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Изучено участие изохинолизиновых производных кумарина в пероксидазной реакции, катализиру-
емой комплексом цитохрома c с кардиолипином. Исследованы производные кумарина, известные
как C-314 (coumarin-314), C-334 (coumarin-334) и C-525 (coumarin-525) и считающиеся специфиче-
скими физическими активаторами хемилюминесценции, сопровождающей реакции липидной пе-
роксидации. Спектрофотометрически исследовано действие метанола на структуру цитохрома c,
изучены оптические свойства указанных веществ в среде фосфатного буфера. Также проведено
спектрофотометрическое исследование с параллельной регистрацией хемилюминесценции смеси,
в которой протекает липопероксидазная реакция, катализируемая комплексом цитохрома c с кар-
диолипином в присутствии изохинолизиновых производных кумарина. Установлена обратимость
действия метанола на структуру цитохрома c, что доказывает возможность использования данного
спирта при исследовании этого белка, определены положения максимумов поглощения и соответ-
ствующие им значения коэффициентов молярного поглощения в среде 20 мМ фосфатного буфера
(pH 7.4) для C-314 (λmax = 447.5 нм; ε = 32360.4 л/моль∙см), C-334 (λmax = 460 нм; ε = 44012 л/моль∙см)
и C-525 (λmax = 460 нм; ε = 32703.6 л/моль∙см). Показано, что изохинолизиновые производные ку-
марина являются субстратами пероксидазной реакции, катализируемой комплексом цитохрома c с
кардиолипином, расход этих веществ за время среднестатистического опыта по измерению хеми-
люминесценции (322 с) для C-314, C-334 и C-525 составляет 32, 38 и 26% соответственно. 

Ключевые слова: апоптоз, хемилюминесценция, комплекс цитохрома c с кардиолипином, пероксидаза,
изохинолизиновые кумарины, спектрофотометрия. 
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Апоптоз, или запрограммированная гибель
клеток организма, является причиной многих па-
тологий [1–6]. Ключевую роль при запуске апо-
птоза по митохондриальному пути играет ком-

плекс цитохрома c с кардиолипином (ЦитC-КЛ),
обладающий липопероксидазной активностью,
обуславливающей разрушение мембран митохон-
дрий [7–23], что приводит к выходу различных
проапоптотических факторов в цитозоль [24–28].

Собственная и активированная хемилюминес-
ценция. Хемилюминесценция – это свечение, ко-
торое является результатом перехода различных
метаболитов из электронно-возбужденного со-

Сокращения: ЦитC-КЛ – комплекс цитохрома c с
кардиолипином, ТОКЛ –тетраолеилкардиолипин, C-314 –
изохинолизиновое производное кумарина, coumarin-314,
C-334 – изохинолизиновое производное кумарина, cou-
marin-334, C-525 – изохинолизиновое производное
кумарина, coumarin-525.
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стояния в основное, причем далеко не каждый
акт подобного перехода сопровождается высве-
чиванием фотона [29, 30].

Впервые испускание биообъектами светового
излучения очень слабой интенсивности было об-
наружено в конце первой трети прошлого века
В.В. Лепешкиным [31, 32] и А.Г. Гурвичем [33].
Впоследствии было показано, что хемилюминес-
ценция обусловлена протеканием свободноради-
кальных реакций, главным образом – взаимодей-
ствием жирнокислотных пероксил-радикалов
[34, 35].

Благодаря образованию большого количества
энергии в элементарном акте радикальной реак-
ции, часть которой выделяется в виде фотонов,
хемилюминесцентная методика изучения сво-
боднорадикальных процессов дает адекватное
представление об их протекании в исследуемой
системе [30, 37], позволяя оценить скорость реак-
ции образования свободных радикалов [29, 36],
на что не способен метод электронного парамаг-
нитного резонанса [30, 36].

С тех пор, как собственная хемилюминесцен-
ция была показана на объектах растительного [38]
и животного [39] происхождения, при помощи ее
регистрации исследуют различные биологиче-
ские системы [30, 35, 40–42]. Однако интенсив-
ность собственной хемилюминесценции крайне
мала, к тому же зачастую перед исследователями
стоит задача изучить не свободнорадикальные
процессы в исследуемом образце в общем и це-
лом, а исследовать вполне конкретные радикалы,
к примеру, оценить наличие в исследуемой систе-
ме радикалов липидов, но данный метод реги-
страции абсолютно неспецифичен [30].

В силу этого приходится применять так назы-
ваемые активаторы, обуславливающие гораздо
более высокий квантовый выход, нежели при
собственной хемилюминесценции. Их можно
разделить на две группы: 1) хемилюминесцент-
ные зонды, или химические активаторы, – веще-
ства, химически реагирующие с участниками или
продуктами свободнорадикальной реакции и пе-
реходящие при этом в электронно-возбужденное
состояние [30]; 2) физические активаторы –
вещества, которые усиливают свечение за счет
физического процесса миграции (перехвата)
электронно-возбужденного состояния от участ-
ников и/или продуктов свободнорадикальной ре-
акции без непосредственного химического взаи-
модействия с ними [30, 35, 36, 41, 43]. 

Изохинолизиновые производные кумарина. В
настоящей работе мы исследовали изохинолизи-
новые производные кумарина, известные в ан-
глоязычных источниках как coumarin-314, cou-
marin-334 и coumarin-525 (сокращенно С-314,
С-334 и С-525 соответственно, структурные фор-
мулы приведены на рис. 1), которые до настояще-
го исследования практически общепринято счи-
тались специфичными для липидных радикалов
физическими активаторами хемилюминесцен-
ции, не реагирующими с участниками реакции
[12, 41, 44–46]. 

Кумарины – группа ненасыщенных аромати-
ческих лактонов, в основе которых лежит лактон
цис-орто-оксикоричной кислоты – 5,6-бензо-α-
пирон (кумарин) [50]; многие из этих веществ ис-
пользуются в качестве лазерных красителей [51].

Из трех изучаемых нами производных кумари-
на в литературе уделяется наибольшее внимание
кумарину С-525, показанному в качестве актива-

Рис. 1.  Формулы кумарина и изучаемых изохинолизиновых его производных [47]: (а) – кумарин, базовое вещество
группы кумаринов, к которому присоединяются различные заместители и/или циклические группы; (б) – Coumarin-
314; (в) – Coumarin-334; (г) – Coumarin-525.
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тора хемилюминесценции в 1995 г. [46]. Он ис-
пользовался как физический активатор хемилю-
минесценции во многих работах с целью опреде-
ления гидропероксидов липидов в системе
«липидный субстрат – Fe2+» [41, 44–46, 49, 53]. В
данной системе механизм этого усиления хеми-
люминесценции – это, по-видимому, перенос
энергии от молекулы кетона в электронно-воз-
бужденном состоянии (первичного продукта ре-
комбинации пероксил-радикалов) на флуорес-
центный уровень С-525 [44]. Однако стоит заме-
тить, что С-525 за счет наличия в своей структуре
пуриновой группировки в определенных услови-
ях проявляет антиоксидантные свойства, т.е. вза-
имодействует со свободными радикалами [48]. В
работе [12] методом индуцированной C-525 хеми-
люминесценции изучалось радикальное окисле-
ние кардиолипина, находящегося в комплексе с
цитохромом c, т.е., по сути, эту работу можно в
определенной степени считать предтечей нашего
исследования. Авторами работы [51] в качестве
механизма действия C-525 был назван перенос
энергии из триплетных состояний карбонилов,
образующихся в самореакции перекисного ради-
кала через механизм Рассела или разложением
1,2-диоксетана. Исходя из вывода авторов [51],
что C-525 не подходит для изучения перекисного
окисления липидов, катализируемого пероксида-
зой хрена, в силу его нестабильности в этой си-
стеме, можно предположить, что в системе, где в
роли пероксидазы выступает цитохром c в ком-
плексе с кардиолипином [7, 12, 14, 18, 19, 48, 54–
57], C-525 может быть сам субстратом этой реак-
ции. 

Настоящее исследование проводилось нами с
целью выяснения того, справедливо ли считать
изохинолизиновые производные кумарина
C-314, C-334 и C-525 физическими активаторами
хемилюминесценции, не реагирующими с ком-
понентами изучаемой системы. Достижение ука-
занной цели предполагает выполнение задач: 

1). Отработка процедуры исследования: вы-
числение коэффициентов молярного поглоще-
ния изучаемых изохинолизиновых производных
кумарина, подтверждение допустимости наличия
метанола в экспериментальных пробах.

2). Спектрофотометрический анализ течения
пероксидазной реакции, катализируемой ЦитC-
КЛ в присутствии изохинолизинового производ-
ного кумарина.

3). Изучение хемилюминесценции, сопровож-
дающей катализируемую ЦитC-КЛ пероксидаз-
ную реакцию, без активатора и в присутствии
изохинолизинового производного кумарина.

4). Выдвижение гипотезы относительно того,
как именно изохинолизиновые производные ку-
марина участвуют в катализируемой ЦитC-КЛ
реакции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе были использованы следующие реак-

тивы: КH2PO4, 20 мМ буферный раствор (рН 7.4);
пероксид водорода, 8.6 М водный раствор (Sigma-
Aldrich, США); кумарин С-314, 500 мкМ мета-
нольный раствор, приготовленный из навески
необходимой массы (Sigma-Aldrich, США); кума-
рин С-334, 1 мМ метанольный раствор, приготов-
ленный из навески необходимой массы (Sigma-
Aldrich, США); кумарин С-525, 250 мкМ мета-
нольный раствор, приготовленный из навески
необходимой массы (Sigma-Aldrich, США); цито-
хром с, 1 мМ раствор, приготовленный из навес-
ки необходимой массы (Sigma-Aldrich, США);
1,1’,2,2’-тетраолеилкардиолипин (ТОКЛ), 6 мМ
метанольный раствор, приготовленный из навес-
ки необходимой массы (Avanti Polar Lipids,
США).

Растворы вышеуказанных веществ в более
низких концентрациях приготовляли методом
последовательных разведений, кратность разбав-
лений не превышала десяти.

Спектрофотометрический анализ изменения
конформации (развертывания) цитохрома c в мета-
ноле и в комплексе с кардиолипином. Измерения
проводили на спектрофотометре Specord 200
(Analytik Jena, Германия) с использованием кю-
вет из кварцевого стекла с длиной оптического
пути 1 см. Спектры регистрировали в пробе объе-
мом 3 мл в диапазоне 650–750 нм, в качестве рас-
творителя использовали 100 мМ фосфатный бу-
фер с pH 7.4. Опытная проба, содержащая 50 мкМ
раствор цитохрома c и 50% (по объему) метанола,
для установления факта обратимости или необра-
тимости действия метанола на структуру цито-
хрома c была разбавлена в пять раз растворите-
лем. В качестве контролей выступали растворы
цитохрома c с концентрацией 50 и 10 мкМ.

Спектрофотометрические измерения для выве-
дения концентрационной зависимости оптической
плотности кумаринов C-314, C-334 и C-525. Из ме-
танольного 1 мМ раствора кумарина C-334,
500 мкМ раствора кумарина C-314 или 250 мкМ
раствора кумарина C-525 нами был приготовлен
25 мкМ раствор, который использовали в спек-
трофотометрических измерениях, проводимых
по следующей схеме: после измерения раствора
изначальной концентрации методом последова-
тельных разведений готовили растворы меньших
концентраций. 

Регистрация серии спектров поглощения смеси,
в которой протекает липопероксидазная реакция. В
кювету спектрофотометра добавляли 300 мкл
100 мкМ раствора цитохрома c, 150 мкл 6 мМ рас-
твора ТОКЛ, 75 мкл 1 мМ раствора С-334, или
150 мкл 500 мкМ раствора С-314, или 300 мкл
250 мкМ раствора С-525, а также – 300 мкл
2150 мкМ раствора перекиси водорода (в кон-
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трольных измерениях H2O2 заменяли фосфатным
буфером), общий объем пробы составлял 3 мл,
данный объем доводили добавлением необходи-
мого количестваа 20 мМ фосфатного буфера. Пе-
рекись водорода добавляли в последнюю очередь.
Далее в течение двух часов регистрировали спек-
тры поглощения при следующих параметрах:
диапазон измерения 300–600 нм, скорость изме-
рения 5 нм/с, шаг (дискретность) 0.5 нм, ширина
щели 5 нм, время регистрации спектра – пример-
но одна минута.

Объемы растворов и данные концентрации ре-
активов были подобраны нами по результатам
подготовительных экспериментов, а концентра-
ции цитохрома c и ТОКЛ взяты с расчетом на оп-
тимальное их соотношение, равное 1:30, как было
показано в работе [15].

Регистрация хемилюминесценции во время ли-
попероксидазной реакции. Исследования по изме-
рению хемилюминесценции проводили на хе-
милюминометре «Lum-5773» (ООО «ДИСофт»,
Россия), подключенном к компьютеру с про-
граммным обеспечением «PowerGraph». Перед
началом каждой серии измерений хемилюмино-
метр калибровали по ураниловому стеклу.

Кювету, содержащую: 300 мкл 100 мкМ цито-
хрома c, 150 мкл 6 мМ метанольного раствора
ТОКЛ, 75 мкл 1 мМ метанольного раствора
C-334, или 300 мкл 250 мкМ метанольного рас-
твора C-525, или 150 мкл 500 мкМ раствора C-314,
растворенных в 20 мМ фосфатном буфере объе-
мом 2175 мкл и 2100 мкл соответственно, помеща-
ли в кюветное отделение хемилюминометра и за-
пускали регистрацию, через 550 с извлекали кю-
вету и добавляли в нее 300 мкл 2150 мкМ перекиси
водорода с дальнейшей регистрацией свечения до
выхода его к фоновым значениям.

В итоге система имела следующий количе-
ственный состав на момент начала липоперокси-
дазной реакции: 10 мкМ цитохрома c, 300 мкл
ТОКЛ, 215 мкМ H2O2.

Вычисление концентраций на основании серий
спектров поглощения. Концентрации цитохрома c
и кумариновых производных, изменяющиеся в
процессе течения липопероксидазной реакции,
катализируемой ЦитC-КЛ, вычисляли для каж-
дого зарегистрированного спектра. Вычисление
проводили на основании закона Бугера–Ламбер-
та–Бера для смеси веществ посредством решения
системы уравнений, характеризующих значение
оптической плотности смеси на длинах волн, со-
ответствующих пикам поглощения цитохрома c и
производного кумарина [52], по следующей фор-
муле:

где CC – концентрация производного кумарина,
моль/л; A1 – значение оптической плотности (по-
глощения) на длине волны, равной 409 нм (поло-
са Соре – пик поглощения порфириновой груп-
пы цитохрома c); A2 – значение оптической плот-
ности (поглощения) на длине волны,
соответствующей максимуму поглощения произ-
водных 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 ци-
тохрома c на длине волны, соответствующей мак-
симуму поглощения производных кумарина;
ε1,C – коэффициент молярного поглощения ис-
следуемого производного кумарина на длине вол-
ны 409 нм; ε2,C – коэффициент молярного погло-
щения производного кумарина на длине волны,
соответствующей максимуму поглощения произ-
водных кумарина; l – толщина кюветы (длина оп-
тического пути), см, в нашем случае она равня-
лась 1 см; CP – концентрация цитохрома c,
моль/л.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Отработка процедуры исследования. Спектро-
фотометрический анализ изменения конформации
(развертывания) цитохрома c в метаноле и в ком-
плексе с кардиолипином. При изучении ЦитC-КЛ
зачастую используются растворы, растворителем
в которых является метанол: это и стоковый рас-
твор кардиолипина, и стоковые растворы иссле-
дуемых в настоящей работе активаторы хемилю-
минесценции – производных кумарина. При
этом на определенных этапах эксперимента кон-
центрация спирта в образце может быть весьма
существенной. Однако низкомолекулярные
спирты вызывают изменение структуры белков,
заключающееся в частичном развертывании гло-
бул вследствие дегидратации белков [58], очевид-
но, что цитохром c в вышеупомянутых случаях
меняет свою конформацию, что может повлиять
на адекватность полученных экспериментальных
данных. Поэтому нами была поставлена задача
проверить, обратимо ли действие метанола на
структуру цитохрома c. Для этого в среде 100 мМ
фосфатного буфера при pH 7.4 было зарегистри-
ровано значение оптической плотности в пике
поглощения в области 700 нм, соответствующем

P 1,P1
C

1,C 1,C

2 1

2,C 1,C
P

2,P 1,P

2,C 1,C

,

CAC
l

A A
l l

C

ε = − ε ε

 − ε ε = ε ε − ε ε
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железосерным связям в молекуле цитохрома c. В
качестве опытной пробы мы использовали
50 мкМ раствор цитохрома c в 50% метаноле, да-
лее разбавленный в пять раз, в качестве контро-
лей использовали 50 мкМ и 10 мкМ растворы ци-
тохрома c; результаты эксперимента представле-
ны на рис. 2.

По данным из спектров на рис. 2 50% метанол
вызывает полное разрушение железо-серных свя-
зей в молекуле цитохрома c (кривая 1, контроль
без метанола – кривая 2), однако разбавление
этого раствора в пять раз фосфатным буфером
приводит к их восстановлению (кривая 3, кон-
троль без метанола – кривая 4). 

По данным проведенной нами с помощью па-
кета «MS Excel 2016» обработки, при разбавлении
в пять раз раствора цитохрома c с объемной долей
метанола 50% восстановилось, судя по значению
поглощения, (93.69 ± 1.04)%n=5;p=0,95 железо-
серных связей в растворе цитохрома c, причем не-
обходимо указать, что за 100% нами было взято
значение поглощения 10 мкМ раствора цитохро-
ма c, в котором полностью отсутствует метанол, а
в опытной пробе его объемная концентрация со-
ставляет 10%. Вышесказанное указывает на допу-
стимость использования метанольных растворов
без риска искажения результатов вследствие на-
рушения метанолом молекулярной структуры
цитохрома c. 

Спектрофотометрические свойства кумаринов
C-314, C-334 и C-525 в среде с 20 мМ фосфатного
буфера. При использовании математического вы-
ражения закона Бугера–Ламберта–Бера нами
были показаны следующие значения коэффици-
ентов молярного поглощения (ε) исследуемых
производных кумарина и цитохрома c в среде

20 мМ фосфатного буфера (pH 7.4). Пик погло-
щения C-314 приходится на длину волны 447.5 нм
(ε = 32360.4 л/моль∙см), C-334 – на 460 нм
(ε = 44012.0 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 составляет
12562.4, 9240.0 и 14987.26 л/моль∙см соответствен-
но. 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 кумари-
на. C-334 в сравнении с двумя другими кумарино-
выми красителями показал более высокую рас-
творимость и в метаноле (получалось пригото-
вить даже 4 мМ растворы), и в среде фосфатного
буфера (видимых признаков коллоидного раство-
ра не наблюдалось вплоть до концентраций
40 мкМ).

Спектрофотометрический анализ течения пе-
роксидазной реакции, катализируемой ЦитC-КЛ, в
присутствии изохинолизинового производного ку-
марина. Для оценки участия или неучастия изохи-
нолизиновых производных кумарина в липопе-
роксидазной реакции нами при параллельной ре-
гистрации хемилюминесцентного сигнала была
зарегистрирована серия спектров поглощения
смеси, в которой протекала липопероксидазная
реакция, катализируемая комплексом цитохрома
c с тетраолеилкардиолипином.

Результаты экспериментов по регистрации се-
рии спектров поглощения и общего хемилюми-
несцентного сигнала показаны на рис. 3–5. На
основании значения оптической плотности в пи-
ке поглощения изохинолизинового производно-
го кумарина нами была вычислена его концен-
трация, также мы вычисляли концентрацию ци-
тохрома c, вычисление концентраций проводили
на основании закона Бугера–Ламберта–Бера [52]
с упрощением, заключающемся в том, что изуча-
емая реакционная смесь в математической моде-
ли представлена как смесь не реагирующих друг с
другом двух веществ – цитохрома c и изохиноли-
зинового производного кумарина (C-314, C-334
или C-525), так как на рассматриваемых длинах
волн кардиолипин и перекись водорода
имеют низкие значения оптической плотности и
практически весь вклад в общее поглощение сме-
си в диапазоне длин волн 405–465 нм вносят ци-
тохром c и изохинолизиновое производное кума-
рина.

На рис. 3 представлены результаты этого экс-
перимента с присутствием в реакционной смеси
кумарина C-314. Как видно из графиков, в первые
30 мин липопероксидазной реакции происходит
резкое уменьшение концентрации изохинолизи-
нового производного кумарина, C-314.

Рис. 2.  Обратимость действия метанола на состояние
связей Fe–S в молекуле цитохрома c. Кривая 1 –
50 мкМ цитохром c в 50%-м метаноле, кривая 2 –
50 мкМ цитохром c, кривая 3 – 10 мкМ цитохром c в
10%-м метаноле (разбавленная в 5 раз предыдущая
проба 1), кривая 4 – 10 мкМ цитохром c.
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На рис. 4 представлены результаты аналогич-
ного эксперимента с присутствием в реакцион-
ной смеси C-334, он также расходуется в процессе
реакции.

Рис. 5 представляет эксперимент с C-525, кон-
центрация которого тоже резко снижается в тече-
ние первых 10 мин реакции.

Хемилюминесценция, сопровождающая катали-
зируемую ЦитC-КЛ реакцию. Была проведена ре-
гистрация хемилюминесценции, сопровождаю-
щей катализируемую ЦитC-КЛ реакцию при до-

бавлении каждого из изучаемых производных
кумарина, а также – без их добавления. В силу то-
го, что хемилюминесценция системы в присут-
ствии различных производных кумарина была
примерно одинакова как по кинетике, так и по
амплитуде вспышек, но отличалась от таковой
для системы без добавления кумариновых краси-
телей, на график мы решили вывести результат
измерения только с одним производным кумари-
на, сравнив его с хемилюминесценцией системы
без красителя.

Рис. 3.  Пероксидазная реакция в системе начального состава: 10 мкМ цитохрома c, 300 мкМ ТОКЛ, 25 мкМ C-314,
215 мкМ H2O2. (а) – Серия спектров поглощения смеси: 1 – спектр поглощения смеси без H2O2, 2 – спектр
поглощения через 15 с после начала реакции, 3 – через 5 мин, 4 – через 59 мин, 5 – через 120 мин. (б) – Уменьшение
концентрации цитохрома c (кривая 1) и C-314 (кривая 2) в процессе реакции, на врезке – уменьшение концентрации
C-314 в первые минуты реакции.
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Рис. 4.  Пероксидазная реакция в системе начального состава: 10 мкМ цитохрома c, 300 мкМ ТОКЛ, 25 мкМ C-334,
215 мкМ H2O2. (а) – Серия спектров поглощения смеси: 1 – спектр поглощения смеси без H2O2, 2 – спектр
поглощения через 15 с после начала реакции, 3 – через 5 мин, 4 – через 59 мин, 5 – через 120 мин. (б) – Уменьшение
концентрации цитохрома c (кривая 1) и C-334 (кривая 2) в процессе реакции, на врезке – уменьшение концентрации
C-334 в первые минуты реакции.

О
п

ти
ч

е
ск

ая
п

л
о
тн

о
ст

ь
,
о
тн

.
ед

. 1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Длина волны, нм
600300 400 500

4

3

1

5

2

(а)

К
о
н

ц
ен

тр
ац

и
я
,
м

к
М

25

20

15

10

5

0

Время, мин
0 50 100

1

2

( )б

К
о

н
ц

ен
тр

ац
и

я
,

м
к
М

25

20

15

10

5

0

Время, с
0 200 300100



686

БИОФИЗИКА  том 65  № 4  2020

РОМОДИН и др.

Как видно из приведенных на рис. 6 хемилю-
минесцентных кривых, свечение, сопровождаю-
щее пероксидазную реакцию, катализируемую
ЦитC-КЛ, в присутствии изохинолизинового
производного кумарина ниже, чем наблюдаемое
в его отсутствие. Этот, на первый взгляд, стран-
ный результат объяснен ниже при обсуждении.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Из рис. 3–5 следует, что изохинолизиновые
производные кумарина, C-314, C-334 и C-525, яв-
ляются субстратами липопероксидазной реак-

ции, катализируемой ЦитC-КЛ. График на
врезках на рис. 3–5 характеризует снижение кон-
центрации изохинолизиновых производных ку-
марина в течение первых ≈5.4 мин пероксидазной
реакции. В подавляющем количестве работ по из-
мерению хемилюминесценции продолжитель-
ность этого измерения не превышает 5 мин. По-
этому для использования изохинолизиновых
производных кумарина в качестве активаторов
хемилюминесценции при изучении пероксидаз-
ной реакции, катализируемой ЦитC-КЛ, целесо-
образно определить степень расхода активаторов
за это время. Таким образом, в первые 322 с рас-
ходуется 32% C-314, 38% C-334 и 26% C-525. Ука-
занные данные позволяют в будущих работах вы-
числять поправочные коэффициенты для их ис-
пользования в интерпретировании данных
кумарин-активированной хемилюминесценции,
сопровождающей катализируемую ЦитC-КЛ пе-
роксидазную реакцию.

Появляется весьма логичный и закономерный
вопрос: как же быть с результатами авторов работ
[44–46, 51], показавших изохинолизиновые про-
изводные кумарина как физические активаторы
хемилюминесценции, не расходующиеся в ходе
пероксидазной реакции. Ответ на этот вопрос до-
статочно прост: в перечисленных исследованиях
происходила пероксидазная реакция, катализи-
руемая свободными ионами Fe2+ в водной фазе, в
случае же пероксидазной реакции, катализируе-
мой ЦитC-КЛ, взаимодействие с субстратом про-
текает скорее в липидной фазе, каковой является
кардиолипиновая оболочка, образующаяся во-
круг молекулы цитохрома c [15, 17]. В липидной
фазе производные кумарина, в отличие от водной

Рис. 5.  Пероксидазная реакция в системе начального состава: 10 мкМ цитохрома c, 300 мкМ ТОКЛ, 25 мкМ C-525,
215 мкМ H2O2. (а) – Серия спектров поглощения смеси: 1 – спектр поглощения смеси без H2O2, 2 – спектр
поглощения через 15 с после начала реакции, 3 – через 5 мин, 4 – через 59 мин, 5 – через 120 мин. (б) – Уменьшение
концентрации цитохрома c (кривая 1) и C-525 (кривая 2) в процессе реакции, на врезке – уменьшение концентрации
C-525 в первые минуты реакции.
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Рис. 6.  Суммарная интенсивность хемилюминесцен-
ции в диапазоне длин волн 300–650 нм смеси началь-
ного состава: 10 мкМ цитохрома c, 300 мкМ ТОКЛ,
215 мкМ H2O2 без добавления производного кумари-
на (кривая 1) и в присутствии 25 мкМ C-334
(кривая 2).

И
н

те
н

си
в
н

о
ст

ь
х
ем

и
л
ю

м
и

н
е
сц

ен
ц

и
и

,
и

м
п

·
/c

1
0

3 0.9

0 8

0 7

0 6

0 5

0 4

0 3

0 2

0 1

0 0

.

.

.

.

.

.

.

.

.

Время, c
3000 100 200

2

1



ИЗОХИНОЛИЗИНОВЫЕ ПРОИЗВОДНЫЕ КУМАРИНА 687

БИОФИЗИКА  том 65  № 4  2020

фазы, по нашим соображениям, являются непо-
средственными субстратами липопероксидазной
реакции, занимая место липидного субстрата в
пероксидазном цикле, подробно описанном в ра-
ботах [59, 60]. Также необходимо упомянуть, что
авторами работы [51] была замечена нестабиль-
ность концентрации C-525 в системе, в которой
протекала ферментативная липопероксидазная
реакция, катализируемая пероксидазой хрена.

Место изохинолизиновых производных кумари-
на в пероксидазном цикле. Напомним о процессах,
являющихся составляющими пероксидазного
ферментативного цикла – замкнутой последова-
тельности превращений, происходящих с фер-
ментом-пероксидазой, которым является и цито-
хром c в комплексе с кардиолипином [15]. Так на-
зываемый «исходный фермент-пероксидаза»
содержит гем с трехвалентным железом. После
взаимодействия исходного фермента с Н2О2 в ре-
зультате его двуэлектронного окисления образу-
ется так называемый компаунд 1 – это соедине-
ние со степенью окисления на 2 большей, чем та,
что была у исходного фермента (т.е. исходный
фермент с двумя окисленными эквивалентами):
соединение, в котором есть два «дополнитель-
ных» неспаренных электрона [60], представлен-
ное двумя переходящими друг в друга формами,
подробно описанными в работе [59] для перокси-
дазы хрена. В большинстве случаев компаунд 1
берет себе один электрон от субстрата окисления,

которым является липид, восстанавливаясь до
компаунда 2, который может вернуться к состоя-
нию исходного фермента путем окисления еще
одной молекулы липида [60], а образовавшиеся
липидные радикалы запускают каскад реакций
перекисного окисления липидов [61]. Необходи-
мо также заметить, что авторы работы [60] приво-
дят на схеме пероксидазного цикла способ вос-
становления компаунда 1, альтернативный ради-
кальному окислению липида: окисление
перекиси водорода с образованием супероксид-
ного радикала ·O2

– и его восстановление до моле-
кулярного кислорода компаундом 2.

На основании полученных выводов нами была
составлена схема участия изохинолизиновых
производных кумарина в пероксидазном цикле,
представленная на рис. 7.

В предполагаемом нами механизме изохино-
лизиновое производное кумарина претерпевает
радикальное окисление компаундом 1 при его
превращении в компаунд 2 и компаундом 2 при
его восстановлении до исходного фермента. 

Далее нам необходимо ответить на вопрос, яв-
ляются ли кумариновые красители химическими
активаторами хемилюминесценции, индуциро-
ванной пероксидазной реакций. В работе [62]
предложен утвердительный ответ на этот вопрос
на основании предположения об уменьшении их
концентрации на основании снижения оптиче-

Рис. 7.  Предполагаемое участие изохинолизиновых производных кумарина в липопероксидазной реакции. Условные
обозначения: Enz – пероксидаза, содержащая трехвалентное железо, компаунд 1 – окисленная пероксидаза, содержа-
щая четырехвалентное железо и радикал), компаунд 2 – пероксидаза, содержащая четырехвалентное железо или ра-
дикал), CoumarinH – исходное изохинолизиновое производное кумарина, Coumarin* – радикал изохинолизинового
производного кумарина.
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ской плотности реакционной смеси (непосред-
ственные значения концентраций в той работе не
вычислялись). Однако тот факт, что C-314, C-334
и C-525 – субстраты реакции, еще не говорит о
том, что они подобно люминолу являются хими-
ческими активаторами хемилюминесценции
[63], так как, в отличие от последнего, продукты
окисления кумариновых красителей комплексом
ЦитC-КЛ не испускают фотонов. Доказатель-
ством этого служат хемилюминесцентные кривые
на рис. 6. Так как мы использовали ТОКЛ, прак-
тически не подвергаемый окислению в ходе пе-
роксидазной реакции, липидные радикалы почти
не образовывались, поэтому кумарины не акти-
вировали хемилюминесценцию. Однако при
этом сами кумариновые красители активно всту-
пали в реакцию (графики снижения концентра-
ций – на рис. 3–5). Следовательно, активно обра-
зовывались и их окисленные продукты, но ника-
кого сильного свечения они не давали. Кривая 1
на рис. 6 характеризует хемилюминесценцию от
изучаемой системы без кумаринов, собственную
хемилюминесценцию, индуцированную данной
реакцией.

ВЫВОДЫ

В работе показана допустимость применения
метанольных растворов в исследованиях функ-
ций цитохрома c при условии, что в момент непо-
средственного исследования объемная доля мета-
нола не превышает 10% и что на предварительных
стадиях выполнения метода приготовления экс-
периментальной пробы она не превышает 50%.

Определены длины волн положения максиму-
мов поглощения изохинолизиновых производных
кумарина и соответствующие им значения коэффи-
циентов молярного поглощения в среде 20 мМ фос-
фатного буфера (pH 7.4): 32360.4 л/моль∙см на
447.5 нм для C-314, 44012.0 л/моль∙см на 460 нм для
C-334 и 32703.6 л/моль∙см на 460 нм для C-525. Кон-
центрация изохинолизиновых производных кума-
рина, равная 25 мкМ, признана нами оптимальной
для исследования ферментативных реакций липид-
ной пероксидации в среде фосфатного буфера.

Показано, что изохинолизиновые производ-
ные кумарина расходуются в процессе катализи-
руемой комплексом цитохрома c с кардиолипи-
ном пероксидазной реакции. Методом спектро-
фотометрии определено, что в первые 322 с этой
реакции расходуется примерно: 32% C-314, 38%
C-334, 26% C-525. Это время равно продолжи-
тельности среднестатистического опыта по изме-
рению хемилюминесценции.

Показано, что хемилюминесценция, индуци-
рованная катализируемой комплексом цитохро-
ма c с кардиолипином пероксидазной реакцией,
при наличии в смеси кумаринового активатора

слабее, чем в его отсутствии. Это объясняется
различиями в механизме течения реакции.

Нами была выдвинута гипотеза, согласно кото-
рой изохинолизиновые производные кумарина –
субстрат катализируемой комплексом цитохрома c с
кардиолипином пероксидазной реакции, окисляю-
щийся при восстановлении окисленных форм пе-
роксидазы. 
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Isoquinoline Coumarin Derivatives as Chemiluminescence Activators 
in Reactions of Lipid Peroxidation
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The objective of this study was to focus on participation of isoquinoline derivatives of coumarin in peroxidase
reaction catalyzed by the cytochrome c–cardiolipin complex. We have studied coumarin derivatives called
coumarin-314 (C-314), coumarin-334 (C-334) and coumarin-525 (C-525). These substances are known as
specific physical activators of the chemiluminescence accompanying lipid peroxidation reaction. The effect
of methanol on the structure of cytochrome c has been investigated employing spectrophotometry, phosphate
buffer has been used to explore the optical properties of these substances. A spectrophotometric study and the
measurements of the chemiluminescence intensity of a mixture in which lipoperoxidase reaction is catalyzed
by the complex of cytochrome c with cardiolipin in the presence of isoquinoline derivatives of coumarin have
been conducted simultaneously. Our findings show that the effect of methanol on the structure of cyto-
chrome c is reversible indicating possible use of this alcohol in the study of this protein. Positions of absorp-
tion maxima and corresponding values of molar absorption coefficients in 20 mM phosphate buffer
(pH 7.4) are determined for C-314 (λmax = 447.5 nm, ε = 32360.4 l/mol∙cm), C-334 (λmax = 460 nm,
ε = 44012 l/mol∙cm), and C-525 (λmax = 460 nm, ε = 32703.56 l/mol∙cm). We also demonstrated that iso-
quinoline derivatives of coumarin are substrates of peroxidase reaction catalyzed by the complex of cyto-
chrome c with cardiolipin. Mass f low of these substances during an average statistical experiment in measure-
ment of chemiluminescence (322 s) for C-314, C-334 and C-525 amounted to 32, 38 and 26%, respectively. 

Keywords: apoptosis, chemiluminescence, cytochrome c/cardiolipin complex, peroxidase, isoquinoline coumarin,
spectrophotometry


