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Background: Minor groove binding is a rate-limiting step in proflavine-DNA intercalation reaction. This 
step is believed also to be responsible for the sequence-dependent kinetics of proflavine binding to DNA. 
At the same time, most studies are focused on the final stage of the reaction – the intercalation complex, 
and there is a lack of data concerning the structure and stability of proflavine-DNA minor groove-bound 
complexes. 
Objectives: The objective of this study was to investigate the stability of proflavine minor groove-bound 
complexes with DNA oligonucleotides of different sequence by molecular dynamics simulation and to 
analyze the DNA conformational changes caused by the proflavine binding. 
Materials and methods: The molecular dynamics simulations of proflavine minor groove-bound 
complexes with poly(dA)·poly(dT) and poly(dCG)·poly(dCG) oligonucleotides of 30 bp length were done 
in program package AMBER12 with explicit water (SPC/E) and ions (NaCl 0.15 M) using force fields 
FF14SB for DNA and GAFF for ligand. The starting configurations of complexes were obtained by 
docking method in AutoDock 3.05. After multi-stage equilibration protocol, each system was simulated at 
T=300 K and p=1 bar for a 50 ns production phase. Then trajectories were post-processed in 
AMBERTools17 and VMD-1.9.3 packages. 
Results: Our simulations confirm that proflavine-DNA minor groove-bound complexes are stable in the 
50 ns time range but there are some structural rearrangements in them with respect to the initial 
structures. The narrowing of the DNA minor groove is observed in the proflavine binding site. In 
proflavine-poly(dCG)·poly(dCG) complex it is more pronounced and is accompanied by the BI/BII 
transitions in DNA and the reorientation of ligand. In proflavine-poly(dA)·poly(dT) complex the specific 
intermolecular hydrogen bonds are formed, which are optimized by the changes in opening and propeller 
twisting of involved AT-base pairs. Complexes are stabilized by the van der Waals and hydrophobic 
interactions, which are more favorable in the proflavine-poly(dA)·poly(dT) complex. 
Conclusions: Our results show that the binding of proflavine to a minor groove of DNA induces the 
conformational changes in the DNA that are important for the resulting complex stability. 
KEY WORDS: proflavine; DNA oligonucleotide; minor groove-bound complex; molecular dynamics 
simulation; induced fit mechanism; minor groove narrowing; BI/BII transitions. 
 

ВИКЛИКАНІ ЛІГАНДОМ КОНФОРМАЦІЙНІ ЗМІНИ ДНК В КОМПЛЕКСАХ 
ПРОФЛАВІНУ ПО ТИПУ ЗВ’ЯЗУВАННЯ В МАЛОМУ ЖОЛОБКУ, ДОСЛІДЖЕНІ ЗА 

ДОПОМОГОЮ МОЛЕКУЛЯРНО-ДИНАМІЧНОГО МОДЕЛЮВАННЯ 
К.В. Мірошниченко1, Г.В. Шестопалова1,2 

1Інститут радіофізики та електроніки ім. О.Я. Усикова НАН України, 
вул. Ак. Проскури, 12, Харків, 61085, Україна 

2Харківський національний університет ім. В.Н. Каразіна, пл. Свободи, 4, Харків, 61022, Україна 
 
Актуальність. Зв’язування профлавіну в малому жолобку ДНК – це стадія, що обмежує 
швидкість реакції інтеркаляції. Вважають також, що ця стадія реакції відповідає за залежність 
кінетики зв’язування профлавіну з ДНК від послідовності. Більшість досліджень орієнтовані на 
фінальну стадію реакції – інтеркаляційний комплекс, тому бракує даних щодо структури та 
стабільності комплексів профлавіну в малому жолобку ДНК. 
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Мета роботи. Метою даного дослідження було вивчення стабільності комплексів профлавіну в 
малому жолобку олігонуклеотидів ДНК різної послідовності за допомогою молекулярно-
динамічного моделювання та аналіз конформаційних змін ДНК, викликаних зв’язуванням 
профлавіну. 
Матеріали та методи. Молекулярно-динамічне моделювання комплексів профлавіну з 
олігонуклеотидами poly(dA)·poly(dT) та poly(dCG)·poly(dCG), довжиною 30 п.о., було проведене в 
програмному пакеті AMBER12 з явним урахуванням води (SPC/E) та іонів (NaCl 0.15 M) з 
використанням силових полів FF14SB для ДНК та GAFF для ліганду. Стартові конфігурації 
комплексів були отримані методом докінгу в AutoDock 3.05. Після багатоетапного протоколу 
врівноваження, продукційна фаза моделювання для кожної системи становила 50 нс за умови 
T=300 К і p=1 бар. Аналіз траєкторій проводився за допомогою пакетів AMBERTools17 та 
VMD-1.9.3. 
Результати. Результати моделювання свідчать, що комплекси профлавіну в малому жолобку ДНК 
є стабільними в часовому інтервалі 50 нс, однак у порівнянні зі стартовими структурами є деякі 
структурні зміни. В місці зв’язування профлавіну відбувається звуження малого жолобку ДНК. 
Воно є більш вираженим у комплексі профлавіну з poly(dCG)·poly(dCG) і супроводжується 
переходами BI/BII в ДНК та переорієнтацією ліганду. В комплексі профлавіну з poly(dA)·poly(dT) 
утворюються специфічні міжмолекулярні водневі зв’язки, що оптимізуються через зміну 
параметрів опенінг та пропелер задіяних АТ-пар. Стабілізація комплексів відбувається завдяки 
ван-дер-ваальсовим та гідрофобним взаємодіям, що є більш вигідними в комплексі профлавіну з 
poly(dA)·poly(dT). 
Висновки. Наші результати вказують на те, що зв’язування профлавіну в малому жолобку 
запускає конформаційні зміни в ДНК за механізмом індукованої відповідності, що є важливими 
для стабільності кінцевого комплексу. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА:профлавін; олігонуклеотид ДНК; комплекс в малому жолобку; молекулярно-динамічне 
моделювання; механізм індукованої відповідності; звуження малого жолобку; BI/BII переходи. 
 

ВЫЗВАННЫЕ ЛИГАНДОМ КОНФОРМАЦИОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ДНК В 
КОМПЛЕКСАХ ПРОФЛАВИНА ПО ТИПУ СВЯЗЫВАНИЯ В МАЛОМ ЖЕЛОБКЕ, 

ИССЛЕДОВАННЫЕ С ПОМОЩЬЮ МОЛЕКУЛЯРНО-ДИНАМИЧЕСКОГО 
МОДЕЛИРОВАНИЯ 

Е.В. Мирошниченко1, А.В. Шестопалова1,2 

1Институт радиофизики и электроники им. А.Я. Усикова НАН Украины, 
ул. Ак. Проскуры, 12, Харьков, 61085, Украина 

2Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина, пл. Свободы, 4, Харьков, 61022, Украина 
 
Актуальность. Связывание профлавина в малом желобке ДНК – это стадия, ограничивающая 
скорость реакции интеркаляции. Считают также, что эта стадия отвечает за зависимость кинетики 
связывания профлавина с ДНК от последовательности. Большинство исследований  
ориентированы на финальную стадию реакции –интеркаляционный комплекс, поэтому не хватает 
данных о структуре и стабильности комплексов профлавина в малом желобке ДНК. 
Цель работы. Задачей данной работы было изучение стабильности комплексов профлавина в 
малом желобке олигонуклеотидов ДНК разной последовательности с помощью молекулярно-
динамического моделирования и анализ конформационных изменений ДНК, вызванных 
связыванием профлавина. 
Материалы и методы. Молекулярно-динамическое моделирование комплексов профлавина с 
олигонуклеотидами poly(dA)·poly(dT) и poly(dCG)·poly(dCG), длиной 30 п.о., было проведено в 
пакете AMBER12 с явным учетом воды (SPC/E) и ионов (NaCl 0.15 M) при использовании 
силовых полей FF14SB для ДНК и GAFF для лиганда. Стартовые конфигурации комплексов были 
получены методом докинга в AutoDock 3.05. После уравновешивания, продукционная фаза 
моделирования для каждой системы составляла 50 нс при T=300 К и p=1 бар. Анализ траекторий 
проводился с помощью пакетов AMBERTools17 и VMD-1.9.3. 
Результаты. Получено, что комплексы профлавина в малом желобке ДНК являются стабильными 
во временном интервале 50 нс, но есть некоторые структурные изменения по сравнению с 
начальными конфигурациями. В месте связывания профлавина происходит сужение малого 
желобка ДНК. Оно более выражено в комплексе профлавина с poly(dCG)·poly(dCG) и 
сопровождается переходами BI/BII в ДНК и переориентацией лиганда. В комплексе профлавина с 
poly(dA)·poly(dT) образуются специфические межмолекулярные водородные связи, которые 
оптимизируются за счет изменения параметров опенинг и пропеллер задействованных АТ-пар. 
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Стабилизация комплексов происходит благодаря ван-дер-ваальсовым и гидрофобным 
взаимодействиям, которые более выгодны в комплексе профлавина с poly(dA)·poly(dT). 
Выводы. Наши результаты указывают на то, что связывание профлавина в малом желобке 
запускает конформационные изменения в ДНК по механизму индуцированного соответствия, 
которые являются важными для стабильности конечного комплекса. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА:профлавин; олигонуклеотид ДНК; комплекс в малом желобке; молекулярно-
динамическое моделирование; механизм индуцированного соответствия; сужение малого желобка; BI/BII 
переходы. 
 

Proflavine (PF) (Fig. 1) is a small aromatic molecule that is known to exert antibacterial 
and mutagenic properties due to its interaction with DNA [1]. Depending on drug-DNA 
concentration, two binding modes are observed for PF: the strong binding of individual PF 
molecules to DNA at low drug-DNA ratios and weak binding of PF aggregates to DNA at 
high drug-DNA ratios [2]. To explain the strong binding of PF to DNA, an intercalation 
model was proposed by Lerman [3], according to which the planar drug is inserted between 
the base pairs into the DNA double helix with drug plane being perpendicular to the helix axis 
and long axis of the drug chromophore being almost parallel to the long axis of the base pair. 
This model became generally accepted due to the large number of experimental facts 
supporting it [3-6]. Later the X-ray structures of PF complexes with dinucleoside 
monophosphates [7-9] and short DNA duplex [10] were resolved also confirming the Lerman 
intercalation model. 

 

Fig. 1. The structural formula of proflavine. 
 
Despite the overall agreement on the structure of PF-DNA intercalation complex, the 

mechanism of the intercalation reaction has been controversial. Early kinetic studies on strong 
PF binding to calf-thymus DNA, performed by Li [11] using joule-heating temperature-jump 
method with absorption detection, revealed two relaxation times in sub-millisecond and 
millisecond range with different dependence on concentration. The two-step scheme of the 
reaction was proposed: the strong outside-bound complex is formed between the PF and DNA 
on the first stage and the intercalation complex is formed on the second stage (Scheme 1). The 
absorption spectrum of the outside-bound complex was similar to that of the intercalation 
complex, implying that there was at least a partial overlap of bases with PF in the outside-
bound complex. 
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The subsequent investigations showed that the kinetics of the PF intercalation reaction 
depends strongly on the DNA base composition [12, 13]. Using joule-heating temperature-
jump method with fluorescence detection, Ramstein found that there was only one relaxation 
time in the relaxation signal of PF-poly[d(GC)] system, and the inverse of the relaxation time 
varied linearly with concentration [13]. He suggested a single-step reaction for binding of PF 
to poly[d(GC)] and the resulting complex was interpreted as a strong outside-bound complex 
(Scheme 2). For the PF-poly[d(AT)] system also only one relaxation time was found, though 
its inverse leveled off at high phosphate concentration, and the two-step mechanism of the 
reaction proposed by Li was found to be appropriate (Scheme 3). An additional slower 
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relaxation time independent on concentration was seen for the interaction of PF with natural 
DNAs. Ramstein supposed that it was due to the PF exchange between GC- and AT-sites, 
having different kinetics of dye binding. 
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Later, the kinetics of PF binding to DNA was reinvestigated by Marcandalli using iodine-

laser temperature-jump technique with absorption [14] and fluorescence detection [15]. One 
relaxation time was detected regardless of the choice of the method used. The dependence of 
reciprocal relaxation time on DNA concentration was linear in the case of GC-rich DNA and 
tended to a plateau at high DNA concentrations for AT-rich DNA. To explain the results 
Marcandalli suggested that there were two types of sites in DNA: B1 sites(connected to GC-
pairs) and B2 sites (connected to AT-pairs). But unlike Ramstein, he proposed two-step 
mechanism of the reaction for both sites, and the complex formed at the final stage of the 
reaction was believed to be of intercalation type in both cases (Scheme 4, 5). The complexes 
formed on the first stage, E and E', were rapidly formed outside-bound complexes, but in 
contrast to the outside-bound complex from the Li scheme [11], these complexes were 
spectrophotometrically similar to free dye molecules, implying that they were water-solvated 
and there was no direct overlap of PF with DNA bases in them. Marcandalli showed that the 
magnitude of KeBi (Ke– is the equilibrium constant of the first step of the reaction (Scheme 4, 
5), Bi – number of corresponding sites) determined the dependence of reciprocal relaxation 
time on DNA concentration. In the case of GC-rich DNA the outside-bound complex of PF 
was weak resulting in linear concentration dependence. For the AT-rich DNA strong outside-
bound complex was formed between PF and DNA, which led to the leveling off of reciprocal 
relaxation time at high DNA concentrations and slower intercalation compared to the GC-
sites. Marcandalli assumed that the greater stability of the outside-bound complex of PF with 
AT-rich DNA could be due to the hydrogen bonding of PF with purine N3 and pyrimidine O2 
atoms in the minor groove of DNA. The N2 amino group of guanine protruding into the 
minor groove would interfere such interactions causing the weaker outside binding of PF with 
GC-rich DNA. 
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Nowadays the detailed picture of drug-DNA interactions at the atomic level can be 

obtained using computer simulation methods. Most of the computational studies of PF-DNA 
interactions considered the final stage of the reaction – the intercalation complex [16-21]. The 
outside binding of PF was modeled in the pioneering works as a hydrogen bonding to 
phosphate group [22], based on the 3:2 PF-CpG structure of Berman [8], or as an incomplete 
intercalation from the minor groove side [23]. To the best of our knowledge, the first 
modeling study that investigated the outside-bound complex of PF with DNA oligomer was 
done by Sasikala [24]. Using metadynamics method he studied the dissociation of PF from 
the minor groove-bound state and with appropriate configurational restraint managed to 
achieve the intercalation of PF from the minor groove-bound state. In the subsequent work of 
Sasikala, the intercalation of PF from the major groove-bound state was achieved and the  
processes of intercalation, de-intercalation and dissociation of PF from both grooves of DNA 
were compared [25]. It was found that the intercalation and de-intercalation of PF proceeded 
through the major groove side but the timescale of the intercalation reaction was determined 
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by the stable pre-intercalative minor groove-bound state. According to Sasikala, the binding 
of PF to DNA can be described by the following scheme: first, drug forms quickly (in a 
nanosecond range) groove-bound states with the population of the minor groove-bound state 
being higher due to its greater stability (compared to the major groove-bound state), but the 
direct intercalation from the minor groove-bound state is extremely slow due to the high 
energy barrier, therefore drug dissociates from the minor groove-bound state in a millisecond 
range and forms the intercalation complex from the major groove side (Scheme 6). 
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Recently the outside-binding of multiple PF molecules to DNA was simulated by 

Sasikala [26]. The formation of PF aggregates around DNA in nanosecond range was 
observed. Aggregates were seen mostly in the major groove of DNA, though a few stacks of 
PF molecules in the minor groove of DNA were also found. Due to the low phosphate to dye 
ratio (P/D=1) used in that study, the simulated process can be attributed to the weak binding 
of PF to DNA. It would be interesting though to investigate the strong monomeric minor 
groove binding of PF in more detail. There is a lack of simulation data on minor groove 
binding of PF to different DNA sequences. At the same time, there is multiple experimental 
evidence that the kinetics of PF binding to DNA depends on the DNA composition [12, 13, 
15], and the analysis of literature suggests that it is the minor groove-bound state of PF that is 
responsible for the timescale of the reaction and the sequence-dependent kinetics [15, 25]. 

Previously we used molecular docking method to obtain the minor groove-bound (MGB) 
complexes of PF with DNA oligonucleotides of different sequence built according to the X-
ray fiber data [27]. Depending on the geometry of the minor groove of DNA, two types of PF 
MGB complexes were observed. For DNA-targets with narrow minor groove (mostly 
poly(dA)·poly(dT) sequences), the strong MGB complex of PF was formed: its energy was 
comparable or even more favorable than that of the intercalation complex of PF. In this type 
of MGB complex, the PF chromophore was laying along the groove and its amino groups 
were participating in hydrogen bonding with DNA bases. For DNA-targets with wide minor 
groove (DNA of GC-composition), the second type of PF MGB complex was obtained: the 
PF chromophore was located across the minor groove and its amino groups formed hydrogen 
bonds with one of the sugar-phosphate chains. This type of complex was less energetically 
favorable than the intercalation complex of PF and the first type of PF MGB complex. The 
aim of this study was to investigate the stability of PF MGB complexes formed with DNA 
oligonucleotides of different sequence using molecular dynamics (MD) simulation with 
explicit solvent and physiological salt concentration and to analyze the DNA conformational 
changes caused by the PF binding. 
 

MATERIALS AND METHODS 
The DNA oligonucleotides of 30 base pairs long were constructed in the module NAB of 

AMBERTools17 [28] or program FIBER of 3DNA package [29]. The protonated form of PF 
molecule was optimized at the B3LYP/6-31G* level in the Gaussian 03 software [30], and the 
RESP atomic charges were calculated at the HF/6-31G* level of theory using RED III 
package [31]. The structures of PF MGB complexes were obtained by molecular docking 
method in the AutoDock 3.05 package [32] using Lamarckian genetic algorithm with the 
following parameters: the size of population = 150 individuals, the maximum number of 
energy evaluations = 107, the maximum number of generations = 27000. The Kollman partial 
atomic charges were used for DNA-targets and the RESP atomic charges – for PF molecule 
during docking procedure. All hydrogen atoms in the structures of target and ligand were 
considered explicitly and treated as non-polar. Under these conditions the NDB structures of 
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PF complexes with dinucleoside monophosphates (NDB codes: ddb009, ddb033, ddb034, 
drb008, drd004 [33]) were well reproduced in test re-docking calculations. The docking 
search space was confined by the grid box of 70x70x70 points centered at the fifteenth step of 
the DNA oligonucleotide with distance between adjacent grid points equal to 0.375Å. 100 
dockings were performed for each DNA-target, and the obtained complexes were ranked by 
the docking energy and clustered using a tolerance of 1 Å. The best cluster containing more 
than 10 conformations was used as a starting structure for MD simulations. 

The MD simulations were performed for MGB complexes of PF with poly(dA)·poly(dT) 
and poly(dCG)·poly(dCG) oligonucleotides, and separately for DNA oligonucleotides and the 
PF. The program package AMBER12 [34] was used with the force fields FF14SB [35] for 
DNA and GAFF [36] for PF. Each system was solvated with SPC/E water molecules [37] in a 
truncated octahedral box, and periodic boundary conditions were applied. The minimal 
distance from solute atoms to the edge of the box was greater than 15 Å. The sodium 
counterions were used to neutralize the DNA charge, and an additional amount of Na+ and Cl- 
ions was added to model the 0.15M concentration of NaCl salt. The Joung parameters for ions 
were used [38]. The initial positions of ions were randomized so that there were no ions 
within 6 Å of solute, and the minimal distance between the ions was greater than 4 Å. The 
long-range electrostatic interactions were treated using particle-mesh Ewald method [39] with 
a direct space cutoff of 9 Å. The bonds involving hydrogen were fixed using SHAKE 
algorithm [40], and a 2 fs integration step was applied. To equilibrate the system, the multi-
stage protocol was used. First, the positions of water and ions were minimized keeping the 
solute fixed with weak restraints (25-20 kcal/(mol·Å2). Then the system was heated during 
100 ps from 100 to 300 K under constant volume condition and 15 kcal/(mol·Å2 ) restraints on 
solute. After that, the restraints on solute atoms were gradually relaxed from 15 to 1 
kcal/(mol·Å2) during a 5 series of alternating stages of 5000 steps minimization and 50 ps 
NPT MD at T = 300 K and p = 1 bar. To control the temperature and pressure, the Berendsen 
thermostat and barostat [41] were used with a coupling constant of 0.2 ps for both parameters. 
The next step was the 50 ps NPT MD with 0.5 kcal/(mol·Å2) restraints on solute followed by 
the 100 ps unrestrained NPT MD. The last stage of the equilibration protocol was the 
unrestrained 1 ns NPT MD at T = 300K and p = 1bar with the coupling constants increased to 
5 ps. Then the simulations were extended under the same conditions for a 50 ns production 
phase. 

The MD trajectories were analyzed using CPPTRAJ module [42] of AmberTools17 [28] 
and visualized in VMD-1.9.3 [43]. The hydrogen bonds (HB) were determined using the 
geometric criteria: the distance between the HB donor and the HB acceptor should be less 
then 3.2 Å, and the angle formed by the HB donor, the hydrogen and the HB acceptor should 
be greater than 120°. The ion was considered to be located in the minor groove of a DNA 
helical step when it was within 3 Å of N3 purine or O2 pyrimidine atoms of bases of this 
helical step. 

The binding free energy estimates were obtained according to the molecular mechanics 
Poisson-Boltzmann surface area methodology (MMPBSA) using MMPBSA.py script [44] 
from AmberTools17. Under this approach, the binding free energy is calculated as a 
difference between the free energy of complex and the sum of the free energies of the 
unbound receptor and ligand: 

bind complex receptor ligandG G G G⎡ ⎤Δ = − +⎣ ⎦ .                                          (7) 
Each term in this equation can be represented as a sum of three components: the gas 

energy, calculated from the force field, the solvation energy and the entropy contribution: 
gas solvG E G TS= + − .                                                        (8) 
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The solvation free energy can be divided into the polar and non-polar part: 
solv pol npG G G= + .                                                           (9) 

The polar part of the solvation free energy was calculated by solving nonlinear Poisson-
Boltzmann equation. The ionic strength was set to 0.15 M. The dielectric constants of solute 
and solvent were equal to 4 and 80, correspondingly. The ratio between the longest dimension 
of the rectangular finite-difference grid and that of the solute was equal to 4.0. The grid 
spacing of 0.5 Å was used. 

The non-polar part of the solvation free energy was estimated as a sum of the repulsive 
term related to the formation of the solute-sized cavity in the solvent and the attractive 
dispersion term describing the attractive solute-solvent interactions. The repulsive term was 
calculated as  

repG p SAV c= ⋅ + ,                                                      (10) 
where SAV – is the molecular volume enclosed by the solvent-accessible surface, p=0.0378 
kcal/(mol·Å3) – is the solvent pressure parameter, and c=-0.5692 kcal/mol. The dispersion 
term was computed with a surface-based integration method [45]. 

Each energy term was calculated as an average over the ensemble of representative 
structures taken from the trajectory. Both single and multiple trajectory approaches were used 
and compared. We used for the calculation every 10th frame of the trajectory production phase 
(at every 20 ps, 2500 frames total). 

The entropy contribution was calculated as a sum of translational, rotational and 
vibrational terms using standard statistical mechanics formulas for the rigid rotor harmonic 
oscillator ideal gas approximation [46]. Due to the computational cost, the entropy calculation 
was done only for a subset of 50 trajectory frames taken at every 1 ns. These frames were 
minimized using implicit solvent and then subjected to the normal mode analysis. It took 
more that 40 hours on 8-core node (2x Intel® Xeon® CPU 5420) to complete the 
minimization and normal mode calculation for 50 frames. 
 

RESULTS AND DISCUSSION 
Average MD structures and root-mean-square deviation of PF from the initial position 

The starting structures of PF MGB complexes with poly(dA)·poly(dT) and 
poly(dCG)·poly(dCG) oligonucleotides obtained by docking method are shown in Fig. 2 (a) 
and (b). As one can see, the position of PF in the DNA minor groove is different in these two 
complexes. The poly(dA)·poly(dT) oligonucleotide has narrow minor groove, and in complex 
with it, the PF chromophore is located along the groove with its protonated ring nitrogen and 
amino groups being directed into the groove and making hydrogen bonds with DNA. The 
poly(dCG)·poly(dCG) oligonucleotide has wider minor groove compared to the 
poly(dA)·poly(dT), and in this case, the PF chromophore is positioned across the groove with 
its protonated nitrogen interacting with one of the sugar-phosphate chains. 

To estimate the stability of PF MGB complexes in MD simulation, the root-mean-square 
deviation (RMSD) of PF heavy atoms with respect to the starting structures was calculated 
(the structures were aligned by the 4 base pairs closest to the bound PF) (Fig. 3).From the 
RMSD values it follows that the PF MGB complexes are stable in the 50 ns time interval. The 
average RMSD value of PF in complex with poly(dA)·poly(dT) is quite small (1.38±0.28 Å) 
indicating that the structure of the docking complex is well conserved during the MD 
trajectory. Indeed, the average MD structure of PF MGB complex with poly(dA)·poly(dT) is 
very much alike to the starting structure (Fig. 2 (a) and (c)). On the contrary, the average 
RMSD value of PF in complex with poly(dCG)·poly(dCG) is relatively high and equals to 
4.09±0.93 Å. This means that though the ligand is in close contact with poly(dCG)·poly(dCG) 
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during all the trajectory time there are some structural rearrangements in this complex with 
respect to the starting structure. Visual inspection of the trajectory reveals that during the MD 
simulation the reorientation of ligand takes place that causes the narrowing of the 
poly(dCG)·poly(dCG) minor groove in the PF binding site. The chromophore of ligand 
becomes located along the groove, like in the complex of PF with poly(dA)·poly(dT), except 
that amino groups of PF are directed outside the groove (Fig. 2 (d)). As it is evident from the 
time dependence of the RMSD, the reorientation of ligand occurs already at the equilibration 
phase (Fig. S1).The different orientation of PF amino groups in the average MD structures of 
PF MGB complexes can be explained by the fact that poly(dCG)·poly(dCG) has more shallow 
minor groove compared to the poly(dA)·poly(dT) due to the NH2- groups of guanine 
protruding into the minor groove. 

 

 

(a) (b) 

 

 

(c) (d)
Fig. 2. The structures of PF MGB complexes: (a) and (b) starting (docking) structures of PF-poly(dA)·poly(dT) 
and PF-poly(dCG)·poly(dCG) complexes, correspondingly; (c) and (d) – average structures obtained from MD 

simulation for PF-poly(dA)·poly(dT) and PF-poly(dCG)·poly(dCG) complexes. PF is shown with red color.
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Fig. 3.The RMSD of PF heavy atoms with respect to the starting structures vs simulation time. 
 

Hydrogen bonds 
The orientation of PF amino groups affected the formation of intermolecular HB in PF 

MGB complexes. There were no intermolecular HB in the PF-poly(dCG)·poly(dCG) complex 
during the most part of the simulation time. And in the MD trajectory of PF-
poly(dA)·poly(dT) complex, the average number of HB between the PF and DNA was 1.77. 
In Fig. 4, the snapshots from the MD trajectory of the PF-poly(dA)·poly(dT) complex with 
depicted intermolecular HB are given. As shown, there are two PF groups, which make HB 
with DNA (thymine O2 or adenine N3 atoms) at the same time: the protonated ring nitrogen 
and one of the PF amino groups. This observation is in agreement with the prediction of 
Marcandalli that strong outer complex with AT-rich DNA is formed only for those acridine 
derivatives that have HB donor groups simultaneously in the positions 6 and 10 of the 
acridine chromophore [15]. 
 

Interactions with solvent and ions 
In both PF MGB complexes, water-mediated intermolecular HB (water bridges) were 

seen during the MD simulation. The average number of water bridges between the PF and 
DNA was equal to 1.2 for the PF-poly(dA)·poly(dT) complex and 1.6 for the PF-
poly(dCG)·poly(dCG) complex. The snapshots of the PF MGB complexes with the maximum 
observed number of water bridges are shown in Fig. S2. In the PF-poly(dCG)·poly(dCG) 
complex, all the PF nitrogens were solvated and could interact via water bridges with DNA. 
And in the PF-poly(dA)·poly(dT) complex, only amino-groups of PF were solvated whereas 
the protonated ring nitrogen was unavailable to water because it was deeply inserted into the 
DNA minor groove and most part of the time participated in direct hydrogen bonding with 
DNA. The lifetime of the HB between PF and water molecules was in range 10-20 ps. Due to 
the PF-DNA interactions, the total number of water molecules bound via HB to each MGB 
complex was ~5 molecules less than the sum of the waters bound via HB to its free 
components (Table S1). 
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Fig. 4. Snapshots from the MD-trajectory of PF-poly(dA)·poly(dT) MGB complex with different pattern of 

intermolecular HB. PF is shown with red color. HB are shown as black dashed lines. DNA atoms that participate 
in hydrogen bonding are labeled.

 
The intrusion of the PF into the DNA minor groove caused not only the change of the 

hydration pattern but also the redistribution of the sodium ions in the DNA minor groove 
(Fig. 5). More noticeable changes were seen for the poly(dA)·poly(dT), which had more Na+ 
ions in its minor groove during the simulation compared to the poly(dCG)·poly(dCG) in line 
with other simulation studies [47, 48]. The residence times of Na+ ions within the minor 
groove of the PF MGB complexes were about one-and-half to two times shorter than that for 
the free DNA oligonucleotides. 

 
Helical parameters 

To study the structural deformations of DNA caused by the PF minor groove binding, the 
helical parameters of DNA in complexes were calculated for every 40 ps of the MD trajectory 
(using CPPTRAJ) and compared to the parameters obtained from the MD trajectories of free 
DNA oligonucleotides. The most obvious change was the narrowing of the DNA minor 
groove in the PF binding site and the neighboring helical steps with respect to the free DNA 
oligonucleotides (Fig. 6). The effect was more pronounced for the PF-poly(dCG)·poly(dCG) 
MGB complex: the groove narrowing in the PF binding site was up to 2 Å compared to the 
free DNA oligonucleotide. In complex with poly(dA)·poly(dT), the narrowing of the minor 
groove caused by PF was circa 1 Å. 

A partial widening of the minor groove observed at the initial steps for the 
poly(dA)·poly(dT) oligonucleotide both in free state and in complex with PF (Fig. 6) was due 
to the fraying of the terminal AT base pair and the subsequent formation of the stacked 
noncanonical structure between the terminal thymine and adenine during the MD simulation. 
The fraying of the terminal base pairs in MD simulations is a known force field artifact [49]. 
However, we expect that it slightly affects the final geometry of the PF binding site because 
PF was bound in the central part of the 30bp DNA oligonucleotide. 

The narrowing of the minor groove was accompanied by the variations of other DNA 
helical parameters. The increased twist (overwinding) was found in the PF binding site, which 
was partially compensated by unwinding in the adjacent steps (Fig. S3). The changes of other 
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helical parameters involved decrease of roll with change of sign from positive to negative, 
more positive x-displacement and more positive slide in complex with poly(dCG)·poly(dCG) 
(Fig. S4-S6). Those changes are characteristic for BI/BII transitions of DNA backbone that 
are caused by coupled changes of dihedral angles ε and ς from (t,g-) in BI state to (g-,t) in BII 
state [50, 51]. 

(a)

(b)
Fig. 5.The average number of Na+ ions in the minor groove of PF-DNA MGB complexes and free DNA 

oligonucleotides during the MD simulation: (a) PF-poly(dCG)·poly(dCG) complex, (b) PF-poly(dA)·poly(dT) 
complex. The position of the bound PF is shown with horizontal line. 

 
The difference ε-ς is around -90º for BI state and around 90º for BII state. The analysis of 

DNA backbone angles in the PF binding site showed that, in the MD trajectory of PF-
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poly(dCG)·poly(dCG) complex, two nucleotides (C15 and G46) had significant population of 
BII state (Fig. 7). The transitions to the BII state caused a shift in the distribution of sugar 
puckers of cytosines (C13, C15, C45, C47) in the PF binding site to the south region (Fig. 
S7). The adaptation of the double helix structure to the backbone transitions led to the 
enhanced fluctuations of propeller twist near the bound PF in the PF-poly(dCG)·poly(dCG) 
complex (Fig. S8 (a)). The BI/BII transitions are often seen upon binding of proteins to DNA 
and are believed to play an important role in the indirect DNA recognition [52-54]. 

 

(a) 

(b) 
Fig. 6. Minor groove width in PF-DNA MGB complexes: a) PF-poly(dCG)·poly(dCG); b) PF-

poly(dA)·poly(dT). The position of the bound PF is marked with horizontal line. 
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(a)

 
Fig. 7. The populations of BI and BII states of C15 and G46 residues during MD simulation of PF-

poly(dCG)·poly(dCG) complex and free poly(dCG)·poly(dCG) oligonucleotide. 
 
Unlike the PF-poly(dCG)·poly(dCG) complex, the nucleotides in the PF binding site in 

its complex with poly(dA)·poly(dT) were mostly in the BI state during the MD simulation. 
This difference can be rationalized by two reasons. First, the poly(dA)·poly(dT) already has a 
narrow minor groove, and small conformational changes are needed to provide tighter 
proflavine binding. Second, the BI/BII conformational transitions are sequence specific: the 
CG and GC steps are known to undergo BI/BII transition more easily than AA or TT steps 
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[55, 56]. The base pairs of the PF binding site in the PF-poly(dA)·poly(dT) complex were 
characterized by more negative propeller twist and an increased opening (Fig. S8 (b) and S9 
(b)). These changes most likely were due to the hydrogen bonding of PF with N3 atoms of 
adenine (A17, A16) and/or O2 atoms of thymine (T44, T45) (Fig. 4). The sugar pucker 
distributions of A18 and A17 nucleotides were shifted to the north region (Fig. S10) possibly 
as a result of the interaction of their O4' atoms with the aromatic system of the PF 
chromophore (Fig. S11). 
 

MMPBSA free energy estimates 
To estimate quantitatively the stability of PF MGB complexes, we calculated the PF 

binding free energies using MMPBSA approach. The results are given in Table 1. As one can 
see, the MGB complex of PF with poly(dA)·poly(dT) is enthalpically more favorable than 
that with the poly(dCG)·poly(dCG). The stabilization of complexes was due to the van der 
Waals interactions and hydrophobic interactions (there is no need to form an extra cavity in 
solvent because PF fits well into the DNA minor groove) (Table S2). At the same time, the 
intrusion of PF disturbed the DNA-solvent interactions in the minor groove that caused the 
unfavorable ΔGdisp term (Table S2). 

The entropy penalty was less in the case of PF-poly(dCG)·poly(dCG) complex. Analysis 
of the entropy components showed that the major unfavorable contribution (~22 kcal/mol) 
was due to the loss of translational and rotational degrees of freedom, which was partially 
compensated by the favorable vibrational term (Table S3). It should be noted that the entropy 
gain due to the release of tightly bound water molecules upon PF binding from the spine of 
hydration of poly(dA)·poly(dT) or ribbon of hydration in the case of poly(dCG)·poly(dCG) 
was not taken into account. Therefore we suppose that the obtained entropy penalties are 
overestimated. 

Values of the energy terms calculated using multiple trajectory approach showed high 
fluctuations. But this approach allowed to access the cost of the DNA conformational changes 
upon the PF binding. For the PF-poly(dCG)·poly(dCG) complex, the unfavorable 
conformational term (ΔGconf) was obtained that is consistent with the observed in the MD 
trajectory notable conformational changes of the poly(dCG)·poly(dCG) minor groove in the 
PF binding site (Table S2). 
 

Table 1. The binding free energies for proflavine MGB complexes with poly(dA)·poly(dT) and 
poly(dCG)·poly(dCG) 

System  ΔH -TΔS ΔGTotal

poly(dA)·poly(dT)+PF 
ST -19.0±2.5 20.2±1.9 1.2±3.1 
MT -24.8±49.0 21.0±3.9 -3.8±49.1 

poly(dCG)·poly(dCG) +PF 
ST -13.8±3.5 17.8±2.6 4.0±4.4 
MT -2.6±51.6 18.9±5.4 16.3±51.9 

All energy terms are given in kcal/mol. ST and MT are the single and multiple trajectory approaches, 
correspondingly. ΔH is the sum of all energy terms except entropy contribution; -TΔS is the entropy penalty due 
to the loss of translational, rotational and vibrational degrees of freedom upon ligand binding; ΔGTotal = ΔH-TΔS. 
 

CONCLUSIONS 
We performed the MD simulation of the PF MGB complexes with DNA oligonucleotides 

poly(dA)·poly(dT) and poly(dCG)·poly(dCG). The stability of those complexes is responsible 
for the timescale of the PF intercalation reaction [25]. The results of our simulation confirm, 
that PF MGB complexes are stable in the 50 ns time interval but there are some structural 
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rearrangements with respect to the initial docking structures, especially in the case of PF-
poly(dCG)·poly(dCG) complex.  

The binding of PF to the DNA minor groove is sequence specific. The PF-
poly(dA)·poly(dT) MGB complex is enthalpically more favorable than that with the 
poly(dCG)·poly(dCG). It is stabilized by the van der Waals and hydrophobic interactions. 
Besides, there are specific hydrogen bonds in PF-poly(dA)·poly(dT) complex formed by the 
protonated ring nitrogen and one of the amino-groups from the PF side and O2 thymine and 
N3 adenine atoms of poly(dA)·poly(dT), which were predicted earlier by Marcandalli [15]. 
The PF-poly(dCG)·poly(dCG) MGB complex is weaker due to the interfering amino-groups 
of guanine in the minor groove of poly(dCG)·poly(dCG), which prevent deeper binding of 
ligand. 

The binding of PF launches the DNA conformational changes through the induced fit 
mechanism. The narrowing of the DNA minor groove in the PF binding site is observed. In 
the PF-poly(dCG)·poly(dCG) complex, it is more pronounced and is accompanied by the 
BI/BII backbone conformational transitions. During the induced fit process, the reorientation 
of ligand in the PF-poly(dCG)·poly(dCG) complex takes place: the PF chromophore becomes 
located along the minor groove, like in PF-poly(dA)·poly(dT) complex, except that its amino-
groups are directed outside the groove. 

In the case of PF-poly(dA)·poly(dT) complex, the conformational changes are not so 
large but they are still important for tighter PF-DNA binding: the change of the propeller twist 
and the increased opening in the PF binding site optimize specific hydrogen bonds between 
the PF and poly(dA)·poly(dT). Recently Ramakers and coworkers reported that the binding of 
Hoechst33258 to the A-tract DNA induces subtle conformational changes in the DNA 
structure, which maximize favorable ligand-DNA interactions [57]. The results of our study 
and that of Ramakers indicate that the model of rigid DNA-target is not a good choice even 
for small minor groove binders. An induced fit model gives better description of the binding 
process. One should keep in mind the DNA conformational changes induced by ligand 
binding upon design of new minor groove binders. 
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SUPPLEMENTARY FIGURES 

 
Figure S1. The RMSD of PF heavy atoms with respect to the initial structure for PF-poly(dCG)·poly(dCG) MGB 

complex during the equilibration phase.
 

  
(a) (b) 

  
(c) (d) 

Figure S2. Waters bound via hydrogen bonds and water bridges in PF-DNA MGB complexes: (a) and (c) – 
maximum and average number of water bridges in PF-poly(dA)·poly(dT) complex; (b) and (d) – maximum and 
average number of water bridges in PF-poly(dCG)·poly(dCG) complex. PF is shown with red color and waters 

are blue. Hydrogen bonds are shown as black dashed lines.
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(a) 
 
 
 
 

(b) 
 
 

Figure S3. Twist in PF-DNA MGB complexes: (a) PF-poly(dCG)·poly(dCG); (b) PF-poly(dA)·poly(dT) 
complex. The position of the bound PF is marked.
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(a) 
 
 
 
 

(b) 
 
 
 

Figure S4. Roll in PF-DNA MGB complexes: (a) PF-poly(dCG)·poly(dCG); (b) PF-poly(dA)·poly(dT) complex.
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(a) 
 
 
 

(b) 
 
 

Figure S5. X-displacement in PF-DNA MGB complexes: (a) PF-poly(dCG)·poly(dCG); (b) PF-
poly(dA)·poly(dT) complex.
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(a) 
 
 
 

(b) 
 
 

Figure S6. Slide in PF-DNA MGB complexes: (a) PF-poly(dCG)·poly(dCG); (b) PF-poly(dA)·poly(dT) 
complex.
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(a)

(b) 
 
 

Figure S7. The distributions of sugar puckers of cytosine residues C13 (a), C15 (b) in the PF binding site in PF-
poly(dCG)·poly(dCG) complex.



26 
K.V. Miroshnychenko, A.V. Shestopalova 

 

(c)

 
(d)

Figure S7. The distributions of sugar puckers of cytosine residues C45 (c), C47 (d) in the PF binding site in PF-
poly(dCG)·poly(dCG) complex.
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(a) 
 
 

(b) 
 
 

Figure S8. Propeller twist in PF-DNA MGB complexes: (a) PF-poly(dCG)·poly(dCG); (b) PF-poly(dA)·poly(dT) 
complex.
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(a) 
 
 

(b) 
 
 

Figure S9. Opening in PF-DNA MGB complexes: (a) PF-poly(dCG)·poly(dCG); (b) PF-poly(dA)·poly(dT) 
complex.
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(a) 
 
 

(b) 
 
 

Figure S10. The distributions of sugar puckers of adenine residues A17 (a) and A18 (b) in the PF binding site in 
PF-poly(dA)·poly(dT) complex.
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(a) (b) 

Figure S11. The interaction of PF and sugars of adenine nucleotides A17 and A18 in the PF- poly(dA)·poly(dT) 
complex: (a) side view; (b) top view.

 
Table S1. The average number of water molecules bound via hydrogen bonds to PF MGB complexes and free 

components 

System 
Number of HB waters (N) ΔN 

Complex DNA PF 
PF-poly(dA)·poly(dT) 481.5±8.4 480.0±8.4 2.7±0.7 -5.1±12.0 
PF-poly(dCG)·poly(dCG) 506.9±9.3 503.9±9.2 4.5±1.1 -5.6±13.1 
poly(dA)·poly(dT) - 482.0±8.5 - - 
poly(dCG)·poly(dCG) - 507.9±9.1 - - 
PF - - 4.6±1.2 - 
ΔN is the difference between the number of water molecules bound via hydrogen bonds to the complex and the 
sum of the bound waters of its free components. 
 

Table S2. The binding free energies for proflavine MGB complexes with poly(dA)·poly(dT) and 
poly(dCG)·poly(dCG) 

System  ΔGconf ΔGvdW ΔGCoul+
ΔGPB ΔGrep ΔGdisp ΔH -TΔS ΔGTotal 

poly(dA)· 
poly(dT)+PF 

ST 0.0 -32.5 -0.8 -17.9 32.1 -19.0±2.5 20.2±1.9 1.2±3.1 

MT -5.1 -34.6 0.3 -17.8 32.4 -24.8±49.0 21.0±3.9 -3.8±49.1 

poly(dCG)· 
poly(dCG) 

+PF 

ST 0.0 -28.3 0.7 -16.5 30.3 -13.8±3.5 17.8±2.6 4.0±4.4 

MT 11.8 -31.6 0.6 -17.6 34.2 -2.6±51.6 18.9±5.4 16.3±51.9 

All energy terms are given in kcal/mol. ST and MT are the single and multiple trajectory approaches, 
correspondingly. ΔGconf is the sum of the bonded energy terms (bond, angle, dihedral) and 1-4 non bonded 
interactions; ΔGvdW is the van der Waals energy; ΔGCoul+ΔGPB – is the sum of the Coulombic energy and the 
polar solvation energy (Poisson-Boltzmann energy); ΔGrep – is the repulsive cavity term; ΔGdisp – is the 
dispersion energy term describing the attractive solute-solvent interactions; ΔH is the sum of all energy terms 
except entropy contribution; -TΔS is the entropy penalty due to the loss of translational, rotational and 
vibrational degrees of freedom upon ligand binding; ΔGTotal = ΔH-TΔS. 
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Table S3. Entropy contributions (TΔS) for PF-DNA MGB complexes (kcal/mol) 

System  Translational Rotational Vibrational Total 

poly(dA)· 
poly(dT)+PF 

ST -12.5 -9.6 1.8±1.9 -20.2±1.9

MT -12.5 -9.6 1.1±3.9 -21.0±3.9

poly(dCG)· 
poly(dCG) +PF 

ST -12.5 -9.6 4.2±2.6 -17.8±2.6

MT -12.5 -9.6 3.2±5.4 -18.9±5.4
ST and MT stand for the single and multiple trajectory approaches, correspondingly 
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Background: Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION) are widely used in various 
biomedical technologies, in particular, as carriers for drug delivery to the target. Since SPION-drug 
complexes are planned to be used in vivo, it is necessary to find out if competitive binding of 
nanoparticles with biologically important macromolecules (nucleic acids and proteins) is possible.  
Objectives: To investigate the possibility of complexation of iron oxide nanoparticles with DNA and 
serum albumin. 
Materials and methods: Bare and sodium citrate coated SPION with different surface charges, bovine 
serum albumin (BSA) and calf thymus DNA were used. The complexes of SPION and macromolecules 
were precipitated by an external magnetic field. The research was carried out by spectrophotometry in 
visible and ultraviolet ranges.  
Results: To study SPION interactions with DNA and BSA, the spectra of supernatants of the binary 
systems were compared with the spectra of the corresponding control macromolecules solutions. In the 
DNA-SPION systems, a decrease in the DNA absorption is observed only for bare nanoparticles. Our 
estimation shows that the maximum possible concentration ratio of bound DNA to SPION is about 
2.5×10-4 mol/g. The addition of sodium citrate coated SPION to the DNA solution does not cause any 
spectral changes of the supernatant. The interaction of BSA with SPION, coated with sodium citrate, 
leads to a slight increase in supernatant absorption compared with the one of the control protein solution. 
It can be caused by the fact that the resulting complexes are not precipitated by a magnetic field. No 
difference between the spectrum of the supernatant of BSA-bare SPION system and the control protein 
solution was observed. 
Conclusions: The obtained spectrophotometric results demonstrate the formation of complexes between 
DNA and bare iron oxide nanoparticles as well as between BSA and the nanoparticles, coated with 
sodium citrate. The maximum concentration ratio of bound DNA and bare SPION was obtained for the 
investigated system. It is necessary to take into account when SPION are used as carriers for drug 
delivery. 
KEY WORDS: superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION); DNA; serum albumin; sodium 
citrate; complexation; spectrophotometry. 
 
ВЗАЄМОДІЯ СУПЕРПАРАМАГНІТНИХ НАНОЧАСТОК ОКСИДУ ЗАЛІЗА З ДНК І БСА 
А.А. Скуратовська, Д.О. Песіна, К.Г. Березняк, Н.О. Гладковська, Є.В. Духопельников 

Інститут радіофізики та електроніки ім. О.Я. Усикова НАН України, 
вул. Ак. Проскури, 12, Харків, 61085, Україна 

 
Актуальність. Суперпарамагнітні наночастки оксиду заліза широко використовуються у 
різноманітних біомедичних технологіях, зокрема, як носії лікарських препаратів для їх доставки 
до мішені. Оскільки планується використовувати комплекси наночасток оксиду заліза з 
препаратами in vivo, необхідно з’ясувати, чи можливе конкурентне зв’язування наночасток з 
біологічно важливими макромолекулами (нуклеїновими кислотами та білками). 
Мета роботи. Дослідити можливість комплексоутворення наночасток оксиду заліза з ДНК і 
сироватковим альбуміном. 
Матеріали та методи. Використовувались немодифіковані та покриті цитратом натрію 
наночастки оксиду заліза з різними поверхневими зарядами, бичачий сироватковий альбумін 
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(БСА) і ДНК з тимусу теляти. Комплекси наночасток з макромолекулами було осаджено за 
допомогою зовнішнього магнітного поля. Дослідження проводились методом спектрофотометрії у 
видимій і ультрафіолетовій областях. 
Результати. Щоб дослідити взаємодію наночасток оксиду заліза з БСА і ДНК, спектри 
надосадових рідин подвійних систем порівнювались зі спектрами відповідних контрольних 
розчинів макромолекул. У системі ДНК-наночастки зменшення поглинання ДНК у надосадовій 
рідині спостерігається лише для немодифікованих наночасток. За нашими розрахунками, 
максимально можливе співвідношення концентрації зв’язаної ДНК до концентрації наночасток 
складає приблизно 2.5×10-4 моль/г. Взаємодія БСА з наночастками, покритими цитратом натрію, 
викликає невелике зростання поглинання надосадової рідини відносно поглинання контрольного 
розчину білка. Це може бути пов’язано з тим, що утворені комплекси не осаджуються під впливом 
магнітного поля. Спектри надосадової рідини суміші БСА з немодифікованими наночастками і 
контрольного розчину білка практично не відрізняються. 
Висновки. Отримані результати свідчать про те, що комплекси утворюються між ДНК і 
немодифікованими наночастками, а також між БСА та наночастками, покритими цитратом натрію. 
Це необхідно брати до уваги при використанні наночасток оксиду заліза у якості носіїв лікарських 
препаратів. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: суперпарамагнітні наночастинки оксиду заліза; ДНК; сироватковий альбумін; цитрат 
натрію; комплексоутворення; спектрофотометрія. 

 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ СУПЕРПАРАМАГНИТНЫХ НАНОЧАСТИЦ ОКСИДА ЖЕЛЕЗА 

С ДНК И БСА 
А. А. Скуратовская, Д. А. Песина, Е. Г. Березняк, Н. А. Гладковская, Е. В. Духопельников 

Институт радиофизики и электроники им. А. Я. Усикова НАН Украины, 
ул. Ак. Проскуры, 12, Харьков, 61085, Украина 

 
Актуальность. Суперпарамагнитные наночастицы оксида железа широко используются в 
различных биомедецинских технологиях, в частности, в качестве носителей лекарственных 
препаратов для их доставки к мишени. Поскольку планируется использовать комплексы 
наночастиц оксида железа с препаратами in vivo, необходимо выяснить, возможно ли 
существование конкурентного связывания наночастиц с биологически важными макромолекулами 
(нуклеиновыми кислотами и белками). 
Цель работы. Исследовать возможность комплексообразования наночастиц оксида железа с ДНК 
и сывороточным альбумином. 
Материалы и методы. Использовались немодифицированные и покрытые цитратом натрия 
наночастицы с различными поверхностными зарядами, бычий сывороточный альбумин (БСА) и 
ДНК тимуса теленка. Комплексы наночастиц с макромолекулами осаждались под действием 
внешнего магнитного поля. Исследования проводились методом спектрофотометрии в видимой и 
ультрафиолетовой областях.  
Результаты. Чтобы исследовать взаимодействие наночастиц с ДНК и БСА, спектры 
надосадочных жидкостей двойных систем сравнивались со спектрами соответствующих 
контрольных растворов макромолекул. В системе ДНК-наночастицы уменьшение поглощения 
ДНК наблюдается только для немодифицированных наночастиц. Согласно нашим исследованиям 
максимально возможное соотношение концентрации связанной ДНК к концентрации наночастиц 
составляет около 2.5×10-4 моль/г. Взаимодействие БСА с наночастицами, покрытыми цитратом 
натрия, приводит к небольшому увеличению поглощения надосадочной жидкости по сравнению с 
поглощением контрольного раствора белка. Это может быть связанно с тем, что образованные 
комплексы не осаждаются под действием внешнего магнитного поля. Спектр надосадочной 
жидкости смеси БСА с немодифицированными наночастицами практически не отличается от 
спектра контрольного раствора белка. 
Выводы. Полученные результаты свидетельствуют о формировании комплексов ДНК с 
немодифицированными наночастицами, а также БСА с наночастицами, покрытыми цитратом 
натрия. Это необходимо учитывать при использовании магнитных наночастиц оксида железа в 
качестве носителей лекарственных препаратов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: суперпарамагнитные наночастицы оксида железа; ДНК; сывороточный альбумин; 
цитрат натрия; комплексообразование; спектрофотометрия. 
 

Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION) are a promising material for 
biological, biomedical and biotechnological applications [1, 2] due to their unique physical 
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and chemical properties such as large surface-to-volume ratio, chemical stability, 
biocompatibility, and low toxicity [3-7]. Another advantage of SPION is an easy modification 
of the surface to change their charge which makes it possible to get electrostatic complexes of 
SPION with different types of drugs. All these properties and the ability to be controlled by 
an external magnetic field make SPION extremely perspective in the drug delivery. 

For many types of drugs with different clinical applications, DNA is a target molecule. In 
case of using nanoparticles as drug carriers, the therapeutic effect depends on the interactions 
in the ternary drug-SPION-DNA system. Thus, the investigation of binding in the binary 
SPION-DNA system can simplify the further study of competitive interactions that take place 
in the ternary system. 

After the injection of drug-SPION mixture into the bloodstream, interactions with plasma 
proteins occur. Binding of the nanoparticles with proteins, along with various factors like 
SPION size, shape, surface charge, and solubility, is considered one of the key elements that 
affect their biodistribution [8]. As shown in the review [8], the interactions with plasma 
proteins modulate the immune system response of the body and affect the circulation time of 
nanoparticles in the blood. For example, opsonin proteins stimulate phagocytosis, and, 
therefore, reduce the circulation time of nanoparticles, while dysopsonins (including 
albumins) promote prolonged circulation time of the particles in the bloodstream, when 
binding to them. 

The present study of the interaction between both bare and modified with sodium citrate 
SPION and biologically important macromolecules, DNA and bovine serum albumin (BSA), 
is a necessary step for further development of the biomedical application of the iron oxide 
nanoparticles. 

 
MATERIALS AND METHODS 

Nanoparticles of iron oxide (Fe3O4) were synthesized by cryochemical method [9]. The 
diameter of the nanoparticles is about 11 nm. Suspensions of SPION in water and water 
solution of sodium citrate (NaCit) with concentration CNaCit = 8×10-4 M were used. The 
surface charge of bare iron oxide nanoparticles in water is slightly positive [10]. The coating 
of SPION by NaCit leads to the negative charge of their surface [11]. The concentration of 
stock suspensions of nanoparticles was 0.4 mg/ml.  

Commercial calf thymus DNA ("Serva") and bovine serum albumin ("Sigma") were used 
without additional purification. The stock solutions of DNA were prepared in distilled water 
with addition of NaCl (CNaCl = 0.02 M) and in sodium citrate solution (CNaCit = 8×10-4 M). The 
stock solutions of BSA were prepared in distilled water and in sodium citrate solution 
(CNaCit = 8×10-4 M). The concentrations of the macromolecules were determined using the 
molar absorption coefficients ε280 = 4.4×104 М-1cm-1 for BSA [12] and ε260 = 6.4×103 М-1cm-1 
for DNA [13].  

The stock SPION suspensions were diluted by the appropriate solvents and dispersed by 
ultrasound at two modes applied successively and repeated twice: 22 kHz for 0.5 min and 
44 kHz for 5 min. Experimentally we have shown that it is the optimum mode for dispersing. 

The stock solutions of macromolecules were then added to the SPION suspensions. 
Obtained mixtures were stirred for 30 min.  

To take into account the possible kinetics of nanoparticles binding to the 
macromolecules, the samples were kept for 5 days. Then the mixtures were stirred again and 
exposed to the magnetic field (0.42 T) for 1 hour for precipitation of iron oxide nanoparticles 
and their complexes with the macromolecules. 
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The control samples were prepared by dilution of the stock macromolecules solutions and 
SPION suspensions by the appropriate solvents. The concentrations of SPION and 
macromolecules in the control samples were the same as in the investigated mixtures. 

Absorption spectra of control samples and supernatants of the mixtures were obtained by 
spectrophotometer "Specord M40" (Germany) in ultraviolet and visible spectral ranges. 
Quartz cells (1 cm and 5 cm optical path length) were used for the measurements. The 
measurement error of optical density was 0.005 units. The precipitation degree of SPION and 
SPION-macromolecules complexes was controlled by the intensity of the absorption at 
340 nm (maximum absorption of iron oxide). The supernatant absorption was compared with 
the absorption of the control samples of DNA and BSA. Concentrations of macromolecules in 
the supernatants were calculated from the spectra intensities at the macromolecules absorption 
maxima (260 nm for DNA and 280 nm for BSA). The error of the concentration calculation 
was about 10 %. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 

Figures 1a, b show absorption spectra of the control DNA solutions and the supernatants 
of DNA-SPION suspensions. The supernatant does not contain iron oxide nanoparticles 
(absorption at 340 nm A340 = 0). The intensity of the supernatant spectrum is lower than the 
one of the control solution. It can be caused by the DNA binding to bare iron oxide 
nanoparticles and precipitation of the DNA-SPION complexes by the external magnetic field. 
Previously the possibility of electrostatic complexes formation between positively charged 
nanoparticles and DNA was shown in [14-16].  

 

a b 

Fig. 1. Absorption spectra of DNA and supernatant 
of DNA-SPION suspension (a, b). 
Absorption spectra of DNA and supernatant of
DNA-SPION@NaCit suspension (c). 
The total DNA and SPION concentrations are 
a) CDNA = 0.15×10-4 М, CSPION = 0.06 mg/ml;  
b) CDNA = 1.1×10-4 М, CSPION = 0.06 mg/ml;  
c) CDNA = 1.1×10-4 М, CSPION = 0.06 mg/ml. 

c 
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Table 1. The concentration of bound DNA and the concentration ratio of bound DNA and SPION in suspensions 
with different initial DNA concentration 

CSPION, mg/ml CDNA, M Cbound DNA, M Cbound DNA/CSPION, mol/g 

0.06 0.15×10-4 0.66×10-5 1.1×10-4 
0.06 1.1×10-4  0.13×10-4 2.2×10-4 
0.06 2.2×10-4  0.15×10-4 2.5×10-4 

 
The experiments at higher relative DNA concentrations demonstrate qualitatively similar 

results (Fig. 1b). However, amount of bound DNA changes. As can be seen from Table 1, 
with increase of the initial DNA concentration, the concentration of DNA bound to the 
nanoparticles rises up to 0.13×10-4 M and then practically does not change. The maximum 
possible ratio Cbound DNA/CSPION is about 2.5×10-4 mol/g. 

Absorption spectra of the control DNA solution and the supernatant of DNA-
SPION@NaCit suspension practically do not differ (Fig. 1c). It indicates the absence of the 
DNA binding with the SPION@NaCit. 

Though electrostatic interactions between DNA, a polyanion molecule, and negatively 
charged nanoparticles are impossible, negatively charged complexes of magnetic nanoparticles 
with certain drugs can bind to DNA in the minor groove [17]. Our studies indicate that for iron 
oxide nanoparticles coated with NaCit there is no mechanism of binding with DNA. 

Fig. 2a shows absorption spectra of the control BSA solution and supernatant of the 
BSA-SPION@NaCit suspension. The supernatant spectrum intensity is greater than the one 
of the control solution. It should be noted that the higher absorption is also observed at the 
maximum of the iron oxide spectrum (340 nm). 

The additional contribution to the absorption spectrum might be caused by the 
nanoparticles that did not precipitate under the influence of the magnetic field. To test this 
hypothesis, we compared the experimental spectrum of the system with superposition of the 
BSA spectrum and the spectrum of nanoparticles taken at the appropriate concentrations (Fig. 
2a, dashed line). Since BSA does not absorb at 340 nm, the concentration of unprecipitated 
nanoparticles was estimated by the supernatant absorption at this wavelength. It amounted to 
7 % of the initial SPION concentration. Total BSA concentration in the supernatant was the 
same as in the control solution. 

 

a b
Fig. 2. Absorption spectra of BSA, the supernatant of BSA-SPION@NaCit suspension and the superposition of 

free BSA solution and SPION@NaCit suspension spectra (a). The total BSA and SPION concentrations 
corresponding to the experimental spectra are CBSA = 2×10-5 М and CSPION = 0.06 mg/ml. The total BSA and 

unprecipitated SPION concentrations corresponding to the calculated superposition curve are CBSA = 2×10-5 М 
and CSPION = 0.0042 mg/ml. Absorption spectra of BSA and the supernatant of BSA-SPION suspension (b). 

The total BSA and SPION concentrations are CBSA = 2×10-5 М and CSPION = 0.06 mg/ml. 
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The experimental plot and the calculated superposition curve are in a good agreement. It 
confirms the presence of the SPION in the supernatant. Since under the same experimental 
conditions free nanoparticles precipitate completely, the observed effect should be due to the 
interaction of SPION with the protein. 

Qualitatively similar changes take place with the increase of the total BSA concentration 
in the investigated suspensions up to 4.6×10-5 M (graphs are not shown). However, significant 
light scattering of both the control solution and the supernatant, which may be caused by the 
aggregation of the protein at the relatively high concentration, complicates the detailed data 
analysis. 

The absorption spectrum of BSA does not change upon addition of bare iron oxide 
nanoparticles (Fig. 2b) which indicates that BSA does not interact with SPION. 

 
CONCLUSIONS 

Spectrophotometric studies of systems containing DNA and either bare or coated by 
sodium citrate SPION have shown the possibility of complexation between the positively 
charged SPION with DNA molecules. The maximum concentration ratio of bound DNA and 
bare SPION was obtained for the investigated system. It should be taken into account for 
application of SPION as carriers of the negatively charged drugs in the targeted delivery. 

While bare SPION do not interact with BSA, minor interactions of negatively charged 
nanoparticles coated by sodium citrate with the protein are observed. It is shown that the 
formed BSA-SPION complexes can not be manipulated under the action of the external 
magnetic field.  
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Актуальність. Розроблення нових технік комплексної поляриметричної 3D діагностики 
полікристалічних мереж біологічних тканин – актуальна задача біомедичної оптики. Таку 
можливість може забезпечити поєднання традиційних методів Мюллер-матричного та 
голографічного картографування фазово-неоднорідних шарів. Даний підхід відкриває перспективи 
дослідження розподілів лінійного та циркулярного двопроменезаломлення і дихроїзму 
полікристалічних мереж і структур в об’ємі біологічного шару. Така інформація є базисною у 
визначенні нових (у порівняні з традиційними даними Мюллер-матричної поляриметрії) критеріїв 
диференціальної діагностики різноманітних патологічних станів біологічних тканин органів 
людини. 
Мета роботи. Метою роботи є розробка та експериментальна апробація комплексу методів стокс-
поляриметрії та інтерферометрії з використанням алгоритмів цифрової голографічної 
реконструкції амплітудно-фазової структури об’єктних полів для одержання взаємозв’язків між 
3D розподілами мап деполяризації та особливостями полікристалічної структури гістологічних 
зрізів біологічних тканин різної морфологічної будови та фізіологічного стану. 
Матеріали і методи. В основу методу 3D Мюллер-матричного картографування покладено 
використання опорної хвилі лазерного випромінювання, яка в схемі оптичного інтерферометра 
накладається на поляризаційно-неоднорідне зображення біологічного шару. 
Результати. В процесі порівняльного аналізу мап деполяризації біологічних тканин з різною за 
геометричними масштабами морфологічною будовою ми виявили різну швидкість наростання 
ступеня деполяризації. 
Висновки. Запропоновано та обґрунтовано метод Мюллер-матричного картографування мап 
деполяризації деполяризуючих шарів біологічних тканин різної морфологічної будови і 
фізіологічного стану. Визначено залежності величини статистичних моментів 1-го – 4-го порядків, 
які характеризують пошарові розподіли значень ступеня деполяризації різних типів біологічних 
тканин. Проведено дослідження можливостей диференціації доброякісних (аденома) і злоякісних 
(карцинома) змін гістологічних зрізів біопсії тканини простати. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: поляризація; інтерференція; картографування; матриця Мюллера; біологічні 
тканини. 

 
POLARIZATION-INTERFERENCE MAPPING OF NETWORKS IN DIFFUSAL 

POLYCRISTALINE BIOLOGICAL TISSUES 
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O.G. Ushenko 
Yuri Fedkovich Chernivtsi National University, 2 Kotsyubinskogo st., Chernivtsi, 58002, Ukraine 

 
Background: The development of new techniques for complex polarimetric 3D diagnostics of 
polycrystalline networks of biological tissues is relevant task of biomedical optics. Such an opportunity 
can provide a combination of traditional methods of Muller-matrix and holographic mapping of phase-
inhomogeneous layers. This approach opens the aspects of studying the distributions of linear and circular 
birefringence and dichroism of polycrystalline networks and structures in the volume of the biological 
layer. Such information is the basis for developing new (in comparison with traditional Muller-matrix 
polarimetry data) criteria for the differential diagnosis of various pathological states of biological tissues 
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of human organs. 
Objectives: Development and experimental testing of the complex of Stokes-polarimetry and 
interferometry methods using algorithms for digital holographic reconstruction of the amplitude-phase 
structure of object fields for obtaining interrelationships between 3D distributions of depolarization maps 
and peculiarities of the polycrystalline structure of histological sections of biological tissues of different 
morphological structures and physiological state. 
Materials and methods: The basis of the 3D Müller-matrix mapping method is the use of a reference 
wave of laser radiation, which is superimposed on a polarization-non-uniform image of the biological 
layer in the scheme of the optical interferometer. 
Results: In the process of comparative analysis of the map of depolarization of biological tissues with 
different geometric scales of the morphological structure, we found different rates of growth of the degree 
of depolarization. 
Conclusions: The Muller-matrix mapping of depolarization of depolarizing layers of biological tissues of 
different morphological structure and physiological state is proposed and substantiated. The dependences 
of the magnitude of the statistical moments of the 1st-4th order, which characterize the layered 
distributions of the degree of depolarization of different types of biological tissues, are determined. The 
research of the possibilities of differentiation of benign (adenoma) and malignant (carcinoma) changes of 
histological sections of the prostate tissue biopsy has been carried out. 
KEY WORDS: polarization; interference; mapping; Müller matrix; biological tissue. 

 
ПОЛЯРИЗАЦИОННО-ИНТЕРФЕРЕНЦИОННОЕ КАРТОГРАФИРОВАНИЕ СЕТЕЙ В 

ПОЛИКРИСТАЛЛИЧЕСКИХ ДИФФУЗНЫХ БИОЛОГИЧЕСКИХ ТКАНЯХ 
О.В. Олар, В.О. Ушенко, М.Ю. Сахновский, Ю.О. Ушенко, О.В. Дуболазов, 

О.Г. Ушенко 
Черновицкий национальный университет имени Юрия Федьковича, 

 ул. Коцюбинского, 2, Черновцы, 58002, Украина 
 

Актуальность. Разработка новых техник комплексной поляриметрической 3D диагностики 
поликристаллических сетей биологических тканей - актуальная задача биомедицинской оптики. 
Такую возможность может обеспечить сочетание традиционных методов Мюллер-матричного и 
голографического картографирования фазово-неоднородных слоев. Данный подход открывает 
перспективы исследования распределений линейного и циркулярного двулучепреломления и 
дихроизма поликристаллических сетей и структур в объеме биологического слоя. Такая 
информация является базовой в разработке новых (по сравнению с традиционными данными 
Мюллер-матричной поляриметрии) критериев дифференциальной диагностики различных 
патологических состояний биологических тканей органов человека. 
Цель работы. Разработка и экспериментальная апробация комплекса методов стокс-
поляриметрии и интерферометрии с использованием алгоритмов цифровой голографической 
реконструкции амплитудно-фазовой структуры объектных полей для получения взаимосвязей 
между 3D делениями карт деполяризации и особенностями поликристаллической структуры 
гистологических срезов биологических тканей различного морфологического строения и 
физиологического состояния. 
Материалы и методы. В основу метода 3D Мюллер-матричного картографирования положено 
использование опорной волны лазерного излучения, которая в схеме оптического интерферометра 
накладывается на поляризационно-неоднородное изображение биологического слоя. 
Результаты. В процессе сравнительного анализа карт деполяризации биологических тканей с 
различным по геометрическим масштабам морфологическим строением мы обнаружили 
различную скорость нарастания степени деполяризации. 
Выводы. Предложен и обоснован метод Мюллер-матричного картографирования карт 
деполяризации деполяризирующих слоев биологических тканей различного морфологического 
строения и физиологического состояния. Определены зависимости величины статистических 
моментов 1-го – 4-го порядков, которые характеризуют послойные распределения значений 
степени деполяризации различных типов биологических тканей. Проведено исследование 
возможностей дифференциации доброкачественных (аденома) и злокачественных (карцинома) 
изменений гистологических срезов биопсии ткани простаты. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: поляризация; интерференция; картографирование; матрица Мюллера; 
биологические ткани. 
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На даний час у біомедичній оптиці активно розвиваються методи і засоби 
поляриметричної діагностики структури біологічних тканин [1-6], яка включає низку 
оригінальних напрямків: 

– дослідження матриць розсіяння [7-11]; 
–  Мюллер-матрична поляриметрія [12-16]; 
–  полярна декомпозиція матриць Мюллера [17, 18]; 
–  двомірне Мюллер-матричне картографування [19-22] у рамках різних модельних 

наближень [23-26]. 
Серед усього різноманіття методів і засобів поляриметрії біологічних об’єктів існує 

декілька загальних речей. По-перше, для опису взаємодії поляризованого світла з 
такими складними системами використовують найбільш загальні наближення з 
використанням Мюллер-матричного формалізму [1-18]. По-друге, всі експериментальні 
та аналітичні результати одержані шляхом вимірювання та аналізу матриць Мюллера 
представлені у вигляді 1D («індикатриси» [14, 27, 28]) і 2D («Мюллер-матричні 
зображення» [13, 15, 16]) форматах. Тому актуальним є розробка нових технік 
комплексної поляриметричної 3D діагностики полікристалічних мереж біологічних 
тканин. Таку можливість може забезпечити поєднання традиційних методів Мюллер-
матричного та голографічного картографування фазово-неоднорідних шарів [29, 30]. 
Проте, у випадку сильно розсіюючих дифузних шарів далеко не всі елементи матриці 
Мюллера є зручними для характеристики зразку біологічної тканини. Альтернативою в 
цьому сенсі є застосування комбінації діагональних Мюллер-матричних елементів або 
мап деполяризації [13, 31]. 

 
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

Коротка теорія методу 3D Мюллер-матричного картографування 
В основу методу 3D Мюллер-матричного картографування покладено 

використання опорної хвилі лазерного випромінювання, яка в схемі оптичного 
інтерферометра накладається на поляризаційно-неоднорідне зображення біологічного 
шару. Одержана інтерференційна картина реєструється за допомогою цифрової камери 
з наступним цифровим голографічним відтворенням 2D розподілів комплексних 
амплітуд ( ) ( )yyxx iEiE δδ exp;exp  і відповідних параметрів вектора Стокса 
(співвідношення (3)) об’єктного поля біологічного шару у дискретному наборі фазових 
площин ( )kk lδ : 
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На цій основі можна одержати сукупність пошарових розподілів величини 

матричних елементів ikM ( δΔkyx ,, ) за наступною методикою: 
– для векторів Стокса лінійно-поляризованих зондуючих пучків ( ) ( )0000 90;0 SS  

 



44 
О.В. Олар, В.О. Ушенко, М.Ю. Сахновський, Ю.О. Ушенко, О.В. Дуболазов, 

О.Г. Ушенко 
 

( ) { } ( ) { }
⎟⎟
⎟
⎟
⎟

⎠

⎞

⎜⎜
⎜
⎜
⎜

⎝

⎛

−
−
−
−

=

⎟⎟
⎟
⎟
⎟

⎠

⎞

⎜⎜
⎜
⎜
⎜

⎝

⎛
−

=

⎟⎟
⎟
⎟
⎟

⎠

⎞

⎜⎜
⎜
⎜
⎜

⎝

⎛

+
+
+
+

=

⎟⎟
⎟
⎟
⎟

⎠

⎞

⎜⎜
⎜
⎜
⎜

⎝

⎛

=

4241

3231

2221

1211

00

4241

3231

2221

1211

00

0
0

1
1

90;

0
0
1
1

0

MM
MM
MM
MM

MS

MM
MM
MM
MM

MS ;       (2) 

 
– для векторів Стокса лінійно поляризованих зондуючих пучків ( ) ( )0000 135;45 SS  
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– для векторів Стокса право- та ліво циркулярно-поляризованих зондуючих пучків 
( ) ( )⊕⊗ 00 ; SS : 
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З виразів (1) – (4) випливають робочі співвідношення для визначення значень 

елементів матриці Мюллера у «фазовому» перерізі ∗δ  
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Координатний розподіл (мапа) величини деполяризації у кожному фазовому 

перерізі визначається наступним співвідношенням [17-19] 
 

( ) ( )[ ] ( )[ ] ( )[ ]{ }⊕⊗ ++−+−−=Λ 44
135
3

45
3

90
2

0
23

11,, SSSSSSyx kδ .         (6) 

 
Кількісно розподіли ( )kyx δ,,Λ  оцінювалися шляхом обчислення сукупності 

статистичних моментів 1-го – 4-го порядків 4;3;2;1=iZ  [14-16] у кожній «фазовій» 
площині kδ . 

 
Оптична схема та методика вимірювань 3D Мюллер-матричної поляриметрії 
На рис. 1 наведено оптичне розташування 3D Мюллер-матричної поляриметрії 

біологічних шарів. 
Паралельний ( mμ3102Ø ×= ) пучок He-Ne ( mμλ 6328,0= ) лазера 1, сформований 

за допомогою коліматора 2, за допомогою 50% світлоподільника 3, розділяється на 
«опромінюючий» та «опорний». «Опромінюючий» за допомогою обертаючого дзеркала 



 
Поляризаційно-інтерференційне картографування мереж в полікристалічних… 

 

45

4 спрямовується крізь поляризаційний фільтр 6–8 у напрямку зразку біологічного 
шару 9. Поляризаційно-неоднорідне зображення об’єкту 9 об’єктивом 10 проектується 
у площину цифрової камери 14. «Опорний» пучок дзеркалом 5 спрямовується крізь 
поляризаційний фільтр 11–13 у площину поляризаційно-неоднорідного зображення 
об’єкту 9. У результаті формується інтерференційна картина, координатний розподіл 
інтенсивності якої реєструє цифрова камера 14. Формування станів поляризації 
«опромінюючого» та «опорного» пучків здійснюється поляризаційними фільтрами 6–8 
і 11–13. 

Рис. 1. Схема поляризаційної інтерферометрії 3D розподілів елементів матриці Мюллера. 
Пояснення в тексті.

 
Експериментальна методика поляризаційно-інтерференційного визначення 

елементів матриці Мюллера полягає у наступній сукупності дій: 
– формування в опромінюючому та опорному лазерних пучках чотирьох лінійно 

( 0000 135;45;90;0 ) і двох (право- (⊗) і ліво- (⊕)) циркулярно поляризованих станів – 
( ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )⊕−⊕⊗−⊗−−−− ;;135135;4545;9090;00 00000000 ); 

– реєстрацію кожної парціальної інтерференційної картини крізь поляризатор-
аналізатор 14 з послідовною орієнтацією площини пропускання під кутами 

00 90;0 =Ω=Ω ; 
– відновлення для кожного парціального інтерференційного розподілу за 

допомогою інтегрального дифракційного перетворення [30] серії “фазових” 
координатних розподілів комплексних амплітуд ( ) ( ){ }yxEyxE yx ,;,  об’єктного поля у 
площині біологічного шару. 

 
Методика виготовлення зразків 

Вибір техніки виготовлення гістологічних зрізів біологічних тканин у наших 
поляриметричних дослідженнях оптичної анізотропії пов’язаний з наступними 
обставинами. 
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Стандартне дослідження будови біологічної тканини в діагностичних цілях 
проводиться на зрізах, отриманих з біопсії матеріалу, зафіксованого розчином 
формаліну, зневодненого і залитого в парафін або інші синтетичні середовища 
(наприклад, парапласт, гістопласт і ін.) – санні та роторні мікротоми. Процес обробки 
тканини, що завершується виготовленням зрізів з парафінових блоків, тривалий і 
займає більше 42 годин [32]. 

Для поляриметричних досліджень оптичної анізотропії біологічних тканин такі 
зразки є непридатними. Це обумовлено тим, що фіксуючі матеріали володіють власною 
анізотропією, що спотворює поляризаційні прояви двопроменезаломлення і дихроїзму 
досліджуваних зразків біологічних тканин. 

Окрім цього, у патологоанатомічній практиці разом з плановими проводяться 
термінові гістологічні дослідження – інтраопераційні біопсії. Час, що витрачається на 
отримання висновку в цих випадках, має становити не більше 20 хв. Парафінові зрізи 
не відповідають даній вимозі. 

Для швидкого отримання гістологічного препарату в біопсійній діагностиці 
застосовують швидке заморожування тканини з подальшим виготовленням зрізів за 
допомогою кріостату або заморожувальної приставки до мікротому. Така технологія, 
окрім експресності, забезпечує можливість прямого дослідження фазової та 
амплітудної анізотропії і тому знайшла застосування у всіх провідних світових 
лабораторіях поляриметричної діагностики структури біологічних тканин [2-6,10-13]. 

Головним недоліком методу заморожувальної кріотомії був вплив кристалізації 
води. Проте, отримання якісного замороженого зрізу можливе за рахунок швидкого 
заморожування тканини, при якому вода не кристалізується, а переходить в стан 
аморфного льоду [33]. 

Рішення зазначеної проблеми знайдено в заморожуванні зразка біоптату у n-гексані 
[34]. В результаті отримуються зрізи високої якості, що дозволяє проводити не тільки 
поляриметричні, але світлові мікроскопічні дослідження загального малюнку 
біологічних тканин, а також деталей їх клітинної будови. 

В якості експериментального зразку використовувалися гістологічні зрізи 
доброякісної ( %88;14.2 =Λ=τ ) і злоякісної ( %88;14.2 =Λ=τ ) пухлин простати: 
доброякісна пухлина (аденома) – група 1 (26 зразків); злоякісна пухлина (карцинома) – 
група 2 (26 зразків). 

 
Принципи диференціальної діагностики 

Оптична технологія диференціальної діагностики таких зразків включає в себе 
наступні етапи: 

1. Визначення серії «фазових» пошарових розподілів ( )yxk ,,δΛ  у межах обох 
груп зразків. 

2. Для кожного «фазового» перерізу kδ  обчислюється сукупність статистичних 
моментів 1-го – 4-го порядків ( ){ }yxZ ki ,,4;3;2;1 δΛ=  [35-43]. 

3. Будуються для гістологічних зрізів групи 1 і групи 2 “фазові” залежності 
( ){ }kiZ δδδ ,..., 214;3;2;1 Λ= . 

4. Визначаються «фазові» площини ( ∗δ ), де реалізуються максимальні 
відмінності між величинами статистичних моментів ( ( ) max4;3;2;14;3;2;1

→Δ≡Δ ∗
=

∗
=

δiZZ
i

).  

5. У «фазовій» площині ∗ϕ  Визначаються середнє ∗
=Δ 4;3;2;1iZ  та похибка ( )∗Δ iZσ  у 

межах гістологічних зрізів з групи 1 і групи 2.  
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6. З метою можливого клінічного застосування [44,45] для кожного із 

статистичних моментів 4;3;2;1=iZ  обчислюється чутливість ( %100
ba

aSe
+

= ); 

специфічність ( %100
dc

cSp
+

= ); збалансована точність (
2

SpSeAc +
= ), де a  і b  

кількість правильних і неправильних діагнозів у межах групи 2; c  і d  - теж саме у 
межах групи 1. 
 

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ 
На рис. 2 приведені мапи деполяризації ( )yx,,∗Λ δ  оптично-товстих гістологічних 

зрізів аденоми (ліва частина) та карциноми (права частина) простати.  
Наведені приклади мап деполяризації оптично-товстих ( 04,299,1 −=τ ) зразків 

одержані для фазового перерізу 95,0=∗δ  і відповідають умові 
( ) max4;3;2;14;3;2;1

→Δ≡Δ ∗
=

∗
=

δiZZ
i

.  

У табл. 1 приведені середнє 4;3;2;1=Δ iZ  та похибки ( )iZΔσ  у межах гістологічних 
зрізів з групи 1 і групи 2 та обчислена для кожного з статистичних параметрів 
збалансована точність ( ),%ij ZAc Δ . 

 
Рис. 2. Розподіли величини ступеня деполяризації оптично-товстих ( 04,299,1 −=τ ) гістологічних 

зрізів біопсії аденоми (ліворуч) та карциноми (праворуч) простати. 
 
Аналіз одержаних результатів 3D Мюллер-матричного картографування оптично-

товстих гістологічних зрізів біопсії доброякісної та злоякісної пухлин простати виявив 
спільну залежність структури мап деполяризації від зростання рівня фазового перерізу. 
Так зі збільшенням ↑kδ  (зростанням кратності світлорозсіяння в об’ємі біологічного 
шару) має місце наступний сценарій зміни величини статистичних моментів 1-го – 4-го 

порядків, які характеризують ( )yxk ,,δΛ  – 
( )( )
( )( )⎪⎩

⎪
⎨
⎧

↓Λ

↑Λ

yxZ

yxZ

k

k

,,

;,,

4;3

2;1

δ

δ
. Виявлена закономірність 
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трансформації статистичної структури мап деполяризації гістологічних зрізів біопсії 
доброякісної і злоякісної пухлин у різних фазових перерізах 3D – розподілів 
обумовлена наростанням кратності розсіяння поляризованого лазерного 
випромінювання оптично-анізотропними структурами тканини простати. 

В процесі порівняльного аналізу мап деполяризації біологічних тканин з різною за 
геометричними масштабами морфологічною будовою ми виявили різну швидкість 
наростання ступеня деполяризації. У випадку диференціації зразків пухлин простати 
такий процес корелює з механізмами формування деполяризації в об’ємі злоякісної 
карциноми, великомасштабна фібрилярна сітка якої зазнає деструктивних змін. За 
рахунок цього зростає кратність розсіювання на дрібномасштабних структурах і 
гістограми розподілу величини ( )yxK ,,δ∗Λ  згідно центральної граничної теореми [44] 
прагнуть до «дзвоноподібних» і стають менш вузькими та асиметричними у порівняні 
із гістограмами даного параметру, обчисленими для зразку доброякісної пухлини. 
Таким чином, максимальні відмінності між мапами деполяризації оптично-товстих 
шарів аденоми і карциноми (рис. 1) реалізуються для певного «проміжного» діапазону 
фазових перерізів ( 05.175.0 ≺≺ ∗Δδ ). 

Таблиця 1 ілюструє результати статистичного аналізу розподілів величини 
( )yxk ,,δΛ  зразків пухлин простати обох типів у найбільш діагностично-чутливому 

«фазовому» перерізі 95,0=∗δ . 
 
Таблиця 1. Статистичні критерії диференціації пухлин простати на основі мап деполяризації 
Параметри  
( 95,0=∗δ ) 

Аденома – Карцинома Точність, 
,%Ac  

1ZΔ  0,074± 0,004 71 

2ZΔ  0,041± 0,003 68 

3ZΔ  0,310± 0,017 83 

4ZΔ  0,44± 0,029 87 
 
Сірим виділені статистичні параметри, для яких відмінності між ( )yxk ,,δΛ  і 

( )yxk ,,δ∗Λ  максимальні. Для даних параметрів згідно канонів доказової медицини [44] 
вперше досягнуто хороших рівнів збалансованої точності методу 3D Мюллер-
матричного картографування оптично-товстих шарів біологічних тканин у 
диференціальній діагностиці доброякісних і злоякісних пухлин простати – 

( )( )( ) %87%83~4;3 −Λ ∗δZAc . 
Таким чином, нами вперше реалізовано нове поліпшення широко відомих методів 

поляриметрії 2D Мюллер-матричних зображень біологічних тканин, які узагальнені в 
авторитетних оглядах [1-6, 10-12], на випадок 3D матричного картографування [29] 
реальних дифузних біологічних шарів шляхом визначення пошарових мап 
деполяризації. На цій основі, вперше у світовій практиці поляриметрії біологічних 
тканин [14-16, 23-28] реалізовано диференціацію деполяризуючих зразків гістологічних 
зрізів біопсії доброякісних і злоякісних пухлин простати. 

 
ВИСНОВКИ 

Запропоновано та обґрунтовано нові поліпшення методу Мюллер-матричного 
картографування шляхом відтворення 3D мап деполяризації деполяризуючих дифузних 
шарів доброякісних і злоякісних пухлин простати. 
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Завдяки вперше застосованому статистичному аналізу пошарових мап 
деполяризації виявлено найбільш чутливі до патологічних змін полікристалічної 
структури простати параметри ( ( ) max95.04;3;2;14;3;2;1

→=Δ≡Δ ∗
=

∗
=

δiZZ
i

) – статистичні 
моменти 3-го і 4-го порядків, які характеризують розподіли ступеня деполяризації 
зразків гістологічних зрізів аденоми і карциноми простати 
( %85%81;04.299.1 −=Λ−=τ ). 

Досягнуто хорошої ( ( ) %80,4;3 ;AcZ ⇒ΛΔ ∗δ ) точності диференціації зразків 
аденоми і карциноми методом Мюллер-матричного картографування 3D мап 
деполяризації патологічно зміненої тканини простати. 
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Актуальність. Серед багаточисельних методів поляриметричного дослідження структури 
біологічних тканин особливе місце займає Мюллер-матрична поляриметрія (ММП). Даний метод 
дає виключно повну інформацію про поляризаційні прояви оптичних властивостей 
полікристалічної структури біологічних тканин різноманітних органів людини. Новим кроком у 
розвитку даної методики стало координатне картографування розподілів величини матричних 
елементів – Мюллер-матричних зображень (ММЗ). Проте, практичне застосування Мюллер-
матричного методу у рутинній лабораторній практиці обмежено. Величина 12 із 16 елементів 
матриці Мюллера є залежною від повороту зразку відносно напряму опромінення. Тому 
актуальним є подальший розвиток та узагальнення методик ММП з використанням координатних 
розподілів набору Мюллер-матричних інваріантів (ММІ) – азимутально незалежних елементів 
матриці Мюллера, їхніх комбінацій, матричних векторів та кутів між ними. 
Мета роботи. Робота спрямована на теоретичне обґрунтування та експериментальну розробку 
метода азимутально-інваріантної поляриметрії частково-деполяризуючих оптично-анізотропних 
біологічних шарів на основі координатного Мюллер-матричного картографування гістологічних 
зрізів для диференціальної діагностики змін оптичної анізотропії, які пов’язані з виникненням 
патологічних станів. 
Результати. Запропоновано та обґрунтовано метод азимутально-інваріантного Мюллер-
матричного картографування на прикладі оптично анізотропних зразків гістологічних зрізів 
міокарда. Одержано розподіли величини азимутально-інваріантного матричного елементу, 
суперпозиції матричних елементів та величини матричного вектору. 
Висновки. Визначено залежності величин статистичних моментів 1-го – 4-го порядків, які 
характеризують розподіли величин Мюллер-матричних інваріантів (ММІ) гістологічних зрізів 
міокарда. Проведено з позицій доказової медицини дослідження можливостей диференціації 
причини настання смерті внаслідок ішемічної хвороби серця (ІХС) та гострої коронарної 
недостатності (ГКН). 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: поляризація; інтерференція; поляриметрія; матриця Мюллера; біологічні 
тканини. 
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Background: Among the many methods of biological tissues structure polarimetric research, Muller-
matrix polarimetry (MMP) has a special place. This method provides exclusively complete information 
about polarization manifestations of biological tissues of polycrystalline structure of various human 
organs optical properties. A new step in development of this technique was the coordinate mapping of the 
magnitude of the matrix elements distribution – Muller-Matrix images (MMI). However, the practical 
application of the Müller-matrix method is limited in routine laboratory practice. The size of 12 of 16 
Müller matrix elements is dependent on the rotation of the sample relative to the direction of irradiation. 
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Therefore, further development and generalization of the MMP techniques using the coordinate 
distributions of the Muller-matrix invariant (MMI) set – azimuthally independent elements of the Müller 
matrix, their combinations, matrix vectors, and the angles between them. 
Objectives: The work is aimed at the theoretical substantiation and experimental development of the 
azimuthally invariant polarimetry method of partially depolarizing optical anisotropic biological layers on 
the basis of coordinate Muller-matrix mapping of histological sections for differential diagnostics of 
changes in optical anisotropy, which are associated with the emergence of pathological states. 
Results: The method of azimuthally invariant Muller-matrix mapping of optically anisotropic samples of 
the myocardium is proposed and grounded. The values of azimuthally invariant matrix element, 
superposition of matrix elements and the magnitude of the matrix vector distributions are obtained. 
Conclusion: The magnitude of the 1st-4th order statistical moments’ dependences, which characterize the 
distribution of the Muller-matrix invariant (MMI) of the histological sections of the myocardium are 
determined. The study of the possibility of differentiating causes of death due to ischemic heart disease 
(IHD) and acute coronary insufficiency (ACI) conducted from the standpoint of evidence-based 
medicine. 
KEY WORDS: polarization, interference, polyarimetry; Müller's matrix, biological tissues. 
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ПОЛЯРИМЕТРИИ ОПТИЧЕСКИ-АНИЗОТРОПНЫХ БИОЛОГІЧНИХ СЛОЁВ 
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Актуальность. Среди многочисленных методов поляриметрического исследования структуры 
биологических тканей особое место занимает Мюллер-матричная поляриметрия (ММП). Данный 
метод дает исключительно полную информацию о поляризационных проявлениях оптических 
свойств поликристаллической структуры биологических тканей различных органов человека. 
Новым шагом в развитии данной методики стало координатное картографирование распределений 
величины матричных элементов – Мюллер-матричных изображений (ММИ). Однако, 
практическое применение Мюллер-матричного метода в рутинной лабораторной практике 
ограничено. Размер 12 из 16 элементов матрицы Мюллера является зависимым от поворота 
образца относительно направления облучения. Поэтому актуальным является дальнейшее 
развитие и обобщение методик ММП с использованием координатных распределений набора 
Мюллер-матричных инвариантов (MMI) – азимутально независимых элементов матрицы 
Мюллера, их комбинаций, матричных векторов и углов между ними. 
Цель работы. Работа направлена на теоретическое обоснование и экспериментальную разработку 
метода азимутально-инвариантной поляриметрии частично-деполяризующих оптически 
анизотропных биологических слоев на основе координатного Мюллер-матричного 
картографирования гистологических срезов для дифференциальной диагностики изменений 
оптической анизотропии, связанные с возникновением патологических состояний. 
Результаты. Предложен и обоснован метод азимутально-инвариантного Мюллер-матричного 
картографирования на примере оптически анизотропных образцов гистологических срезов 
миокарда. Получены распределения величины азимутально-инвариантного матричного элемента, 
суперпозиции матричных элементов и величины матричного вектора. 
Выводы: Определены зависимости величины статистических моментов 1-го – 4-го порядков, 
характеризующих распределения величины Мюллер-матричных инвариантов (MMI) 
гистологических срезов миокарда. Проведено с позиций доказательной медицины исследование 
возможности дифференциации причины наступления смерти в результате ишемической болезни 
сердца (ИБС) и острой коронарной недостаточности (ОКН). 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: поляризация; интерференция; поляриметрия; матрица Мюллера; биологические 
ткани. 

 
Серед багаточисельних напрямків оптичної діагностики біологічних тканин [1-3] 

важливе місце займає Мюллер-матрична поляриметрія (ММП) [4-6]. Даний метод дає 
виключно повну інформацію про поляризаційні прояви оптичних властивостей 
біологічних тканин. Традиційно методи і засоби ММП розвивалися у межах двох 
граничних наближень. Перше – пошук взаємозв’язків між кутовими (індикатрисами) і 
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координатними (Мюллер-матричні зображення – ММЗ) розподілами елементів матриці 
Мюллера та структурою оптично-товстих, деполяризуючих біологічних тканин [7]. 
Друге – ММП оптично-тонких, недеполяризуючих біологічних шарів [8-10] з 
наступним відтворенням розподілів параметрів фазової та амплітудної анізотропії [11-
20]. Разом з тим, більшість (12 з 16) елементів матриці Мюллера є азимутально-
залежними. Тому актуальним є подальший розвиток та узагальнення методик ММП з 
використанням набору Мюллер-матричних інваріантів (ММІ). 

Робота спрямована на розробку метода азимутально-інваріантної поляриметрії 
частково-деполяризуючих оптично-анізотропних біологічних шарів. Даний метод 
базується на визначенні та діагностичному використанні набору фізичних 
взаємозв’язків між розподілами азимутально-інваріантних поляризаційних параметрів, 
які характеризують оптичну анізотропію частково-деполяризуючих шарів біологічних 
тканин, і розподілами параметрів лінійного та циркулярного двопроменезаломлення 
таких об’єктів. 

 
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

Мюллер-матричні інваріанти 
Сукупність ММІ, які характеризують оптичну анізотропію біологічних шарів, має 

наступні аналітичні вирази: 
– елементи матриці Мюллера 

11 14 41 44, , , ;f f f f       (1) 
– суперпозиції елементів матриці Мюллера 

( )22 33 22 33 ,f f+Φ = +         (2) 

( )32233223 ff −=Φ − ;        (3) 
– довжини математичних векторів 
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Таким чином, шляхом використання набору ММІ (співвідношення (1) – (7)) можна 
розширити можливості Мюллер-матричного картографування на статистичні або 
скрінінгові лабораторні дослідження зразків біологічних шарів (гістологічні зрізи та 
полікристалічні плівки) органів людини у різноманітних завданнях біомедичної 
діагностики. 

 
Оптична схема Мюллер-матричної поляриметрії  

На рис. 1 представлена оптична схема системи зображувальної Мюллер-матричної 
поляриметрії фазово-неоднорідних біологічних об’єктів. Дана система містить наступні 
функціональні блоки: 

– блок лазерного зондування, що складається з He-Ne ( mμλ 63,0= ) лазера 1 та 
коліматора 2, який формує слабко інтенсивний (W=5,0 мВт) паралельний 
опромінюючий пучок діаметром 5 мм; 

– блок формування стану поляризації зондуючого лазерного випромінювання, який 
складається з лінійних поляризаторів 5, 7 (B+W Kaesemann XS-Pro Polarizer MRC Nano) 
і чвертьхвильової пластинки 6 (Achromatic True Zero-Order Waveplate) та забезпечує 
формування трьох типів лінійної поляризації ( 000

0 45;90;0=α ), а також право 
циркулярно (⊗ ) поляризованого лазерного випромінювання; 

 
Рис. 1. Оптична схема системи поляризаційної Мюллер-матричної поляриметрії біологічних шарів. 

Пояснення у тексті.
 
– об’єктний блок, який забезпечує кріплення, юстування та обертання зразку 

біологічного препарату 8; 
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– проекційний блок, який за допомогою поляризаційного мікрооб’єктиву 9 (Nikon 
CFI Achromat P, фокусна відстань – 30мм, числова апертура – 0,1, збільшення – 4x) 
забезпечує формування мікроскопічного зображення біологічного препарату 8 в 
площині цифрової камери 12 (The Imaging Source DMK 41AU02.AS, monochrome 1/2" 
CCD, Sony ICX205AL (progressive scan); роздільна здатність – 1280x960; розмір 
світлочутливої площадки – 7600x6200мкм; чутливість – 0,05 lx; динамічний діапазон – 
8 bit, SNR – 9 bit); 

– блок поляризаційного аналізу містить чвертьхвильву пластинку 10 (Achromatic 
True Zero-Order Waveplate) і поляризатор 11 (B+W Kaesemann XS-Pro Polarizer MRC 
Nano) і забезпечує поляризаційний аналіз мікроскопічного зображення біологічного 
шару 8 за наступним алгоритмом Ω=0°; 90°; 45°; 135°; ⊗; ⊕; 

– блок цифрової реєстрації поляризаційно-відфільтрованих мікроскопічних 
зображень – цифрова CCD камера 12; 

– блок обробки даних на базі PC 13 забезпечує обчислення координатних 
розподілів елементів матриці Мюллера ( )yxfik ,  і Мюллер-матричних інваріантів (ММІ 
– співвідношення (1) – (7)) частково деполяризуючих біологічних шарів. 

Методика обчислення у межах кожного пікселя світлочутливої площадки цифрової 
камери 10 (рис. 1) сукупності елементів матриці Мюллера ikf  зразка частково 
деполяризуючого біологічного шару базується на традиційних для стокс-поляриметрії 
алгоритмах, які являють собою суперпозиції величини інтенсивності ортогонально-
поляризованих складових амплітуди лазерного випромінювання для різних станів 
поляризації зондуючого пучка 
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;
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Тут ⊗

=
;90;45;0

4;3;2iS  – сукупність параметрів вектора Стокса в точках цифрового 
мікроскопічного зображення зразку частково деполяризуючого біологічного шару, що 
експериментально визначені для серії лінійно (0°; 45°; 90°) та правоциркулярно (⊗) 
поляризованого зондуючих лазерних пучків за наступними класичними 
співвідношеннями 
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Тут ⊕⊗;;135;90;45;0I  – поляризаційно-відфільтровані інтенсивності лазерного 
випромінювання, перетвореного біологічним об’єктом. Операція фільтрація відповідає 
наступним експериментальним діям – проходженню об’єктного пучка крізь лінійний 
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поляризатор 9 з кутами обертання осі пропускання Θ: 0°; 45°; 90°; 1350°; 45°; 90°, а 
також крізь систему фазової фільтрації “чвертьхвильова пластинка – поляризатор”, що 
виокремлює право- (⊗) та ліво- (⊕) циркулярно поляризовані складові об’єктного 
лазерного випромінювання. 

Для експериментальної апробації можливостей діагностики змін оптичної 
анізотропії частково-деполяризуючих шарів біологічних тканин методом азимутально-
інваріантного Мюллер-матричного картографування шляхом визначення координатних 
розподілів сукупності ММІ 44f ; ( )33223322 ff +=Φ +  і { } 2

13
2

12131241; ffVf +=+  було 
сформовано дві групи зразків міокарда: 

– померлі внаслідок ішемічної хвороби серця (ІХС) – група 1 (34 зразки); 
– померлі внаслідок гострої коронарної недостатності (ГКН) – група 2 (34 зразки). 
 

Методика виготовлення зразків 
Вибір техніки виготовлення гістологічних зрізів у наших поляриметричних 

дослідженнях оптичної анізотропії біологічних тканин пов’язаний з наступними 
обставинами. 

Стандартне дослідження будови біологічної тканини в діагностичних цілях 
проводиться на зрізах, отриманих з біопсії матеріалу, зафіксованого розчином 
формаліну, зневодненого і залитого в парафін або інші синтетичні середовища 
(наприклад, парапласт, гістопласт і ін.) – санні та роторні мікротоми. Процес обробки 
тканини, що завершується виготовленням зрізів з парафінових блоків, тривалий і 
займає більше 42 годин [12]. 

Для поляриметричних досліджень оптичної анізотропії біологічних тканин такі 
зразки є непридатними. Це обумовлено тим, що фіксуючі матеріали володіють власною 
анізотропією, що спотворює поляризаційні прояви двопроменезаломлення і дихроїзму 
досліджуваних зразків біологічних тканин. 

Окрім цього, у патологоанатомічній практиці разом з плановими проводяться 
термінові гістологічні дослідження – інтраопераційні біопсії. Час, що витрачається на 
отримання висновку в цих випадках, має становити не більше 20 хв. Парафінові зрізи 
не задовольняють даній вимозі. 

Для швидкого отримання гістологічного препарату в біопсійній діагностиці 
застосовують швидке заморожування тканини з подальшим виготовленням зрізів за 
допомогою кріостату або заморожувальної приставки до мікротому. Така технологія, 
окрім експресності, забезпечує можливість прямого дослідження фазової та 
амплітудної анізотропії і тому знайшла застосування у всіх провідних світових 
лабораторіях поляриметричної діагностики структури біологічних тканин [1, 4-6]. 

Головним недоліком методу заморожувальної кріотомомії був вплив кристалізації 
води. Проте, отримання якісного замороженого зрізу можливе за рахунок швидкого 
заморожування тканини, при якому вода не кристалізується, а переходить в стан 
аморфного льоду [13]. 

Рішення зазначеної проблеми знайдено в заморожуванні зразка біоптату у n-гексані 
[14]. В результаті отримуються зрізи високої якості, що дозволяє проводити не тільки 
поляриметричні, але світлові мікроскопічні дослідження загального малюнку 
біологічних тканин, а також деталей їх клітинної будови. 

Гістологічні зрізи біопсії міокарда виготовлялися на заморожувальному мікротомі 
за стандартною методикою і мали геометричну товщину mμ30~ . Діапазон зміни 
показника оптичної товщини складав 24,021,0 ÷=τ . Ступень деполяризації лежав у 
межах %24%18 ÷=Λ . 
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 
На серії рисунків (рис. 2 – рис. 5) представлені мапи ((1), (3)) і гістограми ((2), (4)) 

розподілів величини 44f  (рис. 2); 33223322 ff +=Φ +  (рис. 3), { } 2
13

2
121312 ffV +=+  (рис. 4) і 

41f  (рис. 5), які характеризують прояви фазової ( 44f , 33223322 ff +=Φ + ) та амплітудної 

{ } 2
13

2
121312 ffV +=+ , 41f  анізотропії гістологічних зрізів міокарда групи 1 і групи 2. 

В таблицях 1-4 наведені середні iZ  величини iZ , які характеризують розподіли 
ММІ, та похибки ( σ± ) їх визначення. 

 
Рис. 2. Мапи (фрагменти (1),(3)) та гістограми розподілу (фрагменти (2),(4)) величини 

ММІ 44f  частково деполяризуючих гістологічних зрізів 
міокарда групи 1 (фрагменти (1),(2)) і групи 2 (фрагменти (3),(4)). 

 
Таблиця 1. Статистичні моменти 1-го – 4-го порядків, які характеризують розподіли 

величини f44 гістологічних зрізів міокарда, та збалансована точність методу 
 

Zi ІХС ( )34=n  ГКН ( )34=n  ,%Ac  
Z1 0,230± 0,011 0,140± 0,008 76 
Z2

 0,180± 0,009 0,110± 0,006 69 
Z3 0,320± 0,018 0,530± 0,028 93 
Z4

 0,380± 0,021 0,62± 0,04 95 

 
Таблиця 2. Статистичні моменти 1-го – 4-го порядків, які характеризують розподіли 

величини ММІ Ф22+33=f22+ f33 гістологічних зрізів міокарда, та збалансована точність методу 
 

Zi ІХС ( )34=n  ГКН ( )34=n  ,%Ac  
Z1 0,180± 0,011 0,110± 0,007 74 
Z2

 0,170± 0,011 0,120± 0,008 66 
Z3 0,440± 0,026 0,57± 0,03 70 
Z4

 0,59± 0,03 0,71± 0,04 72 
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Рис. 3. Мапи (фрагменти (1),(3)) та гістограми розподілу (фрагменти (2),(4)) 
величини 33223322 ff +=Φ +  частково деполяризуючих гістологічних зрізів 

міокарда групи 1 (фрагменти (1),(2)) і групи 2 (фрагменти (3),(4)). 
 
 
 

 
Рис. 4. Мапи (фрагменти (1),(3)) та гістограми розподілу (фрагменти (2),(4)) 

величини ММІ { } 2
13

2
121312 ffV +=+  частково деполяризуючих гістологічних зрізів 

міокарда групи 1 (фрагменти (1),(2)) і групи 2 (фрагменти (3),(4)). 
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Таблиця 3. Статистичні моменти 1-го – 4-го порядків, які характеризують розподіли величини 

ММІ { } 2
13

2
121312 ffV +=+  гістологічних зрізів міокарда, та збалансована точність методу 

 
Zi ІХС ( )34=n  ГКН ( )34=n  ,%Ac  
Z1

 0,290± 0,016 0,410± 0,024 76 
Z2

 0,210± 0,013 0,360± 0,018 70 
Z3

 0,87± 0,05 0,430± 0,028 92 
Z4

 0,92± 0,05 0,51± 0,03 90 
 

Порівняльний аналіз результатів, які одержані методом азимутально-інваріантного 
Мюллер-матричного картографування частково-деполяризуючих гістологічних зрізів 
міокарда з групи 1 (ІХС) та групи 2 (ГКН), виявив найбільші відмінності між 
розподілами величини ММІ лінійного двопроменезаломлення 44f  (рис. 2) та дихроїзму 

{ } 2
13

2
121312 ffV +=+  (рис. 4). Зокрема, максимальні відмінності мають місце для значень 

статистичних моментів 3-го і 4-го порядків, які характеризують асиметрію ( 3Z ) та 
ексцес ( 4Z ) розподілів ( )yxf ,44  (1,65 рази – таблиця 1) і { }( )yxV ,1312+  (до 2-х разів – 
таблиця 3). Це забезпечує високий (відмінний %90 ) рівень збалансованої точності 
[24] диференціації змін оптичної анізотропії міокарда, що обумовлені патологічними 
змінами його фібрилярної структури.  

 

Рис. 5. Мапи (фрагменти (1),(3)) та гістограми розподілу (фрагменти (2),(4)) величини 
ММІ 41f  частково деполяризуючих гістологічних зрізів міокарда 

групи 1 (фрагменти (1),(2)) і групи 2 (фрагменти (3),(4)).
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Таблиця 4. Статистичні моменти 1-го – 4-го порядків, які характеризують розподіли 
величини ММІ 41f  гістологічних зрізів міокарда, та збалансована точність методу 

 

iZ  ІХС ( )34=n  ГКН ( )34=n  ,%Ac  

1Z  0,09± 0,006 0,06± 0,004 72 

2Z  0,08± 0,005 0,07± 0,005 62 

3Z  0,64± 0,038 0,78± 0,043 68 

4Z  1,03± 0,058 1,27± 0,075 64 
 

Отже, нами вперше реалізовано нове поліпшення широко відомих методів 
Мюллер-матричної поляриметрії біологічних тканин, які узагальнені в авторитетних 
оглядах [1, 4, 5], на випадок азимутально-інваріантного матричного картографування 
[11] реальних частково деполяризуючих біологічних шарів шляхом визначення набору 
Мюллер-матричних інваріантів лінійного та циркулярного двопроменезаломлення. На 
цій основі, вперше у світовій практиці поляриметрії біологічних тканин [8-10, 15-23] 
реалізовано диференціацію некротичних змін полікристалічної структури 
деполяризуючих зразків міокарда. 

 
ВИСНОВКИ 

Завдяки вперше застосованому статистичному аналізу координатних розподілів 
Мюллер-матричних інваріантів біологічних шарів встановлено величини та діапазони 
зміни величини середнього, дисперсії, асиметрії та ексцесу, що характеризують 
розподіли 44f ; ( )33223322 ff +=Φ +  і { } 2

13
2

12131241; ffVf +=+  для частково деполяризуючих 
зразків міокарда ( 0,21 0,27;   29% 36%τ = − Λ = − ) з різним ступенем некротичних 
змін. 

Встановлено нові (відсутні на даний час для частково деполяризуючих шарів) 
критерії диференціації відмінною ( %90 ) збалансованою точністю некротичних змін 
полікристалічної структури міокарда - максимальні відмінності мають місце для 
значень статистичних моментів 3-го і 4-го порядків, які характеризують асиметрію ( 3Z ) 
та ексцес ( 4Z ) розподілів ( )yxf ,44  (1,65 рази) і { }( )yxV ,1312+  (до 2-х разів). 
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Актуальність. Реакції природних об’єктів на зовнішній вплив аналізуються за допомогою рівнянь 
балансу, якщо такі реакції мають мультиекспоненціальний характер, тобто такий, який можна 
представити у вигляді суми експонент. Такий характер реакції може бути зумовлений як впливом 
прихованих параметрів, так і впливом самої реакції на структуру об’єкта. Проблема полягає у 
тому, що часто не вдається емпірично визначити значення констант швидкостей рівнянь балансу, 
їх зв'язок з параметрами експоненціальних складових реакції, кінетику заселеності підстанів 
об’єкта. 
Мета роботи. Метою роботи є розробка методики детального аналізу реакції об’єкта на зовнішній 
вплив, яка дозволяє визначити кінетику заселеності можливих підстанів об’єкта за допомогою 
побудови системи диференціальних рівнянь з постійними коефіцієнтами. 
Матеріали та методи. У якості об’єкта використовувались ізольовані реакційні центри (РЦ) 
бактерій Rhodobacter sphaeroides, структура яких добре вивчена. При фотозбудженні РЦ їх 
поведінка аналізується шляхом побудови системи диференціальних рівнянь з постійними 
коефіцієнтами. Експериментальну кінетику циклічного переносу електрона РЦ апроксимували 
сумою трьох експоненціальних функцій. Параметри цих функцій використовували для визначення 
констант швидкостей рівнянь балансу при розв’язанні оптимізаційної задачі градієнтним методом. 
Задача роботи полягала у дослідженні РЦ за допомогою методу побудови системи 
диференціальних рівнянь та методу двох експозицій. 
Результати. Розроблено комп’ютерну процедуру, яка дозволяє використовувати параметри трьох 
експоненціальних функцій кінетики переносу електрона для визначення значень констант 
швидкості чотирьох балансних рівнянь, аналізу кінетики заселеності підстанів РЦ. 
Експериментальна та розрахункова кінетика заселеності донора при фотозбудженні РЦ добре 
співпадають. Результати двох методів корелюються між собою. Вони показують, що у процесі 
фотозбудження максимуми заселеностей станів РЦ відповідають діапазону 3–140 с після 
увімкнення (вимкнення) світла. 
Висновки. В такому випадку РЦ відповідають системі чотирьох електрон-конформаційних станів. 
Особливості кінетики заселеності підстанів РЦ характеризують просторово-часові характеристики 
РЦ. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: реакційні центри; електронний транспорт; електрон-конформаційні стани; 
структурна саморегуляція; математична модель. 
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Background: Reactions of the natural objects to external influences can be analyzed using balance 
equations. If such reactions have a multi-exponential character, they can be represented as a sum of 
exponent components. Such kind of reaction is due both to the influence of hidden parameters, and the 
influence of the reaction itself on the structure of the object. The problem is that it is often not possible to 
determine empirically the values of the constants of the velocities of the balance equation, their relation 
with the parameters of the exponential components of the reaction, the kinetics of the population of the 
substates of the object. 
Objectives: The aim of the work is to develop a method of detailed analysis of the reaction of the object 
to external influence, which allows to determine the kinetics of the population of possible substates of the 
object by constructing a system of differential equations with constant coefficients. 
Materials and methods: Isolated reaction centers (RC) of Rhodobacter sphaeroides bacteria, the 
structure of which is well known, were used as an object. Behavior of the RC under photo-excitation was 
analyzed by constructing a system of differential equations with constant coefficients. The experimental 
kinetics of the cyclic electron transfer of the RC was approximated by the sum of three exponential 
functions. The parameters of these functions were used to determine the balance  rate constants solving an 
optimization problem by a gradient method. The task was to study the RC using the method of 
constructing the system of differential equations and the method of two expositions. 
Results: A computer procedure was developed to determine the values of the speed constants of four 
balance equations, to analyze the kinetics of the population of the bases of the RC using the parameters of 
three exponential functions of the kinetics of electron transfer. Experimental and calculated kinetics of the 
donor population after photoexcitation of the RC are in a good agreement. The results of the two methods 
are correlated. They show that in the process of photo-excitation the maxima of populations of RC states 
correspond to a range of 3–140 s after the turning on (turning off) the light. 
Conclusion: RC corresponds to the system of four electron-conformational states. The features of the 
kinetics of population of the bases of the RC characterize the spatial-temporal characteristics of the RC. 
KEY WORDS: reaction centers; electron transport; electron-conformational states; structural self-regulation of 
reaction; mathematical model. 
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Актуальность. Если реакция природных объектов на внешнее воздействие имеет 
мультиэкспоненциальный характер (сумма экспоненциальных составляющих), то её анализируют 
с помощью уравнений баланса. Такой характер реакции может быть обусловлен как влиянием 
скрытых параметров объекта, так и влиянием самой реакции на структуру объекта. Проблема 
возникает из-за того, что часто не удается эмпирически определить значения констант скоростей 
уравнений баланса, их связь с параметрами экспоненциальных составляющих реакции, кинетику 
заселенности подсостояний объекта. 
Цель работы. Целью работы является разработка методики детального анализа реакции объекта 
на внешнее воздействие, которая с помощью построения системы дифференциальных уравнений с 
постоянными коэффициентами позволяет определить кинетику заселенности возможных 
подсостояний объекта. 
Материалы и методы. В качестве объекта использовались изолированные реакционные центры 
(РЦ) бактерий Rhodobacter sphaeroides. При фотовозбуждении РЦ их поведение анализировали 
путем построения системы дифференциальных уравнений с постоянными коэффициентами. 
Экспериментальную кинетику циклического переноса электрона РЦ аппроксимировали суммой из 
трех экспоненциальных функций. Параметры этих функций использовали для определения 
констант скоростей уравнений баланса при решении оптимизационной задачи градиентным 
методом. Задача заключалась в исследовании РЦ с помощью методов построения системы 
дифференциальных уравнений и метода двух экспозиций. 
Результаты. В результате разработана компьютерная процедура, которая позволяет использовать 
параметры трех экспоненциальных функций кинетики переноса электрона для определения 
значений констант скоростей четырех балансных уравнений, анализа кинетики заселенности 
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подсостояний РЦ. Показано хорошее совпадение экспериментальной и расчетной кинетики 
заселенности донора РЦ при их фотовозбуждении. Они показывают, что в процессе 
фотовозбуждения РЦ максимумы заселенностей состояний РЦ соответствуют диапазону 3–140 с 
после включения (выключения) света. 
Выводы. Сделан вывод, что в этом случае РЦ соответствуют системе четырех электрон-
конформационных состояний. Особенности кинетики заселенности подсостояний РЦ 
характеризуют пространственно-временные характеристики РЦ. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: реакционные центры; электронный транспорт, электрон-конформационные 
состояния; структурная саморегуляция; математическая модель. 

 
Динамічні властивості біологічних макромолекул є важливими для їх 

функціонування, але вони є досить складними для дослідження. Наприклад, при 
ферментативному каталізі велике значення мають спряжені електрон-конформаційні 
взаємодії у білковій глобулі фермента. Подібна ситуація спостерігається і для 
ізольованих реакційних центрів (РЦ) бактерій Rhodobacter sphaeroides, електронні 
стани яких одночасно впливають та залежать від конформаційного стану білкового 
комплексу РЦ [1–10]. Тому вони були обрані у якості об’єкта, за допомогою якого 
виконувалась розробка комп’ютерної процедури дослідження подібних взаємовпливів. 
Просторово-часові рухи макромолекул РЦ мають складну багатокомпонентну кінетику, 
яка експериментально проявляється у вигляді основної реакції системи на вплив 
керуючого параметра (інтенсивність збуджуючого світла РЦ). Кінетика основної 
реакції РЦ представлена сумою різних експоненціальних функцій з негативними 
значеннями декрементів (показників експонент), які мають постійне значення під час 
всього часу спостереження [11–13]. Параметри експоненціальних функцій 
використовуються для аналізу основної реакції, ефектів структурної саморегуляції РЦ, 
для ідентифікації незалежних конформаційних підсистем РЦ. Часто значення вагових 
коефіцієнтів та декрементів експоненціальних компонент залежать один від одного та 
від характеристики керуючого параметра основної реакції [14–17]. 

Виникає проблема переходу від параметрів експоненціальних складових основної 
реакції до констант швидкостей балансних рівнянь, не вдається ідентифікувати 
значення констант швидкості, кількість та кінетику заселеності незалежних підсистем 
об’єкта. Математичний вид експоненціальних залежностей через накладені на них 
умови не має виражених особливостей, що також ускладнює аналіз кінетики основної 
реакції. 

Відомо, що розв’язок системи диференціальних рівнянь з постійними 
коефіцієнтами виражається у вигляді суми експоненціальних функцій, коли матриця 
коефіцієнтів не має кратних власних значень. Якщо експериментальну кінетику 
основної реакції можна описати у вигляді суми експоненціальних функцій, то вона 
може відповідати деякій системі диференціальних рівнянь. Такі диференціальні 
рівняння можуть відповідати незалежним підсистемам об’єкта. Експериментальну 
кінетику циклічного електронного транспорту РЦ апроксимували сумою трьох 
експоненціальних функцій, це визначає кількість диференціальних рівнянь (три 
балансні рівняння та рівняння стану). Параметри таких функцій використовували для 
визначення значень коефіцієнтів чотирьох диференціальних рівнянь, які дорівнюють 
алгебраїчній сумі констант швидкостей рівнянь балансу РЦ. Значення констант 
швидкостей рівнянь балансу знаходили шляхом розв’язання оптимізаційної задачі 
градієнтним методом. Розв’язок системи диференціальних рівнянь визначає кінетику 
заселеностей підстанів РЦ. 

Задача полягала у розробці комп’ютерної процедури (Delphi) визначення констант 
швидкостей балансних рівнянь реакції РЦ та у розрахунку кінетики переносу електрона 
між станами РЦ. Також у роботі описано метод двох експозицій. 
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Метою роботи є розробка методики детального аналізу реакції об’єкта на 
зовнішній вплив, яка за допомогою побудови системи диференціальних рівнянь з 
постійними коефіцієнтами дозволяє визначити кінетику заселеності станів об’єкта. 
 

ВИЗНАЧЕННЯ ПАРАМЕТРІВ СИСТЕМИ ДИФЕРЕНЦІАЛЬНИХ РІВНЯНЬ 
Використовувались ізольовані РЦ бактерій Rhodobacter sphaeroides дикого типу, 

які були надані кафедрою біофізики МГУ ім. М.В. Ломоносова. Вони суспендувались в 
0,01 М Na-P буфері, pH 7,2, який містив 0,05% LDAO [18]. Для проведення досліджень 
використовували двоканальний спектрометр під управлінням ПК. У каналі 
вимірювання поглинання використовувалось світло частотою 5 кГц з інтенсивністю 
(0,2 мкВт/см2, λ = 865±10 нм), яке забезпечувало вимірювання поглинання в діапазоні 
0–1 з точністю 0,0005/см. У каналі збудження РЦ використовувалось світло з 
довжиною хвилі λ = 870±50 нм, з інтенсивністю 0–10 мВт/см2 з кроком від 5 мкВт/см2. 
Часова дискретність вимірювань від 0,01 с. Вимірювальна кювета мала розміри 
3×1×2,5 см при товщині стінок 2 мм. Після розведення суспензія РЦ з концентрацією 
10-6 М витримувалися в темряві при кімнатній температурі протягом 12 годин 
(темноадаптований стан). Світлоадаптований стан досягався шляхом 
фотостимулювання РЦ імпульсами світла тривалістю 100 с з інтенсивністю 
7,2 мВт/см2. Після закінчення експозиції РЦ і досягнення темнового значення 
поглинання, розчин РЦ додатково витримувався в темряві протягом 1500 с для 
досягнення рівноважного стану. Потім повторювали освітлення РЦ наступним 
імпульсом світла. Відносна кількість центрів поглинання, швидкість переходу РЦ з 
одного стану в інший визначалося по кінетиці вицвітання лінії 865 нм спектра 
поглинання РЦ і пов'язувалася з нормованою кінетикою переносу електрона з донора 
на акцептор (ܺ଴ሺݐሻ). 

Аналіз експериментальної залежності переносу електрона РЦ виконували в 
декілька етапів. На першому етапі експериментальну криву (ܺ଴ሺݐሻ) фотоіндукованого 
електронного транспорту РЦ розбивали на ділянки фотозбудження (окислення донора) 
та рекомбінації електрона (відновлення донора) після виключення світла. Ці ділянки 
апроксимували сумою експоненціальних складових з додатними ваговими 
коефіцієнтами та від’ємними значеннями декрементів: 

ܺ଴ሺݐሻ ൌ ∑ ௜݁ିௗ೔௧ ; ௜ܣ ∑ ௜ܣ ൌ 1௜ , 
де ܣ௜ – вага експоненціальної компоненти фотостимульованого переносу електрона РЦ; 
i = 1, 2, 3; ݀௜ – показник степеня (декремент) компоненти фотостимульованого 
переносу електрона РЦ. 

Застосовували програму розкладу [19] ділянок кінетичної кривої на 
експоненціальні складові. Програма самостійно знаходила кількість експоненціальних 
складових та їх параметри при мінімумі середньоквадратичної похибки апроксимації. 
Результати розкладу кінетичної кривої на експоненціальні компоненти представлені у 
вигляді сигналу для візуалізації контролю та у вигляді таблиці параметрів експонент. 

Аналіз різних ділянок (рис. 1) кінетичних кривих фотозбудження РЦ (окислення та 
відновлення донора) показав, що експериментальні криві можна добре апроксимувати 
сумою трьох експонент. Відомо, що система з суми N однорідних диференціальних 
рівнянь та рівняння матеріального балансу зводиться до системи, яка може мати 
розв’язок у вигляд суми N-1 експоненціальних складових. Можна зробити припущення, 
що кінетичні криві, представлені у вигляді суми трьох різних експоненціальних 
складових, можуть відповідати розв’язку системи з (3+1) диференціальних рівнянь з 
деякими значеннями кінетичних констант. Загальний вигляд кінетичної схеми переносу 
електрона РЦ показано на рис. 2, де цифри позначають електрон-конформаційні 
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підстани РЦ. Підстан 0 відповідає перебуванню електрона на донорі РЦ. Підстани 1, 2, 
3 – перебування електрона на акцепторі РЦ. 
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а) б) 
Рис. 1. Кінетика заселеностей донора (а) при фотозбудження РЦ світлом з довжиною хвилі 865 нм 

та акцептора (б) після закінчення освітлення. 

 
Табл.1. Параметри експоненціальних складових кінетики переносу електрона РЦ 

Фотозбудження РЦ d1 (с-1) A1 (у.о.) d2 (с-1) A2 (у.о.) d3 (с-1) A3 (у.о.) дисперсія 
Окислення донора 123,62 0,9925 0,5397 0,0249 0,0235 0,0548 0,00443 
Відновлення донора 1,1003 0,512 0,0342 0,2264 0,0034 0,2538 0,00118 

 
 
 
Рис. 2. Кінетична схема переносу електрона в РЦ Rhodobacter 
sphaeroides. Стрілки на схемі відображають електрон-конформаційні 
взаємодії комплекса РЦ. Константи швидкості (݇௜௝) 
диференціальних рівнянь баланса (12 шт.) на рисунку позначено 
стрілками. Вони відображають швидкість переносу заряду між 
електрон-конформаційними станами РЦ. 

 
На другому етапі дослідження використовували градієнтний метод розв’язання 

оптимізаційної задачі, яка полягала у визначення таких значень коефіцієнтів системи 
диференціальних рівнянь, при яких кінетика заселеності донора (підстан 0) РЦ 
співпадає з експериментальною кінетикою поглинання РЦ. При розв’язанні 
оптимізаційної задачі ця кінетика використовувалась у якості цільової функції. Така 
задача є оберненою та погано обумовленою. Для прямої задачі, коли відомі значення 
кінетичних константи швидкості системи диференціальних рівнянь, між константами 
диференціальних рівнянь та розв’язком системи існує взаємно однозначна 
відповідність. Розв’язок системи має єдине значення. Диференціальні рівняння 
переносу електрона РЦ з рівнянням стану мають вигляд: 

ௗ௑బ
ௗ௧

ൌ െሺ݇଴ଵ ൅ ݇଴ଶ ൅ ݇଴ଷሻ · ܺ଴ ൅ ݇ଵ଴ · ଵܺ ൅ ݇ଶ଴ · ܺଶ ൅ ݇ଷ଴ · ܺଷ,   (1) 
ௗ௑భ
ௗ௧

ൌ ݇଴ଵ · ܺ଴ െ ሺ݇ଵ଴ ൅ ݇ଵଶ ൅ ݇ଵଷሻ · ଵܺ ൅ ݇ଶଵ · ܺଶ ൅ ݇ଷଶ · ܺଷ,                   (2) 
ௗ௑మ
ௗ௧

ൌ ݇଴ଶ · ܺ଴ ൅ ݇ଵଶ · ଵܺ െ ሺ݇ଶ଴ ൅ ݇ଶଶ ൅ ݇ଶଷሻ · ܺଶ ൅ ݇ଷ଴ · ܺଷ,                  (3) 

ଵܺ ൅ ܺଶ ൅ ܺଷ ൌ 1.                                                      (4) 

2 3 

1 

0 
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Загальний розв’язок системи має вигляд: 
௜ܺሺݐሻ ൌ ௜,ଵܥ · ሻݐሺെ݀ଵ݌ݔ݁ ൅ ௜,ଶܥ · ሻݐሺെ݀ଶ݌ݔ݁ ൅ ௜,ଷܥ ·  ,ሻݐሺെ݀ଷ݌ݔ݁

де ௜ܺሺݐሻ – заселеність підстанів РЦ (i = 1, 2, 3), ܥ௜,ଵ; ;௜,ଶܥ   ௜,ଷ – константи, якіܥ 
визначались значеннями власних векторів матриці констант диференціальних рівнянь 
та початковими умовами підсистем для процесів збудження та релаксації РЦ, ݇௜௝– 
кінетичні константи швидкості диференціальних рівнянь балансу, які задають 
швидкість переносу електрона між підстанами РЦ. 

 а)  б) 
Рис. 3. Кінетична схема початку процесу визначення констант швидкості рівнянь балансу. 

Крок зміни констант dk01, dk10=0.01 с-1, dkij=10-4 с-1 (для kij≠0). 
а) окислення донора, початкові значення констант швидкості рівнянь балансу: k02= k03=0, 

k01= k10=0.01 с-1, k20= k30=k21= k31=10-8 с-1, k12= k13= k12= k12=10-9 с-1. 
б) відновлення донора, початкові значення констант швидкості рівнянь балансу: k02= k03= k01=0, 

k10=0.01 с-1, k20= k30=k21= k31=10-8 с-1, k12= k13= k12= k12=10-9 с-1. 
 

Початкові умови при розрахунку заселеностей підстанів у процесі фотозбудження 
РЦ мають вигляд: ܺ଴ሺ0ሻ ൌ 1; ଵܺሺ0ሻ ൌ 0; ܺଶሺ0ሻ ൌ 0;  ܺଷሺ0ሻ ൌ 0. Початкові умови для 
процесу релаксації РЦ дорівнюють значенням заселеностей 
ܺ଴൫ ௘ܶ௫௣൯; ଵܺ൫ ௘ܶ௫௣൯; ܺଶ൫ ௘ܶ௫௣൯; ܺଷ൫ ௘ܶ௫௣൯ у момент закінчення процесу фотозбудження. 
Декременти (݀௜) дорівнюють власним значенням матриць коефіцієнтів 
диференціальних рівнянь для процесів фотозбудження та релаксації РЦ. При цьому 
визначник обернених матриць констант диференціальних рівнянь не повинен 
дорівнювати нулю. Це накладає обмеження на початкове значення констант 
диференціальних рівнянь (рис. 3 а, б), які використовуються у процесі оптимізації. 
Процес був побудований наступним чином. У процесі оптимізації спочатку знаходили 
значення констант диференціальних рівнянь для процесу фотозбудження електрона РЦ. 
Для цього використовували початкові значення констант швидкості ݇௜௝, розв’язували 
пряму задачу та знаходили значення параметрів експоненціальних складових 
загального розв’язку системи диференціальних рівнянь, в тому числі для підсистеми 0. 
Маючи експериментальні (ܣ௜

଴,  ݀௜
଴ሻ та розраховані ሺܣ௜

௫,  ݀௜
௫ሻ значення параметрів 

експоненціальних складових, визначали їх середньоквадратичну різницю, яка 
використовувалась у якості критерія оптимізації (∆௫) який мав вигляд: 

∆௫ൌ ∑ ሺ஺೔
బି஺೔

ೣሻమ

ሺ஺೔
బሻమ ൅ ሺௗ೔

బିௗ೔
ೣሻమ

ሺௗ೔
బሻమ   ݅ ൌ 1,2,3.      (5) 

Оптимізували значення ݇଴ଵ при незмінних значеннях інших констант. 
Оптимізували значення k10 при фіксованому значенні k01 та незмінних значеннях інших 
констант. Потім оптимізували значення інших констант шляхом послідовного перебору 
констант ݇଴ଶ, ݇ଶ଴, ݇଴ଷ, ݇ଷ଴, ݇ଵଶ, ݇ଶଵ, ݇ଵଷ, ݇ଷଵ, ݇ଶଷ, ݇ଷଶ при оптимальних значеннях ݇଴ଵта 
݇ଵ଴. Перебір значень констант йшов з заданим кроком у подвійному діапазоні значень 
найбільшого декремента, так як цільова функція характеризувалась множиною 
локальних мінімумів. Повторювали 50 разів у тій самій послідовності роботи з ݇௜௝, 
реєстрували набір значень ݇௜௝ з найменшою похибкою. Знаходили розв’язок системи 
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аналізується. Почнеться процедура знаходження значень констант диференціальних 
рівнянь. Процес виконання розрахунків відображається на полях верхньої таблиці. 

По закінченню розрахунків значення констант диференціальних рівнянь 
відобразяться у таблиці «output parameters». Значення параметрів експоненціальних 
складових, розрахованих на основі значень констант диференціальних рівнянь, 
відобразяться в таблиці «parameters of the experimental curve». Результати розрахунків 
зберігаються у двох файлах текстового формату шляхом натискання кнопок 
“Save Ai=K(i-j)” та ”Save File”. Перша кнопка створює файл таблиці значень констант 
диференціальних рівнянь (таблиця 2), похибка розрахунків фіксується у правому полі 
таблиці. Друга кнопка – файл кінетики заселеності підстанів РЦ. 

 
 

 
 
 
Рис. 5. Кінетика 
фотостимульованого переносу 
електрона РЦ. Експериментальна та 
розрахована залежності заселеності 
донора (0 підстан) РЦ в результаті 
розв’язання системи 
диференціальних рівнянь. 
 
 
 
 

 
Табл. 2. Значення констант швидкості диференціальних рівнянь балансу для етапів окислення донора РЦ 

(рядок 2) та відновлення донора РЦ (рядок 3). Інтенсивність збуджуючого світла 7,2 мВт/см2, час 
експозиції РЦ (Texp) 100 с 

kij (с-1) k01 k10 k12 k21 k23 k32 k02 k20 k13 k31 k03 k30 дисперсія
окислення 112,6 9,3 0,07 0,375 1E-5 1E-5 1,18 1E-6 1E-5 1E-5 0,446 1E-5 4E-5 
відновлення 0 0,01 0,007 1E-6 1E-6 0,143 0 0,003 0,024 0,315 0 0,635 2,1E-6 

 
На рис. 5 наведено експериментальну кінетику заселеності донора РЦ (підстан 0) у 

процесі його окислення та відновлення. Також наведено кінетику заселеності цього ж 
підстану, отриману в результаті роботи програми «розрахунок значень констант 
диференціальних рівнянь». Середньоквадратична похибка розрахунків (݀݅݌ݏ ൌ 4,5 ·
10ିହ) для ділянки окислення та ݀݅݌ݏ ൌ 2,1 · 10ିସ для ділянки відновлення донора РЦ. 
Час роботи програми приблизно 10 хвилин. За допомогою цієї програми було 
визначено значення констант для матриць диференціальних рівнянь, кінетика 
заселеності підстанів РЦ для інших режимів фотозбудження РЦ [20]. У більшості 
випадків вдається отримати хорошу апроксимацію експериментальної та розрахункової 
кінетики заселеності донора РЦ (підстан 0) на всьому інтервалі фотостимулювання РЦ. 
Типовий випадок показано на рис. 6 а, б, де наведено експериментальну та 
розрахункову залежності 0 підстану та розрахункові кінетики заселеностей чотирьох 
підстанів при фотозбудженні РЦ одним імпульсом світла протягом 100 с з 
інтенсивністю 7,2 мВт/cм2. Як правило, кінетика заселеностей підстанів РЦ має 
особливості, характер яких залежить від параметрів режиму фотостимулювання РЦ. 
Аналіз цього параметру показує, що кінетика підстанів 1, 2, 3 на відміну від підстану 0 
має виражені особливості. У режимі фотозбудження РЦ максимуми заселеностей 
підстанів 1, 2 знаходяться на 0,06 с та 6 с після початку фотозбудження. У режимі 
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релаксації РЦ максимуми заселеності підстанів фіксуються через 3 с, 47 с, зменшення 
заселеності підстану 3 до нуля відбувається через 3 с, підстану 1 – через 140 с після 
закінчення фотозбудження при загальному часу релаксації РЦ ൐ 1000 с. 
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Рис. 6. Кінетика заселеності підстанів РЦ: 

a) ділянка фотозбудження РЦ; б) ділянка релаксації РЦ.
 
Наявність максимумів заселеності підсистем РЦ дозволяє говорити про 

присутність протилежних процесів в кінетиці підстанів при їх фотозбудженні та 
релаксації. Такі процеси можуть бути зумовлені структурними змінами в РЦ при 
фотостимульованому переносі електрона. 
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Рис. 7. Метод двох експозицій при 
фотозбудженні РЦ. Зміна параметрів 
експоненціальних компонент 
фотоіндукованого переносу 
електрона:  
а) зміна значень вагів (Ai) та  
б) декрементів (di) експоненційних 
складових релаксації донора РЦ 
після другого збуджуючого імпульсу 
в залежності від значення інтервалу 
між першим та другим імпульсами 
фотостимуляції РЦ. Інтенсивність 
імпульсу 7 мВт/см2, тривалість – 100 
с [20]. 
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Дослідження кінетики фотостимульованого переносу заряду в РЦ з використанням 
двох послідовних імпульсів світла зі змінним інтервалом між ними [20] показало 
немонотонну залежність параметрів експоненціальних складових кінетики від 
величини інтервалу між імпульсами. Дана методика, так як і попередня, дозволяє 
визначати часові параметри електрон-конформаційних взаємодій РЦ. Порівняння 
результатів цих методик (рис. 6 б та рис.7 а, б) показує їх співпадіння. Інтервали 3, 47, 
140 с, що відповідають максимумам заселеності підстанів 1 та 2 у процесі релаксації 
РЦ, співпадають по порядку величини з інтервалом часу (4–100 с) між імпульсами 
світла збудження РЦ, при якому параметри експоненціальних складових процесу 
релаксації РЦ мають екстремальні значення. Це підтверджує припущення про те, що 
поява особливостей у кінетиці заселеностей підстанів РЦ при фотостимульованому 
переносі заряду пов’язана зі змінами у їх структурі. 

 
ВИСНОВКИ 

Кінетика фотостимульованого електронного переносу електрона в ізольованих 
реакційних центрах Rhodobacter sphaeroides добре описується системою з рівнянням 
стану та трьох диференціальних рівнянь балансу з двома наборами постійних 
коефіцієнтів. 

Процес фотостимульованого переносу заряду в РЦ задовольняє модель чотирьох 
незалежних підстанів РЦ, які відповідають чотирьом пов’язаним електрон-
конформаційним підстанам. 

Кінетика заселеності підстанів РЦ у процесі фотозбудження та релаксації має добре 
виражені екстремуми (0,06, 3–140 с), що зумовлені ефектами структурної саморегуляції 
основної реакції у результаті просторово-часових рухів макромолекули РЦ. 
Екстремуми служать маркерами структурних змін РЦ. 

Розроблено програму для визначення констант швидкостей диференціальних 
рівнянь, коли реакція системи представлена у вигляді трьох різних експоненціальних 
складових. 
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