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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТН

АКТУАЛЬНОСТЬ ТЕМН. Ваяным аспектом проблемы взаимодействия из­

лучения с веществом является изучение закономерностей взаимодейст­

вия лазерного излучения со слоіннми органическими молекулами. Осо­

бый интерес в этом плане представляет анализ фотоиндуцированных про­

цессов в порфириновых молекулах, которые обладают фотосенсибилизи­

рующими свойствами. Применение их в медицине привело к появлению 

нового направления - фотодинамической терапии опухолей (ФДТ). суть 

которой состоит в разрушении пухолевых клеток, содеряащих фотосен­

сибилизатор, под действием лазерного облучения. Эффективность лече­

ния существенно зависит от структурных особенностей порфириновых 

молекул, их взаимодействия друг с другом, с биологическими системами 

и лазерным излучением. В связи с этим весьма актуальным становится 

анализ фотоиндуцированных явлений в этих молекулах и их связь с 

энергетическими и структурными изменениями молекулярных систем.

Кроме того, соединения іа основе порфиринового макроцикла широ­

ко распространены в айвой природе (хлорофилл, гемопротеины) и при­

меняются в технике (металлопорфирины). Поэтому изучение фотофизиче- 

ских, фотохимических свойств порфириновых молекул, их взаимодейст­

вия друг  ̂ другом позволит расширить возможности их применения и 

получить материал для развития таких направлений как биоэлектроника 

и биотехнология.

Уникальное сочетание фотофизических, фото- и биохимических, а 

такие оптических свойств порфиринов позволило использовать для их 

исследования такие чувствительные и информационные методы как флуо­

ресцентная и колебательная спектроскопия, позволяющие получить ин­

формацию об электронных и колебательных состояниях молекулярных сис­



тем, их структурных особенностях и взаимодействии с окружающей сре­

дой.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ. Целью диссертационной работы является исследова­

ние фотоикдуцированного яьления, характеризующегося изменениями в 

спектрах флуоресценции и поглощения производных гематопорфирина, 

при облучении светом; взаимодействия порфириновых молекул друг с 

другом и биологически активными структурами.

Для достиаения поставленной цели необходимо было решить следу­

ющие задачи:

- Исследовать спектральные характсфистики ПГП при облучении 

монохроматическим светом с различными длинами волн в разных средах.

- Провести изучение закономерностей фотоиндуцированного явле­

ния в ПГП, приводящего к образованию фотопродукта и анализ его 

свойств:

- Исследовать влияние различных замещений в структуре порфи­

риновых молекул на спектр РКР и провести его интерпретацию.

- Провести анализ электронных и колебательных состояний моле­

кул ПГП и влияния на них света и межмолекулярных взаимодействий.

- Исследовать процессы взаимодействия ПГП с биологически важ- 

ными молекулами (на примере сывороточного альмубина человека) под 

действием света.

НАУЧНАЯ НОВИЗНА

ЭН?. Обнаружена обратимость процесса образования фотопродукта 

в растворах ПГП под действием света и определен его спектр погло­

щения. Предложена модель структуры фотопродукта и его электронных 

состояний.

2. Получены спектры резонансного комбинационного рассеяния 

(РКР) ряда .порфиринов (ТМЗК, ДМЗД, Yb-ТСФП и ПГП) в растворах и
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установлены линии наиболее чувствительные к агрегации молекул и 

взаимодействию с белками.

3. С помощью полиакриламидного геля промоделированы процессы 

взаимодействия молекул ПГП при их накоплении в клетках.

4. Установлена связь меяду фотопродуктом, образующимся в ПГП 

под действием света, и процессом переноса знергии от белка к пор- 

фириновым молекулам.

ПРАКТИЧЕСКАЯ ЦЕННОСТЬ.

Представленные в настоящей диссертации результаты носят, в 

основном, прикладной характео и могут быть использованы при соз­

дании новых типов сенсибилизаторов и проведении ФДТ опухолей, а 

также для решения ряда задач фотобиологии, биохимии и биотехноло­

гии. В частности, на основе наблюдаемых изменений спектральных 

параметров свечения ПГП при взаимодействии биологически актив­

ными молекулами и светом могут быть разработаны системы контроля 

за ходом фотодинамического лечения. Данные по спектрам РКР могут 

быть полезчы для определения структурных особенностей новых пор­

фириновых соединений при их синтезе. Обнаруженная обратимость 

процесса образования фотопродукта под действием света может быть 

использована для создания запоминающих устройств в биоэлектрони­

ке.

ЗАЩИЩАЕМЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ:

1. Модель процессов образования и разрушения фотопродукта, 

состоящего из мономера и агрегата, под действием света в ПГП и 

упрощенная схема его электронных состояний.

2. Результаты исследования спектров РКР и их интерпретация, 

которые показали, что внутренние колебательные состояния порфири-
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нового макроцикла малочувствительны к межмолекулярным взаимодейс­

твиям и лазерному облучению образца. Определены линии РКР, свя­

занные с внутренними колебаниям макроцикла, которые чувствительны 

к замещениям боковых цепей порфириновых молекул. Установлена ак­

тивизация и изменение некоторых низкочастотных колебаний порфири- 

нов и)и взаимодействии с САЧ.

3. Установлена связь между процессами образования фотопро- 

дукта и передачи энергии между молекулами белка и порфирина при 

их взаимодействии. Затухание процесса образования фотопродукта в 

растворах, содержащих бедки, обусловлено конкуренцией процессов 

агрегации молекул ПГП и их взаимодействием с белковыми структу­

рами и разрушением последних под действием синглетного кислоро­

да.

АПРОБАЦИЯ РАБОТЫ. Основные результаты диссертационной работы 

докладывались и обсуждались:

- на V Международной конференции по спектроскопии лазерного све­

торассеяния и диагностике биологических объектов (Москва, І990 г.).

- на Хл Европейском конгрессе по молекулярной спектроскопии 

(Загреб - Будапешт, 1991 г.)

- на Международной конференции по фотодинамической терапии и 

лазерной медицине (Пекин, КНР, 1991 г.)

ПУБЛИКАЦИИ. По результатам диссертации опубликовано 6 работ, 

список которых приведен в конце автореферата.

СТРУКТУРА И ОБЪЕМ ДИССЕРТАЦИИ. Диссертация состоит из введе­

ния, пяти глав и заключения. Работа изложена на 158 страницах, 

содержит 40 рисунков. 5 таблиц. В конце диссертации приведен спи­

сок литературы из 117 наименований.
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СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Во ВВЕДЕНИИ обосновывается актуальность темы. Сформулирована 

цель, научная новизна и практическая ценность результатов работы, а 

также кратко изложены содервание и структура диссертации.

ПЕРВАЯ ГЛАВА посвящена обзору литературных данных в области 

изучения структуры и энергетически., состояний порфириновых молекул.

В ней приведены молекулярные формулы и схемы электронных состояний 

различных порфириновых молекул, излояены их основные физико-хими- 

ческие свойства и спектральные характеристики. Особое внимание 

уделено спектральным изменен,.ям, наблюдаемым при изменении свойств 

среди и обличении светом.

ВО ВТОРОЙ ГЛАВЕ описаны методы подготовки образцов, условия и Л '
■ ' "Ш Л '

методики проведения экспериментов, схемы экспериментальных устано­

вок. Для получения наиболее полной информации об электронных сос­

тояниях исследуемых соединений были измерены их спектры поглощения, 

флуоресценции и ее возбуждения. Измерения проводились на автомати­

зированном комплексе СДЛ-г. Нчитывая сложный характер наблюдаемых 

спектров и возможное перекрытие полос, для повышения разрешения и 

более четкого выделения полос был использован метод синхронного 

сканирования спектров.

Для изучения колебательных состояний порфириновых молекул ис­

пользовались спектрометры ДФС-52 (для записи спектров комбинацион-' 

ного рассеяния) и "Specord-80M" (для записи спектров ИК-поглоще- 

ния). Регистрация спе"тров флуоресценции, возбуждения и комбина­

ционного рассеяния проводилась с помощью ФЗЗ по методу счета фото­

нов. В качестве источников возбуждения спектров и облучения образ­

цов применялись ксеноновая лампа, Аг+ ( Д. =488.0, 498.6, 514.5 нм),

He-Ne ( к. =0,63 мкм) и He-Cd ( vL =441.6 нм) лазеры. Все измерения



проводились при комнатной температуре. С целью анализа влияния сре­

ды, агрегационных процессов межмолекулярного взаимодействия порфи- 

риновых молекул измерения проводились з водных, водно-спиртовых и 

спиртовых растворах, а тапже в диметилсульфаксиде в различных кон­

центрациях порфириновых молекул. Исследования осуществлялись толь­

ко на свежеприготовленных растворах. Для изучения поляризационных 

свойств флуоресценции ПГП и его фотопродукта, а также для модели­

рования концентрационных эффектов, имеющих место при накоплении 

порфириновых «олекул в клетках, была разработана методика введения 

ПГП в полиакриламидный гель "Пластагар и записи его спектров.

Для анализа процессов взаимодействия порфириновых молекул с 

биологически активными системами были исследованы водные растворы 

порфиринов (производных гематопорфирина и иттербиевого тетрасуль- 

фофенилпорфирина Yb-ТСФП), содержащие ывороточный альбумин чело­

века (САЧ). С целью изучения процессов взаимодействия ПГП с клет­

ками опухоли и лазерным излучением, проводилось инкубирование кле­

ток производными гематопорфирина. Для этого ПГП добавляли в пита­

тельный pacidop, в котором выдерживали клетки в течение некоторого 

времени, после чего, с целью удаления не связавшихся с клеточными 

структурами порфириновых молекул, образец отмывался и направлялся 

на измерения.

Для получения наиболее полной информации проводилась дополни­

тельная машинная обработка измеренных спектров.

ТРЕТЬЯ ГЛАВА посвящена исследованию фотоиндуцированного явле­

ния, наблюдаемого в водных растворах ПГП и характеризующегося появ­

лением фотопродукта с полосой флуоресценции Д. =640 нм и дополни­

тельной длинноволновой полосой поглощения Д. =633 нм. Показано,что 

фотопродукт образуется при возбуждении ПГП в полосе Соре и IU поло-
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се поглощения и разрушается при облучении образца в длинноволновой 

полосе поглощения Л =633 нм, причем этот процесс повторяется при 

последующих облучениях. Таким образом, процесс образования фото­

продукта имеет обратимый характер (рис.1).

Исследована зависимость флуоресценции фотопродукта от концент­

рации порфириновых молекул в растворе. На основании зависимости ин­

тенсивности полос флуоресценции ПГП и его фотопродукта (рис.2) вы­

явлена пороговая концентрация образования фотопродукта. Анализ спе­

ктров возбуждения и флуоресценции позволил определить полный спектр 

поглощения фотопродукта в видимой области, который состоит из полос 

390, 493, 586 и 633 нм.

Изучение фотоиндуцированных явлений, происходящих в ПГП, вве­

денном в матрицу полиакриламидного геля показало, что по мере сбли­

жения порфириновых молекул, находящихся в различных формах (мономе­

ры, димеры и т.д.) в процессе уменьшения содержания воды в геле и 

уменьшения размеров его пор (ячеек), происходит образование молеку­

лярных комплексов со спектральными характеристиками, аналогичными 

фотопродукіу. На основаниг полученных данных сделан вывод, что фо- 

то.іродукт представляет собой молекулярный комплекс, образованный 

из мономера и агрегата. Предложена схема его электронных уровней и 

механизм его образовани, ко'орый схематически может быть представ­

лен след"ющим образом:

h\)i *

мономер + агрегат —  мономер + агрегат —  фотопродукт,

К  «.
фотопродукт —  фотопродукт —  мономер + агрегат.

Измерение поляризационных характеристик флуоресценции ПГП и фото­

продукта в геле показало, что флуоресценция последнего может быть 

описана моделью плоского осциллятора.
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Р и с .2. Зависимость интенсивности флуоресценции ПГП ( I ) ,  (2) 
и его фотопродукта (3) от концентрации ПГП в растворе.

Р и сЛ . Спектор флуоресценции при повторном облучении светом 
с -Я =633 нм, 400 нм.
(1) ,  (3)  -  после облучения светом с Я  =400 нм,
(2) ,  (4) -  после облучен^! светом с Л  =633 нм.



ЧЕТВЕРТАЯ ГЛАВА посвячена исследованию колебательных состоя­

ний порфириновых молекул и влиянию на них изменений боковых замес­

тителей. мешмолекулярных связей и облучения. Для этого были изуче­

ны спектры резонансного комбинационного рассеяния молекул ПГП, ди- 

метилового эфира дейтеропорфирина (ДМЗД), тетрамети"ового эфира 

копропорфирина (ТМЭК) и Yb-тетрасульфофенилпорфирина (Yb-ТСФП), а 

также ИК спектры первых трех соединений.

На основании анализа полученных данных и сравнения их с ре­

зультатами исследования других порфириновых молекул проведена пред­

варительная интерпретация линий РКР изучаемых соединений. Показано, 

что внутренние колебания порфиринового макроцикла в области 1000- 

1650 см1 в целом малочувствительны к изменениям боковых заместите­

лей в Н-полоіениях. Влияние боковыч заместителей в большей степе­

ни проявляется в области нише 1000 си-1 , где находятся колебания, 

связанные с деформациями пиррольных колец и смещением отдельных 

Фрагментов порфиринового макроцикла друг относительно друга. В 

спектрах РКР обнаружена широкая структурная полоса в области 

500 см~ , которая по-видимому обусловлена колебаниями агрегирован­

ных порфириновых молекул. В пользу этого свидетельствует изменение 

ее структуры и интенсивности при переходе к водно-спиртовым и спир­

товым растворам, где молекулы существуют в основном в мономерных 

формах.

Изучение концентрационной зависимости спектров РКР и влияние 

облучения образца показало, что мешмолекулярное взаимодействие и 

воздействие излучения не приводят к существеннсму изменению 

внутренних колебаний порфиринового макроцикла, а проявляются лишь 

в области низких частот.

Влияние атомов металла и замещений в мезо-полоаениях порфири-
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нового макроцикла на колебатепънме состояния порфириновых иояеиуя 

анализировались на основе измерений спектров Yb-ТСФП. На основе 

сравнения его спектров РКР с данными по спектрам ТФП, Си-ТФП, 

Си-порфина и порфина было проведено предварительное отнесение наб­

людаемых линий. Установлено, что замещения в мезо-положениях силь­

нее влияют на колебания порфиринового макроцикла, чем замещения в 

положениях 1-8. Проведено исследование спектров РИР ПГП и Yb-ТСФП 

при их взаимодействии с. САЧ. Обнарумено, что спектр внутренних 

колебаний этих молекул выше 1000 см_і изменяется незначительно, а 

в низкочастотной области происходит активизация колебаний 109, 

(ПГП) и 109, 115, 265, 628 см (Yb-ТСФП) (рис.З, 4).

В ПЯТОЙ ГЛАВЕ изложены результаты исследования спектров флуо­

ресценции и ее возбуждения водных растворов ПГП, содержащих САЧ, а 

также данные по спь.ітрам опухолевых клеток, инкубированных ПГП, 

Изучено влияние на них лазерного излучения и концентрации ПГП. 

Установлено, что при взаимодействии ПГП с САЧ происходит сдвиг по­

лос в длинноволновую область. В спектрах возбуждения ПГП появляет­

ся полоса в области 250-300 нм. Спектральное положение и зависи­

мого интенсивности этой полосы от концентрации молекул ПГП и САЧ 

позволяет связать ее с передачей энергии в комплексе САЧ-порфирин. 

Показано, что в растворах, содержащих САЧ, процесс образования фо­

топродукта носит затухающий характер, который зависит от концент­

рации кислорода в растворе. Изменения в интенсивностях полос флуо­

ресценции Фотопродукта А. =654 нм и полосы передачи энергии L- 
292 нм. а именно возрастание первой и уменьшение второй при облуче­

нии образца в сине-зеленой области спектра ( L- 488.0, 441.6 нм) 
(рис.5) свидетельствует о конкуренции процессов взаимодействия мо­

лекул ПГП друг с другом и с САЧ. Уменьшение интенсивности указан-
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Рис.З . Спектр'№ ПГП и ПГП + САЧ ( І )  и (2) соответственно, 
при возбуждении Л =468 нм.
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Рио.4. Спектр КР -ТСФП ( I )  и ^  -ТСФП+ альбумин (2) 

при возбуждении Л  =441,6 нм.



Рис.5 . Спектр возбуждения (а )  Л р =622 нм и спектр флуоресценции 16) ПГП в водном 
растворе 0,005% с САЧ 0,1% при облучении светом Л  =400 ни : ( I )  -  0 мин., 
(2 ) -  10 мин., (3) -  20 мин.

і
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:іых выше полос при облучении образца красным светом ( \ -  633 нм) 

и затухающий характер процесса образования фотопродукта и зависи­

мость этих явлений от концентрации кислорода в растворе указывает 

на фотодеструктивные изменения в молекулах. Причиной их может быть 

образование в растворе, содержащем ПГП, под действием облучения с 

і =633 нм, синглетного кислорода, который разрушает белковые стру­

ктуры, что в свою очередь приводит к деструктивным изменениям в 

порфириновых молекулах, связанных с САЧ. Последнее, в свою очередь, 

приводит к уменьшению числа молекул , участвующих в образовании 

Фотопродукта и уменьшению интенсивности полос его флуоресценции.

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ВЫВОДЫ ДИССЕРТАЦИОННОЙ РАБОТЫ

К основным выводам, полученным в результате проведенных ис­

следований, можно о-нести следующие:

1. Процесс образования фотопродукта в ПГП, флуоресцирующего 

в водных растворах с А. =640 нм, связан с взаимодействием моно­

мерной и агрегированной форм молекул ПГП и "осит обратимый хара­

ктер. На основании анализа спектральных характеристик предложена 

модель его электпэнных состояний и объяснены наблюдаемые фотоин- 

дуцировааные явления. Показано, что флуоресценция фотопродукта 

может быть описана моделью плоского осциллятора.

2. Установлено, что при повышении концентрации молекул ПГП

в растворах возможно образование комплексов, аналогичных фотопро­

дукту, возникающему под действием лазерного облучения.

3. На основе анализа спектров РКР и ИК поглощения проведена 

интерпретация колебаний исследуемых порфириновых молекул. Среди 

внутренних колебаний макроцикла определены линии, чувствительные 

к замещениям в боковых цепях. Показано,.что замещение в мезо-
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положениях сильнее влияет на спектр кольца, чем замещение в - 

положениях.

4. Установлено, что межмолекулярные взаимодействия и лазер­

ное облучение мало влияет на внутренние колебания порфиринового 

макроцикла, а проявляются при колебаниях, связанных с с"о дефор­

мацией и смещениями его отдельных фрагментов. Выявлена активиза­

ция некоторых низкочастотных колебаний порфиринов при взаимодей­

ствии с САЧ.

5. Установлена связь между процессами образования фотопро­

дукта и гередачей энергии между молекулами белка и порфирина при 

их взаимодействии. Обнаружено, что процесс образования фотопро­

дукта в водных растворах, содержащих ПГП+САЧ, носит затухающий 

характер. Это связано с разрушением белковых структур синглетным 

кислородом, который образуется в образцах, под действием облуче­

ния красным ( Л- =633 нм) светом, что, в свою очередь, приводит 

к разрушению порфириновых молекул.

б. Проведенные исследования показали, что спектры флуорес­

ценции порфиринов могут быть использованы для контроля за процес­

сами, протекающими в биосистемах при фотодинамической терспии 

опухолей.
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