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Кардиолипин (CL) играет центральную роль в перекисном окислении липидов (ПОЛ) внутренней 
мембраны митохондрий. Это связано с тем, что содержание ненасыщенных жирных кислот в кар-
диолипине значительно выше, чем в других фосфолипидах. Окисление CL играет важную роль в ре-
гуляции различных внутриклеточных сигнальных путей, а чрезмерное его окисление способствует 
развитию различных патологий и, возможно, участвует в процессе старения. Митохондриально-на-
правленные антиоксиданты, содержащие катион трифенилфосфония (ТРР+), эффективно защищают 
CL от окисления. Предполагается, что флуоресцентные зонды, чувствительные к ПОЛ на основе флу-
орофора C11-BODIPY  и несущие остаток ТРР+, могут избирательно регистрировать окисление CL. 
Для проверки этой возможности мы провели молекулярно-динамическое моделирование таких зондов 
в модельной митохондриальной мембране. Показано, что зонды располагаются в мембране на той же 
глубине, что и ненасыщенные связи в молекуле CL, чувствительные к окислению.  Увеличение длины 
линкера, связывающего флуорофор  и остаток ТРР+, мало влияет на положение зонда в мембране, что 
указывает на возможность модификации линкера для повышения селективности зондов к CL.
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Митохондрии — один из основных источников 
активных форм кислорода (АФК) в клетке, а также 
один из наиболее важных мишеней окислительного 
повреждения. Внутренняя митохондриальная мем-
брана особенно чувствительна к перекисному окис-
лению липидов (ПОЛ), поскольку фосфолипиды, 
содержащие ненасыщенные жирные кислоты, в ней 
находятся в прямом контакте с компонентами ды-
хательной цепи, которые продуцируют АФК. Пере-
кисное окисление липидов во внутренней мембране 
митохондрий вызывает дисфункцию дыхательных 

ферментов и повышение неселективной проница-
емости мембраны, что ведёт к формированию “по-
рочного круга”, который получил название АФК-
индуцированного выделения АФК [1].

Центральную роль в ПОЛ внутренней мембраны 
митохондрий играет кардиолипин (CL, cardiolipin). 
Этот фосфолипид, в отличие от других природных 
фосфолипидов, содержит четыре жирнокислотные 
цепи и в клетках эукариот находится почти исклю-
чительно во внутренней мембране митохондрий. 
Содержание ненасыщенных жирных кислот в кар-
диолипине значительно выше, чем в других фосфо-
липидах, что делает его особенно чувствительным 
к окислению. Показано, что CL избирательно окис-
ляется при различных стрессовых воздействиях [2], 
в то время как другие липиды остаются почти неза-
тронутыми. Благодаря отрицательному заряду мо-
лекулы CL образуют комплекс с цитохромом с, ко-
торый проявляет пероксидазную активность и сти-
мулирует дальнейшее окисление CL [3]. Окисление 
кардиолипина играет важную роль в регуляции раз-
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личных внутриклеточных сигнальных путей, а чрез-
мерное его окисление способствует развитию раз-
личных патологий и, возможно, участвует в процессе 
старения [2, 4].

В последнее десятилетие были разработаны ми-
тохондриально-направленные антиоксиданты, со-
держащие катион трифенилфосфония (ТРР). В раз-
личных моделях окислительного стресса, а также 
в моделях различных патологий они оказались 
значительно более эффективны чем природные 
липофильные антиоксиданты —  убихинол и α-токо-
ферол [4]. Предполагается, что благодаря положи-
тельному заряду и амфифильности митохондриально-
направленные антиоксиданты взаимодействуют 
с молекулами CL и предотвращают их окисление во 
внутренней мембране митохондрий [5].

Первым примером зонда для измерения пере-
кисного окисления липидов в митохондриях служит 
молекула MitoPerОx (рис. 1а) предложенная 
М.П. Мерфи и коллегами [6]. Этот зонд был разра-
ботан на основе рациометрического зонда 
C11-BODIPY (581/591), широко используемого для 
детекции окисленных липидов [7]. В молекуле 
MitoPerОx остаток C11-BODIPY был конъюгирован 
с помощью короткого линкера с катионном трифе-

нилфосфония (ТРР+). Мы предполагаем, что бла-
годаря положительному заряду молекула MitoPerОx 
имеет повышенное сродство к кардиолипину и мо-
жет служить прототипом для CL-селективных зон-
дов. Для проверки этой гипотезы мы провели серию 
молекулярно-динамических симуляций, где наблю-
дали за поведением зонда MitoPerOx и его модифи-
кации с удлиненным линкером в модельной мито-
хондриальной мембране. Предполагается, что лин-
кер позволит в дальнейшем вносить модификации 
в молекулу зонда для повышения селективности, 
в частности изменять его заряд и гидрофильность. 
Кроме того, удлинение линкера может способство-
вать повышению относительной подвижности гид-
рофобной и гидрофильной частей молекулы, изме-
няя доступность CL для зонда. Эта модификация 
зонда получила наименование MitoCLox (рис. 1а).

Для моделирования был выбран фосфолипидный 
состав мембраны, близкий к составу внутренней 
мембраны митохондрий: пальмитоил-линолеоил-
фосфатидилхолин (PLPC), стеарил-линолеоил-фос-
фатидил-этаноламин (SLPE), пальмитоил-олеоил-
фосфатидилхолин (POPC) и тетралиноеоил-карди-
олипин (TLCL) в отношении 7 : 21 :7 : 8 [8]. В модели 
окисленной мембраны каждый CL имел одну окис-
ленную цепь —  гидропероксид линолевой кислоты. 
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Рис. 1. Профиль распределения фрагментов митохондриальных зондов MitoPerOx и MitoCLOx в мембране. (а)— 
структура молекул. Отмечены фрагменты: C11 (диен-содержащий фрагмент чувствительный к окислению), BDP 
(флуорофор с линкером) и TPP+ (катион трифенилфосфония). (б) — профиль распределения. Яркость в точке гра-
диента пропорциональна значению на профиле плотности той или иной группы. За ноль принято среднее поло-
жения Сα-атома глицерина липида SLPE. Внутри профиля C11-фрагмента отдельно показан профиль углеродов, 
образующих сопряженные двойные связи. Справа показаны профили распределения липидов и воды. Внутри про-
филя плотности липидов показан профиль остатков гидроперекиси.
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Линолевая кислота может присоединять гидропе-
рекись как по 9-му (hyp-9), так и по 13-му (hyp-13) 
положению, так что были смоделированы оба вари-
анта. Для расчётов использовалось силовое поле 
CHARMM36 [9], дополненное на основе квантово-
химических расчетов для молекул BODIPY и гидро-
перекиси линолевой кислоты. Расчёты по методу 
теории функциональной плотности (DFT) прово-
дились в пакете Firefly [10], использовался базис 
6-31*G и функционал B3LYP5. На основе квантово-
химических расчетов были получены парциальные 
заряды и внесены в поле. Отдельно исследовали 
профили потенциальной энергии вокруг сопряжён-
ных двойных связей, чувствительных к окислению, 
поскольку эти потенциалы определяют степень со-
хранения единой плоскости всей конструкции. 
Расчёты производили в течение 500 нс после урав-
новешивания мембраны в течение 100 нс.

Проведённые расчёты показали, что зонд в мем-
бране имеет Г-образную форму (как показано на 
рис. 1а): гидрофобный фрагмент расположен в об-
ласти ацильных остатков липидов и ориентирован 

примерно вертикально, тогда как BODIPY, пептид-
ный линкер и TPP+ располагаются в полярной об-
ласти. Профили распределения фрагментов зондов 
перпендикулярно поверхности бислоя изображены 
на рис. 1б. Хорошо видно, что длина линкера прак-
тически не влияет на глубину расположения групп 
в мембране. Есть небольшие отличия, которые 
трудно заметить на рисунке: для MitoCLox харак-
терны несколько большая подвижность остатка 
TPP+, а также более глубокое в среднем залегание 
С11-фрагмента. В моделях окисленной мембраны 
расположение зондов не отличается. Расположение 
диенового фрагмента в обоих зондах по глубине 
погружения в бислой соответствует положению 
двойных связей в ацильных остатках кардиолипина 
(рис. 1б).

Для оценки латерального распределения зондов 
мы построили распределение плотности участков 
зонда и кардиолипина в координатах, где ноль на-
ходится в центре масс зонда, а вектор OY сопостав-
лен с проекцией вектора BODIPY-TPP на плоскость 
бислоя. На рис. 2 показаны проекции C11-фраг-
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Рис. 2. Моделирование латерального распределения кардиолипина относительно зонда в бислое. Места высокой 
плотности TPP+ (1), C11-фрагмента (2) и CL (штриховка). Стрелки указывают на локальное повышение плотности 
CL вблизи TPP. Картины усреднены вдоль равновесного участка траекторий в молекулярной системе координат 
(см. пояснения в тексте). Верхний ряд —  MitoPerOX, нижний –Mito-CLox; слева —  гидроперекись кардиолипина 
по 13-му положению в остатке линолевой кислоты, справа —  гидроперекись по 9-му положению.
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мента и TPP+ в обоих зондах на плоскость бислоя. 
Заштрихованная область соответствует 50%-ной 
вероятности нахождения окисленного CL, считая 
проекционную площадь кардиолипина, равной 
1,2 нм2 [11]. Неудивительно, что в такой проекции 
MitoPerOx имеет более компактную структуру, чем 
MitoCLOx. Во всех четырёх случаях имеется локаль-
ное повышение плотности CL вблизи остатка TPP+ 
зонда. Ожидаемого плавного концентрирования CL 
вокруг зонда не наблюдается, напротив, помимо 
локального повышения концентрации, вокруг зонда 
формируется “зона отчуждения” (рис. 2). Тот факт, 
что “зона отчуждения” формируется в расчетах с раз-
личными зондами и различными положениями гид-
роперекиси, указывает на достаточно высокую до-
стоверность данного вычислительного результата. 
По-видимому, это происходит из-за сложного взаи-
модействия в многокомпонентной липидной смеси, 
в том числе из-за взаимного отталкивания молекул 
кардиолипина.

В модельной мембране не наблюдается плавного 
повышения концентрации CL по мере приближения 
к зондам. Тем не менее возле зондов всегда имеется 
локальное повышение концентрации CL. С11-фраг-
мент обоих зондов расположен глубоко в гидрофоб-
ной области, так же как и гидроперокси-группы 
окисленных CL. Эти свойства, по-видимому, и по-
зволяют зондам детектировать окисление кардио-
липина. Однако специфичного (по сравнению с дру-
гими липидами) взаимодействия с кардиолипином 
у зондов не наблюдается: в ближайшей координа-
ционной сфере зондов количество прочих липидов 
не ниже, чем количество CL. Результаты наших 
расчётов демонстрируют, что зонд с удлиненным 
линкером не теряет своих свойств, позволяющих 
окисляться гидропероксидом CL. Это позволяет 
предполагать, что внесение изменений в структуру 
линкерной части можно использовать для улучше-
ния селективности зонда к кардиолипину.

Источники финансирования. Работа над проектом 
поддерживана грантом РНФ № 17–14–01314, 
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Cardiolipin (CL) plays a central role in lipid peroxidation (LPO) of the mitochondrial inner membrane due to 
higher content of unsaturated fatty acids in CL in comparison with the other phospholipids. CL oxidation plays 
an important role in the regulation of various intracellular signaling pathways and its excessive oxidation contributes 
to the development of various pathologies and, possibly, participates in the aging process. Mitochondria-targeted 
antioxidants containing triphenylphosphonium cation (TPP+) effectively protect CL from oxidation. It is assumed 
that fluorescent probes on the basis of the C11-BODIPY fluorophore sensitive to LPO and containing TPP+ can 
selectively register CL oxidation. To test this possibility, we carried out a molecular dynamic simulation of such 
probes in a model mitochondrial membrane. It is shown that the probes are located in the membrane at the same 
depth as the unsaturated bonds in CL molecules sensitive to oxidation. Increasing the length of the linker that 
binds the fluorophore and TPP+ residue has little effect on the position of the probe in the membrane. This 
indicates the possibility of modifying the linker to increase the selectivity of the probes to CL.

Keywords: fluorescent probe, lipid peroxidation, molecular dynamics, cardiolipin, BODIPY, mitochondrial 
membrane, mitochondria-targeted cations.


