сайтов в ДНК и [п о л и (6 А - сГГ)]2 молекулы НгТМРуР4+ име
ют величину / д  меньше 1. Напротив, молекулы НгТМРуР4+ в комплексе с [поли(сЮ- 
dC)]2 имеют величину Д  = 1, как и в случае свободных молекул в растворе. Очевидно, 
что различные сайты обеспечивают не только различный доступ молекулярного кисло
рода к связанным молекулам порфирина, но и определяют эффективность фотосенси
билизированного образования синглетнго молекулярного кислорода. На основании из
меренных величин для всех исследованных комплексов нами рассчитаны значения Фт, 
Фд и Д  для каждого типа сайтов [28]. Полученные результаты суммированы в табл. 4. 
Как видно, величина существенно различается для сайтов типа В и С и в обоих слу
чаях она меньше 1. Молекулы порфирина, связанные в них, имеют одинаковые внут
римолекулярные фотофизические характеристики, но их способность к фотосенсиби- 
лизированному образованию синглетного кислорода сильно различается.

Таблица 4. Квантовые выходы образования триплетного состояния Фт, фотосенсибилизированного 
образования синглетного молекулярного кислорода Фд, доля триплетных молекул, при тушении которых 
образуется синглетный кислород/^, и константа скорости тушения триплетных состояний молекулярным 
кислородом кт для молекул H2TMPyPJ* в составе комплексов в различных сайтах

Сайт Локализация Фг Фа А *т-109 (М с)’1

А GC 0,44 0,47 1,0 0,12* (0,13)6

В АТ 0,95 0,47 0,50 0,68* (0,86)6

С АТ 0,95 0,78 0,82 0,18* (0Д6)6

* в комплексах с полинуклеотидами 
6 в комплексах с ДНК

В чем заключается причина таких различий? Наиболее вероятной причиной 
уменьшения величины для сайтов В и С является конкуренция между переносом 
энергии и заряда от сенсибилизатора НгТМРуР4'  в триплетном состоянии к молекулам 
кислорода [59]. Участие перенос-зарядовых взаимодействий в комплексе соударения
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'•3(Р •••02), который формируется при тушении, продемонстрировано для ряда тетралир- 
рольных молекул [60]. Вклад перенос-зарядовых взаимодействий в данной ситуации 
будет зависеть от потенциала ионизации порфирина и полярности микроокружения, 
поскольку оба параметра влияют на положение межмолекулярного состояния с перено
сом заряда [59].

Таким образом, молекулы порфирина, связанные в сайтах типа С, имеют наи
больший квантовый выход фотосенсибилизированного образования синглетного ки
слорода (0,78), а молекулы Н2ТМРуР4+, связанные в сайтах А и В, характеризуются ве
личиной Фд, равной 0,47. Реакционная способность взаимодействия нуклеиновых ос
нований с синглетным кислородом убывает в ряду G » C > A > U > T b соотношении 
1000 : 20 : 6 : 4 : 2 [61]. Поэтому вероятность взаимодействия будет наибольшей при 
взаимодействии синглетного кислорода с гуанином. Эти данные приводят к выводу о 
селективности опосредованного синглетным кислородом разрушения цепи ДНК даже 
без селективного связывания и практически исключают возможность разрыва ДНК по 
механизму фотореакций типа II в любой последовательности оснований, не содержа
щей 1уанин. Поскольку Н2ТМРуР4+ взаимодействует в фотореакции типа I только с 
гуанином [27], можно утверждать, что гуанин является наиболее вероятной мишенью 
при фоторазрушении ДНК с использованием Н2ТМРуР4+ в качестве фотосенсибилиза
тора.

Связывание молекул Н2ТМРуР4+ в 5'GC3'- и 5'CG3'-caftTax двойной спирали ДНК

Существует ли селективность во взаимодействии порфиринов с сайтами 5'GC3' и 
5'CG3'? Как было указано выше, биэкспоненциальный характер кинетики затухания 
флуоресценции НгТМРуР4, в комплексе с [поли(сЮ-с1С)]2 может быть обусловлен как 
различной эффективностью межмолекулярных взаимодействий с гуанином для моле
кул порфирина, интеркалировавших в 5'GC3'- и 5'CG3'-cafiTax, так и гетерогенностью 
комплексов, образованных в тех же сайтах. Вопрос о различии в структуре образовав
шихся комплексов Н2ТМРуР4' с последовательностями оснований 5'CG3’ и 5'GC3' в 
двойной спирали ДНК обсуждался неоднократно [10, 12, 16 - 19, 25, 27, 28].

Впервые на существование таких различий на основе результатов ЯМР- 
эспериментов указали Марзилли с соавт. [10]. Было предположено, что Н2ТМРуР4* ин- 
геркалирует только в последовательностях 5'CG3’, но не в 5'GC3'. Позднее было отме
чено, что изменения в спектрах ЯМР, наблюдаемые у ДНК, не соответствуют гипотезе 
о селективном связывании с последовательностями 5'CG3' [12]. В дальнейшем для изу
чения явления селективности связывания были применены спекгроскопия РКР, аб
сорбционная спектроскопия в УФ и видимой областях и ‘Н-ЯМР-спектроскопия [16]. 
Было показано, что Н2ТМРуР4̂  и его металлокомплексы с Cu(II) и Ni(II) могут интерка- 
лировагь как в 5'CG3'-, так и в 5'ОСЗ'-последовательности двойной спирали ДНК, хотя 
и с различным сродством.

Выбор модельной системы для исследования

В качестве модельных систем целесообразно использовать олигодезоксирибо- 
нуклеотиды, содержащие в середине цепи последовательности 5'CG3' и 5'GC3', а по 
краям (для обеспечения подвижности) комплементарные АТ-последовательности ми
нимальной длины. Олигомерная цепь не должна быть слишком длинной, иначе боль
шое количество молекул порфирина не свяжется в интересующих нас сайтах. Следуя 
аргументам, приведенным в работе [16], были выбраны гексануклеотиды: 
[d(TACGTA)]2 и [d(TAGCTA)]2. В дальнейшем для краткости будем называть их соот
ветственно CG- и GC-гексамерами.
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Максимумы и относительные интенсивности полос в спектрах поглощения 
НгТМРуР4+ в комплексах с CG- и GC-гексамерами суммированы в табл. 5, в которой 
для сравнения приведены также соответствующие величины для свободного порфири- 
на и его комплекса с [поли(сЮ-с1С)]2. При образовании комплексов с CG- и GC-гекса- 
мерами наблюдается большой красный сдвиг полосы Соре и видимых полос, а также 
гипохромный эффект для полосы Соре [31]. Очевидно, что комплексообразование 
НгТМРуР4+ с гексадезоксирибонуклеотдами [d(TACGTA)]2 и [(TAGCTA)]2 посредст
вом интеркаляции имеет место в обеих последовательностях 5'CG3' и 5'GC3'.

Таблица 5. Спектр поглощения ЬЬТМРуР4* в буферном водном растворе и в составе комплексов с 
[поли(сЮ-с1С)Ь [d(TACGTA)]2 и [d(TAGCTA)]2

Образец Соре", нм % Н 6 0 У(О,1), нм 2 У(0,0), нм 0 Х(О,1), нм £?»(0,0), нм

водный буфер 423 (26) - 516(1,0) 552 (0,37) 582 (0,44) 638 (0,10)

[ncwiH(dG-dC)]2 445,5 41 530(1,0) 566 (0,54) 600 (0,42) 655 (0,15)

[d(TACGTA)J2 440 (33) 44 529(1,0) 565 (0,52) 598 (0,42) 655 (0,14)

[d(TAGCTA)]2 437 (33) 41 527 (1,0) 561 (0,48) 596 (0,42) 652 (0,14)

’ В скобках указана полуширина полосы
6 Гипохромизм (% Н) определяется как (е, - е2)/(Е|100), где Е| и е2 -  коэффициенты экстинкции в максиму

мах полосы Соре свободного и связанного порфиринов соответственно. Для видимой области в скобках даны интен
сивности, определенные относительно полосы 0 У(О,1)

Фотофизические свойства и взаимодействие с молекулярным кислородом

Фотофизические свойства НгТМРуР4+, связанного с гексадезоксирибонуклеоти- 
дами [d(TAGCTA)]2 и [d(TAGCTA)], представлены в табл. 6. Хотя между характери
стиками комплексов НгТМРуР4* с гексамерами и с [noBH(dG-dC)]2 (табл. 1 -  3) сущест
вует очевидное сходство, есть и определенные различия. Наиболее очевидным из них 
является двухэкспоненциальный характер затухания триплет-триплетного поглощения 
в насыщеных воздухом растворах для обоих комплексов с гексамерами.

Время жизни триплетного состояния порфирина ту в насыщенных воздухом рас
творах имеет определенную величину для каждого типа комплекса. Компоненты с 
большой величиной тт (29 и 26 мкс соответственно для комплексов с CG- и GC-гекса
мерами), безусловно, соответствуют интеркапированному типу связывания. Эти вели
чины очень близки к значению, полученному для комплекса с [n(wm(dG-dC)]2 (30 мкс). 
С другой стороны, величина тт для короткоживущих компонентов (7,0 и 6,0 мкс для 
CG- и GC-комплексов сответственно) близка к измеренной для НгТМРуР4" в комплексе 
с [поли(бА-бТ)]г (5,5 мкс). Хотя связывание с длинной спиралью и короткими олигоме
рами следует сравнивать с осторожностью (вследствие различной подвижности струк
тура комплексов одного и того же типа может несколько различаться, что приведет к 
различному доступу молекул кислорода к связанным молекулам порфиринов), без со
мнения можно предположить, что наряду с интеркаляцией в последовательности CG и 
GC часть молекул порфирина образует с гексамерами внешне связанные комплексы.

Таблица 6. Фотофизические свойства Н2ТМРуР4' в составе комплексов с гексадезоксирибонуклеотидами

Образец Ффл Тфл, нс Фг Тт, мкс *т-109 (М-с)-'

[d(TACGTA)]2 0,029 3,2 (50 %), 8,0 (50 %) 0,47 7,0 (20 %), 29,0 (80 %) 0,5, 0,12

[d(TAGCTA)]2 0,021 2,7 (50 %), 10,4 (50 %) 0,54 6,0 (28 %), 26,5 (72 %) 0,6, 0,14
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Сравнение с результатами, полученными для комплекса с [поли((1А-с1Т)]2 (табл. 2), 
подтверждает вывод о существовании внешнего связывания. Коэффициент экстинкции 
триплет-триплетного поглощения интеркалированного порфирина составляет пример
но половину от соответствующей величины для внешне связанного. Таким образом, 
относительные веса компонентов в кинетике затухания триплет-триплетного поглоще
ния (табл. 6) не равны долям порфиринов, присоединенных к каждому месту связыва
ния. Следовательно, доля интеркалированных молекул порфирина будет равна 89 и 84 
%, соответственно, в комплексах с CG- и GC-гексамерами; внешне связанные комплек
сы образуют, соответственно, 11 и 16 % молекул НгТМРуР4+.

Величины квантового выхода образования триплетного состояния Ф\, равные 
0,47 и 0,54, соответственно, для комплексов с CG- и GC-гексамерами, согласуются с 
данной оценкой. Если предположить, что интеркалированный порфирин и порфирин, 
связанный с внешней стороны, имеют величины Ф\ такие же, как в случае полинуклео
тидов (Ф г= 0,44 и 0,95 соответственно), результирующая величина Ф\ для комплекса с 
CG-гексамером составит 0,11-0,95 + 0,89-0,44 = 0,50, для комплекса с GC-гексамером -  
0,16-0,95 + 0,84-0,44 = 0,52. Очевидно, что расчетные величины Фх находятся в хоро
шем соответствии с измеренными. Это еще раз указывает, что основная часть молекул 
порфирина интеркалирует, а минорная присоединяется снаружи к CG- и GC-гексаме- 
рам, причем фотофизические характеристики молекул ЬЬТМРуР4’ практически такие 
же, как и в случае комплексов с чередующимися GC- и А'Г-полинуклеотидами.

Локальная полярность в однотипных сайтах связывания в гексануклеотидах и 
полинуклеотидах также имеет близкие значения [31]. Действительно, величина стоксо
ва сдвига, измеренная для CG-комплекса, практически совпадает с величиной, полу
ченной для комплекса с [поли(сЮ-с1С)]2. Для GC-комплекса значение стоксового сдвига 
несколько меньше. Это обусловлено тем, что GC-комплекс имеет большую долю внеш
них мест связывания, полярность которых меньше: чем больше занято таких мест, тем
меньше стоксов сдвиг.

В спектрах флуоресценции (рис. 4) 
наблюдается такая же картина при переходе 
от [поли(сЮ-с1С)]2 к [d(TACGTA)]2, 
[d(TAGCTA)]2 и, наконец, к [nonn(dA-dT)]2. 
Спектр флуоресценции порфирина в соста
ве комплекса с GC-гексамером практически 
совпадает со спектром флуоресценции ком
плекса с [nonn(dG-dC)]2, за исключением 
слабого уширения полос и небольшого из
менения отношения интенсивности пиков 
£7(0,0)- и £7(0,1)-полос. Спектр флуоресцен
ции НгТМРуР4* в комплексах с гексамерами 
GC еще больше сдвинут в коротковолновую 
область, а отношение интенсивностей 
I0,о.о)/1&ол) испытывает тенденцию к даль
нейшему увеличению. Такие изменения 
обусловлены возрастанием доли внешне 
присоединенных порфиринов в ряду:

Рис. 4. Нормированные спектры флуоресценции 
Н2ТМРуР4'  в составе комплексов с поли- и гекса- 
дезоксирибонуклеотидами (Ко* =  520 нм)

[nonH(dG-dC)]2 < [d(TACGTA)]2 < [d(TAGCTA)]2 < [noBH(dA-dT)]2.

Квантовый выход флуоресценции порфиринов в составе обоих комплексов с 
гексамерами близок к Ффл в комплексе с [поли(бО^С)]2- Принимая во внимание малую
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величину квантового выхода образования триплетного состояния Ф\ (~0,5), можно ут
верждать, что для обоих комплексов с гексамерами имеет место перенос электрона с 
гуанина на порфирин. Квантовый выход <£Ьк этого канала безызлучательной дезакти
вации 51-состояния порфирина равен ~0,5 и 0,44 для последовательностей 5’CG3' и 
5'GC3' соответственно.

На существование процессов переноса заряда указывают также данные о време
ни жизни флуоресценции Тфл. Для комплекса с [поли(сЮ-бС)]2 ПЗ-процессы между гуа
нином и интеркалированным Н2ТМРуР4* приводят к тушению 51-состояния порфирина 
и сокращению времени жизни флуоресценции до 2,5 нс. В случае CG- и GC-гексамеров 
получено двухэкспоненциальное затухание с временами жизни короткоживущих ком
понентов соответственно 3,2 и 2,7 нс. Времена жизни долгоживущих компонентов (8,0 
(50 %) и 10,4 нс (50 %) для CG- и GC-гексамеров соответственно) указывают на то, что 
как интеркалированные, так и внешне присоединенные молекулы вносят в них свой 
вклад.

Наличие 11 -  16 % внешне присоединенных молекул в гексамерах не может 
объяснить 50 % интенсивности флуоресценции, приходящейся на долгоживущий ком
понент (А.набл= 670 нм). Очевидно, величины ТфЛ 8,0 и 10,4 нс для CG- и GC-гексамеров 
представляют собой усреднение величин Тфл 12,0 и 7,0 нс, измеренных для чередую
щихся сополимеров [поли(ёА-ёТ)]2 и [поли(сЮ-с1С)]2, что наблюдалось также и для 
комплекса с ДНК (табл. 1). Время жизни флуоресценции возрастает с увеличением до
ли внешне присоединенных порфиринов в гексамерах, однако оно не должно изме
няться, если этот компонент принадлежит свечению порфирина в составе внешне свя
занных комплексов: это только изменило бы вес данного компонента. Таким образом, 
можно заключить, что определенная доля порфиринов, интеркалированных как в 
5'CG3'-, так и в 5'GC3'-последовательностях гексамеров, не участвует в ПЗ-процессах с 
гуанином.

В заключение отметим, что представленные результаты указывают на то, что ка
налы дезактивации энергии электронного возбуждения Н2ТМРуР4' в составе комплек
сов с нуклеиновыми кислотами определяются свойствами сайтов связывания: локаль
ной полярностью и окислительно-восстановительными потенциалами оснований нук
леиновых кислот. Возможность взаимодействий с переносом заряда между Н2ТМРуР41 
и гуанином, с одной стороны, и наибольшая скорость взаимодействия гуанина с синг- 
летным кислородом, с другой, говорят о том, что гуанин является наиболее вероятной 
мишенью при сенсибилизированном молекулами порфирина фоторазрушении ДНК. 
Диффузионно-контролируемая реакция тушения триплетных состояний порфирина мо
лекулярным кислородом может с успехом быть использована для идентификации раз
личных сайтов связывания в биополимерах.
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