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Èññëåäîâàíèÿ àïîïòîçà (çàïðîãðàììèðîâàííîé
ñìåðòè êëåòêè) ïðåäñòàâëÿþò áîëüøîé èíòåðåñ êàê
äëÿ áèîëîãîâ, òàê è äëÿ âðà÷åé [1, 2]. Ðàçëè÷àþò  âíå-
øíèé è âíóòðåííèé (ìèòîõîíäðèàëüíûé) ïóòè àïîïòîçà,
êîòîðûå ïðîõîäÿò ÷åðåç ñòàäèþ âûõîäà öèòîõðîìà ñ
(Öèò ñ) èç ìèòîõîíäðèé â öèòîçîëü [3, 4]. Â ðåçóëüòàòå
èíèöèèðóåòñÿ êàñïàçíûé êàñêàä, ïðèâîäÿùèé ê ãèáåëè
êëåòêè [5, 6]. Èññëåäîâàíèå ïðè÷èí è ìåõàíèçìîâ âû-
õîäà öèòîõðîìà ñ èç ìèòîõîíäðèè ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
êëþ÷åâûõ âîïðîñîâ áèîõèìèè àïîïòîçà.

Áîëüøàÿ ÷àñòü öèòîõðîìà ñ â ñîñòàâå ìèòîõîíä-
ðèé ñîäåðæèòñÿ â âèäå êîìïëåêñà ñ êàðäèîëèïèíîì
íà íàðóæíîé ïîâåðõíîñòè âíóòðåííåé ìåìáðàíû ìèòî-
õîíäðèé [7, 8]. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðèðîäíûé êàðäèîëèïèí
ÿâëÿåòñÿ àêòèâàòîðîì ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè öè-
òîõðîìà ñ, à òàêæå ñëóæèò ñóáñòðàòîì ïåðîêñèäàç-
íîé ðåàêöèè, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé îáðàçóþòñÿ ïðî-
äóêòû, òèïè÷íûå äëÿ ëèïèäíîé ïåðîêñèäàöèè [8–10].
Â ðàáîòå [11] áûë èññëåäîâàí ìåõàíèçì èíäóêöèè
ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè öèòîõðîìà ñ êàðäèîëèïè-
íîì. Âçàèìîäåéñòâèå êàðäèîëèïèíà ñ öèòîõðîìîì ñ
ïðèâîäèò ê ðàçðûâó ñâÿçè Fe…S (Met80) ãåìîâîãî
æåëåçà öèòîõðîìà ñ, îáåñïå÷èâàÿ äîñòóïíîñòü æåëåçà

ãåìà äëÿ ðåàêöèè ñ H2O2. Êðîìå òîãî, ñïåöèôè÷åñ-
êîå äåéñòâèå êàðäèîëèïèíà çàêëþ÷àåòñÿ â èçìåíå-
íèè êîíôîðìàöèè öèòîõðîìà ñ ïðè îáðàçîâàíèè êîì-
ïëåêñà [12].

Òàêèì îáðàçîì, ïåðîêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü öèòîõ-
ðîìà ñ, íàõîäÿùåãîñÿ â êîìïëåêñå ñ êàðäèîëèïèíîì
è êàòàëèçèðóþùåãî ïåðåêèñíîå îêèñëåíèå ìåìáðàí-
íûõ ëèïèäîâ, èãðàåò ðåøàþùóþ ðîëü â ðàçâèòèè
àïîïòîçà. Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ èññëåäîâàòü âîç-
ìîæíîñòü óïðàâëåíèÿ ýòîé ñòàäèåé äëÿ êîíòðîëÿ
àïîïòîçà â öåëîì.

Ðåàêöèè ñâîáîäíîðàäèêàëüíîãî îêèñëåíèÿ èíãèáèðó-
þòñÿ àíòèîêñèäàíòàìè. Âñå àíòèîêñèäàíòû ìîæíî
ðàçäåëèòü íà äâå áîëüøèå ãðóïïû: âîäîðàñòâîðèìûå
è ãèäðîôîáíûå. Ê ãèäðîôîáíûì àíòèîêñèäàíòàì ïðè-
íàäëåæàò β-òîêîôåðîë, êàðîòèíû è ôëàâîíîèäû.
Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå äåéñòâèÿ ôëàâîíîèäîâ íà
àïîïòîç áûëî ïðîâåäåíî â ðàáîòå [13]. Â ðàáîòå [14]
õåìèëþìèíåñöåíòíûì ìåòîäîì èçó÷àëè äåéñòâèå
àíòèîêñèäàíòîâ íà êèíåòèêó Fe-èíäóöèðîâàííîãî
îêèñëåíèÿ ôîñôîëèïèäîâ ëèïîñîì â ïðèñóòñòâèè àê-
òèâàòîðà C-525. Ðóòèí è β-òîêîôåðîë óìåíüøàëè àì-
ïëèòóäó áûñòðîé âñïûøêè ÕË è ïðè ýòîì óâåëè÷èâà-
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Èçâåñòíî, ÷òî öèòîõðîì ñ (Öèò ñ), íàõîäÿùèéñÿ â êîìïëåêñå ñ êàðäèîëèïèíîì, êàòàëèçèðóåò
ñâîáîäíî-ðàäèêàëüíîå îêèñëåíèå ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ, òåì ñàìûì çàïóñêàÿ êàñêàä ðåàê-
öèé, ïðèâîäÿùèõ ê ñìåðòè êëåòîê (àïîïòîçó). Ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ âûÿñíèòü âîçìîæíîñòü
óïðàâëåíèÿ ýòîé ðåàêöèåé ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðîâ ñâîáîäíî-ðàäèêàëüíûõ ðåàêöèé, ò.å. àí-
òèîêñèäàíòîâ. Èçó÷åíî âëèÿíèå êàðäèîëèïèíà èç ñåðäöà áûêà (ÁÊË) è ñèíòåòè÷åñêîãî
1,1′′′′′,2,2′′′′′-òåòðàîëåèëêàðäèîëèïèíà (ÒÎÊË) íà ïåðîêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü öèòîõðîìà ñ, ðåãè-
ñòðèðóåìóþ ïî õåìèëþìèíåñöåíöèè â ïðèñóòñòâèè ëþìèíîëà. Ïîêàçàíî, ÷òî âåëè÷èíà àìï-
ëèòóäû õåìèëþìèíåñöåíöèè (ÕË) ñóùåñòâåííî âîçðàñòàåò â äèàïàçîíå ìîëÿðíûõ ñîîòíîøå-
íèé êàðäèîëèïèí / Öèò ñ ïðèáëèçèòåëüíî îò 0 äî 30 è îò 0 äî 50 äëÿ ÒÎÊË è ÁÊË, ñîîòâåò-
ñòâåííî è íåçíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè ýòîãî ñîîòíîøåíèÿ äî
640:1 è 320:1 ìîëü/ìîëü. Òàêîé õàðàêòåð çàâèñèìîñòè àìïëèòóäû ÕË îò ñîîòíîøåíèÿ êàð-
äèîëèïèí / áåëîê ìîæíî, âåðîÿòíî, îáúÿñíèòü íàñòóïëåíèåì íàñûùåíèÿ ïîâåðõíîñòè áåëêà
ìîëåêóëàìè êàðäèîëèïèíà. Ïðè ñîîòíîøåíèè ÁÊË / Öèò ñ 32:1 ìîëü/ìîëü èññëåäîâàíî âëè-
ÿíèå àíòèîêñèäàíòîâ ðóòèíà è äèãèäðîêâåðöåòèíà íà ïåðîêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü Öèò Ñ ñ
ÁÊË â ïðèñóòñòâèè àêòèâàòîðà ÕË êóìàðèíà Ñ-525. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå
ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ àíòèîêñèäàíòà â ñèñòåìå. Ïîëî-
âèííîå èíãèáèðîâàíèå ðåàêöèè íàáëþäàëîñü ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ÄÃÊ è ðóòèíà 10 ìêÌ è
3 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî èñïîëüçîâàíèå àíòèîêñèäàíòîâ ïîçâîëèò êîíò-
ðîëèðîâàòü êëþ÷åâóþ ñòàäèþ àïîïòîçà - îáðàçîâàíèå ëèïèäíûõ ðàäèêàëîâ íà ìåìáðàííî-
ñâÿçàííîì öèòîõðîìå c.
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ëè ëàòåíòíûé ïåðèîä ðàçâèòèÿ õåìèëþìèíåñöåíöèè
(ÕË). β-Êàðîòèí äàâàë òîò æå ýôôåêò ïðè ãîðàçäî
áîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ.

Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå ÷èñëî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ
äåéñòâèþ àíòèîêñèäàíòîâ íà îðãàíèçì ÷åëîâåêà è íà
ðåàêöèè ñ îáðàçîâàíèåì ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ in
vitro, äî ñèõ ïîð íå áûëà ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà èçó-
÷åíèÿ èõ äåéñòâèÿ íà ñâîáîäíîðàäèêàëüíûå ïðîöåñ-
ñû, ëåæàùèå â îñíîâå ðàçâèòèÿ àïîïòîçà. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå ìåòîäàìè õåìèëþìèíåñöåíöèè èçó÷àëîñü
âëèÿíèå àíòèîêñèäàíòîâ íà ïåðîêñèäàçíóþ àêòèâ-
íîñòü êîìïëåêñà öèòîõðîìà ñ ñ êàðäèîëèïèíîì.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ðàñòâîðû öèòîõðîìà ñ èç

ñåðäöà ëîøàäè (99%, “Sigma”, ÑØÀ, êàò. ¹ Ñ7752),
êàðäèîëèïèíà èç áû÷üåãî ñåðäöà (ÁÊË, Na-ñîëü, 98%,
“Sigma”, ÒÑÕ) â ôîñôàòíîì 20 ìÌ áóôåðíîì ðàñòâî-
ðå, pH 7,4, ñèíòåòè÷åñêîãî ïðåïàðàòà 1,1′′′′′,2,2′′′′′-òåòðàî-
ëåèëêàðäèîëèïèíà (ÒÎÊË, Na-ñîëü) â ìåòàíîëå
(“îñ.÷.”). Êîíöåíòðàöèþ öèòîõðîìà ñ îïðåäåëÿëè
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïîñëå âîññòàíîâëåíèÿ àñêîð-
áèíîâîé êèñëîòîé (99%, “Aldrich”, Ãåðìàíèÿ) ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìîëÿðíîãî êîýôôèöèåíòà ïîãëîùåíèÿ â
ìàêñèìóìå ïîëîñû 550 íì (å550 29 400 ë/ìîëü.ñì).
Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà,
pH 7,4, èñïîëüçîâàëè NaH2PO4

.2H2O (“÷.ä.à.”, “Õèì-
ìåä”, Ðîññèÿ).

Äèãèäðîêâåðöåòèí (ÄÃÊ, “Õèìäðåâåñèíà”, Ðîñ-
ñèÿ) ðàñòâîðÿëè â ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå, à
ðóòèí (95%, “Sigma-Aldrich”) − â ìåòàíîëå
(“Aldrich”, äëÿ õðîìàòîãðàôèè). Ôîðìóëû ýòèõ ñî-
åäèíåíèé ïðåäñòàâëåíû íèæå

Äèãèäðîêâåðöåòèí (ÄÃÊ)

Ðóòèí (êâåðöåòèí-3-ðóòèíîçèä)

Â êà÷åñòâå õåìèëþìèíåñöåíòíîãî ðåàãåíòà èñ-
ïîëüçîâàëè ëþìèíîë (“Sigma”, 97%), ðàñòâîð â áè-
äèñòèëëèðîâàííîé âîäå (pH 7,4), à òàêæå ðàñòâîð êó-
ìàðèíà Ñ-525 (ÎÎÎ ÍÏÔ “Àëüôà-Àêîíèñ”, Ðîñ-
ñèÿ) â ìåòàíîëå. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïåðîêñèäàçíîé
àêòèâíîñòè â ñëó÷àå ëþìèíîë-çàâèñèìîé ÕË èñ-
ïîëüçîâàëè ðàñòâîð ïåðîêñèäà âîäîðîäà, ïðèãîòîâ-
ëåííûé ðàçáàâëåíèåì èç 30%-ãî ðàñòâîðà H2O2
(“Aldrich”) áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Êîíöåíòðà-
öèþ ïåðîêñèäà âîäîðîäà îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòî-
ìåòðè÷åñêè ïðè 230 íì (å230 = 72,1 ë/ìîëü.ñì.) [15].

Èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ àíòèîêñèäàíòîâ íà ïåðîê-
ñèäàçíóþ àêòèâíîñòü öèòîõðîìà ñ ïðîâîäèëè íà õå-
ìèëþìèíîìåòðå “Smartlum 5773” (“ÈíòåðÎïòèêà-
Ñ”, Ðîññèÿ). Ìåòîäèêà èçìåðåíèÿ ïåðîêñèäàçíîãî
îêèñëåíèÿ ëþìèíîëà â ïðèñóòñòâèè êîìïëåêñà öè-
òîõðîì ñ−êàðäèîëèïèí ïðèâåäåíà â [11]. Òàì æå
äàíî îïèñàíèå õåìèëþìèíîìåòðà. Èíòåíñèâíîñòè õå-
ìèëþìèíåñöåíöèè âåçäå äàíû â ïîêàçàíèÿõ ïðèáîðà
(âîëüòàõ). Â îïðåäåëåíèè àáñîëþòíîé èíòåíñèâíîñòè
èçëó÷àåìîé õåìèëþìèíåñöåíöèè â äàííîé ðàáîòå íå
áûëî íåîáõîäèìîñòè, òàê êàê äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòà
îöåíèâàëîñü ïî ñòåïåíè åãî âëèÿíèÿ íà õåìèëþìè-
íåñöåíöèþ, à âñå ñðàâíåíèÿ êîíòðîëüíûõ (áåç àíòèîê-
ñèäàíòà) è îïûòíûõ êðèâûõ õåìèëþìèíåñöåíöèè ïðî-
âîäèëèñü â îäèí äåíü è â îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ. Ïî-
âòîðíûå èçìåðåíèÿ îäèíàêîâûõ ïðîá äàâàëè ïðàêòè-
÷åñêè ñîâïàäàþùèå êðèâûå ñâå÷åíèÿ.

Èçìåðåíèå êóìàðèí-çàâèñèìîé ÕË ïðîâîäèëè ñëå-
äóþùèì îáðàçîì. Ê ðàñòâîðó ÁÊË (0,48 ìÌ, çäåñü è
äàëåå â ñêîáêàõ êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè âåùåñòâà â
êþâåòå) äîáàâëÿëè àíòèîêñèäàíòû (ÄÃÊ 0–0,030 ìÌ,
ðóòèí 0–0,012 ìÌ), ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð,
êóìàðèí Ñ-525 (0,12 ìÌ). Ïîñëå ðåãèñòðàöèè ôîíîâî-
ãî ñèãíàëà â òå÷åíèå 1–2 ìèí äîáàâëÿëè öèòîõðîì ñ
(0,015 ìÌ) è ðåãèñòðèðîâàëè êèíåòèêó ÕË. Êîíå÷íûé
îáúåì ïðîáû â êþâåòå 200 ìêë.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Ñàì ïî ñåáå öèòîõðîì ñ îáëàäàåò î÷åíü ñëàáîé

ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðàÿ òåì íå ìåíåå
ðåãèñòðèðóåòñÿ ìåòîäîì èçìåðåíèÿ õåìèëþìèíåñ-
öåíöèè â ïðèñóòñòâèè ëþìèíîëà (ðèñ. 1à). Ïðè äî-
áàâëåíèè ðàñòâîðîâ êàðäèîëèïèíà (ÁÊË è ÒÎÊË)
íàáëþäàëè ðåçêîå óâåëè÷åíèå ïåðîêñèäàçíîé àêòèâ-
íîñòè öèòîõðîìà ñ, ÷òî ïðîÿâëÿëîñü â óñêîðåíèè
ðàçâèòèÿ ÕË, óâåëè÷åíèè àìïëèòóäû ÕË-îòâåòà è
ñîêðàùåíèè âðåìåíè äî íàñòóïëåíèÿ ìàêñèìóìà
ÕË (ðèñ. 1à). Ïðè âûñîêèõ ñîîòíîøåíèÿõ êàðäèîëè-
ïèí/Öèò ñ, à èìåííî 640:1 è 320:1 ìîëü/ìîëü äëÿ
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ÁÊË è ÒÎÊË ñîîòâåòñòâåííî ïåðîêñèäàçíàÿ àêòèâ-
íîñòü âîçðàñòàëà â 312 è 11 ðàç ïî îòíîøåíèþ ê
÷èñòîìó Öèò ñ. Âèäíî, ÷òî çàìåòíûé ðîñò àêòèâà-
öèè ÕË íàáëþäàåòñÿ äî îïðåäåëåííîãî èçáûòêà
êàðäèîëèïèíà ïî îòíîøåíèþ ê öèòîõðîìó (ðèñ. 1á).
Ýòîò ïðåäåë ñîîòâåòñòâóåò ìîëÿðíîìó ñîîòíîøå-
íèþ ëèïèä/Öèò ñ ïðèìåðíî 50:1 ìîëü/ìîëü äëÿ ÁÊË
è 30:1 äëÿ ÒÎÊË. Òàêîé õàðàêòåð êðèâûõ ìîæíî
îáúÿñíèòü òåì, ÷òî ïðè íèçêèõ ñîîòíîøåíèÿõ ëè-
ïèä/áåëîê êàæäàÿ íîâàÿ ìîëåêóëà êàðäèîëèïèíà,
ñâÿçûâàÿñü ñ ïîâåðõíîñòüþ áåëêîâîé ãëîáóëû, óâå-
ëè÷èâàåò ïåðîêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü öèòîõðîìà ñ,
íî êîãäà âñÿ ïîâåðõíîñòü áåëêà óæå çàíÿòà, íîâûå
ìîëåêóëû, äîáàâëÿåìûå ê ðàñòâîðó, ëèøü íåçíà÷è-
òåëüíî (è íåÿñíî ïî÷åìó) äîïîëíèòåëüíî óñèëèâàþò
ïåðîêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü öèòîõðîìà ñ. Â ïîëüçó
òàêîãî ïðåäïîëîæåíèÿ îò÷àñòè ãîâîðèò òîò ôàêò,
÷òî â òåõ èññëåäîâàíèÿõ, êîãäà öèòîõðîì ñ âíîñèëè
â ñóñïåíçèþ ëèïîñîì, ïðåäâàðèòåëüíî ñôîðìèðî-
âàííûõ  èç ôîñôàòèäèëõîëèíà ñ äîáàâëåíèåì êàð-
äèîëèïèíà, êðèâûå çàâèñèìîñòè ïåðîêñèäàçíîé àê-
òèâíîñòè Öèò ñ îò ñîîòíîøåíèÿ ëèïèä/áåëîê áûëè
ïëàâíûìè è íå èìåëè ïåðåëîìîâ [16].

Ýòî ïðåäïîëîæåíèå ïîäòâåðæäàåòñÿ è ÷èñëåííûìè
ðàñ÷åòàìè. Ãèäðîäèíàìè÷åñêèé äèàìåòð ãëîáóëû öè-
òîõðîìà ñ ñîñòàâëÿåò 3,4 íì [17]. Ãëîáóëà öèòîõðîìà
ñ ïðèìåðíî ñôåðè÷åñêîé ôîðìû, ïëîùàäü åå ïîâåðõ-
íîñòè ñîñòàâëÿåò 4ðR2, ò.å. îêîëî 36 íì2.

Ïëîùàäü ïîëÿðíîé ãîëîâêè êàðäèîëèïèíà íà ïî-
âåðõíîñòè  áåëêîâîé ãëîáóëû îöåíèòü òðóäíåå, ïî-
ñêîëüêó ïî äàííûì ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà
áåëêîâûõ êðèñòàëëîâ ìîëåêóëû ÷àñòè÷íî ïðîíèêàþò
âãëóáü ãëîáóëû, à ïîëÿðíàÿ ãîëîâêà ìîëåêóëû îáëà-
äàåò çíà÷èòåëüíîé ãèáêîñòüþ. Îöåíêè ïëîùàäè ïî-
ëÿðíîé ÷àñòè äàþò äëÿ ðàçíûõ áåëêîâ öèôðû, âàðü-
èðóþùèå â ïðåäåëàõ îò 0,5 äî 1,1 íì2 (äëÿ ïðèìåðà
áûëè âçÿòû áåëêè ñ èíäåêñàìè áåëêîâîé áàçû äàí-
íûõ PDB 1k6l, 1kb9, 1nek, 1okc, 1p84 è 2c3e).  Ñ
äðóãîé ñòîðîíû, ïîïåðå÷íîå ñå÷åíèå ïðèæàòûõ äðóã
ê äðóãó ÷åòûðåõ óãëåâîäîðîäíûõ öåïåé (ñòîëüêî
æèðíîêèñëîòíûõ öåïåé â êàðäèîëèïèíå) ñîñòàâëÿåò
îêîëî 0,8 íì2 [18–20]. Ýòî çíà÷èò, ÷òî íà ïîâåðõíî-
ñòè öèòîõðîìà ñ ìîãóò ðàçìåñòèòüñÿ ïðèìåðíî îò 30
äî 50 ìîëåêóë êàðäèîëèïèíà, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ íà-
øèìè ýêñïåðèìåíòàìè. Åñòåñòâåííî, ÷òî ôîñôîëèïè-
äû ñ ðàçíûìè ïî ñòðóêòóðå æèðíîêèñëîòíûìè õâîñ-

Ðèñ. 1. à – Êðèâûå ðàçâèòèÿ ÕË ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñèñòåìå ëþìèíîë–ïåðîêñèä âîäîðîäà â
ïðèñóòñòâèè Öèò ñ è ðàçëè÷íûõ êîëè÷åñòâ ÒÎÊË. ×èñëà ó êðèâûõ ïîêàçûâàþò ìîëÿðíîå îòíîøåíèå
ÒÎÊË ê Öèò ñ. Êîíöåíòðàöèÿ öèòîõðîìà ñ 0,015 ìÌ, ëþìèíîëà – 0,05 ìÌ, ÒÎÊË – äî 0,48 ìÌ, Í2O2 –
0,04 ìÌ, ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð (pH 7,4). Çà íà÷àëî îòñ÷åòà âðåìåíè ïðèíÿò ìîìåíò äîáàâëåíèÿ
â êþâåòó öèòîõðîìà ñ. á – Çàâèñèìîñòü àìïëèòóäû ÕË ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñèñòåìå ëþìèíîë–
ïåðîêñèä âîäîðîäà â ïðèñóòñòâèè Öèò ñ îò ìîëÿðíîãî ñîîòíîøåíèÿ: 1 – ÒÎÊË:Öèò ñ, 2 – ÁÊË:Öèò. ñ.
Êîíöåíòðàöèÿ öèòîõðîìà ñ 0,015 ìÌ, ëþìèíîëà – 0,05 ìÌ, ÒÎÊË – äî 0,48 ìÌ, Í2O2 – 0,04 ìÌ,

ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð (pH 7,4)
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Ðèñ. 2. à – Êðèâûå ðàçâèòèÿ ÕË ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñèñòåìå ñ êóìàðèíîì è ÁÊË â ïðèñóòñòâèè Öèò ñ è ðàçëè÷íûõ
êîëè÷åñòâ ÄÃÊ. ×èñëà ó êðèâûõ ïîêàçûâàþò ñîäåðæàíèå ÄÃÊ â ñèñòåìå. Êîíöåíòðàöèÿ öèòîõðîìà ñ 0,015 ìÌ, Ñ-525 – 0,12
ìÌ, ÁÊË – 0,48 ìÌ, ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð (pH 7,4); á – çàâèñèìîñòü âåëè÷èí ìàêñèìóìîâ àìïëèòóäû ÕË ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñèñòåìå ñ Ñ-525 â ïðèñóòñòâèè Öèò ñ îò ñîäåðæàíèÿ ÄÃÊ. Êîíöåíòðàöèÿ öèòîõðîìà ñ 0,015 ìÌ,

Ñ-525 – 0,12 ìÌ, ÁÊË – 0,48 ìÌ, ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð (pH 7,4)
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Ðèñ. 3. à – Êðèâûå ðàçâèòèÿ ÕË ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñèñòåìå ñ êóìàðèíîì è ÁÊË â ïðèñóòñòâèè Öèò ñ è ðàçëè÷íûõ
êîëè÷åñòâ ðóòèíà. ×èñëà ó êðèâûõ ïîêàçûâàþò ñîäåðæàíèå ðóòèíà â ñèñòåìå. Êîíöåíòðàöèÿ Öèò ñ 0,015 ìÌ, Ñ-525–
0,12 ìÌ, ÁÊË – 0,48 ìÌ, ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð (pH 7,4); á – çàâèñèìîñòü âåëè÷èí ìàêñèìóìîâ àìïëèòóäû ÕË ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñèñòåìå ñ Ñ-525 â ïðèñóòñòâèè Öèò ñ îò ñîäåðæàíèÿ ðóòèíà. Êîíöåíòðàöèÿ Öèò ñ 0,015 ìÌ,

Ñ-525–0,12 ìÌ, ÁÊË–0,48 ìÌ, ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð (pH 7,4)
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òàìè áóäóò çàíèìàòü íåñêîëüêî ðàçëè÷íóþ ïëîùàäü
ïîâåðõíîñòè áåëêà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò
âûáðàòü îïòèìàëüíîå ñîîòíîøåíèå ëèïèä/áåëîê äëÿ
èçó÷åíèÿ äåéñòâèÿ àíòèîêñèäàíòîâ – áëèçêî ê òî÷êå
ïåðåëîìà. Äàëåå ìû èñïîëüçîâàëè ñîîòíîøåíèå êàð-
äèîëèïèí/Öèò ñ, ðàâíîå 32:1 ìîëü/ìîëü.

Â îïèñàííûõ âûøå ýêñïåðèìåíòàõ ñóáñòðàòîì
ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ ÿâëÿëñÿ ëþìèíîë. Â äðó-
ãîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ìû èçó÷àëè ïåðîêñèäàçíîå
îêèñëåíèå ïðèðîäíîãî êàðäèîëèïèíà, êàòàëèçèðóåìîå
êîìïëåêñîì öèòîõðîì ñ – êàðäèîëèïèí. Ñîáñòâåííîå
ñâå÷åíèå ýòîé ñèñòåìû ÷ðåçâû÷àéíî ìàëî. Äëÿ ñå-
ëåêòèâíîé àêòèâàöèè ïåðåêèñíîãî îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ
èñïîëüçóþò ñïåöèàëüíûå àêòèâàòîðû — õèíîëèçèíî-
âûå êóìàðèíû, îñîáåííî ýôôåêòèâåí êóìàðèí Ñ-525.
Ýòè ñîåäèíåíèÿ óñèëèâàþò èíòåíñèâíîñòü õåìèëþ-
ìèíåñöåíòíîãî ñâå÷åíèÿ, êîòîðûì ñîïðîâîæäàåòñÿ
ëèïèäíàÿ ïåðîêñèäàöèÿ, íà ñòàäèÿõ êàê áûñòðîé, òàê
è ìåäëåííîé âñïûøêè è ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿþò
ôîðìó õåìèëþìèíåñöåíòíîé êðèâîé (â òîì ÷èñëå íå
âëèÿþò íà äëèòåëüíîñòü ëàòåíòíîé ôàçû), îíè òàê-
æå íå âëèÿþò íà íàêîïëåíèå ïðîäóêòîâ ëèïèäíîé
ïåðîêñèäàöèè [21, 22].

Â äàííîé ðàáîòå èçó÷àëè äåéñòâèå äèãèäðîêâåðöè-
òèíà (ÄÃÊ) è ðóòèíà íà ëèïîïåðîêñèäàçíóþ àêòèâ-
íîñòü öèòîõðîìà ñ. Ðàíåå â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àíòèîêñèäàíòû β-òîêîôåðîë, ðó-
òèí è äèãèäðîêâåðöåòèí (òàêñèôîëèí) óãíåòàëè ïå-
ðîêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü ñâÿçàííîãî ñ êàðäèîëèïè-
íîì öèòîõðîìà ñ; ñíèæåíèå àêòèâíîñòè íà 50% íà-
áëþäàëîñü  ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ýòèõ àíòèîêñèäàíòîâ
ñîîòâåòñòâåííî 80; 19 è 1,3 ìêÌ [23]. Ðåçóëüòàòû

ïî äåéñòâèþ ÄÃÊ ïîêàçàíû íà ðèñ. 2. Âèäíî, ÷òî
ÄÃÊ ñíèæàåò ïåðîêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü öèòîõðîìà
ñ: íàáëþäàåòñÿ çàìåäëåíèå ðàçâèòèÿ ñâå÷åíèÿ, ñíè-
æåíèå àìïëèòóäû ÕË-îòâåòà, óâåëè÷åíèå âðåìåíè
äî íàñòóïëåíèÿ ìàêñèìóìà (ðèñ. 2à). Íàèáîëüøèé
ýôôåêò äîñòèãàëñÿ â ñðåäíåé îáëàñòè èññëåäîâàí-
íîãî äèàïàçîíà êîíöåíòðàöèé ÄÃÊ; ïðè äîáàâëåíèè
æå ñâûøå 0,012ìÌ ÄÃÊ íàáëþäàëîñü ëèøü íåçíà-
÷èòåëüíîå äîïîëíèòåëüíîå ñíèæåíèå ïåðîêñèäàçíîé
àêòèâíîñòè êîìïëåêñà (ðèñ. 2á). Ðóòèí òàêæå îêàçû-
âàë èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå íà îáðàçîâàíèå ðàäèêà-
ëîâ ëèïèäîâ â ñèñòåìå öèòîõðîì ñ – êàðäèîëèïèí.
Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå õåìèëþìèíåñöåíöèè â ïðèñóò-
ñòâèè êóìàðèíà Ñ-525 ïðèâåäåíû íà ðèñ. 3à, à çàâè-
ñèìîñòü àìïëèòóäû ÕË îò êîíöåíòðàöèè ðóòèíà – íà
ðèñ. 3á. Êàê è â ñëó÷àå ÄÃÊ, íàáëþäàåòñÿ ñíèæå-
íèå ëèïîïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè öèòîõðîìà ñ ïðè
óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè àíòèîêñèäàíòà. Ñðàâíèâàÿ
äàííûå íà ðèñ. 2á è ðèñ. 3á, ìîæíî âèäåòü, ÷òî
ÄÃÊ è ðóòèí ðàáîòàþò â ðàçíûõ äèàïàçîíàõ êîíöåí-
òðàöèé: ïîëîâèííîå èíãèáèðîâàíèå ðåàêöèè íàáëþäà-
ëîñü ïðè 10 ìêÌ ÄÃÊ è 3 ìêÌ ðóòèíà. Ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå, à òàêæå â ðàáîòå
[23], ìîæíî îáúÿñíèòü ñõåìîé, ïðåäñòàâëåííîé íà
ðèñ. 4.

Íà ïîâåðõíîñòè ëèïèäíîãî áèñëîÿ âíóòðåííåé
ìåìáðàíû ìèòîõîíäðèé öèòîõðîì ñ ñâÿçûâàåòñÿ
ýëåêòðîñòàòè÷åñêè ñ êàðäèîëèïèíîì (1), ïðèîáðåòàÿ
â ðåçóëüòàòå ñâîéñòâà ïåðîêñèäàçû (2) [16, 24].  Â
ïðèñóòñòâèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà (èëè ãèäðîïåðîêñè-
äîâ ëèïèäà) îáðàçóåòñÿ “Ñîåäèíåíèå I” (3). Ïðè íà-
ëè÷èè îðãàíè÷åñêèõ ñóáñòðàòîâ îêèñëåíèÿ, íàïðèìåð

Ðèñ. 4. Ìåõàíèçì äåéñòâèÿ  àíòèîêñèäàíòîâ íà îáðàçîâàíèå ðàäè-
êàëîâ â ìåìáðàííîì êîìïëåêñå öèòîõðîìà ñ ñ êàðäèîëèïèíîì.

(îáúÿñíåíèÿ â òåêñòå)
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ëþìèíîëà (ëþì-Í), îáðàçóþòñÿ ðàäèêàëû (4), â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àåòñÿ ïðîäóêò â ýëåêòðîííîâîç-
áóæäåííîì ñîñòîÿíèè è íàáëþäàåòñÿ õåìèëþìèíåñ-
öåíöèÿ (hνL) [16, 11]. Àíòèîêñèäàíòû (InH) êîíêóðè-
ðóþò ñ ëþìèíîëîì è äðóãèìè ñóáñòðàòàìè çà ðåàê-
öèþ ñ “Ñîåäèíåíèåì I”, òåì ñàìûì çàìåäëÿÿ ïå-
ðîêñèäàçíóþ ðåàêöèþ è ðàçâèòèå õåìèëþìèíåñöåíò-
íîãî îòâåòà. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ïîñëåäíåå îáóñëîâ-
ëåíî ðåàêöèåé àíòèîêñèäàíòîâ íåïîñðåäñòâåííî ñ
ðàäèêàëàìè ëþìèíîëà.

Â ìåìáðàíàõ ìèòîõîíäðèé ôîñôîëèïèäû, â òîì
÷èñëå êàðäèîëèïèí, ñîäåðæàò ïîëèíåíàñûùåííûå
îñòàòêè æèðíûõ êèñëîò, êîòîðûå òîæå ñëóæàò ñóá-
ñòðàòîì ïåðîêñèäàçíîé ðåàêöèè [8]. Îáðàçóþùèåñÿ
ëèïèäíûå ðàäèêàëû äàþò íà÷àëî öåïíîé ðåàêöèè
îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ. Êàê èçâåñòíî, äèñïðîïîðöèîíè-
ðîâàíèå ïåðîêñè-ðàäèêàëîâ LOO• ñîïðîâîæäàåòñÿ
ñëàáîé õåìèëþìèíåñöåíöèåé [25], êîòîðàÿ ìíîãî-
êðàòíî óñèëèâàåòñÿ â ïðèñóòñòâèè èçîõèíîëèçèíî-
âûõ êóìàðèíîâ (Ñ-525) [21]. Àíòèîêñèäàíòû îáðû-
âàþò öåïè îêèñëåíèÿ, òîðìîçÿ òåì ñàìûì ðàçâèòèå

öåïíîé ðåàêöèè îêèñëåíèÿ è ñîïðîâîæäàþùåé åå
õåìèëþìèíåñöåíöèè [25].

Ïðèâåäåííàÿ ñõåìà îáúÿñíÿåò ðàçëè÷íóþ àêòèâ-
íîñòü àíòèîêñèäàíòîâ â äåéñòâèè íà êèíåòèêó õåìè-
ëþìèíåñöåíöèè ñ ëþìèíîëîì è ñ êóìàðèíîì Ñ-525,
âûçâàííóþ ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòüþ êîìïëåêñà
öèòîõðîìà ñ ñ êàðäèîëèïèíîì. Â ïåðâîì ñëó÷àå ïî-
ëîâèííîå ñíèæåíèå àìïëèòóäû ÕË-îòâåòà äîñòèãà-
ëîñü ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ÄÃÊ è ðóòèíà 1,3 è 19 ìêÌ
ñîîòâåòñòâåííî [23], à âî âòîðîì – ïðè êîíöåíòðàöè-
ÿõ 10 è 3 ìêÌ (ðèñ. 2, 3). Àíòèîêñèäàíòû − íå åäèí-
ñòâåííîå ñðåäñòâî ðåãóëÿöèè ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíî-
ñòè êàðäèîëèïèí-ñâÿçàííîãî öèòîõðîìà ñ; ðàíåå ïîêà-
çàíî, ÷òî ìîíîîêñèä àçîòà óãíåòàåò ýòó àêòèâíîñòü,
íî îíà ìîæåò áûòü ÷àñòè÷íî âîññòàíîâëåíà îáëó÷å-
íèåì èíòåíñèâíûì ñâåòîì (ëàçåðîì) [26]. Ïîñêîëüêó
ðåàêöèÿ îáðàçîâàíèÿ ëèïèäíûõ ðàäèêàëîâ íà ìåìá-
ðàííî-ñâÿçàííîì öèòîõðîìå ñ – êëþ÷åâîå ñîáûòèå â
ðàçâèòèè àïîïòîçà [8], ìîæíî ðàññ÷èòûâàòü, ÷òî ïðè
ïîìîùè àíòèîêñèäàíòîâ óäàñòñÿ êîíòðîëèðîâàòü ýòó
ñòàäèþ è, ñëåäîâàòåëüíî, àïîïòîç â öåëîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ÐÔÔÈ (ïðîåêòû ¹ 06-04-81052-Áåë_à  è ¹ 06-04-08278-îôè, ¹ 08-
04-01074-à).
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ÀNTIOXIDANT EFFECTS OF DIHYDROQUERCETIN AND RUTIN IN
PEROXIDASE REACTIONS CATALYZED BY CYTOCHROME C
E.M. Demin, E.V. Proskurnina, Yu.A. Vladimirov
(Faculty of Basic Medicine; e-mail: yuvlad@mail.ru)

Lipid peroxidation catalyzed by the complex of cytochrome c and cardiolipin is a key event of
apoptosis. Native peroxidase activity of cytochrome ñ is weak, but it increases manifold when
cytochrome ñ bounds with cardiolipin. In this work, we studied the effect of cardiolipin from
bovine heart (BCL) and synthetic 1,1’,2,2’-tetraoleyl cardiolipin (TOCL) on cytochrome c
peroxidase activity detected by luminol-enhanced chemiluminescence. It is shown that
chemiluminescence amplitude increases significantly in the range of molar ratios of cardiolipin
and cytochrome c approximately of 0 to 30 and 0 to 50 for TOCL and BCL, respectively. It
increases insignificantly upon a further increase in these ratios to 640 : 1 and 320 : 1 mol : mol.
Such a character of the dependence of the chemiluminescence amplitude on the ratio of
cardiolipin and protein may be accounted for by attaining the saturation of the protein surface
with cardiolipin molecules. For a ratio of BCL to cytochrome c of 32 : 1 mol : mol, the effect of
antioxidants, rutin and dihydroquercetin, on peroxidase activity of cytochrome c in the presence
of coumarine C-525 as a chemiluminescence activator was studied. For both antioxidants, a
decrease in peroxidase activity was observed on an increase in antioxidant concentration in the
system. A 50% inhibition of the reactions was observed for antioxidant concentrations of 10 μM
for dihydroquercetin and 3 μM for rutin. It is supposed that the use of antioxidants would provide
the control of the key stage of apoptosis, the formation of lipid radicals at membrane-bonded
cytochrome c.
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