
КРИСТАЛЛОГРАФИЯ, 2011, том 56, № 4, с. 596–603

596

ВВЕДЕНИЕ

Быть или не быть живой клетке нашего орга�
низма, решает сам организм, который либо вклю�
чает деление клеток, либо их убивает и уничтожа�
ет. Способов удаления своих и чужих ненужных
клеток, вероятно, всего два: фагоцитоз и апоптоз.
Данная работа посвящена апоптозу.

Апоптоз – это выработанный в ходе эволюции
довольно сложный механизм самоубийства клет�
ки, которая получила “черную метку” – сигнал о
том, что ей следует умереть [1–3]. Сигнал может
прийти извне – существуют белки, апоптогены,
запускающие каскад ферментативных реакций, ко�
торые приводят к разрушению клетки и удалению
ее содержимого. Но он может прийти и изнутри, ес�
ли по причине неблагоприятных условий, напри�
мер при недостатке кислорода или интоксикации,
нарушается работа внутриклеточных энергетиче�
ских машин – митохондрий [4]. В обоих случаях
началом апоптоза служит запуск реакции пере�
кисного окисления липидов, которая приводит к
“оксидативному стрессу” митохондрий, наруше�
нию целостности митохондриальных мембран, и
к выходу из митохондрий белка – цитохрома с
[5–8]. Оказавшись в цитоплазме клетки, цито�
хром c запускает апоптоз, т.е. каскад фермента�
тивных реакций, приводящих к разрушению
клетки и ее последующему поеданию фагоцита�
ми.

Реакция перекисного окисления липидов –
решающее событие при запуске апоптоза – ката�
лизируется комплексом цитохрома с с фосфоли�
пидом�кардиолипином (Цит�КЛ). Структура это�
го комплекса была предметом многих исследова�
ний, но все авторы исходили из одного общего

постулата, что комплекс образуется на поверхно�
сти фосфолипидного слоя мембран митохондрий
(рис. 1). Молекула кардиолипина имеет поляр�
ную “головку”, несущую два отрицательных заря�
да, и четыре неполярных “хвоста” жирнокислот�
ных цепей; благодаря отрицательным зарядам
кардиолипина, к нему и присоединяется молеку�
ла цитохрома c, которая в водных растворах имеет
в обычных условиях восемь положительных заря�
дов на поверхности глобулы. В настоящей работе
показано, что дело обстоит совершенно иначе:
комплекс Цит�КЛ представляет собой гидрофоб�
ную наночастицу диаметром около 110 Å, в цен�
тре которой находится молекула цитохрома c,
полностью покрытая полярными головками при�
мерно 40 молекул кардиолипина, хвосты которых
образуют наружный слой наночастицы (рис. 2).
Нельзя считать окончательно выясненным во�
прос, все ли молекулы кардиолипина в комплексе
погружают одну из жирнокислотных цепей в гид�
рофобную зону белковой глобулы или только
часть из них. Размеры глобулы цитохрома увели�
чены в комплексе по сравнению со свободным
цитохром c в водной фазе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Выращивание кристаллов цитохрома с. Кри�
сталлы цитохрома с, структура которых была
изучена в данной работе, были получены
А.И. Гребенко, на начальных стадиях использо�
вавшая данные [9], где описана успешная кри�
сталлизация цитохрома с. Кристаллизация про�
водилась методом висячей капли. Цитохром с в
концентрации 24 мг/мл растворяли в 0.05М ка�
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лий�фосфатном буфере (рН 7.2), содержащем
20% ПЭГ�1000; объем капли составлял 16.3 мкл. В
качестве противораствора использовали 30%
ПЭГ�1000 в том же буфере; объем противораство�
ра составлял 500 мкл. Рост кристаллов продол�
жался три недели, размер кристалла для измере�
ния дифракции составлял 0.275 × 0.2 и 0.25 × 0.05
мм. В тех же условиях выращивались кристаллы
из раствора, содержащего наряду с цитохромом с
тетраолеилкардиолипин, добавленный из расче�
та: восемь молекул кардиолипина на одну моле�
кулу цитохрома c. Размер выращенного кристал�
ла, использованного для снятия рентгеновской
дифрактограммы, составлял 0.4 × 0.2 мм. Кри�
сталлы вылавливали из капли с помощью микро�
петли и помещали в капилляры для дальнейшего
исследования методом рентгеновской дифрак�
ции.

Исследование малоуглового рентгеновского рас%
сеяния. К раствору цитохрома с в 0.05М калий�
фосфатном буфере (рН 7.2) добавляли тетраоле�
илкардиолипин (ТОКЛ), растворенный в метано�
ле так, чтобы конечная концентрация метанола
не превышала 10%; молярное отношение ТОКЛ к
цитохрому c составляло 4 : 1, 8 : 1 или 30 : 1 в раз�
ных опытах. Специальные опыты показали, что
при концентрациях метанола менее 10% он не
оказывал влияния на ферментативную актив�
ность, структуру и спектральные свойства цито�
хрома c. Общий объем пробы составлял 100 мкл.
Раствор встряхивали и центрифугировали в тече�
ние 5 мин при 13 тыс. об/с. Если раствор содер�

жал как цитохром c, так и ТОКЛ, то в результате
центрифугирования выпадал осадок бордового
цвета. Измерение малоуглового рассеяния прово�
дилось в осадке и в растворе над осадком (супер�
натанте).

Измерения интенсивности малоуглового рас�
сеяния проводились на автоматическом малоуг�
ловом рентгеновском дифрактометре АМУР�К с
однокоординатным позиционно�чувствительным
детектором ОД3 при фиксированной длине вол�
ны излучения λ, равной 0.1542 нм (CuK

α
�линия

острофокусной трубки ISO�DEBYEFLEX 3003 с
медным анодом), и коллимационной системой
Кратки. Энергетический спектр излучения фор�
мировали с помощью монохроматора из пироли�
тического графита. Число угловых отсчетов со�
ставляло 3300. Сечение рентгеновского пучка со�
ставляло для АМУР�К 0.2 × 8 мм при диапазоне
углов рассеяния, соответствующем значениям
модуля волнового вектора 0.1 < s < 12 нм–1 (s =
= 4πsinθ/λ, 2θ – угол рассеяния). Образцы поме�
щали стеклянные капилляры (1.0 мм) со стенка�
ми толщиной 0.01 мм, камеру образца вакуумиро�
вали с помощью форвакуумного масляного насо�
са. Абсолютную калибровку измерений не
проводили, так как определяемые параметры
структуры не зависят от абсолютных значений ин�
тенсивности рассеяния. Экспериментальные дан�
ные были нормированы на интенсивность падаю�
щего пучка, после чего в них вводилась поправка
на коллимационные искажения. В аналогичных
условиях проводили измерения буферного раство�
ра, интенсивность рассеяния от которого вычита�
ли из данных рассеяния исследуемой системы.

Изучение соотношения кардиолипин:цитохром c
в нерастворимом комплексе Цит%КЛ. Цитохром c

Рис. 2. Предполагаемая схема строения наночастицы
Цит�КЛ – комплекса цитохрома с с кардиолипином. 
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Рис. 1. Схема строения комплекса цитохрома c с кар�
диолипином ([18], рис. 7 с некоторыми изменения�
ми). Комплекс образуется в основном благодаря при�
тяжению отрицательно заряженных головок кардио�
липина к положительно заряженным группам на
поверхности белка. Одна из четырех жирнокислот�
ных цепей проникает в гидрофобную зону белковой
глобулы [19, 20].
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– белок, хорошо растворимый в воде. Кардиоли�
пин, как и всякий другой фосфолипид, в воде об�
разует не истинный, а коллоидный раствор: взве�
шенные частицы состоят из молекул, полярные
группы которых обращены в водную фазу, а непо�
лярные участки углеводородных хвостов жирных
кислот сливаются друг с другом, формируя либо
мицеллу, либо липосому, т.е. пузырек, образован�
ный двойным слоем липидных молекул. Эти ча�
стицы остаются взвешенными в воде при обыч�
ных условиях центрифугирования.

При смешивании ТОКЛ и цитохрома c образу�
ется бурый осадок водонерастворимого комплек�
са этих соединений (Цит�КЛ). Состав комплекса
определяли, измеряя концентрацию цитохрома с
в супернатанте до и после добавления определен�
ного количества ТОКЛ. Схема опытов дана на
рис. 3. По мере добавления кардиолипина к рас�
твору цитохрома c с концентрацией y0 происходит
связывание белка и его удаление из раствора при
центрифугировании, в результате чего концен�
трация свободного цитохрома y0 убывает в линей�
ной зависимости от концентрации c0 добавленно�
го кардиолипина. При ya = 0 весь цитохром нахо�
дится в связанном состоянии, его концентрация в
Цит�КЛ комплексе yb равна исходной концентра�
ции y0 цитохрома, добавленного в систему перво�
начально. Таким образом, находим концентра�
цию связанного цитохрома в точке эквивалент�
ности yb = y0. C другой стороны, известно,
сколько именно добавили кардиолипина в рас�
твор до момента эквивалентности, т.е. знаем сb

(рис. 3). Разделив сb на yb, получаем искомую ве�

личину молярного отношения n кардиолипина к
цитохрому в Цит�КЛ�комплексе. 

Измерение спектров поглощения цитохрома в
водной фазе. Вначале измеряли спектр поглоще�
ния раствора цитохрома с в 0.05М калий�фосфат�
ном буфере (рН 7.2) в области 500–750 нм. Затем
добавляли к этому раствору цитохрома (3 мл)
6 мкл раствора кардиолипина в метаноле. Смесь
перемешивали и центрифугировали в течение
5 мин (11 тыс. об/с). Осторожно собирали всю
жидкость над осадком и измеряли спектр погло�
щения в этой жидкости (т.е. в супернатанте).
Процедуру добавления 6 мкл раствора кардиоли�
пина, перемешивания, центрифугирования и из�
мерения спектров поглощения супернатанта по�
вторяли до тех пор, пока оптическая плотность
раствора при 525 нм (максимум поглощения фер�
ри�формы цитохрома c) не переставала падать, а
напротив, начинала расти вследствие светорассе�
яния коллоидного раствора несвязанного кар�
диолипина. Расчет стехиометрического соотно�
шения кардиолипин : цитохром с в Цит�КЛ про�
водили в соответствии со схемой на рис. 3. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Данные белковой кристаллографии. Сбор рент�
генодифракционных данных для кристаллов про�
водился на синхротроне в Дарсбери (Daresbury
Laboratory, Великобритания).

 Структура решена методом молекулярного за�
мещения (CCP4) и далее уточнена по программам
Refmak (CCР4 [10]) и Phenix [11]. Правка модели
(включение в структуру молекул воды, добавле�
ние альтернативных конфигураций аминокис�
лотных остатков и др.) производилась в програм�
ме Coot. В таблице приведены некоторые харак�
теристики кристаллов цитохрома с, выращенных
при различных условиях, а на рис. 4 – средне�
квадратичные отклонения атомов основных це�
пей двух изученных структур цитохрома c, кри�
сталлы которых были выращены в присутствии и
в отсутствие кардиолипина. Анализ электронной
плотности для кристаллов, выращенных в при�
сутствии кордиолипина, не позволил выявить
молекул КЛ. По всем показателям две сравнивае�
мые структуры были идентичны в пределах ошиб�
ки опыта. В частности, различия в координатах
соответствующих атомов лежали в пределах не�
определенности в оценке координат, что согласу�
ется с тепловыми колебаниями (кривые на
рис. 4).

Эти данные показывают, что при выращива�
нии кристаллов в смеси цитохрома c с кардиоли�
пином формировались кристаллы чистого цито�
хрома с. Последующие эксперименты, проведенные
методами малоуглового рассеяния и спектрофото�
метрии, показали, что комплекса ЦИТ�КЛ вообще
не было в растворе, поскольку он нерастворим в во�

ya

y0

yb = y0

cb
c0

Рис. 3. Схема опытов по определению стехиометри�
ческого соотношения кардиолипин:цитохром c в
Цит�КЛ комплексе: ya – концентрация цитохрома,
растворенного в воде (в супернатанте), yb – концен�
трация цитохрома, связанного с кардиолипином (в
осадке), y0 – общая концентрация добавленного ци�
тохрома c, c0 – общая концентрация добавленного
кардиолипина, сb – концентрация кардиолипина,
связанного с цитохромом (в осадке), n – молярное от�
ношение кардиолипина к цитохрому в комплексе.
Остальные объяснения – в тексте.

n = cb / yb
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де, а при соотношении кардиолипин : цитохром c
менее 35:1 в водном растворе содержится практи�
чески один чистый цитохром c, кристаллы кото�
рого и образуются в этих условиях.

Данные малоуглового рассеяния рентгеновских
лучей надосадочной жидкости и осадка, образую%
щегося после смешивания цитохрома c и кардиоли%
пина. При смешивании кардиолипина с цитохро�
мом c происходило выпадение осадка, который
хорошо виден лишь при достаточно больших ко�
личествах компонентов смеси и после центрифу�
гирования раствора. На рис. 5 показаны данные
малоуглового рассеяния рентгеновских лучей
двух образцов: чистого цитохрома c и надосадоч�
ной жидкости после центрифугирования смеси
кардиолипина с цитохромом c. 

Не считая шумов, формы кривых малоуглово�
го рассеяния практически не отличались. Обра�
ботка кривых рассеяния с помощью программы
DAMMIN, основанной на методе моделирования
пространственной структуры наночастиц малы�
ми объемными элементами [12], позволила вос�
становить форму молекул белка. Оказалось, что
молекулы белка в обоих растворах имеют сход�
ную глобулярную форму эллипсоида с размерами
4.0 × 3.5 × 3.0 (±0.1) нм (рис. 6), что в общем соот�
ветствует размерам и форме белковой молекулы,
полученным методом рентгеноструктурного ана�
лиза кристаллов цитохрома в наших опытах. 

Полученные данные показывают, что в смеси
кардиолипина с цитохромом образующийся ком�
плекс нерастворим в воде и выпадает в осадок, а
избыток цитохрома в растворе никакого ком�
плекса с липидом не образует, так как иначе обна�
ружили бы молекулы с измененным объемом, че�
го не происходит.

Были проведены также опыты по малоуглово�
му рассеянию осадка, суспендированного в не�
большом объеме растворителя. Полученные дан�

ные показаны на рис. 7. Оказалось, что кривая
малоуглового рассеяния имеет пики при значени�
ях вектора рассеяния 0.056; 0.111 и 0.168. Это в
точности соответствует отношению 1:2:3, из чего
можно заключить, что пики соответствуют ре�
флексам 1�го, 2�го и 3�го порядков соответствен�

но. По уравнению   можно найти макси�

мальное межплоскостное расстояние d в структу�
ре монокристаллов комплекса цитохрома c и
кардиолипина, которое равно 11 ± 1 нм.

Определение отношения кардиолипин : цитохром c
в нерастворимом комплексе Цит%КЛ. На рис. 8

2d
s
π

=

20

0.4

0 40 60 80 100

0.3

0.2

0.1

80

60

40

20

100

R
M

S
, 

A

RMS

В
�ф

ак
то

р
, 

A
2

В�фактор

Номер атома основной полипептидной
цепи А молекул цитохрома

Рис. 4. Величины B�факторов атомов основной цепи
молекулы цитохрома с, выращенного в присут�
ствии кардиолипина и среднеквадратичные откло�
нения атомов основной цепи молекулы нативного
цитохрома с от атомов основной цепи цитохрома с,
закристаллизованного в присутствии кардиолипина
(RMS). Данные приведены для цепочки А каждой из
моделей.

Сравнение характеристик кристаллов цитохрома с, выращенных в отсутствие и в присутствии кардиолипина

Параметры Кристаллы выращены в среде
без кардиолипина 

Кристаллы выращены в среде с кар�
диолипином

Пр. гр. P1211 (моноклинная) P1211 (моноклинная)

Параметры ячейки a = 39.161 Å
b = 107.405 Å
c = 56.659 Å 
α = 90°
β = 108.16°
γ = 90°

a = 36.045 Å
b = 108.069 Å
c = 55.839 Å
α = 90°
β = 106.14°
γ = 90°

Число молекул в независимой
части ячейки

4 4

Разрешение, Å 1.93 2.084

Число рефлексов 30648 21672

Число молекул воды 248 248

Число аминокислотных остатков 416 (104 в расчете на одну молекулу) 416 (104 в расчете на одну молекулу)
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приведены результаты опытов по определению
отношения кардиолипин : цитохром c в комплек�
се Цит�КЛ (схема опытов – на рис. 3). Данные оп�
тической плотности при 525 нм выше 1.2 недосто�
верны, но по остальным точкам на кривой 525 нм

можно провести прямую, которая пересекается с
осью абсцисс при соотношении кардиолипин :
цитохром c, равном приблизительно 35 : 1. Оче�
видно, что в водных растворах тетраолеилкардио�
липин образует нерастворимый комплекс с таким
соотношением липидных и белковых молекул.
После образования комплекса избыток кардио�
липина остается в водной среде в виде сильно
рассеивающего свет коллоидного раствора, а при
недостатке цитохрома свободного кардиолипина
в среде нет, и весь цитохром находится в форме,
которая по всем спектральным свойствам не от�
личается от цитохрома в системе, не содержащей
липида.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В водной фазе комплекса цит%КЛ не существу%
ет. Данные белковой кристаллографии не выяви�
ли каких�либо различий в структуре цитохрома c,
кристаллы которого были выращены из раствора
этого белка, и цитохрома, кристаллы которого
были выращены из раствора, где наряду с цито�
хромом c находился кардиолипин с молярным со�
отношением липид: белок = 8 : 1. Опыты, прове�
денные методом центрифугирования и спектро�
скопии в последнее время, показывают, что в
таких условиях весь кардиолипин должен был вы�
пасть в осадок вместе с частью цитохрома, а в вод�
ном растворе оставался чистый цитохром c. Его

0.5

10–1

0 1.0 1.5 2.0 2.5
s, нм–1

10–2

10–3

I, отн. ед.
цитохром с
цитохром с + кардиолипин

Рис. 5. Интенсивности малоуглового рассеяния от
растворов цитохрома с и раствора над осадком его
комплекса с кардиолипином. По вертикали отложе�
ны интенсивности рентгеновского рассеяния в отно�
сительных единицах, по горизонтали модуль вектора
рассеяния s = 4π sinθ/λ, где 2θ – угол рассеяния, λ =
= 0.1542 нм – длина волны излучения. Кривые сме�
щены по вертикали для лучшей визуализации.

(a) (б)

Рис. 6. Форма молекулы цитохрома в растворе (а) и раствора над осадком его комплекса с кардиолипином (б). Макси�
мальный размер молекул 4 ± 0.1 нм. Структуры показаны по вертикали в двух перпендикулярных ориентациях.
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структура не отличалась от структуры цитохрома c,
кристаллы которого были выращены в среде без
кардиолипина. 

Совершенно аналогичными оказались и ре�
зультаты по изучению малоуглового рассеяния
водных растворов, полученных после центрифу�
гирования смеси кардиолипина и цитохрома c:
весь кардиолипин выпал в осадок в составе ком�
плекса Цит�КЛ, а тот, который остался, сохранил
все свойства неизмененного цитохрома c.

Эти данные заставляют пересмотреть значи�
тельную часть данных литературы об изменении
свойств цитохрома с, присоединяющего разное
число молекул кардиолипина к каждой молекуле
белка в растворе смеси. Ничего подобного не
происходит. Добавление кардиолипина приводит
к образованию прочного, водонерастворимого
комплекса с определенным соотношением ли�
пид:белок (около 35 : 1), и изменение свойств по�
лученной системы – не что иное как сумма
свойств чистого белка и Цит�КЛ комплекса с раз�
личным вкладом белка и комплекса в эту сумму.

Предполагемое строение наночастицы Цит%КЛ.
Почему наночастицы цит�КЛ нерастворимы в во�
де и, более того, образуют осадок, состоящий из
микрокристаллов? 

Ответ на этот вопрос может дать предполагае�
мая структура частицы Цит�КЛ (рис. 2). Каждая
молекула кардиолипина присоединяется к по�

верхности цитохрома c своей полярной головкой,
гидрофобные хвосты жирнокислотных цепей
остаются в водной фазе. Присоединение второй и
всех последующих молекул кардиолипина умень�
шает площадь границы раздела воды и неполяр�
ной фазы, образуемой остатками жирных кислот
на величину площади контакта соседних жирно�
кислотных цепей. Это присоединение одной за
другой молекул кардиолипина заканчивается
только тогда, когда вся поверхность цитохрома c
будет покрыта головками кардиолипина. 

Образовавшиеся таким образом частицы Цит�
КЛ все равно обладают гидрофобной поверхно�
стью, что в водной среде приводит к их “склеива�
нию”, и если частицы имеют стандартные разме�
ры и форму, то – к возможному образованию
микрокристаллов.

Интересно сопоставить поверхность молекулы
цитохрома с поверхностью, занимаемой моно�
слоем тех 35 молекул кардиолипина, которые по
показателям (рис. 8) входят в состав комплекса
Цит�КЛ. По данным малоуглового рассеяния ци�
тохрома c (рис. 6), глобула этого белка имеет форму
эллипсоида с соотношением осей 4.0 × 3.5 × 3.0 нм.
Близкие данные были получены при рентгено�
структурном анализе выращенных кристаллов
цитохрома с. Площадь поверхности такого эл�
липсоида примерно равна поверхности сферы
диаметром 3.5 нм, т.е. 38.5 нм2. На каждую из
35 молекул кардиолипина на этой поверхности
приходится по 1.1 нм2. В монослоях на поверхно�
сти раздела вода–воздух площадь, занимаемая
молекулой кардиолипина, варьирует от 1.0 до
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Оптическая плотность супернатанта

Рис. 7. Кривая малоуглового рассеяния рентгенов�
ских лучей в суспензии выпавшего осадка комплекса
цитохрома с с кардиолипином (А). Цифры в максиму�
мах рассеяния соответствуют межплоскостным рас�
стояниям в микрокристаллах (межплоскостные рас�
стояния даны в Å). Для сравнения приведены данные
рассеяния чистого кардиолипина без добавления ци�
тохрома с (Б). Концентрация цитохрома с – 10 мг/мл,
кардиолипина – 36.4 мг/мл, калийфосфатный буфер
(0.05 М, рН 6.58); молярное отношение цито�
хром:кардиолипин = 30:1. 

Рис. 8. Изменение оптической плотности раствора
цитохрома c по мере добавления к нему малых объ�
емов концентрированного раствора тетраолеилкар�
диолипина. Цифры у кривых – длина волны (нм),
при которой измеряли оптическую плотность раство�
ра. Данные были получены на основании измерения
спектров поглощения цитохрома c.
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1.4 нм [13] в зависимости от химического состава
углеводородных цепей и бокового давления, ко�
торое в данном случае определяется поверхност�
ным натяжением на границе раздела водной и ли�
пидной фазы. Следует заметить также, что часть
жирнокислотных цепей молекул кардиолипина
уходит в глубь белковой глобулы, так что площадь
поверхности, занимаемой молекулами кардиоли�
пина, уменьшается. С этими оговорками можно
считать, что схема на рис. 2 подтверждается дан�
ными, полученными в опытах.

Подтверждают схему также данные малоугло�
вого рассеяния микрокристаллов комплексов,
образующихся в смеси цитохрома c с кардиоли�
пином (рис. 7). Как уже говорилось, максималь�
ное межплоскостное расстояние в микрокристал�
лах равно 11 нм. Если ячейка кристаллов Цит�КЛ
содержит одну частицу, и частицы плотно прижа�
ты друг к другу, то размер межплоскостного рас�
стояния должен быть равен сумме диаметра бел�
ковой молекулы и толщины двух монослоев фосфо�
липида на ее поверхности. В таком случае последняя
величина должна составлять 11 – 4 = 7 нм. По дан�
ным [14], толщина липидного бислоя в различ�
ных биологических мембранах меньше: она варьи�
рует от 4.5 до 6.5 нм. Наиболее точные данные, по�
лученные методом дифракции рентгеновских
лучей на волокнах миелина, дают 4.3–4.8 нм меж�
ду центрами полярных групп ([14], с. 51); полная
толщина слоя будет несколько больше. Молеку�
лярная модель кардиолипина дает значение тол�
щины монослоя 2.7–2.9 нм в зависимости от
плотности упаковки молекул на поверхности раз�
дела фаз [13]; для двух монослоев величины будут
соответственно 5.4–5.8 нм. Таким образом, из�
вестные значения толщины двух монослоев фос�
фолипидов на 1–1.5 нм меньше, чем требуется
моделью плотно упакованных в кристалле сфер
комплекса Цит�КЛ, что можно было бы списать
на неточность измерений. Но, по�видимому, дело
в другом: размеры глобулы цитохрома c увеличива%
ются при образовании комплекса с кардиолипи�
ном. Это должно происходить уже по одной той
причине, что жирнокислотные остатки кардиоли�
пина, внедряясь в глобулу, занимают там некоторый
объем. Заметим, что объем 35 жирнокислотных
цепей примерно равен объему всей глобулы цито�
хрома и расчеты показывают, – если от каждой
молекулы кардиолипина в белок внедрится по од�
ному остатку жирной кислоты, радиус глобулы
цитохрома c возрастет на одну треть. В пользу на�
бухания глобулы напрямую свидетельствуют ре�
зультаты измерения флуоресценции тирозино�
вых и триптофановых остатков цитохрома c при
связывании последнего с кардиолипином [15]. В
нативном цитохроме c эти остатки вообще не
флуоресцируют из�за резонансного переноса
энергии электронного возбуждения на гем. В
комплексе появляется флуоресценция триптофа�

на и трех остатков тирозина из четырех вслед�
ствие увеличения расстояния между аминокис�
лотными остатками и гемом, которое выходит за
пределы радиуса Ферстера.

Все эти данные подтверждают схему строения
комплекса Цит�КЛ, но для ее уточнения в даль�
нейшем потребуются дополнительные исследо�
вания свойств кристаллов, образуемых этим ком�
плексом в водных средах. 

Образование комплекса Цит%КЛ – решающая
стадия апоптоза. Решающая роль реакции ли�
пидной пероксидации, катализируемой комплек�
сом цитохрома c с кардиолипином, в запуске за�
программированной смерти клеток (апоптоза) в
настоящее время может считаться доказанной [7,
8, 16, 17]. Однако механизм запуска самой этой
реакции не так очевиден. Обычно предполагает�
ся, что каталитически активный комплекс всегда
готов к действию и лимитирует пероксидацию
наличие в среде основного субстрата: пероксида
водорода. Данные, полученные в настоящей ра�
боте, позволяют предположить, что главным яв�
ляется образование самого каталитического ком�
плекса. В данной работе было показано, что ком�
плекс Цит�КЛ – это не просто молекулы
цитохрома c, слабо связанные с поверхностью ли�
пидной мембраны и находящиеся в равновесии с
белком, плавающим в окружающей водной среде,
а нерастворимые в воде наноструктуры опреде�
ленного химического состава, которые образуют�
ся при появлении кардиолипина в среде и полно�
стью удаляют цитохром с из водной фазы. Там, где
присутствует цитохром с, в том числе в межмем�
бранном пространстве митохондрий, появление
кардиолипина влечет за собой удаление соответ�
ствующего количества цитохрома, образование
гидрофобных наночастиц и запуск каталитиче�
ского окисления липидов в гидрофобной фазе
мембран. Таким образом, согласно данной гипо�
тезе, именно образование наночастиц Цит�КЛ
есть первая стадия апоптоза.

Авторы выражают благодарность В.Р. Мелик�
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