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Вопрос взаимодействия цитохрома С с мембранами, содержащими анионные липиды,
остается перспективным для исследований. Известно, что при взаимодействии с кардио-
липин-содержащими мембранами резко повышается пероксидазная активность цитохрома
С, что в свою очередь приводит к запуску запрограммированной клеточной гибели [1]. Од-
нако, не до конца изученными остаются химические константы взаимодействия цитохрома
С с фосфатидной кислотой [2]. В связи с этим, задачей настоящего исследования явля-
лась оценка равновесных констант диссоциации цитохрома С с фосфатидилхолиновыми
мембранами, содержащими фосфатидную кислоту.

Выбранная экспериментальная модель представлена липосомами, содержащими ди-
олеоил-фосфатидилхолин и ди-олеоил-фосфатидную кислоту, в состав которых также вхо-
дит фосфатидилхолин с флуоресцентной меткой BODIPY. Было установлено, что при тит-
ровании флуоресцентно-меченных липосом возрастающими концентрациями цитохрома
С, интенсивность флуоресценции снижается, что обусловлено тушением флуоресцентной
метки близко расположенным железом гема цитохрома С. Данное тушение специфично
проявляется только если липосомы содержат фосфатидную кислоту. Таким образом, по
тушению флуоресценции липосом в присутствии цитохрома С можно определить равно-
весную константу диссоциации в зависимости от наличия или отсутствия в составе липо-
сом различных фосфлолипидов, в том числе фосфатидной кислоты. Все измерения прове-
дены методами спектрофлуориметрии и спектрофотометрии, при помощи которых были
определены спектры поглощения цитохрома С, а также спектры возбуждения и испуска-
ния BODIPY-меченных липосом. Оценивалось изменение интенсивности флуоресценции
липосом при добавлении цитохрома С.

Равновесные константы диссоциации цитохрома С с липидами, содержащими ди-олеил-
фосфатидилхолин и ди-олеил-фосфатидную кислоту, оказались равны 3,4E-5 М и 2,7E-6
М соответственно.

Результаты исследования подтверждают способность цитохрома С более выражено вза-
имодействовать с DOPA-содержащими липосомами. Полученные данные наглядно пока-
зывают связывание цитохрома С с ди-олеоил-фосфатидной кислотой, что предшествует
появлению у него высокой пероксидазной активности. Данная активность должна спо-
собствовать изменению проницаемости и порообразованию митохондриальных мембран,
а следом и развитию процесса апоптотической гибели.
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Рис. 1. Изменение интенсивности флуоресценции липосом, содержащих фосфолипид DOPC, с
добавлением фосфатидной кислоты DOPA, при растущих концентрациях цитохрома с. Содержа-
ние образцов: пунктирная линия: изменение интенсивности флуоресценции липосом, содержащих
ди-олеоил-фосфатидилхолин (DOPC) и фосфатидную кислоту (DOPA) в эквимолярных концен-
трациях, а также фосфатидилхолин с флуоресцентной меткой BODIPY в концентрации 20 мкМ.
Общая концентрация фосфолипидов 2 мМ; сплошная линия: изменение интенсивности флуорес-
ценции липосом, содержащих диолеилфосфаидилхолин в концентрации 2 мМ. При добавлении
возрастающих концентраций цитохрома с от 0 мкМ до 33,3 мкМ. Образцы были приготовлены
на фосфатном буфере 10 мМ при pH=7.4.
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