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Аннотация. При помощи метода хемилюминесценции люминола для липидно-мембранной среды, 
которая является конденсированной, проанализированы процессы перекисного окисления липидов, 
точки ферментативной активности, квантовые выходы, структура, функции активированной 
природными красителями флуоресцентными зондами кумарином С-334 или кумарином С-525 
хемилюминесценции под действием гетерогенного катализатора комплекса цитохрома С с 
кардиолипином в водной среде и в неполярном окружении. Показано, точки ферментативной 
активности и квантовые выходы значительно выше в присутствии физического активатора 
флуоресцентного зонда природного красителя кумарина С-525, чем в случае собственного не 
активированного свечения или в случае природного красителя физического активатора 
флуоресцентного зонда кумарина С-334. Ферментативная активность зависит не только от 
концентрации цитохрома С в составе гетерогенного катализатора комплекса цитохрома С с 
кардиолипином, но и от количественного соотношения определяемого прямо пропорциональной 
зависимостью в процентах между его нативной и частично денатурированной формами.  
Ключевые слова: Флуоресцентные зонды, цитохром С, кардиолипин, ферментативная 
активность. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
Цитохром С – элемент дыхательной цепи митохондрий, переносящий электроны с комплекса 3 на комплекс 

4, хороший антиоксидант и один из главных биорегуляторов апоптоза по митохондриальному пути [1,2], 
участвующий в ниже перечисленной системе процессов: (1) образование комплекса цитохрома С с 
кардиолипином внутренних мембран митохондрий; приобретение им ферментативной активности [3,4];  
(2) активация процессов перекисного окисления липидов мембран за счет ферментативной активности цитохрома 
С и кардиолипина; (3) эволюция состояния и проницаемости митохондриальных мембран за счет процессов 
перекисного окисления липидов; образование крупных пор; набухание матрикса митохондрий [1,5]; (4) выходы 
комплекса цитохрома С и кардиолипина в цитоплазму, что приводит к активации каскада ферментативных 
реакций, которая заканчивается апоптозом [6,7]. 

Образование комплекса цитохрома С с кардиолипином и приобретение им ферментативной активности 
рассмотрены в работах [6,8]. Этот комплекс образует наночастицы диаметром 8-11 нм, которые освобождаются 
центрифугированием и имеют стандартный размер и структуру. Таким образом, комплекс цитохром С с 
кардиолипином подходит под описание гетерогенного катализатора. 

В нашей работе рассмотрено: (1) образование гидрофобных нанокристаллов определенного размера с 
установленным соотношением количества молекул цитохрома С с кардиолипином, показывающее образование 
данного комплекса со строго определенной структурой [1,9]; (2) изменение конформации цитохрома С по 
отношению к нативному состоянию, т.е. увеличение размера его глобулы внутри комплекса цитохрома С с 
кардиолипином, отдаление тирозиновых и триптофановых остатков от гема, разрыв связи Fe(heme)···S(Met80); 
повышение досягаемости гема для малых молекул, необходимое для протекания исследуемых 
липопероксидазной и липоксигеназной реакций [6,10]. 

Исследование посвящено моделированию процессов перекисного окисления липидов, точек 
ферментативной активности, квантовых выходов, структуры, функций цитохрома С с кардиолипином и 
сопровождающей их хемилюминесценции, запускаемых данным комплексом в мембране. Создание точной, 
оптимальной модели этих процессов позволит использовать методы хемилюминесценции, как инструмент 
строгой оценки структуры, ферментативной активности комплекса цитохрома С с кардиолипином и, таким 
образом детальнее исследовать его функции в различных условиях. 

Процессы перекисного окисления липидов включают в себя десятки различных реакций, группирующиеся 
в стадии инициирования, продолжения, разветвления цепи и ее обрыва. Спонтанная хемилюминесценция 
сопровождает реакции рекомбинации перекисных радикалов и некоторые другие, более специфические 
процессы с их участием. Использование физических активаторов, таких как флуоресцентные зонды кумарины  
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С-334 и С-525 позволяет усилить это свечение на 2–3 порядка без изменения химических процессов, 
протекающих в системе.  

Кумарины перехватывают возбуждение у триплетно-возбужденных кетонов, образующихся при 
рекомбинации перекисных радикалов по механизму Рассела и, при этом, имеют квантовые выходы 
хемилюминесценции на 3–4 порядка выше, чем сами возбужденные кетоны [3,9]. Таким образом, 
хемилюминесценция, активированная любым из природных красителей кумаринов С-334 и С-525 имеет 
интенсивность на порядки выше, чем спонтанная хемилюминесценция липидов, но при этом не отличается от 
нее по кинетическим кривым, константам скорости и, соответственно, может быть использована при составлении 
модели активированной флуоресцентными зондами С-334 и С-525 хемилюминесценции под действием 
комплекса цитохрома С и кардиолипина. Надежность решения определялась наличием кардиолипина для 
стабилизации pH[11], гашением Fe2+ [4,12] и наличием физического активатора кумарина С-334 и С-525. Среди 
факторов, которые могут искажать значение, можно выделить недостаточное добавление пероксида водорода 
[3,12], избыточное количество азота (II) [1,14], метанола, денатурация белка [1,15], изменение конформации 
цитохрома С в комплексе цитохрома С с кардиолипином [8,16]. 

 На основании анализа полученных нами параметров цитохрома С с кардиолипином, физического 
активатора С-334, физического активатора С-525, пероксидазы хрена и люминола, проведены исследования 
сравнения сенсибилизирующей способности люминола, природных красителей: кумарина С-334 и кумарина  
С-525 [1,15], с целью уточнения, структуры, функций, точек ферментативной активности и квантовых выходов 
комплекса. Полученные результаты представляют практический интерес для изучения сенсибилизирующей 
активности природных красителей кумаринов, структуры, функций ферментативной активности комплекса, как 
катализатора. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

 
Использованные реактивы: КH2PO4, 20 мМ буферный раствор (рН 7,4); пероксид водорода (Sigma-Aldrich, 

США); кумарин С-334 (Sigma-Aldrich, США); кумарин С-525 (Sigma-Aldrich, США); цитохром с (Sigma-Aldrich, 
США); кардиолипин из сердца быка (Avanti Polar Lipids, США) [1]; 

Хемилюминесценцию измеряли на хемилюминометрах Lum-100 (Россия). Спектры поглощения 
регистрировали с использованием двухлучевого спектрофотометра Analytic Jena SPECORD 200 (Германия). 
Флуоресценцию измеряли на спектрофлуориметре RF-5301 (Shimadzu Corporation, Япония). Измерения 
динамического светорассеяния проводились на приборе Zetasizer Nano ZS (Malvern, Великобритания). Данные, 
полученные хемилюминесцентными и спектроскопическими методами, обрабатывали в Microsoft Office Excel. 
Данные по динамическому светорассеянию обрабатывали с помощью официального программного обеспечения 
Malvern «Zetasizer Software». 

Объектами исследования выступили известный флуоресцентный зонд кумарин С-334, флуоресцентный зонд 
кумарин С-525, пероксидаза хрена, люминол и комплекс цитохрома C с кардиолипином. Работа проводилась на 
кафедре медицинской биофизики Факультета фундаментальной медицины МГУ.  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
При изучении ферментативной активности, структуры и функций активированной природными 

красителями С-334 и С-525 хемилюминесценции под действием комплекса цитохрома С с кардиолипином были 
детализированы результаты, полученные в экспериментах по запуску апоптоза [1,9]. Учитывая, что:  
(1) природные соединения имеют стандартную полосу поглощения интенсивностей с максимумом 699 нм [2];  
(2) в кинетических экспериментах свет является распространенным источником возбуждения [12].  

Проанализирована серия спектров поглощения реакционной смеси для более полной оценки происходящих 
процессов (рис. 1, 2).  

Данные по разрушению цитохрома c и флуоресцентного зонда С-334 в ферментативной реакции, 
катализируемой комплексом цитохром С с кардиолипином, приведены на рисунке 1. 

Данные по разрушению цитохрома c и флуоресцентного зонда С-525 в ферментативной реакции, 
катализируемой комплексом цитохром С с кардиолипином, приведены на рисунке 2. «Классический» активатор 
С-525, так же как С-334, очень активно окисляется комплексом цитохром С с кардиолипиом, при этом скорость 
этого окисления ограничивается лишь концентрацией самого цитохрома С, который тоже разрушается в составе 
комплекса цитохрома С с кардиолипином под действием пероксида водорода (рис. 2, кривые 1, 2 и 3) [5,14,16].  
Для оценки расчетов точек ферментативной активности выбран способ, основанный на хемилюминесценции 
люминола в конденсированной среде, интенсивность которой зависит от концентрации фермента. Количество 
точек определялась светосуммой. Величина амплитуды зависела от степени полноты фермента в 
хемилюминесцентной реакции. Для нахождения констант скорости строилась калибровочная кривая 
зависимости интенсивности. В каждой пробе оценивали квантовый выход хемилюминесценции учитывая 
скорость реакции.  Использовались данные проведенных пяти последовательных измерений степени разрушения  
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Рисунок 1. Результаты измерения серии спектров поглощения реакционной смеси, в которой протекает 
катализируемая комплексом ферментативная реакция в присутствии C-334. Красная кривая – первое 
измерение, чёрная – последнее, промежуточные цвета (через серый) – промежуточные измерения .1. Серия 
спектров поглощения смеси: 10 мкМ цитохром С, 300 мкМ 1,1',2,2'-тетраолеилкардиолипин; 25 мкМ C-334, 
215 мкМ H2O2, пунктирная красная кривая – спектр смеси без H2O2. 2. Изменения значения оптической 
плотности в полосе Соре. 3. Изменения значения оптической плотности в примерном пике поглощения C-334 

    
 

 
Рисунок 2. Результаты измерения серии спектров поглощения смеси, в которой протекает катализируемая 
комплексом ферментативная реакция в присутствии C-525. Красная кривая – первое измерение, чёрная – 
последнее, промежуточные цвета (через серый) – промежуточные измерения. 1. Серия спектров поглощения 
смеси: 10 мкМ цитохром С, 300 мкМ 1,1',2,2'-тетраолеилкардиолипин; 25 мкМ C-525, 215 мкМ H2O2, 
пунктирная красная кривая – спектр смеси без H2O2. 2. Изменения значения оптической плотности в полосе 
Соре. 3. Изменения значения оптической плотности в примерном пике поглощения C-525 
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кумаринов в течение 8 мин. Опыты подтверждают, что в случае применения флуоресцентных зондов, физических 
активаторов кумаринов С-334 и С-525, наблюдается максимальный спектр поглощения флуоресценции при 
максимальном значении квантового выхода, и природные красители устойчивы к прямому окислению [1,10,13]. 

Кроме того, при частичной денатурации цитохрома С происходит разрыв связи Fe(heme)···S(Met80) и 
цитохром С приобретает ферментативную активность. Она выражена в комплексе цитохром С и кардиолипин. 
«Классический» активатор хемилюминесценции флюрерисцентный зонд кумарин С-525, так же как С-334, 
активно окисляется комплексом цитохром С с кардиолипиом, при этом скорость этого окисления ограничивается 
лишь концентрацией самого цитохрома c, который тоже разрушается в составе комплекса цитохром С с 
кардиолипином под действием пероксида водорода (рис. 2, кривые 1,2 и 3). 

Для того чтобы сделать правильный анализ квантовых выходов нужно учесть, что: (1) ферментативная 
активность зависит не только от концентрации цитохрома С, но и от соотношения, определяющего процент 
абсолютного количества денатурированной формы; (2) механизм этого усиления хемилюминесценции – перенос 
энергии от молекулы кетона в электронно-возбужденном состоянии (первичного продукта рекомбинации 
пероксил-радикалов) на флуоресцентный уровень кумарина С-525, или кумарина С-334;  

 
ВЫВОДЫ 

 
Комплекс цитохрома С с кардиолипином отличается от нативного цитохрома С по следующим свойствам: 

(1) обладает флуоресценцией тирозиновых и триптофановых остатков; (2) теряет поглощение в полосе Соре  
(405–410 нм), отражающей существование связи Fe(heme)···S(Met80); (3) обладает ферментативной активностью 
и, таким образом, катализирует образование липидных радикалов в мембране. Природный краситель 
флуоресцентный зонд С-525 – физический активатор хемилюминесценции окисляется цитохромом С с 
кардиолипином, так же как природный краситель флуоресцентный зонд С-334 Скорость этого окисления 
ограничивается лишь концентрацией самого цитохрома С, который тоже разрушается в составе комплекса 
цитохрома С с кардиолипином под действием пероксида водорода. 
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Abstract. Using the luminol chemiluminescence method for the lipid-membrane environment, which is 
condensed. Both lipid peroxidation processes, points of enzymatic activity, quantum yields, structure, and 
functions of the natural dye-activated fluorescent probe coumarin C-334 chemiluminescence under the 
action of a heterogeneous catalyst complex of cytochrome C with cardiolipin in aqueous medium and in a 
nonpolar environment were analyzed , and processes of lipid peroxidation, points of enzymatic activity, 
quantum yields, structure, functions of chemiluminescence activated by natural dye fluorescent probe 
coumarin C-525 under the action of heterogeneous catalyst of cytochrome C complex with cardiolipin in 
aqueous medium and in nonpolar environment. It is shown that: 1) the enzymatic activity points and 
quantum yields were significantly higher in the presence of the physical activator fluorescent probe natural 
dye coumarin C-525 than in the case of its own non-activated luminescence or in the case of the natural 
dye physical activator fluorescent probe coumarin C-334; 2) an important indicator was that the enzymatic 
activity depends not only on the concentration of cytochrome C in the heterogeneous catalyst of the 
complex of cytochrome C with cardiolipin, but also on the quantitative ratio determined by a directly 
proportional relationship in percent between its native form and partially denatured forms. 
Key words: Fluorescent probes, cytochrome C, cardiolipin, enzymatic activity. 
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