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В настоящей работе методом измерения кинетики хемилюминесценции в присутствии активатора
свечения – изохинолизинового кумарина 334 – было показано, что при взаимодействии с биологи-
ческими мембранами комплекс цитохрома с с тетраолеоил-кардиолипином (Цит-ТОКЛ) способен
катализировать реакции, в которых образуются липидные радикалы. Эффект Цит-ТОКЛ был изу-
чен на митохондриях, которые были выделены из печени самцов крыс линии Wistar и самцов бес-
породных мышей, и эритроцитах, выделенных из крови самцов крыс линии Wistar. Было показано,
что комплекс цитохрома c с фосфатидной кислотой обладает аналогичным пероксидазным дей-
ствием. Комплекс Цит-ТОКЛ при взаимодействии с интактными митохондриями проявлял в не-
сколько раз более слабое пероксидазное действие, чем при его воздействии на поврежденные мито-
хондрии. Таким образом, наносферы Цит-ТОКЛ, несмотря на их гидрофобную поверхность, плохо
проникают через цитоплазматическую и митохондриальные мембраны. Соответственно, обнару-
женное ранее цитотоксическое действие Цит-ТОКЛ на раковые клетки направлено, вероятнее все-
го, на цитоплазматическую мембрану, а не на внутренние мембраны митохондрий.

Ключевые слова: цитохром с, кардиолипин, фосфатидная кислота, комплекс цитохрома c с анион-
ными липидами, липидная пероксидация, апоптоз
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ВВЕДЕНИЕ
Внешним сигналом для индукции апоптоза

служат факторы, действующие на рецепторы,

встроенные в цитоплазматическую мембрану и
запускающие каскад реакций внутри клетки, ко-
торый заключается в активации ряда протеиназ,
называемых каспазами. Ключевую роль в разви-
тии апоптоза у эукариот, в том числе в организме
человека, в большинстве случаев играют мито-
хондрии. В клетках высших организмов апоптоз
обычно развивается в результате нарушения ба-
рьерных свойств мембран митохондрий, внут-
ренней и наружной [1–3]. В результате резкого
увеличения проницаемости наружной митохон-

Список сокращений: С-334 – изохинолизиновый кумарин 334,
LOO· – липопероксильный радикал, LOOH – гидроперок-
сиды липидов, ТОКЛ – тетраолеоил-кардиолипин, ФК –
диолеоил-фосфатидная кислота, ХЛ – хемилюминесцен-
ция, ЦитС – цитохром с, Цит-АЛ – комплекс цитохрома c
с анионными липидами, Цит-КЛ – комплекс цитохрома c
с кардиолипином, Цит-ТОКЛ – комплекс цитохрома c с
тетраолеоил-кардиолипином.
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дриальной мембраны [4–6] из межмембранного
пространства митохондрий в цитоплазму выходят
белки, включая цитохром с (ЦитС), что приводит
к активации каспазы-9 и гибели клетки (апопто-
зу) [7, 8] вследствие активации протеиназ и эндо-
нуклеаз, разрушающих клетку изнутри. Совре-
менные методы геномики и протеомики позво-
лили выяснить множество важных и интересных
особенностей сложнейшего механизма апоптоза,
в реализацию и управление которым вовлечено
множество регуляторных белков [9–11]. Но при
всем этом долго оставались нерасшифрованными
механизмы двух ключевых событий при апоптозе:
механизмы нарушения проницаемости митохон-
дриальных мембран (приводящего, помимо вы-
хода ЦитС в цитоплазму [8, 12], к выключению
биоэнергетических функций митохондрий [13]) и
механизмы появления фосфатидилсерина на по-
верхности клеток – сигнала “съешь меня” для
фагоцитов [14]. Решающую роль сыграли работы,
показавшие участие перекисного окисления ли-
пидов как в митохондриальном пути апоптоза,
так и в появлении сигнала для макрофагов на
внешней поверхности цитоплазматической мем-
браны [15, 16]. Было сделано предположение, что
в обоих случаях катализатором липидной перок-
сидации могут служить комплексы ЦитС с ани-
онными липидами: с фосфатидилсерином в ци-
топлазматической мембране и с кардиолипином
во внутренней мембране митохондрий [17].
В 2005 году Каган и сотр. показали, что для разви-
тия апоптоза в клетках необходима пероксидация
липидов митохондрий, которая предшествовала
выходу ЦитС и активации каспаз и которая по-
давлялась в отсутствие ЦитС или кардиолипина в
клетках [18].

Первые исследования строения комплекса
ЦитС с кардиолипином начались задолго до того,
как стала известна его роль в апоптозе [19–23].
Наибольшей популярностью до сих пор пользу-
ется представление о “мембранно-связанном
ЦитС”. Согласно данной теории, первоначаль-
ное прикрепление ЦитС к поверхности липидно-
го слоя мембраны, содержащей кардиолипин,
обусловлено электростатическим притяжением,
обратимо и не приводит к серьезному изменению
конформации белка. Затем белок прочно привя-
зывается к липидному слою гидрофобными взаи-
модействиями, вероятно, в результате проникно-
вения одной [24] или двух [25] жирнокислотных
цепей кардиолипина в толщу глобулы ЦитС.
В результате ЦитС частично разворачивается и
приобретает пероксидазную активность, которая
отсутствует в водном растворе [14, 17, 18, 26, 27].
Измерения флуоресценции ЦитС, меченного в
различных участках полипептидной цепи произ-
водными флуоресцеина, позволили сделать вы-
вод о том, что при взаимодействии с липидным
слоем, содержащим кардиолипин, происходят

значительные изменения конформации ЦитС,
приводящие к распластыванию макромолекулы
на поверхности мембраны [28, 29]. Молекулярная
динамика процесса связывания ЦитС с липид-
ным бислоем, содержащим кардиолипин, была
рассчитана в работе группы Кагана, причем, со-
гласно данным этих авторов, ЦитС в конечном
итоге также оказывался распластанным на по-
верхности мембраны [30]. В наших исследовани-
ях были, однако, получены совершенно иные
данные о структуре комплекса Цит-КЛ.

Было обнаружено, что при смешивании вод-
ного раствора ЦитС с раствором кардиолипина
выпадает осадок комплекса с молярным соотно-
шением липид/белок, равным 35–38 в нейтраль-
ной среде [31, 32] и приблизительно 13 при pH <
< 5.5 [32]. Методом малоуглового рассеяния рент-
геновских лучей было показано, что осадок
состоит из шариков диаметром 11.2 нм [31]. Было
сделано предположение, что комплекс ЦитС с
кардиолипином (Цит-КЛ) представляет собой
наносферу диаметром 11–12 нм, в центре которой
расположен ЦитС, а снаружи – плотно сжатый
монослой кардиолипина, расположенный заря-
женными головками внутрь и гидрофобными
хвостами наружу [31]. Несмотря на гидрофобную
поверхность, наносферы растворимы в водных
растворах в концентрации 32 ± 4 мкМ при ней-
тральных pH и 28 ± 4 мкМ в кислой среде [33].
В концентрациях порядка 10 мкМ комплекс
Цит-КЛ обладает пероксидазной и липоперокси-
дазной активностью, которая проявляется в
образовании свободных радикалов субстратов
окисления в присутствии H2O2 или органических
гидропероксидов [34–36]. Было выдвинуто пред-
положение, что в митохондриях и других клеточ-
ных мембранах комплекс Цит-КЛ может внед-
ряться в гидрофобный липидный бислой мембра-
ны и осуществлять там липидную пероксидацию,
которая приводит к апоптозу [32].

С помощью методики, близкой к процедуре
выделения липидов по Фолчу [37], нам удалось
приготовить раствор комплекса Цит-КЛ в гидро-
фобных растворителях (хлороформе и гексане)
[38] и показать, что комплекс способен катализи-
ровать образование радикалов органического
субстрата и полиненасыщенных липидов в гидро-
фобном окружении в присутствии H2O2. При изу-
чении Цит-КЛ, растворенного в неполярном рас-
творителе [39], размеры наносфер комплекса
оказались такими же, как и в кристаллическом
осадке [31], а молярное соотношение липид/бе-
лок – таким же, как и в водном растворе Цит-КЛ
[32]. В связи с этим в недавней работе было сдела-
но предположение о том, что и в кристалличе-
ском осадке, и в растворах как в водной, так и в
гидрофобной средах частицы Цит-КЛ имеют од-
но и то же строение [40]. Механизм пероксидаз-
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ного действия комплекса во всех изученных си-
стемах изучался с помощью измерения кинетики
хемилюминесценции (ХЛ), активированной изо-
хинолизиновыми кумаринами [41] в сочетании с
математическим моделированием кинетики ре-
акций [42]. Примечательно то, что механизм ока-
зался аналогичным механизму пероксидазного
цикла, известному для пероксидаз растений и
животных [43–45].

Появление раковой опухоли в организме жи-
вотных и человека связано, как известно, с обра-
зованием мутантных клеток, не откликающихся
на проапоптотические сигналы [46]. Поэтому
противораковое действие практически всех суще-
ствующих физических и химических агентов на-
правлено на активацию апоптоза и других видов
программируемой смерти в этих клетках [46–48].
Совместно с группой Торчилина (Бостон, США)
мы исследовали действие комплекса Цит-КЛ на
раковые клетки в культуре и показали, что Цит-
КЛ в молярных концентрациях ниже или равных
действующим концентрациям наиболее актив-
ных противораковых препаратов вызывал экстер-
нализацию фосфатидилсерина и гибель клеток
[49]. Поскольку чувствительными к данному пре-
парату оказались как нативные, так и резистент-
ные к другим противораковым препаратам рако-
вые клетки, был сделан вывод, что комплексы ци-
тохрома c с кардиолипином, т.е. природных
компонентов наших клеток, и аналоги таких ком-
плексов могут стать основой для эффективных
противораковых препаратов принципиально но-
вого типа, к которым не вырабатывается рези-
стентность. При этом не до конца остается выяс-
ненной возможность проникновения комплекса
Цит-КЛ через мембранные структуры клетки.

Задачей настоящей работы было изучение дей-
ствия комплексов цитохрома c с анионными ли-
пидами – Цит-ТОКЛ и Цит-ФК – на цитоплаз-
матическую и митохондриальные мембраны и
выяснение механизма реакций образования ли-
пидных радикалов, катализируемых этими ком-
плексами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реагенты. Использовали реактивы фирмы Sig-

ma-Aldrich (США): HEPES, тетраолеоил-кардио-
липин (1',3'-бис[1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фос-
фо]-глицерин), диолеоил-фосфатидная кислота
(1,2-ди(цис-9-октадеценоил)-sn-глицерин-3-фос-
фат натриевая соль), цитохром с, кумарин 334 (10-
ацетил-2,3,6,7-тетрагидро-1Н,5Н,11H-(1)бензо-
пирано(6,7,8-ij)хинолизин-11-он), EGTA, дели-
пидированный бычий сывороточный альбумин;
фирмы MP Biomedicals (Германия): сахароза,
маннитол; а также: Na2HPO4 (ч.д.а., Реахим, Рос-
сия); раствор пероксида водорода (30%, Fluka,
США); раствор Хенкса (ООО “ПанЭко”, Рос-

сия); физиологический раствор NaCl (0.9%,
ООО “Мосфарм”, Россия).

Экспериментальные животные. Митохондрии
выделяли из печени самцов крыс (Wistar, 250 ±
± 50 г) или самцов беспородных мышей (25 ± 5 г).
Эритроциты получали из крови самцов крыс
(Wistar, 250 ± 50 г). При работе с животными со-
блюдали регламент, установленный Приказом
Минздрава СССР от 12.08.1977 г. № 755. Живот-
ных содержали в условиях вивария, по 6 особей в
стандартных клетках Т4 с регулируемым освеще-
нием (12 ч – ночь, 12 ч – день), со свободным до-
ступом к кормам и воде.

Выделение митохондрий и получение повре-
жденных митохондрий. Выделение митохондрий
проводили согласно методике, описанной в ста-
тье [50] с небольшими модификациями. Все ма-
нипуляции проводили при температуре 0–4°C на
льду. Образец печени массой от 1 до 4 г промыва-
ли в среде для выделения (10 мМ HEPES, 70 мМ
сахароза, 1 мМ EGTA, 200 мМ маннитол, рН 7.4)
и взвешивали в охлажденной чашке Петри. Ткань
измельчали ножницами на крупные кусочки.
Части образца гомогенизировали с помощью
охлажденного стеклянного гомогенизатора с до-
бавлением от 5 до 10 мл среды для выделения, со-
держащей 1 мг/мл делипидированного бычьего
сывороточного альбумина. Равные объемы полу-
ченной суспензии переносили в две пробирки и
центрифугировали 5 мин при 600 g, 2°C. Надоса-
дочную жидкость центрифугировали еще 5 мин
при тех же условиях, после чего осадок отбрасы-
вали, а надосадочную жидкость центрифугирова-
ли 10 мин при 11000 g, 2°C. Осадок ресуспендиро-
вали в среде для выделения до исходного объема
пробы и снова центрифугировали 10 мин при
11000 g, 2°C, после чего полученный осадок ре-
суспендировали в определенном объеме среды
выделения и помещали в холодильник при 4°C.

Для получения поврежденных митохондрий
(митохондриальных теней) полученную суспен-
зию митохондрий замораживали при –20°С, а за-
тем размораживали и хранили при температуре
0–4°С, после чего подвергали нескольким цик-
лам осаждения-ресуспендирования.

Концентрацию белка в полученных митохон-
дриях определяли биуретовым методом с помо-
щью Total Protein reagent (Sigma-Aldrich, США).

Выделение эритроцитов и получение теней эрит-
роцитов. Эритроциты получали центрифугирова-
нием (5 мин, 3000 g, 4°С) с последующим удале-
нием надосадочного слоя плазмы. Клетки про-
мывали не менее 3 раз путем смешивания с
охлажденным физиологическим раствором (NaCl,
0.9%) в соотношении 1 : 1, аккуратного ресуспен-
дирования и последующего центрифугирования
при тех же условиях.
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Безглобулиновые эритроцитарные мембраны
(тени эритроцитов) получали по методу, описан-
ному в работе [51]. Для этого к полученному по
описанной выше методике осадку эритроцитов
добавляли гипотонический раствор Na2HPO4
(10 мМ, рН 7.4, 4°С). По окончании гемолиза (че-
рез 30 мин) тени многократно отмывали путем
центрифугирования (15 мин, 20000 g, 4°C) до тех
пор, пока количество гемоглобина в надосадоч-
ной жидкости не оставалось постоянным. Содер-
жание гемоглобина контролировали путем реги-
страции соответствующих спектров поглощения
супернатантов. В осадке оставалось небольшое
количество так называемого мембранно-связан-
ного гемоглобина, который обладал пероксидаз-
ной активностью – в соответствии с полученны-
ми ранее данными [52].

Регистрация спектров поглощения. Спектры
поглощения регистрировали в кварцевых кюве-
тах (l = 1.00 см) на спектрофотометре Specord 200
(Analytik Jena, Германия).

Регистрация кинетики хемилюминесценции. Ре-
гистрацию ХЛ осуществляли на одноканальном
хемилюминометре Lum-5773 (ДИСофт, Россия) с
программным обеспечением PowerGraph Profes-

sional 3.3. В качестве активатора ХЛ, сопровожда-
ющей образование липопероксильных радикалов
(LOO·), использовали кумарин 334 (С-334) [53].

Схема регистрации ХЛ была следующей. Сна-
чала регистрировали фоновый уровень ХЛ (рис. 1,
нулевой момент времени). Далее в кювету, не
прерывая процесса записи аналитического сиг-
нала, помещали смесь, содержащую суспензию
исследуемого объекта (интактных митохондрий,
поврежденных митохондрий или теней эритро-
цитов) и метанольного раствора С-334 для опре-
деления базового уровня ХЛ (рис. 1, добавка 1).
После этого добавляли смесь водного раствора
ЦитС и метанольного раствора кардиолипина
(рис. 1, добавка 2). Затем в систему для устране-
ния действия каталазы вводили NaN3 (рис. 1, до-
бавка 3). Запуск реакции окисления липидов осу-
ществляли добавлением H2O2 (рис. 1, добавки 4 и 5).
Интенсивность ХЛ в каждый момент времени от-
ражала стационарную концентрацию LOO· и
тем самым – скорость липопероксидазной ре-
акции.

Все концентрации компонентов исследуемых
систем были подобраны исходя из литературных

Рис. 1. Образование липопероксильных радикалов при добавлении комплекса Цит-ТОКЛ к интактным и поврежден-
ным митохондриям. Слева (а–в) – интактные митохондрии. Справа (г–е) – поврежденные митохондрии. Митохон-
дрии были получены из печени самцов крыс (Wistar). Добавки были сделаны в моменты, указанные цифрами: 1 – ми-
тохондрии + С-334; 2 – Цит-ТОКЛ (а, г), только ТОКЛ (б, д) или только ЦитС (в, е); 3 – NaN3; 4 – 10 мкл 5 мМ H2O2;
5 – 100 мкл 5 мМ H2O2. Контроль – реакционная смесь, содержащая все вышеперечисленные компоненты, кроме
ЦитС и ТОКЛ. Конечные концентрации: ЦитС – 22.5 мкМ, ТОКЛ – 750 мкМ, С-334 – 25 мкМ, NaN3 – 100 мкМ,
H2O2 – 45 мкМ (добавка 4) и 500 мкМ (добавка 5).
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и ранее полученных нами данных. Концентрации
ЦитС и ТОКЛ были подобраны в опытах по цито-
токсическому действию Цит-ТОКЛ на раковые
клетки [49]. Использованная концентрация NaN3
резко уменьшала активность каталазы, но не вы-
зывала ингибирование пероксидазной активно-
сти самого ЦитС. В работе [14], а позднее и в ра-
боте [54] было показано, что малое количество
H2O2 не вызывает пероксидацию липидов в при-
сутствии комплекса Цит-КЛ. Это связано с тем,
что при добавлении небольшого количества H2O2
к комплексу Цит-КЛ пероксид водорода сначала
тратится на окисление тиоловых групп ЦитС и
перевод гемового железа в составе ЦитС из двух-
валентного состояния в трехвалентное.

Все эксперименты были поставлены таким об-
разом, что сначала изучали полную систему, а за-
тем регистрировали контроли, которые выполня-
ли методом последовательного исключения каж-
дого из компонентов системы. На рисунках
представлены данные типичных экспериментов.

Статистический анализ данных. Статистиче-
скую обработку проводили с помощью про-
граммного пакета GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc, США). Для количественной оценки
наблюдаемого эффекта определяли максимум
вспышки ХЛ после добавления реагента.
Полученные данные сравнивали с уровнем свече-
ния в контрольном опыте, когда не добавляли ни
ЦитС, ни ТОКЛ. Все эксперименты повторяли
минимум 4 раза. Данные представлены в виде
среднее ± стандартное отклонение. Достоверные
различия между группами определяли с помощью
критерия Манна–Уитни. Различия при p < 0.05
считались статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Образование липидных радикалов в интактных и

поврежденных митохондриях. Взаимодействие
двух радикалов LOO· сопровождается ХЛ [55], ко-
торая может быть обнаружена в присутствии
С-334, физического активатора ХЛ [41], и может
быть мерой ферментативной активности ком-
плекса Цит-КЛ. В недавней работе [39] методом
активированной ХЛ было показано, что ком-
плекс Цит-КЛ в гидрофобном окружении может
катализировать образование LOO·, которые мо-
гут образовываться в двух типах реакций: 1) раз-
ложение предсуществующих в системе гидропе-
роксидов липидов (LOOH) с образованием липо-
ксильного радикала (LO·) и последующим
образованием LOOH в процессе цепного окисле-
ния (квазилипоксигеназная реакция), 2) пере-
кисное окисление липидов в присутствии H2O2
(липопероксидазная реакция). Ранее аналогич-
ным методом было показано, что комплекс Цит-
КЛ обладает как квазилипоксигеназной, так и ли-

попероксидазной активностью также и в водных
растворах [49].

По такой же схеме мы изучили механизм обра-
зования липидных радикалов, катализируемого
Цит-КЛ при добавлении H2O2 к интактным мито-
хондриям и теням митохондрий.

Рисунок 1 показывает, что при добавлении
H2O2 в концентрации 500 мкМ к интактным ми-
тохондриям, выделенным из печени крыс (кри-
вые а–в), и теням митохондрий (кривые г–е)
наблюдаются вспышки ХЛ (кривая а, добавка 5 –
0.55 ± 0.06 × 103 имп/с и кривая г, добавка 5 –
1.5 ± 0.2 × 103 имп/с), которые можно объяснить
образованием LOO· в ходе пероксидации липи-
дов. При добавлении низкой концентрации
(45 мкМ) H2O2 эффект был очень мал (кривая г,
добавка 4 – 0.19 ± 0.01 × 103 имп/с) или вообще
отсутствовал (кривая а, добавка 4). Эти эффекты
не наблюдались, если к митохондриям не добав-
ляли NaN3, который ингибирует содержащуюся в
образцах каталазу (данные не приведены).

Стоит обратить внимание на то, что присут-
ствие отдельно взятого ЦитС (а не комплекса
Цит-ТОКЛ) оказывало хотя и очень небольшое,
но все же достоверное образование LOO• в реак-
ции липопероксидации (кривая в, добавка 5 –
0.26 ± 0.02 × 103 имп/с и кривая е, добавка 5 –
0.22 ± 0.01 × 103 имп/с). Еще более заметное обра-
зование LOO· имело место при добавлении H2O2
(добавки 5) в образцах, соответствующих кривым б
(0.38 ± 0.03 × 103 имп/с) и д (0.33 ± 0.04 × 103 имп/с),
когда к митохондриям добавляли только ТОКЛ
(в количествах таких же, как и в полной системе).
По-видимому, комплексы Цит-AЛ формирова-
лись в обоих случаях за счет некоторого количе-
ства свободных анионных липидов и ЦитС, со-
державшихся в суспензиях митохондрий. Эти
данные согласуются с данными нашей предыду-
щей работы, где было показано, что цитотоксиче-
ское действие на раковые клетки в культуре ока-
зывает не только комплекс Цит-КЛ, но и отдельно
взятый кардиолипин и, в значительно меньшей
степени, отдельно взятый ЦитС [49]. Липоперок-
сидазная активность Цит-ТОКЛ была в несколь-
ко раз выше, чем пероксидазный эффект отдель-
но взятых ЦитС и кардиолипина.

Похожие результаты были получены при
исследовании митохондрий из печени мышей
(рис. 2). Наибольшей липопероксидазной актив-
ностью обладал комплекс Цит-ТОКЛ (кривая 1),
сам по себе ТОКЛ проявлял значительно мень-
шую активность (3), что особенно заметно по на-
чальной скорости нарастания концентрации
LOO· (интенсивности ХЛ, рис. 2, кривые 1 и 3).
Еще меньший эффект оказывал отдельно взятый
ЦитС (рис. 2, кривые 3 и 4). Если рассматривать
только активированную ХЛ, что можно сделать
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путем вычитания фона собственной ХЛ системы
– системы без С-334 (разность кривых 1–5, 3–5 и
4–5 на рис. 2), то становится понятно, что и в дан-
ном случае (так же, как и на рис.1) комплекс Цит-
ТОКЛ проявляет в несколько раз большую липо-
пероксидазную активность, чем составляющие
его компоненты, взятые по отдельности.

Сравнение липопероксидазного действия ком-
плекса Цит-ТОКЛ на интактные и поврежденные
митохондрии. На рис. 1 хорошо видно, что ско-
рость образования LOO· при добавлении H2O2 в
присутствии Цит-ТОКЛ к полученным из печени
крыс митохондриям, мембраны которых повре-
ждены (рис. 1г, кривая 5), существенно выше, чем
при добавлении к интактным митохондриям
(рис. 1а, кривая 5). На рис. 3 приведены результа-
ты измерений, проделанных с полученными из
печени мышей свежевыделенными митохондри-
ями и поврежденными мембранами митохон-
дрий. Очевидно, что комплекс Цит-ТОКЛ почти
не действует на неповрежденные митохондрии,
тогда как в результате повреждения наружной
мембраны при замораживании/оттаивании до-
бавление Цит-ТОКЛ в присутствии H2O2 приво-
дит к весьма интенсивной липопероксидации.
По-видимому, Цит-ТОКЛ действует на внутрен-
ние мембраны митохондрий и не проникает через
неповрежденную наружную мембрану.

Липопероксидазное действие комплекса Цит-ФК
на поврежденные митохондрии. На том же объекте,
как и на рис. 2 (поврежденные митохондрии из
печени мыши), мы провели эксперименты, где к
суспензии поврежденных митохондрий добавля-
ли не Цит-ТОКЛ, а смесь ЦитС с другим анион-
ным липидом – диолеоил-фосфатидной кисло-
той (ФК) (рис. 4). Добавление к поврежденным
мембранам митохондрий комплекса Цит-ФК
приводило к появлению двухфазной ХЛ (кривая 1),
являющейся суперпозицией двух процессов.
Максимум ХЛ на 0.8 мин отражает образование
LOO· под действием комплекса Цит-ФК. Второй
максимум (на 1.8–2 мин) характеризует саму си-
стему: первый максимум отсутствует в системе
без С-334 (кривая 5), а отсутствие в исследуемой
системе комплекса Цит-ФК приводит к появле-
нию только второго максимума (кривые 3, 4).
Анализ полученных данных (рис. 4) позволяет
сделать вывод о том, что этот комплекс ЦитС с
анионным липидом (Цит-АЛ) обладает способ-
ностью образовывать липидные радикалы в ли-
попероксидазной реакции, причем именно ком-
плекс Цит-ФК, а не сам по себе ЦитС обладает
пероксидазной активностью.

Образование липидных радикалов при действии
Цит-ТОКЛ на тени эритроцитов. Эритроцит –
клетка в организме человека, в которой отсут-

Рис. 2. С-334-активированная ХЛ в поврежденных митохондриях при липопероксидазной реакции, катализируемой
комплексом Цит-ТОКЛ. Митохондрии были получены из печени самцов беспородных мышей. Состав реакционных
смесей: тени митохондрий + 1 – ЦитС, ТОКЛ, С-334, NaN3, 100 мкл 5 мМ H2O2; 2 – ЦитС, ТОКЛ, С-334, NaN3,
50 мкл 5 мМ H2O2; 3 – ТОКЛ, С-334, NaN3, 100 мкл 5 мМ H2O2; 4 – ЦитС, С-334, NaN3, 100 мкл 5 мМ H2O2; 5 – ЦитС,
ТОКЛ, NaN3, 100 мкл 5 мМ H2O2. Конечные концентрации: ЦитС – 18 мкМ, ТОКЛ – 682 мкМ, С-334 – 23 мкМ,
NaN3 – 91 мкМ, H2O2 – 227 мкМ (2) и 455 мкМ (1, 3–4).
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ствуют митохондрии. Но липидная пероксидация
может происходить и в другой мембранной струк-
туре – цитоплазматической мембране. Метод
изучения квазилипоксигеназного и липоперок-

сидазного действия Цит-ТОКЛ на эритроцитар-
ную мембрану был аналогичен использованному
в опытах с интактными и поврежденными мито-
хондриями (рис. 1). Данные, полученные в опы-

Рис. 3. Сравнение кинетики образования липопероксильных радикалов в липопероксидазной реакции, катализируе-
мой комплексом Цит-ТОКЛ при его добавлении к интактным (2) и к поврежденным (1) митохондриям. Митохондрии
были получены из печени самцов беспородных мышей. Конечные концентрации: ЦитС – 18 мкМ, ТОКЛ – 682 мкМ,
С-334 – 23 мкМ, NaN3 – 91 мкМ, H2O2 – 455 мкМ.
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Рис. 4. Образование липопероксильных радикалов в поврежденных митохондриях при липопероксидазной реакции,
катализируемой комплексом Цит-ФК. Митохондрии были получены из печени самцов беспородных мышей. Состав
реакционных смесей: тени митохондрий + 1 – ЦитС, ФК, С-334, NaN3, 100 мкл 5 мМ H2O2.; 2 – ЦитС, ФК, С-334,
NaN3, 50 мкл 5 мМ H2O2; 3 – ФК, С-334, NaN3, 100 мкл 5 мМ H2O2; 4 – ЦитС, С-334, NaN3, 100 мкл 5 мМ H2O2; 5 –
ЦитС, ФК, NaN3, 100 мкл 5 мМ H2O2. Конечные концентрации: ЦитС – 18 мкМ, ФК – 682 мкМ, С-334 – 23 мкМ,
NaN3 – 91 мкМ, H2O2 – 227 мкМ (2) и 455 мкМ (1, 3–4).
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Рис. 5. Образование липопероксильных радикалов при действии комплекса Цит-ТОКЛ на тени эритроцитов. Эрит-
роциты были получены из крови самцов крыс (Wistar). Состав реакционных смесей: тени эритроцитов + 1 – ЦитС,
ТОКЛ, C-334, H2O2; 2 – ТОКЛ, C-334, H2O2; 3 – ЦитС, C-334, H2O2; 4 –ЦитС, ТОКЛ, H2O2. В суспензии эритроци-
тов с С-334 (1–3) или без него (4) были внесены добавки в моменты, указанные стрелками: 2-я мин – Цит-ТОКЛ (или
отдельно взятые ЦитС/ТОКЛ), 5-я мин – NaN3, 8-я мин – H2O2. Конечные концентрации компонентов системы:
ЦитС – 18 мкМ, ТОКЛ – 682 мкМ, С-334 – 23 мкМ, NaN3 – 91 мкМ, H2O2 – 455 мкМ.
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тах с суспензией теней эритроцитов, показаны на
рис. 5.

Оказалось, что тени эритроцитов сами по себе
обладают липопероксидазной активностью: до-
бавление H2O2 приводило к развитию ХЛ в при-
сутствии C-334 (рис. 5, кривая 2). Добавленный
извне комплекс Цит-ТОКЛ сам по себе вспышку
не вызывал (добавка на 2-й мин, кривая 1), что
говорит об отсутствии LOOH в образцах. Введе-
ние H2O2 в систему приводило к появлению
довольно интенсивной, но кратковременной
вспышки ХЛ (рис. 5, кривая 1), что свидетель-
ствует о липопероксидазной активности Цит-
ТОКЛ по отношению к липидам в эритроцитар-
ных мембранах. Однако обращает на себя внима-
ние ее кратковременность. На рис. 5 (кривая 1)
видно, что за первой короткой вспышкой следует
более медленная и продолжительная вспышка,
которая накладывается на предыдущую и кото-
рая, вероятно, обусловлена липидной пероксида-
цией, катализируемой мембранно-связанным ге-
моглобином. Амплитуда этой медленной вспыш-
ки в 3 раза меньше в полной системе, чем в
образце, где отсутствовал ЦитС (кривая 2), веро-
ятно, из-за конкуренции гемоглобина и ЦитС за
H2O2, но также, возможно, из-за антиоксидант-
ной активности апоцитохрома с, описанной для

интактного ЦитС с неокисленными тиоловыми
группами [56].

Таким образом, благодаря использованию та-
кого объекта, как тени эритроцитов, мы показа-
ли, что под действием комплекса Цит-ТОКЛ в
цитоплазматической мембране протекают реак-
ции образования липидных радикалов, сопро-
вождающиеся ХЛ с высокой интенсивностью
свечения и кинетикой, аналогичной кинетике ХЛ
при реакциях, катализируемых Цит-ТОКЛ во
всех изученных нами ранее системах. При этом в
тенях эритроцитов также наблюдается ХЛ, пред-
положительно связанная с реакциями, катализи-
руемыми небольшим количеством гемоглобина,
оставшегося после осаждения мембран. Эта лю-
минесценция постепенно исчезает по мере вы-
мывания гемоглобина из теней эритроцитов
(данные не приведены).

ОБСУЖДЕНИЕ
Таким образом, в настоящем исследовании

было показано, что Цит-ТОКЛ, способный ката-
лизировать реакции липидной пероксидации как
в водных растворах, так и в гидрофобных раство-
рителях, может также катализировать образова-
ние липидных радикалов в липопероксидазном
цикле при действии на митохондриальные
(рис. 1–3) и цитоплазматическую мембраны
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(рис. 5). Комплекс ЦитС с другим анионным
фосфолипидом – фосфатидной кислотой – также
проявлял липопероксидазные свойства при воз-
действии на мембраны митохондрий (рис. 4). Та-
кие свойства данных наноструктур могут обеспе-
чить возможность использовать эти комплексы в
качестве индукторов апоптоза с целью борьбы с
раковыми заболеваниями. В нашей предыдущей
работе [49] было показано, что Цит-ТОКЛ обла-
дает цитотоксическим и апоптогенным действи-
ем. На этом основании было сделано предполо-
жение, что наносферы этого комплекса способны
проникать через липидный бислой биологиче-
ских мембран, включая цитоплазматическую
мембрану и наружную мембрану митохондрий,
вызывая тем самым развитие апоптотического
каскада. Такая возможность косвенно подтвер-
ждалась результатами работ других авторов о дей-
ствии ЦитС на мембраны, содержащие кардио-
липин, в опытах с гигантскими липосомами и
искусственными липидными мембранами [57].
Однако позднее в опытах на модельных бислой-
ных мембранах было показано, что ЦитС прохо-
дит через липидный бислой только после его
липидной пероксидации [58]. Данные нашей ра-
боты тоже опровергают предположение о прони-
цаемости биологических мембран для гидрофоб-
ных шариков Цит-КЛ. Действительно, если
сравнить вспышку ХЛ в суспензии интактных
митохондрий (рис. 1, кривая а, добавка 5) и в сус-
пензии поврежденных митохондрий (рис. 1, кри-
вая г, добавка 5), то можно увидеть, что в повре-
жденных митохондриях вспышка ХЛ имеет при-
близительно в 16 раз большую интенсивность,
чем в интактных (в пересчете на количество бел-
ка, которого в поврежденных митохондриях было
обнаружено приблизительно в 6 раз меньше, чем
в интактных). Данные рис. 3 согласуются с дан-
ными рис. 1 и однозначно показывают, что в ин-
тактных митохондриях липидная пероксидация
под действием Цит-ТОКЛ и H2O2 практически не
происходит, тогда как в поврежденных митохон-
дриях она резко выражена. Наблюдаемый эффект
можно объяснить тем, что комплекс Цит-КЛ не
может окислить внутренние мембраны митохон-
дрий, если наружные мембраны сохранили свою
целостность, так как комплекс не проникает че-
рез мембраны. В настоящей работе мы получили
данные, указывающие на то, что цитотоксиче-
ское действие комплекса Цит-ТОКЛ, добавляе-
мого к раковым клеткам, не опосредовано дей-
ствием на митохондрии, а связано непосредственно
с липидной пероксидацией цитоплазматической
мембраны. Именно такую пероксидацию липи-
дов мы и наблюдали в настоящем исследовании
при воздействии комплекса Цит-ТОКЛ на тени
эритроцитов (рис. 5), которые, как известно, со-
стоят преимущественно из цитоплазматической
мембраны.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (грант № 17-74-10248).
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In the present work, the recorded kinetics of chemiluminescence enhanced by coumarin 334 indicated that
the complexes of cytochrome c with anionic lipids (Cyt-AL), such as cardiolipin (CL) and phosphatidic acid
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(PA), when added to mitochondrial and cytoplasmic membranes, are capable of catalysing the reactions of
lipid free radical formation. The effect of Cyt-CL complex was studied on mitochondria isolated from the liv-
er of male Wistar rats and male outbred mice, as well as on erythrocytes isolated from the blood of male Wistar
rats. It was shown that Cyt-PA complex exerts a peroxidase effect similar to that of Cyt-CL. Upon exposure
to Cyt-CL, the formation of free radicals was more prominent in damaged mitochondria (mitochondria
shocked by freeze-thawing and washed by several precipitation–resuspension cycles) than in intact mito-
chondria. This suggests that Cyt-CL does not pass through biological membranes: even if it penetrates into
them, it probably gets stuck in the phospholipid bilayer. Thus, the previously discovered cytotoxic effect of
Cyt-CL on cancer cells most likely can be attributed to peroxidation of the cytoplasmic membrane but not of
the inner membrane of mitochondria.

Keywords: cytochrome c, cardiolipin, phosphatidic acid, complex of cytochrome c with anionic lipids, lipid
peroxidation, apoptosis
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