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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования и степень её разработанности к началу 

выполнения работы 

Многие патологии сопряжены с процессами перекисного окисления липидов. 

Они могут вызывать гибель клеток по механизмам ферроптоза, посредством 

реакции Фентона и активности ферментов-липоксигеназ [188, 210], и апоптоза по 

митохондриальному (внутреннему) пути [36]. При последнем ключевую роль 

играет комплекс цитохрома c с кардиолипином, за счёт липопероксидазной [36, 41] 

и квазилипоксигеназной (окисляющим субстратом фермента выступают липидные 

гидроперекиси вместо H2O2) активности, которую приобретает цитохром c при 

изменении конформации под действием кардиолипина и которая приводит к 

разрушению митохондриальных мембран и выходу проапоптотических факторов в 

цитозоль. Катализируемую комплексом цитохрома c с кардиолипином липидную 

пероксидацию целесообразно изучать методом регистрации активированной 

(усиленной люминесцентными добавками – т.н. активаторами) 

хемилюминесценции [35]. 

Активаторы перехватывают энергию электронного возбуждения от 

продуктов липидной пероксидации. Затем они выделяют её в виде фотонов. При 

этом квантовый выход люминесценции возбуждённых молекул активаторов 

значительно выше, чем у возбуждённых молекул продуктов липидной 

пероксидации. 

Для получения адекватных сведений об интенсивности протекания реакций 

перекисного окисления липидов предпочтительно использовать активаторы 

хемилюминесценции, сохраняющие свою концентрацию неизменной в течение 

времени реакции. 

Хинолизидиновые производные кумарина на системе, в которой идёт Fe2+-

индуцированное перекисное окисление липидов, были ранее показаны как 

специфические физические активаторы хемилюминесценции для реакций 

липидной пероксидации, не реагирующие с компонентами реакционной смеси 
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[422]. Далее это свойство переносилось и на системы, где липидная пероксидация 

катализируется ферментом-пероксидазой [35, 53]. Однако мы недавно обнаружили 

значительное снижение оптической плотности в области максимума поглощения 

хинолизидиновых производных кумарина: хинолизидин[5,6,7-gh]3-

этоксикарбонилкумарина, хинолизидин[5,6,7-gh]3-ацетилкумарина и 

хинолизидин[5,6,7-gh]3,2ʹ-бензимидазолилкумарина – известных в англоязычной 

литературе как coumarin-314, coumarin-334 и coumarin-525 соответственно, при их 

обработке смесью комплекса цитохрома c с кардиолипином и перекиси водорода 

[106, 107]. 

Это поставило нас перед необходимостью изучить кинетику участия 

coumarin-314, coumarin-334 и coumarin-525 в реакциях, катализируемых 

комплексом цитохрома c с кардиолипином, и на основании полученных данных 

предложить способ корректировки хемилюминесцентных кривых, 

зарегистрированных с использованием производных кумарина, концентрация 

которых может снижаться в процессе реакции. Это снижение приводит к 

уменьшению интенсивности хемилюминесценции, регистрируемой 

хемилюминометром. А падение интенсивности хемилюминесценции в этом случае 

может быть ложно оттрактовано как результат снижения интенсивности липидной 

пероксидации в образце. 

Цель исследования 

Разработка корректного метода применения хинолизидиновых производных 

кумарина: хинолизидин[5,6,7-gh]3-этоксикарбонилкумарина, хинолизидин[5,6,7-

gh]3-ацетилкумарина и хинолизидин[5,6,7-gh]3,2ʹ-бензимидазолилкумарина – при 

изучении кинетики процесса перекисного окисления липидов, катализируемого 

факультативной пероксидазой на примере комплекса цитохрома c с 

кардиолипином. 
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Задачи исследования 

1) Провести спектрофотометрический анализ кинетики реакций, катализируемых 

комплексом цитохрома c с кардиолипином, в присутствии производных кумарина 

при сопоставлении с интенсивностью хемилюминесценции. 

2) Вывести функции поправочных коэффициентов, учитывающие разрушение 

кумариновых активаторов в ходе указанной реакции, для корректировки 

хемилюминограмм. 

3) Изучить кинетику процесса разрушения цитохрома c, являющегося следствием 

проявления им пероксидазной активности в составе комплекса с кардиолипином. 

4) Методом регистрации усиленной хинолизидиновым производным кумарина 

хемилюминесценции провести сравнительное исследование ингибирующего 

действия антиоксидантов – дигидрокверцетина (таксифолина) и тролокса – на 

липидную пероксидацию, запускаемую комплексом цитохрома c с кардиолипином. 

5) Методом регистрации усиленной coumarin-334 хемилюминесценции 

исследовать угнетение хлорофиллином перекисного окисления липидов как 

предполагаемой части механизма радиозащитного действия препаратов на основе 

хлорофилла. 

Научная новизна 

Показано разрушение хинолизидиновых производных кумарина в 

катализируемой комплексом цитохрома c с кардиолипином липопероксидазной 

реакции и впервые определены константы скорости данного процесса. На их 

основе выведены функции вычисления поправочных коэффициентов для 

обработки хемилюминограмм. Впервые вычислены константы скорости 

разрушения железопорфириновой группировки в составе молекулы цитохрома c в 

процессе катализа пероксидазной реакции. Установлен механизм участия 

хинолизидиновых производных кумарина в каталитическом пероксидазном цикле: 

они являются восстанавливающими субстратами ферриформы цитохрома c с двумя 

окисленными эквивалентами, т.н. компаунда 1. Показано, что 

квазилипоксигеназная реакция происходит преимущественно посредством 
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механизма одноэлектронного окисления фермента-пероксидазы, т.е. с 

образованием сразу ферриформы цитохрома c с одним окисленным эквивалентом 

(компаунда 2). Предположен возможный молекулярный механизм 

радиопротекторного действия производных хлорофилла, заключающийся в 

ингибировании липидной пероксидации. Разработан алгоритм проведения 

спектрофотометрического исследования участия вещества в ферментативной 

пероксидазной реакции; его новизна и оригинальность подтверждены патентом 

Российской Федерации № 2720807. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Новые сведения о механизмах протекания квазилипоксигеназной реакции, 

катализируемой комплексом цитохрома c с кардиолипином, и сведения о 

механизме взаимодействия кумариновых активаторов с ферментом-пероксидазой, 

а также о свойствах цитохрома c при выполнении пероксидазной функции могут 

быть использованы в курсах биофизики, биохимии и физиологии, преподаваемым 

обучающимся по программам бакалавриата, специалитета, магистратуры и 

аспирантуры. Разработанная и запатентованная методика определения участия 

активатора хемилюминесценции в ферментативных пероксидазных реакциях 

позволяет исследовать различные вещества на предмет возможности их 

применения в качестве активаторов хемилюминесценции для оценки течения 

реакции образования свободных радикалов. Выведенные нами функции для 

корректировки хемилюминограмм, полученных при использовании 

хинолизидиновых производных кумарина, позволяют адекватно оценивать 

изменение динамики образования свободных радикалов при введении в систему 

комплекс цитохрома c с кардиолипином–H2O2–липидный субстрат различных 

антиоксидантов и прочих факторов. Данные о подавлении антиоксидантами 

липопероксидазной реакции, катализируемой комплексом цитохрома c с 

кардиолипином, и механизме радиопротекторного действия производных 

хлорофилла актуализируют дальнейшие исследования по разработке в медицине и 

ветеринарии средств терапии и профилактики патологий, вызванных 

окислительным стрессом. 
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Методология и методы исследования 

В ходе выполнения настоящего диссертационного исследования основными 

экспериментальными методами были метод регистрации хемилюминесценции, 

спектрофотометрический метод и метод регистрации оптической плотности на 

одной длине волны. Концентрации веществ в системе в процессе 

липопероксидазной реакции вычислялись по формулам, выведенным из уравнения 

закона Бугера–Ламберта–Бера. Опытным измерениям соответствуют контрольные 

эксперименты, данные которых позволяют достоверно и адекватно 

интерпретировать результаты исследования. Подробно экспериментальные 

методики изложены в разделе «2.3 Методики» настоящей диссертации. 

Статистически результаты обрабатывались средствами программного обеспечения 

«MS Excel» с использованием t-критерия Стьюдента. 

Положения, выносимые на защиту 

1) Хинолизидиновые производные кумарина являются восстанавливающими 

субстратами цитохрома c, проявляющего свойства фермента-пероксидазы. Их 

участие в каталитическом пероксидазном цикле сводится к реакции с ферриформой 

пероксидазы с двумя окисленными эквивалентами. В результате в процессе 

ферментативной липопероксидазной реакции происходит значительное 

уменьшение их концентрации, что ведёт к снижению интенсивности 

хемилюминесценции. Во избежание ложной трактовки данного феномена как 

результата снижения интенсивности перекисного окисления липидов, 

экспериментальные хемилюминесцентные кривые необходимо корректировать с 

помощью математических функций, учитывающих уменьшение концентрации 

активатора в процессе реакции. 

2) Цитохром c разрушается при катализе пероксидазной реакции и не разрушается 

при катализе квазилипоксигеназной реакции. 

3) Квазилипоксигеназный каталитический цикл проходит посредством 

одноэлектронного окисления пероксидазы с последующим восстановлением. 



11 

4) Применение общей поправочной функции на расходование хинолизидиновых 

производных кумарина в процессе липопероксидазной реакции при проведении 

исследования действия антиоксидантов методом регистрации 

хемилюминесценции ограничено теми антиоксидантами, которые не вызывают 

полной задержки в развитии люминесценции (латентного периода) в сравнении с 

контрольной пробой. 

5) Подавление перекисного окисления липидов является компонентом 

радиозащитного действия препаратов на основе хлорофилла. 

Личный вклад автора 

Все эксперименты, представленные в разделе «Результаты» настоящей 

работы, а также их планирование, обработка и интерпретация экспериментальных 

данных проведены лично автором. Эксперимент по изучению действия метанола 

на железосерные связи в цитохроме c был выполнен совместно с аспирантом 

кафедры медицинской биофизики факультета фундаментальной медицины ФГБОУ 

ВО МГУ имени М.В. Ломоносова Георгием Константиновичем Владимировым, 

проводившим вычитание базовой линии из спектра поглощения средствами 

программного обеспечения «Fityk0.9.8.». 

Степень достоверности данных, изложенных в диссертации 

Достоверность изложенных в настоящей диссертации данных 

подтверждается воспроизводимостью результатов экспериментальных измерений 

и их статистической обработкой. При работе использовались методы 

исследования, адекватные поставленным цели и задачам, качественные расходные 

материалы и лабораторное оборудование. 

Апробация результатов, представляемых в настоящей диссертации 

Результаты исследования апробированы автором в устных выступлениях на 

Международной научной конференции по биоорганической химии «XII чтения 

памяти академика Ю.А. Овчинникова» и VII российском симпозиуме «Белки и 

пептиды» (Москва, 18–22 сентября 2017 г.); на Всероссийской молодёжной 

конференции «Экспериментальная и теоретическая биофизика’17» (Пущино, 1 
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ноября 2017 г.); на Конференции-школе молодых учёных «Достижения и 

перспективы супрамолекулярной и биологической химии в биомедицине и 

сельском хозяйстве» (Москва, 4–10 декабря 2017 г.); на Международной научно-

практической конференции, посвящённой 90-летию со дня рождения академика 

РАСХН А.Д. Белова, первого президента МААО, «Современные проблемы 

радиобиологии, агроэкологии, клинической и экспериментальной ветеринарной 

хирургии» (Москва, 18–20 октября 2018 г.), доклад удостоен Дипломом I степени 

«За лучшую научную работу, представленную на конкурс молодых учёных»; на 

Национальной научно-практической конференции «Актуальные вопросы 

биологии, биотехнологии, ветеринарии, зоотехнии, товароведения и переработки 

сырья животного и растительного происхождения» (Москва, 6–7 февраля 2019 г.); 

на Международной учебно-методической и научно-практической конференции, 

посвящённой 100-летию ФГБОУ ВО МГАВМиБ – МВА имени К.И. Скрябина, 

«Актуальные проблемы ветеринарной медицины, зоотехнии и биотехнологии» 

(Москва, 20–22 ноября 2019 г.); на 21–24-й Международных Пущинских школах-

конференциях молодых учёных «Биология – наука XXI века» (17–21.04.2017 г., 23–

27.04.2018 г., 15–19.04.2019 г., 5–7.10.2020 г.), выступление от 06.10.2020 г. 

отмечено Дипломом «За лучший устный доклад на секции “Биофизика и 

биоинформатика”»; на Национальной научно-практической конференции 

«Актуальные вопросы биологии, биотехнологии, ветеринарии, зоотехнии, 

товароведения и переработки сырья животного и растительного происхождения» 

(Москва, 1 апреля 2021 г.); на Всероссийском конкурсе на лучшую научную работу 

среди студентов, аспирантов и молодых учёных ВУЗов Министерства сельского 

хозяйства РФ в 2020 г., работа заняла второе место на федеральном этапе в 

номинации «Биологические науки» среди аспирантов и молодых учёных; на 

заседании кафедры радиобиологии и вирусологии имени академиков А.Д. Белова 

и В.Н. Сюрина 28.09.2020 г. и межкафедральном заседании в ФГБОУ ВО 

МГАВМиБ – МВА имени К.И. Скрябина 05.11.2020 г. 
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Публикации 

На основании материалов, представленных в настоящей диссертации, 

опубликована 31 работа, среди которых 1 патент на изобретение, 5 статей в 

рецензируемых отечественных журналах, рекомендованных ВАК для публикации 

научных результатов диссертаций на соискание учёной степени кандидата 

биологических наук по специальности 1.5.2. Биофизика, 2 статьи в издании, 

включённом в международную базу цитирования Scopus. 

Структура и объём диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания материалов 

и экспериментальных методик, изложения результатов экспериментов, их 

обсуждения, заключения и списка цитируемой литературы, содержащего 459 

источников.   
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Список встречающихся сокращений 

АТФ – аденозинтрифосфат 

АФК – активные формы кислорода 

ДГК – дигидрокверцетин (таксифолин) 

БКЛ – кардиолипин, выделенный из сердца быка 

МДА – малоновый диальдегид 

ПОЛ – перекисное окисление липидов 

СОД – супероксиддисмутаза 

ТОКЛ – 1,1’,2,2’-тетраолеилкардиолипин 

ФК – фосфатидная кислота 

ХЛ – хемилюминесценция 

ЦитC – цитохром c 

ЦитC-БКЛ – комплекс цитохрома c с кардиолипином, выделенным из сердца быка 

ЦитC-ТОКЛ – комплекс цитохрома c с 1,1’,2,2’-тетраолеилкардиолипином 

ЭВС – электронные возбуждённые состояния 

ЭДТА – этилендиаминтетраацетат 

ЭПР – электронный парамагнитный резонанс 

Apaf-1 – apoptotic protease activating factor-1 – фактор 1, активирующий 

апоптотические протеазы 

C-314 – coumarin-314 – хинолизидин[5,6,7-gh]3-этоксикарбонилкумарин 

C-334 – coumarin-334 – хинолизидин[5,6,7-gh]3-ацетилкумарин 

C-525 – coumarin-525 – хинолизидин[5,6,7-gh]3,2ʹ-бензимидазолилкумарин 

GSH – свободный восстановленный глутатион 

J – интенсивность хемилюминесценции 

NADPH – восстановленный никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

Q – квантовый выход 

ε – эффективный коэффициент молярного поглощения в среде 20 мМ фосфатного 

буфера  
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

Настоящая работа входит в обширную область исследований, в конечном 

счёте посвящённых изучению путей воздействия на процессы 

свободнорадикального окисления, ведущего к апоптозу и другим способам 

клеточной гибели. Нескомпенсированная пролиферацией гибель клеток 

рассматривается рядом авторов как причина старения высших животных [123, 227, 

424] и так называемой медленной смерти растений [3-6]. По этой причине, на наш 

взгляд, было бы правильно посвятить указанным процессам несколько абзацев. 

1.1 Окислительный стресс и свободнорадикальное окисление в организме 

Термин «окислительный (оксидативный, оксидантный) стресс» выдвинул 

Г. Зис, обозначив его как «дисбаланс между оксидантами и антиоксидантами в 

пользу оксидантов, что потенциально может привести к повреждению» [388]. 

Данный процесс напрямую связан со свободнорадикальными реакциями. На 

рисунке 1 в общих чертах показан метаболизм свободных радикалов в клетках. 

 

Рисунок 1. Метаболические пути и роль свободных радикалов в клетке [12, 35, 79, 93, 130, 154, 170, 

340], GSH – восстановленный глутатион, GS-SG – димер глутатиона 

Свободный радикал – это частица, имеющая свободную валентность 

вследствие наличия неспаренного электрона, что обуславливает высокую 
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реакционную способность и короткое время жизни. Впервые описанные 

М. Гомбергом [236-238], радикалы могут возникать как в химических реакциях, так 

и в результате ряда воздействий на молекулы физических факторов [2, 13, 62, 80]. 

При этом, помимо деструктивной роли, приводящей к гибели клеток [93, 130, 223, 

240, 318], и участия в иммунном ответе [164, 405, 442], свободные радикалы и 

активные формы кислорода (АФК) могут оказывать на организм стимулирующее 

действие путём активации системы антиоксидантной защиты [60, 110, 117], а также 

играть роль в регуляторных процессах [58, 75-77, 325].  

1.2 Апоптоз и другие формы гибели клеток 

Явление апоптоза впервые описали Дж. Керр, А. Вили и А. Кьюрри в 1972 

году в работе [275], а сам термин «апоптоз» в переводе с греческого языка означает 

«опадание листьев, листопад» [4]. Также, особенно в 1970–1980-х гг., наряду с этим 

термином использовался и термин «cell suicide», «самоубийство клеток» [320, 355, 

410]. Иногда для обозначения апоптоза вследствие нарушения адгезии клетки 

ткани с соседними или с внеклеточным матриксом используют термин «аноикис» 

[402]. Определить апоптоз можно как способ гибели клеток, при котором 

генетически заложенная программа клеточной смерти реализуется целиком и 

полностью за счёт ресурсов самой клетки: с использованием её же ферментов и с 

затратой её же энергии, синтезированной ранее для нужд этой клетки, причём 

данный процесс не сопровождается развитием тканевого воспаления вследствие 

«самоупаковки» частей погибшей клетки в везикулы. 

Именно последнее является главным классификационным отличием 

апоптоза от различных некротических вариантов гибели клетки [14, 328, 440]. 

Среди них, помимо классического некроза, развивающегося вследствие 

неспецифического воздействия разного рода деструктивных факторов [85, 133, 157, 

196, 217, 232, 359, 367, 399, 450, 456], можно выделить и несколько вариантов 

некрозоподобной запрограммированной клеточной гибели: некроптоз [234], 

пироптоз [266, 411] и ферроптоз – форму запрограммированной гибели клетки, 

открытую уже во втором десятилетии XXI века [210], в развитии которой большую 

роль играет перекисное окисление липидов (ПОЛ), развивающееся, в отличие от 
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апоптоза по митохондриальному пути, без участия компонентов дыхательной цепи 

митохондрий [411]. При этом в случае ферроптоза, в отличие от других способов 

некротической гибели клеток, механизм запуска воспалительных реакций до конца 

пока не ясен [362]. При этом установлено, что гибель клетки по механизму 

ферроптоза может запустить процесс гибели по механизму некроптоза 

близрасположенных клеток [197].  

Помимо вышеуказанных, в литературе описаны и другие формы 

запрограммированной гибели клеток, занимающие промежуточное положение 

между некрозоподобными и истинным апоптозом: нетоз [286], энтоз [158, 305] и 

стоящая несколько особняком от них аутофагия [171, 206]. 

Если вернуться к апоптозу, то его тема по сравнению с изучением других 

вариантов гибели клеток остаётся наиболее актуальной. Так, база данных научных 

публикаций «PubMed» на запрос найти работы, в названии которых есть слово 

«apoptosis» (поиск был проведён 31.10.2020 г.), показала 110957 публикаций. А 

рост интереса к данной тематике наблюдается с начала последнего десятилетия 

прошлого века: 1991-м годом датируется всего 94 публикации, 2000-м – уже 3921, 

2010-м – 4797, 2018-м – 6767, а за неполный 2020 год найдено 6112 публикаций. 

Поиск средств ингибирования апоптоза может помочь при терапии ряда 

патологий, например: дегенерации сетчатки [242, 431, 434], различных 

нейродегенеративных заболеваний – бокового амиотрофического склероза, 

болезни Хантингтона, атаксии Фридрейха [254], болезни Альцгеймера [182, 248, 

254] и болезни Паркинсона, [24, 221, 231, 254, 439], – а также инфарктов [342] и 

других кардиодегенеративных патологий [319]. А изыскание механизмов запуска 

апоптоза необходимо для лечения онкологических заболеваний – в этом 

направлении также проводится большое количество исследований [150, 163, 189, 

248, 307, 391, 436].  

Программа апоптоза запускается в клетке двумя путями: внутренним, или 

митохондриальным, и внешним, или рецепторно-опосредованным (рецепторным). 

Рецепторный путь активации апоптоза во взрослом организме реализуется в 

основном при различных иммунологических реакциях [191, 228, 295, 335, 363, 397]. 
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Он обусловлен взаимодействием лигандов с DR (Death receptors – рецепторы 

смерти), делящихся в зависимости от особенностей процесса передачи сигнала на 

несколько групп: FasR [372], TNFR [179], рецепторы системы TRAIL (DR4 и DR5) 

[179, 326, 372, 433] и менее изученные DR3 [300] и DR6 [394].  

При митохондриальном механизме развития апоптоза вследствие нарушения 

целостности мембран митохондрий в цитозоль клетки попадает цитохром c [392], 

в обычных условиях выполняющий роль переносчика электронов между III и IV 

комплексами дыхательной цепи митохондрий [271]. В цитоплазме цитохром c 

посредством Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1 — фактор 1, 

активирующий апоптотические протеазы) [181, 383, 448], инициаторной каспазы-9 

и эффекторной каспазы-3 [172, 347] запускает каскад апоптотических реакций 

[330]. Параллельно протекает некаспазный каскад реакций апоптоза [413], 

реализующийся за счёт вышедших из митохондрии эндонуклеазы G (EndoG) [169] 

и схожего с ней по функциям флавопротеина AIF (от Apoptosis-inducing factor, 

фактор индукции апоптоза) [310, 401, 443].  

В литературе приводится много данных о том, что до высвобождения 

цитохрома c в цитозоль происходит образование его комплекса с кардиолипином, 

обладающего липопероксидазной активностью, приводящей к разрушению 

мембран митохондрий [24, 27, 30, 36, 37, 40, 41, 52-54, 92, 166, 270, 327]. 

1.3 Комплекс цитохрома c с кардиолипином 

Для полного понимания изучаемого в настоящей работе аспекта 

необходимо подробнее рассмотреть комплекс цитохрома c с кардиолипином: 

описать его строение и пероксидазную активность, предварительно 

проанализировав общие сведения по составляющим его веществам. 

1.3.1 Цитохром c 

Цитохром c является шаровидным гемопротеином, массой немного большей, 

чем 12 кДа; в его состав у разных видов входит 94–114 аминокислотных остатков 

[247]. Роль этого белка в осуществлении процесса клеточного дыхания была 

установлена в первой трети XX века в работах [272, 273]. 
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Апопротеин цитохрома c кодируется геном CYCS (у млекопитающих), 

локализованном в ядерной ДНК. По данным базы HGNC (HGNC-индекс 19986, на 

web-странице приведена ссылка на статью [403]) у человека указанный ген 

локализован в 3-й полосе 15-го участка короткого плеча 7-й хромосомы.  

На момент начала 3-го десятилетия XXI века установлены 4 канонические 

функции цитохрома c в клетках высших животных: 

1) перенос электронов в митохондриальной дыхательной цепи с комплекса 

III на комплекс IV за счёт изменения степени окисления гемового железа с +3 на +2 

на III комплексе и с +2 на +3 на IV комплексе [250]; 

2) окисление супероксидного радикала до молекулярного кислорода: 

●О2
– + ЦитC(Fe3+) → O2 + ЦитC(Fe2+)    (1) 

Таким образом окисленная форма цитохрома c выступает в качестве 

антиоксиданта, предотвращающего воздействие супероксида на клетку [36]; 

3) катализ реакций ПОЛ, осуществляемый цитохромом c, находящимся в 

комплексе с митохондриальным фосфолипидом кардиолипином [36]. Данная 

функция будет рассмотрена подробнее в следующих разделах работы; 

4) участие в развитии апоптоза через активацию инициаторной каспазы-9 в 

цитоплазме в результате формирования апоптосомы при связывании цитохрома c 

с Apaf-1 [308]; это связывание в наибольшей степени обусловлено 

аминокислотными остатками Gly56, Lys72, Pro76, Ile81 [458].  

Гем нативного свободного цитохрома c почти полностью находится внутри 

белковой глобулы [247]. А его часть, доступная для растворителя, окружена 

заряженными остатками аргинина и лизина для создания вокруг неё гидрофильного 

микроокружения [247, 360]. Видимо, это способствует такому положению 

 

Рисунок 2. Сайты связывания 

фосфолипидов в цитохроме c лошади 

[247].  

А. Молекула цитохрома c лошади с 

изображением сайтов связывания 

фосфолипидов: сайт A (розовый), сайт C 

(бирюзовый), сайт L (жёлтый). 

Б. Рельеф поверхности цитохрома c.  
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каталитического центра, которое наиболее эффективно для переноса электронов 

между III и IV комплексами дыхательной цепи [360]. Авторы [247] подробно 

описали строение пептидного окружения гема цитохрома c. В работах [247, 301, 

331] описаны возможные первичные сайты связывания с кардиолипином на 

поверхности молекулы цитохрома c (см. рис. 2). 

Поскольку цитохром c находится в межмембранном пространстве, то 

вполне логично, что он имеет высокое сродство к фосфолипидам мембран. При 

физиологических значениях pH цитохром c обладает общим зарядом, равным +8, 

при том, что значение изоэлектрической точки у данного белка лежит в диапазоне 

между 10,2 и 10,5 [282], такой заряд белковой глобулы способствует её 

электростатическому связыванию с отрицательно заряженными головками 

молекул кардиолипина [247]. 

1.3.2 Кардиолипин 

Глицерофосфолипид кардиолипин (1,3-бис(sn-3ʹ-фосфатидил)-sn-глицерин) 

встречается у эукариот и бактерий [379], но не обнаружен у архей (вместо него у 

них имеются его аналоги [198]). 

Кардиолипин находится практически исключительно в составе внутренней 

мембраны митохондрий [277]. Благодаря своему строению, представленному на 

рисунке 3, он способен формировать в мембране локальные микродомены, что 

необходимо для формирования изогнутых крист митохондрий [148, 438]. 

 

Рисунок 3. Обобщённая формула 

кардиолипина, где R1, R2, R3, R4 – 

радикалы жирных кислот, *– углеродный 

атом, который может выступать в роли 

хирального центра, цифры обозначают 

номера атомов углерода согласно sn-

номенклатуре [380]. 

В кардиолипине эукариот, в сравнении с прокариотическим, ацильные цепи 

длиннее и более ненасыщенны [283, 379, 380]. У млекопитающих ацильный состав 

кардиолипина в разных тканях существенно различается, и ярко выражена 

молекулярная асимметрия ацилов (различное местоположение заместителей) [379]. 

А содержание кардиолипина среди других фосфолипидов в тканях 

пропорционально их катаболической активности [209, 220, 428].  
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Кардиолипин выполняет такие важнейшие функции, как белковый 

транспорт и обеспечение условий для проницания ионов через мембрану [261, 285], 

клеточный сигналинг [351], поддержание функционирования дыхательной цепи 

[239] и АТФ-синтазы [215, 334], поддержание pH в межмебранном пространстве за 

счёт выполнения роли протонной ловушки [243]. Установлено, что при полном 

отсутствии кардиолипина в клетках нарушаются синтез глутатиона [352] и работа 

белков, содержащих Fe-S-кластеры [350]. 

Кардиолипин сам по себе может влиять на развитие апоптоза: был 

обнаружен такой фермент как кардилипин-специфичная оксигеназа. Он 

катализирует образование гидроперекиси кардиолипина, что приводит к 

перемещению кардиолипина во внешнюю митохондриальную мембрану и 

образованию в ней пор [269], через которые свободные молекулы цитохрома c 

могут выходить в цитоплазму. Но при этом в клетках с дефицитом цитохрома c 

кардиолипин не окисляется, а апоптоз не запускается [37]. 

1.3.3 Описание комплекса цитохрома c с кардиолипином 

1.3.3.1 Структура комплекса цитохрома c с кардиолипином 

Авторы [268] отмечают на поверхности цитохрома c два сайта, где может 

происходить связывание с кардиолипином, – Lys99 и Lys100. При этом 

кардиолипин, имеющий полиненасыщенные ацилы, связывается легче, чем 

содержащий мононенасыщенные [301]. Авторы [247] предполагают две 

конформации цитохрома c в составе комплекса с кардиолипином: одна напоминает 

его нативную конформацию, а вторая – частично развёрнутую (см. Рис 4). 

 

Рисунок 4. Варианты конформации цитохрома c в составе его комплекса с кардиолипином по версии 

[247]. Цифры отражают наиболее гибкие участки, помеченные при исследовании флуорофорами. 
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Обе эти версии является логическим продолжением концепции о 

«мембрано-связанном» кардиолипине (Рис. 5а). Однако на кривых малоуглового 

рассеяния рентгеновских лучей наблюдались пики, соответствующие рефлексам 

первого, второго и третьего порядков, характерные для кубической 

кристаллической ячейки, в которую может быть вписана сфера диаметром 11,2 нм 

[33]. Авторы работы [290] назвали её наносферой. Скорее всего, она состоит из 

монослоя кардиолипина, окружающего глобулу цитохрома c (Рис. 5б) [33]. 

 

Рисунок 5. Две альтернативные модели структуры комплекса цитохрома c с кардиолипином [36]. 

А. Цитохром с прикреплён к мембране за счёт электростатического взаимодействия с 

кардиолипином; Б. Наносфера комплекса цитохрома c с кардиолипином. Молекула цитохрома c в 

состоянии «частично расплавленной» глобулы окружена монослоем из молекул кардиолипина. 

Монослой кардиолипина имеет среднюю толщину 2,8 нм [253]. Учитывая 

размер двух монослоёв (5,4–5,8 нм) и диаметр всей рассматриваемой 

супрамолекулярной структуры (11,2 нм), диаметр цитохрома c в составе этого 

комплекса оказывается равным 5,6 нм, что заметно больше диаметра свободной 

нативной его молекулы c в водной среде (≈4 нм). Таким образом, глобулу внутри 

наносферы можно назвать «частично расплавленной» (в англоязычной 

литературе – термин «molten globule» [357]) [36]. 

Теперь в компактном виде представим основные признаки изменения 

конформации цитохрома c при образовании его комплекса с кардиолипином: 

1. Появляется флуоресценция остатков тирозина (303 нм) и триптофана 

(330 нм), которая в нативном цитохроме c тушится в результате резонансного 
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переноса энергии электронного возбуждения из-за близкого расположения 

этих остатков к гему [166, 265, 432]. 

2. Исчезает полоса поглощения на спектре цитохрома c при 695–700 нм 

вследствие разрыва координационной связи между атомом железа в составе 

гема и атомом серы в составе остатка Met80 [41, 166]. 

3. Появляется пероксидазная активность, которую нативный цитохром c не 

проявляет [41, 166]. 

4. Уменьшается количество α-спиралей и повышается количество β-структур. 

Это показано для комплексов цитохрома c с различными анионными 

липидами и в большей степени проявляется в окисленной форме 

(содержащей в геме Fe3+) белка, чем в восстановленной [36]. 

Образование вокруг молекулы цитохрома c в оболочки из молекул 

кардиолипина даёт возможность образовавшейся супрамолекулярной наночастице, 

проникать в толщу липидного бислоя и осуществлять катализ липопероксидазной 

реакции, а также проходить сквозь мембраны [24], в том числе и в цитоплазму. 

Однако заметим, что изменение конформации цитохрома c, приводящее к 

появлению у него пероксидазной активности, происходит не только при его 

связывании с фосфолипидами, но также при изменении pH, возрастании ионной 

силы раствора [247] и при нитровании остатка Tyr74 [147]. Различные мутации 

могут как приводить к появлению пероксидазной активности цитохрома c [247, 

267], так и ослаблять потенцию её приобретению [312]. 

Формирование комплекса цитохрома c с кардиолипином является 

обратимым процессом, и данная структура чувствительна к высокой ионной силе 

среды и окислению кардиолипина [247]. Авторами [256] установлено, что 

окисленный в том числе и цитохромом c кардиолипин теряет способность к 

связыванию с ним, что может приводить к распаду комплекса и росту количества 

свободного цитохрома c, который после разрушения митохондриальных мембран, 

оказавшись в цитоплазме, начинает легко связываться с Apaf-1. 
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1.3.3.2 Пероксидазная функция комплекса цитохрома c с кардиолипином 

Под термином «липопероксидазная активность» следует понимать 

способность белка, разлагая H2O2, окислять органические соединения [41]. 

Цитохром c нельзя считать классической пероксидазой по типу пероксидазы хрена, 

миелопероксидазы и т.п. Цитохрому c больше подойдёт термин «факультативная 

пероксидаза», обозначающий то, что данный белок в нативном состоянии не 

обладает пероксидазной активностью, а приобретает её лишь при определённых 

условиях. 

Активный центр классических пероксидаз очень схож с гемом цитохрома c, 

однако имеется одно весьма важное отличие: у классических пероксидаз 

отсутствует одна координационная связь между гемовым железом и апопротеином, 

благодаря чему у железа остаётся одна свободная валентность, что и обуславливает 

их пероксидазную активность. У нативного цитохрома c гемовое железо не имеет 

свободных валентностей, поэтому свободный цитохром c в физиологических 

условиях не имеет пероксидазной активности [36]. Однако само по себе 

разрушение железо-серной связи Fe⋅⋅⋅S(Met80) в молекуле цитохрома c не 

обеспечивает проявления пероксидазной активности в той степени, которая 

присуща комплексу цитохрома c с кардиолипином [41]. А наибольшая 

пероксидазная активность комплекса цитохрома c с кардиолипином наблюдалась 

при молярных соотношениях липид:белок в интервале от 20 : 1 до 100 : 1 [36]. 

В целом, механизм специфического усиления пероксидазной активности 

цитохрома c под действием кардиолипина можно описать следующим образом: 

связывание кардиолипина → изменение конформации глобулы (не только разрыв 

связи Fe–S(Met80), но изменение расположения полипептидной цепи)[301] → 

повышение доступности активного центра и появление на нём места для 

связывания H2O2 → значительное ускорение скорости окисления органических 

субстратов пероксидом водорода [40]. При этом необходимо заметить, что, по 

сообщению авторов [92], под действием оксида азота (II) происходит существенное 

снижение пероксидазной активности цитохрома c, находящегося в комплексе с 

кардиолипином. 
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Теперь рассмотрим сам механизм ферментативной пероксидазной реакции. 

Впервые он был показан Б. Чансом на пероксидазе хрена в третьей четверти 

XX века [185-187]. На рисунке 6 приведена схема реакций, характерных для 

пероксидаз млекопитающих. После взаимодействия пероксидазы с первым 

собратом – Н2О2 (реакция 1 на рисунке 6), феррифермент переходит в форму с 

двумя окисленными эквивалентами, называемой «компаунд 1», в нём появляются 

два неспаренных электрона, один из которых относится к атому гемового железа, 

приобретающего нехарактерную для данного металла степень окисления – Fe4+, а 

второй обуславливает проявление радикала: либо порфирина, либо одной из 

аминокислот апопротеина [230]. В статье [370] подробно описываются эти два 

возможных варианта строения компаунда 1. Далее в классическом пероксидазном 

цикле компаунд 1 подвергается одноэлектронному восстановлению, окисляя 

липидный субстрат, и переходит в форму, называемую компаунд 2 (реакция 3 

рис. 6), который либо содержит Fe4+  и не содержит радикала, либо имеет железо 

уже снова в трёхвалентной форме, но содержит радикал (чаще всего уже именно в 

аминокислоте апопротеина, а не в порфириновом кольце). Стоит заметить, что 

компаунд 1 может реагировать с некоторыми восстановителями (например, 

галогенидами или тиоционатом), забирая у них не один, а сразу два электрона и 

переходя таким образом в форму исходного фермента (реакция 2 рис. 6). 

Классический пероксидазный цикл замыкается, когда компаунд 2 приобретает ещё 

один электрон, окисляя вторую молекулу липида по механизму, аналогичному 

восстановлению компаунда 2 до компаунда 1, и тем самым возвращается в 

состояние исходной пероксидазы (реакция 4 рис. 6) [230]. А образовавшиеся по 

реакциям 3а и 4а липидные радикалы запускают каскад реакций перекисного 

окисления липидов, интенсивность которого тем выше, чем больше в среде 

кислорода, а с учётом того, что митохондрия – это органелла богатая кислородом, 

то и липидная пероксидация в ней развивается практически мгновенно [421]. 

Необходимо указать, что пероксидазный цикл, в принципе, теоретически может 

замыкаться и без окисления липидов: компаунд 1 может перейти в компаунд 2, 

окислив H2O2 до супероксида (реакция 3b рис. 6), который может быть окислен 
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компаундом 2, переходящим в ферриформу фермента, до молекулярного 

кислорода (реакция 4b рис. 6). Необходимо заметить, что по реакции 6 в 

пероксидазный цикл может включиться и молекула цитохрома c, содержащая Fe2+, 

перейдя в компаунд 2. Помимо этого стоит указать, что •O2
– может присоединяться 

в исходной форме фермента, обратимо давая компаунд 3 (реакции 8 и 9 на рис.6), 

который может образовываться и при разложении перекиси водорода компаундом 

2 [230]. Несмотря на такое разнообразие реакций пероксидаз, основными 

считаются реакции 1, 3a 4a с рисунка 6, однако при анализе результатов 

экспериментальной части настоящей работы также следует учитывать, что 

взаимодействия с липидами может и не происходить: вместо этого, цикл замкнётся 

по реакциям 3b и 4b с затратой дополнительной молекулы H2O2. 

Авторы [52] сообщают, что комплекс цитохрома c с кардиолипином при 

недостатке перекиси водорода может катализировать ещё одну реакцию – 

восстановления гидроперекиси липида, заменяющую собой реакцию 

восстановления перекиси водорода: 

ЦитC(Fe3+) + ROOH → Compound 1 + ROH    (2) 

 

Рисунок 6. Обобщённая схема реакций ферментов-пероксидаз – каталитический 

пероксидазный цикл [230]. RH – липид, R• – радикал липида, Hal – атом галогена. 
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В работе [52] эта реакция названа липоксигеназной. Однако заметим, что, 

вообще говоря, липоксигеназные реакции – это как раз реакции окисления 

полиненасыщенных жирных кислот с образованием их пероксидов, 

катализируемые содержащими железо, но не имеющими порфиринового кольца 

ферментами-липоксигеназами [341]. В нашем же случае происходит реакция 

разложения уже имеющейся липидной гидроперекиси. Поэтому называть эту 

реакцию липоксигеназной некорректно. Описывая окисление линоиловых ацилов 

кардиолипина и свободных молекул линолевой кислоты комплексом цитохрома c 

с кардиолипином, при котором образуется целый ряд продуктов 

липопероксидации, но наличия перекиси водорода в системе не требуется, авторы 

[30], называют этот процесс квазилипоксигеназной реакцией. Такая терминология 

более корректна, так как показывает лишь внешнюю схожесть двух процессов (оба, 

к примеру, легко определяются методом хемилюминесценции) при различии в 

молекулярном механизме.  

На наш взгляд, помимо предложенного выше механизма 

квазилипоксигеназной реакции, вполне может иметь место и такой: 

ЦитC(Fe3+) + ROOH → Compound 2 + RO●    (3) 

В этом случае происходит не дву-, а одноэлектронное восстановление 

субстрата – гидроперекиси липида. В ходе настоящей работы нам удалось получить 

экспериментальные данные, свидетельствующие в пользу схемы (3). 

1.4 Явление хемилюминесценции и механизм его возникновения 

Хемилюминесценция (ХЛ) – это свечение, являющееся результатом перехода 

различных веществ-метаболитов свободнорадикальных реакций из электронного 

возбуждённого состояния (ЭВС) в основное [26, 29, 35]. 

Испускание биообъектами света слабой интенсивности было впервые 

замечено в конце первой трети прошлого века: В.В. Лепешкин обнаружил засветку 

лежащих на биопрепаратах фотопластинок, посчитав это излучение 

ультрафиолетом, испускаемым при коагуляции протопласта при гибели клеток, и 

назвав его некробиотическим [297, 298]. А.Г. Гурвич, зарегистрировавший 
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свечение суспензии делящихся дрожжей, выдвинул предположение о сигнальной 

роли люминесценции биопрепаратов в ультрафиолетовой области спектра, 

названного им термином «митогенетическое излучение» [51]. 

При использовании фотоэлектронных умножителей в третьей четверти 

XX века достоверно было обнаружено световое излучение чрезвычайно низкой 

интенсивности в видимой области спектра (обозначенное в англоязычной 

литературе термином ultraweak chemiluminescence [176]), испускаемое 

биообъектами растительного [195] происхождения и животными тканями [128], 

открыта ХЛ интактных митохондрий [31, 32, 81] и хлоропластов [322]. В начале 

1970-х годов Р. Эллан открыл ХЛ лейкоцитов из крови человека, осуществляющих 

фагоцитоз бактерий [155, 395]; данное явление легло в основу клинического метода 

определения иммунореактивности. К слову, ХЛ-методики применяются и при 

идентификации возбудителей инфекционных заболеваний. Так, к примеру, авторы 

[175] предлагают методику для обнаружения ДНК вируса гепатита B. 

1.4.1 Обнаружение свободных радикалов в биологических системах, 

собственная хемилюминесценция 

Хемилюминесцентная методика признана наиболее оптимальным способом 

изучения свободнорадикальных процессов в биологических системах. При помощи 

этого метода возможна оценка скорости реакции образования свободных 

радикалов [29, 63]. Широкое применение именно этого метода обусловлено тем, 

что в силу большой реакционной способности свободных радикалов, а 

следовательно – низкой их стационарной концентрации, прямых биохимических 

методов оценки содержания радикалов в образце нет. Выделить и очистить 

радикалы подобно молекулам просто невозможно. Химическим путём можно лишь 

определить продукты реакций с участием свободных радикалов [35]: малоновый 

диальдегид (МДА) [15, 16, 110, 126, 373, 390, 418], основания Шиффа [11, 73, 309], 

диеновые [73, 126, 387, 389] и триеновые [11, 73] конъюгаты. Другие методы 

основаны на использовании перехватчиков радикалов: каталазы H2O2 [87], 

супероксиддисмутазы (СОД) [126], фенольных антиоксидантов [35, 87].  
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Авторы [61] для изучения ПОЛ применяли флуоресцентную методику. 

Прямым методом анализа радикалов является метод электронного парамагнитного 

резонанса (ЭПР), в целом, позволяющий обнаруживать и идентифицировать 

многие радикалы [193, 252, 345]. Однако по причине короткой продолжительности 

жизни свободных радикалов ЭПР-метод тоже не способен дать адекватную оценку 

количества свободных радикалов в исследуемом образце в силу низкой их 

стационарной концентрации [35, 63], использование же спиновых ловушек [1, 78] 

может влиять на биохимические реакции, протекающие в системе. 

Авторы [35] представили обобщённые сведения о кинетике реакций, 

сопровождающихся хемилюминесценцией. В ходе этих реакций исходные 

вещества R образуют свободные радикалы R•, которые в последующих реакциях 

приводят к появлению электронно-возбуждённых продуктов P*, которые, переходя 

в основное состояние P, могут высветить фотон (hν). Вероятность возникновения 

продукта в ЭВС весьма высока, если активированный комплекс реагентов и 

продукты реакции имеют состояния с разной мультиплетностью [143] (величиной, 

равной сумме единицы и удвоенной суммы квантовых спиновых чисел электронов 

в составе молекулы [317]). Для удобства дальнейшего описания рассматриваемых 

процессов напишем общую схему цепной реакции с образованием и участием 

свободных радикалов с последующим высвечиванием фотона: 

𝑅
𝑘1
→𝑅•

𝑘2
→ 𝑃∗

𝑘3
→ 𝑃 + ℎ𝜈   (4) 

При этом в большинстве случаев спектр хемилюминесценции не 

соответствует спектру флуоресценции продукта P*, но соответствует его спектру 

фосфоресценции [28]. 

Интенсивность хемилюминесценции (J) пропорциональна скорости третьей 

реакции с приведённой схемы (4): Jk3[P*]. 

Из-за большой скорости реакции превращения свободных радикалов в 

продукты реакции в системе быстро устанавливается стационарное состояние, при 

котором скорости всех реакций данной реакционной цепи равны. Следовательно, 

интенсивность свечения пропорциональна скорости v1 образования свободных 

радикалов [35]: 
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𝐽 𝑣1 = 𝑘2[𝑅
•]   (5) 

[𝑅•] =
𝑣1

𝑘2
   (6) 

1.4.1.1 Понятие квантового выхода собственной хемилюминесценции 

В общей фотохимии в понятие квантового выхода вкладывают число 

превращённых молекул, отнесённое к числу поглощённых фотонов света [430]. С 

точки зрения физики фотолюминесцентных процессов, квантовый выход – это 

отношение количества излучённых люминофором квантов света к количеству 

поглощённых квантов [125]. Применительно к явлению хемилюминесценции 

необходимо рассматривать два понятия квантового выхода: квантовый выход 

возбуждения (Qex) – отношение электронно-возбуждённых молекул продуктов 

радикальной реакции к общему числу молекул продуктов реакции; и квантовый 

выход люминесценции (Qlum) – отношение электронно-возбуждённых молекул, 

испустивших фотон к общему количеству электронно-возбуждённым молекул. А 

общий выход свечения, или хемилюминесценции (QChLum), равен их произведению 

[26, 29, 35, 63, 143], и обычно он не превышает 10–10–10–8, именно поэтому 

биохемилюминесценцию называют сверхслабым свечением [26, 35, 63]. 

Рассмотрим более подробно реакции с приведённой выше цепной схемы (4) 

с константами скоростей k2 и k3: 

𝐴 + 𝐵
𝑘2
→ 𝑃∗ + другие продукты    (7) 

Это хемилюминесцентная реакция [35, 143]. 

𝑃∗
𝑘3
→𝑃 + ℎ𝜈    (8) 

Это люминесценция [35, 143]. 

𝑃∗
𝑘3𝑛𝑜𝑡
→   𝑃   (9) 

Это безызлучательный переход [143]. 

Величину квантовых выходов, а значит, и итоговой интенсивности 

хемилюминесценции, можно вычислить по формулам [143]: 

𝑄𝑙𝑢𝑚 =
𝑘3

𝑘3+𝑘3𝑛𝑜𝑡
    (10) 

𝐽 = 𝑘3[𝑃
∗] = 𝑄𝑒𝑥

𝑘3

𝑘3+𝑘3𝑛𝑜𝑡
𝑘2[𝐴][𝐵]   (11) 
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Очевидно, что не каждый квант света, попадающий на хемилюминометр, 

способен выбить электрон с фотокатода фотоэлектронного умножителя [63], 

поэтому прибор может показать заниженные значения свечения. Однако 

программное обеспечение современных хемилюминометров при выводе значения 

интенсивности хемилюминесценции уже учитывает коэффициент светосбора 

хемилюминометра (доля квантов, попавших на фотокатод, от общего числа 

высвеченных изучаемой системой квантов [83]) и квантовый выход фотокатода 

(отношение выбитых с катода электронов к числу упавших на катод квантов). 

1.4.1.2 Механизм хемилюминесценции при реакциях липидной пероксидации 

Реакции ПОЛ является одним из основных процессов, способствующих 

развитию ферроптоза [210, 296, 362] и апоптоза по митохондриальному пути [35, 

36, 40]. Поэтому наибольшее внимание в работах по изучению этих процессов 

уделяется именно радикальным реакциям с участием липидов. Однако, в целом, 

схема, приводимая для описания липидных радикальных реакций, 

сопровождающихся хемилюминесценцией, справедлива и может быть применена 

к хемилюминесцентным реакциям белков (что было показано И.И. Сапежинским и 

Е.А. Лисси в работах [118, 160, 161, 304]), а также нуклеиновых кислот [91, 129].  

Естественно, что липидная пероксидация, в ходе которой в наибольшей 

степени подвержены полиненасыщенные жирные кислоты или ацилы, 

представлена в виде не одной, а нескольких реакций, причём этот процесс носит 

характер каскада разветвляющихся цепных реакций [24, 102, 421, 441]:  

𝑅1𝐻
𝑘1; −𝐻
→    𝑅1

•
+[𝑂2];  𝑘2𝑎
→       𝑅1𝑂𝑂

•        (12) 

𝑅1𝑂𝑂
• + 𝑅2𝐻

𝑘2𝑏
→ 𝑅1𝑂𝑂𝐻 + 𝑅2

•       (13) 

𝑅2
• + [𝑂2]

𝑘2𝑎
→ 𝑅2𝑂𝑂

•      (14) 

Гидроперекиси липидов ROOH очень легко становятся источниками новых 

цепей окисления липидов, что ведёт к росту скорости ПОЛ [35, 121, 122]: 

𝑒− + 𝑅𝑂𝑂𝐻
𝑘2𝑐
→ 𝑅𝑂• + 𝑂𝐻−    (15) 

𝑅𝑂• + 𝑅𝐻→2𝑅• + 𝑂𝐻−      (16) 
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Образование кислородсодержащих радикалов – ключевой этап развития 

каскада реакций, приводящих в конечном счёте к ХЛ. Несмотря на известный факт, 

что молекулярный кислород является тушителем люминесценции [361], в ходе 

многочисленных работ, проводимых в середине XX века, установлено, что 

присутствие кислорода в системе с белками и углеводородами приводит к более 

интенсивной ХЛ нежели в его отсутствии [70, 118, 143, 168, 414, 417].  

ХЛ, сопровождающая реакции ПОЛ, обусловлена диспропорционированием 

липопероксильных радикалов ROO• [167, 168]: 

2 𝑅𝑂𝑂•
𝑘2𝑒
→ 𝑅𝑂𝐻 + 𝑄𝑒𝑥𝑅=𝑂

∗ + (1 − 𝑄𝑒𝑥) 𝑅=𝑂 + 𝑂2   (17) 

Впервые механизм диспропорционирования пероксильных радикалов с 

образованием карбонильного соединения, спирта и молекулы кислорода описан в 

работе [374], по фамилии автора которой его называют механизмом Расселла. 

Высвечивание фотона происходит при переходе кетона, образовавшегося в ходе 

реакции (17), из триплетного ЭВС в основное: 

𝑅=𝑂∗
𝑘3
→𝑅=𝑂 + 𝑝ℎ𝑜𝑡𝑜𝑛   (18) 

При этом выделяется свет с максимумом интенсивности на 450–550 нм [404]. 

Реакция диспропорционирования липопероксильных радикалов протекает 

через образование тетраоксида с последующим его распадом вследствие 

механического напряжения в скелете молекулы на спирт и бирадикал – это момент 

разделения электронов в молекуле. После этого происходит выделение молекулы 

O2, и образуется кетон в триплетном ЭВС [414]. Однако тетраоксид с высокой 

долей вероятности может вновь распасться на два липопероксильных радикала. В 

пользу этого говорит тот факт, что константа скорости диффузии этих радикалов 

на порядки выше, чем константа скорости реакции их диспропорционирования 

[167]. Графически механизм Расселла представлен на рисунке 7 под буквой А. 

Отметим, что образовавшийся кислород может находиться в синглетном ЭВС, по 

данным авторов [343], квантовый выход возбуждения для молекулы O2 в данном 

случае составляет ≈11%. При переходе кислорода в основное состояние 

наблюдается люминесценция с максимум в области 634 и 703 нм [180, 404]. 
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Рисунок 7. Основные механизмы высвечивания фотонов в результате окисления липидов [194, 

374, 404, 414]. 

А. Реакция диспропорционирования пероксильных радикалов. 

Б. Образование и распад диоксетановой группировки (на схеме – диоксетанон). 

В силу крайне низких значений квантовых выходов образования 

возбуждённых молекул кетона и их люминесценции (в данном случае –

фосфоресценции) общий квантовый выход хемилюминесценции составляет всего 

порядка 10–8 [35, 414]. 

Связь между концентрацией липопероксильных радикалов и 

интенсивностью свечения J следует из уравнения [143]: 

𝐽 = 𝑄𝐶ℎ𝐿𝑢𝑚𝑘2𝑒[𝑅𝑂𝑂
•]2      (19) 

, где J – общий световой поток при всех длинах волн и во всех направлениях, 

эйнштейн/с; QChLum – квантовый выход хемилюминесценции. 

Однако помимо механизма Расселла имеет место ещё один путь образования 

карбонильных соединений в триплетном ЭВС – это распад диоксетановой 

группировки, образовавшейся в ходе циклизации перекисной структуры. 

Графически этот процесс представлен на рисунке 7 под буквой Б. 

Научным коллективом под руководством Е. Бечары проведено обширное 

исследование механизмов реакций образования и распада диоксетановой 
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структуры. Результаты работы детальным образом изложены в статье [404]. А в 

обзоре Г. Чиленто и В. Адама [194] приводятся различные механизмы образования 

диоксетеновых группировок с последующим их распадом с образованием 

возбуждённого продукта.  

Скорость пероксидного окисления – это скорость образования продуктов 

окисления липогидропероксидов в реакции (13) с константой скорости k2b, 

поэтому: 

𝑑[𝑅𝑂𝑂𝐻]

𝑑𝑡
= 𝑘2𝑏[𝑅𝐻][𝑅𝑂𝑂

•] = 𝑘2𝑏[𝑅𝐻]√
𝐽

𝑄𝐶ℎ𝐿𝑢𝑚𝑘2𝑒
      (20) 

Описанная выше связь между интенсивностью собственной ХЛ, 

сопровождающей ПОЛ, и скоростью этого окисления была подтверждена при 

изучении последовательных стадий ХЛ модельных систем, содержащих липиды 

(липосомы и митохондрии), при добавлении в них солей, диссоциирующих с 

образованием ионов Fe2+ [35, 43, 386]. Исследование кинетики такой 

хемилюминесценции [29, 421]. Также стало возможным изучение влияния 

различных антиоксидантов на интенсивность ПОЛ. В качестве примера подобных 

работ можно привести статьи представителей научной школы Р.Ф. Васильева [18, 

20, 223-226, 393], Ю.А. Владимирова [42, 53, 74, 116], А.И. Журавлёва, 

обобщённые в монографии [63], а также других авторов [7, 235, 281, 284, 314, 323, 

375, 400, 408, 437].  

При помощи регистрации собственной ХЛ проведено большое количество 

исследований, о результатах некоторых из них изложено в работах [35, 39, 47, 165, 

358, 429]. 

Однако интенсивность собственной ХЛ в абсолютном большинстве случаев 

крайне мала [35, 63], что сильно усложняет её регистрацию. К тому же зачастую 

перед исследователями стоит задача изучить не свободнорадикальные процессы в 

исследуемом образце в общем и целом, а исследовать вполне конкретные 

радикалы, к примеру, реакции липидной пероксидации, т.е. оценку наличия в 

исследуемой системе именно радикалов липидов, но данный метод регистрации 

абсолютно неспецифичен [35]. 
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1.4.2 Активированная хемилюминесценция 

Вещества, внесение которых в систему увеличивает интенсивность ХЛ, 

обычно называют активаторами ХЛ (в англоязычной литературе – 

chemiluminescence enhancers, хотя можно встретить и слово «activators»), 

определённую (об этом чуть ниже) их группу называют хемилюминесцентными 

зондами, однако эти термины зачастую встречаются в литературе бессистемно. 

Пожалуй, наиболее верными с химической точки зрения терминами были бы 

«хемилюминесцентный реагент» или «люминесцентная добавка». Неудачность 

термина «активатор» с точки зрения химии обусловлена тем, что термин 

«активность» трактуется в широком смысле как проявление общей способности 

того или иного соединения к химическим взаимодействиям, а в узком – как 

действующая часть концентрации. Авторы монографии [63] приводят небольшой 

список терминов, относящихся к теме ХЛ. Среди них есть понятие, пожалуй, 

подходящее под термин «активатор» с точки зрения химии: «химически активное 

вещество, создающее первичные активные центры и тем увеличивающее скорость 

реакции, поставляющей активные продукты и изменяющей квантовый выход 

возбуждения», – но под это определение в монографии [63] приведён термин 

«инициатор». Отметим, что в биологических системах люминесцирующие добавки 

находятся в водной среде с pH около 7, где они могут иметь слабую растворимость, 

что ведёт к их агрегации. А у фагоцитов взаимодействие с микрочастицами 

активирует процесс выработки активных форм кислорода [324, 356]. Поэтому в 

описанном случае с точки зрения биологии эти вещества, с одной стороны, можно 

назвать активаторами, но, с другой, оказывается, что они изменяют свойства 

исследуемой системы. А это при определённых целях эксперимента может снижать 

степень достоверности получаемых данных. 

С точки зрения химии, термин «активатор» допустимо использовать при 

описании систем с химически инициированной электронообменной 

люминесценцией, например хемилюминесценцией эфиров оксалата [177]. В этом 

случае введение в систему флуорофора с низким потенциалом ионизации приводит 

к переносу электрона с этого соединения на интермедиат с последующим обратным 
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переносом электрона, приводящим к возбуждению данного флуорофора, который 

становится эмиттером хемилюминесценции. Однако в биологии чаще всего 

используют именно термин «активатор» для обозначения люминесцирующей 

добавки, определяя его как вещество, имеющее высокий квантовый выход 

излучения и усиливающее свечение за счёт физической миграции энергии 

электронного возбуждения, не изменяя квантовых выходов возбуждения 

продуктов радикальной реакции и её скорость [8, 35, 63]. 

Усиление свечения в присутствии указанных веществ происходит в 

результате миграции энергии электронного возбуждения с продуктов реакции на 

добавку, которая является (или продукт химического взаимодействия которой с 

продуктом радикальной реакции – донором возбуждения) более эффективным 

эмиттером света, чем возбуждённое вещество-донор (квантовый выход Qlum 

свечения молекулы активатора на порядки выше, чем при свечении продукта 

радикальной реакции [39]). В 1963 году Р.Ф. Васильев в работе [416] описал 

механизм усиления хемилюминесценции при добавлении к продуктам 

свободнорадикального окисления углеводородных субстратов – кетонов, 

находящихся в триплетном ЭВС, производных антрацена. Образующиеся 

возбуждёнными молекулы производных антрацена находились не в триплетном, а 

в синглетном ЭВС. Таким образом, в статье [416] детально исследован процесс 

физического усиления хемилюминесценции в результате триплет-синглетного 

переноса энергии в жидкой фазе. Заметим, что само по себе усиление ХЛ в 

присутствии производных антрацена показано на год раньше тем же автором в 

работе [415], однако механизма этого усиления в той работе ещё не приводилось. 

При анализе действия антрацена и его производных отмечается, что сам антрацен 

менее эффективен, нежели его галогензамещённые производные, в особенности – 

9,10-дибромантрацен [19, 167, 415], рассчитанный для него «коэффициент запрета» 

триплет-синглетного перехода, равный отношению константы скорости этого 

процесса к константе скорости диффузии, составляет 10-2 [167]. 

Обращаясь к введённой выше схеме (5), процесс усиления 

хемилюминесценции можно схематично представить следующим образом: 
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𝑃∗
𝑘3
→ 𝑃 + ℎ𝜈 (Это неактивированная хемилюминесценция, квантовый выход Qlum1) 

𝑃∗ + активатор→𝑃 + активатор∗
𝑘3𝑒𝑛ℎ
→   𝑃 + активатор + ℎ𝜈 (Это активированная 

хемилюминесценция, квантовый выход Qlum2), при этом 𝑄𝑙𝑢𝑚1 ≪ 𝑄𝑙𝑢𝑚2. 

При этом можно заметить, что по сообщению авторов [84], при выборе 

активатора ХЛ стоит обращать внимание не только на само значение квантового 

выхода, сколько на его произведение с коэффициентом молярной экстинкции: 

именно эта величина прямо пропорциональна яркости свечения, учитывая 

количество поглощённого света и эффективность эмиссии активатора. 

Р.Ф. Васильев и В.Я. Беляков в работе [167] заложили основы использования 

триплет-триплетного и триплет-синглетного переноса энергии электронного 

возбуждения для количественного исследования хемилюминесцентных процессов: 

приводятся математические выражения, раскрывающие взаимосвязь между 

скоростями процессов миграции электронного возбуждения с продукта 

радикальной реакции – донора ЭВС, концентрацией акцептора (обозначим её 

буковой A) электронного возбуждения – активатора ХЛ, и интенсивностью ХЛ в 

отсутствии акцептора возбуждения J0 и в его присутствии J: 

1
𝐽

𝐽0
−1
=

1
𝑄𝐿𝑢𝑚𝐸𝑛ℎ∙𝑘𝑇𝑆

𝑄𝐿𝑢𝑚𝑃𝑟∙(𝑘𝑇𝑇+𝑘𝑇𝑆)
−1
+

1
𝑄𝐿𝑢𝑚𝐸𝑛ℎ∙𝑘𝑇𝑆

𝑄𝐿𝑢𝑚𝑃𝑟∙(𝑘𝑇𝑇+𝑘𝑇𝑆)
−1
∙

1

(𝑘𝑇𝑇+𝑘𝑇𝑆)∙𝑡𝑃∗∙𝐴
   (21) 

, где QLumEnh – квантовый выход люминесценции chemiluminescence enhancer – 

акцептора электронного возбуждения, QLumPr – квантовый выход возбуждённого 

продукта радикальной реакции – донора электронного возбуждения, tp* – среднее 

время жизни возбуждения донора в отсутствии акцептора, kTT – константа скорости 

триплет-триплетного переноса энергии – тушения ХЛ, kTS – константа скорости 

триплет-синглетного переноса электронного возбуждения на молекулу акцептора. 

Константа скорости триплет-триплетного переноса, не ведущего к последующей 

люминесценции, выше, чем триплет-синглетного [167].  

Однако у разных активаторов механизм перехвата ЭВС у продуктов 

радикальных реакций различен. Имеется два отличных друг от друга способа, 

которые легли в основу классификации веществ, усиливающих квантовый выход 
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ХЛ. При этом необходимо указать, что в их терминологии имеется ряд проблем. 

Люминесцирующие добавки первой группы химически реагируют с участниками 

или продуктами свободнорадикальной реакции, переходя при этом в ЭВС, 

квантовый выход которого гораздо выше, нежели у собственной ХЛ; по 

терминологии, предложенной А.И. Журавлёвым в монографии [63], эти вещества 

обозначены термином «хемилюминесцентные зонды», в работах 

Ю.А. Владимирова эти вещества наряду с вышеуказанным термином 

обозначаются также термином «химические активаторы» ХЛ [35]. С точки зрения 

химии, этим веществам больше подошёл бы термин «хемилюминесцирующий 

реагент» так как они лишь заменяют реакционные маршруты АФК, которые в 

естественных условиях ведут к сверхслабой ХЛ, на другие пути, которые приводят 

к более сильной ХЛ. Вещества из второй группы люминесцирующих добавок 

перехватывает ЭВС без химического взаимодействия с компонентами системы. 

Представители научной школы Ю.А. Владимирова [34, 35, 39, 47] называют эти 

вещества физическими активаторами ХЛ, распространяя термин «активатор» на 

обе группы хемилюминесцирующих реагентов, в то время как авторы [63] под 

термином «активатор» обозначают лишь строго физические активаторы ХЛ. 

1.4.2.1 Химические активаторы хемилюминесценции 

В настоящее время в научных и клинических исследованиях в подавляющем 

большинстве случаев используют химические активаторы ХЛ [7, 8, 35, 56, 63, 89, 

101]. Наиболее часто в качестве такового применяют люминол (5-амино-2,3-

дигидро-1,4-фталазиндион) [37, 53, 132, 134, 190, 203, 299, 321, 332, 378, 407, 451, 

453, 455] впервые применённый в биологической системе группой под 

руководством Р. Эллана в 1972 году при изучении иммунной реакции 

полиморфноядерных лейкоцитов [155]. Механизм свечения, возникающего при 

окислении люминола, для разных окислителей различен, подробно ознакомится с 

ним можно в работах [35, 38, 88, 115, 120, 333]. Наряду с люминолом иногда, правда 

гораздо реже, применяется обладающий схожим механизмом активации свечения 

изолюминол [103, 203, 263]. Широкое применение люминола обусловлено 

большим квантовым выходом его люминесценции, однако люминол-
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активированная ХЛ не специфична: достоверно определить, какие именно 

свободнорадикальные реакции и в каких соотношениях протекают в исследуемом 

образце, используя люминол, невозможно [35]. 

Среди других химических активаторов ХЛ можно назвать люцигенин, 

применяемый для детекции супероксидного радикала [56, 173, 241, 259, 365, 396], 

в последнее время разработаны методики с использованием люцигенина для 

обнаружения дофамина [292] и глутатиона [244], люциферин-люциферазную 

систему [63, 212, 294], применяемую для определения АТФ, люцифераза же 

является компонентом многих тест-систем, находя широкое применение [152, 280, 

366, 426]. Также в роли химических активаторов ХЛ использовались флуоресцин 

[207], акридиниевый эфира [338], бромистый этидий [46]. 

Несмотря на то, что зачастую химические активаторы ХЛ дают большее 

усиление свечения, в силу их химического участия в происходящих в изучаемой 

системе процессах они не годятся для проведения фундаментальных исследований, 

к которым относится и изучение ПОЛ, в том числе – и функций комплекса 

цитохрома c с кардиолипином. В данном случае желательно использовать 

физические активаторы хемилюминесценции, обеспечивающие увеличение 

квантового выхода свечения за счёт резонансного переноса энергии ЭВС 

продуктов реакции без химического взаимодействия с участниками и продуктами 

этой реакции [44, 139, 422].  

1.4.2.2 Поиск физических активаторов хемилюминесценции, сопровождающей 

реакции липидной пероксидации 

При поиске оптимального усилителя ХЛ нужно обращать внимание на 

вещества, молекулы которых с высокой долей вероятности смогут происходить 

триплет-синглетные переходы ЭВС с продуктов ПОЛ. Впервые явление усиления 

хемилюминесценции было показано при использовании именно физических 

активаторов – производных антрацена [19, 415, 416]. 

Большой вклад в исследование активаторов ХЛ, специфичных для 

свободнорадикальных процессов с участием липидов, внёс В.С. Шаров. В 1980-х 

годах было проведено изучение различных лантаноидов на предмет усиления ХЛ с 
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их помощью. По итогу этой работы было выдвинуто предположение, что в основе 

этого процесса лежит межмолекулярный перенос энергии от продуктов, 

образующихся в ходе свободнорадикальных реакций липопероксидов, на 4f-

оболочку иона лантаноида [138]. Для усиления ХЛ использовали ионы тербия Tb3+ 

[137], комплексы европия с тетрациклином [140] и другими веществами [67, 119], 

ионы неодима Nd3+ и иттербия Yb3+[119]. Однако для проведения исследований в 

биологических системах ионы лантаноидов не подходят в силу того, что они могут 

легко образовывать комплексные соединения с веществами буферной среды, а в 

результате этого связывания зачастую пропадает их способность усиливать ХЛ 

[140]. 

В качестве физических активаторов ХЛ при ПОЛ в биологических системах 

возможно использовать низкомолекулярные органические вещества, имеющие в 

составе сопряжённые циклические группировки. В качестве примеров таковых 

можно привести гистологический краситель нильский синий, используемый 

авторами [141], и родамин 6G [49]. 

К подобным веществам относятся и производные кумарина, использующиеся 

также в качестве лазерных красителей. Именно их изучение в качестве активаторов 

ХЛ, сопровождающей ферментативное ПОЛ (катализируемое комплексом 

цитохрома c с кардиолипином), является предметом настоящей работы. Ниже 

приведён небольшой обзор, посвящённый непосредственно изучаемым нами 

хинолизидиновым производным кумарина, известным в англоязычной литературе 

как coumarin-314 (C-314), coumarin-334 (C-334) и coumarin-525 (C-525), а также 

нескольким сходным веществам из группы кумаринов, используемым в качестве 

люминофоров. 



41 

1.4.3 Производные кумарина и их применение в хемилюминесцентных 

исследованиях 

Кумарины – это группа органических соединений, включающая 

ненасыщенные ароматические лактоны – производные 5,6-бензо-α-пирона 

(кумарина, или 5,6-бензо-пиран-2-она) – лактона цис-орто-оксикоричной кислоты 

[48]. Среди них немало ядовитых веществ, как например, охратоксин A [153, 311], 

для идентификации которого авторами [279] разработана хемилюминесцентная 

методика. Некоторые производные кумарина способны вызывать гибель раковых 

клеток [265, 276], другие показаны сильными антиоксидантами [233], многие 

представители этой группы веществ используются как лазерные красители [385, 

432]. Структурная формула кумарина – базового вещества обсуждаемой группы – 

показана на рисунке 8. 

 

Рисунок 8. Формула кумарина – базового вещества одноимённой группы, к которому 

присоединяются различные циклические атомарные группировки и/или заместители 

Если говорить об особенностях строения молекул производных кумарина, 

способных выполнять роль люминофоров, то можно привести сообщение авторов 

[84] о том, что эффективными флуорофорами с эмиссией в видимой области 

спектра являются производные кумарина, имеющие заместитель в 7-й позиции. В 

литературе встречается информация об использовании некоторых производных 

кумарина в различных индикаторных системах, основанных на явлении ХЛ. В 

качестве примеров можно привести системы для обнаружения анионов цианида 

[90, 278], катионов Cu2+ [90], перекиси водорода [313], глюкозы [184], 

формальдегида [302, 303]. 

В настоящей работе исследовались хинолизидиновые производные 

кумарина, известные в англоязычной литературе как coumarin-314 

(хинолизидин[5,6,7-gh]3-этоксикарбонилкумарин), coumarin-334 



42 

(хинолизидин[5,6,7-gh]3-ацетилкумарин) и coumarin-525 (хинолизидин[5,6,7-

gh]3,2ʹ-бензимидазолилкумарин), которые до настоящего исследования считались 

физическими активаторами, усиливающими вызванную липидной пероксидацией 

ХЛ, исключительно перехватывая энергию ЭВС у продуктов свободнорадикальной 

реакции без реакции с ними [30, 44, 47, 139, 422]. Формулы указанных трёх веществ 

представлены на рисунке 9. 

В исследовании [422], проведённом в 1995 году, было изучено влияние 

различных активаторов на интенсивность ХЛ, сопровождающей железо-

индуцированное перекисное окисление фосфолипидов в составе липосом, 

полученных из яичного желтка. Наибольший эффект показал С-525, который в 

концентрации 4 мкМ более чем в 2000 раз увеличивал интенсивность ХЛ, не влияя 

при этом на её кинетику [422]. Механизм усиления свечения в данном случае – это, 

судя по всему, перенос энергии с молекулы кетона, находящегося в ЭВС, на 

флуоресцентный уровень С-525 [139].  

С-525 оказался более эффективным активатором сопровождающей ПОЛ ХЛ, 

чем хлорофилл-а [385], хинолизидин[5,6,7-gh]3-(2,2-динитрилвинил)-кумарин и 

гидразид хинолизидин[5,6,7-gh]кумарин-3-овой кислоты [55]. С-525 был 

использован с целью определения гидропероксидов липидов в системе липидный 

субстрат–Fe2+ [47], для изучения окисления в этой системе липопротеинов низкой 

плотности плазмы крови [44] и для изучения действия антиоксидантов на Fe2+-

индуцированное ПОЛ [412]. C-525 и C-334 были использованы и при изучении 

ПОЛ с использованием культуры клеток [420]. Методом регистрации усиленной C-

525 ХЛ авторы [37, 53] изучили действие антиоксидантов на ПОЛ, запускаемое 

комплексом цитохрома c с кардиолипином, но при этом до нашей работы 

С-314 С-334 С-525  

Рисунок 9. Структурные формулы изучаемых производных кумарина: хинолизидин[5,6,7-

gh]3-этоксикарбонилкумарина (C-314), хинолизидин[5,6,7-gh]3-ацетилкумарина (С-334) и 

хинолизидин[5,6,7-gh]3,2ʹ-бензимидазолилкумарина (С-525) 

 

С-334  С-525   

Рисунок 1. Структурные формулы кумаринов С-334 и С-525. 



43 

исследование по возможному расходованию активатора ХЛ в этой системе не 

проводилось. А показанный нами факт уменьшения концентрации C-314, C-334 и 

C-525 под действием этой супрамолекулярной структуры делает часть результатов 

[37, 53] недействительными. То же самое можно сказать и про работу авторов [30] 

по изучению свободнорадикального окисления кардиолипина в составе его 

комплекса с цитохромом c при использовании C-525. 

При описании С-525 нельзя не учесть тот факт, что данное вещество имеет в 

своей структуре бензимидазольную группировку: в определённых условиях она 

может обуславливать антиоксидантные свойства этого вещества, а также то, что С-

525, по данным [86], терял способность к люминесценции в сыворотке крови, 

предположительно по причине его связывания с сывороточными альбуминами. 

Также в литературе уделяется внимание C-314. Авторы [159] изучали 

фотогенерирование радикалов катиона C-314 с использованием наносекундного 

лазерного возбуждения; авторами [364] был изучен ряд оптических и 

флуоресцентных свойств поликарбонатной смолы, легированной C-314. Статья 

[349] описывает исследования по растворению кумарина C-314 в водной среде с 

добавлением поверхностно-активного вещества. В результате наших 

экспериментов было установлено, что C-314, C-334 и C-525 в концентрациях выше 

50 мкМ в воде не растворяются, а наилучшей растворимостью обладает C-334. 

Однако в свете нашей работы наиболее интересен вывод, полученный 

В.С. Шаровым и соавторами в 1996 году, о том, что C-525 не подходит для 

изучения липидной пероксидации, катализируемой пероксидазой хрена, в силу его 

нестабильности в данной системе [385]. Это натолкнуло нас на мысль, что в 

системе, в которой фермент-пероксидаза (чем является и цитохром c в комплексе с 

кардиолипином [27, 30, 37, 166, 264, 268-270, 315]) катализирует 

липопероксидазную реакцию, C-525 может расходоваться по причине того, что он 

является субстратом этой реакции. Поэтому автором настоящей диссертации в 

2017 году было проведено спектрофотометрическое исследование возможности 

участия C-314, C-334 и C-525 в липопероксидазной реакции, катализируемой 

комплексом цитохрома c с кардиолипином, о результатах которого было изложено 
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в работах [106, 107]. В них указывается на уменьшение оптической плотности на 

длинах волн, соответствующих максимумам поглощения кумариновых 

производных. Позднее данный факт был изложен нами в статье [114], а также в 

выпускной квалификационной работе [105]. Тот же феномен описан в 

кандидатской диссертации Г.К. Владимирова [25]. Однако уже в более ранних 

наших работах [105, 114] был сделан вывод о необходимости проведения 

полноценного анализа кинетики реакции разрушения производных кумарина под 

действием комплекса цитохрома c с кардиолипином, по результатам которого 

необходимо вывести математические функции для корректировки ХЛ-кривых и 

придания им такого вида, какой бы они имели, если бы производные кумарина не 

расходовались в процессе ферментативной липопероксидазной реакции. 

Хотя Г.К. Владимиров и пишет о том, что «кумариновые активаторы 

хемилюминесценции являются субстратами пероксидазной реакции», он не 

формулирует необходимость корректировки полученных при их использовании 

ХЛ-кривых, а вместо этого ограничивается фразой, что «сами активаторы <…> 

разрушаются лишь частично» и «поэтому могут служить в качестве активаторов 

хемилюминесценции». При этом Г.К. Владимиров приводит данные о доле 

разрушения кумариновых производных в первые минуты реакции, которая, к 

слову, выведена лишь на основании снижения оптической плотности в максимуме 

поглощения кумаринового красителя, а не на вычисленном значении концентрации 

вещества. Эти доли всегда получаются больше четверти [25]. Такое снижение 

концентрации активатора в системе приводит к значительному снижению 

интенсивности ХЛ, а потому экспериментатор сделает ложный вывод о снижении 

интенсивности свободнорадикального процесса в системе. А при исследовании 

таким способом, например, действия антиоксидантов могут быть получены 

ложные данные об эффективности изучаемых антиоксидантов. На это, а также на 

то, что количественный вывод о снижении концентрации вещества в смеси можно 

делать лишь на основании непосредственно значения концентрации, а никак не 

просто значении оптической плотности, в диссертации [25] не обращается 

внимания. Вместо этого, Г.К. Владимиров пишет, что «выводы о концентрации 
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свободных радикалов и о механизме свободнорадикальных реакций, полученные 

при анализе кинетики сопровождающей эти реакции ХЛ, могут быть сделаны даже 

без пересчётов». 

Кроме того, в работах [25, 105-107, 114] в систему не вносился 

легкоокисляемый липидный субстрат, а из липидов присутствовал лишь 

тетраолеилкардиолипин (ТОКЛ), ацилы в котором имеют лишь одну двойную 

связь, и ту – расположенную в его центре. Поэтому в данном случае пероксидазный 

каталитический цикл мог протекать и без участия липида [230], а потому данную 

реакцию с полной уверенностью называть липопероксидазной нельзя. А поскольку 

митохондриальные мембраны высших животных содержат высокую долю 

полиненасыщенных фосфолипидов [142, 301], то в природе имеет место именно 

липопероксидазная реакция [36]. Для её моделирования в системе должен 

присутствовать легкоокисляемый липидный субстрат. Им может выступать, 

например, полиненасыщенный кардиолипин, а в случае использования ТОКЛ в 

роли кардиолипина-кофактора ЦитC в систему нужно вносить легкоокисляемый 

фосфолипид. 

В рамках работы над настоящей диссертацией мы, помимо прочего, провели 

исследование расходования C-314, C-334 и C-525 в процессе катализируемой 

комплексом цитохрома c с ТОКЛ (ЦитC-ТОКЛ) липопероксидазной реакции, 

липидным субстратом в которой выступала полиненасыщенная фосфатидная 

кислота (ФК). То есть той реакции, которая имеет место и в человеческом 

организме. При этом выводы о кинетике расходования производных кумарина мы 

делали строго на основании непосредственно значений их концентрации. И при 

использовании вычисленных констант скорости их разрушения мы вывели 

функции для корректировки полученных с их помощью ХЛ-кривых в 

экспериментах на молекулярных моделях, чего до нас никто не производил.  
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1.5 Антиоксиданты как ингибиторы окислительного стресса 

Антиоксидантами называют вещества, нивелирующие последствия 

окислительного стресса и/или блокирующие его как таковой. В новых обзорах [154, 

340], а также монографии [63] и работах коллектива под руководством 

Е.Б. Бурлаковой [16, 61] подробным образом с приведением примеров описан как 

механизм действия различных антиоксидантов, так и возможные способы их 

применения поэтому не будем на них останавливаться. В целом, механизм 

действия антиоксиданта является реакцией со свободным радикалом, в ходе 

которой свободная валентность переходит на молекулу антиоксиданта, а менее 

активный радикал антиоксиданта либо образует неактивный димер с другим 

радикалом или же выводится из организма. 

В литературе приводятся различные классификации антиоксидантов, 

составленные в соответствии с целями авторов на основании различий по тем или 

иным критериям в их строении, свойствах и т.п. Антиоксиданты можно разделить 

на высоко- и низкомолекулярные [135, 377], на водо- и жирорастворимые [45, 131]. 

В свете настоящей диссертационной работы небезынтересно заметить, что 

антиоксидантами являются и некоторые производные кумарина, о чём сообщается 

в статьях [45, 135] на вещества прямого о косвенно действия [45], через призму 

метаболизма конкретных видов животных их можно разделить на экзогенные и 

эндогенные [340], а с точки зрения встречаемости в природе – на естественные и 

синтетические [45]. К слову, в настоящей работе методом регистрации усиленной 

C-334 ХЛ нами проведено исследование подавления ПОЛ, вызванного 

липопероксидазной активностью комплекса цитохрома c с кардиолипином, под 

действием естественного растительного антиоксиданта дигидрокверцетина и 

синтетического водорастворимого аналога витамина E – тролокса.  

Если продолжить разговор о классификации антиоксидантов, то нельзя не 

упомянуть физиологическую классификацию авторов обзора [340], а также 

различные их классификации по молекулярному механизму действия [63, 131]. В 

таблице 1 приведены примеры самых распространённых антиоксидантов с 

указанием их механизма и преимущественного места действия. 
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Таблица 1. Некоторые примеры веществ, проявляющих антиоксидантные свойства 

Антиоксиданты 
Преимущественное 

место действия 

Ингибируемые 

индукторы 

окислительного 

стресса 

Примеры 

работ 

Лактоферрин Внеклеточная среда 
Fе2+, действует как 

хелатирующий агент 
[218, 222] 

Трансферрин Внеклеточная среда 
Fе2+, действует как 

хелатирующий агент 
[214, 449] 

Феритин и его 

аналоги 
Цитоплазма 

Fе2+, действует как 

хелатирующий агент 
[204, 216, 454] 

Альбумин Внеклеточная среда 
•ОН, ROO•, НОСl, 

хелатор Сu2+ 

[95, 213, 255, 

371, 457] 

Церулоплазмин Внеклеточная среда 
•О2

–, окисляет Fе2+, 

хелатор Сu2+ 
[213, 384, 449] 

Внеклеточная 

СОД 

Плазма крови, стенки 

сосудов 
•О2

– [17, 382, 444] 

СОД(Cu-Zn) Эритроциты, цитоплазма •О2
– [17, 260, 445] 

СОД(Mn) Митохондрии •О2
– [17, 201, 288] 

Каталаза Пероксисомы, кровь Н2О2 
[17, 66, 149, 

287, 353, 444] 

Глутатионперок-

сидаза 

Цитоплазма, 

митохондрии 

Н2О2 и гидроперекиси 

липидов 

[170, 188, 344, 

381] 

Глутатионтран-

сфераза 

Наружная мембрана 

митохондрии, 

эндоплазматический 

ретикулум 

Н2О2 и гидроперекиси 

липидов 

[174, 211, 293, 

368, 447] 

Глутатион 
Цитоплазма, 

митохондрии 
•ОН, •О2

– [66, 219, 306] 

Цистеин 

Цитоплазма, 

митохондрии, 

биомембраны 

Предотвращает ПОЛ [245, 348] 

Аскорбат Цитоплазма •ОН, •О2
–, HClO и др. [131, 258, 316] 

Токоферол Биомембраны Предотвращает ПОЛ [199, 329, 340] 

Каротиноиды и их 

производные, 

витамин A 

Биомембраны 

Предотвращает ПОЛ, 

гасят синглетный O2, 

НОСl, •ОН, RОО• и 

другие 

кислородсодержащие 

радикалы 

[131, 136, 229, 

354, 435, 446] 

Кверцетин Митохондрии Предотвращает ПОЛ 
[10, 37, 124, 

346, 425] 

Дигидрокверцетин 

(таксифолин) 
Митохондрии Предотвращает ПОЛ 

[37, 53, 346, 

406, 409, 427, 

459] 

Тролокс Митохондрии Предотвращает ПОЛ [37, 393] 

Мексидол 
Цитоплазма, 

митохондрии 
•ОН, •О2

– [63, 144] 
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Куркумин Биомембраны Предотвращает ПОЛ 
[151, 162, 274, 

340, 393] 

Карнозин Цитоплазма •ОН, •О2
–, НОСl [71, 146] 

Таурин Цитоплазма НОСl [9, 257] 

Мочевая кислота Кровь Предотвращает ПОЛ [183, 339, 457] 

Билирубин Кровь Предотвращает ПОЛ [59, 457] 

Убихинон Биомембраны •ОН, RОО•, НОСl и др. [68, 199, 340] 

Убихиноил-

децилтрифенил-

фосфоний 

Митохондриальные 

мембраны 

Предотвращает ПОЛ 

(?) 
[123] 

Пластохиноил-

децилтрифенил-

фосфоний 

Митохондриальные 

мембраны 

Предотвращает ПОЛ 

(?) 
[123] 

Рутин Митохондрии Предотвращает ПОЛ [37, 53] 

Ионол Митохондрии Предотвращает ПОЛ [37, 69] 

Глюкоза 
Внутренняя среда 

организма, цитоплазма 
•ОН [192, 446] 

Хлорофилл и его 

производные 
Мембраны (?) Предотвращает ПОЛ [98-100] 

В заключение хотелось бы обратить внимание читателя на предположенные 

нами антиоксидантные свойства у производных хлорофилла. Данный вывод сделан 

на основании того, что препарат на основе хлорофилла был показан как 

эффективный радиопротектор [98-100]. При этом единственным возможным 

механизмом его радиопротекторного действия может быть подавление ПОЛ, во 

многом определяющего лучевое поражение [72, 127] и вызывающего гибель 

клеток. В работах коллектива под руководством Е.Б. Бурлаковой в качестве 

главного её механизма при действии ионизирующего излучения указывается 

апоптоз по митохондриальному пути [15]. Но недавно также было показано, что 

при действии γ-излучения гибель клеток может проходить и по механизму 

ферроптоза [452]. Но, в любом случае одним из механизмов действия 

радиопротекторов может служить ингибирование ПОЛ. 

В настоящей работе методом регистрации активированной C-334 ХЛ также 

было изучено воздействие хлорофиллина (водорастворимого производного 

хлорофилла), радиозащитное действие которого было показано авторами [289], на 

ПОЛ, вызванное квазилипоксигеназной реакцией, катализируемой ЦитC-ТОКЛ. 

Липидным субстратом в исследовании выступал бычий кардиолипин, 

подвергнутый медленному окислению для появления в его структуре 

гидропероксидных группировок – субстрата квазилипоксигеназной реакции.  
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Реагенты 

• 20 мМ фосфатный буферный раствор (рН 7,4); 

• пероксид водорода, 8,6 М водный раствор (Sigma-Aldrich, США); 

• Coumarin-314, 500 мкМ метанольный раствор, приготовленный из навески 

необходимой массы (Sigma-Aldrich, США); 

• Coumarin-334, 1 мМ метанольный раствор, приготовленный из навески 

необходимой массы (Sigma-Aldrich, США); 

• Coumarin-525, 500 мкМ или 250 мкМ метанольный раствор, приготовленный 

из навески необходимой массы (Sigma-Aldrich, США); 

• цитохром с, 1 мМ раствор, приготовленный из навески необходимой массы 

(Sigma-Aldrich, США); 

• кардиолипин из сердца быка, 6 мМ метанольный раствор, приготовленный из 

навески необходимой массы (Avanti Polar Lipids, США); 

• препарат липопероксидов, полученные путём окисления воздухом 

кардиолипина из сердца быка (Avanti Polar Lipids, США); 

• 1,1’,2,2’-тетраолеилкардиолипин, 6 мМ метанольный раствор, 

приготовленный из навески необходимой массы (Avanti Polar Lipids, США); 

• пероксидаза из корней хрена (активность 112 ед/мг, М=44173,9), 1 мМ 

водный раствор, приготовленный из навески необходимой массы; 

• дигидрокверцетин (Merck, США), растворы различных концентраций; 

• тролокс (Millipore, США), растворы различных концентраций; 

• пищевая добавка «Хлорофилл жидкий» («Nature’s Sunshine Products Inc.», 

США), содержащая медный хлорофиллин натрия концентрацией 4335,8 мкМ; 

• растворы ЭДТА, приготовленные из навески необходимой массы (Sigma-

Aldrich, США) 

• растворы орто-фенантролина (о-фенантролина), приготовленные из навески 

необходимой массы (РЕАХИМ, Россия) 
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• 5 мМ раствор железного купороса, приготовленных из навески FeSO4∙7H2O 

необходимой массы (РЕАХИМ, Россия) 

• Соевый лецитин, раствор концентрацией 10 мг/мл, приготовленный из 

навески необходимой массы. 

• 2 мМ водный раствор азида натрия (Sigma-Aldrich, США), приготовленный 

из навески необходимой массы. 

• Кислотный и щелочной раствор для калибровки pH-метра. 

Растворы указанных выше веществ более низких концентраций готовились 

методом последовательных разведений, кратность одного разведения не 

превышала 10. 

2.2 Основная аппаратура для проведения экспериментов 

• Двулучевой спектрофотометр «Specord 200» фирмы «Analytik Jena» 

(Германия), подключённый к персональному компьютеру с программным 

обеспечением «WinASPECT»; 

• Аппаратно-программный комплекс на основе двулучевого 

спектрофотометра СФ-10 (Россия); 

• Спектрофлуориметр «Shimadzu RF-5301PC» (Япония), подключённый к 

персональному компьютеру с программным обеспечением «Panorama 

Fluorescence»; 

• Хемилюминометр «Lum-5773» фирмы ООО «ДИСофт» (Россия), 

подключённый к персональному компьютеру с программным обеспечением 

«PowerGraph»; 

• Хемилюминометр «Lum-100» фирмы ООО «ДИСофт» (Россия), 

подключённый к компьютеру с программным обеспечением «PowerGraph». 

Перед началом каждой серии опытов хемилюминометры калибровались по 

ураниловому стеклу. 
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2.3 Методики 

2.3.1 Спектрофотометрические методики 

2.3.1.1 Изучение оптических свойств производных кумарина в среде фосфатного 

буфера 

Из метанольного 1 мМ раствора кумарина C-334 или из 500 мкМ раствора 

кумарина C-314 или C-525 нами был приготовлен 30 мкМ раствор, который 

использовался в спектрофотометрических измерениях, проводимых по следующей 

схеме: после измерения раствора изначальной концентрации методом 

последовательных разведений готовились растворы меньших концентраций, 

поглощение 30 мкМ раствора измерялось 25 раз, других концентраций – 300 раз. 

Схема разбавлений приведена в таблице 2. 

Таблица 2. Схема последовательных разбавлений растворов кумаринов C-314, C-334 и C-525 в 

экспериментах по выведению концентрационной зависимости поглощения 

Концентрация 

изначального 

раствора, мкM 

Объём 

изначального 

раствора, мкл 

Объём 20 мМ 

фосфатного 

буфера, мкл 

Концентрация 

получаемого 

раствора, мкМ 

30 2500 500 25 

25 2400 600 20 

20 2250 750 15 

15 2000 1000 10 

10 2250 750 7,5 

7,5 2000 1000 5 

5 1500 1500 2,5 

2.3.1.2 Изучение обратимости действия метанола на железосерную связь в 

молекуле цитохрома c 

В настоящем исследовании изучение обратимости действия метанола на 

цитохром c (ЦитC) осуществлялось путём регистрации спектра поглощения со 

скоростью 5 нм/с при ширине оптической щели 2 нм и в диапазоне длин волн 350 – 

750 нм. 

Для определения обратимости действия метанола на ЦитC было 

приготовлено два раствора: в одном ЦитС был растворён в 100 мМ фосфатном 

буфере (ФБ), а в другом – в смеси (1:1 по объёму) метанол : 100 мМ фосфатный 

буфер. Для обоих растворов был зарегистрирован спектр поглощения в диапазоне 

длин волн 350–750 нм. Затем оба раствора были разбавлены в 5 раз 100 мМ 
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фосфатным буфером. Таким образом, в растворе, содержащем метанол, объёмная 

доля метанола упала с 50% до 10%. 

После измерения исходные спектры загружались в программу «Fityk0.9.8.» 

для вычета составляющей спектра, обусловленной светорассеянием. 

2.3.1.3 Регистрация серии спектров поглощения смеси, в которой протекает 

катализируемая комплексом цитохрома c с кардиолипином липопероксидазная 

реакция 

В кювету для спектрофотометра мы добавляли растворы в следующем 

порядке: 300 мкл раствора цитохрома c концентрацией 100 мкМ, 150 мкл 

метанольного раствора тетраолеилкариолипина (ТОКЛ) концентрацией 6 мМ, 

75 мкл метанольного раствора С-334 концентрацией 1 мМ или 150 мкл 

метанольного раствора С-314 или С-525 концентрациями 500 мкМ, а также – 300 

мкл раствора перекиси водорода концентрацией 2150 мкМ (в контрольных 

измерениях H2O2 заменялась равным объёмом фосфатного буферного раствора). В 

некоторые пробы в качестве дополнительного легкоокисляемого липидного 

субстрата также вносилось 150 мкл метанольного раствора фосфатидной 

кислоты (ФК) концентрацией 12 мМ. Общий объём пробы составлял 3000 мкл, 

который достигался добавлением необходимого объёма 20 мМ фосфатного 

буферного. С помощью секундомера мы измеряли время от момента добавления 

перекиси водорода до начала измерения первого спектра поглощения при 

параметрах регистрации: диапазон длин волн – 300–600 нм, скорость измерения – 

5 нм/с, дискрета (шаг измерения) – 0,5 нм, ширина щели монохроматора – 5 нм. 

Время регистрации одного спектра составляло примерно 60 секунд. Далее мы 

регистрировали спектр ещё 55 раз. Первые 6 из этих измерений проводились с 10-

секундными, следующие 23 – с минутными, а последние 26 – с 2-минутными 

интервалами. Данный алгоритм, разработанный автором настоящей диссертации, 

изначально был использован в рамках работ [105, 107, 114], а впоследствии был 

запатентован [113]. 

Последовательность добавления, объёмы и концентрации маточных 

растворов были подобраны нами на основании подготовительных экспериментов. 

Концентрации и объёмы растворов цитохрома c и тетраолеилкардиолипина 
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выбраны таким образом, чтобы обеспечить соотношение 1:30, которое, по данным 

работы [36], является оптимальным; указанные интервалы между измерениями 

были оценены нами как оптимальные также по результатам предварительных 

экспериментов. 

2.3.2 Спектрофлуориметрическое исследование разрушения цитохрома c, 

катализирующего липопероксидазную реакцию 

В кювету спектрофлуориметра мы добавляли 300 мкл 100 мкМ ЦитC, 

150 мкл 6 мМ ТОКЛ и 2100 мкл 20 мМ фосфатного буфера, после чего 

регистрировали спектр флуоресценции. Далее мы вносили в кювету 150 мкл 

раствора липопероксидов, полученных медленным окислением БКЛ, 

концентрацией 6 мМ в пересчёте на БКЛ, и 300 мкл 86 мМ H2O2, после чего 

регистрировали второй спектр флуоресценции. Также мы регистрировали спектр 

флуоресценции 10 мкМ ЦитC, растворённого в 20 мМ фосфатном буфере. 

Спектры флуоресценции регистрировались при следующих параметрах: 

длине волны возбуждающего света равной 265 нм, диапазоне длин волн 

регистрации эмиссионного света 295–600 нм и скорости регистрации «slow» (в 

программном обеспечении «Panorama Fluorescence»), ширине щелей 

возбуждающего и эмиссионного света равной 1,5 нм и 3 нм соответственно. 

2.3.3 Измерения хемилюминесценции 

2.3.3.1 Доказательство обусловленности хемилюминесценции комплекса 

цитохрома c с кардиолипином его ферментативной активностью 

2.3.3.1.1 Влияние о-фенантролина и ЭДТА на ХЛ в системе ионы Fe2+– соевый 

лецитин 

В пустую кювету хемилюминометра мы добавляли 50 мкл 2 мМ железного 

купороса (FeSO4) и 50 мкл растворов о-фенантролина или ЭДТА различных 

концентраций, устанавливали её в кюветное отделение хемилюминометра и 

начинали регистрацию ХЛ. Через 30 секунд в кювету для ХЛ добавляли 800 мкл 

раствора, содержащего 25 мкл 1 мМ метанольного раствора С-334 и 775 мкл 

фосфатного буфера. На 60-й секунде регистрации ХЛ добавляли 200 мкл раствора 

соевого лецитина концентрацией 10 мг/мл, после чего регистрировали ХЛ в 

течение 250 секунд, после чего в кюветное отделение помещали кювету со 100 мкл 
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1 мМ H2O2 и на 360-й секунде после начала измерения переносили в эту кювету 

950 мкл содержимого первой кюветы. Далее регистрировали свечение в течение 

необходимого времени. 

2.3.3.1.2 Влияние о-фенантролина и ЭДТА на ХЛ в системе пероксидаза из корней 

хрена (ПХ) – соевый лецитин 

В пустую кювету мы добавляли 50 мкл 210 мкМ ПХ (активность 112 ед./мг) 

и 50 мкл растворов о-фенантролина или ЭДТА различных концентраций, 

устанавливали её в кюветное отделение хемилюминометра и начинали 

регистрацию ХЛ. Через 30 секунд в кювету для ХЛ добавляли 800 мкл раствора, 

содержащего 25 мкл 1 мМ метанольного раствора кумарина С-334 и 775 мкл 

фосфатного буфера. На 60-й секунде регистрации ХЛ добавляли 200 мкл раствора 

соевого лецитина концентрацией 10 мг/мл, после чего регистрировали ХЛ в 

течение 250 секунд, затем в кюветное отделение помещали кювету со 100 мкл 1 мМ 

H2O2 и на 360-й секунде после начала измерения переносили в эту кювету 950 мкл 

содержимого первой кюветы. Далее регистрировали свечение в течение 

необходимого времени. 

2.3.3.1.3 Влияние о-фенантролина и ЭДТА на ХЛ в системе ЦитС – БКЛ 

В пустую кювету хемилюминометра мы добавляли 50 мкл 210 мкМ ЦитC и 

50 мкл растворов о-фенантролина или ЭДТА различных концентраций, 

устанавливали её в кюветное отделение хемилюминометра и начинали 

регистрацию ХЛ. Через 30 секунд в кювету для ХЛ добавляли 800 мкл раствора, 

содержащего 25 мкл 1 мМ метанольного раствора кумарина С-334 и 775 мкл 

фосфатного буфера. На 60-й секунде регистрации ХЛ добавляли 100 мкл 6,6 мМ 

БКЛ. Далее регистрировали свечение в течение необходимого времени. 

2.3.3.2 Регистрация хемилюминесценции во время липопероксидазной реакции 

Кювету, содержащую следующие вещества: 100 мкл 100 мкМ цитохрома c, 

50 мкл 6 мМ метанольного раствора ТОКЛ, 25 мкл 1 мМ метанольного раствора 

кумарина C-334 или 50 мкл 500 мкМ метанольного раствора C-525 или C-314, 

помещали в кюветное отделение хемилюминометра и запускали регистрацию 

хемилюминесцентного сигнала. После регистрации фонового сигнала в качестве 
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дополнительного легкоокисляемого липидного субстрата в некоторые пробы также 

вносилось 50 мкл метанольного раствора фосфатидной кислоты концентрацией 

12 мМ, после чего в течение 300–500 секунд регистрировалась ХЛ, 

сопровождающая квазилипоксигеназную реакцию. Также вместо фосфатидной 

кислоты в пробы могло вноситься 50 мкл метанольного раствора липопероксидов, 

полученных медленным окислением кардиолипина, выделенного из сердца 

быка (БКЛ), концентрацией 600 мкМ в пересчёте на БКЛ. Липопероксидазная 

реакция запускалась внесением 100 мкл 2150 мкМ перекиси водорода. ХЛ, 

сопровождающую липопероксидазную реакцию, мы регистрировали до 

возвращения интенсивности ХЛ к фоновым значениям. Общий объём пробы после 

внесения последнего реактива составлял 1 мл. В качестве растворителя нами был 

использован 20 мМ фосфатный буфер; необходимый его объём вносился в кювету 

после добавления в неё ЦитC. В некоторых случаях мы дополнительно 

регистрировали ХЛ смеси, общим объёмом 3 мл, в этом случае вносимые объёмы 

всех растворов увеличивались в три раза, становясь идентичными использованным 

при проведении соответствующих спектрофотометрических измерений. 

На момент начала липопероксидазной реакции система имела следующий 

количественный состав: 10 мкМ цитС, 300 мкл ТОКЛ, 215 мкМ H2O2, 25 мкМ 

хинолизидиновое производное кумарина, в некоторых пробах также 

присутствовала 600 мкМ ФК или липопероксиды, соответствующие 30 мкМ БКЛ. 

Алгоритм добавления и объёмы растворов и данные концентрации 

липопероксидов и перекиси водорода были подобраны нами по результатам 

подготовительных экспериментов, а концентрации ЦитС и ТОКЛ взяты с расчётом 

на оптимальное соотношение ЦитС:ТОКЛ=1:30, указанное в работе [36]. 

2.3.3.3 Влияние дигидрокверцетина и тролокса на липопероксидазную функцию 

комплекса цитохрома с к кардиолипином 

В пустую кювету хемилюминометра мы добавляли 100 мкл 100 мкМ 

цитохрома c и 50 мкл растворов тролокса или дигидрокверцетина (ДГК) различных 

концентраций, устанавливали её в кюветное отделение хемилюминометра и 

начинали регистрацию ХЛ. Через 30 секунд в кювету для ХЛ мы добавляли 800 мкл 
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раствора, содержащего 25 мкл 1 мМ метанольного раствора С-334 и 775 мкл 

100 мкМ 20 мМ фосфатного буфера. На 60-ой секунде регистрации ХЛ мы 

добавляли 100 мкл 6 мМ БКЛ, после чего регистрировали ХЛ в течение 250 секунд, 

после чего в кюветное отделение помещали кювету со 100 мкл 1 мМ H2O2 и на 360-

й секунде после начала измерения переносили в эту кювету 800 мкл содержимого 

первой кюветы. Далее регистрировали свечение в течение необходимого времени.  

2.3.3.4 Влияние хлорофиллина на хемилюминесценцию, сопровождающую 

катализируемую комплексом цитохрома c с кардиолипином 

квазилипоксигеназную реакцию 

При измерении ХЛ опытных проб в кюветное отделение хемилюминометра 

мы помещали кювету, содержащую 100 мкл 100 мкМ ЦитC, 50 мкл 6 мМ 

метанольного раствора ТОКЛ, 25 мкл 1 мМ C-334, 100 мкл раствора препарата 

хлорофиллина (препарат фирмы «Nature’s Sunshine Products Inc.» (США), 

содержащий медный хлорофиллин натрия, под торговым названием «Хлорофилл 

жидкий» (“Liquid Chlorophyll”)) различных концентраций, после чего 

регистрировали фоновый ХЛ-сигнал в течение 30 секунд. Началом реакции 

считается момент внесения в систему 25 мкл 6 мМ раствора окисленного БКЛ. 

Реакция протекала в среде 20 мМ фосфатного буфера. Регистрация ХЛ, 

сопровождающей квазилипоксигеназную реакцию, продолжалась в течение 300 

секунд. При обработке результатов измерений нами были вычислены значения 

светосуммы для каждой измеренной пробы. 

Алгоритм добавления и объёмы растворов и данные концентрации веществ 

были подобраны по результатам подготовительных экспериментов, а 

концентрации CytC и TOCL взяты с расчётом на оптимальное соотношение 

CytC:TOCL =1:30, указанное в работе [36]. 

2.3.4 Вычисление концентраций на основании серий спектров поглощения 

Концентрации цитохрома c и кумариновых производных, изменяющиеся в 

процессе липопероксидазной реакции, катализируемой комплексом цитохрома c с 

кардиолипином, вычислялись из каждого зарегистрированного спектра. 

Концентрации мы вычисляли на основании математического выражения закона 
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Бугера–Ламберта–Бера для смеси веществ [34] посредством решения системы 

уравнений: 

{
𝐴1 = 𝜀1;𝑃𝐶𝑃𝑙 + 𝜀1;𝐶𝐶𝐶𝑙

𝐴2 = 𝜀2;𝑃𝐶𝑃𝑙 + 𝜀2;𝐶𝐶𝐶𝑙
   (22) 

, где CC – концентрация производного кумарина, моль/л; A1 – значение оптической 

плотности (поглощения) на длине волны, равной 409 нм (полоса Соре – пик 

поглощения порфириновой группы цитохрома c; A2 – значение оптической 

плотности (поглощения) на длине волны, соответствующей максимуму 

поглощения производных кумарина (447,5 нм для C-314 и 460 нм для C-334 и C-

525); ε1;P – коэффициент молярного поглощения цитохрома c на длине волны 

409 нм; ε2;P – коэффициент молярного поглощения цитохрома c на длине волны, 

соответствующей максимуму поглощения производных кумарина; 

ε1;C – коэффициент молярного поглощения исследуемого производного кумарина 

на длине волны 409 нм; ε2;C – коэффициент молярного поглощения производного 

кумарина на длине волны, соответствующей максимуму поглощения производных 

кумарина; l – толщина кюветы (длина оптического пути), см, в нашем случае она 

равнялась 1 см; CP – концентрация цитохрома c, моль/л. 

Используемое нами для определения концентраций цитохрома c и 

производных кумарина решение системы уравнений (22) имеет вид: 

{
𝐶𝑃 =

𝐴1− 𝜀1;𝐶𝐶𝐶𝑙

𝜀1;𝑃𝑙

𝐶𝐶 =
𝐴2𝜀1;𝑃−𝐴1𝜀2;𝑃

𝜀1;𝑃𝜀2𝐶𝑙−𝜀2;𝑃𝜀1;𝐶𝑙

    (23) 

Несмотря на то, что в реакционной смеси, концентрации веществ в которой 

вычислялись, помимо цитохрома c и производного кумарина находились и другие 

соединения (ТОКЛ, H2O2, иногда фосфатидная кислота), для определения 

концентраций мы использовали формулу (23), предполагающую наличие в системе 

только двух веществ. Это связано с тем, что в диапазоне длин волн 400–600 нм 

основной вклад в общую оптическую плотность смеси вносят только производное 

кумарина и цитохром c, а вкладом, вносимом фосфолипидами и H2O2, можно 

пренебречь в силу его незначительности. 
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2.3.5 Статистическая обработка результатов 

При изучении кинетики образования свободных радикалов методом 

регистрации хемилюминесценции для учёта ошибки экспериментатора и ошибок 

измерения приборов при анализе результатов регистрации спектров поглощения и 

флуоресценции, мы проводили статистическую обработку данных, используя 

доверительные интервалы по методике Стьюдента и применяя следующие 

формулы:  

Xср. =
∑ xi
n
i

n
   (24) 

S = √
∑ (xi−xср.)
n
i

F
   (25) 

Sx̅ =
S

√n
   (26) 

x ± ∆x = x ± tn;PSx̅   (27) 

, где n – количество аналогичных измерений; 

xi – значение измеряемой величины в каждом измерении; 

xср. – среднее значение измеряемой величины; 

F – число степеней свободы, равное (n−1); 

S – среднеквадратичное отклонение; 

Sx̅  – стандартная ошибка среднего; 

P – доверительная вероятность; 

tn;P – критерий Стьюдента при n измерениях и доверительной вероятности P; в 

большинстве экспериментов, представленных в диссертации, проводилось 5 

измерений, при обработке данных использовалась доверительная вероятность 

равная 95%, если в описании эксперимента не указано иное; 

x ±Δx – граничные значения доверительного интервала.  
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3 РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1 Оптические свойства хинолизидиновых производных кумарина в среде 

20 мМ фосфатного буфера 

Результаты экспериментов по исследованию оптических свойств изучаемых 

производных кумарина в среде фосфатного буфера приведены на рисунке 10. 

 

Рисунок 10. Оптическая плотность растворов хинолизидиновых производных кумарина.  

А. Спектр поглощения 25 мкМ C-314, перпендикуляр на ось абсцисс – из максимума 

поглощения (447,5 нм). Б. Концентрационная зависимость поглощения раствора C-314 в 

максимуме. В. Спектр поглощения 25 мкМ C-334, перпендикуляр на ось абсцисс – из 

максимума поглощения (460 нм). Г. Концентрационная зависимость поглощения раствора 

C-334 в максимуме. Д. Спектр поглощения 25 мкМ C-525, перпендикуляр на ось абсцисс – из 

максимума поглощения (460 нм). Е. Концентрационная зависимость поглощения раствора 

C-525 в максимуме. 
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На рисунке 10 приведены данные касательно положения максимумов 

поглощения хинолизидиновых производных кумарина, C-314, C-334 и C-525, в 

среде 20 мМ фосфатного буфера и приведены концентрационные зависимости 

оптической плотности на этих длинах волн. Из результатов, представленных на 

рисунке 10, видна несимметричность пиков, растянутых в сторону 

коротковолновой области. На спектре поглощения C-525 (рис. 10Д) наряду с 

основным максимумом поглощения на длине волны 460 нм наблюдается также 

второй пик на длине волны 490 нм, не характерный для C-314 и C-334. 

С использованием математического выражения закона Бугера–Ламберта–

Бера нами были показаны значения эффективных коэффициентов молярного 

поглощения (ε) исследуемых производных кумарина, а также цитохрома c в среде 

20 мМ фосфатного буфера (pH=7,4). Максимум поглощения C-314 приходится на 

длину волны 447,5 нм (ε=32360,4 л/моль∙см), C-334 – на 460 нм 

(ε=44012 л/моль∙см), C-525 – на 460 нм (ε=32703,56 л/моль∙см). Значение ε C-314, 

C-334 и C-525 на длине волны 409 нм, соответствующей пику поглощения 

цитохрома c, составляет 12562,4, 9240 и 14987,26 л/моль∙см соответственно. 

Значение ε для цитохрома c на длинах волн 409, 447,5 и 460 нм составляет 90740, 

13890 и 8620 л/моль∙см соответственно. 

Также необходимо сказать несколько слов о растворимости изучаемых 

производных кумарина. C-334 в сравнении с двумя другими кумариновыми 

красителями показал более высокую растворимость и в метаноле (получалось 

приготовить даже 4 мМ растворы), и в среде фосфатного буфера. 

3.2 Спектрофотометрический анализ обратимости изменения конформации 

(развёртывания) цитохрома c под действием метанола 

В силу того что при изучении свойств комплекса ЦитC-КЛ зачастую 

используются растворы, растворителем в которых является метанол (это и 

стоковый раствор кардиолипина, и стоковые растворы исследуемых в настоящей 

работе активаторов ХЛ – производных кумарина, и на определённых этапах 

эксперимента концентрация спирта в образце может быть весьма существенной), 

встаёт необходимость изучить особенности действия метанола на структуру ЦитC. 
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Для анализа обратимости изменения конформации ЦитC под действием метанола 

нами совместно с коллегами из МГУ было проведено спектрофотометрическое 

исследование, результаты которого представлены в одном из разделов статьи [109]. 

Первоначально мы зарегистрировали спектры поглощения чистого раствора ЦитC, 

показанные на рисунке 11. Максимум поглощения в области 409 нм соответствует 

гемовой группе белка (рис. 11А); небольшой максимум в области 695–700 нм – 

связи между гемовым железом и атомом серы в остатке метионина в положении 80 

(рис. 11Б) [24, 40, 41]; на спектре поглощения ЦитC также имеет место и максимум 

в области 530 нм [40], не выделенный на рисунке 11. 

 
Рисунок 11. А. Спектр поглощения 10 мкМ цитохрома c в диапазоне длин волн 350–450 нм. 

Б. Спектр поглощения цитохрома с концентрацией 100 мкМ в диапазоне 650–750 нм. 

Влияние метанола на структуру ЦитC оценивалось путём анализа изменения 

поглощения в максимуме в области 695–700 нм, графики – на рисунке 12. 

 
Рисунок 12. Обратимость действия метанола на состояние Fe-S связей в молекуле цитохрома c. 

А. Спектры поглощения в диапазоне длин волн 650–750 нм, подвергнутые компьютерной 

обработке. Кривая 1 – 50 мкМ цитохром c в 50% метаноле, кривая 2 – 50 мкМ цитохром c, 

кривая 3 – 10 мкМ цитохром c в 10% метаноле (разбавленная в 5 раз предыдущая проба 1), 

кривая 4 – 10 мкМ цитохром c. 

Б. Диаграмма, отражающая восстановление Fe-S связей в молекуле цитохрома c.  

Красные столбики – опытная проба, синие столбики – контрольная. 
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На рисунке 12А показаны спектры поглощения в диапазоне 650–750 нм, 

обработанные с использованием программного обеспечения «Fityk0.9.8.». 

Эксперимент заключался в регистрации спектров двух проб: 50 мкМ цитохрома c 

в чистом фосфатном буфере и в 50% метаноле, с последующим 5-кратным 

разбавлением этих проб и регистрацией их спектров поглощения. Из спектров на 

рисунке 12 (базовая линия поглощения вычтена в «Fityk0.9.8.») видно, что 50%-й 

метанол подавляет поглощение цитохрома c в пике 695–700 нм (кривая 1), однако 

при 5-кратном разбавлении раствора спектр поглощения этого раствора (кривая 3) 

практически совпадает с таковой для чистого, без метанола, 10 мкМ раствора 

цитохрома c (кривая 4). Вывод об обратимости действия метанола позволяет 

сделать и рисунок 12Б, иллюстрирующий значения отношения поглощения в 

области 695–700 нм к концентрации белка, моль/л. 

3.3 Подтверждение обусловленности хемилюминесценции системы 

цитохром c–кардиолипин ферментативной активностью цитохрома c 

Метод регистрации хемилюминесценции (ХЛ), как уже отмечалось выше, 

является весьма подходящим способом изучения свободнорадикальных процессов. 

Квазилипоксигенгазная и липопероксидазная активность комплекса цитохрома c с 

кардиолипином не является исключением. В этом случае регистрируется ХЛ, 

сопровождающая липидную пероксидацию, запущенную образовавшимися под 

действием цитохрома c липидными радикалами. Однако липидная пероксидация 

может быть запущена и без участия фермента-пероксидазы; более того, подобные 

системы зачастую выступают в роли экспериментальных моделей [44, 141]. При 

этом надо отметить: до наших исследований не были получены доказательства 

того, что ХЛ в присутствии комплекса цитохрома c с кардиолипином обусловлена 

именно его липопероксидазной и квазилипооксигеназной активностью, а не 

взаимодействием ионов Fe2+, образующихся, к примеру, путём разрушения гема, с 

липидами посредством реакции Фентона. Поэтому нами был проведён 

соответствующий эксперимент, заключающийся в регистрации активированной 

25 мкМ C-334 ХЛ трёх систем: 1) соевый лецитин–Fe2+, 2) соевый лецитин–

пероксидаза хрена (ПХ), 3) цитохром c–кардиолипин (использовался бычий 
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кардиолипин, который также является субстратом квазилипоксигеназной и 

липопероксидазной реакций), – в присутствии комплексонов, связывающих ионы 

железа: орто-фенантролина и ЭДТА различных концентраций. Результаты 

эксперимента приведены на рис. 13. 

 

Рисунок 13. Действие o-фенантролина (A) и ЭДТА (Б) на кинетику индуцированной катионами 

Fe2+ ХЛ в присутствии соевого лецитина, концентрации: FeSO4 – 91 мкМ, лецитин – 2 мг/мл. 

Действие o-фенантролина (В) и ЭДТА (Г) на кинетику ХЛ в присутствии ПХ и соевого лецитина, 

концентрации: ПХ – 10 мкМ, соевый лецитин – 2 мг/мл. Действие o-фенантролина (Д) и ЭДТА 

(Е) на кинетику ХЛ в присутствии ЦитC и БКЛ, концентрации: ЦитC – 10 мкМ, БКЛ – 600 мкМ. 

Концентрации комплексонов указаны на рисунке. 

Как видно из представленных на рисунке 13 данных, в системе соевый 

лецитин – Fe2+ как ЭДТА, так и о-фенантролин подавляли ХЛ; причём подавление 

проявлялось тем больше, чем выше была концентрация комплексонов. Но при этом 
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данные комплексоны тех же концентраций не подавляли ХЛ, индуцированную как 

ПХ, так и комплексом ЦитС-БКЛ. Эти данные показывают, что комплексоны 

действуют на ХЛ в системе цитохром c–кардиолипин так же, как и на ХЛ в 

присутствии классической пероксидазы, которой является ПХ. Следовательно, ХЛ 

системы цитохром c–кардиолипин обусловлена работой ЦитС, выступающего в 

роли фермента-пероксидазы, а не свободными ионами Fe2+, которые могли бы 

появиться в системе, в том числе, и в результате разрушения препарата ЦитС, 

например, во время хранения. 

3.4 Анализ течения квазилипоксигеназной и липопероксидазной реакций, 

катализируемых комплексом цитохрома c с кардиолипином в присутствии 

хинолизидинового производного кумарина 

Представляемое в настоящей диссертационной работе исследование 

механизма участия производных кумарина в катализируемых комплексом 

цитохрома c с кардиолипином квазилипоксигеназной и липопероксидазной 

реакциях представляет собой анализ спектрофотометрических измерений, 

проведённых параллельно с регистрацией хемилюминесценции. Впервые 

нестабильность производных кумарина в системах, в которых присутствовал 

комплекс цитохрома c с кардиолипином, была обнаружена автором настоящей 

диссертации в 2017 году [106]. В 2018 году мы доказали, что производные 

кумарина сами по себе не взаимодействуют ни со свободным ЦитC, ни с H2O2 [105, 

108]. Отсюда неопровержимо следует, что снижение концентрации производных 

кумарина при ферментативной липопероксидазной реакции вызвано именно их 

взаимодействием с ферментом-пероксидазой, переходящим в различные формы 

при прохождении каталитического цикла. В качестве дополнительно аргумента в 

пользу этого тезиса на рисунке 14 мы приводим серию спектров поглощения, 

зарегистрированных в различные моменты времени после внесения в систему 

H2O2, смеси, содержащей фосфолипиды (фосфатидную кислоту и ТОКЛ), H2O2 и 

C-334, иными словами – полной базовой реакционной смеси с дополнительным 

легкоокисляемым липидным субстратом, в роли которого выступает фосфатидная 

кислота, без внесения в неё ЦитC, который и должен катализировать 
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пероксидазную реакцию вследствие образования комплекса с ТОКЛ. 

 

Рисунок 14. Серия спектров поглощения, доказывающая отсутствие химической реакции между 

производным кумарина и липидами в присутствии H2O2 в отсутствие пероксидазы (ЦитC). В 

легенде указано время, прошедшее с момента добавления 215 мкМ H2O2 к смеси 300 мкМ 

ТОКЛ, 600 мкМ ФК и 25 мкМ C-334. 

Из данных, представленных на рисунке 14, следует, что в отсутствии 

пероксидазы никакого разрушения производных кумарина не происходит, а 

показанное нами в работах [105-107, 114] их разрушение – результат того, что эти 

вещества являются субстратом катализирующего пероксидазную реакцию ЦитC, 

связанного с кардиолипином. 

Придя к этому выводу, мы смогли провести кинетическое исследование 

разрушения производных кумарина в процессе катализируемой комплексом 

цитохрома c с кардиолипином липопероксидазной реакции. 

3.4.1 Спектрофотометрический анализ участия хинолизидиновых 

производных кумарина в пероксидазной реакции, катализируемой комплексом 

цитохрома c с тетраолеилкардиолипином 

При параллельной регистрации хемилюминесценции нами были получены 

серии спектров поглощения смеси, в которой в присутствии производных кумарина 

протекает катализируемая комплексом ЦитC-ТОКЛ пероксидазная реакция. На 

рисунках 15 и 18 представлены результаты эксперимента для смеси, состоящей из 

комплекса ЦитC-ТОКЛ при начальном соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 и 215 мкМ 

H2O2 в присутствии C-314 и C-525 соответственно, на рисунках 16 и 17 – в 

присутствии C-334 при соотношениях ЦитC:ТОКЛ 1:30 и 1:60 соответственно. 
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Рисунок 15. А. Серия спектров поглощения смеси ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 

1:30, 215 мкМ H2O2 и C-314. Пунктирная красная кривая – спектр смеси без H2O2. 

 – опытные измерения: красная кривая – первое измерение, чёрная – последнее, 

 (через серый) – промежуточные измерения. 

Б. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-314 (зелёная 

кривая) в процессе реакции. Врезка Б*. Уменьшение концентрации C-314 в течение первых 5,5 

минут реакции.  

В. Хемилюминесценция указанной смеси. Нулевое значение времени – момент добавления H2O2 
Врезка В*. Хемилюминесценция указанной смеси в течение первых 5,5 минут реакции. 

Г. Серия спектров поглощения смеси в отсутствии H2O2. 

Д. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-314 (зелёная 

кривая) в процессе реакции в отсутствии H2O2. Врезка Д*. Уменьшение концентрации C-314 в 

течение первых 5 минут реакции.  
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Рисунок 16. А. Серия спектров поглощения смеси ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 

1:30, 215 мкМ H2O2 и C-334. Пунктирная красная кривая – спектр смеси без H2O2. 

 – опытные измерения: красная кривая – первое измерение, чёрная – последнее, 

 (через серый) – промежуточные измерения. 

Б. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-334 (зелёная 

кривая) в процессе реакции. Врезка Б*. Уменьшение концентрации C-334 в течение первых 5,5 

минут реакции.  

В. Хемилюминесценция указанной смеси. Нулевое значение времени – момент добавления H2O2 
Врезка В*. Хемилюминесценция указанной смеси в течение первых 5,5 минут реакции. 

Г. Серия спектров поглощения указанной смеси в отсутствии H2O2. 

Д. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-334 (зелёная 

кривая) в процессе реакции в отсутствии H2O2. Врезка Д*. Уменьшение концентрации C-334 в 

течение первых 5 минут реакции.  
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Рисунок 17. А. Серия спектров поглощения смеси ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 

1:60, 215 мкМ H2O2 и C-334. Пунктирная красная кривая – спектр смеси без H2O2. 

 – опытные измерения: красная кривая – первое измерение, серая – последнее, 

 – промежуточные измерения. 

Б. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-334 (зелёная 

кривая) в течение первых 12 минут реакции.  

В. Хемилюминесценция указанной смеси. Нулевое значение времени – момент добавления H2O2 
Врезка В*. Хемилюминесценция указанной смеси в течение первых 5,5 минут реакции. 

Г. Серия спектров поглощения указанной смеси в отсутствии H2O2. 

Д. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-334 (зелёная 

кривая) в процессе реакции в отсутствии H2O2. Врезка Д*. Уменьшение концентрации C-334 в 

течение первых 5 минут реакции.  
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Рисунок 18. А. Серия спектров поглощения смеси ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 

1:30, 215 мкМ H2O2 и C-525. Пунктирная красная кривая – спектр смеси без H2O2. 

 – опытные измерения: красная кривая – первое измерение, чёрная – последнее, 

 (через серый) – промежуточные измерения. 

Б. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-525 (зелёная 

кривая) в процессе реакции. Врезка Б*. Уменьшение концентрации C-525 в течение первых 5,5 

минут реакции.  

В. Хемилюминесценция указанной смеси. Нулевое значение времени – момент добавления H2O2 

Врезка В*. Хемилюминесценция указанной смеси в течение первых 5,5 минут реакции. 

Г. Серия спектров поглощения указанной смеси в отсутствии H2O2. 

Д. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-525 (зелёная 

кривая) в процессе реакции в отсутствии H2O2. Врезка Д*. Уменьшение концентрации C-525 в 

течение первых 5 минут реакции.  
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Алгоритм регистрации спектров поглощения представлен в параграфе 

«2.3.1.4 Регистрация серии спектров поглощения смеси, в которой протекает 

катализируемая комплексом цитохрома c с кардиолипином липопероксидазная 

реакция». Анализ полученных спектров заключался в вычислении значений 

концентраций хинолизидинового производного кумарина и ЦитC по формуле (23) 

с использованием представленных в параграфе «3.1 Оптические свойства 

хинолизидиновых производных кумарина в среде 20 мМ фосфатного буфера» 

эффективных коэффициентов молярного поглощения ε. При этом концентрации 

мы вычисляли так, будто смесь состояла только из двух веществ. Но это упрощение 

не вносит искажения в результат вычисления, так как на рассматриваемых длинах 

волн кардиолипин и H2O2 имеют низкие значения оптической плотности, и 

практически весь вклад в общее поглощение смеси в диапазоне длин волн 405–465 

нм вносят ЦитC и производное кумарина. 

Из данных, представленных на рисунках 15–18, следует, что 

хинолизидиновые производные кумарина расходуются в процессе катализируемой 

комплексом ЦитC с кардиолипином пероксидазной реакции. А значит, 

недопустимо экстраполировать вывод о неучастии этих веществ в реакции 

липидной пероксидации, полученный авторами [44, 139, 422] в эксперименте с 

системой, в которой этот процесс запускался свободными катионами Fe2+, на 

системы, в которых эти реакции катализируются пероксидазой. Заметим, что при 

начальном соотношении ЦитC:ТОКЛ равном 1:30 уменьшение концентрации 

производного кумарина наблюдалось и без добавления в систему H2O2 (15Д, 16Д, 

18Д), хотя и не столь значительное, чем в случае её присутствия в системе. 

Поскольку во всех исследованиях с использованием хинолизидиновых 

производных кумарина в качестве активаторов ХЛ, сопровождающей 

липопероксидазную реакцию, катализируемую комплексом ЦитC с 

кардиолипином, экспериментаторы считали, что эти активаторы в ходе данной 

реакции не расходуются [37, 53]. А это неверный вывод, как видно из наших 

данных. В первую очередь перед нами встаёт задача вычислить долю производного 

кумарина, расходующуюся в течение среднестатистического опыта по измерению 
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ХЛ. Обычно он длится от 3 до 10 минут. Мы вычислили расход изучаемых 

хинолизидиновых производных кумарина за первые 5 и 10 минут реакции. За 

время, равное 5 минутам, в системе, в которой пероксидазная реакция (начальная 

концентрация H2O2 равна 215 мкМ) катализируется ЦитC-ТОКЛ при соотношении 

ЦитC:ТОКЛ, равном 1:30, расходуется (62,8±0,8)% C-314, (64,2±2,2)% C-334 и 

(69,3±1,1)% C-525. А за время, равное 10 минутам, в вышеуказанной системе 

расходуется (75,4±1,0)% C-314, (77,0±2,7)% C-334 и (73,0±1,9)% C-525. Также мы 

вычислили процент расхода C-334 в системе, в которой пероксидазная реакция 

катализировалась ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ, равном 1:60: за 

первые 5 минут реакции он равен (70,1±1,5)%, а за 10 минут – (83,2±1,8)%. 

Обращаем внимание читателя на то, что серии спектров поглощения с 

рисунков 15А,Г, 16А,Г и 18А,Г ранее уже были представлены в написанной 

автором выпускной квалификационной работе магистра [105], а серии спектров с 

рисунков 15А, 16А и 18А несколько позже ещё и фигурировали в кандидатской 

диссертации Г.К. Владимирова [25], где он пытался вычислить «степень 

разрушения кумариновых сенсибилизаторов за 8 минут» реакции. Однако он 

проводил это вычисление не на основании значения концентраций веществ, а на 

основании снижения оптической плотности в области максимума их поглощения, 

игнорируя тот факт, что весомый вклад в это значение вносит также и ЦитC, 

концентрация которого в системе снижалась независимо от снижения 

концентрации производных кумарина. Поэтому Г.К. Владимиров получил 

заниженные примерно в 2 раза против истины значения «разрушения кумаринов». 

Также укажем на то, что Г.К. Владимиров не приводит данные о сопровождающей 

обсуждаемые реакции ХЛ [25], хотя эти ХЛ-кривые к тому моменту уже были 

представлены автором настоящей диссертации в работе [105]. 

В разделе «4.5 Поправочные функции, учитывающие разрушение 

кумариновых активаторов в ходе ферментативной липидной пероксидации» 

представлены вычисленные нами значения констант скорости разрушения 

производных кумарина и функции для вычисления поправочных коэффициентов 

на снижение их концентрации. 
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Обращаем внимание, что на серии спектров поглощения (рис. 15А,Г, 16А,Г, 

18А,Г) может показаться, что максимум поглощения кумаринового производного 

сдвигается в более коротковолновую область. Но настоящего сдвига максимума 

поглощения в исследуемой системе, скорее всего, не происходит. А этот эффект 

обусловлен тем, что оптическая плотность на длинах волн между 409 и 460 нм 

является суммой оптических плотностей, которые наблюдаются в чистых 

растворах цитохрома c и производных кумарина таких концентраций, которые 

равны концентрациям этих веществ в соответствующие моменты времени 

изучаемой реакции [34]. 

Однако заметим, что наряду с разрушением производных кумарина может 

происходить их превращение в какое-то окрашенное вещество, также впоследствии 

разрушающееся под действием пероксидазы, с максимумом поглощения в более 

коротковолновой области, чем у производного кумарина, например между 409 и 

450 нм. В пользу этой гипотезы может свидетельствовать повышение величины 

оптической плотности в максимуме поглощения ЦитC (409 нм) – особенно хорошо 

это заметно в контрольных пробах (рис. 15Г, 16Г, 18Г). Очевидно, что 

концентрация ЦитC никоим образом в процессе реакции не могла увеличиться, 

значит, увеличение значения поглощения при 409 нм может быть обусловлено 

образованием в процессе данной реакции нового вещества, максимум поглощения 

которого находится близко к 409 нм (скорее всего, в районе 415–435 нм), или же 

которое неспецифически повышает значение поглощения на протяжении всего 

спектра данной смеси, особенно – в коротковолновой области. 

Эксперименты, результаты которых представлены на рисунках 15–18, нельзя 

в полной мере относить именно к теме применения производных кумарина для 

изучения липопероксидазной активности комплекса ЦитC с кардиолипином, так 

как в системе отсутствовал правильный липидный субстрат: ТОКЛ, используемый 

в указанных экспериментах, конечно, может выступать и в роли липидного 

субстрата, однако по сравнению с кардиолипинами, содержащими более 

ненасыщенные ацилы, окисляется он крайне плохо. А поскольку у млекопитающих 

митохондриальные мембраны состоят из более ненасыщенных, нежели ТОКЛ, 
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фосфолипидов [142], мы также изучили динамику расходования производных 

кумарина в системе, в которой наряду с комплексом ЦитC-ТОКЛ и H2O2 

присутствует дополнительный фосфолипидный субстрат, содержащий в своём 

составе полиненасыщенные ацилы, что описано в следующем параграфе. 

3.4.2 Спектрофотометрический анализ участия хинолизидиновых 

производных кумарина в квазилипоксигеназной и липопероксидазной реакциях, 

катализируемых комплексом цитохрома c с кардиолипином 

В экспериментах, результаты которых описаны в предыдущем параграфе, 

чётко показано, что хинолизидиновые производные кумарина являются 

субстратами катализируемой ЦитC-ТОКЛ пероксидазной реакции. Но называть ту 

реакцию липопероксидазной может быть некорректным по причине ограниченной 

способности ТОКЛ к окислению: олеилы только одну двойную связь. Поэтому 

пероксидазный каталитический цикл в этом случае с высокой долей вероятности 

проходит не через реакции 3a и 4a с рисунка 6, а через реакции, субстратом которых 

является дополнительная молекула H2O2, например – реакции 3b и 4b. 

Поэтому мы изучили участие производных кумарина в катализируемой 

ЦитC-ТОКЛ липопероксидазной реакции в присутствии в системе фосфатидной 

кислоты (ФК), содержащей полиненасыщенные ацилы. Начальная концентрация её 

в системе составляла 600 мкМ. Использование данного субстрата также позволяет 

провести исследование участия производных кумарина в катализируемой ЦитC-

ТОКЛ квазилипоксигеназной реакции (в случае отсутствия в системе H2O2): 

препарат ФК в силу легкоокисляемости содержит ограниченное число липидных 

гидроперекисей, которые являются окисляющим субстратом 

квазилипоксигеназной реакции; восстанавливающим её субстратом являются 

ацилы в реакции, аналогичной реакциям 3a и 4a с рисунка 6. 

Также использование трудноокисляемого ТОКЛ в качестве кардиолипина-

кофактора ЦитC, обуславливающего проявление им пероксидазных свойств, 

способствует необходимому для обеспечения хорошего связывания с ЦитC 

состоянию кардиолипина, и, следовательно, – большей достоверности результатов 

эксперимента, представленных на рисунках 19–21. 
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Рисунок 19. Квазилипоксигеназная (А, В, Д) и липопероксидазная (Б, Г, Е) реакции, 

катализируемые ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии C-314. 

А. Серия спектров поглощения смеси с добавлением ФК начальной концентрацией 600 мкМ. 

Б. Серия спектров поглощения смеси (указанной в А.) в присутствии H2O2 начальной 

концентрацией 215 мкМ. Пунктирная красная кривая – спектр смеси без H2O2. 

 – опытные измерения: красная кривая – первое измерение, чёрная – последнее, 

 (через серый) – промежуточные измерения. 

В. Значения концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-314 (зелёная 

кривая) в процессе квазилипоксигеназной реакции. 

Г. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-314 

(зелёная кривая) в процессе липопероксидазной реакции. Врезка Г*. Уменьшение концентрации 

C-314 в течение первых 6 минут реакции. 

Д. ХЛ смеси ЦитC-ТОКЛ, ФК и C-314. Нулевое значение времени – момент добавления ФК. 

Е. ХЛ смеси ЦитC-ТОКЛ, ФК, C-314 и H2O2. Нулевое значение времени – момент добавления 

H2O2. Врезка Е*. ХЛ указанной смеси в течение первых 5 минут реакции. 
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Рисунок 20. Квазилипоксигеназная (А, В, Д) и липопероксидазная (Б, Г, Е) реакции, 

катализируемые ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии C-334. 

А. Серия спектров поглощения смеси с добавлением ФК начальной концентрацией 600 мкМ. 

Б. Серия спектров поглощения смеси (указанной в А.) в присутствии H2O2 начальной 

концентрацией 215 мкМ. Пунктирная красная кривая – спектр смеси без H2O2. 

 – опытные измерения: красная кривая – первое измерение, серая – последнее, 

 – промежуточные измерения.  

В. Значение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-334 (зелёная 

кривая) в процессе квазилипоксигеназной реакции. 

Г. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-334 

(зелёная кривая) в процессе липопероксидазной реакции. 

Д. ХЛ смеси ЦитC-ТОКЛ, ФК и C-334. Нулевое значение времени – момент добавления ФК. 

Е. ХЛ смеси ЦитC-ТОКЛ, ФК, C-334 и H2O2. Нулевое значение времени – момент добавления 

H2O2. Врезка Е*. ХЛ указанной смеси в течение первых 6 минут реакции. 
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Рисунок 21. Квазилипоксигеназная (А, В, Д) и липопероксидазная (Б, Г, Е) реакции, 

катализируемые ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии C-525. 

А. Серия спектров поглощения смеси с добавлением ФК начальной концентрацией 600 мкМ. 

Б. Серия спектров поглощения смеси (указанной в А.) в присутствии H2O2 начальной 

концентрацией 215 мкМ. Пунктирная красная кривая – спектр смеси без H2O2. 

 – опытные измерения: красная кривая – первое измерение, чёрная – последнее, 

 (через серый) – промежуточные измерения. 

В. Значение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-525 (зелёная 

кривая) в процессе квазилипоксигеназной реакции. 

Г. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе ЦитC (красная кривая) и C-525 

(зелёная кривая) в процессе липопероксидазной реакции. Врезка Г*. Уменьшение концентрации 

C-525 в течение первых 6 минут реакции. 

Д. ХЛ смеси ЦитC-ТОКЛ, ФК и C-525. Нулевое значение времени – момент добавления ФК. 

Е. ХЛ смеси ЦитC-ТОКЛ, ФК, C-525 и H2O2. Нулевое значение времени – момент добавления 

H2O2. Врезка Е*. ХЛ указанной смеси в течение первых 5 минут реакции. 
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Из данных, представленных на рисунках 19–21, следует, что производные 

кумарина практически не расходуются в процессе катализируемой ЦитC-ТОКЛ 

квазилипоксигеназной реакции. При этом квазилипоксигеназная реакция 

сопровождается хемилюминесценцией, как и липопероксидазная реакция, в ходе 

которой изучаемые хинолизидиновые производные кумарина расходуются весьма 

значительно (рис. 19–21Г). 

Согласно результатам нашего вычисления, в первые 5 минут катализируемой 

ЦитC-ТОКЛ липопероксидазной реакции расходуется (54,8±8,1)% C-314, 

(66,8±2,0)% C-334 и (46,2±13,3)% C-525. А за первые 10 минут этой реакции 

расходуется (60,2±0,5)% C-314, (77,0±1,2)% C-334 и (64,8±14,25)% C-525. Как 

видно из этих данных, основная доля кумариновых производных расходуется в 

начале липопероксидазной реакции. Нами были вычислены константы скорости 

реакции разрушения изучаемых кумариновых производных, представленные в 

разделе «4.5 Поправочные функции, учитывающие разрушение кумариновых 

активаторов в ходе ферментативной липидной пероксидации» и использованные 

для выведения функции для вычисления поправочных коэффициентов на 

расходование активатора хемилюминесценции для корректировки 

хемилюминограмм. Использование этих функций позволит получать значения 

интенсивности хемилюминесценции, равные тем, что получились бы, если бы 

производные кумарина не расходовались в ходе ферментативной липидной 

пероксидации. 

В процессе липопероксидазной реакции также выявлено уменьшение 

концентрации цитохрома c. Естественно, что кажущееся «повышение» 

концентрации белка в начале реакции на рисунках 15Б, 16Б, 17Б, 19Г, 20Г, 21Г – 

артефакт, обусловленный временным увеличением оптической плотности на длине 

волны 409 нм. Повышением оптической плотности на данной длине волны 

обусловлен и аналогичный артефакт на рисунках 15Д и 16Д. В последующих 

разделах настоящей диссертационной работы также приводится анализ 

разрушения цитохрома c в процессе катализируемой им пероксидазной реакций. 
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3.5 Анализ хемилюминесценции, сопровождающей катализируемые 

комплексом цитохрома c с кардиолипином реакции 

Как уже указывалось в разделе «1.4.3 Производные кумарина и их 

применение в хемилюминесцентных исследованиях», до настоящего исследования 

хинолизидиновые производные кумарина считались физическими активаторами 

ХЛ, не вступающими в химическое взаимодействие с компонентами реакционной 

смеси [37, 39, 139, 385, 412, 420, 422]. В ходе описанных выше экспериментов 

установлено, что эти вещества являются субстратами липопероксидазной реакции, 

катализируемой комплексом ЦитC с кардиолипином. Но остаётся нерешённым 

вопрос, являются ли они в указанной системе физическими или химическими 

активаторами ХЛ. На рисунке 22 друг с другом сопоставлены кривые уменьшения 

концентрации кумариновых производных и интенсивности ХЛ в первые минуты 

пероксидазной реакции, описываемой на рисунках 15–18. 

 
Рисунок 22. Сопоставление уменьшения концентрации производных кумарина и спада интенсивности 

хемилюминесценции, сопровождающей катализируемую ЦитC-ТОКЛ пероксидазную реакцию 

(начальная концентрация H2O2 равна 215 мкМ). А. При наличии в системе C-334 и соотношении 

ЦитC:ТОКЛ 1:30. Б. При наличии в системе C-334 и соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:60. В. При наличии в 

системе C-314 и соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30. Г. При наличии в системе C-525 и соотношении 

ЦитC:ТОКЛ 1:30. 
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Изучение хемилюминограмм позволяет пролить свет на механизм усиления 

ХЛ, сопровождающей липопероксидазную активность комплекса цитохрома c с 

кардиолипином, хинолизидиновыми производными кумарина. По представленным 

на рисунке 22 данным можно сказать, что в случае, когда пероксидазная реакция 

катализируется ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 (рис. 22А,В,Г) в 

отсутствии дополнительного липидного субстрата в виде фосфатидной кислоты 

спад концентрации производных кумарина сопровождается снижением 

интенсивности ХЛ, но при этом, если соотношение ЦитC:ТОКЛ составляет 1:60 

(рис. 22Б), резкий спад концентрации кумаронового производного не вызвает 

такого же резкого спада интенсивности ХЛ. Следует также заметить, что при 

соотношении ЦитC:ТОКЛ равном 1:60, интенсивность ХЛ гораздо ниже (рис. 23, 

рис. 22Б), чем когда оно составляет 1:30 (рис. 22А,В,Г). Скорее всего, это следствие 

стерического блокирования олеилов ТОКЛ друг другом, препятствующее их 

окислению. А это ведёт к низкой интенсивности их пероксидации и 

следовательно – к низкой интенсивности ХЛ. 

 

Рисунок 23. Активированная C-314 (А), C-334 (Б) или C-525 (В) начальной концентрацией 

25 мкМ ХЛ, сопровождающая пероксидазную реакцию (начальная концентрация H2O2 равна 

215 мкМ), катализируемую ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:60. 
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В работе [25] было предположено, что взаимодействие производного 

кумарина с проявляющим пероксидазную активность ЦитC не сопровождается ХЛ. 

Поэтому можно предположить, что всё наблюдаемое свечение вызвано 

возвращением производного кумарина в основное состояние из возбуждённого, в 

которое оно перешло в результате миграции энергии ЭВС с продукта ПОЛ на него. 

То есть производные кумарина в этой системе можно считать по механизму 

действия физическими активаторами ХЛ. Этот же вывод можно сделать и по 

данным, представленным на рисунке 24. 

 

Рисунок 24. Сопоставление уменьшения концентрации производных кумарина (А, Б – C-314, В, 

Г – C-334, Д, Е – C-525) и спада интенсивности хемилюминесценции, сопровождающей 

катализируемую ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 квазилипоксигеназную (А, В, 

Д) (начальная концентрация добавленной ФК равна 600 мкМ) и липопероксидазную (Б, Г, Е) 

реакцию (начальная концентрация H2O2 равна 215 мкМ). 
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На рисунке 24 сопоставлена кривая уменьшения концентрации кумариновых 

производных и интенсивности ХЛ в первые минуты квазилипоксигеназной и 

липопероксидазной реакций, описанных на рисунках 19–21. Катализируемая 

ЦитC-ТОКЛ квазилипоксигеназная реакция сопровождается ХЛ, при которой 

уменьшения концентрации производных кумарина не происходит (рис. 24А,В,Д). 

Отсюда мы делаем вывод о том, что производные кумарина являются физическими 

активаторами ХЛ также и в системе, в которой липидная пероксидация запускается 

ферментом-пероксидазой, в данной случае это связанный с кардиолипином 

цитохром c. В ходе липопероксидазной реакции наблюдается уменьшение 

концентрации производных кумарина (рис. 24Б,Г,Е), что говорит об их участии в 

реакции. Однако на основании вышеуказанного и мы считаем, что их 

взаимодействие с пероксидазой не сопровождается ХЛ (также об отсутствии ХЛ в 

этой реакции говориться в [25]), а наблюдаемое свечение обусловлено только 

запущенным ЦитC-ТОКЛ перекисным окислением фосфатидной кислоты. 

3.6 Разрушение цитохрома c, находящегося в комплексе с кардиолипином, 

при осуществлении катализа липопероксидазной реакции 

Как уже указывалось выше, при изучении участия производных кумарина в 

ферментативной липопероксидазной реакции нами было обнаружено уменьшение 

концентрации ЦитC в процессе катализа им липопероксидазной реакции. Данный 

параграф мы решили посвятить непосредственно указанному белку. Вначале 

рассмотрим представленный на рисунке 25 результат предварительного 

спектрофлуориметрического измерения. 

Графики на рисунке 25 отражают флуоресценцию ЦитC: на красной кривой 

чётко виден широкий флуоресценции, складывающийся из флуоресценции 

тирозина (303 нм) и триптофана (330 нм), входящих в состав апопротеина, 

появляющийся в результате изменения конформации белка при связывании с 

кардиолипином и отсутствующий у нативного свободного ЦитC [36]. Это 

подтверждается нашим измерением спектра флуоресценции свободного ЦитC 

(тёмно-красная кривая), на котором данного максимума нет. 
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Рисунок 25. Изменение флуоресценции ЦитC при образовании комплекса с ТОКЛ и разрушение 

ЦитC в ходе катализируемой им липопероксидазной реакции, иллюстрируемое спектром 

флуоресценции при возбуждении светом на длине волны 265 нм. 

Синяя кривая – 20 мМ фосфатный буфер (среда); тёмно-красная кривая – 10 мкМ ЦитC; 

красная кривая – 12 мкМ ЦитC, 353 мкМ ТОКЛ; фиолетовая кривая – 10 мкМ ЦитC, 

300 мкМ ТОКЛ, 300 мкМ липопероксиды (концентрация – в пересчёте на окисленный БКЛ), 

8,6 мМ H
2
O

2
. 

При добавлении к смеси, содержащей комплекс ЦитC-ТОКЛ, 

липопероксидов и перекиси водорода (фиолетовая кривая) описанный выше 

максимум флуоресценции практически исчезает. Можно заметить плохо 

отличимый от шумов максимум флуоресценции на 335 нм; но он незначителен, 

поэтому есть подозрение, что это «шумы». Максимум флуоресценции тирозина 

(303 нм) при этом не выражен. 

На основании исчезновения тирозиновой и триптофановой флуоресценции 

при добавлении к смеси комплекса ЦитC-ТОКЛ H2O2 и липопероксидов мы можем 

сделать два противоположных вывода. Либо происходит восстановление нативной 

формы ЦитC в результате разрушения его комплекса с кардиолипином, либо 

перекись водорода приводит к разрушению молекулы ЦитC, проявляющей при 

этим пероксидазную активность вследствие связывания с кардиолипином. И при 

этом исчезают максимумы флуоресценции тирозина (303 нм) и триптофана (330 

нм). Но тут отметим, что при полном разрушении белка на свободные 

аминокислоты флуоресценция смеси как раз-таки должна появляться, так как 

исчезает эффект её тушения соседними аминокислотными остатками в составе 

белка. Если, конечно, не происходит деструкции непосредственно самих этих 
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аминокислот. 

Таким образом, мы подошли к необходимости более детального 

спектрофотометрического исследования, подобного таковому для разрушения 

хинолизидиновых производных кумарина, разрушения непосредственно ЦитC в 

процессе проявления им липопероксидазной ферментативной активности. 

Оценка концентрации ЦитC велась нами на основании значений оптической 

плотности на длине волны 409 нм, соответствующей максимуму поглощения 

железопорфирина, гема, в составе молекулы ЦитC. Данный максимум гораздо 

более выражен, чем максимум, характеризующий апопротеин (≈520–530 нм). 

Поэтому, строго говоря, в настоящей работе определялось снижение концентрации 

именно железопорфирина. И именно его разрушение чаще всего обозначается 

словосочетанием «разрушение цитохрома c». При этом концентрация 

апоцитохрома c может отличатся от таковой для железопорфирина. Однако 

апоцитохром c сам по себе не может катализировать липопероксидазную реакцию. 

Именно поэтому выражение «разрушение цитохрома c в процессе катализа 

липопероксидазной реакции» более подходит для разрушения гемовой 

группировки в составе данного белка, нежели для разрушения апопротеина. 

Так как, согласно представленным на рисунках 19–21В данным, ЦитC, а 

точнее – железопорфирин в его составе, не разрушается в процессе проявления 

квазилипоксигеназной активности, мы сделали упор на проведении экспериментов 

на молекулярных моделях, в которых происходит реакция именно с H2O2, а не 

липидными гидропероксидами. Необходимость проведения отдельного 

эксперимента с ЦитC при отсутствии в смеси приводных кумарина обусловлена 

тем, что они и, возможно, продукты их окисления также создают поглощение в 

области максимума, характерного для ЦитC (409 нм), что может дать искажение 

при расчётах его концентрации. 

Нами были зарегистрированы серии спектров оптической плотности 

реакционных смесей следующего состава: 1) 10 мкМ ЦитC, 215 мкМ H2O2 – эта 

проба позволяет оценить непосредственное разрушение цитохрома c под 

действием перекиси водорода, другие три пробы отражают разрушение этого 
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белка, являющееся следствием проявления им пероксидазной активности; 2) ЦитC-

ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии 215 мкМ H2O2; 3) ЦитC-

ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:60 в присутствии 215 мкМ H2O2; 4) ЦитC-

ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии 600 мкМ ФК и 215 мкМ 

H2O2. На рисунке 26 показаны спектры поглощения в диапазоне длин волн 300–

600 нм. 

 

Рисунок 26. Спектры поглощения в диапазоне 300–600 нм реакционной смеси: А. 10 мкМ ЦитC, 

215 мкМ H2O2; Б. ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии 215 мкМ 

H2O2; В. ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:60 в присутствии 215 мкМ H2O2; 

Г. ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии 600 мкМ ФК и 215 мкМ 

H2O2. В последнем случае временные промежутки между измерениями не соответствуют 

основной методике: первое измерение начато через 25 секунд после добавления H2O2, 

последующие измерения проведены через 3, 4,5, 5,5, 6,8, 8, 9, 10, 11,5, 12,5 минут после 

внесения H2O2. 

На рисунке 27 показана область спектра в диапазоне длин волн 500–580 нм, 

содержащая второй максимум поглощения цитохрома c, значение оптической 

плотности в котором значительно меньше, чем в полосе Соре. Но тем не менее по 

этому максимуму тоже можно судить о разрушении цитохрома c в процессе 

реакции. 
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Рисунок 27. Спектры поглощения в диапазоне 500–580 нм реакционной смеси: А. 10 мкМ ЦитC, 

215 мкМ H2O2; Б. ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии 215 мкМ 

H2O2; В. ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:60 в присутствии 215 мкМ H2O2; 

Г. ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии 600 мкМ ФК и 215 мкМ 

H2O2. Спектры зарегистрированы на определённых моментах с начала реакции: 1 –  через 1 

минуту; 2 – через 3,5 минуты; 3 – через 6 минут; 4 – через 12 минут для А., Б., Г, через 13 минут 

для В; 5 – через 86 минут. 

Из данных, представленных на рисунках 26–27, следует, что ЦитC 

разрушается в присутствии H2O2, о чём свидетельствует уменьшение оптической 

плотности в максимумах поглощения, но это разрушение гораздо сильнее в том 

случае, когда в смеси присутствует кардиолипин, связывание с которым придаёт 

ЦитC пероксидазную активность. Сам по себе этот факт был установлен ранее [40], 

одноко в указанном исследовании соотношение ЦитC:кардиолипин отличалось от 

оптимального, способствующего максимальной пероксидазной активности ЦитC. 

Далее с использованием уравнения закона Бугера–Ламберта–Бера нами были 

определены концентрации железопорфирина в составе ЦитC в различные моменты 

времени от начала реакции. Так как в изучаемом диапазоне длин волн (300–600 нм) 

можно пренебречь вкладом, вносимом ТОКЛ, фосфатидной кислотой и H2O2 в 

общую оптическую плотность смеси, то при вычислении концентрации ЦитC 
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можно использовать непосредственно значения оптической плотности смеси. При 

определении концентрации ЦитC мы использовали значение оптической 

плотности на длине волны, равной 409 нм. Поглощение на этой длине волны 

обусловлено, как уже указывалось, содержанием в молекуле ЦитC порфириновой 

группировки гема [205]. Вычисленные значения концентрации ЦитC для 

указанных выше проб представлены на рисунке 28. 

 

Рисунок 28. Уменьшение концентрации железопорфирина в составе цитохрома c за первые 700 

секунд реакции в смеси: 

А. 10 мкМ ЦитC, 215 мкМ H2O2; Б. ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в 

присутствии 215 мкМ H2O2; В. ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:60 в присутствии 

215 мкМ H2O2; Г. ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии 600 мкМ ФК 

и 215 мкМ H2O2. 

Как видно из графиков, представленных на рисунке 28, разрушение 

железопорфирина в составе цитохрома c, находящегося в составе комплекса ЦитC-

ТОКЛ и, следовательно, проявляющего пероксидазную активность, носит характер 

экспоненциальной функции (Рис. 28Б–Г), в то время как функция разрушения 

цитохрома c в присутствии H2O2 и в отсутствии липида, в целом, носит линейный 

характер, а уменьшение его концентрации при этом с течением времени 

относительно незначительно. 
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3.7 Влияние дигидрокверцетина и тролокса на липопероксидазную 

активность комплекса цитохрома c с к кардиолипином 

Изучение возможностей подавления процессов ПОЛ митохондриальных 

мембран входит в число основных направлений научных работ, связанных с 

окислительным стрессом и вызванной им клеточной гибелью. Одним из наиболее 

подходящих способов изучения данного процесса in vitro является метод 

регистрации ХЛ, позволяющий оценивать механизм действия антиоксиданта «в 

реальном времени»: проанализировать скорость свободнорадикальных реакций по 

интенсивности ХЛ-сигнала (чем выше интенсивность сигнала, тем выше скорость 

образования свободных радикалов в системе в данный момент времени), – то есть 

оценить кинетические особенности течения свободнорадикального процесса в 

исследуемой пробе. Под кинетическими особенностями подразумевается наличие 

или отсутствие латентного периода – полной задержки в развитии ХЛ-вспышки – 

и возможное уменьшение интенсивности ХЛ под действием антиоксиданта на 

протяжении всего измерения или на определённых его этапах. 

В качестве модельной экспериментальной системы нами была использована 

смесь, содержащая комплекс цитохрома c с бычьим кардиолипином (БКЛ) при 

соотношении белок:липид 1:60 и H2O2 в присутствии C-334 в качестве активатора 

хемилюминесценции. БКЛ, в отличие от ТОКЛ, является легкоокисляемым 

фосфолипидом, поэтому он выступает и в роли кофактора для обеспечения 

пероксидазной активности ЦитC, и в роли его липидного субстрата. В качестве 

изучаемых антиоксидантов нами были выбраны дигидрокверцетин, или 

таксифолин (ДГК), как представитель естественных растительных антиоксидантов 

и тролокс как представитель искусственных химически синтезированных 

антиоксидантов. 

Результаты эксперимента с ДГК представлены на рисунке 29. Из графиков 

чётко видно дозозависимое влияние дигидрокверцетина на липопероксидазную 

реакцию: наблюдается резкое подавление хемилюминесценции, а значит, и 

образования свободных радикалов по сравнению с контрольной пробой. Причём 

это подавление тем сильнее, чем выше концентрация дигидрокверцетина. 
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Рисунок 29. Подавление липопероксидазной активности ЦитC-БКЛ дигидрокверцетином. 

Концентрации: ЦитC –10 мкМ, БКЛ – 600 мкМ, H2O2 – 500 мкМ, C-334 – 25 мкМ. Светло-

голубые кривые – контроль без перекиси водорода, фиолетовые кривые – без 

дигидрокверцетина. Остальные кривые – ХЛ при различных концентрациях ДГК: 3,53 мкМ (А), 

2,12 мкМ (Б), 1,41 мкМ (В), 0,71 мкМ (Г), соответствующие графики А*, Б*, В*, Г* – 

хемилюминограммы после корректировки поправочной функцией на уменьшение 

концентрации C-334. 
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В данных экспериментальных пробах протекала катализируемая комплексом 

ЦитC-БКЛ липопероксидазная реакция (БКЛ выступал и в роли липидного 

субстрата), в ходе которой снижается концентрация C-334, являющегося 

активатором ХЛ. Поэтому мы откорректировали значения интенсивности ХЛ, 

используя поправочную функцию на уменьшение концентрации C-334. Эта 

функция подробно описана в параграфе «4.5 Поправочные функции, учитывающие 

разрушение кумариновых активаторов в ходе ферментативной липидной 

пероксидации». Для удобства читателя напишем формулу данной функции и здесь: 

JП=Jзарег.e0,0044t. JП обозначает откорректированное значение интенсивности ХЛ в 

момент времени t от начала липопероксидазной реакции (от момента внесения в 

систему перекиси водорода), а Jзарег. – значение интенсивности ХЛ, показанное в 

этот момент хемилюминометром. Откорректированные хемилюминограммы 

представлены на рисунке 29 и помечены как иллюстрации А*, Б*, В* и Г*. 

Отметим явную разницу между откорректированными и 

неоткорректированными ХЛ-кривыми: на основании неоткорректированных ХЛ-

кривых можно сделать вывод, что ДГК, особенно в концентрациях 2,12 и 3,53 мкМ, 

равномерно подавляет липидную пероксидацию в течение всего времени. Однако, 

применив поправочную функцию и получив такие ХЛ-кривые, какими бы они 

были, если бы C-334 не расходовался в ходе реакции, мы видим, что после 

первоначального подавления ДГК свободнорадикальный процесс развивается с 

растущей интенсивностью. И это весьма логично: концентрация антиоксиданта в 

системе падает, и он более не может сдерживать ПОЛ в прежней мере. Надо 

заметить, что её интенсивность всё равно ниже той, что наблюдается в контрольной 

пробе, в которую ДГК не вносился. 

Для каждой концентрации ДГК измерение проводилось 5 раз. На основании 

этих измерений нами были рассчитаны средние значения светосуммы ХЛ за первые 

3 минуты реакции. На рисунке 30 представлена её зависимость от концентрации 

антиоксиданта. Под светосуммой мы понимаем площадь криволинейной трапеции, 

ограниченной координатными осями, ХЛ-кривой и перпендикуляром, опущенным 
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из неё на ось абсцисс при определённом её значении. При исследовании ДГК это 

значение равнялось 180 секундам. 

 

Рисунок 30. Влияние ДГК на светосумму ХЛ, сопровождающей липопероксидазную реакцию, 

катализируемую ЦитC-БКЛ, в первые 3 минуты. Нижняя горизонтальная пунктирная линия 

соответствует значению светосуммы в первые 3 минуты реакции, наблюдаемому в пробе, не 

содержащей перекись водорода. А. Значения светосуммы ХЛ без использования поправочной 

функции на уменьшение концентрации C-334. Б. Значения светосуммы ХЛ, откорректированной 

поправочной функцией на уменьшение концентрации C-334. 

Графики, представленные на рисунке 30, характеризуют дозозависимое 

угнетение процессов ПОЛ, вызванных пероксидазной активностью комплекса 

ЦитC с кардиолипином, под действием ДГК. На основании значения светосуммы 

ХЛ за первые 3 минуты в образце, не содержащем ни антиоксиданта, ни H2O2 

(нижняя пунктирная линия на графиках) и выполняющем роль пробы, в которой 

липопероксидазная активность как будто полностью подавлена, и значения 

интенсивности ХЛ в образце, не содержащем только ДГК (верхняя пунктирная 

линия на графиках) и выполняющем роль контроля на антиоксидант, – то есть в 

пробе, где липидная пероксидация происходит в полной мере, – мы графически 

определили концентрацию ДГК, вызывающую 50%-ное подавление ХЛ. Если 

хемилюминограммы не обрабатывать поправочной на расходование C-334 

функцией (рис. 30А), то получается, что она равна ≈0,84 мкМ. В том же случае, 

когда для построения графика зависимости светосуммы ХЛ от концентрации ДГК 

использовались значения свечения, откорректированные поправочной на 

расходование C-334 функцией (рис. 30Б), концентрация ДГК, вызывающая 

половинное тушение ХЛ, оказалась равной ≈1,26 мкМ.  
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Далее нами был проведён аналогичный эксперимент с тролоксом – широко 

используемым синтетическим антиоксидантом; результаты – на рисунке 31. 

 

Рисунок 31. Влияние тролокса на липопероксидазную активность ЦитC-БКЛ. Концентрации: 

ЦитC – 10 мкМ, БКЛ – 600 мкМ, H2O2 – 500 мкМ, C-334 – 25 мкМ. Светло-голубые кривые – 

контроль без перекиси водорода, фиолетовые кривые – контроль без тролокса. Остальные 

кривые – ХЛ при различных концентрациях тролокса (указаны на рисунке) в системе. 

Из данных, проиллюстрированных графиками на рисунке 31, видно, что 

действие тролокса отлично от такового для ДГК: снижения амплитуды ХЛ 

практически нет, зато имеет место задержка во времени наступления медленной 

вспышки ХЛ (латентный период). А сама ХЛ-вспышка развивается как бы в два 

этапа: вначале развивается вспышка небольшой интенсивности (назовём её низкой 
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вспышкой), после чего наступает развитие уже второй, высокоамлитудной 

вспышки (назовём её высокой вспышкой), причём продолжительность времени, 

проходящего от начала реакции (внесения перекиси водорода) до наступления этих 

вспышек, прямо пропорционально концентрации тролокса, о чём свидетельствуют 

графики, представленные на рисунке 32. 

 

Рисунок 32. Зависимость времени наступления максимумов низкой (А) и высокой (Б) вспышек 

ХЛ, сопровождающей катализируемую ЦитC-ТОКЛ липопероксидазную реакцию, от 

концентрации тролокса в системе. 

Глядя на графики на рисунке 31, можно увидеть следующую особенность: по 

сравнению с контрольной, не содержащей антиоксиданта пробой, в содержащих 

тролокс пробах наблюдается не только задержка ХЛ-вспышки во времени 

наступления, но и аналогичная ей задержка спада интенсивности ХЛ. То есть 

тролокс, по сути, на время задерживает усиление ХЛ при внесении в систему H2O2, 

но кроме этого никак не влияет на её кинетику: высокая ХЛ-вспышка для 

содержащих тролокс проб имеет ту же форму и ту же продолжительность, что и 

для контроля. Мы обнаружили, что примерно через 20 минут после внесения H2O2 

в систему, содержащую комплекс ЦитC-БКЛ, наблюдается вторая, небольшая по 

интенсивности вспышка ХЛ. Причём интересно, что в присутствии тролокса 

происходит и сдвиг во времени этой второй вспышки, причём без достоверной 

потери её интенсивности. Указанное свойство экспериментальной системы 

проиллюстрировано рисунком 33, на котором показаны описанные вспышки для 

контрольной пробы и пробы, начальная концентрация тролокса в которой 

составляла 0,3 мкМ. 
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Рисунок 33. Сдвиг во времени второй вспышки ХЛ, сопровождающей катализируемую ЦитC-

ТОКЛ липопероксидазную реакцию, под воздействием тролокса. 

То есть можно сделать вывод, что тролокс препятствует всякому 

образованию свободных радикалов непосредственно сразу при добавлении 

перекиси. При этом он целиком или почти целиком расходуется, скорее всего, в 

первые несколько минут, а потом кинетика образования свободных радикалов 

происходит практически идентично той, что имеет место в контрольных образцах. 

Причём ХЛ-вспышки имеют такую же продолжительность, как и в контрольной 

пробе; отсюда делаем заключение, что общее время реакции с момента внесения 

перекиси водорода под действием тролокса дозозависимо увеличивается. 

Ввиду того что, в отличие от экспериментов с ДГК, мы не можем с 

уверенностью говорить о процессах, происходящих в экспериментальной пробе в 

начале реакции, ХЛ-кривые, полученные в эксперименте с тролоксом, мы не 

подвергали математической обработке с использованием выведенных функций на 

расходование C-334. Это обусловлено тем, что невозможно с уверенностью 

сказать, как в это время C-334 взаимодействовал с другими компонентами 

реакционной смеси; подробнее об этом – в параграфе раздела «Обсуждение 

результатов», соответствующем данному параграфу. 
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3.8 Угнетение хлорофиллином хемилюминесценции, сопровождающей 

катализируемую комплексом цитохрома c с кардиолипином 

квазилипоксигеназную реакцию 

Наряду с изучением ДГК и тролокса как ингибиторов свободнорадикального 

окисления липидов, катализируемого комплексом цитохрома c с кардиолипином, 

мы провели схожее исследование с производным хлорофилла. 

Наше желание провести эксперимент с производным хлорофилла 

обусловлено тем, что препараты на основе хлорофилла, как уже указывалось в 

обзоре литературы, обладают радиопротекторным действием [98-100]. А 

поскольку лучевое поражение во многом обусловлено процессами перекисного 

окисления липидов [127, 246, 452], то мы поставили задачу методом регистрации 

хемилюминесценции с использованием хинолизидинового производного кумарина 

изучить подавление производным хлорофилла ПОЛ. 

Данный эксперимент заключался в исследовании на молекулярной модели 

методом регистрации усиленной C-334 хемилюминесценции воздействия 

хлорофиллина (водорастворимого продукта омыления хлорофилла) на окисление 

липидов, вызванное квазилипоксигеназной реакцией, катализируемой комплексом 

ЦитC-ТОКЛ. Липидным субстратом в настоящем исследовании выступал бычий 

кардиолипин, подвергнутый медленному окислению для появления в его структуре 

гидропероксидных группировок, являющихся субстратом квазилипоксигеназной 

реакции. 

Таким образом, в ходе описываемого исследования была зарегистрирована 

хемилюминесценция реакционной смеси, содержащей ЦитC-ТОКЛ при 

соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30, препарат липопероксидов, полученный путём 

медленного окисления бычьего кардиолипина, и препарат хлорофиллина 

различных концентраций. На основании полученных хемилюминограмм была 

вычислена светосумма за первые 300 секунд реакции. Также была 

зарегистрирована ХЛ пробы, содержащей только ТОКЛ, препарат липопероксидов 

и C-334, но не содержащей ЦитC. Эта проба выполняет роль контроля на 

пероксидазу. В этой пробе максимальное значение интенсивности ХЛ составило 
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0,227 В, а светосуммы за 300 секунд – 31,89 В. Эти значения меньше 

соответствующих значений, полученные в других пробах. Помимо всего прочего 

это показывает то, что ХЛ в применяемой модельной системе обусловлена 

квазилипоксигеназной активностью ЦитC-ТОКЛ, а не просто реакцией 

диспропорционирования липопероксильных радикалов, имеющих место в образце 

окисленного БКЛ. 

Статистическую обработку мы проводили с использованием t-критерия 

Стьюдента при доверительной вероятности 0,99. Для проведения вычислений 

использовался пакет «Анализ данных» в составе программного обеспечения «MS 

Excel 2016» с применением инструмента анализа «Описательная статистика» при 

уровне надёжности 99%, для каждого состава проб было проведено 8 измерений. 

Проверка гипотезы о нормальном распределении полученных данных для каждой 

концентрации хлорофиллина была проведена по общепринятой методике с 

использованием критерия согласия Пирсона с использованием программного 

обеспечения «MS Excel 2016». 

Результаты эксперимента по изучению влияния хлорофиллина на 

хемилюминесценцию, сопровождающую катализируемую ЦитC-ТОКЛ 

квазилипоксигеназную реакцию, показаны на рисунке 34. 

 

Рисунок 34. А. Интенсивность хемилюминесценции системы 10 мкМ ЦитC, 

300 мкМ тетраолеилкардиолипин, 25 мкМ C-334, 150 мкМ (в пересчёте на окисленный БКЛ) 

липопероксиды в присутствии указанных в легенде концентраций хлорофиллина 

Б. Светосумма для указанной системы за первые 5 минут реакции, *достоверное отличие от 

значения контроля при P=99%. 

На основании представленных на рисунке 34 данных можно сказать, что 

хлорофиллин в концентрациях, равных и превышающих 1,56 мкМ с 
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достоверностью 99% угнетает хемилюминесценцию, сопровождающую 

квазилипоксигеназную реакцию, катализируемую ЦитC-ТОКЛ. Это подавление 

хемилюминесценции может свидетельствовать о достоверном ингибировании 

хлорофиллином каскада реакций перекисного окисления липидов. Полученный 

вывод вполне согласуется с литературными данными. Так авторы [98], 

проводившие химическую оценку интенсивности протекания процесса 

перекисного окисления липидов у мышей, подвергнутых воздействию γ-излучения, 

путём определения концентрации малонового диальдегида, наблюдали сниженное 

содержание этого маркёра у мышей, которые получали препарат хлорофилла, в 

сравнении с мышами, которые его не получали. 

На рисунке 35 показан график зависимости светосуммы от начальной 

концентрации хлорофиллина в пробе. Нижняя прямая линия соответствует 

значению светосуммы, полученному для пробы, не содержащей ЦитC (принята за 

значение, соответствующее полному подавлению ферментативно-запущенного 

свободнорадикального окисления липидов). Согласно представленному на 

рисунке 35 графику, концентрация хлорофиллина, вызывающая половинное 

тушение хемилюминесценции, составляет примерно 3,7 мкМ. 

 

Рисунок 35. Графическое определение концентрации хлорофиллина, вызывающей половинное 

тушение ХЛ, индуцированной ЦитC-ТОКЛ, составившей 3,7 мкМ. Нижняя пунктирная линия – 

значение светосуммы для пробы, не содержащей ЦитC (контроль на пероксидазу).  
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4 ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

4.1 Использование обратимости изменения конформации цитохрома c под 

действием метанола применительно к настоящей работе 

Исследование обратимости действия метанола на структуру цитохрома c 

проведено потому, что на определённых этапах выполнения некоторых 

экспериментов, результаты которых изложены в настоящей диссертационной 

работе, имела место достаточно высокая концентрация этого спирта. При этом 

низкомолекулярные спирты вызывают изменение структуры белков, 

заключающееся в частичном развёртывании глобул вследствие дегидратации 

белков [208]. Очевидно, что ЦитC в вышеупомянутых случаях меняет свою 

конформацию, что может повлиять на адекватность полученных 

экспериментальных данных. Заметим, к слову, что координационная связь между 

гемовым железом и атомом серы Met80 за счёт изменения конформации молекулы 

ЦитC имеет место и при образовании комплекса с кардиолипином [24, 40, 41]. 

Нами с помощью пакета «MS Excel 2016» была проведена обработка 

представленных на рисунке 12 данных, полученных в ходе эксперимента, 

проведённого на базе факультета фундаментальной медицины МГУ имени 

М.В. Ломоносова совместно с Г.К. Владимировым и представленных в 

соответствующем разделе статьи [109]. В результате обработки данных 

установлено, что при разбавлении раствора ЦитC с объёмной долей метанола 50% 

в 5 раз восстановилось, судя по значению поглощения, (93,69±1,04)%n=5;p=0,95 

железо-серных связей. При этом необходимо указать, что за 100% нами было взято 

значение поглощения 10 мкМ раствора ЦитC, в котором полностью отсутствует 

метанол, а в опытной пробе его объёмная концентрация составляет 10%. Это 

свидетельствует о допустимости использования метанольных растворов без риска 

искажения результатов вследствие нарушения метанолом молекулярной структуры 

ЦитC. Следует отметить, что при проведении всех экспериментов мы старались 

придерживаться такого алгоритма, при котором концентрация метанола в пробе на 

всех этапах опыта была бы минимальной. 
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4.2 Обусловленность хемилюминесценции системы цитохром c–кардиолипин 

ферментативной активностью цитохрома c 

Подозрение на то, что наблюдаемая нами хемилюминесценция в системе 

цитохром c–кардиолипин может быть обусловлена ионами Fe2+, появилось 

вследствие того, что полученная нами кинетика ХЛ в присутствии комплекса 

цитохрома c с кардиолипином оказалась схожей с кинетикой, полученной ранее в 

системе, где хемилюминесценция запускалась ионами Fe2+ [21]. Кроме того, в 

пользу возможности участия ионов Fe2+ в наблюдаемой ХЛ выступают работы, в 

которых показано, что цитохром с разрушается под действием перекиси водорода 

[40] и гидроперекисей липидов [23] и что действие некоторых гемопротеинов 

обусловлено именно выходом ионов Fe2+ из гема [262]. 

Возможность вклада свободного железа в хемилюминесценцию, 

наблюдаемую в системе цитохром c–кардиолипин в настоящей работе 

определялась путём сопоставления влияния комплексонов на железо (о-

фенантролин и ЭДТА) на хемилюминесценцию в присутствии липидного 

субстрата (соевого лецитина), запускаемую ионами Fe2+ или пероксидазой хрена, и 

влияния тех же комплексонов на ХЛ, наблюдаемую в данной системе. 

Предполагалось, что комплексоны будут подавлять ХЛ, запускаемую ионами Fe2+, 

и не будут подавлять ХЛ, запускаемую пероксидазой хрена. 

Стоит отметить, что концентрации ПХ и ЦитС были одинаковыми (10 мкМ), 

а концентрация Fe2+ составляла 91 мкМ. Выбор такой концентрации железа был 

обусловлен тем, что ионы железа такой концентрации давали амплитуду ХЛ такую 

же, как упомянутые белки в концентрации 10 мкМ. Отсюда следует, что 

квазилипоксигеназный эффект от свободных ионов Fe2+почти в 10 раз меньше, чем 

от пероксидаз. А поскольку ПХ является классической пероксидазой, то сходство 

ХЛ в системах ЦитС–кардиолипин и соевый лецитин–ПХ (то, что ХЛ, 

сопровождающая ПОЛ, не подавляется о-фенантролином и ЭДТА, связывающими 

ионы железа) можно вполне считать доказательством того, что комплекс 

цитохрома c с кардиолипином функционально является ферментом-пероксидазой, 

активность которой можно оценивать на основании анализа ХЛ. 
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4.3 Хинолизидиновые производные кумарина как активаторы 

хемилюминесценции в процессе квазилипоксигеназной и липопероксидазной 

реакций, катализируемых комплексом цитохрома c с кардиолипином 

Перед непосредственным обсуждением полученных данных, на наш взгляд, 

необходимо сказать несколько слов о применяемой нами методике регистрации 

спектров оптической плотности для изучения участия хинолизидиновых 

производных кумарина в липопероксидазной реакции. Регистрируя серию 

спектров, можно мониторить изменения оптической плотности на многих длинах 

волн, оценивая возможность образования новых окрашенных продуктов. В этом 

заключается преимущество регистрации спектров по сравнению с регистрацией 

значения оптической плотности на одной длине волны, хотя при этом и резко 

сокращается количество измерений для конкретной длины волны. Также заметим, 

что, анализируя две длины волны из одного спектра, можно получить более 

достоверные значения концентраций веществ, чем при регистрации значений 

поглощения на двух длинах волн при двух измерениях аналогичных проб, так как 

возможная ошибка экспериментатора при приготовлении этих проб будет вносить 

искажения. А при анализе спектра поглощения экспериментатор имеет дело с 

одной и той же пробой. Однако при регистрации серии спектров одной пробы 

встаёт задача выбора оптимальных значений временных промежутков между 

измерениями: с одной стороны, необходимо получить достаточное количество 

измерений оптической плотности на конкретных длинах волн, а значит – и 

значений концентраций вещества, а с другой – важно не «утонуть» в данных. 

Поэтому при регистрации большинства серий спектров поглощения мы выбирали 

разные промежутки времени между изменениями на разных этапах реакции 

(продолжительность регистрации спектра всегда равнялась 1 минуте): первые семь 

измерений, когда уменьшение концентрации веществ было максимальным, мы 

проводили с 10-секундными интервалами, следующие 23 – с минутными, далее – 

ещё 26 измерений, когда кривая уменьшения концентрации практически 

становится параллельной оси абсцисс, – с двухминутными интервалами. Указанная 

спектрофотометрическая методика для оценки химического участия активатора 
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хемилюминесценции в липопероксидазной реакции была запатентована в России с 

присвоением номера 2720807 C1 [113]. 

По описанной выше методике мы регистрировали все серии спектров, 

представленные в параграфах «3.4.2 Спектрофотометрический анализ участия 

хинолизидиновых производных кумарина в пероксидазной реакции, 

катализируемой комплексом цитохрома c с тетраолеилкардиолипином», 

«3.4.3 Спектрофотометрический анализ участия хинолизидиновых производных 

кумарина в квазилипоксигеназной и липопероксидазной реакциях, 

катализируемых комплексом цитохрома c с кардиолипином» и «3.6 Разрушение 

цитохрома c, находящегося в комплексе с кардиолипином, при осуществлении 

катализа липопероксидазной реакции» за исключением серии спектров 

поглощения смеси, в которой протекает пероксидазная реакция, катализируемая 

ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:60 в присутствии C-334, и 

липопероксидазная реакция, катализируемая ЦитC-ТОКЛ при соотношении 

ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии фосфатидной кислоты без добавления 

кумаринового производного и с добавлением C-334. 

Теперь перейдём непосредственно к обсуждению свойств производных 

кумарина как активаторов ХЛ, сопровождающей ферментативное ПОЛ. 

Как уже отмечалось в разделе «3.5 Анализ хемилюминесценции, 

сопровождающей катализируемые комплексом цитохрома c с кардиолипином 

реакции», в системе, состоящей из 215 мкМ перекиси водорода, производного 

кумарина и ЦитC-ТОКЛ, хинолизидиновые производные кумарина расходуются. 

При этом ХЛ наблюдается лишь в том случае, когда соотношение ЦитC:ТОКЛ 

равно 1:30, а когда оно равно 1:60, свечения практически нет. Этот факт, наряду с 

тем, что в случае квазилипоксигеназной реакции наблюдается ХЛ, а концентрация 

кумаринового производного почти не снижается (рис. 19–21В,Д, рис. 24А,В,Д), мы 

рассматриваем как доказательство того, что и в случае ферментативного запуска 

ПОЛ производные кумарина являются физическими активаторами ХЛ, подобно 

тому, как они усиливают свечение и в системах, в которых этот процесс запускают 

свободные ионы Fe2+ – при переходе в основное состояние из синглетного 



101 

возбуждённого, в которое они перешли в следствие триплет-синглетного переноса 

энергии ЭВС с кетоновых молекул, образовавшихся вследствие 

дипропорционирования липопероксильных радикалов по механизму Расселла 

[374]. А их взаимодействие с цитохромом c, выступающим в роли фермента-

пероксидазы, не сопровождается ХЛ в присутствии перекиси водорода, в отличие, 

скажем, от люминола [200], являющегося химическим активатором ХЛ.  

Заметим, что на графиках, представленных на рисунке 22А,В,Г, 

иллюстрирующих корреляцию между концентрацией производного кумарина и 

интенсивностью ХЛ, сопровождающей катализируемую ЦитC-ТОКЛ при 

соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 пероксидазную реакцию в отсутствии фосфатидной 

кислоты (ФК), интенсивность ХЛ падает вместе со снижением концентрации 

производного кумарина; никаких дополнительных вспышек, которые могли бы 

быть связаны с испусканием фотонов продуктами взаимодействия кумаринового 

производного с ЦитC, нет. А данная ХЛ является, по нашему мнению, результатом 

окисления ТОКЛ, которое, хоть и в крайне незначительной степени, но всё-таки 

имеет место. 

Считаем нужным отметить, что при отсутствии ФК и H2O2 в этой системе ХЛ 

не была зарегистрирована вовсе, но концентрация производных кумарина, хоть и 

крайне медленно, но снижалась при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 (рис. 15Д, 16Д, 

22Д), не снижаясь при этом в случае соотношения, равного 1:60 (рис. 17Д). При 

этом в случае соотношения ЦитC:ТОКЛ, равного 1:60, ХЛ, сопровождающая 

пероксидазную реакцию, имела более низкую интенсивность в сравнении с той, что 

сопровождает эту реакцию, катализируемую ЦитC-ТОКЛ при соотношении 

ЦитC:ТОКЛ 1:30 (рис. 22, 23). Это говорит, во-первых, о том, что ТОКЛ во втором 

случае окисляется интенсивнее, чем в первом, и, во-вторых, о том, что кумариновое 

производное не может прореагировать с ЦитC, связанным с бо́льшим числом 

молекул кардиолипина. Видимо, большое количество молекул кардиолипина, 

связанных с ЦитC, создаёт стерическое препятствие для окисления друг друга и 

для взаимодействия с кумариновым производным. Хотя при добавлении в систему 

H2O2 концентрация кумаринового производного начинает резко 
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понижаться (рис. 22Б), то есть олеиловые «хвосты», торчащие в стороны от 

белковой глобулы, для молекулы производного кумарина уже не являются 

препятствием. Но при этом, если судить по хемилюминесценции, ТОКЛ всё равно 

не окисляется, хотя соотношение ЦитC:кардиолипин, равное 1:60, входит в 

диапазон, способствующий максимальному проявлению ЦитC липопероксидазной 

активности [36]. Однако, видимо, большое количество олеилов делают 

недоступными для окисления свои двойные связи, расположенные в центре ацила, 

вдали от ω-атома. Это можно считать дополнительным аргументом в пользу 

целесообразности использования ТОКЛ в качестве кардиолипина-кофактора ЦитC, 

который в условиях конкретной задачи должен быть трудноокисляемым. 

4.4 Предполагаемый механизм участия хинолизидиновых производных 

кумарина в катализируемой комплексом цитохрома c с кардиолипином 

липопероксидазной реакции. 

Хотя тезис о том, что «производные кумарина являются субстратами в 

липопероксидазной реакции, катализируемой комплексом ЦитC с 

кардиолипином», ранее уже встречался в литературе [25, 105-107, 114], до 

настоящей работы не было получено ответа на вопрос, каков же молекулярный 

механизм участия производных кумарина в каталитическом пероксидазном цикле 

и принимают ли они участие в квазилипоксигеназном каталитическом цикле. 

Из данных, представленных на рисунках 15–24, следует, что 

хинолизидиновые производные кумарина являются субстратами катализируемой 

комплексом ЦитC с кардиолипином пероксидазной реакции. Очевидно, что 

механизм их участия в ней сводится к роли субстрата одной из форм фермента-

пероксидазы, которым является цитохром c, связанный с кардиолипином, в ходе 

определённых реакций пероксидазного цикла, описанного в параграфе «1.3.3.2 

Пероксидазная функция комплекса цитохрома c с кардиолипином» и 

представленного в графическом виде на рисунке 6. 

Производные кумарина не могут быть субстратами реакции 1 с рисунка 6 в 

силу того, что именно в присутствии перекиси водорода их расход идёт наиболее 

интенсивно, следовательно, перекись водорода способствует появлению форм 
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пероксидазы, реагирующих с кумариновым производным. Таким образом, 

хинолизидиновые производные кумарина являются субстратом реакции, 

субстратом которой также являются и липидные молекулы. 

Первоначально мы предположили, что с производными кумарина 

взаимодействуют компаунд 1 и компаунд 2, и схема участия производных 

кумарина в пероксидазной цикле имеет вид (CoumarinH и Coumarin• – исходная 

(восстановленная) и окисленная формы производного кумарина): 

Феррицитохром c + H2O2 → Compound 1 + H2O 

Compound 1 + CoumarinH → Compound 2 + Coumarin• 

Compound 2 + CoumarinH → Феррицитохром c + Coumarin•     (28) 

Данный механизм мы представили в совместной с нашими коллегами из 

МГУ имени М.В. Ломоносова публикации [109]. В пользу схемы (28) выступает 

исследование участия в пероксидазной цикле люминола, проведённое авторами 

[200], в работе которых указывается на возможность окисления люминола и под 

действием компаунда 1, и под действием компаунда 2. То есть схема (28) – это 

аналогия с люминолом, приведённая для кумаринового производного. 

Однако впоследствии, в ходе актуального исследования, лёгшего в основу 

данной работы, мы были вынуждены кардинальным образом изменить своё 

мнение. Это стало результатом проведённых нами экспериментов с добавлением в 

реакционную смесь, помимо комплекса ЦитC-ТОКЛ, производного кумарина и 

H2O2, ещё и фосфатидной кислоты как легкоокисляемого липидного субстрата 

(рис. 19–21, 24). 

Проанализировав изменение концентрации хинолизидиновых производных 

кумарина в ходе квазилипоксигеназной реакции (рис. 19–21В) и в ходе 

липопероксидазной реакции (рис. 19–21Г), нетрудно заметить, что значительное 

уменьшение концентрации кумариновых производных наблюдается лишь в случае 

липопероксидазной реакции. Это позволяет (помимо того, что хинолизидиновые 

производные кумарина не принимают участия в квазилипоксигеназном 

каталитическом цикле) также сделать ещё два важных вывода. Во-первых, 
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полученные результаты проливают свет на механизм катализа 

квазилипоксигеназной реакции: в ходе неё из ферриформы пероксидазы образуется 

сразу компаунд 2, а не компаунд 1. Подробно это изложено в параграфе «4.6.2 

Предполагаемый механизм катализа квазилипоксигеназной реакции» с 

графическим представлением этого механизма на рисунке 37Б. В данном параграфе 

на этом останавливаться не будем, а уделим внимание только механизму участия 

кумариновых производных в каталитическом пероксидазном цикле. Во-вторых, мы 

предположили, что основным механизмом участия хинолизидиновых производных 

кумарина в пероксидазном цикле является их взаимодействие только с компаундом 

1, без взаимодействия с компаундом 2. Собственно, хинолизидиновые 

производные кумарина не расходуются в ходе квазилипоксигеназной реакции 

именно потому, что в этом случае в системе отсутствует компаунд 1, который 

может провзаимодействовать с кумариновым производным во время превращения 

в компаунд 2. Таким образом, механизм, представленный на схеме (28), на наш 

взгляд, не соответствует истине, и схему следует привести в следующий вид: 

 

Если говорить о дальнейших реакциях, в которые может вступить 

компаунд 2, то он может лишь провзаимодействовать либо по реакции 4a с рисунка 

6 с ацилом, способствуя образованию липидного радикала, запускающего каскад 

реакций ПОЛ, сопровождающийся в конечном итоге в том числе и высвечиванием 

фотонов, регистрируемых хемилюминометром, либо же – с молекулой перекиси 

водорода по реакции 11 с рисунка 6 или по реакции 4b – с супероксидным анион-

радикалом •O2
–. К слову, в экспериментах без добавления ФК в систему, скорее 

всего, пероксидазный цикл осуществляется именно таким образом, поэтому расход 

производных кумарина отмечается и в случае, когда дополнительный 

легкоокисляемый субстрат в системе отсутствует. 

Вызывает интерес снижение концентрации C-314, C-334 и C-525 в 

отсутствии и H2O2 и ФК (в случае присутствия последней расхода почти нет 

Феррицитохром c + H2O2 → Compound 1 + H2O

Compound 1 + CoumarinH → Compound 2 + Coumarin•

Compound 2 + CoumarinH → (29)



105 

(рис. 19–21В)), проиллюстрированное на рисунках 15Д, 16Д и 18Д, в присутствии 

ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ, равном 1:30. В случае соотношения 

1:60 расхода нет (рис. 17Д). Мы считаем, что это вызвано стерическим 

препятствием со стороны олеилов из состава ТОКЛ. К сожалению, чёткого ответа 

на этот вопрос мы пока не нашли. Весьма сомнительно, что хинолизидиновые 

производные кумарина могут взаимодействовать с феррицитохромом c. Конечно, 

можно, к примеру, предположить, что препарат ТОКЛ содержал какую-то долю 

липидных гидроперекисей и в системе шла квазилипоксигеназная реакция. Однако, 

во-первых, производные кумарина, как уже указывалось, почти не расходуются в 

ходе неё (рис. 19–21В), а во-вторых, эта реакция абсолютно не сопровождалась ХЛ, 

которая обязательно имеет место при ПОЛ, запущенном в процессе 

квазилипоксигеназной реакции. Да и препарат ТОКЛ, до экспериментов 

хранящийся в надлежащих условиях (в запаянной ампуле при температуре –20°C), 

в силу своей трудноокисляемости вряд ли мог содержать в своём составе 

липопероксиды. Таким образом, поднятый вопрос остаётся открытым. Однако, 

если говорить не о возможных реакциях хинолизидиновых производных кумарина 

с ЦитC, а в контексте изыскания корректировки полученных с их использованием 

ХЛ-кривых в процессе изучения липопероксидазной активности комплекса ЦитC с 

кардиолипином, то этот вопрос вполне можно оставить и без внимания: ведь при 

изучении данного явления в реакционной смеси всегда будет присутствовать 

липидный субстрат, подходящий для катализируемой ЦитC реакции. 

А в случае катализируемой цитохромом c ферментативной 

липопероксидазной реакции, по нашему мнению, хинолизидиновые производные 

кумарина взаимодействуют с компаундом 1, а образовавшийся при этом компаунд 

2 реагирует с ацилом, переходя при этом в феррицитохром c, с образованием 

липидного радикала. Графически этот процесс представлен на рисунке 36. Реакцию 

взаимодействия компаунда 1 с производным кумарина мы обозначили как реакцию 

3c, альтернативную реакциям 3a и 3b с рисунка 6, в которые может вступать данная 

форма фермента-пероксидазы. 
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Рисунок 36. Предполагаемая схема участия хинолизидиновых производных кумарина в 

пероксидазном каталитическом цикле. Номера реакций соответствуют рисунку 6. 

Ввиду того что целью настоящей работы является изыскание корректного 

способа использования хинолизидиновых производных кумарина при изучении 

функций комплекса ЦитC с кардиолипином, у читателя может возникнуть вопрос: 

насколько корректно использование этих веществ, даже с учётом того, что их 

взаимодействие с пероксидазой не сопровождается люминесценцией, ведь 

производное кумарина в пероксидазном цикле занимает место субстрата, которым 

в живой клетке является молекула липида? Отвечая на данный вопрос, заметим, 

что вряд ли план какого-либо будущего эксперимента будет содержать сравнение 

усиленной производными кумарина и собственной ХЛ системы. К примеру, если 

целью экспериментатора является установление влияния какого-нибудь 

антиоксиданта на запускаемую комплексом ЦитC с кардиолипином липидную 

пероксидацию, и, допустим, экспериментатор регистрирует у контрольной пробы 

собственную ХЛ, а у проб с добавлением антиоксидантов – усиленную 

кумариновыми производными, то подобный эксперимент сам по себе уже 

содержит методологическую ошибку: сравниваемые пробы должны отличаться 

лишь концентрацией антиоксиданта (в контрольной пробе она равна нулю). А 

поскольку производное кумарина присутствует во всех пробах, то оно если и 

притормаживает образование триггерных для липидной пероксидации радикалов 

H2O2

H2O

CoumarinH

RH

Coumarin•

R• , H2O

1

3с

4а

Феррицитохром c
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липида, то везде одинаково. И этот эффект влияния сократится при вычислении 

значения подавления ХЛ антиоксидантом. 

Применение функций поправочных на уменьшение концентрации 

активатора хемилюминесценции коэффициентов необходимо в случае проведения 

анализа скорости интенсивности свободнорадикальных реакций в различные 

моменты времени. Эта необходимость объясняется снижением интенсивности 

регистрируемой ХЛ в системе, в связи со снижением концентрации кумариновых 

производных. Однако при этом свободнорадикальные реакции могут идти в 

системе с той же, а может быть, и с бо́льшей скоростью. Но, видя снижение 

интенсивности ХЛ по сравнению с той, что была в начале регистрации, 

экспериментатор может прийти к ложному выводу, что скорость 

свободнорадикальной реакции упала. Подобного артефакта снижения 

интенсивности ХЛ во времени не наблюдалось бы, если бы производные кумарина 

не являлись бы субстратами ферментативной липопероксидазной реакции. И, 

собственно, исходя из того, что при использовании производных кумарина при 

изучении свойств комплекса ЦитC с кардиолипином исследователи 

руководствовались ложным постулатом об их химической инертности, результаты 

анализа кинетики катализируемой им липопероксидазной реакции, проведённого 

авторами [30, 37, 52, 53], нельзя считать полностью адекватными. 

4.5 Поправочные функции, учитывающие разрушение кумариновых 

активаторов в ходе ферментативной липидной пероксидации 

Для выведения корректирующей функции учёта уменьшения концентрации 

хинолизидиновых производных кумарина в процессе катализируемых комплексом 

ЦитC с кардиолипином реакций необходимо в первую очередь определить 

константы скорости реакции разрушения этих веществ. Непосредственный 

механизм участия производных кумарина в указанных реакциях, на наш взгляд, что 

описано в предыдущем параграфе (рис. 36). Реакция кумаринового производного с 

компаундом 1 является реакцией второго порядка. Однако определение константы 

скорости реакции второго порядка сопряжено с трудностью проведения 

методологически правильного эксперимента: легко вычислить значение этой 
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константы можно лишь в том случае, когда концентрации реагентов равны друг 

другу, то есть необходимо добиться в модельной системе равенства концентрацией 

производного кумарина и компаунда 1 (не цитохрома c в целом, а именно 

цитохрома c в форме компаунда 1). Выполнение данного требования 

(подразумевающего помимо всего прочего проведения дополнительного 

обширного исследования с затратой большого числа дефицитных реактивов) с 

учётом наличной технической базы не представляется возможным. 

Однако, как уже указывалось в предыдущем разделе, главной нашей задачей 

является разработка корректной методики использования кумариновых 

производных при изучении ферментативной пероксидазной реакции. В виду этого 

мы считаем возможным пойти на ряд допущений. 

Несмотря на то, что непосредственного взаимодействия производных 

кумарина с H2O2 нет, доказательства чего приведены в наших работах [105, 108], 

рассматриваемую реакцию разрушения кумариновых производных можно в 

упрощённом виде представить как их окисление перекисью водорода, которое 

катализирует ЦитC-TOКЛ. При этом сам ЦитC-TOКЛ можно как бы «вынести за 

скобки», представив его как катализатор. Для этого напишем брутто-реакцию, 

которая происходит при одном полном прохождении пероксидазного цикла с 

участием хинолизидинового производного кумарина: 

𝐻2𝑂2 + 𝐶𝑜𝑢𝑚𝑎𝑟𝑖𝑛𝐻 + (𝐻)
Цит𝐶−ТОКЛ
→        2𝐻2𝑂 + 𝐶𝑜𝑢𝑚𝑎𝑟𝑖𝑛

•    (30) 

Если речь идёт о липопероксидазной реакции, то под (H) следует понимать 

липид, дающий в качестве продукта липидный радикал, а если рассматривать наши 

эксперименты без внесения ФК, то атом водорода поступает от второй молекулы 

H2O2, дающей в качестве продукта супероксидный радикал •O2
−. Реакцию (30) 

следует рассматривать как реакцию третьего порядка, однако в наших опытах 

концентрация хинолизидинового производного кумарина не менее, чем на порядок 

ниже, чем и концентрация перекиси водорода, и концентрация липидов. В связи с 

этом получается, что на фоне большой доли снижения концентрации C-314, C-334 

или C-525 доля снижения концентрации перекиси водорода и липидного субстрата 

в случае его наличия в системе ничтожна. Поэтому мы рассматривали реакцию (30) 
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для разрушения кумаринового производного как реакцию псевдопервого порядка. 

В связи с этим константу скорости окисления производного кумарина можно 

вычислять как константу скорости реакции первого порядка. 

Используя вычисленную константу скорости реакции первого порядка для 

разрушения хинолизидинового производного кумарина k, можно вывести 

зависимость значения их концентрации C от времени t при помощи 

общеизвестного уравнения для необратимой химической реакции первого порядка: 

𝐶 = 𝐶0𝑒
−𝑘𝑡      (31) 

, C0 – начальная концентрация, e – основание натурального логарифма. 

Размерность константы скорости первого порядка k равна обратным единицам 

времени. 

Принимая значение C0 в формуле (31) за единицу, мы получим функцию, 

характеризующую долю активатора хемилюминесценции, остающуюся в системе 

в момент времени t. А разделив единицу на эту функцию, мы получаем функцию 

поправочного коэффициента Kcor на расход кумаринового производного: 

𝐾𝑐𝑜𝑟 =
1

𝑒−𝑘𝑡
= 𝑒𝑘𝑡       (32) 

Умножая на данные поправочные коэффициенты для соответствующих 

моментов времени зарегистрированные на хемилюминометре значения 

интенсивности люминесценции Jзарег., экспериментатор получит значения JП, какие 

бы были в эти моменты времени у интенсивности хемилюминесценции, если бы 

хинолизидиновые производные кумарина не расходовались в процессе реакции. 

Поправочная функция в общем виде выглядит следующим образом: 

𝐽П = 𝐽зарег.𝑒
𝑘𝑡 = 𝐾𝑐𝑜𝑟𝐽зарег.       (33) 

В силу того, что приведённый способ выведения поправочной функции 

включает в себя ряд допущений, мы считаем целесообразным в некоторых 

системах выводить различные функции для различных временных отрезков от 

начала реакции. И если временной диапазон начинается не с момента запуска 

реакции, то в формуле (33) появляется дополнительный коэффициент A, который 

равен частному единицы и доли активатора ХЛ, остающейся в системе на момент 
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времени, равный первому значению временно́го диапазона. Поправочная функция 

для интенсивности ХЛ на уменьшение концентрации хинолизидинового 

производного кумарина с учётом этого приобретает вид: 

𝐽П = 𝐴𝐽зарег.𝑒
𝑘𝑡      при t(t1;t2]     (34) 

, где при t1 = 0  A = 1, а при t1  0  A  1. 

Вначале представим вычисленные значения констант скорости и выведенные 

корректирующие функции для систем, в которых протекает пероксидазная 

реакция, катализируемая комплексом ЦитC-ТОКЛ, без внесения дополнительного 

липидного субстрата в виде легкоокисляемой фосфатидной кислоты. Данные 

экспериментов на этих моделях проиллюстрированы на рисунках 15–18, 22 и 23. 

Константа скорости реакции разрушения C-314 в ходе катализируемой ЦитC-

ТОКЛ пероксидазной реакции при начальном соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 равна 

(0,00455±0,00211) с−1 при t(0;181,4] с и (0,00139±0,00007) с−1 при 

t(181,4;581,4] с, а поправочная функция на разрушение C-314 имеет вид: 

JП=Jзарег.e
0,00455t  при t(0;181,4] с 

JП=1,7604Jзарег.e
0,0014t  при t(181,4;581,4] с     (35) 

Константа скорости реакции разрушения C-334 в ходе катализируемой ЦитC-

ТОКЛ пероксидазной реакции при начальном соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 равна 

(0,0039±0,0003) с−1 при t(0;252] с и (0,0015±0,0002) с−1 при t(252;581,4] с, а 

поправочная функция на разрушение C-334 в этой системе имеет вид: 

JП=Jзарег.e
0,0039t   при t(0;252] с 

JП=1,7862Jзарег.e
0,0015t   при t(252;581,4] с     (36) 

Константа скорости реакции разрушения C-334 в ходе катализируемой ЦитC-

ТОКЛ пероксидазной реакции при начальном соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:60 равна 

(0,00519±0,00377) с−1 при t(0;205] с и (0,00194±0,00017) с−1 при t(205;720] с, а 

поправочная функция на разрушение C-334 в этой системе имеет вид: 

JП=Jзарег.e
0,0052t   при t(0;205] с 

JП=1,9574Jзарег.e
0,0019t  при t(205;720] с    (37) 
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Константа скорости реакции разрушения C-525 в ходе катализируемой ЦитC-

ТОКЛ пероксидазной реакции при начальном соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 равна 

(0,00339±0,00155) с−1 при t(0;150] с и (0,00043±0,00012)  с−1 при t(150;583] с, а 

поправочная функция на разрушение C-525 в этой системе имеет вид: 

JП=Jзарег.e
0,0034t    при t(0;150] с 

JП=1,5597Jзарег.e
0,0004t   при t(150;583] с    (38) 

Теперь представим константы скорости реакции разрушения 

хинолизидиновых производных кумарина и функции для корректировки ХЛ-

кривых, полученные путём обработки данных с экспериментальных моделей 

квазилипоксигеназной и липопероксидазных реакций, свойственных живым 

системам. Таковыми моделями в нашей работе явились системы, в которых 

присутствовала ФК в качестве окисляемого фосфолипидного субстрата. Данные 

экспериментов на этих моделях проиллюстрированы рисунками 19–21 и 24. 

Константа скорости реакции разрушения C-314 в ходе катализируемой ЦитC-

ТОКЛ липопероксидазной реакции при начальном соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 

равна (0,0027±0,0006) с−1 при t(0;325] с, (0,00039±0,00012) с−1 при t(300;570] с, 

(0,00014±0,00002) с−1 при t(570;1200] с, (0,000065±0,000006) с−1 при 

t(1200;1905] с, (0,000031±0,000003) с−1 при t(1905;3600] с, а поправочная 

функция на разрушение C-314 в данной системе имеет вид: 

JП=Jзарег.e
0,0027t      при t(0;300] с     

JП=2,0081Jзарег.e
0,00039t      при t(300;570] с 

JП=2,3115Jзарег.e
0,00014t      при t(570;1200] с 

JП=2,5311Jзарег.e
0,00007t      при t(1200; 1905] с 

JП=2,6932Jзарег.e
0,00003t      при t(1905;3600] с           (39) 

Константа скорости реакции разрушения C-334 в ходе катализируемой ЦитC-

ТОКЛ липопероксидазной реакции при начальном соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 

равна (0,00439±0,00268) с−1 при t(0;230] с, (0,00132±0,00020) с−1 при 

t(230;580] с, (0,00063±0,00009) с−1 при t(580;930] с, а поправочная функция на 

разрушение C-334 в данной системе имеет вид: 
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JП=Jзарег.e
0,0044t    при t(0;230] с 

JП=1,9983Jзарег.e
0,0013t    при t(230;580] с 

JП=2,9327Jзарег.e
0,0006t     при t(580;930] с     (40) 

Константа скорости реакции разрушения C-525 в ходе катализируемой ЦитC-

ТОКЛ липопероксидазной реакции при начальном соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 

равна (0,0025±0,0017) с−1 при t(0;327] с, а поправочная функция на разрушение C-

314 в данной системе имеет вид: 

JП=Jзарег.e
0,0025t    (41) 

Обращаем внимание читателя на то, что представленные математические 

формулы рассчитывают поправку только на уменьшение концентрации 

производных кумарина, но не учитывают возможное свечение при реакции 

производного кумарина с пероксидазой. Однако в работе [25] приводится тезис об 

отсутствии этой люминесценции, который косвенно можно подтвердить и нашими 

данными (рис. 24), поэтому мы и предлагаем приведённые выше функции. 

4.6 Цитохром c как факультативная пероксидаза 

В силу того что ЦитC проявляет пероксидазную активность только в 

определённых условиях (в живых клетках таковым является его связывание с 

кардиолипином) называть его классической пероксидазой нельзя. В обзоре [423] по 

отношению к нему наряду с гемоглобином, цитоглобином, миоглобином и другим 

белкам со схожими свойствами применяется термин «псевдопероксидаза». Однако, 

на наш взгляд, данный термин не совсем уместен, так как механизм пероксидазной 

активности указанных выше белков, в целом, схож с таковым для классических 

ферментов-пероксидаз, а образующиеся продукты реакции взаимодействия 

фермента с пероксидазой идентичны как для этих белков, так и для классических 

пероксидаз [166, 315]. А приставка «псевдо-» означает скорее что-то внешне 

похожее, лишь кажущееся, но не являющееся таковым. Поэтому по отношению к 

ЦитC и другим похожим белкам, на наш взгляд, больше подходит термин 

«факультативная пероксидаза». На рисунке 6 приведена схема механизма 

проявления белком пероксидазной активности, целиком и полностью 
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заимствованная из статьи [230]; приведённые на ней реакции справедливы как для 

классических, так и для факультативных пероксидаз, в том числе и для комплекса 

цитохрома c с кардиолипином. 

Механизмы этих реакций подробно изложены в работах [230, 370, 423] и 

описаны нами в обзоре литературы, поэтому не будем здесь на них 

останавливаться. В обзоре [423] приводятся частные отличия между реакциями 

классических и факультативных пероксидаз, называемых автором [423] 

псевдопероксидазами. В частности, приводятся сведения касательно того, что 

факультативные пероксидазы разрушаются в ходе проявления пероксидазной 

активности. Приводится мнение, что переход радикала с порфирина на апопротеин 

в составе компаунда 1 выводит пероксидазу из каталитического цикла, в то время 

как авторы [230] приводят схему (она изображена на рисунке 6), согласно которой 

данный процесс является обратимым и, кроме того, радикальная форма компаунда 

2 скорее будет содержать радикал не на порфирине, а в апопротеине. К слову, 

именно схематические изображения форм фермента-пероксидазы авторов [230] мы 

используем в настоящей работе при создании схем для иллюстрирования наших 

гипотез, выдвинутых по итогам экспериментов. В литературе в подавляющем 

большинстве случаев воздействие перекиси водорода на ЦитC оценивается по 

разрушению гемовой группировки [40, 291, 419], которое явно наблюдается при 

совместной инкубации ЦитC и H2O2. 

В настоящей диссертационной работе мы изучили разрушение 

железопорфирина в составе ЦитC в процессе катализа им пероксидазной реакции, 

определив константы скорости этого разрушения. Разрушение ЦитC, в целом, и 

гемовой группировки в его составе мы отождествляем потому, что именно она 

обуславливает проявление этим белком пероксидазной активности, являясь 

активным центром пероксидазы. Также нами была выдвинута гипотеза 

относительно механизма катализа квазилипоксигеназной реакции. 
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4.6.1 Разрушение цитохрома c, находящегося в комплексе с кардиолипином, 

при осуществлении катализа липопероксидазной реакции 

Перекись водорода оказывает деструктивное действие на белковые 

молекулы. Так, H2O2 ингибирует внеклеточную супероксиддисмутазу [240] и 

глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу [145]. Что же касается непосредственно 

гемовых белков, то в литературе отмечается их особая чувствительность к 

воздействию перекисью водорода [251, 291, 336, 376, 398]. Если говорить о ЦитC в 

этом аспекте, то все эксперименты по действию на него перекиси водорода можно 

разделить на две группы: те, в которых действию H2O2 подвергался свободный 

ЦитC, не обладающий пероксидазной активностью, и те, в которых ЦитC проявлял 

свойства фермента-пероксидазы посредством как его связывания с 

кардиолипином, так и посредством использования мутантных вариантов ЦитC, 

которые в свободном виде также обладают пероксидазной активностью. 

Естественно, адекватным будет лишь такой эксперимент, в котором в одинаковых 

условиях оценивается действие перекиси водорода и на свободный нативный 

ЦитC, и на ЦитC, проявляющий ферментативные пероксидазные свойства. 

Разрушение ЦитC при катализе пероксидазной реакции внимательным 

образом исследовалось авторами [40], однако в том исследовании соотношение 

ЦитC:кардиолипин при максимальном количестве кардиолипина составило 1:10, в 

то время как, согласно данным [36], для проявления пероксидазной активности 

ЦитC в полной мере, необходимо, чтобы на одну его молекулу приходилось более 

20 молекул кардиолипина. В одном из экспериментов, результаты которого 

представлены авторами [40], количество молекул фосфолипидов на одну молекулу 

ЦитC всё-таки было равно 20, однако половина из них – это молекулы 1,2-диолеил-

sn-глицеро-3-фосфохолина, которые, по данным самих авторов [40], сами по себе 

даже в соотношении 20 на 1 молекулу ЦитC, не вызывали увеличения скорости 

окисления белка в сравнении с пробой, содержащей только ЦитC и H2O2. А это в 

свете данных касательно факультативных пероксидаз, представленных в обзоре 

[423], означает, что в том случае активации пероксидазных свойств ЦитC не 

происходило вовсе. 
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Авторы [291] методом регистрации оптической плотности изучали 

разрушение в присутствии H2O2 мутантной формы ЦитC Y67H (замена тирозина в 

положении 67 на гистидин), обладающей пероксидазной активностью, 

предположив, что разрушение гемовой группировки ЦитC происходит главным 

образом при взаимодействии формы компаунда 1 с перекисью водорода. Однако 

отметим, что концентрация H2O2 в указанном эксперименте составляла 1 мМ, что 

превосходит значения, возможные в живой митохондрии. Наряду с этим в 

описываемой работе показано разрушение дикой формы ЦитC под воздействием 

H2O2, однако в том эксперименте концентрация перекиси составила 10 мМ. 

Следовательно, ввиду того, что дикий и мутантный вариант ЦитC, проявляющий 

пероксидазные свойства, авторами [291] подвергались действию перекиси 

водорода в концентрациях, отличающихся на порядок, оценивать различия в 

кинетике разрушения ЦитC в процессе появления им пероксидазной активности и 

при простой деструкции под действием перекиси водорода затруднительно. 

В настоящей работе мы провели это сравнение при использовании H2O2 с 

начальной концентрацией в системе, равной 215 мкМ. Во всех измерениях 

применялся дикий нативный вариант ЦитC, пероксидазная активность которого 

запускалась путём образования им комплекса с кардиолипином, подобно тому, как 

это происходит в митохондриях живых клеток. В опытных пробах ЦитC находился 

с указанным фосфолипидом в соотношениях, равных 1:60 и 1:30, в некоторые 

пробы с последним соотношением в качестве дополнительного липидного 

субстрата была внесена фосфатидная кислота (ФК), её начальная концентрация в 

системе равнялась 600 мкМ. 

Используя данные об уменьшении концентраций железопорфирина в составе 

молекулы ЦитC (рис. 28) мы определили константы скорости реакции первого 

порядка для его разрушения. Рассматривать это разрушение в качестве реакции 

первого порядка в данном случае уместно, так как концентрация ЦитC более, чем 

на порядок меньше концентрации H2O2. Разрушение цитохрома c в системе, где к 

нему добавлена только перекись водорода (Рис. 26–28А) является результатом 

просто действия H2O2 на белок, вернее – на содержащуюся в нём порфириновую 
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группировку гема. Разрушение же ЦитC в других рассматриваемых случаях – 

следствие проявления им пероксидазной активности. Мы предполагаем, что 

быстрое разрушение цитохрома c в этом случае, в сравнении с классическими 

пероксидазами [423], – это механизм защиты клеток от запуска программы 

апоптоза. 

Однако перед вычислением констант скорости разрушения 

железопорфирина ЦитC, находящегося в составе комплекса с ТОКЛ, мы 

определили её для разрушения в свободном ЦитC под действием H2O2. Эту 

реакцию мы рассмотрели двумя способами: 1) как реакцию первого порядка; 2) как 

реакцию нулевого порядка – в пользу этого свидетельствует визуальная близость 

функции уменьшения концентрации (Рис. 28А) к линейной, а также результат 

применения дифференциального метода Вант-Гоффа: результат округления до 

единиц углового коэффициента прямой, построенной в координатной плоскости 

зависимости натурального логарифма скорости реакции от натурального 

логарифма концентрации ЦитC для соответствующих моментов времени, равен 

нулю. Таким образом, мы получили значение константы скорости реакции первого 

порядка для разрушения железопорфирина в свободном ЦитC при действии 

215 мкМ H2O2, равное (0,000057±0,000001) с−1, и значение константы скорости 

реакции нулевого порядка, которое является применительно к данной реакции 

наиболее верным, равное (52,3±0,4)∙10−11 моль/л∙с. Относительная ошибка 

аппроксимации функции уменьшения концентрации ЦитC в ходе реакции, 

определённой как реакция нулевого порядка, составляет всего 0,3%. 

Далее мы определили константы скорости разрушения железопорфирина в 

составе ЦитC, находящегося в составе комплекса с ТОКЛ. Константы скорости 

реакции разрушения железопорфирина в составе ЦитC, определённые нами для 

первых минут реакции, составляют: для системы ЦитC-ТОКЛ при соотношении 

белок:липид 1:30 при внесении 215 мкМ H2O2 (0,00159±0,00007) с−1 при t(0;285] 

с и  (0,00101±0,00022) с−1 при t(285;615] с; при соотношении 1:60 – 

(0,00139±0,00007) с−1 при t(0;285] с и (0,00091±0,00018) с−1 при t(285;665] с; для 

системы ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 при внесении 600 мкМ 
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легкоокисляемой ФК и 215 мкМ H2O2 константа скорости реакции первого порядка 

для разрушения железопорфирина в составе ЦитC составляет (0,00262±0,00162) с−1 

при t(0;220] с, (0,00138±0,00031) с−1 при t(220; 500] с и (0,00084±0,00013) с−1 при 

t(500;710] с. 

То, что значения констант скорости первого порядка для разрушения 

железопорфирина в составе ЦитC при соотношениях ЦитC:ТОКЛ 1:30 и 1:60 

схожи, позволяет сделать вывод, что, достигнув оптимальных значений для 

активации пероксидазных свойств у ЦитC, соотношение ЦитC:кардиолипин 

внутри этих значений не особо влияет на скорость катализируемой ЦитC 

пероксидазной реакции, о чём можно судить по скорости разрушения самого ЦитC 

в ходе неё для первых двух систем. Отметим, что в случае, когда в систему не 

добавлена ФК, по нашему мнению, скорее всего, пероксидазный цикл протекает 

через реакции 3b, 11, 10, 4b с рисунка 6, а не через 3a и 4a, так как остатки 

олеиновой кислоты, имеющее место в ТОКЛ, должны давать липидные радикалы 

с большим трудом. Значение же константы скорости первого реакции разрушения 

железопорфирина в составе ЦитC, находящегося в комплексе с ТОКЛ в 

присутствии ФК выше. В данном случае как раз происходит липопероксидазная 

реакция, имеющая место в живых митохондриях. 

Читатель может обратить внимание на то, что разрушение ЦитC может 

привести к появлению в модельной системе свободного железа, катализирующего 

реакцию Фентона, запускающую в итоге неферментативное ПОЛ, которое будет 

добавлять интенсивность ХЛ в дополнение к той, которую обеспечивает 

липопероксидазная активность комплекса ЦитC с кардиолипином. На это ответим, 

что, во-первых, непосредственной количественной оценки, ХЛ, сопровождающей 

липопероксидазную реакцию, катализируемую комплексом цитохрома c с 

кардиолипином, длящейся более минуты в настоящей работе не проводилось, 

поэтому указанное возможное искажение ХЛ ни коем образом не влияет ни на один 

из наших выводов. А во-вторых, реакцию Фентона катализирует Fe2+ [58, 130], а 

при разрушении ЦитC в обсуждаемом случае в систему может выйти лишь Fe3+  
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4.6.2 Предполагаемый механизм катализа квазилипоксигеназной реакции 

Квазилипоксигеназная реакция – это реакция разложения липидной 

гидроперекиси. Данную реакцию может катализировать фермент-пероксидаза. 

Липоксигеназной реакцией же называют реакцию окисления жирной кислоты или 

её ацила по двойной связи до липидной гидроперекиси [178], то есть, по сути, 

реакцию образования потенциального субстрата квазилипоксигеназной реакции. 

Общие сведения на эту тему приведены в параграфе «1.3.3.2 Пероксидазная 

функция комплекса ЦитC с кардиолипином». 

Как уже указывалось в упомянутом параграфе, ранее были предположены 

два варианта механизма прохождения каталитического цикла при 

квазилипоксигеназной реакции [25]. Во-первых, посредством двуэлектронного 

окисления ферриформы пероксидазы с последующим её восстановлением 

посредством. Во-вторых, посредством одноэлектронного окисления ферриформы 

пероксидазы с последующим её восстановлением. Однако доказательств в пользу 

какого-нибудь определённого механизма в литературе не приводилось до 

настоящей работы. Описанные варианты квазилипоксигеназного каталитического 

цикла проиллюстрированы рисунком 37. 

 

Рисунок 37. Возможные механизмы квазилипоксигеназной реакции, катализируемой ЦитC. 

Номера реакций соответствуют таковым на рисунке 6.  

А. Механизм через двуэлектронное окисление пероксидазы с последующим восстановлением. 

Б. Механизм через одноэлектронное окисление пероксидазы с последующим восстановлением; 

мы считаем, что реакция протекает по данному механизму. 

Согласно нашим выводам, сделанным на основании данных о расходовании 

хинолизидиновых производных в ходе катализируемых комплексом ЦитC-ТОКЛ 
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квазилипоксигеназной и липопероксидазной реакций, представленных на рисунках 

19–21, квазилипоксигеназная реакция протекает преимущественно по второму 

механизму (Рис. 37Б). Данный вывод сделан на основании того, что 

хинолизидиновые производные кумарина расходовались только в ходе 

липопероксидазной реакции и почти не расходовались в процессе 

квазилипоксигеназной реакции. Имея описанные выше две гипотезы относительно 

механизма катализа квазилипоксигеназной реакции, мы выдвинули 

предположение, изложенное в параграфе «4.4 Предполагаемый механизм участия 

хинолизидиновых производных кумарина в катализируемой комплексом 

цитохрома c с кардиолипином липопероксидазной реакции», о том, что 

кумариновые производные взаимодействуют только с компаундом 1, не реагируя с 

компаундом 2 (схема представлена на рис. 36). Ввиду этого отсутствие уменьшения 

концентраций C-314, C-334 и C-525 во время квазилипоксигеназной реакции 

означает, что во время её каталитического цикла стадия компаунда 1 отсутствует, 

из чего следует, что квазилипоксигеназная реакция катализируется ферментом-

пероксидазой посредством не двуэлектронного, а одноэлектронного окисления 

ферриформы с последующим восстановлением путём радикального окисления 

липидной молекулы. 

Образовавшиеся в ходе указанной реакции липидный и липоксильный 

радикалы способны запустить каскад реакций ПОЛ, в результате которого в случае 

недостаточной работы антиоксидантных систем происходит разрушение 

митохондриальных мембран. Примечательно, что ЦитC, явно разрушаясь в ходе 

катализа пероксидазной реакции, практически не разрушается при катализе 

квазилипоксигеназной реакции (рис. 19–21В). Поэтому, на наш взгляд, вследствие 

этого процесса (конечно, при наличии достаточного числа липидных 

гидроперекисей) будет наблюдаться постоянный рост концентрации различных 

радикалов липидной природы. Причём образующиеся липидные радикалы могут 

превращаться в новые молекулы липогидропероксидов, которые запустят новое 

прохождение цитохромом c квазилипоксигеназного каталитического цикла, 
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которое не приведёт к инактивации ферментативных свойств этого белка, которое 

могло бы иметь место в случае реакции с перекисью водорода. 

То есть квазилипоксигеназная активность ЦитC может эффективно 

реализовать задачу разрыва митохондриальных мембран для последующего 

запуска апоптоза при условии, если митохондриальные фосфолипиды уже 

частично окислены до гидроперекисей. Таким образом, фразу, высказываемую 

многими авторами [57, 58, 82], что «апоптоз по митохондриальному пути 

запускается в результате нарушений в митохондриях, связанных с происходящими 

в них процессами окислительного стресса», можно пояснить следующим образом. 

В результате, к примеру, ошибок в работе III комплекса митохондриальной 

дыхательной цепи образуется супероксидный анионный радикал, дающий 

перекись водорода [58], которая может быть субстратом комплекса ЦитC с 

кардиолипином. В результате образуются липидные радикалы, окисляющиеся с 

образованием в том числе и липогидроперексидов, которые могут выступать в роли 

субстрата квазилипоксигеназной реакции. Причём липидные гидроперекиси не 

вызывают разрушения ЦитC, но обеспечивают образование под его действием 

новых липидных радикалов, которые также могут образовываться и при 

восстановлении ЦитC H2O2, которая, правда, способствует постепенной 

инактивации ферментативных свойств комплекса ЦитC с кардиолипином. То есть 

количественное содержание липидных гидропероксидов в составе мембран в 

данном случае мы можем считать основополагающим фактором, ответственным за 

развитие процесса деструкции митохондриальных мембран. Последние 

«работают», образно говоря, параллельно с ЦитC и запущенным им каскадом 

реакций ПОЛ, который постоянно обеспечивает его субстратом для 

квазилипоксигеназной реакции. 

Естественно, конечный суммарный исход этого процесса деградации 

мембран митохондрий зависит от того, успеют ли системы антиоксидантной 

защиты остановить его раньше, чем он примет необратимый характер, и сумеют ли 

в дальнейшем антиоксиданты обеспечить целостное состояние мембран. В связи с 

этим изучение действия антиоксидантов на запущенное комплексом ЦитC с 
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кардиолипином окисление липидов является перспективным направлением в 

разработке методов борьбы с патологическим апоптозом. Анализ данных наших 

экспериментов с антиоксидантами приведён в следующих параграфах. А 

изыскание способов ускорения упомянутых выше процессов деградации мембран 

с сравнении с работой антиоксидантных систем позволит разработать способ 

уничтожения опасных для организма клеток, что крайне необходимо при терапии 

онкологических заболеваний.  

4.7 Дигидрокверцетин и тролокс как ингибиторы катализируемой 

комплексом цитохрома c с к кардиолипином липопероксидазной реакции 

Исследования по воздействию антиоксидантами на липидную 

пероксидацию, запускаемую комплексом ЦитC с кардиолипином, уже проводились 

на базе кафедры Медицинской биофизики факультета фундаментальной медицины 

МГУ имени М.В. Ломоносова, причём исследовались в том числе и выбранные 

нами тролокс и дигидрокверцетин (ДГК) [25, 37, 52-54, 104, 111, 112]. Однако 

используемая в указанных работах модельная экспериментальная система, или 

способы обработки данных, или и то, и другое, на наш взгляд, дают не вполне 

корректные результаты. Поэтому мы провели повторное исследование с 

указанными антиоксидантами. Если говорить об экспериментальных моделях, то 

увеличение квантового выхода ХЛ в указанных выше работах осуществлялась за 

счёт использования либо люминола [37, 53], вступающего различным образом в 

непосредственное химическое взаимодействие с компонентами исследуемой 

системы с высвечиванием фотонов, либо С-525 [53], который, во-первых, может 

проявлять антиоксидантное действие [264] за счёт наличия в своей 

структуре (рис. 9) бензимидазольной группировки, и это могло исказить 

результаты. А, во-вторых, С-525 был использован авторами [53] в концентрации, 

равной 120 мкМ, в то время как в используемой в указанной работе среде 

фосфатного буфера данное вещество не растворяется в концентрациях, 

превышающих 50 мкМ (среди трёх изучаемых нами кумариновых производных 

именно C-525 имеет наименьшую растворимость), поэтому адекватность 

результатов подобных измерений ХЛ при такой большой концентрации С-525 в 
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системе вызывает большие сомнения. В нашем исследовании в качестве усилителя 

ХЛ был использован С-334, в своей структуре не содержащий бензимидазольной 

группы, да и к тому же обладающий наилучшей растворимостью среди 

кумариновых производных, эксперименты с которыми проводились в ходе 

выполнения нашей работы, и взятый в концентрации 25 мкМ. 

Кроме того, используемая нами молекулярная модель хорошо отражает 

процессы, имеющие место в митохондриях живых клеток в силу того, что мы 

использовали природный кардиолипин, выделенный из сердца быка. Соотношение 

ЦитC:БКЛ в нашей системе составляло 1:60. Это соотношение само по себе входит 

в диапазон значений, обеспечивающих оптимальное проявление ЦитC свойств 

фермента-пероксидазы [36]. В нём заложено достаточно кардиолипина для того, 

чтобы он и выступал в роли липидного субстрата ЦитC, и при этом оставался в 

нужном количестве для того, чтобы выступать в роли кофактора, обеспечивающего 

проявление ЦитC пероксидазных свойств (напомним, что окисленный 

кардиолипин теряет сродство к ЦитC [256]): кардиолипин может долгое время 

расходоваться без риска ослабления пероксидазных свойств ЦитC, ведь даже при 

соотношении ЦитC:БКЛ, равном 1:30, указанный белок в полной мере сохраняет 

свойства фермента-пероксидазы [36]. К слову, в опытах с ТОКЛ, описанных выше, 

соотношение ЦитC:ТОКЛ было равно 1:30. Кроме того, соотношение ЦитC:БКЛ 

уменьшается медленнее, чем падает концентрация неокисленного БКЛ, так как 

ЦитC во время проявления пероксидазной активности может с достаточной долей 

вероятности разрушиться, потеряв, естественно, и пероксидазные свойства, о чём 

мы писали в предыдущих параграфах. При этом в качестве среды в нашем 

исследовании выступает фосфатный буфер, гораздо более валидный 

внутриклеточной среде, чем, скажем, гидрофобный растворитель, используемый в 

относительно похожем эксперименте Г.К. Владимировым [25]. 

Учитывая вышеизложенное, систему, в которой присутствуют ЦитC и 

легкоокисляемый кардиолипин (сердечный кардиолипин содержит ацилы, легко 

подвергаемые окислению [369]) в соотношении 1:60, можно оценивать как хорошо 

отражающую живые митохондрии млекопитающих, так и аналогичную той, на 
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которой изучались механизмы участия хинолизидиновых производных кумарина в 

катализируемой комплексом ЦитC с кардиолипином липопероксидазной реакции: 

комплекс ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ 1:30 в присутствии ФК как 

легкоокисляемого субстрата. Поэтому хемилюминограммы, полученные на такой 

системе, при определённой кинетике развития ХЛ-вспышек теоретически можно 

подвергать коррекции с помощью поправочной функции на расход C-334. Под 

«определённой кинетикой» подразумевается отсутствие латентного периода 

(полного подавления ХЛ) в развитии ХЛ-вспышек при действии антиоксиданта. 

Как уже указывалось выше, для изучения влияния на липидную 

пероксидацию, вызванную активностью комплекса ЦитC с кардиолипином, мы 

использовали природный растительный антиоксидант дигидрокверцетин (ДГК) и 

синтетический тролокс. Их структурные формулы представлены на рисунке 38. 

А 

 

Б 

 

Рисунок 38. Структурные формулы тролокса (А) и ДГК (Б). 

В монографии [63] указывается, что антиоксидантные свойства могут быть 

обусловлены в том числе и наличием в молекуле гидроксильных групп, 

являющихся донорами атомов водорода во время реакции антиоксиданта со 

свободным радикалом. ДГК и тролокс относятся именно к антиоксидантам с таким 

механизмом действия. 

ДГК содержит пять фенольных гидроксилов, проявляющих 

антиоксидантное действие. Однако чётко описать на субмолекулярном уровне 

происходящие в системе процессы с участием ДГК не представляется 

возможным, – вероятно, из-за одновременного действия этих гидроксилов. 

Полученные ХЛ-кривые (рис. 29) без латентного периода в развитии ХЛ-вспышек 

позволили нам применить по отношению к ним поправочную на расходование в 
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процессе ферментативной липопероксидазной реакции C-334, выступающего в 

роли активатора хемилюминесценции, функцию, представленную в параграфе «4.5 

Поправочные функции, учитывающие разрушение кумариновых активаторов в 

ходе ферментативной липидной пероксидации». Рисунки 29 и 30 содержат графики 

как без обработки этой функцией, так и обработанные с её помощью. 

Наши данные о дозозависимом подавлении ДГК ХЛ, а значит – и 

свободнорадикального процесса липидной пероксидации, запущенной комплексом 

ЦитC с кардиолипином, в целом, согласуются с литературными данными. Так, 

подавление в похожей системе описано в работах Е.М. Дёмина, выполненных под 

руководством Ю.А. Владимирова: в исследовании [53] – ещё в 2008 году; 

зависимость подавления ХЛ от концентрации ДГК описано в [37, 52]. Однако 

необходимо проанализировать отличия наших данных от данных, представленных 

в указанных работах и разобраться, во-первых, в причинах этих различий, а во-

вторых, сравнить между собой наши данные, полученные с применением 

поправочной на расходование C-334 функции, и без него. 

Из графика на рисунке 30 чётко видно дозозависимое подавление ДГК ХЛ, 

сопровождающей катализируемую комплексом ЦитC с кардиолипином 

липопероксидазную реакцию. Нами была определена концентрация ДГК, 

вызывающая половинное тушение ХЛ. Данный параметр является 

основополагающим при сравнении силы действия антиоксидантов между собой, и 

на его основе рассчитываются профилактические и терапевтические дозы 

антиоксидантов в медицинской и ветеринарной практике. Если руководствоваться 

данными, полученными без использования корректирующих снижение 

концентрации усилителя ХЛ функций (рис. 30А), как это делали авторы [37, 52, 53], 

то для ДГК значение этой концентрации равно ≈0,84 мкМ; если же воспользоваться 

поправочной на расходование C-334 функцией (рис. 30Б), то – ≈1,26 мкМ. 

Последнее значение, на наш взгляд, характеризует реальную концентрацию ДГК, 

наполовину угнетающую вызванный липопероксидазной активностью комплекса 

ЦитC процесс ПОЛ. Однако для сравнения с результатами работ Е.М. Дёмина, не 

использовавшего этой функции, пригодится и первое значение. Напомним, что в 
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нашей системе начальное соотношение ЦитС:БКЛ составляло 1:60. Авторы [53] в 

аналогичном нашему опыте при соотношении ЦитС:БКЛ, равном 1:32, получили 

концентрацию половинного ослабления для ДГК, равную 10 мкМ. Однако в той 

работе заявленная для экспериментальной модели концентрация используемого в 

качестве усилителя ХЛ C-525 составляла 120 мкМ, при том, что, как показали наши 

предварительные эксперименты, в концентрациях, превышающих 50 мкМ, он в 

среде фосфатного буфера не растворяется вовсе. Поэтому уже на основании этого 

показанное в [53] значение концентрации половинного угнетения для ДГК 

липидной пероксидации, катализируемой комплексом ЦитC с кардиолипином, 

считать адекватным нельзя. Кроме того, соотношение ЦитС:БКЛ, используемое в 

[53] и равное 1:32, лишь относительно ненамного превышает 1:20, являющееся 

нижней границей предела, в котором ЦитC оптимальным образом проявляет 

активность фермента-пероксидазы [36]. Это необходимо учитывать в силу того, 

что в применяемой авторами [36] экспериментальной модели из липидов в системе 

присутствовал лишь БКЛ, при этом являясь также субстратом для 

липопероксидазной реакции, катализируемой ЦитC. Поэтому можно предполагать 

вероятность того, что на определённом этапе эксперимента БКЛ в системе стало 

недостаточно для полноценного обеспечения пероксидазных свойств ЦитC. 

Однако второе замечание несущественно, и если бы оно было единственным, а 

концентрация активатора ХЛ в эксперименте авторов [53] была адекватной его 

растворимости, то к их методологии не было бы особых претензий. Заканчивая 

анализ статьи [53], скажем, что ошибочное значение концентрации половинного 

тушения для ДГК, показанное в ней, обусловлено именно ошибочным количеством 

C-525 в экспериментальной системе. 

В статье [37] приводятся результаты исследования влияния антиоксидантов 

на пероксидазную активность комплекса цитохрома c с 

1,1’,2,2’-тетраолеилкардиолипином (ТОКЛ); для ДГК и тролокса были 

установлены концентрации половинного тушения ХЛ, равные 0,7 и 3,7 мкМ 

соответственно. Заметим, что значение для ДГК в упомянутой работе близко к 

нашему, полученному без использования поправочной на расходование активатора 
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ХЛ функции и равному 0,84 мкМ, в то время как это значение отлично от 

полученного при использовании корректирующей функции и равного 1,26 мкМ. 

То есть при игнорировании факта снижения концентрации активатора ХЛ в 

процессе реакции данные об антиокислительных свойствах антиоксидантов 

оказываются завышенными. То есть ложными. А это может привести к серьёзным 

ошибкам при разработке конкретных способов их клинического применения. 

Также обратим внимание читателя на то, что авторы [37] использовали для 

усиления ХЛ люминол, являющийся химическим усилителем ХЛ, реагирующим с 

различными компонентами системы по-разному и во всех этих случаях 

испускающим фотоны [35], что затрудняет детальную интерпретацию данных, 

полученных методом регистрации усиленной им ХЛ. 

Помимо ДГК, мы также провели аналогичный эксперимент с тролоксом – 

достаточно распространённым синтетическим антиоксидантом (формула – на 

рис. 38А). К слову, растворы тролокса различных концентраций используются в 

качестве эталонов антиоксидантной активности при исследовании таковой, – к 

примеру, для различных биологических жидкостей [64]. 

Наблюдаемое влияние тролокса на кинетику образования свободных 

радикалов в результате липопероксидазной активности комплекса ЦитC с 

кардиолипином (рис. 31), определённое методом регистрации усиленной C-334 ХЛ, 

разительным образом отличается от такового для ДГК (рис. 29): вместо 

дозозависимого снижения интенсивности ХЛ, наблюдается полное её угнетение в 

течение определённого времени (латентный период), после чего происходит ХЛ, 

почти идентичная и по амплитуде, и по форме, и по продолжительности той, что 

наблюдалась в пробе, не содержащей антиоксидант, сразу при внесении в систему 

перекиси водорода. 

Тролокс в концентрациях от 2,12 мкМ до 3,53 мкМ отодвигает во времени 

развитие ХЛ-вспышки, причём зависимость времени этой задержки от 

концентрации тролокса укладывается в линейную (рис. 32). 

На основании этих данных можно сделать вывод, что тролокс полностью 

препятствует всякому образованию свободных радикалов непосредственно сразу 
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после добавления H2O2 в систему. В первые несколько десятков секунд он 

расходуется целиком или почти целиком, после чего кинетика образования 

свободных радикалов происходит так же, как она бы происходила без тролокса с 

самого момента добавления в систему перекиси водорода. Если говорить о 

феномене появления предварительной ХЛ-вспышки низкой интенсивности, то 

можно предположить, что подобная многостадийность в кинетике ХЛ в 

присутствии тролокса может быть следствием наличия у него двух гидроксильных 

групп, которые могут играть роль различных антиоксидантов: на первой стадии 

реакции работает один гидроксил, а впоследствии, возможно, – другой. 

В силу того что мы не может назвать точные причины упомянутого 

латентного периода в развитии ХЛ-вспышки в присутствии тролокса, применение 

корректирующей функции на уменьшение концентрации C-334, вычисленной для 

системы, в которой с самого начала реакции происходит взаимодействие 

пероксидазы с C-334 и липидами, как это было в случае с ДГК, не является 

адекватным для наших экспериментов с тролоксом. Подобный тезис обусловлен 

подозрением на то, что, когда в системе присутствует тролокс, динамика 

уменьшения концентрации C-334 отличается от той, что наблюдается в системах 

без антиоксиданта и в присутствии ДГК – в начале реакции может не происходить 

интенсивного снижения концентрации C-334. Это предположение основано на ХЛ-

кривых с рисунка 31. В присутствии различных концентраций тролокса 

происходит задержка в развитии ХЛ-вспышки, прямо пропорциональная этой 

концентрации, но при этом амплитуда этих вспышек примерно одинакова. В то же 

время, если бы уменьшение концентрации C-334 происходило так, как заложено в 

поправочной функции (эта функция для C-334 выведена на основании данных, 

проиллюстрированных рисунком 20Г), то интенсивность ХЛ для вспышек, 

наступающих позднее, ожидалась ниже, чем у тех, которые наступали раньше, так 

как в системе было бы меньше C-334, и вследствие этого ХЛ усиливалась бы в 

меньшей степени. Уменьшение же концентрации C-334 в эксперименте с ДГК 

соответствует таковому для системы без антиоксиданта, и, следовательно, в этом 

случае стало возможным применение корректирующей функции. А для 
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исследования антиоксидантов, имеющих действие, подобное действию тролокса, 

необходимо выводить собственные корректирующие функции или же применять 

иные способы обработки данных. 

К слову, антиоксидант с механизмом действия, аналогичным тролоксу, 

вызывает сомнения в плане его клинического применения: несмотря на 

первоначальное полное подавление свободнорадикального процесса, в скором 

времени он развивается так же, как и в случае, когда антиоксиданта в систему не 

вносили. В то время как при изучении действия ДГК на протяжении всего 

эксперимента мы наблюдаем угнетение ПОЛ по сравнению с контрольной пробой. 

Это позволяет сделать вывод, что ДГК и в организме будет проявлять подобные 

свойства – явно снижать интенсивность процессов окислительного стресса, что в 

итоге может привести к сохранению клеток, которые в противном случае могли бы 

погибнуть. А это в свою очередь может лечь в основу профилактики и терапии 

заболеваний, вызванных патологическим апоптозом и ферроптозом (антиоксидант 

сможет инактивировать липидные радикалы, появляющиеся и по отличным от 

активности комплекса ЦитC с кардиолипином причинам) – различных 

нейродегенеративных и кардиодегенеративных состояний, последствий 

эмоционального стресса, а также поражений организма, вызванных действием 

ионизирующего и неионизирующего излучения. 

4.8 Хлорофиллин как ингибитор процессов липидной пероксидации 

Перед обсуждением результатов эксперимента по подавлению липидной 

пероксидации хлорофиллином необходимо сказать несколько слов об 

используемой экспериментальной модельной системы, состоящей из комплекса 

ЦитC-ТОКЛ при соотношении ЦитC:ТОКЛ, равном 1:30, липопероксидов, 

полученным путём медленного окисления БКЛ, концентрацией в расчёте на него, 

равной 150 мкМ, 25 мкМ C-334, растворённых в среде 20 мМ фосфатного буфера в 

присутствии хролофиллина различных концентраций. В данной системе 

ферментативная наработка липидных радикалов, впоследствии вступающих в 

каскад реакций ПОЛ, осуществляется путём квазилипоксигеназной реакции. 
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Усиление ХЛ осуществлялось за счёт наличия в системе C-334. В 

экспериментах с хлорофиллином поправочная на его расход функция не 

применялась. Это связано с небольшим расходованием хинолизидиновых 

производных кумарина в процессе квазилипоксигеназной реакции. 

В качестве главного критерия оценки действия хлорофиллина мы 

использовали значения светосуммы S за первые 5 минут реакции – площади 

криволинейной трапеции на графике интенсивности ХЛ, ограниченной осью 

ординат, параллельной ей линией, пересекающей ось абсцисс в значении «300 

секунд», осью абсцисс и ХЛ-кривой, вычисляемой по формуле: 

𝑆 = 𝑑 ∙ ∑ 𝐽𝑖      (42) 

, где Ji – значения интенсивности ХЛ, полученные в течение временного диапазона, 

для которого вычисляется светосумма (в нашем опыте – в течение первых 300 

секунд реакции), d – время, проходящее между моментами регистрации 

мгновенных значений интенсивности ХЛ (временна́я дискрета), с. Так как 

интенсивность ХЛ-сигнала в данных опытах измерялась в вольтах, то и 

полученные значения светосуммы также измеряются в вольтах. 

Генерация липидных радикалов посредством квазилипоксигеназной 

реакции, в сравнении с липопероксидазной, обеспечивает более устойчивую 

интенсивность их образования в системе, так как ЦитC не разрушается при её 

катализе, что было показано в предыдущих разделах настоящей работы. 

Постоянность темпов образования липидных радикалов позволяет получить 

модель, лучше отражающую постоянное образование липидных радиотоксинов, 

которое имеет место при облучении организма ионизирующим излучением [72, 

127], вызывающим гибель клеток. В описываемом случае её широко 

представленным механизмом является ферроптоз [296, 452]. А так как данный 

эксперимент проводится в дополнение к исследованию радиопротекторных 

свойств хлорофилла, выполненному А.В. Поздеевым под руководством 

Н.П. Лысенко [96, 98-100], то в нашем исследовании мы использовали именно эту 

модель, а не модель липопероксидазной реакции, которая была применена в 

экспериментах с ДГК и тролоксом, которая в большей степени отражает ранние 
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этапы запуска апоптоза по митохондриальному пути. Подытоживая 

вышеизложенное, мы можем сказать, что указанная экспериментальная модельная 

система, применённая нами при изучении хлорофиллина вполне подходит для 

исследования ингибирования радикальных реакций с участием липидов. 

Что же касается результатов, изложенных в работах [96, 98-100], то тезис о 

радиопротекторном действии препаратов на основе хлорофилла в них основан на 

резком увеличении выживаемости облучённых лабораторных животных, которым 

данные препараты вводились [96, 99, 100]. И, хотя в [96, 98] приведены данные о 

снижении содержания МДА в тканях животных, принимавших препарат 

хлорофилла, ясного вывода о молекулярном механизме радиопротекторного 

действия исследуемых препаратов не приводится ввиду того, что в описываемых 

исследованиях целенаправленно подавление ПОЛ не изучалось. И формально 

можно было предположить, что механизм действия препаратов хлорофилла может 

быть иным. Допустим, если они каким-то другим образом (например, 

перехватыванием не липидных радикалов, а продуктов радиолиза воды, что тоже 

может иметь место в дополнение к реакциям с липидными радикалами) 

предотвращают развитие лучевого поражения, то у подвергнутых воздействию ими 

облучённых животных каскад реакций ПОЛ также не запускается по причине 

отсутствия продуктов радиолиза воды, способных выступить его индуктором [72]. 

Теперь проанализируем, собственно, результаты наших экспериментов. На 

основании представленных на рисунке 34 данных можно сделать вывод, что 

хлорофиллин в концентрации 200 мкМ полностью подавляет липидную 

пероксидацию. Явное ингибирование этого процесса наблюдается в 

концентрациях, превышающих 12 мкМ. Достоверное ингибирование ПОЛ 

наблюдается при концентрациях хлорофиллина от 1,56 мкМ. Если говорить о 

значении концентрации хлорофиллина, вызывающей половинное тушение ХЛ, то, 

согласно графику зависимости светосуммы от концентрации хлорофиллина, 

представленному на рисунке 35, она равна 3,7 мкМ. Такая концентрация 

соответствует примерно 1172-кратному разбавлению используемой в нашем 



131 

исследовании пищевой добавки. Таким образом, можно говорить о подавлении 

хлорофиллом и его производными процесса ПОЛ. 

4.9 Перспективы использования и возможные механизмы 

радиопротекторного действия хлорофилла и его производных 

Обсуждённое в предыдущем параграфе ингибирующее действие 

хлорофиллина на процесс ПОЛ, несомненно, является если не единственным, то по 

крайней мере одним из (и точно уже доказанным нами) механизмов 

радиозащитного действия хлорофилла и его производных, эмпирически 

показанного в работах [96, 98-100, 289]. Однако не стоит забывать о том, что 

первичное биологическое действие радиации сводится, в основном, к радиолизу 

воды (хотя имеет место и непосредственный радиолиз биомолекул) с последующей 

атакой на биологические молекулы его продуктов [72], которые также могут 

нейтрализоваться препаратом хлорофилла. 

Рисунком 39, на котором представлен комплекс возможных механизмов 

радиопротекторного действия хлорофилла и его производных, мы 

проиллюстрировали тот факт, что показанная нами нейтрализация липидных 

радикалов хлорофиллином не отменяет возможную способность этих препаратов 

также нейтрализовать и гидроксильные, и пероксильные радикалы, а также 

радикальные продукты радиолиза белков и нуклеиновых кислот. 

Данный аспект их действия необходимо проверить в будущих 

исследованиях. Блокировка вызванного действием радиации ПОЛ путём как 

нейтрализации запускающих его продуктов радиолиза воды, так и непосредственно 

через нейтрализацию липидных радикалов позволит предотвратить гибель клеток 

по механизму апоптоза [15], некротическую гибель по механизму ферроптоза [452] 

и запускаемый ею некроптоз соседних клеток [197]. Это должно значительно 

облегчить течение лучевой болезни. 

В пользу актуальности применения хлорофилла и его производных в 

качестве противолучевого средства считаем нужным отметить ещё и показанное 

авторами [99] очень высокое значение фактора изменения дозы (отношения дозы 

излучения, вызывающей гибель половины получивших препарат особей, к дозе, 
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смертельной для половины особей, не получивших его) γ-излучения, находящееся 

в диапазоне от 2 до 4 для различных доз излучения. Для сравнения – авторы [50], 

изучавшие другие радиозащитные препараты, назвали высокими значения фактора 

изменения дозы в диапазоне 1,4–1,7. 

 

Рисунок 39. Предполагаемый механизм радиопротекторного действия препаратов на основе 

хлорофилла. Зелёным овалом отмечены радикалы, нейтрализуемые производными хлорофилла. 

Нейтрализация радикала приводит к блокировке каскада реакций на соответствующей стадии. 

Вопросительный знак означает не проверенное эмпирически на молекулярной модели 

предположение о нейтрализации хлорофилловым препаратом соответствующего радикала. 

Представленный на рисунке 39 механизм радиозащитного действия 

хлорофилла, согласно классификации, предложенной М.В. Васиным в обзоре [22], 

можно назвать собственно радиопротекторным, т.е. заключающимся в 

нейтрализации радиометаболитов при непосредственном действии 

ионизирующего излучения; однако не исключено и проявление этими веществами 

свойств радиомодуляторов, к которым М.В. Васин относит антиоксиданты, 

противовоспалительные препараты и т.п. [22]. 

Перекисное окисление липидов –

образование липидных радиотоксинов:
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Для наибольшей эффективности клинического применения препаратов на 

основе хлорофилла необходимо, во-первых, определиться, что будет 

использоваться: жирорастворимый хлорофилл или водорастворимый 

хлорофиллин, и, во-вторых, подобрать оптимальный способ применения препарата 

в клинической практике. Водорастворимые вещества гораздо проще всасываются 

в кишечнике и транспортируются кровью, однако при отсутствии специальных 

переносчиков их прохождение сквозь клеточные мембраны затруднено. При этом 

в цитоплазме клеток водорастворимые соединения также действуют эффективнее. 

В работах [96-100] подопытным животным внутримышечно вводился 

непосредственно хлорофилл. Авторы [289] изучали действие водорастворимого 

хлорофиллина. Форма применения препарата и способ его введения также 

чрезвычайно важны. Отметим, что сейчас, наряду с классическими пероральным и 

внутривенным введением, также разрабатываются и ингаляционные методы 

доставки радиозащитных препаратов [65]. 

Для увеличения эффективности перорального применения лекарственных 

средств ряд исследователей предлагает использовать липосомы с определёнными 

свойствами [156, 202, 249, 337]. На наш взгляд, следует применять 

водорастворимый хлорофиллин в составе липосом, которые будут доставлять его в 

клетки организма и способствовать эффективному проникновению в них. 

Необходимо в будущем провести многоплановое исследование радиозащитного 

действия различных клинических форм хлорофилла и хлорофиллина: в виде 

растворов или суспензий свободных молекул, в составе липосом, способных 

адресно доставлять агент в клетки-мишени за счёт взаимодействия лиганда на их 

поверхности со специфическими клеточными рецепторами, а также «больших» 

липосом, содержащих внутри себя липосомы с хлорофиллином или хлорофиллом. 

На роль клеток-мишеней для доставки радиозащитного препарата вполне 

могут подойти клетки наиболее радиочувствительных тканей. Например, костного 

мозга, доставка препаратов на основе хлорофилла в которые может помочь в 

облегчении протекания панцитопенического, геморрагического и 

иммунобиологического синдромов лучевой болезни. А адресная доставка 
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радиопротектора в клетки кишечного эпителия, возможно, поспособствует 

снижению тяжести желудочно-кишечного синдрома и, в некоторой степени, – 

иммунобиологического синдрома лучевой болезни. 

Однако, по состоянию на 2021 год, подобные исследования с препаратами на 

основе хлорофилла не проводились. А описанные в предыдущем абзаце эффекты – 

это умозрительные представления, нуждающиеся в экспериментальной проверке. 

В заключение также отметим, что для большей эффективности возможно 

комбинированное применение препаратов на основе хлорофилла с другими 

радиопротекторами и радиомодуляторами. Так, в работе [97] исследовалось 

влияние на содержание кортизола в крови облучённых животных 

комбинированного средства, в состав которого включены хлорофилл, куркумин и 

ДНК–препарат из молок рыб. А авторы [94] сообщают о радиозащитном действии 

мёда в комбинации с препаратом хлорофилла; к слову, о радиомодуляторных 

свойствах продуктов пчеловодства говорится и в обзоре [22]. 
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5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, в настоящей работе мы показали, что при обработке 

экспериментальных данных, полученных с использованием хинолизидиновых 

производных кумарина в качестве активаторов хемилюминесценции, 

сопровождающей катализируемую ферментом-пероксидазой липопероксидазную 

реакцию, обязательно необходимо учитывать быстрое снижение их концентрации 

в системе. В случае экспериментов на молекулярных моделях мы предлагаем для 

корректировки хемилюминограмм использовать представленные в настоящей 

работе поправочные функции, но только в случае, если участие производных 

кумарина в реакции предполагается непосредственно с начала регистрации 

люминесценции. При их применении можно будет изучать, к примеру, 

ингибирование процесса ферментативной липидной пероксидации 

антиоксидантами, что позволит разработать средства подавления окислительного 

стресса, а также изобрести методики идентификации микробных токсинов, 

механизм действия которых заключается в разрушении мембран посредством их 

радикального окисления, и т.п. Однако в случае, скажем, изучения антиоксидантов, 

вызывающих полную задержку в развитии хемилюминесценции по причине 

первоочередной реакции с пероксидазой, целесообразно либо использовать 

выведенные аналогично с представленными в работе собственные поправочные 

функции, либо применять другие способы обработки данных, которые нивелируют 

погрешность, связанную со снижением концентрации активатора в системе. 

Особо отмечаем установленный в ходе данной работы факт, что подавление 

перекисного окисления липидов играет весомую роль в механизме радиозащитного 

действия хлорофилла. Эти результаты нашей работы актуализируют будущие, 

более детальные исследования возможности применения хлорофилла и его 

производных в качестве как радиопротекторов, так и средств профилактики и 

терапии различных патологий, вызванных окислительным стрессом. Для бо́льшей 

эффективности применения препаратов на основе хлорофилла и других 

антиоксидантов необходимо детально изучить их фармакокинетику, а затем, на 
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основании концентраций половинного угнетения интенсивности липидной 

пероксидации и коэффициентов их миграции в ткани-мишени и митохондрии, 

разработать конкретные алгоритмы их применения. 

6. ВЫВОДЫ 

1) Предложена схема участия хинолизидиновых производных кумарина в 

пероксидазном каталитическом цикле: эти вещества являются 

восстанавливающими субстратами феррипероксидазы с двумя окисленными 

эквивалентами. Определены константы скорости реакции псевдопервого порядка 

для разрушения C-314, C-334 и C-525, которое вызывает необходимость 

корректировки экспериментальных данных во время их обработки. В процессе же 

квазилипоксигеназной реакции интенсивного разрушения производных кумарина 

не обнаружено. 

2) Выведены функции вычисления поправочных коэффициентов для 

корректировки хемилюминограмм, полученных с использованием C-314, C-334 и 

C-525, при изучении липопероксидазной реакции, катализируемой комплексом 

цитохрома c с кардиолипином, на молекулярной модели. 

3) Впервые определены константы скорости разрушения 

железопорфириновой группировки в составе цитохрома c, катализирующего 

пероксидазную реакцию. В процессе катализа квазилипоксигеназной реакции 

цитохром c не разрушается. Квазилипоксигеназный каталитический цикл проходит 

посредством не дву-, а одноэлектронного окисления пероксидазы с последующим 

восстановлением. 

4) Действие дигидрокверцетина (таксифолина) и тролокса на процесс 

липидной пероксидации, запускаемый комплексом цитохрома c с кардиолипином, 

различно. Концентрация дигидрокверцетина, вызывающая половинное угнетение 

липидной пероксидации, равна ≈1,26 мкМ. 

5) В механизме радиозащитного действия препаратов на основе хлорофилла 

важную роль играет подавление реакций перекисного окисления липидов. 

Хлорофиллин угнетает липидную пероксидацию на 50% в концентрации ≈3,7 мкМ. 
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