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Связывание динитрозильного комплекса железа (ДНКЖ) с альбумином изучали с помощью методов флуо$
ресценции с временным разрешением (пикосекундная флуоресценция, ПФ) и электронного парамагнит$
ного резонанса. Установлено, что время жизни флуоресценции бычьего сывороточного альбумина (БСА) и
сывороточного альбумина человека (ЧСА) уменьшается при связывании с ДНКЖ и зависит от концентра$
ции ДНКЖ. Кинетика изменения амплитуды ПФ БСА обусловлена наличием в молекуле белка двух остат$
ков триптофана. Вероятно, ДНКЖ образует в домене I альбумина устойчивые комплексы с остатком цисте$
ина (Cys34). Показано, что время жизни флуоресценции Trp, входящего в БСА, уменьшалось при совмест$
ной инкубации с ДНКЖ и глутатионом. In vitro исследовали действие ДНКЖ на связывание спин$меченых
жирных кислот с ЧСА плазмы крови человека. ДНКЖ в плазме крови не конкурирует за места связывания
жирных кислот доменов II и III альбумина. Вероятно, взаимодействие между ДНКЖ и альбумином осущест$
вляется без изменения конформации белка, а за счёт нитрозилирования остатка цистеина в домене I.
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флуоресцентная спектроскопия.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что альбумин регулирует измене$
ния онкотического давления плазмы, а также
транспорт ряда низкомолекулярных молекул
(например, каротиноидов) и жирных кислот [1,
2]. Способность альбумина связывать широкий
спектр лигандов напрямую зависит от конфор$
мации белка, поэтому разработка новых методо$
логий оценки конформации альбумина важна
для клинического применения. Гипертония яв$
ляется заболеванием с высоким фактором рис$
ка. Динитрозильный комплекс железа (ДНКЖ)
относится к группе препаратов, обладающих со$
судорасширяющим, антиагрегационным и ря$
дом других свойств. В состав ДНКЖ входит ок$
сид азота, и в плазме крови комплекс перено$

сится альбумином. Оксид азота и S$нитрозоглу$
татион (GS$NO) обладают гипотензивным
действием на эндотелиальные клетки [3, 4].
ДНКЖ и глутатион (GSH) использовали в каче$
стве основных соединений для синтеза нового
гипотензивного препарата (коммерческое наз$
вание «Oxacom»), не имеющего серьёзных по$
бочных эффектов. Способность S$нитрозотио$
лов (S$НТ) формировать ДНКЖ в реакции с
двухвалентным железом важна для эффективно$
го взаимодействия ДНКЖ и S$нитрозотиолов.
Ионы нитрозония, входящие в состав ДНКЖ,
способны к S$нитрозилированию тиолов. Это
было определено за счёт окисления железа и
высвобождения четырёх ионов нитрозо$
ния (NO+). Связывание NO+ с тиоловыми груп$
пами глутатиона инициирует синтез GS$NO [5,
6]. Альбумин плазмы крови способствует потере
гипотензивного эффекта ДНКЖ, что может
быть нивелировано путём модификации цисте$
ин$тиолового остатка альбумина (рис. 1).

Следовательно, в присутствии NO образова$
ние тиоловых радикалов из GSH или белков мо$
жет способствовать формированию GS$NO

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БСА – бычий сывороточ$
ный альбумин; ДНКЖ – динитрозильный комплекс желе$
за; ПФ – пикосекундная флуоресценция; ЧСА – сыворо$
точный альбумин человека; ЭПР – электронный парамаг$
нитный резонанс; GSH – глутатион; GS$NO – S$нитро$
зоглутатион; S$НТ – S$нитрозотиол.

* Адресат для корреспонденции.
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или S$НТ. Динитрозильные комплексы негемо$
вого железа находятся в динамическом равнове$
сии с S$нитрозотиолами, продуктами взаимо$
действия оксида азота и тиолов, хотя их время
жизни намного короче. Как и динитрозильные
комплексы негемового железа, S$НТ являются
одной из форм поддержания стационарной кон$
центрации NO в клетках. Наиболее стабильны$
ми среди них являются S$нитрозопротеины, так
что ~95% S$НТ плазмы представлено нитрози$
лированным альбумином. Концентрация S$НТ
в плазме на 3–4 порядка выше концентрации
свободного NO; расщепление нитрозопротеи$
нов катализируется ионами металлов с перемен$
ной валентностью, в первую очередь ионами
железа. Gow et al. [7] предположили механизм
образования S$НТ за счёт взаимодействия NO с
тиолом (RSH) с образованием промежуточного
радикала и его окислением кислородом или дру$
гим одноэлектронным акцептором (например,
NAD+). GS$NO способен медленно реагировать
с тиолами с образованием дисульфида, приво$
дящего к S$глутатиолированию [7]. В неклеточ$
ных системах некоторые тиоловые группы бел$
ков скорее могут быть S$тиолированными,
чем S$НТ. Например, значительное S$нитрози$
рование происходит после инкубации БСА
с GS$NO. В аэробной среде условием для полу$
чения GS$NO является окисление NO, а нитро$
зирование осуществляется либо при синтезе
триоксида диазота, либо путём присоедине$
ния NO к образующемуся в ходе реакции ради$

калу глутатиона. Клинический эффект ДНКЖ$
GS опосредован переносом [Fe(NO)2] на тиоло$
вые группы белков миокарда, формирующие
внутриклеточные пулы ДНКЖ [8].

Молекула ДНКЖ имеет плоскую квадрат$
ную структуру с неспаренным электроном, ло$
кализованным на d(z2)$орбитали атома желе$
за d(7) (рис. 1). Результаты жидкостной хрома$
тографии, УФ$ и видимой спектроскопии, а так$
же масс$спектрометрии свидетельствуют о том,
что группа NO присоединена к индольному азо$
ту триптофана. Вероятно, гидрофобные сайты
белков или фосфолипидов мембраны, представ$
ляют собой удобные участки для образования
нитрозированных соединений [9]. Например, в
присутствии липопротеинов низкой плотности
образование GS$NO из GSH и NO, производно$
го Proli/NO, более эффективно [10].

Как правило, исследования изменений кон$
формации альбумина проводятся в модельных
растворах in vitro, а данные in vivo практически
отсутствуют. В сравнении с другими методами
флуоресцентная спектроскопия широко ис$
пользуется как чувствительный метод исследо$
вания изменений конформации белка.
Собственная флуоресценция остатков трипто$
фана в белке является подходящим маркёром
для наблюдения за изменениями в молекуляр$
ной структуре благодаря высокой разрешающей
способности метода и анализу ряда фотофизи$
ческих параметров Trp (время жизни и кванто$
вый выход флуоресценции, положение макси$
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Рис. 1. Молекулярные структуры ДНКЖ (а), человеческого (б) и бычьего (в) сывороточного альбумина. а – ДНКЖ содер$
жит атом железа, две молекулы оксида азота и тиоловый лиганд, глутатион; б – молекула сывороточного альбумина чело$
века; в – молекула бычьего сывороточного альбумина. В альбумине обнаружены два основных сайта связывания жирных
кислот и свободный остаток цистеина [3]. Координаты атомов получены из кристаллической структуры рекомбинантно$
го сывороточного альбумина человека (PDB ID: 1UOR) и бычьего сывороточного альбумина (PDB ID: 3V03, биологичес$
кая сборка 2). Иллюстрация сделана с помощью RasMOL, версия 2.7.5.2. (С цветным вариантом рисунка можно ознако$
миться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)

в

Сайт 1

Сайт 2



АЛЛАХВЕРДИЕВ и др.

мума спектра флуоресценции) по сравнению с
его локальным окружением в молекуле бел$
ка [11]. В тканях, когда флуоресценция Trp не
позволяла выявить изменения в конформации
молекулы белка, используют спектроскопию
электронного парамагнитного резонанса (ЭПР)
плазмы крови человека [12, 13].

В данной работе исследовали молекулярный
механизм действия ДНКЖ, учитывая как его
прямое действие, так и косвенное влияние про$
изводных оксида азота (S$нитрозотиолов) на
молекулу альбумина. Целью данной работы бы$
ло изучение влияния ДНКЖ и S$нитрозоглута$
тиона на сайты связывания ДНКЖ в альбумине.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы. В настоящей работе использовали
бычий сывороточный альбумин (БСА, без жир$
ных кислот, «Sigma$Aldrich», США), сывороточ$
ный альбумин человека (ЧСА, без жирных кис$
лот, «Sigma$Aldrich»), додецилсульфат нат$
рия (SDS, «Sigma$Aldrich») и Tris$(гидроксиме$
тил)$аминометан (Tris, «Диа$М», Россия) без
предварительной очистки. Все растворы готови$
ли на бидистиллированной воде. Буфер Tris$
HCl (0,1 М) использовали для поддержания
pH 7,40 ± 0,05. Все измерения проводили при
комнатной температуре (25 ± 1 °C) без темпера$
турной стабилизации. В качестве донора оксида
азота (источник динитрозильного комплекса
железа) использовали препарат Oxacom® (Рос$
сийский медицинский исследовательский
центр кардиологии, Россия) [6]. Oxacom® раст$
воряли в физиологическом растворе и добавля$
ли к плазме крови человека или раствору альбу$
мина непосредственно перед эксперимен$
том [14].

Выделение плазмы крови. В данном исследо$
вании были использованы образцы крови 16 па$
циентов мужского пола (35–73 года) с систо$
лическим артериальным давлением менее
120 мм рт. ст. и диастолическим артериальным
давлением менее 84 мм рт. ст. В исследовании ни
один из пациентов никогда не проходил антиги$
пертензивную терапию. Забор крови произво$
дили в Российском национальном медицинс$
ком исследовательском центре кардиологии.
Плазму получали из образцов цельной крови
тройным центрифугированием в цитратном бу$
фере [15] при 1500 g в течение 10 мин при 4 °C.
Плазму крови хранили при −80 °C и использова$
ли в течение двух часов после разморозки.

Спектроскопия электронного парамагнитного
резонанса со спиновыми метками. Данный метод
основан на измерении параметров связывания

альбумина со спин$мечеными жирными кисло$
тами. В качестве спиновой метки использовали
коммерческую 16$доксил$стеариновую кисло$
ту («Sigma$Aldrich», Германия). Это соединение
характеризуется высокой константой связыва$
ния альбумина со стеариновой кислотой
(6,9 × 107 моль/литр), что приводит к > 99,9%
связывания спиновой метки с альбумином при
концентрации 0,58; 0,7 и 0,77 мМ. Плазму полу$
чали центрифугированием (3000 g) в течение
10 мин и хранили при −20 °C. Плазму крови ин$
кубировали с Oxacom® (ДНКЖ – 0,1 и 2 мкМ, в
течение 20 и 120 мин) и инкубировали с 16$док$
сил$стеариновой кислотой в концентрации
0,58; 0,7 и 0,77 мМ в течение 10 мин. Образцы
плазмы помещали в стеклянный капилляр (диа$
метр 1 мм) и регистрировали ЭПР$спектры с по$
мощью прибора MMS 01$08 ESR$Analyzer
(ESR$Analyzer/MMS, «Medin Medical Innovation
GmbH», Германия) [15]. Полученные ЭПР$
спектры были разложены на компоненты, соот$
ветствующие связыванию метки с сайтами аль$
бумина высокого и низкого сродства, а также с
мицеллами, и несвязанную метку. Значения па$
раметров C1 и C2 означают процент молекул
метки, связанных с сайтами связывания альбу$
мина I и II соответственно.

УФ@поглощение. Спектры поглощения реги$
стрировали на спектрофотометре USB 2000, ос$
нащённом дейтериево$вольфрамовой галоген$
ной лампой DT$MINI$2$GS («Ocean Optics»,
США), излучающей в диапазоне длин волн
250–500 нм при комнатной температуре.

Стационарная флуоресценция. Спектры флуо$
ресценции растворов БСА (0,14 мг/мл) регист$
рировали в кварцевых 10$мм кюветах при ком$
натной температуре на спектрофлуориметре
Fluorolog$3 («Horiba Jobin Yvon», США). Флуо$
ресценцию аминокислот возбуждали лазером с
длиной волны 280 нм (совместное возбуждение
флуоресценции Tyr и Trp) и регистрировали в
диапазоне длин волн 300–500 нм, ширина поло$
сы обеих щелей составляла 2 нм.

Флуоресценция с временным разрешением
(пикосекундная флуоресценция). Снижение амп$
литуды флуоресценции регистрировали с по$
мощью системы однофотонного счёта
SimpleTau 140 с пикосекундным разрешени$
ем («BeckerHickl», Германия). Измерение сни$
жения флуоресценции плазмы или белка кро$
ви (100 мкл) проводили в термостатированной
кювете (длина оптического пути 2 мм). Возбуж$
дение осуществлялось импульсным светоизлу$
чающим диодом с длиной волны 280 нм
(«Edinburgh Instruments», Великобритания), ге$
нерирующим импульсы длительностью 700 пс
FWHM (полная ширина на уровне величины
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амплитуды) средней мощности 0,8 мкВт с часто$
той 10 МГц. Для получения оптимального сиг$
нала для процедуры его деконволюции сбор
данных производился в течение 30 с для всех из$
мерений. Зависимость снижения амплитуды
флуоресценции Trp регистрировали в канале,
соответствующем длине волны флуоресцен$
ции (~ 355 нм), что близко к максимуму излуче$
ния флуоресценции нативного белка. Предпо$
лагалось, что возможный вклад флуоресцен$
ции Tyr на этой длине волны мал. Минимальное
значение остатков затухания флуоресцен$
ции Trp было достигнуто путём аппроксимации
с использованием суммы двух экспоненциаль$
ных функций затухания.

Кинетику затухания флуоресценции аппрок$
симировали с помощью программы SPC Image.
Параметры τ1, τ2, a1, a2 были рассчитаны с по$
мощью следующего уравнения:

I = a1 · (τ1/τ) + a2 · (τ2/τ),                (1)

где τ1 и τ2 обозначают время жизни флуоресцен$
ции изоформ Trp, а параметры a1 и a2 соответ$
ствуют доле Trp в соответствующей таутомерной
форме [16]. Для анализа спектров Trp использо$
вали среднее время жизни флуоресценции, рас$
считанное следующим образом:

τm = (a1 · τ1 + a2 · τ2)/a1 + a2.           (2)

Расчет радиуса Фёрстера. Фёрстеровский ре$
зонансный перенос энергии (FRET) происходит,
когда расстояние между донором (флуорофо$
ром) и акцептором находится в пределах
10 нм [17, 18]. Этот метод применяется при ис$
следовании собственной флуоресценции белка,
преимущественно Trp (λex ≈ 280 нм, λem ≈ 350 нм).
Известно, что длины волны и интенсивности
флуоресценции триптофана зависят от молеку$
лярного окружения, и это используется для изу$
чения конформационных изменений белка. Ис$
пользуемый нами метод оценки резонансного
переноса энергии Фёрстера за счёт изменений
флуоресценции Trp сывороточного альбумина
свидетельствует о том, что альбумин человека
имеет один триптофан в домене II, тогда как бы$
чий альбумин имеет дополнительный Trp134 в
домене I. Согласно теории диполь$дипольной
передачи энергии Фёрстера, эффективность пе$
редачи энергии можно использовать для оценки
расстояния (R) между ДНКЖ и Trp. R0 – это
критическое расстояние, необходимое для пере$
дачи 50% энергии, которое можно рассчитать
следующим образом:

R0 = 0,2108 × (κ2n–4ΦD J)1/4,             (3)

где κ – фактор ориентации диполя, ΦD – кван$
товый выход донора флуоресценции, n – пока$
затель преломления среды, J – интеграл пере$
крытия спектра флуоресценции донора со
спектром поглощения акцептора. Спектраль$
ный анализ проводился при использовании
программы Photochemcad 2.1.

Статистическая обработка результатов прово$
дилась с использованием программного пакета
Origin, версия 2018 («Origin Lab Corporation»,
США). Все данные характеризовались нормаль$
ным распределением, что было показано с по$
мощью теста Шапиро–Уилка на нормальность,
p < 0,05. Результаты представлены как сред$
нее ± стандартное отклонение. В данных ЭПР$
спектроскопии статистическая значимость раз$
личий для C1 и C2 была рассчитана с использо$
ванием однофакторного дисперсионного анали$
за с повторными измерениями ANOVA, p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В соответствии с целью работы исследовали
возможность связывания ДНКЖ и GS$NO в мо$
лекуле альбумина с помощью двух типов флуо$
ресценции – стационарной и с ПФ. Среди флуо$
рофоров альбумина (триптофан, тирозин и фе$
нилаланин) чаще всего используются фотофи$
зические параметры триптофана, поскольку
осуществляется селективное возбуждение при
длине волны 280 нм, а её квантовый выход мак$
симален [19]. Гипотеза о взаимодействии альбу$
мина и ДНКЖ через Cys34 была проверена пу$
тём сравнения времени жизни флуоресценции
триптофана БСА и ЧСА при инкубации с раз$
личными концентрациями ДНКЖ (рис. 2).

Домен II ЧСА содержит единственный оста$
ток триптофана (Trp212). Вполне вероятно, что
два высокоаффинных сайта связывания ДНКЖ
локализованы рядом с этим а.о.; таким образом,
изменения флуоресценции Trp можно исполь$
зовать как индикатор изменения связывания
ДНКЖ с этими сайтами. В то же время в состав
ЧСА входит 18 а.о. Tyr, в БСА – 20 а.о. Tyr. Таким
образом, распределение Tyr в структуре альбу$
мина более равномерное по сравнению с рас$
пределением Trp. Вероятно, помимо конформа$
ционных изменений, связывание ДНКЖ с бел$
ком может приводить к снижению эффектив$
ности затухания флуоресценции Tyr из$за воз$
можного увеличения расстояния между некото$
рыми остатками тирозина и триптофана [20].

В этих экспериментах сумму двух экспонен$
циальных функций затухания использовали для
аппроксимации кривых затухания флуоресцен$
ции Trp, соответствующих максимуму флуорес$
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ценции альбумина. Наличие двух Trp в БСА с
различным окружением, скорее всего, объясня$
ет биэкспоненциальный характер затухания
флуоресценции Trp. Однако наличие ротамеров
триптофана в водном растворе также вызывает
биэкспоненциальное затухание флуоресценции
свободного Trp. Было установлено, что констан$
та времени жизни флуоресценции БСА снижа$
ется сильнее, чем у ЧСА, и процесс зависит от
концентрации ДНКЖ (рис. 2, б). Вероятно, что
обнаруженные различия в кинетике флуорес$
ценции альбумина обусловлены связыванием
ДНКЖ с доменом I альбумина, расположенным
близко к Trp134, взаимодействующим с Cys34
домена I: расстояние между Trp134 и Cys34 со$
ставляет около 17 Å, что достаточно для передачи
энергии, хотя расстояние между Trp213 и Cys34
>100 Å [17] (рис. 1). Учитывая, что спектр погло$
щения ДНКЖ и спектр флуоресценции Trp аль$
бумина перекрываются в области 290–450 нм,
между этими молекулами возможна миграция
энергии, в том числе эффективный перенос
энергии альбумина Tyr–Trp. На основе интегра$
ла перекрытия спектров флуоресценции донора
и поглощения акцептора (6,07*exp(–15)), фак$
тора ориентации κ (принятого за 2/3), времени
затухания флуоресценции (4,5 нс) и квантового
выхода БСА (ΦD), равного 0,13 [17], был рассчи$
тан радиус Фёрстера, который составил 24,3 Å.
Очевидно, что такой величины радиуса Фёрсте$
ра достаточно для эффективной передачи энер$
гии от триптофана к ДНКЖ. Это косвенно
подтверждает связывание ДНКЖ с этой амино$
кислотой. Для пары Tyr–Trp радиус Фёрстера
составляет ≈ 10–18 Å, что является стандартным
расстоянием между этими а.о. в белках, и здесь
также возможен перенос энергии.

Основываясь на результатах по флуоресцен$
ции Trp, можно сделать вывод, что связывание
ДНКЖ с БСА значительно отличается от связы$
вания с его гомологом ЧСА. Предположитель$
но, это различие объясняется расположением
остатков Trp (Trp212 в ЧСА; Trp134 и Trp213
в БСА) и высокой аффинностью сайтов связы$
вания ДНКЖ (рис. 1). В наших экспериментах
использовался спиртовой раствор ДНКЖ
(2%$ный (v/v) этанол). Известно, что зависи$
мость флуоресценции Tyr от концентрации
спирта сходна для БСА и ЧСА, тогда как флуо$
ресценция Trp существенно отличается. Полу$
ченные результаты выявили корреляцию между
связыванием с альбумином с изменением эф$
фективности внутримолекулярного переноса
энергии от Tyr к Trp, поскольку перенос энергии
возбуждения между остатками в альбумине не
является преобладающим механизмом затуха$
ния флуоресценции Tyr [20, 21].
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а

Рис. 2. a – Кинетика константы времени жизни флуорес$
ценции (τm) в ЧСА (1) и БСА (2) при действии 1 мкМ
ДНКЖ; б – кинетика константы времени жизни флуорес$
ценции (τm) в БСА при действии 0,5; 0,75; 1 и 2 мкМ
ДНКЖ (1–4 соответственно); в – спектры поглощения
раствора БСА (1) и раствора БСА при действии 2 мкМ
ДНКЖ (2). Данные представлены как среднее ± стандарт$
ное отклонение (n = 6)

б

в
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Уменьшение времени жизни флуоресцен$
ции может быть вызвано не только передачей
энергии ДНКЖ или молекулам GS$NO. В зави$
симости от полярности среды максимум спект$
ра флуоресценции Trp изменяется в диапазоне
от 308 нм (в азурине) до 360 нм (в воде). В на$
ших экспериментах снижение интенсивности
флуоресценции не сопровождалось сдвигом
максимума длины волны (рис. 2, в), что, воз$
можно, указывает на отсутствие изменений по$
лярности микроокружения триптофана и, как
следствие, существенных изменений конфор$
мации альбумина. Следовательно, уменьшение
интенсивности флуоресценции зависит от кон$
центрации ДНКЖ и, возможно, от его связыва$
ния с Cys34 домена I альбумина [10]. Согласно
нашим данным, время жизни флуоресценции
триптофана БСА изменилось менее чем на 10%.
ДНКЖ синтезируется в среде, содержащей же$
лезо, тиолы и NO и, предположительно, опос$
редует образование S$НТ [22]. Наличие этих
комплексов в клетках позволяет считать их ста$
бильными метаболитами NO, а также возмож$
ными медиаторами его активности. Для про$
верки гипотезы о том, что ДНКЖ являются
предшественниками S$НТ, было продемон$
стрировано, что нитрозирование БСА происхо$
дит в присутствии железа и глутатиона, основ$
ных компонентов ДНКЖ. Установлено, что ин$
кубация БСА с ДНКЖ и глутатионом в течение
25 мин снижала скорость замедления времени
жизни флуоресценции Trp (рис. 3), а интенсив$
ность флуоресценции Trp БСА практически не
изменилась.

Возможно и другое объяснение эффекта,
представленного на рис. 3: переход из связан$
ных с белком ДНКЖ в ДНКЖ с глутатионом
инициирован избытком глутатиона (5 мМ) по
сравнению с содержанием тиола (Cys34) в раст$
воре белка (2 мкМ). Это делает передачу энер$
гии от Trp134 к низкомолекулярному ДНКЖ$
GSH в растворе незначительной.

Установлено, что даже в присутствии
10$кратного избытка глутатиона, не связанного
с ДНКЖ при нейтральном pH, ДНКЖ вместе с
глутатионом преимущественно представлены
диамагнитной биядерной формой [22]. Прямые
окислительно$восстановительные реакции NO
с GSH протекают медленно [9, 12] и, вероятно,
не вносят существенный вклад в биологическое
потребление NO. Однако константы скорости
обратимой ассоциации NO с GSH, приводящей
к образованию тионитроксида, неизвестны [23].
Учитывая отсутствие взаимодействия между
глутатионом и альбумином [24], мы предполага$
ем наличие конкуренции между БСА и глутати$
оном за связывание с ДНКЖ, что уменьшает ко$

личество ДНКЖ, способных образовывать ста$
бильные комплексы с альбумином.

Использование спиновых меток в сочетании
с ЭПР$спектроскопией является эффективным
методом для изучения структурных изменений
альбумина. Изменения подвижности и доступ$
ности спиновых меток и расстояний между спи$
новыми метками позволяют исследовать изме$
нения вторичной и третичной структуры бел$
ков. В наших экспериментах в качестве спино$
вого зонда использовали коммерческую 16$док$
сил$стеариновую кислоту, так как альбумин
проявляет чрезвычайно высокое сродство к сте$
ариновой кислоте (6,9 × 107 моль/литр), что
обеспечивает >99,9% связывания спиновой мет$
ки с альбумином в концентрациях 0,58; 0,7 и
0,77 мМ [15]. Как было указано ранее, альбумин
содержит специфические сайты связывания для
определенных жирных кислот (рис. 1), проявля$
ющих высокое сродство к многочисленным ле$
карствам. Вероятно, ДНКЖ также может связы$
ваться с этими сайтами [6]. Чтобы проверить ги$
потезу о наличии конкуренции в связывании
между ДНКЖ и жирной кислоты с конкретным
сайтом альбумина, мы использовали спиновый
зонд, способный образовывать комплекс с сай$
тами альбумина 1 и 2. В этих экспериментах бы$
ло обнаружено, что сродство к жирным кисло$
там в сайте 1 было выше по сравнению с сай$
том 2, но присутствие ДНКЖ (1 и 2 мкМ) в тече$
ние 20 или 120 мин инкубации на связывание
метки не влияло (таблица).

Факт, что связывание меток жирных кислот
не зависит от концентрации ДНКЖ, указывает
на то, что метка не может соединяться с сайтом
связывания ДНКЖ. Согласно полученным дан$
ным, присутствие ДНКЖ в плазме крови изме$
няет конформацию доменов альбумина II и III
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Рис. 3. Время жизни флуоресценции триптофана БСА при
инкубации с 1 мкМ ДНКЖ (1), а также 1 мкМ ДНКЖ и
5 мМ глутатиона (2)
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не за счёт связывания с участками связывания
жирных кислот на поверхности этих доменов.
Количество спиновых меток в 1$м и 2$м гидро$
фобных карманах альбумина не зависело от
присутствия ДНКЖ. Эти данные свидетельству$
ют в пользу того, что ДНКЖ имеет низкое срод$
ство к сайтам связывания 1 и 2 в доменах II и III
альбумина.

Различные стадии взаимодействия между
сайтами связывания ДНКЖ и доменами альбу$
мина демонстрируют разнообразие кооператив$
ности, энергии связывания и, как следствие, ме$
ханизмов и типов сайтов связывания, а также
влияния на вторичную и третичную структуру
альбумина. Чтобы объяснить эти различия,
Gelamo и Tabak [25] показали, что сайты связы$
вания первичных гасителей флуоресценции
(сурфактантов) локализованы рядом с Trp134 в
домене I БСА, но не были обнаружены вблизи
остатка триптофана (Trp212 в ЧСА и Trp213
в БСА) домена II альбумина. Для тушения флуо$
ресценции БСА необходим прямой контакт мо$
лекулы сурфактанта с индолом Trp134. Для ана$
лиза механизмов связывания ДНКЖ с альбуми$
ном часто используются данные по связыванию
миристиновой кислоты с альбумином. Считает$
ся, что с помощью флуоресценция Trp при свя$
зывании миристиловой кислоты можно обнару$
жить изменения не вторичной, а третичной
структуры альбумина [21]. Мы предполагаем,
что наиболее вероятным механизмом взаимо$
действия ДНКЖ с альбумином является образо$
вание комплексов за счёт нитрозирования ос$
татка цистеина домена I альбумина. Однако это
не меняет конформацию альбумина. Вероятно,
это можно объяснить тем, что, как и при
действии этанола, наблюдаемые изменения
конформации ЧСА в присутствии низких кон$
центрациях этанола (2%) могут быть вызваны
как изменениями в сети водородных связей в
первой гидратной сфере молекулы белка, так и
связыванием молекул этанола. Действительно,
молекулы этанола способны вытеснять воду в
первой гидратной сфере и образовывать водо$

родные связи с боковыми цепями аминокис$
лот [25].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Связывание ДНКЖ с альбумином изучали с
помощью флуоресцентной спектроскопии с
временным разрешением (ПФ) и электронного
парамагнитного резонанса. Было выявлено, что
время жизни флуоресценции БСА уменьшается
больше, чем у ЧСА, и зависит от концентра$
ции ДНКЖ. Биэкспоненциальный характер за$
тухания флуоресценции триптофана БСА объяс$
няется наличием в молекуле белка двух остатков
этой аминокислоты. Вероятно, ДНКЖ образует
комплексы за счёт нитрозирования цистеиново$
го остатка домена I альбумина. В поддержку ги$
потезы о том, что ДНКЖ являются предшест$
венниками S$НТ, было показано, что нитрози$
рование БСА происходит в присутствии железа
и глутатиона, находящихся в ядре ДНКЖ. Влия$
ние ДНКЖ на связывание конкретных спин$ме$
ченых жирных кислот с альбумином в плазме
крови человека изучали in vitro. Результаты этого
эксперимента свидетельствуют о том, что нали$
чие ДНКЖ в плазме крови влияет на конформа$
цию белка не за счёт связывания с участками
связывания жирных кислот.
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Динамика связывания спин$меченых жирных кислот с сайтами альбумина

ЧСА в плазме в отсутствие ДНКЖ, %

ЧСА в плазме с 1 мкМ ДНКЖ, %

ЧСА в плазме с 1 мкМ ДНКЖ, %

ЧСА в плазме с 2 мкМ ДНКЖ, %

ЧСА в плазме с 2 мкМ ДНКЖ, %

Динамика связывания спин$меченых жирных кислот с сайтами альбумина плазмы крови в присутствии ДНКЖ

Альбумин, сайт 2

34,4 ± 1,1

36,0 ± 0,8

36,5 ± 0,7

35,1 ± 1,4

36,3 ± 1,1

Альбумин, сайт 1

60,1 ± 0,8

60,6 ± 0,5

60,3 ± 0,6

60,4 ± 0,9

60,0 ± 0,9

Время,
мин

0

20

120

20

120



ЭФФЕКТ ДИНИТРОЗИЛЬНОГО КОМПЛЕКСА ЖЕЛЕЗА

Соблюдение этических норм. Все процедуры,
выполняемые в исследованиях с участием лю$
дей, соответствовали этическим стандартам
институционального и/или национального ис$
следовательского комитета, а также Хельсин$

кской декларации 1964 года и более поздним
поправкам к ней, или сопоставимым этическим
стандартам. Перед забором крови от всех паци$
ентов или их законных представителей было по$
лучено письменное информированное согласие.
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EFFECT OF DINITROSYL IRON COMPLEX
ON ALBUMIN CONFORMATION

E. S. Allakhverdiev1,2*, G. V. Maksimov1,3*, O. V. Rodnenkov2, O. G. Luneva1,
G. V. Tsoraev1, A. D. Ivanov3, A. I. Yusipovich1, and T. V. Martynyuk2
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2 National Medical Research Center of Cardiology Ministry of Health of the Russian Federation, 121552 Moscow, Russia
3 Federal State Autonomous Educational Institution of Higher Education

“National Research Technological University ‘MISIS’”, 119049 Moscow, Russia

Binding of dinitrosyl iron complex (DNIC) to albumin was studied using time$resolved fluorescence and electron spin
resonance spectroscopy. It was found that the fluorescence lifetime of bovine serum albumin (BSA) and human serum
albumin decreases with binding and depends on DNIC concentration. The observed biexponential pattern of the BSA
tryptophan fluorescence decay is explained by the presence of two tryptophan residues in the protein molecule. We
believe that DNIC forms stable complexes with the cysteine (Cys34) residue in the domain I of albumin. It was shown
that the lifetime of albumin tryptophan fluorescence decreased during co$incubation of BSA with DNICs and glu$
tathione. Effects of DNIC on the binding of specific spin$labeled fatty acids with albumin in human blood plasma
were studied in vitro. The presence of DNIC in blood plasma does not change conformation of albumin domains II
and III. We suggest that the most possible interaction between DNICs and albumin is the formation of a complex; and
nitrosylation of the cysteine residue in the albumin domain I occurs without the changes in albumin conformation.

Keywords: albumin, dinitrosyl iron complex, electron spin resonance, nitrogen oxide, time$resolved fluorescence


