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Общая характеристика работы

Актуальность темы.
На сегодняшний день одним из приоритетных направлений биофизи­

ки, биомедицины и биотехнологий является разработка неинвазивных лазер­
ных методов диагностики живых клеток, тканей, и микроорганизмов. Наи­
более распространенным методом является мониторинг флуоресценции есте­
ственных или искусственных биологических молекулярных зондов при их об­
лучении лазерными импульсами. [1; 2] При использовании фемтосекундных
лазерных импульсов этот мониторинг может осуществляться в режиме реаль­
ного времени. В частности, большой интерес представляют исследования есте­
ственного внутриклеточного кофермента никотинамид-аденин-динуклеотида
(NAD), который является регулятором окислительно-восстановительных ре­
акций, происходящих в клетках живых организмов. В клетках NAD суще­
ствует в двух формах: окисленной (NAD+) и восстановленной (NADH). Ис­
следования поляризационно-зависимых фотофизических и фотохимических
свойств кофермента NADH очень актуальны и имеют значительное распро­
странение в мировом научном сообществе. [3; 4] Несмотря на то, что эти ис­
следования проводятся уже несколько десятилетий и их возможные важные
практические применения были установлены, одной из актуальных нерешен­
ных проблем являлась количественная и качественная интерпретация полу­
чаемых фотофизических параметров и их связь с химико-биологическими
процессами [5]. Например, до настоящего времени шли активные дискуссии о
природе существования двух времен затухания флуоресценции NADH в рас­
творах, а также существования только одного, но значительно более длинно­
го времени затухания флуоресценции NADH, связанного с белками, причем
интерпретации сильно отличались у разных авторов. Другой малоизученной
проблемой являлись свойства и природа анизотропии флуоресценции и по­
глощения молекул NADH [6].

Таким образом, возникает потребность в проведении фундаменталь­
ных исследований динамики возбужденного состояния NADH методами
время-разрешенной поляризационной лазерной спектроскопии. Использова­
ние этих методов обусловлено их высокой спектральной и молекулярной спе­
цифичностью, а также возможностью диагностики быстрых фотоиндуциро­
ванных процессов в режиме реального времени.

3



Динамика возбужденных состояний многоатомных биологических мо­
лекул характеризуется процессами изотропной и анизотропной релаксации,
которые обусловлены как внутримолекулярными факторами (перенос энер­
гии между молекулярным группами, молекулярными конформациями и тд.),
так и взаимодействиями с окружающими молекулами растворителя (враща­
тельная диффузия, электростатические взаимодействия и тд.). Характерные
времена этих процессов можно определить, используя поляризационно-чув­
ствительные методы исследования. Например, времена вращательной диф­
фузии при определенных условиях могут служить индикатором внутрикле­
точной вязкости, а также процессов связывания коферментов с крупными
молекулярными комплексами. Времена затухания флуоресценции, параметр
анизотропии флуоресценции и времена деполяризации флуоресценции чув­
ствительны к молекулярным конформациям. В диссертационной работе бы­
ли проведены экспериментальные исследования динамики возбужденного со­
стояния NADH в растворах различной вязкости и полярности, а также при
связывании с ферментом алкоголь-дегидрогеназа (ADH). В исследованиях
применялись два существенно различных взаимодополняющих эксперимен­
тальных метода: метод поляризационной спектроскопии флуоресценции и по­
ляризационно-чувствительный метод накачка-зондирование.

Результаты диссертационной работы могут в дальнейшем быть ис­
пользованы для исследований стереохимии окислительно-восстановительных
реакций с участием NADH, генерации активных форм кислорода в про­
цессе окислительно-восстановительных реакций, фотоизомеризации и фото­
фрагментации молекул NADH. Разработанные теоретические модели могут
иметь важное значение для описания процессов структурного преобразова­
ния NADH в ходе окислительно-восстановительных реакций в живых клет­
ках. Кроме того, на настоящий момент существует достаточно высокая по­
требность в разработке новых спектральных методов для неинвазивного ис­
следования животных клеток, растительных клеток, а также бактерий и мик­
роорганизмов без нарушения их жизненного цикла.

Целью данной работы является проведение комплексных исследова­
ний динамики возбужденных состояний NADH методами многофотонной по­
ляризационной лазерной спектроскопии с пикосекундным и субпикосекунд­
ным временным разрешением.
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Для достижения поставленной цели необходимо было решить следую­
щие задачи:

1. Провести исследования поляризованной флуоресценции молекул
NADH в водных-растворах метанола при двухфотонном возбужде­
нии фемтосекундными лазерными импульсами. Получить и обрабо­
тать сигналы затухания поляризованной флуоресценции.

2. Проанализировать зависимости параметров затухания флуоресцен­
ции: времен затухания флуоресценции, весовых коэффициентов,
времени вращательной диффузии, коэффициентов анизотропии
от вязкости, полярности раствора и молекулярных конформаций
NADH.

3. Провести эксперименты по наблюдению затухания поляризованной
флуоресценции NADH, связанного с ферментом алкоголь-дегидро­
геназа (ADH). Проанализировать различия в параметрах затухания
флуоресценции свободного NADH и комплекса NADH-ADH.

4. Разработать новый экспериментальный метод на основе схемы на­
качка-зондирование для исследования быстрых релаксационных
процессов в возбужденных состояниях многоатомных молекул.

5. Применить разработанный метод для исследования анизотропной
безызлучательной релаксации первого возбужденного состояния
NADH в растворах различной вязкости и полярности.

Основные положения, выносимые на защиту:
1. Существование двух времен затухания флуоресценции молекул

NADH в растворах обусловлено различными скоростями безызлу­
чательной релаксации в cis- и trans-конформациях никотинамида
вследствие различных распределений зарядов в этих конформаци­
ях.

2. Существование единственного времени затухания флуоресценции
молекул NADH, связанных с ферментом алкоголь-дегидрогена­
за, обусловлено их нахождением в сайтах связывания только в
trans-конформации. Увеличение времени затухания флуоресценции
молекул NADH, связанных с алкоголь-дегидрогеназой, более чем
на порядок по сравнению с временем затухания флуоресценции
свободных молекул NADH, обусловлено снижением эффективности
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безызлучательных релаксационных процессов за счет значительно­
го уменьшения полярности сайта связывания по сравнению с поляр­
ностью водного раствора.

3. Квантовый выход флуоресценции NADH в водных растворах мета­
нола, этанола и пропиленгликоля растет при увеличении вязкости
и уменьшении полярности растворителя за счет снижения эффек­
тивности процессов безызлучательной релаксации. Квантовый вы­
ход содержит вклады от относительно медленных наносекундных и
быстрых пикосекундных процессов релаксации.

4. Затухание поляризации флуоресценции комплекса NADH-алкоголь­
дегидрогеназа, экспериментально обнаруженное в наносекундном
диапазоне, обусловлено анизотропной колебательной релаксацией в
возбужденном состоянии NADH, приводящей в повороту дипольно­
го момента перехода флуоресценции.

5. Разработанный метод поляризационно-модуляционной спектроско­
пии накачка-зондирование позволяет детектировать безызлучатель­
ную релаксацию в многоатомных биологических молекулах с вре­
менным разрешением менее 0.3 пс при возбуждении фемтосекунд­
ными импульсами лазера с энергией в импульсе менее 1 нДж.

6. Изменение во времени линейного дихроизма молекул NADH в
водно-спиртовых растворах обусловлено поворотом дипольного мо­
мента перехода молекул в процессе колебательной релаксации и вра­
щательной диффузией.

Научная новизна:
1. Показано, что наличие двух экспериментально наблюдаемых вре­

мен затухания флуоресценции молекул NADH в растворах мо­
жет быть обусловлено различным распределением заряда в cis- и
trans-конфигурациях никотинамида.

2. На основе исследования квантового выхода и времен затухания флу­
оресценции NADH были разделены вклады наносекундных и пи­
косекундных каналов безызлучательной релаксации возбужденных
состояний NADH.

3. Разработан и апробирован принципиально новый метод определе­
ния относительной концентрации сложенных и развернутых кон­
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формации NADH, основанный на измерении времен вращательной
диффузии в водно-спиртовых растворах.

4. Установлено, что существование единственного времени затухания
флуоресценции 𝜏4 ≈ 4 нс в комплексе NADH-ADH обусловлено низ­
кой полярностью сайта связывания фермента и тем, что NADH на­
ходится в этом сайте в единственной trans-конфигурации.

5. Обнаружен процесс деполяризации флуоресценции комплекса
NADH-ADH с временем 𝜏𝑟𝑏 = 1 нс. Показано, что этот процесс обу­
словлен быстрой перестройкой конфигурации ядер в возбужденном
состоянии NADH, сопровождающейся изменением направления ди­
польного момента перехода молекулы.

6. Разработан новый метод поляризационно-модуляционной спектро­
скопии накачка-зондирование, позволяющий исследовать динамику
возбужденного состояния биологических молекул с субпикосекунд­
ным временным разрешением при возбуждении лазерными импуль­
сами с энергией порядка 1 нДж. Метод апробирован для исследова­
ния динамики анизотропных процессов релаксации в возбужденном
состоянии молекул NADH в растворах различной вязкости и поляр­
ности.

Все вышеперечисленных результаты обладают приоритетом на между­
народном уровне.

Практическая значимость
Актуальность проведенных исследований поляризационно-зависимых

фотофизических и фотохимических процессов, происходящих при возбуж­
дении кофермента NADH в растворах обусловлена тем, что они позволили
решить ряд проблем в этой области. А именно, объяснение природы двух
времен затухания флуоресценции NADH в растворах, а также существования
только одного, но значительно более длинного времени затухания флуорес­
ценции NADH, связанного с белками. До настоящего времени интерпретации
этих времен сильно отличались у разных авторов. Кроме того были деталь­
но изучены свойства и природа анизотропии флуоресценции и поглощения
молекул NADH. Результаты исследований могут быть использованы для по­
лучения детальной информации таких важных процессов с участием NADH,
как стереохимия окислительно-восстановительных реакций, перенос прото­
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нов и электронов, генерация активных форм кислорода, фотоизомеризация,
фотофрагментация и многих других.

Практическая значимость проведенных исследований обусловлена
тем, что результаты, полученные в настоящей работе, могут быть примене­
ны в различных сферах: мониторинг клеточного метаболизма, мониторинг
реакций фотосинтеза в растительных клетках, анализ эффективности новых
антибактериальных препаратов при мониторинге их воздействия на бактери­
альные линии. Более того, в рамках настоящей работы был разработан новый
перспективный метод фемтосекундной поляризационной лазерной спектро­
скопии накачка-зондирование, который позволит в режиме реального време­
ни отслеживать фотофизические и фотохимические процессы в много атом­
ных биологических молекулах в живых клетках и тканях.

Апробация работы. Основные результаты работы докладывались
на 12 всероссийских и международных конференциях в качестве 9 устных
и 3 стендовых докладов: VI Cъезд биофизиков России (16-21 сентября 2019
г., Сочи, Россия); Saratov Fall Meeting 2020, Conferences And Workshops Of
VIII Symposium On Optics and Biophotonics (28 сентября – 3 октября 2020,
Саратов, Россия); 7th International School and Conference "Saint-Petersburg
OPEN 2020"on Optoelectronics, Photonics, Engineering and Nanostructures
(27 апреля 2020, Санкт-Петербург, Россия); 6 th International School and
Conference on Optoelectronics, Photonics, Engineering and Nanostructures, SPIE
Optical Engineering + Applications (октябрь, 2020, on-line); XII International
Conference on Chemistry for Young Scientists “MENDELEEV 2021“ (сентябрь
2021, Санкт-Петербург, Россия); Четвертая международная конференция
«Физика — наукам о жизни» (11-14 октября 2021, Санкт-Петербург, Рос­
сия); Современные проблемы фотобиологии (12–19 сентября 2021, Шепси,
Россия); The International Conference Laser Optics (20-24 июня 2022, Санкт­
Петербург, Россия); XXXIV Симпозиум «Современная химическая физика»
(16-25 сентября, 2022, г. Туапсе, Россия), Международный симпозиум Saratov
Fall Meeting 2022 (26-30 сентября, 2022, Саратов, Россия) и др.

Диссертационная работа была выполнена при поддержке грантов:
1. РФФИ № 18-53-34001 Куба_т
2. РФФИ № 18-03-00038 А
3. «Базис» № 19-1-1-13-6
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Личный вклад. Личный вклад автора состоит в непосредственном
участии автора в постановке эксперимента, разработке алгоритмов анали­
за полученных экспериментальных сигналов, а также анализе, обобщении и
публикации результатов работы. Обсуждение и интерпретация полученных
результатов проводилась совместно с научным руководителем и соавторами
публикаций.

Публикации. Основные результаты по теме диссертации изложены
в 9 печатных изданиях, опубликованных в российских и международных на­
учных изданиях. Список публикаций по теме диссертационной работы при­
веден в Заключении.

Объем и структура работы. Диссертация состоит из введения, пя­
ти глав, заключения и трех приложений. Полный объём диссертации состав­
ляет 168 страниц с 50 рисунками и 16 таблицами. Список литературы содер­
жит 170 наименований.

Содержание работы

Во введении обосновывается актуальность исследований, проводи­
мых в рамках данной диссертационной работы, формулируется цель, ставят­
ся задачи работы, приводятся основные положения, выносимые на защиту,
сформулированы научная новизна и практическая значимость представляе­
мой работы.

Первая глава диссертационной работы представляет собой обзор ли­
тературы по методам время-разрешенной лазерной спектроскопии и их при­
менению для исследования многоатомных биологических молекул. В разделе
1.1 рассмотрены основные процессы, происходящие в возбужденных состо­
яниях многоатомных биологических молекул, приведены основные парамет­
ры, которые характеризуют эти процессы и могут быть получены непосред­
ственно из эксперимента. В разделе 1.2 обсуждаются теоретические и прак­
тические основы метода флуоресцентной время-разрешенной спектроскопии.
Отдельное внимание уделено методу время-корреляционного счета фотонов
(TCSPC). В разделе 1.3 рассмотрены теоретические и практические основы
метода спектроскопии накачка-зондирование, обсуждаются процессы, проис­
ходящие при воздействии импульсов накачки и зондирующих импульсов на
экспериментальный образец. Также приводится краткий обзор результатов
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исследований динамики фотохимических реакций переноса заряда и фото­
изомеризации в многоатомных биологических молекулах с помощью метода
накачка-зондирование. В разделе 1.4 обсуждаются поляризационно-зависи­
мые явления, возникающие при взаимодействии поляризованного лазерного
излучения с многоатомными биологическими молекулами, а именно рассмот­
рен механизм оптического выстраивания и механизм возникновения анизо­
тропии флуоресценции. Также рассмотрены различные анизотропные меха­
низмы релаксации, приведены их характерные скорости для различных мо­
лекул и обсуждаются методы исследования этих процессов с пикосекундным
и субпикосекундным временным разрешением. В последнем разделе 1.5 при­
водится обзор полученных ранее результатов исследования флуоресценции
кофермента NADH методами время-разрешенной флуоресцентной спектро­
скопии.

Вторая глава посвящена исследованию фотофизических свойств мо­
лекул NADH в растворах различной вязкости и полярности при двухфотон­
ном возбуждении фемтосекундными лазерными импульсами. В качестве рас­
творителей использовались водные–растворы метанола различной концентра­
ции.

В разделе 2.1 подробно описан метод наблюдения сигналов затухания
ортогональных компонент поляризованной флуоресценции молекул NADH,
представлена схема экспериментальной установки, а также подробно обсуж­
дается процедура анализа полученных экспериментальных сигналов. Для
наблюдения сигналов затухания поляризованной флуоресценции молекул
NADH был использован метод TCSPC. Возбуждение исследуемых молекул
осуществлялось посредством двухфотонного поглощения при облучении ли­
нейно- или циркулярно-поляризованным лазерным излучением на длине вол­
ны 720 нм. Ортогональные поляризационные компоненты флуоресценции
NADH 𝐼‖ и 𝐼⊥ разделялись с помощью призмы Глана, а затем регистриро­
вались одновременно и независимо двумя быстрыми лавинными фотодиода­
ми, работавшими в режиме счета фотонов. Для анализа сигналов затухания
𝐼‖(𝑡) и 𝐼⊥(𝑡) была написана программа на языке Python3. Для определения
параметров изотропной и анизотропной составляющих сигналов затухания
флуоресценции использовалась процедура глобальной аппроксимации сигна­
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лов с учетом свертки теоретической модели с функцией отклика детекторов
IRF(t):

𝐼‖(𝑡) = IRF(𝑡) * 𝐼0[𝑎1𝑒𝑥𝑝(−𝑡/𝜏1) + 𝑎2𝑒𝑥𝑝(−𝑡/𝜏2)][1 + 2𝑟𝑖𝑒𝑥𝑝(−𝑡/𝜏𝑟)] (1)

𝐼⊥(𝑡) = 𝐺 · IRF(𝑡) * 𝐼0[𝑎1𝑒𝑥𝑝(−𝑡/𝜏1) + 𝑎2𝑒𝑥𝑝(−𝑡/𝜏2)][1 − 𝑟𝑖𝑒𝑥𝑝(−𝑡/𝜏𝑟)], (2)

где времена затухания флуоресценции 𝜏1 и 𝜏2, весовые коэффициен­
ты 𝑎1 и 𝑎2, время вращательной диффузии 𝜏𝑟 и параметры анизотропии 𝑟𝑖,
где i=l соответствует линейно-поляризованному возбуждению, а i=с - цирку­
лярно-поляризованному возбуждению, использовались в качестве подгоноч­
ных параметров

Для построения целевой функции использовался метод максимального
правдоподобия (Maximum likelihood estimation), в котором при большом чис­
ле фотонов (более 5000 счетов) использовалось распределение Гаусса, а при
малом числе фотонов использовалось распределение Пуассона. Минимизация
целевой функции осуществлялась с помощью алгоритма дифференциальной
эволюции из библиотеки SciPy. Аппроксимация сигналов затухания ортого­
нальных поляризационных компонент флуоресценции NADH для случаев ли­
нейной и циркулярной поляризации возбуждающего излучения проводилась
отдельно.

В разделе 2.2 представлены полученные экспериментальные парамет­
ры. На Рис. 1 а)-в) приведены зависимости времен затухания флуоресценции
𝜏1 и 𝜏2 и вклада длинного времени затухания в сигнал 𝑎2, времени враща­
тельной диффузии 𝜏𝑟 от концентрации метанола в растворе. На Рис. 1 г)
приведена зависимость времени вращательной диффузии от вязкости водных
растворов метанола с концентрацией от 0 до 40 %.

Как показано на Рис. 1 а), время 𝜏1 практически не менялось при уве­
личении концентрации метанола в растворе, а время 𝜏2 монотонно возрастало.
Как показано на Рис. 1 б) вклад длинного времени затухания 𝜏2 монотонно
увеличивался при увеличении концентрации метанола в растворе. Значения
времен затухания флуоресценции NADH в водном растворе 𝜏1 = 260 пс и 𝜏2

= 610 пс и их вклады в сигнал хорошо согласуются с результатами, получен­
ными ранее другими исследователями [6–8]. Время вращательной диффузии
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Рис. 1 — Параметры затухания флуоресценции NADH в зависимости от
концентрации метанола (MeOH) в растворе: а) времена затухания

флуоресценции 𝜏1 и 𝜏2, б) вклад длинного времени затухания в сигнал 𝑎2, в)
время вращательной диффузии 𝜏𝑟 и вязкость водных растворов метанола

(красная линия.) г) Зависимость времени вращательной диффузии от
вязкости водных растворов метанола с концентрацией от 0 до 40 %.

𝜏𝑟, приведенное на 1 в), нелинейным образом зависело от концентрации мета­
нола в растворе, достигая максимального значения при концентрации мета­
нола около 60 %. Время вращательной диффузии NADH в водном растворе
было равно 𝜏𝑟 = 180 пс, что хорошо согласуется с результатами, полученным
ранее Купри и др. [9]. Коэффициенты анизотропии были равны 𝑟𝑙 = 0.47 и
𝑟𝑐 = -0.22 и практически не зависели от концентрации метанола. Обсуждения
полученных экспериментальных результатов представлены в разделах 2.4 и
2.5.

В разделе 2.3 представлены результаты ab initio расчетов нескольких
геометрических конфигураций NADH в воде и в метаноле. В расчетах были
рассмотрены конформации NADH, характеризующиеся расстоянием между
аденином и никотинамидом 𝑅𝑁𝐴−𝐴𝐷, которые можно поделить на две груп­
пы: сложенные 𝑅𝑁𝐴−𝐴𝐷 < 6 Å и развернутые 𝑅𝑁𝐴−𝐴𝐷 > 10 Å. Для каждой
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такой геометрической конфигурации NADH были расcмотрены cis- и trans-
конформации, которые определяются положением амидной группы относи­
тельно пиридинового кольца и характеризуются углом 𝜑𝐶2𝑁−𝑁𝑛. В результате
расчетов было показано, что вертикальные энергии переходов, силы осцилля­
тора и распределения зарядов не зависят от расстояния между никотинами­
дом и аденином. Для разложенной конформации были определены точечные
заряды на всех ядрах никотинамида для cis- и trans-конфигураций в воде
в основном состоянии и в первом возбужденном состоянии. Было получено,
что распределение зарядов различаются для сis- и trans-конфигураций ни­
котинамида (NA). На основе полученных результатов была разработана мо­
дель, объясняющая природу двух времен затухания флуоресценции NADH.
Подробное описание модели представлено в разделе 2.4. В основе модели ле­
жит предположение, что неоднородность измеренных времен затухания свя­
зана с различным распределением заряда в сis- и trans-конфигурациях NA,
что приводит к различному распределению электростатического поля в этих
двух конфигурациях. Это в свою очередь обуславливает различие скоростей
безызлучательной релаксации в cis- и trans-конфигурациях. [10] Также из
расчетов ab initio было показано, что направление дипольного момента пере­
хода флуоресценции отличается для cis- и trans-конфигураций более чем на
10 ∘.

В разделе 2.5 осуждаются результаты измерений анизотропии флуо­
ресценции NADH и времени вращательной диффузии NADH. При этом на
основании экспериментальных значений анизотропии флуоресценции 𝑟𝑙 и 𝑟𝑐

и параметра Ω были определены компоненты тензора двухфотонного воз­
буждения 𝑆 и проведен анализа симметрии перехода при двухфотонном воз­
буждении. Для определения компонент тензора двухфотонного перехода был
использован формализм неприводимых сферических тензоров [A4]. В резуль­
тате было обнаружено два канала двухфотонного возбуждения, для которых
значения компонент тензора двухфотонного перехода значительно отличают­
ся. В одном из каналов продольно-диагональная компонента тензора двух­
фотонного возбуждения 𝑆𝑧𝑧/𝑇𝑟𝑆 = 0.95 доминировала над поперечно-диаго­
нальными компонентами (𝑆𝑥𝑥 + 𝑆𝑦𝑦)/𝑇𝑟𝑆 0.05, указывая на то, что двухфо­
тонное возбуждение параллельно направлению главной оси никотинамида.
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Второй канал двухфотонного возбуждения, характеризуется недиагональны­
ми компонентам тензора двухфотонного перехода 𝑆𝑥𝑧 и 𝑆𝑦𝑧.

Поведение времени вращательной диффузии 𝜏𝑟 было проанализирова­
но в зависимости от вязкости раствора и молекулярных конформаций NADH.
Было показано, что при концентрациях метанола в растворе менее 40 % время
вращательной диффузии линейно увеличивалось при увеличении вязкости
раствора (см. Рис. 1 г)). При концентрациях метанола более 40% время вра­
щательной диффузии содержало добавку, которая в рамках развитой нами
модели была обусловлена изменением распределения конформаций NADH.
Количественная интерпретация этих эффектов была выполнена на основе
модифицированного соотношения Эйнштейна-Стокса [А4], в котором время
вращательной диффузии 𝜏𝑟 было представлено в виде суммы вкладов от свер­
нутой и развернутой конформаций. На основании этой модели была опреде­
лена относительная концентрация сложенных конформаций NADH для раз­
личных условий смачиваемости 𝐶𝑢𝑛 и 𝐶𝑓𝑜𝑙 и молекулярного объема 𝑉𝑢𝑛 и
𝑉𝑓𝑜𝑙 (Рис. 2). Величина 𝑉𝑓𝑜𝑙 = 0.488 нм3 представляет собой минимально воз­
можный молекулярный объем NADH, посчитанный методом инкрементов.
Коэффициенты смачиваемости для сложенной конформации 0 ≤ 𝐶𝑓𝑜𝑙 ≤ 1 и
развернутой конформации 0 ≤ 𝐶𝑢𝑛 ≤ 1 выступали в качестве подгоночных
параметров.

Рис. 2 — Относительная концентрация сложенных конформаций 𝑁𝑓𝑜𝑙 NADH
в зависимости от концентрации метанола в растворе.

1. 𝐶𝑢𝑛 = 0.64, 𝐶𝑓𝑜𝑙 = 0.70, 𝑉𝑢𝑛 = 0.528 нм3, 𝑉𝑓𝑜𝑙 = 0.548 нм3

2. 𝐶𝑢𝑛 = 0.75, 𝐶𝑓𝑜𝑙 = 0.80, 𝑉𝑢𝑛 = 0.488 нм3, 𝑉𝑓𝑜𝑙 = 0.488 нм3

3. 𝐶𝑢𝑛 = 0.70, 𝐶𝑓𝑜𝑙 = 0.85, 𝑉𝑢𝑛 = 0.488 нм3, 𝑉𝑓𝑜𝑙 = 0.488 нм3
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В результате проведенных исследований было показано, что времена
затухания флуоресценции NADH 𝜏1 и 𝜏2 обусловлены различием эффективно­
сти процессов безызлучательной релаксации в возбужденном состоянии cis- и
trans- конформаций NADH, а предэкспоненциальные коэффициенты 𝑎1 и 𝑎2

характеризуют долю этих конформаций в возбужденном состоянии. В свою
очередь сложенные и развернутые конформации NADH оказывают влияние
на наблюдаемое время вращательной диффузии 𝜏𝑟.

В третьей главе обсуждаются результаты измерений квантового вы­
хода флуоресценции NADH в водных растворах этанола, метанола и пропи­
ленгликоля. В разделе 3.1 приведено описание экспериментальной установки,
которая использовалась для измерения квантового выхода флуоресценции.
Полученные экспериментальные зависимости квантового выхода флуоресцен­
ции от концентрации спиртов в растворе подробно обсуждаются в разделе
3.2. Эти зависимости представлены на Рис. 3. Квантовый выход флуоресцен­
ции в NADH воде был равен Φ = 2.1 ± 0.2 % , что хорошо согласуется с
полученным ранее результатами [11; 12].

Рис. 3 — Зависимость квантового выхода флуоресценции NADH от
концентрации а)пропиленгликоля (PG), б) метанола (MeOH) и в)этанола

(EtOH) в растворе.

Для анализа экспериментальных результатов, приведенных на Рис
3. была разработана модель, которая описывает возбуждение молекулярной
флуоресценции лазерными импульсами и позволяет разделить быстрые (пи­
косекундные) и относительно медленные (наносекундные) каналы безызлуча­
тельной релаксации в возбужденном состоянии. Краткое обсуждение этой мо­
дели представлено в разделе 3.3, а более подробно описание модели и теорети­
ческие выражения приведены в работе [A6]. В результате использования этой
модели было получено выражение для квантового выхода флуоресценции,
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в котором были разделены два различных канала релаксации, приводящих
к уменьшению населенности возбужденного состояния NADH: Φ = Φ𝐷Φ𝐵.
Член Φ𝐷 представляет собой квантовый выход процессов быстрого тушения
флуоресценции. Член Φ𝐵 представляет собой квантовый выход медленных
безызлучательных и излучательных процессов релаксации, которые характе­
ризуются временами затухания флуоресценции 𝜏1 и 𝜏2. Анализ зависимости
квантового выхода флуоресценции и времен затухания флуоресценции NADH
от концентрации спиртов в растворе на основе , проведенный на основе раз­
работанной модели, представлен в разделе 3.4. В результате было показано,
что увеличение квантового выхода флуоресценции NADH в растворах вода­
метанол и вода-этанол с увеличением концентрации спиртов происходило за
счет относительно медленных механизмов наносекундной безызлучательной
релаксации Φ𝐵, обусловленных взаимодействием молекул NADH с молеку­
лами растворителя, а также изменением относительной концентрации cis- и
trans-конформаций NADH при увеличении концентрации спирта. При этом
для растворов вода-пропиленгликоль было обнаружено снижение эффектив­
ности пикосекундного тушения флуоресценции NADH Φ𝐷 при высоких кон­
центрациях пропиленгликоля, что объясняется замедлением скорости быст­
рых внутримолекулярных процессов синглет-триплетной конверсии и неади­
абатических электронных переходов в растворах высокой вязкости.

В четвертой главе приведены результаты исследования фотофизи­
ческих свойств NADH при связывании с ферментом алкоголь-дегидрогена­
за (ADH) в растворах. Исследования проводились путем наблюдения зату­
хания ортогональных компонент поляризованной флуоресценции. Использо­
ванная экспериментальная методика подробно описана в Главе 2 в разделе
2.1. Во введение Главы 4 представлены полученные экспериментальные сиг­
налы, анализ этих сигналов проводился в несколько этапов. Сначала была
проанализирована изотропная часть сигналов 𝐼𝑖𝑠𝑜(𝑡), результаты этого ана­
лиза приведены в разделе 4.1. Изотропный сигнал затухания флуоресценции
𝐼𝑖𝑠𝑜(𝑡) был проанализирован с использованием функции суммы двух, трех и
четырех экспонент. Показано, что модель с четырьмя экспонентами являет­
ся наиболее предпочтительной для анализа сигналов затухания флуоресцен­
ции в случае совместного наблюдения свободного и связанного с ферментом
NADH. Было выделено две группы времен затухания: два времени затухания
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𝜏1 и 𝜏4, которые ассоциировались с флуоресценцией комплекса NADH–ADH,
и времена 𝜏2 и 𝜏3, которые ассоциировались с флуоресценцией свободного
NADH в растворе. Было установлено, что комплекс NADH-ADH характери­
зуется временем затухания флуоресценции 𝜏4 = 4.5 нс, что в несколько раз
превышает времена затухания свободного NADH в растворе. Помимо нано­
секундного времени затухания 𝜏4, наблюдалось короткое время затухания 𝜏1

порядка 0.10–0.12 нс. Предполагается, что это время возникает либо за счет
взаимодействия NADH с аминокислотами в сайте связывания ADH в возбуж­
денном состоянии, либо за счет переноса энергии между двумя молекулами
NADH. Теоретическое описание природы этих явлений выходит за рамки на­
стоящей работы.

Раздел 4.2 посвящен объяснению природы наносекундного време­
ни затухания флуоресценции (𝜏4 = 4.5 нс) комплекса NADH–ADH. Был
сделан вывод, что наблюдение единственного времени затухания флуорес­
ценции комплекса NADH-ADH можно объяснить на основе модели cis- и
trans-конформаций NADH (см. раздел 2.3 в Главе 2), поскольку NADH в
сайте связывания ADH всегда находится в trans конформации. Для объяс­
нения значительного увеличения этого времени, по сравнению со свободным
NADH, были проведены ab initio расчеты электронной структуры NADH в
условиях различной диэлектрической проницаемости, для того, чтобы смо­
делировать изменения электростатического окружения в сайте связывания
ферментов. На Рис. 4 приведено значение электрического заряда на атоме
кислорода амидной группы в зависимости от диэлектрической проницаемо­
сти 𝜖. При 𝜖 < 10 отрицательный заряд на атоме кислорода резко уменьшает­
ся примерно на 5%. Принимая во внимание, что внутримолекулярные элек­
тростатические поля обычно очень сильны, небольшие изменения заряда при
малых 𝜖 могут значительно влиять на изменение внутримолекулярного поля,
что проводит к изменению скоростей безызлучательной релаксации NADH
при связывании с ферментом ADH.

Для анализа сигналов ортогональных поляризационных компонент
флуоресценции комплекса NADH–ADH была разработана модель, в которой
предполагается, что экспериментальный сигнал может быть представлен как
сумма вкладов связанного с ферментом и свободного NADH. Подробное опи­
сание модели представлено в разделе 4.3 и в работе [A5]. Важной особен­
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Рис. 4 — Электрический заряд (по Малликену) на атоме O амидной группы
молекулы NADH в зависимости от диэлектрической проницаемости.

ностью теоретической модели, которая была использована для анализа сиг­
налов ортогональных поляризационных компонент комплекса NADH–ADH,
является разделение вкладов в затухание анизотропии флуоресценции 𝑟

(𝑏)
𝑙 (𝑡)

связанного с ферментом NADH двух различных механизмов:

𝑟
(𝑏)
𝑙 (𝑡) =

(︁
𝑟𝑏1 + 𝑟𝑏2𝑒

−𝑡/𝜏𝑏𝑣
)︁
𝑒−𝑡/𝜏𝑏𝑟 , (3)

а именно учитывался вклад процессов анизотропной колебательной
релаксации с характерным временем 𝜏𝑏𝑣 и вращательной диффузии с харак­
терным временем 𝜏𝑏𝑟. Параметры флуоресценции, полученные в результате
обработки сигналов представлены в Таблице 1

Таблица 1 — Параметры затухания флуоресценции раствора NADH-ADH и
NADH. Времена затухания флуоресценции 𝜏𝑓1 = 0.24 нс и 𝜏𝑓2 = 0.66 нс и
анизотропия 𝑟𝑓 = 0.49 свободного NADH были зафиксированы.

𝜏𝑓1, нс 𝜏𝑓2, нс 𝜏𝑏1, нс 𝜏𝑏2, нс 𝜏𝑓𝑟, нс 𝑟𝑏1 𝑟𝑏2 𝜏𝑏𝑣, нс 𝜒2

𝜇𝑀 (𝑎𝑓1) (𝑎𝑓2) (𝑎𝑏1) (𝑎𝑏2)
0.24 0.66 0.09 4.43 0.17 0.05 0.26 0.89 1.08

(0.05) (0.25) (0.43) (0.27)

Наиболее важным результатом, полученным при анализе эксперимен­
тальных сигналов, является время деполяризации флуоресценции комплекса
NADH-ADH 𝜏𝑏𝑣 = 0.89 нс. Соответствующее суб-наносекундное анизотропное
время затухания связанного с ферментом NADH наблюдалось в настоящей

18



работе впервые [8; 13; 14]. Согласно разработанной теоретической модели
время 𝜏𝑏𝑣 обусловлено анизотропной колебательной релаксацией в возбуж­
денном состоянии после воздействия лазерного импульса, в процессе которой
происходит поворот дипольного момента перехода NADH из-за перестройки
конфигурации ядер. В свою очередь 𝑟𝑏1 характеризует изменение угла 𝜃𝑡0

между дипольным моментом возбуждения и дипольным моментом флуорес­
ценции за время колебательной релаксации, а 𝑟𝑏2 характеризует конечный
угол 𝜃𝑡𝑟𝑒𝑙 между дипольным моментом возбуждения и дипольным моментом
флуоресценции, когда процессы колебательной релаксации завершились.

В пятой главе приводится подробное описание разработанного ме­
тода поляризационно-модуляционной спектроскопии накачка-зондирование.
Обсуждаются результаты апробации этого метода для исследования процес­
сов анизотропной релаксации возбужденного состояния NADH в растворах. В
разделе подробно 5.1 обсуждается методика эксперимента и основные функ­
циональные узлы экспериментальной установки. Кратко, методика экспери­
мента поляризационно-модуляционной спектроскопии накачка-зондирование
основана на высокочастотной модуляции поляризации цуга импульсов накач­
ки на частоте 100 кГц с помощью фотоупругого модулятора и последующего
детектирования разницы поглощения ортогональных поляризационных ком­
понент прошедшего через образец зондирующего излучения. Схематически
принцип метода представлен на Рис 5 а). Для исследования использовалась
двухцветная схема накачка-зондирование, в которой лазерный импульс накач­
ки возбуждал электронные переходы в молекулах NADH на длине волны 360
нм, лежащей в полосе поглощения хромофорной группы никотинамида, а зон­
дирующий лазерный пучок имел длину волны 720 нм. Схема энергетических
переходов, возникающих при воздействии импульсов накачки и зондирующих
импульсов, представлена на Рис 5 б).

Метод был апробирован для исследования динамики возбужденного
состояния NADH, в результате были впервые зарегистрированы сигналы ли­
нейного дихроизма зондирующего излучения. Экспериментальные сигналы
и выражения, которые были использованы для их анализа, обсуждаются в
разделе 5.2. Полученный экспериментальный сигнал линейного дихроизма в
водном растворе NADH представлен на Рис. 6.
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Рис. 5 — а) Геометрия эксперимента: 𝐸𝑝𝑢𝑚𝑝 – поляризация импульсов
накачки, 𝐸𝑝𝑟𝑜𝑏𝑒 – поляризация зондирующих импульсов; б) Схема переходов

при возбуждении NADH импульсами накачки и зондирующими
импульсами: 𝑆0 - основное состояние, 𝑆1 и 𝑆2 - первое и второе

возбужденные состояния, соответственно.

Для интерпретации наблюдавшихся экспериментальных сигналов, в
настоящей работе была использована квантово-механическая теория, разви­
тая соавторами в работе [A3] и основанная на применении техники непри­
водимых тензорных операторов. В рамках этой модели экспериментальный
сигнал описывается выражениями, которые позволяют разделить вклады в
сигнал процессов анизотропной колебательной релаксации в возбужденном
состоянии молекул NADH и вращательной диффузии, а также исследовать
поворот дипольного момента перехода молекулы вследствие колебательной
релаксации:

∆𝐼𝑎𝑏(𝑡) = [𝐴1 + (𝐴0 − 𝐴1) 𝑒
−𝑡/𝜏𝑣 ] 𝑒−𝑡/𝜏𝑟𝑤(𝑡), (4)

где 𝜏𝑣 – время анизотропной колебательной релаксации, 𝜏𝑟 – время вра­
щательной диффузии, 𝐴0 и 𝐴1 – предэкспоненциальные множители и 𝑤(𝑡) –
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Рис. 6 — Сигнал линейного дихроизма NADH в водном растворе

функция, описывающая изменение населенности первого возбужденного со­
стояния NADH. Полученные в результате обработки экспериментальные па­
раметры представлены в разделе 5.3. Проведенный на основе этой теории
анализ позволил определить время анизотропной колебательной релаксации
NADH 𝜏𝑣, которое находилось в диапазоне от 2 до 10 пс, и время враща­
тельной диффузии NADH 𝜏𝑟, лежавшее в диапазоне от 150 до 500 пс. Была
исследована зависимость времени анизотропной колебательной релаксации 𝜏𝑣

и времени вращательной диффузии 𝜏𝑣 от концентрации этанола в растворе
(Рис. 7).

В разделе 5.4 приводится обсуждение полученных экспериментальных
результатов. Было показано, что коэффициенты 𝐴0 и 𝐴1 имеют ясный физи­
ческий смысл и характеризуют предельные значения угла между дипольным
моментом перехода из основного состояния 𝑆0 в первое возбужденное состоя­
ние 𝑆1 и дипольным моментом перехода из первого возбужденного состояния
𝑆1 во второе возбужденное состояние 𝑆2 в начальный момент времени (в мо­
мент перекрытия импульсов) и в конце процесса колебательной релаксации,
соответственно. Полученное время анизотропной колебательной релаксации
𝜏𝑣 характеризует скорость поворота дипольного момента перехода из первого
во второе возбужденное состояние, что происходит за счет перестройки ядер­
ной конфигурации в процессе колебательной релаксации первого возбужден­
ного состояния NADH.
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Рис. 7 — а)Время анизотропной колебательной релаксации 𝜏𝑣 (синие точки)
и полярность растворов этанола (зеленая линия); б)Время вращательной
диффузии 𝜏𝑟 (синие точки), полученное методом накачка-зондирование,

время вращательной диффузии 𝜏𝑟 (оранжевые точки), полученное методом
TCSPC, и вязкость растворов этанола (зеленая линия).

Разработанный метод позволил исследовать быстрые релаксационные
процессы в возбужденных состояниях многоатомных молекул. За счет исполь­
зования балансной системы детектирования были эффективно подавлены вы­
сокочастотные шумы лазерного излучения и эффекты тепловой линзы, что
привело к существенному (на порядки) увеличению соотношения сигнал/шум
по сравнению с известными методами [15; 16]. Полученные результаты откры­
вают принципиально новую возможность применения разработанной методи­
ки для исследования сверхбыстрых процессов релаксации непосредственно в
живых клетках для исследования происходящих в них окислительно-восста­
новительных реакций.

В заключении приведены основные результаты работы:
1. Были определены времена затухания флуоресценции NADH 𝜏1 и 𝜏2

в водных растворах этанола, метанола и пропиленгликоля различ­
ной концентрации. Обнаружено, что эти времена увеличиваются,
при увеличении концентрации спиртов в растворе. При этом вклад
времени 𝜏2 в сигнал флуоресценции в растворах спиртов был в два
раза выше, чем в водном растворе.

2. Впервые показано, что наличие двух времен затухания флуоресцен­
ции NADH обусловлено различным распределением заряда в cis- и
trans- конфигурациях никотинамида. Это различие влияет на ско­
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рость процессов безызлучательной релаксации в возбужденном со­
стоянии NADH.

3. На основе модели Эйнштейна-Стокса был проведен анализ зави­
симости времени вращательной диффузии NADH 𝜏𝑟 от концентра­
ции метанола в растворе. Разработан принципиально новый метод
определения относительного количества сложенных и развернутых
конформации NADH, который основан на измерении времен вра­
щательной диффузии NADH. Показано, что изменение конформа­
ционного состава NADH при изменении свойств растворителя обу­
славливает увеличение 𝜏𝑟 при концентрациях метанола в растворе
более 60 %.

4. Определен квантовый выход флуоресценции NADH в водных рас­
творах этанола, метанола и пропиленгликоля различной концентра­
ции. Наблюдался рост квантового выхода флуоресценции NADH
при увеличении концентрации спиртов в растворе. Для объяснения
этого увеличения была разработана модель, в результате примене­
ния которой были разделены вклады наносекундных и пикосекунд­
ных каналов релаксации возбужденных состояний NADH.

5. Впервые показано, что единственное время затухания флуоресцен­
ции 𝜏4 ≈ 4 нс в комплексе NADH-ADH обусловлено низкой поляр­
ностью сайта связывания фермента и тем, что NADH находится в
этом сайте в единственной trans-конфигурации.

6. Обнаружено существование анизотропного механизма релаксации
в возбужденном состоянии комплекса NADH-ADH с временем 𝜏𝑣𝑏

= 1 нс, обусловленного поворотом дипольного момента перехода
флуоресценции.

7. Разработан новый метод поляризационно-модуляционной спектро­
скопии накачка-зондирование, позволяющий исследовать динамику
возбужденного состояния биологических молекул с субпикосекунд­
ным временным разрешением при возбуждении лазерными импуль­
сами с энергией порядка 1 нДж. Метод апробирован для исследова­
ния динамики анизотропных процессов релаксации в возбужденном
состоянии молекул NADH в растворах различной вязкости и поляр­
ности.
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8. Впервые определено время анизотропной колебательной релакса­
ции 𝜏𝑣 в первом возбужденном состоянии NADH в водных растворах
этанола различной концентрации. Был обнаружен линейный рост 𝜏𝑣
при увеличении концентрации этанола в растворе. Этот рост был
интерпретирован уменьшением полярности растворов с ростом кон­
центрации этанола.
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