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Электрон-транспортная цепь (ЭТЦ) митохондрий содержит несколько типов цитохромов во II, III и IV комплексах внутренней мембраны, а также  мобильный межмембранный переносчик электронов цитохром с. Во время работы ЭТЦ конформация и окислительно-восстановительное состояние цитохромов постоянно изменяются. Однако на сегодняшний день не существует методов, позволяющих селективно исследовать эти изменения в интактных митохондриях при нормально функционирующей дыхательной цепи. Мы показали, что спектроскопия гигантского комбинационного рассеяния (ГКР, англ. SERS) дает возможность избирательно исследовать конформацию и окислительно-восстановительное состояние цитохрома с в интактных функционирующих митохондриях при помещении их на плазмонные наноструктуры. Так как цитохром с диффундирует в межмембранном пространстве, он оказывается на близком расстоянии (7-15 нм) от наноструктур. Это вызывает значительное усиление сигнала комбинационного рассеяния селективно от цитохрома с, но не других типов цитохромов.
Митохондрии, изолированные из сердца крысы, помещали на плазмонные наноструктуры, состоящие из сфер оксида кремния, покрытых серебряными наночастицами (SiO2-Ag), и регистрировали спектр ГКР при возбуждении зелёным лазером. В работе использовали КР-микроспектрометр InVia Raman (Renishaw, UK) с лазером 514 нм и объективом х5, NA 0,15. Дыхательную активность исследовали с помощью электрода Кларка на полярографе универсальном ПУ-1 (ЗИП, Беларусь).

Мы получили следующие результаты: (1) спектры ГКР интактных митохондрий соответствуют спектрам гемопорфирина с-типа; (2) удаление цитохрома с из митохондрий приводит к исчезновению спектра ГКР митохондрий (3) внесение сукцината, пирувата (субстратов цикла Кребса) и АДФ приводит к увеличению относительного количества восстановленного цитохрома с, тогда как в отсутствие субстратов цитохром с находится в окисленной форме. Также мы показали, что спектры ГКР митохондрий чувствительны к величине межмембранного пространства: (4) внесение переносчика ионов К+ валиномицина, уменьшающего межмембранное пространство митохондрий, приводит к появлению пиков цитохромов b-типа, находящихся во II и III комплексах внутренней мембраны; аналогичный эффект достигается при помещении митохондрий в гипоосмолярный раствор; (5) сближение внутренней и внешней мембраны митохондрий приводит к увеличению суммарной интенсивности спектра ГКР. 

Таким образом, мы продемонстрировали, что при помощи спектроскопии ГКР возможно проведение селективного исследования свойств и конформации цитохрома с, изменяющихся при модуляции активности дыхательной цепи. Кроме того, мы показали, что по спектрам ГКР митохондрий можно качественно оценивать изменение межмембранного расстояния.  Предполагается, что спектроскопия ГКР может быть использована для исследования патологических изменений митохондрий, связанных с цитохромом с.
