
к возрастанию степени поляризации флуоресценции. Наблюдаемая на опы­
те деполяризация свечения в области длинноволновой полосы может быть 
объяснена, на наш взгляд, только образованием молекулами скрученной 
конфигурации. В этом случае направления дипольных моментов электрон­
ных переходов, ответственных за полосы поглощения и испускания, будут 
отличаться друг от друга, что приведет к уменьшению степени поляризации 
флуоресценции.

Таким образом, полученные результаты подтверждают предположение 
об образовании в этанолыюм растворе молекулой DMA-POPDP скручен­
ной конфигурации с внутримолекулярным переносом заряда (Т1СТ-со- 
стояние).
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К Б . САЗАНОВИЧ

ФОТОФИЗИКА КАТИОННОГО Со-ПОРФИРИНА, 
ВСТРОЕННОГО В ДНК-МОДЕЛИРУЮЩИЕ 

ПОЛИНУКЛЕОТИДЫ
The types of the ground state interactions and excited states dynamics of the complexes o f the 

water-soluble cationic cobalt(II) and cobalt(III) 5,10,15,20-tetrakis[4-(N-metliylpyridyl)] por­
phyrins (Co(II)P and Co(III)P) with Calf Thymus D N A  poly(dA-dT) and poly(dG-dC) have 
been investigated by using ground state absorption and circular dichroism and time-resolved 
picosecond transient absorption (TA) techniques.

Активное изучение комплексов порфиринов с нуклеиновыми кислотами 
обусловлено двумя основными их приложениями. Первое — это использо­
вание порфиринов в качестве фотосенсибилизаторов для селективной фо­
тодеструкции ДНК [1~3]. Второе приложение — использование порфири­
нов в качестве зондов для исследования ближайшего окружения в их ком­
плексах с ДНК [4, 5].

Оказалось, что возбужденные электронные состояния порфиринов и ме- 
таллопорфиринов более чувствительны к  окружению в составе комплексов 
с Д Н К и к его изменению, нежели основное состояние [6—8]. Именно по­
этому использование знаний по фотофизике порфиринов позволяет полу­
чать более подробную информацию о взаимодействии порфиринов с ДНК 
и значительно расширяет применение порфиринов в качестве зонда на 
ближайшее окружение. Ранее была изучена фотофизика комплексов Д Н К с 
водорастворимым катионным 5,10,15,20-тетракис(4-Н-метилпиридил) 
порфирином (сокращенно Н2(ТМРу-Р4)) [7] и с металлопорфиринами 
Cu( TMPy-PA) [6] и Nil TMPy-14) [8]. Целью данной работы явилось изуче­
ние связывания кобальтового производного С о(ТМРу-РА) от H2 ( TMPy-PA) 
с ДН К и ДНК-моделирующими полинуклеотидами, выяснение природы и
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свойств возбужденных состояний указанных комплексов, поскольку в ли­
тературе данные сведения отсутствуют.

Материал и методика
Co(TMPy-PA) синтезирован по методике, описанной в [9, 10]. Использо­

вались ДНК, poly(dG-dC) и poly(dA-dT) фирмы Sigma Chemical Co без ка­
кой-либо дополнительной очистки. Все эксперименты проводились при 
комнатной температуре в фосфатном буфере с рН = 6,8 и ионной силой 
р=(),03. Образцы были приготовлены смешиванием раствора порфирина с 
раствором соответствующего полинуклеотида. Концентрация молекул 
порфирина составляла около 5 XIO"5 М /л и контролировалась спектрофо­
тометрически, при этом использовались опубликованные значения коэф­
фициентов экстинкции [5]. Молярное отношение оснований полинуклео­
тидов и Д Н К к порфирину составляло порядка 30.

Нами измерялись сигналы наведенного просветления или поглощения 
на кинетическом абсорбционном спектрометре с пикосекундным времен­
ным разрешением, описанном в [6]. Для возбуждения растворов образцов 
применялась вторая гармоника неодимового лазера (длина волны 540 нм, 
длительность импульса —12 пс), зондирование производилось с помощью 
оптического параметрического генератора с температурной перестройкой 
длины волны в пределах полосы поглощения Co(TMPy-PA), с максимумом 
вблизи 435 нм. Все измерения производились во вращаемых кварцевых кю­
ветах толщиной I мм в необескислороженных растворах.

Результаты и их обсуждение
Встраивание Со(ТМРу-Р4) в Д Н К  и ДНК-моделирующие полинуклео­

тиды. Для исследования типов встраивания Co(TMPy-PA) в ДНК и ДНК- 
моделирующие полинуклеотиды измерялись спектры поглощения и круго­
вого дихроизма Co2+(TMPy-PA) и Co (TMPy-PA) в ДНК, poly(dG-dC) и в 
буферном растворе (для сравнения). Полученные спектры для C oi 1 ( I'MPy- 
PA) представлены на рис. I .
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Рис. I. Спектры поглощения (а) и кругового дихронизма (б) для Со3+-порфирина 
в poly(dG-dC) (I),  в Д Н К  (2) и в водном буфере (3)

Co2+(ТМРу-Р4). Для Cou ( I'MPy-PA) в poly(dG-dC) не было обнаружено 
сдвига максимума полосы поглощения Соре (вблизи 435 нм) относительно 
его положения в водном буфере. Максимум полосы поглощения Соре для 
Со1+(ТМРу-РА) в ДНК (см.рис.I) смещен на 4 нм в красную область и име­
ет меньшую амплитуду по сравнению со спектром в буферном растворе, 
т.е. имеет место гипохромизм полосы Соре [4-5]. Кроме того, наблюдался 
положительный сигнал кругового дихроизма для Co2+(TMPy-PA) в ДН К и 
отсутствие отрицательного сигнала кругового дихроизма для Co2+(ТМРу- 
РА) в poly(dG-dC) (рис.I). Подобные спектральные изменения известны 
[4,5], на их основании мы делаем вывод о внешнем связывании Со3+( ТМРу- 
РА) в A- T- парах и отсутствии интеркаляции в C -С-и ары.
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Coг+(ТМРу-Р4). Величина поглощения в максимуме для Co2+( ТМРу-РА) 
в ДН К оказалась больше, чем для Co2+(TMPy-PA) в буферном растворе. Для 
Col i (TMPy-PA) в poly(dG-dC) максимум полосы поглощения Соре смещен 
примерно на 6 нм в красную область и имеет меньшую амплитуду по срав­
нению со спектром поглощения Co2+(TMPy-PA) в буферном растворе и в 
ДНК. Для Co2+(TMPy-PA) в ДНК и в poly(dG-dC) наблюдались отрицатель­
ные сигналы кругового дихроизма, для Co2+(TMPy-PA) в ДН К дополни­
тельно имеет место положительный сигнал (спектры поглощения и круго­
вого дихроизма не приведены). Опираясь на опубликованные сведения [4, 
5], из полученных нами результатов мы делаем вывод о наличии интерка- 
ляции Co2+(TMPy-PA) в G-С-положения и внешнего встраивания в A-T- 
положения.

Фотофизика Со(ТМРу-Р4) с Д Н К  и ДНК-моделирующими полинуклео­
тидами. Нами измерены кинетики заселения и дезактивации возбужден­
ных электронных состояний Со3+( TMPy-PA) в буфере и в ДНК, Со2+( ТМРу- 
РА) в poly(dG-dC) и poly(dA-dT).

Co3+(ТМРу-РА). Для Co2' (I'MPy-PA) в буферном растворе и в Д Н К на­
блюдался один короткоживущий сигнал (о его длительности будет сказано 
далее). Были получены дифференциальные спектры абсорбционных изме­
нений и на их основании восстановлены абсолютные спектры поглощения 
образцов в нестационарном состоянии, измеренные при определенной 
временной задержке. Пример дифференциального и абсолютного спектров 
поглощения для Co3+(ТМРу-РА) в ДНК приведен на рис.2. Абсолютные 
спектры поглощения возбужденных молекул Со3+( ТМРу-РА) в Д Н К и в бу­
ферном растворе подобны спектрам поглощения в основном состоянии, но 
смещены по длине волны (см.рис.2). Более того, нет признаков наличия 
значительного поглощения в области между полосой поглощения Соре 
(435 нм) и более длиггноволновой Q-полосой (550 нм). Указанные особен­
ности известны в литературе [6, 11 — 13], и на их основании мы приписыва­
ем короткоживущий сигнал, наблюдавшийся для Со3+( ТМРу-РА) в буфер­
ном растворе и в ДНК, порфирину в (//,йЗ-состояпии (т.е. состоянии с воз­
буждением электрона между rf-орбиталями иона металла). Этот сигнал воз­
никает со скоростью возбуждающего импульса и имеет длительность око­
ло 6 пс для Co3+(TMPy-PA) в буферном растворе и 10 пс — в ДНК.

Рис.2. Спектры поглощения Co3+P в ДНК:
а -  в  о сн о вн о м  со сто ян и и  ( I)  и  в о сстан о вл ен н ы й  сп ектр  п о гл о щ ен и я  в ко р о т ко ж и в у ш ем  с о с т о я н и и  (2),  б  -  

д и ф ф ер ен ц и ал ь н ы й  сп ектр  без вр ем ен н о й  зад ер ж к и

Co2+(ТМРу-РА). При исследовании Co2+(TMPy-PA) в poly(dG-dC) и в 
poly(dA-drT) кроме короткоживушего сигнала наблюдался сигнал, соответст­
вующий долгоживущему возбужденному состоянию Co2+(TMPy-PA) в 
poly(dG-dC) и в poly(dA-dT) (длительность лежит в нс-диапазоне — см. да­
лее). Судя по форме полученных абсолютных спектров поглощения образ­
цов в возбужденном короткоживушем состоянии (пример такого спектра 
для Со2+( ТМРу-РА) в poly(dA-dl) ~  на рис.З), в данном случае мы имеем де­
ло с (л,л*)-состоянием. Особенностью спекгра в таком состоянии является 
пологая и широкая полоса так называемого “триплетного” поглощения [6,
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12, 13], которая простирается в длинноволновую область от полосы погло­
щения Соре вплоть до (2-полосы поглощения. Похожее поглощение мы 
обнаружили в своих результатах (см.рис.З). О природе долгоживущего сиг­
нала для Co2+(TMPy-PA) в poly(dA-dT) и poly(dG-dC) с определенностью 
сейчас судить сложно, так как для этого пока еще недостаточно данных. Ho 
наша рабочая гипотеза состоит в том, что данное долгоживущее состояние 
является (d,^-состоянием.

Рис.З. Спектры поглощения для Co3+P в poly(dA-dT):
а -  в о с н о в н о м  со сто ян и и  ( I ) и  в о сстан о вл ен н ы й  сп е к т р  п огл о щ ен и я  в ко р о тко ж и ву щ ем  со сто ян и и  (2}, б  

— д и ф ф е р е н ц и ал ь н ы й  сп е к тр , в р ем ен н ая  за д е р ж к а  7 пс

Было оценено время жизни короткоживущего состояния: для
Co2+(TMPy-PA) в poly(dA-dT) оно составляет порядка 10 пс, для Со2+(ТМРу- 
PA) в poly(dG-dC) — порядка 6 пс. Также сделана оценка времени жизни 
долгоживущей составляющей, которая присутствует в сигналах для 
Co2+(TMPy-PA) в poly(dA-dT) и в poly(dG-dC). Это время приблизительно 
равно 10 не для Co2+(TMPy-PA) в poly(dA-dT) и 3 не для Co2+(TMPy-PA) в 
poly(dG-dC).

Таким образом, установлена зависимость времени жизни возбужденных 
состояний Co2+- и Co2+(TMPy-PA) от окружения, которая дает основания 
для использования данных порфиринов в качестве зондов, так как позволя­
ет судить о локализации порфирита в ДНК.

Финансовая поддержка работы осуществлялась Белорусским республи­
канским фондом фундаментальных исследований, грант №М96-028.
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