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Комплекс цитохрома c с кардиолипином играет ключевую роль при запуске апоптоза по митохон-
дриальному пути за счет липопероксидазной и квазилипоксигеназной активностей цитохрома c.
В результате образования этого комплекса изменяется конформация цитохрома c, который приоб-
ретает свойства ферментов-пероксидаз, способных запустить реакции перекисного окисления ли-
пидов. Функции комплекса цитохрома c с кардиолипином принято изучать с помощью метода ре-
гистрации усиленной (активированной) хемилюминесценции. Усилитель, или активатор, хемилю-
минесценции увеличивает интенсивность свечения за счет миграции энергии электронного
возбуждения с возбужденных продуктов липидной пероксидации на молекулы активатора с после-
дующим ее высвечиванием с большим квантовым выходом. При проведении исследований целесо-
образно использовать активаторы, усиливающие свечение без химической реакции с компонента-
ми исследуемой системы и сохраняющие свою концентрацию неизменной в течение времени реак-
ции. В конце прошлого века на системе Fe2+-индуцированной липидной пероксидации показали,
что таковыми являются хинолизидиновые производные кумарина. При этом представления о неиз-
менности их концентрации без дополнительных исследований переносились и на системы, в кото-
рых перекисное окисление липидов запускается ферментом-пероксидазой. Однако в настоящей ра-
боте методом спектрофотометрии на примере реакции, катализируемой комплексом цитохрома c
с кардиолипином, было установлено, что хинолизидиновые производные кумарина: кумарин-314
(хинолизидин[5,6,7-gh]3-этоксикарбонилкумарин) и кумарин-334 (хинолизидин[5,6,7-gh]3-аце-
тилкумарин), являются непосредственными участниками ферментативной липопероксидазной реак-
ции. На основании сравнения изменения концентрации производных кумарина в присутствии и отсут-
ствие фосфатидной кислоты нами установлено, что производные кумарина преимущественно являются
субстратами второй реакции пероксидазного каталитического цикла: восстановления ферриформы пе-
роксидазы с двумя окисленными эквивалентами (компаунда 1) до ферриформы пероксидазы с одним
окисленным эквивалентом (компаунда 2). Также мы показали, что при катализе квазилипоксигеназной
реакции (в случае отсутствия H2O2 в системе) пероксидаза проходит через каталитический цикл по меха-
низму одноэлектронного окисления с последующим восстановлением, при этом отсутствует стадия фер-
риформы пероксидазы с двумя окисленными эквивалентами (компаунда 1). Были определены констан-
ты скорости реакции первого порядка разрушения производных кумарина в ходе ферментативной липо-
пероксидазной реакции, и на их основе выведены функции для вычисления поправочных
коэффициентов, учитывающих разрушение кумариновых производных, для корректировки хемилюми-
нограмм, полученных при изучении комплекса цитохрома c с кардиолипином.
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ВВЕДЕНИЕ Апоптоз – запрограммированная клеточная
гибель, характерная для многоклеточных орга-
низмов [1]. Программа апоптоза запускается в
клетке двумя путями: внутренним (с участием
митохондрий) и внешним (с участием рецепторов
клеточной гибели). Митохондриальный меха-
низм развития апоптоза приводит к нарушению
целостности митохондриальных мембран и выхо-

Сокращения: C-314 – coumarin-314 – хинолизидин[5,6,7-
gh]3-этоксикарбонилкумарин; C-334 – coumarin-334 – хи-
нолизидин[5,6,7-gh]3-ацетилкумарин; CytC – цитохром c;
CytC–TOCL – комплекс цитохрома c с тетраолеоилкардио-
липином; J – интенсивность хемилюминесценции; PA –
дилинолеоилфосфатидная кислота; TOCL – тетраолеоил-
кардиолипин; ε – коэффициент молярного поглощения.
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ду в цитозоль цитохрома c (CytC) [2], который вы-
полняет роль переносчика электронов между III
и IV комплексами дыхательной цепи митохон-
дрий [3]. При попадании в цитоплазму CytC свя-
зывается с белком Apaf-1 (Apoptotic protease acti-
vating factor-1), что приводит к развитию каскада
каспазных реакций через инициаторную каспазу-
9 и эффекторные каспазы-3 и -7 и в конечном
итоге – к гибели клетки [6]. Помимо CytC из ми-
тохондрий выходят другие проапоптотические
факторы, способствующие развитию каспаза-не-
зависимого пути развития апоптоза, такие как
флавопротеин AIF (Apoptosis-inducing factor) [7] и
эндонуклеаза G (EndoG) [8], вызывающие фраг-
ментацию ядерной ДНК [9].

Следует отметить, что на начальной стадии
процесса апоптоза происходит образование ком-
плекса CytC с кардиолипином, обладающего ли-
попероксидазной активностью, которая появля-
ется в результате разрыва связи между гемовым
железом и аминокислотным остатком Met80 при
изменении конформации белка во время связы-
вания с молекулами кардиолипина [10–12]. CytC
следует называть факультативной пероксидазой,
так как свойства фермента-пероксидазы он про-
являет только в определенных условиях, напри-
мер, в составе комплекса с кардиолипином.
Комплекс способен катализировать ряд реакций,
называемых пероксидазным циклом. При этом
сам механизм катализируемых в этом состоянии
реакций характерен для классических пероксидаз
[13]. Подробно альтернативные варианты этого
механизма описаны в работах [14, 15], а основные
реакции пероксидазного цикла, представлены на
рис. 1а.

Окисленные состояния фермента-пероксида-
зы, в том числе и CytC в составе комплекса с кар-
диолипином, называются компаундом 1 (содер-
жит два окисленных эквивалента) и компаундом 2
(содержит один окисленный эквивалент). Вос-
становление окисленных форм CytC за счет по-
следовательных реакций одноэлектронного
окисления молекул липидов приводит к образо-
ванию липидных радикалов и последующему за-
пуску каскада реакций перекисного окисления
липидов, что приводит к разрыву митохондри-
альной фосфолипидной мембраны [10–13].

Первой реакцией каталитического перокси-
дазного цикла может быть не только реакция раз-
ложения пероксида водорода, но и реакция раз-
ложения липидного гидропероксида (рис. 1а,
реакция 1). Этот процесс носит название квази-
липоксигеназной реакции. Однако возможен и
альтернативный механизм течения квазилипокси-
геназной реакции, в результате которой происхо-
дит одноэлектронное восстановление субстрата –
липидного гидропероксида (рис. 1б). Следует от-
метить, что во время настоящей липоксигеназной
реакции происходит образование пероксидов по-
линенасыщенных жирных кислот, катализируе-
мое ферментами-липоксигеназами, содержащи-
ми железо, но не имеющими порфиринового
кольца [16].

Помимо запуска перекисного окисления ли-
пидов митохондриальных мембран, осуществляе-
мого CytC, имеет место и неферментативный
процесс, запускаемый свободными ионами железа
через реакцию Фентона с последующей атакой гид-
роксильных радикалов на молекулы липидов [17].
Это является одним из сценариев развития не-
крозоподобной гибели клетки, называемой фер-

Рис. 1. Схемы основных реакций каталитического пероксидазного цикла и квазилипоксигеназной реакции. а – Ос-
новные реакции пероксидазного цикла с квазилипоксигеназной реакцией, предположительно протекающей посред-
ством двухэлектронного окисления пероксидазы [14]. б – Квазилипоксигеназная реакция по механизму одноэлек-
тронного окисления пероксидазы. X – атом галогена, R – апофермент, L – липид, Por – порфириновая группировка гема.
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роптозом, и впервые описанной в 2012 году в
работе [18]. По данным авторов [19], именно по
механизму ферроптоза происходит гибель ство-
ловых клеток костного мозга при действии на них
ионизирующей радиации.

Процесс перекисного окисления липидов изу-
чают методом регистрации хемилюминесценции
[20]. Метод заключается в регистрации сверхсла-
бого свечения, образующегося при реакции дис-
пропорционирования липопероксильных ради-
калов [21, 22] по механизмам, представленным на
рис. 2.

Внесение в систему вещества, называемого
усилителем, или активатором, хемилюминесцен-
ции, перехватывающего электронные возбужден-
ные состояния у продуктов реакции и испускаю-
щего фотоны с более высоким квантовым выхо-

дом, облегчает изучение процесса перекисного
окисления липидов, в особенности, если элек-
тронное возбуждение на молекулу активатора хе-
милюминесценции переносится без химического
взаимодействия с компонентом системы, а так-
же, если этот активатор усиливает только хеми-
люминесценцию, которая возникает при реакци-
ях с участием именно радикалов липидов.

В 1990-х годах на модельной системе, в кото-
рой происходило перекисное окисление липи-
дов, катализируемое свободными ионами Fe2+,
в качестве усилителей хемилюминесценции ис-
пользовались хинолизидиновые производные ку-
марина, которые не расходовались в ходе реакции
[24, 25]. Вывод о химической инертности по от-
ношению к компонентам системы переносился
без дополнительной проверки на системы, где пе-

Рис. 2. Собственная (а, б) и активированная (в) хемилюминесценция. а – Реакция диспропорционирования перок-
сильных радикалов [21, 22]. б – Образование и распад диоксетановой структуры на примере диоксетанона [23]. в – Ме-
ханизм активированной хемилюминесценции [22]. * – электронное возбужденное состояние.
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роксидация липидов запускалась ферментатив-
но [20].

Поэтому мы исследовали свойства хиноли-
зидиновых производных кумарина в системе, в
которой происходит пероксидазная реакция,
катализируемая комплексом цитохрома c с кардио-
липином. В этой работе изучались хинолизи-
дин[5,6,7-gh]3-этоксикарбонилкумарин, называ-
емый кумарин-314 (C-314), и хинолизидин[5,6,7-
gh]3-ацетилкумарин, называемый кумарин-334
(C-334), в системе, в которой катализ квазилипо-
ксигеназной и липопероксидазной реакций осу-
ществлялся комплексом цитохрома c с тетраолео-
илкардиолипином (CytC–TOCL). Ранее авторы [26]
отмечали, что другое производное кумарина –
хинолизидин[5,6,7-gh]3,2'-бензимидазолилкума-
рин (известный как кумарин-525) – является не-
стабильным при ферментативной липидной пе-
роксидации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В настоящей работе использовались следую-
щие реактивы: КH2PO4 (Реахим, Россия), 20 мM
(рН 7.4); пероксид водорода, 8.6 М водный рас-
твор (Sigma-Aldrich, США); C-314, 500 мкM мета-
нольный раствор (Sigma-Aldrich); C-334, 500 мкM
метанольный раствор (Sigma-Aldrich); CytC, 1 мM
раствор в фосфатном буфере (Sigma-Aldrich);
1,1',2,2'-тетраолеоилкардиолипин (TOCL), 6 мM
метанольный раствор (Avanti Polar Lipids, США);
дилинолеоилфосфатидная кислота (PA), 12 мM
метанольный раствор (Avanti Polar Lipids).

Регистрация серии спектров поглощения смеси.
Спектры поглощения регистрировались с исполь-
зованием аппаратно-программного комплекса на
основе спектрофотометра СФ-10 (ЛОМО, Россия).
В кювету спектрофотометра были добавлены рас-
творы: CytC, TOCL, C-314 или С-334, PA. Для
изучения пероксидазной реакции в последнюю
очередь вносили раствор пероксида водорода.
Общий объем пробы составлял 3 мл, до нужного
объема раствор доводился добавлением 20 мM
фосфатного буфера. Параметры регистрации
спектров поглощения: диапазон измерения 300–
600 нм, скорость измерения 5 нм/с, шаг сканиро-
вания (∆λ) 0.5 нм, ширина щели 5 нм.

Концентрации веществ в начале квазилипо-
ксигеназной реакции составляли: 11.1 мкМ CytC,
333.3 мкМ TOCL, 666.7 мкМ PA, 50 мкМ C-314
или 30 мкМ С-334. В начале липопероксидазной
реакции: 10 мкМ CytC, 300 мкМ TOCL, 45 мкМ
C-314 или 25 мкМ С-334, начальная концентра-
ция пероксида водорода в экспериментах с C-314
составляла 380 мкМ, с С-334 – 215 мкМ, концен-
трация PA в начале липопероксидазной реакции
составляла ≈550 мкМ.

Объемы растворов и данные концентрации PA
и пероксида водорода были подобраны нами по
результатам подготовительных экспериментов,
а концентрации CytC и TOCL взяты с расчетом
на оптимальное их соотношение, равное 1 : 30,
показанное в работе [13].

Алгоритм спектрофотометрических измере-
ний и выведение концентраций производного ку-
марина и цитохрома c соответствует запатенто-
ванной методике [27], которая заключается в ре-
гистрации серии спектров в диапазоне длин волн
300–600 нм со следующими временными проме-
жутками между измерениями: с первого по ше-
стое измерения – 10 с, с 6-го по 29-е – 60 с и с 29
по 55-е – 120 с. При этом в эксперименте по изу-
чению участия C-334 в липопероксидазной реак-
ции интервал между первым и вторым измерени-
ями был увеличен, что видно из данных на рис. 3г.
Впоследствии на основании полученных спек-
тров были вычислены концентрации веществ в
соответствующие моменты времени реакции.

Вычисление концентраций проводилось для
смеси, состоящей только из двух веществ: произ-
водного кумарина и CytC. Однако такое упроще-
ние не вносит искажения в результат вычисле-
ния, так как на рассматриваемых длинах волн
TOCL, PA и пероксид водорода имеют низкие
значения оптической плотности, и практически
весь вклад в общее поглощение смеси в диапазоне
длин волн 405–465 нм вносят CytC и кумарино-
вое производное.

Регистрация хемилюминесценции. Исследова-
ния по измерению хемилюминесценции прово-
дились на хемилюминометре Lum-100 (DISoft,
Россия), подключенном к компьютеру с про-
граммным обеспечением PowerGraph. Состав ре-
акционной смеси был идентичен приведенному для
спектрофотометрических измерений, но общий
объем смеси в экспериментах по регистрации хе-
милюминесценции был равен 1 мл.

Статистика. Статистическая обработка резуль-
татов эксперимента производилась средствами
MS Excel с использованием t-критерия Стьюден-
та. Статистически значимыми считаются разли-
чия при p = 0.95; n = 5, где n – количество повто-
рений для каждой серии экспериментов. Данные
представлены в виде: среднее арифметическое
результатов ± предельная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе экспериментов было показано, что хи-

нолизидиновые производные кумарина являются
субстратами CytC, проявляющего пероксидаз-
ную активность в результате образования ком-
плекса с кардиолипином. На рис. 3 приведены
результаты измерения хемилюминесценции и
графики изменения концентрации производных
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кумарина. Значения концентрации вычислены
на основании величины оптической плотности
реакционной смеси в соответствии с уравнением
закона Бугера–Ламберта–Бера для смеси ве-
ществ при применении метода Фирордта – вы-
числения концентраций на основании значений
оптической плотности смеси при двух длинах
волн: 409 нм (εCytC = 90740 л/моль см, εC-314 =
= 12562 л/моль см, εC-334 = 9240 л/моль см) и
в экспериментах с C-314: 447.5 нм (εCytC =
= 13 890 л/моль см, εC-314 = 32360 л/моль см),
в экспериментах с C-334: 460 нм (εCytC =
= 8620 л/моль см, εC-334 = 44012 л/моль см). Ука-
занные коэффициенты молярного поглощения
определены нами для среды 20 мМ фосфатного
буфера на предварительном этапе исследования.

На рис. 3 показано, что концентрация хиноли-
зидиновых производных кумарина не уменьша-
ется в процессе квазилипоксигеназной реакции
(рис. 3а, 3в). При этом происходит разрушение
C-314 и C-334 в присутствии пероксида водорода,
что может быть вызвано действием CytC–TOCL
(рис. 3б, 3г), поскольку производные кумарина не
разрушаются при действии H2O2 [28] и во время
неферментативной реакции перекисного окисле-
ния липидов [24–26].

Спад вспышки люминесценции, наблюдаемой
во время квазилипоксигеназной реакции, не со-

провождается уменьшением концентрации кума-
риновых производных. Это говорит о том, что
уменьшение интенсивности хемилюминесцен-
ции в данном случае обусловлено прекращением
радикальной реакции в системе, а не расходова-
нием усилителя хемилюминесценции. Можно
предположить, что хемилюминесценция вызвана
не разрушением активатора, а физическим про-
цессом миграции электронного возбуждения с
возбужденных кетонов – продуктов перекисного
окисления липидов [21, 22] – на молекулы C-314
и C-334.

В случае липопероксидазной реакции (рис. 3б,
3г), руководствуясь только спадом вспышки хе-
милюминесценции, нельзя говорить о снижении
интенсивности реакции перекисного окисления
липидов, так как при этом происходит резкое
снижение концентрации усилителя хемилюми-
несценции, что ведет за собой и спад люминес-
ценции. Хотя при этом интенсивность липидной
пероксидации в образце может оставаться по-
прежнему на высоком уровне.

Для интерпретации данных о скорости запус-
каемой ферментом-пероксидазой реакции пере-
кисного окисления липидов необходимо коррек-
тировать хемилюминограмму. Для этого была
выведена корректирующая функция, учитываю-
щая уменьшение концентрации кумариновых

Рис. 3. Изменения концентраций производных кумарина (1) и интенсивности хемилюминесценции (J) в системе
CytC–TOCL (2). а – С-314 в присутствии PA, б – в присутствии PA и H2O2, в – С-334 в присутствии PA, г – С-334 в
присутствии PA и H2O2.
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производных в ходе ферментативной липидной
пероксидации. В первую очередь были опреде-
лены константы скорости реакции разрушения
этих веществ.

Несмотря на то, что непосредственного взаи-
модействия производных кумарина с H2O2 нет [28],
рассматриваемую реакцию можно в упрощенном
виде представить как окисление производного
кумарина пероксидом водорода, которое катали-
зирует CytC–TOCL:

Упрощенно рассматривая CytC как катализа-
тор, пренебрегая его участием в данной реакции,
константу скорости окисления производного ку-
марина можно вычислять как константу скорости
реакции первого порядка, так как концентрация
пероксида водорода в нашей системе более чем
в 8 раз превосходит концентрацию производного
кумарина.

Константы скорости реакции первого порядка
для разрушения C-314 и C-334 под действием
CytC–TOCL (соотношение белок : липид равно
1 : 30), катализирующего реакцию окисления PA
под действием H2O2, в начале реакции составля-
ют 0.0027 ± 0.0006 с−1 и 0.0044 ± 0.0027 с−1 соот-
ветственно. Однако в силу того, что моделирова-
ние кинетики расходования производных кума-
рина как реакции первого порядка условно, с
течением времени происходит расхождение между
теоретическими и эмпирическими значениями
концентрации производных кумарина в системе.
Поэтому указанные выше значения констант
скорости разрушения производных кумарина
адекватны только для первых 300 с в случае с C-314
и 230 с в случае с C-334. Мы определили техниче-
ские константы скорости разрушения производ-
ных кумарина в процессе катализируемой CytC–
TOCL липопероксидазной реакции и для других
временных отрезков. Для С-314 – это 0.00039 ±
± 0.00012 с−1 на временном промежутке от 300 до
570 с и 0.00014 ± 0.00002 с−1 на промежутке от 570
до 1200 с. Для C-334 – это 0.0013 ± 0.0002 с−1 на
временнóм промежутке от 230 до 580 с и 0.0006 ±
± 0.0001 с−1 на промежутке от 580 до 930 с.

По причине снижения концентрации произ-
водных кумарина в системе, в которой происходит
катализируемое комплексом CytC с кардиолипи-
ном перекисное окисление липидов, интенсив-
ность хемилюминесценции падает. Вследствие
этого может быть сделан ложный вывод о сниже-
нии интенсивности свободнорадикальных реак-
ций. И в случае, к примеру, изучения влияния на
этот процесс антиоксидантов, можно прийти к
ошибочному представлению об их эффективно-
сти. Во избежание этого следует умножать значе-

CytC TOCL
2 2

2

H O КумаринH (H)

2H O Кумарин .

−+ + ⎯⎯⎯⎯⎯⎯→
⎯⎯→ + i

ния интенсивности хемилюминесценции, заре-
гистрированные прибором, на специальные по-
правочные коэффициенты. Тогда интенсивность
свечения приобретет такое значение, какое бы у
нее было в случае химической инертности произ-
водного кумарина.

Данные поправочные коэффициенты равны
отношению единицы и значения доли концен-
трации усилителя хемилюминесценции, остаю-
щейся в системе в конкретный момент времени.
Функция для их вычисления таким образом полу-
чается равной обратной функции необратимой
химической реакции первого порядка, где на-
чальная концентрация принята за единицу:

где KCor – поправочный коэффициент, t – время
от начала реакции, C0 – начальное значение кон-
центрации производного кумарина, C – значение
концентрации производного кумарина в момент
времени t, k – константа скорости первого поряд-
ка разрушения кумаринового производного, e –
основание натурального логарифма.

Для получения откорректированного значе-
ния интенсивности хемилюминесценции (JCor) в
момент времени t следует умножить зарегистри-
рованные значения интенсивности хемилюми-
несценции (JEx) на поправочные коэффициенты
для соответствующих моментов времени:

Однако в связи с тем, что различным времен-
ным диапазонам от начала реакции соответству-
ют различные значения эффективной константы
скорости разрушения усилителя хемилюминес-
ценции, в уравнение, описывающее общий вид
поправочной функции, необходимо также ввести
дополнительный коэффициент А. Он равен отно-
шению единицы к значению доли концентрации
усилителя хемилюминесценции, остающейся в
системе в момент времени, равный первому
значению временного диапазона, для которого
актуальна эффективная техническая константа
скорости реакции разрушения производного ку-
марина k. Поэтому в общем виде уравнение по-
правочной функции будет выглядеть следующим
образом:

где t1 и t2 – границы временного диапазона, для
которого актуально значение эффективной кон-
станты скорости разрушения кумаринового про-
изводного k; A – эффективная константа для вре-
менного диапазона (t1; t2]: при t1 = 0 A = 1, а при
t1 > 0 A > 1.

Корректирующие функции для обработки ре-
зультатов измерения интенсивности хемилюми-

0
Cor

1 ,kt
kt

CK e
C e−= = =

Cor Ex Cor.J J K=

Cor Ex 1 2e п (ри ,];ktJ AJ t t t= ∈
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несценции в системе CytC–TOCL–H2O2–PA при
соотношении CytC–TOCL 1 : 30 имеют следую-
щий вид:

Для C-314:

Для C-334:

При этом вместо использования корректиру-
ющей функции также возможно использовать
таблицу поправочных коэффициентов, соответ-
ствующих определенным моментам времени от
начала реакции и вычисленных как отношение
начальной концентрации производного кумари-
на к значению концентрации в соответствующее
время от начала реакции. Однако в этом случае
станет возможной лишь корректировка значений
интенсивности хемилюминесценции в те кон-
кретные моменты времени, для которых известно
значение поправочного коэффициента.

Применение представленных выше корректи-
рующих функций подразумевает линейную зави-
симость интенсивности хемилюминесценции от
концентрации производных кумарина. Нелиней-
ный характер этой зависимости может наблю-
даться в случае, если взаимодействие производ-
ного кумарина с пероксидазой, в роли которой
выступает связанный с кардиолипином CytC, со-
провождается люминесценцией. Подобное све-
чение имеет место в случае люминола – наиболее
часто используемого хемилюминесцентного зон-
да [29].

Однако в работе Г.К. Владимирова описывает-
ся, что окисление производного кумарина перок-
сидазой, в роли которой выступает CytC, люми-
несценцией не сопровождается [30]. Поэтому
взаимодействие кумариновых красителей с CytC
вызывает снижение интенсивности хемилюми-
несценции, которое адекватно корректируется
поправочной функцией, предлагаемой нами.

При этом вся люминесценция обусловлена
процессом липидной пероксидации. Во время
взаимодействия производного кумарина с воз-
бужденным продуктом перекисного окисления
липидов происходит только миграция энергии
электронного возбуждения на молекулу кумари-
нового красителя без химической деградации
последней с последующем высвечиванием этой
энергии в виде фотона. Усиление свечения дости-
гается за счет того, что квантовый выход люми-
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Cor Ex
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несценции при переходе молекулы кумаринового
красителя из возбужденного состояния в основ-
ное намного выше, чем для аналогичного про-
цесса у возбужденных продуктов липидной пе-
роксидации – по механизму усиления свечения
производные кумарина являются физическими
усилителями (активаторами) хемилюминесцен-
ции [29]. Для данных веществ действует правило,
описанное в работах А.И. Журавлёва [31, 32], со-
гласно которому, в присутствии активатора хеми-
люминесценции свечение усиливается в такое
число раз, которому соответствует величина, рав-
ная произведению концентрации усилителя хе-
милюминесценции на коэффициент усиления,
зависящий от природы вещества. Формула дей-
ствует лишь в случаях, если экспериментальная
модельная система легко проницаема для света и
фотоны активно не поглощаются ее компонента-
ми или стенками кюветы.

Таким образом, производные кумарина явля-
ются средством, увеличивающим интенсивность
хемилюминесценции, сопровождающей пере-
кисное окисление липидов. Но в случае, если этот
процесс запускается ферментом-пероксидазой,
в том числе и CytC, связанным с кардиолипином,
под его действием происходит снижение концен-
трации производных кумарина. Так как взаимо-
действие производных кумарина с CytC не сопро-
вождается свечением [30], то для приведения хе-
милюминограммы в вид, какой бы она имела в
случае полной химической инертности производ-
ных кумарина в системе, достаточно лишь умно-
жить фактическое значение интенсивности све-
чения на поправку на снижение концентрации
усилителя хемилюминесценции.

На рис. 4а сравнивается хемилюминесцентная
кривая, зарегистрированная на хемилюминомет-
ре, с хемилюминесцентной кривой, полученной
путем ее корректировки с учетом расходования
усилителя хемилюминесценции. Кривая 2 – это
интенсивность хемилюминесценции в случае, ес-
ли бы концентрация активатора хемилюминес-
ценции не уменьшалась в ходе реакции. Кривая 2
позволяет оценить реальную скорость липидной
пероксидации реакции, протекающей в образце.

Указанные выше корректирующие функции
необходимо применять в исследованиях, связан-
ных с активностью комплекса цитохрома c кар-
диолипином, к примеру, при исследовании дей-
ствия антиоксидантов на катализируемую им ли-
пидную пероксидацию. Так как в противном
случае уменьшение интенсивности хемилюми-
несценции, происходящее по причине расходо-
вания ее усилителя, можно ошибочно расценить
как результат действия антиоксиданта.

Для ответа на вопрос, на какой стадии перок-
сидазного каталитического цикла происходит
реакция производного кумарина с пероксида-
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зой, были проведены эксперименты совместно
с коллегами из МГУ имени М.В. Ломоносова:
Ю.А. Владимировым, Г.К. Владимировым и
Е.И. Демиховым. На основании этих экспери-
ментов была выдвинута гипотеза, согласно которой
хинолизидиновые производные кумарина явля-
ются восстанавливающими субстратами формы
феррицитохрома c с двумя и с одним окисленным
эквивалентом (компаунда 1 и компаунда 2) [33].
Однако вывод был сделан при изучении перокси-
дазной реакции без внесения в систему легко-
окисляемого липидного субстрата.

На графиках, представленных на рис. 3, видно,
что в ходе квазилипоксигеназной реакции произ-
водное кумарина практически не расходуется, од-
нако его концентрация существенно снижается в
ходе липопероксидазной реакции. На основании
этого было сделано два вывода. Первый вывод:
производное кумарина взаимодействует только с
феррицитохромом c с двумя окисленными экви-
валентами (компаундом 1), а феррицитохром c с
одним окисленным эквивалентом (компаунд 2)
реагирует только с липидными молекулами. Вто-
рой вывод: квазилипоксигеназная реакция ката-
лизируется ферментом-пероксидазой посред-
ством не двухэлектронного, а одноэлектронного
окисления феррицитохрома c (образуется сразу
компаунд 2, а стадия компаунда 1 минуется) с по-
следующим восстановлением посредством ради-
кального окисления липидной молекулы. Графи-
чески предполагаемый нами механизм катализа
квазилипоксигеназной реакции представлен на
рис. 1б. Основной механизм участия производно-
го кумарина в пероксидазном цикле представлен
на рис. 4б.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, установлено, что хинолизиди-
новые производные кумарина в системах, в кото-
рых протекает ферментативная липопероксидаз-
ная реакция, являются субстратами фермента-
пероксидазы, в роли которого в нашей работе
выступал комплекс цитохрома c с кардиолипи-
ном. Причем производное кумарина окисляется
во время реакции превращения ферриформы пе-
роксидазы с двумя окисленными эквивалентами
в форму с одним окисленным эквивалентом –
компаунда 1 в компаунд 2. Определены констан-
ты скорости псевдопервого порядка для реакций
разрушения C-314 и C-334 под действием CytC–
TOCL в присутствии H2O2, составившие для пер-
вых минут реакции 0.0027 ± 0.0006 с−1 и 0.0044 ±
± 0.0027 с−1 соответственно.

Используя поправку на разрушение производ-
ных кумарина, можно обрабатывать хемилюми-
нограммы, придавая им такой вид, как если бы
кумариновые производные не расходовались в
процессе реакции. В настоящей работе нами бы-
ли выведены эти поправочные функции, при ис-
пользовании которых станет возможно адекватно
интерпретировать данные о скорости радикаль-
ных реакций с участием липидов, в том числе и
при воздействии на систему различными факто-
рами, например, антиоксидантами.

Также была выдвинута гипотеза, согласно ко-
торой квазилипоксигеназную реакцию фермент-
пероксидаза катализирует через механизм одно-
электронного окисления фермента (через превра-
щение ферриформы пероксидазы в компаунд 2,

Рис. 4. Интенсивность хемилюминесценции и схема пероксидазного каталитического цикла в присутствии производ-
ного кумарина. а – Интенсивность хемилюминесценции (J) в системе начального состава: 10 мкM CytC, 300 мкM TOCL,
550 мкM PA, 25 мкM C-314, 215 мкМ H2O2, измеренная хемилюминометром (1) и откорректированная с учетом по-
правки на уменьшение концентрации C-314 (2). б – Пероксидазный каталитический цикл в присутствии производно-
го кумарина: хинолизидиновое производное кумарина подвергается окислению под действием компаунда 1, а при
превращении компаунда 2 в феррицитохром c окислению подвергается молекула липида. L – липид, R – апофермент-
пероксидаза, Por – порфириновая группировка гема в составе пероксидазы.
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отличающийся от нее одним окисленным экви-
валентом).
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The Use of Quinolizidine Derivatives of Coumarin in Studies of the Mechanisms 
of Action of the Cytochrome c–Cardiolipin Complex
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Complex cytochrome c–cardiolipin plays a crucial role in triggering apoptosis via the mitochondrial pathway
due to lipoperoxidase and quasi-lipoxygenase activities of cytochrome c. As a result of the formation of this
complex, the conformation of cytochrome c changes. It acquires the properties of peroxidase enzymes capa-
ble of triggering lipid peroxidation reactions. The functions of the cytochrome c–cardiolipin complex are
usually studied by the method of recording enhanced (activated) chemiluminescence. The chemilumines-
cence amplifier or activator increases the luminescence intensity due to the migration of the electron exci-
tation energy from the excited lipid peroxidation products to the activator molecules, followed by its illumi-
nation with a large quantum yield. For research, it is advisable to use the activators that enhance the glow
without a chemical reaction with the components of the studied system and maintain the same concentration
during the reaction time. At the end of the 20th century, it was shown on the Fe2+-induced lipid peroxidation
system that these are quinolizidine derivatives of coumarin. It should be noted that the ideas of the concen-
tration immutability were transferred to systems, in which lipid peroxidation is triggered by the enzyme per-
oxidase, without additional studies. However, in this work, using the example of a reaction catalyzed by a
complex of cytochrome c with cardiolipin, it was shown by spectrophotometry that quinolizidine derivatives
of coumarin, coumarin-314 (quinolizidine [5,6,7-gh]3-ethoxycarbonylcoumarin) and coumarin-334 (quin-
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olizidine [5,6,7-gh]3-acetylcumarin), are direct participants in the enzymatic lipoperoxidase reaction. Based
on a comparison of changes in the concentration of coumarin derivatives in the presence and absence of
phosphatidic acid, we found that coumarin derivatives are predominant substrates of the second reaction of
the peroxidase catalytic cycle: reduction of a peroxidase ferriform with two oxidized equivalents (Compound 1) to
a peroxidase ferriform with one oxidized equivalent (Compound 2). It was also shown that during the catalysis
of a quasi-hypoxygenase reaction (in the absence of H2O2 in the system), peroxidase passes through a cata-
lytic cycle by the mechanism of one-electron oxidation followed by reduction, while there is no ferriform
stage of peroxidase with two oxidized equivalents (Compound 1). The rate constants of the first-order reac-
tion of the destruction of coumarin derivatives during the enzymatic lipoperoxidase reaction were deter-
mined. Then, on this basis, considering the destruction coumarin derivatives, we derived functions for calcu-
lating the correction coefficients for correcting chemiluminograms obtained during the study of the complex
cytochrome c–cardiolipin.

Keywords: apoptosis, cytochrome c–cardiolipin complex, chemiluminescence, spectrophotometry, lipid
peroxidation, coumarin derivatives
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