
ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2021, том 57, № 4, с. 315–325

315

ДИНИТРОЗИЛЬНЫЕ КОМПЛЕКСЫ ЖЕЛЕЗА С ГЛУТАТИОНОВЫМИ 
ЛИГАНДАМИ ПЕРЕХВАТЫВАЮТ ПЕРОКСИНИТРИТ И ЗАЩИЩАЮТ 

ГЕМОГЛОБИН ОТ ОКИСЛИТЕЛЬНОЙ МОДИФИКАЦИИ
© 2021 г.   О. В. Космачевская1, Э. И. Насыбуллина1, К. Б. Шумаев1,

Л. В. Чумикина1, Л. И. Арабова1, Н. В. Яглова2, С. С. Обернихин2, А. Ф. Топунов1, *
1Институт биохимии им. А.Н. Баха, Федеральный исследовательский центр

“Фундаментальные основы биотехнологии” Российской академии наук, Москва, 119071 Россия
2ФГБНУ НИИ морфологии человека, Москва, 117418 Россия

*e-mail: aftopunov@yandex.ru
Поступила в редакцию 27.01.2021 г.

После доработки 15.02.2021 г.
Принята к публикации 22.02.2021 г.

Динитрозильные комплексы железа с глутатионовыми лигандами (GS-ДНКЖ) являются физиоло-
гической формой оксида азота (NO), которая депонирует и переносит NO в организме. Эти ком-
плексы могут действовать как антиоксиданты и антирадикальные агенты. Показано, что GS-ДНКЖ
защищают молекулу гемоглобина (Hb) от окислительной модификации пероксинитритом. Они
препятствуют образованию карбонильных производных Hb, окислению триптофановых и тирози-
новых остатков, деградации гемовой группы, а также образованию межбелковых сшивок. Также эти
комплексы ингибируют окисление дигидрородамина пероксинитритом, образующимся при деком-
позиции 3-морфолиносиндонимина. В некоторых случаях антиоксидантное действие GS-ДНКЖ
сопоставимо с таковым восстановленного глутатиона. Полученные результаты позволяют считать
GS-ДНКЖ перехватчиками пероксинитрита и протекторами гемоглобина.
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Динитрозильные комплексы железа (ДНКЖ)
представляют собой физиологическую форму ок-
сида азота (NO) в организме [1–3]. Формирова-
ние этих комплексов было зарегистрировано в
организме человека, животных, растений и бак-
терий. В зависимости от того, какое соединение
служит лигандом ДНКЖ, они могут быть связан-
ными с белками или с низкомолекулярными ве-
ществами. В живых системах лигандами низко-
молекулярных ДНКЖ, как правило, являются
тиолсодержащие соединения: цистеин и глутати-
он [2–4]. ДНКЖ с тиольными лигандами функ-
ционируют в живых организмах в качестве доно-
ров NO, NO+ и Fe–(NO)2 [2, 3, 5].

Низкомолекулярные ДНКЖ с тиольными ли-
гандами имеют общую формулу [(RS–)2Fe+(NO+)2]
и существуют в живых организмах в равновесии с
белок-связанными ДНКЖ, которые формируются
при участии тиольных и некоторых других групп
белков [2, 3]. Это равновесие определяется редокс-
условиями, а именно состоянием системы глута-
тиона. Снижение пула восстановленного глута-
тиона (GSH) сдвигает равновесие в сторону более

стабильных связанных с белками комплексов.
По мере окисления SH-групп комплексы посте-
пенно димеризуются с образованием биядерных
ДНКЖ, которые более устойчивы к окислению
[2, 3]. Биядерные ДНКЖ в присутствии высокой
концентрации GSH снова переходят в моно-
ядерную форму.

В различных системах in vitro и in vivo было
показано, что NO может действовать и как анти-
оксидант, и как прооксидант. Прооксидантное
действие NO проявляется в его способности об-
разовывать пероксинитрит (ONOO−) в диффузно-
контролируемой реакции c супероксидом [6, 7].
При распаде ONOO− образуются гидроксиль-
ный радикал (•OH) и диоксид азота  кото-
рые в значительной степени определяют его ток-
сические свойства [8, 9].

В крови источником супероксидного анион-
радикала являются клетки иммунной системы –
макрофаги, которые в ответ на появление пато-
генных микроорганизмов производят его в боль-
ших количествах [10]. Супероксид может образо-
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вываться и в самих эритроцитах в условиях гипо-
ксии, когда при низком pO2 гемоглобин (Hb)
активно отдает кислород [11]. В свою очередь NO
может проникать в эритроцит с помощью свобод-
ной диффузии или продуцироваться внутри самой
клектки в реакции восстановления деоксигениро-
ванным Hb ионов нитрита [12], а также NO-синта-
зой эритроцитов [13].

Антиоксидантные свойства NO проявляются в
его способности перехватывать свободные ради-
калы:  •OH, Tyr•, RS•,  ROO•. В реакции
NO с алкоксильными и алкилпероксильными ра-
дикалами образуются нитрозированные и нитро-
ванные липиды. Благодаря этому обрываются цеп-
ные реакции перекисного окисления липидов [14].
Метаболиты NO – ДНКЖ также проявляют анти-
оксидантные свойства. Ранее было показано, что
низкомолекулярные ДНКЖ с глутатионовыми ли-
гандами (GS-ДНКЖ) перехватывают супероксид-
ный радикал [15–17] и восстанавливают оксофер-
рильную форму миоглобина (Mb-FeIV = O) до не-
токсичной метформы [18], а ДНКЖ, связанные с
гемоглобином, защищают его тиольные группы
от окисления [15, 16]. В этих экспериментах в ка-
честве инициаторов окисления использовали пе-
роксид водорода и гидропероксид трет-бутила.
Кроме того, GS-ДНКЖ защищают эритроциты
от HOCl-индуцированного гемолиза [19]. В ходе
взаимодействия ДНКЖ с органическими свобод-
ными радикалами происходит необратимая де-
струкция комплексов и образование интермедиа-
тов – нитроорганических соединений [18].

Основной мишенью пероксинитрита в эрит-
роцитах является Hb [20]. Реакция NO с Hb кон-
курирует с реакцией NO с  [10]. При этом в ре-
зультате взаимодействия ONOO− с гемоглобином
происходит его окислительная модификация [7],
которая сопровождается образованием карбониль-
ных производных, дисульфидных и дитирозино-
вых сшивок, а также окислением железа в гемовой
группе до состояния оксоферрила, образованием
радикалов на порфирине и разрывом порфирино-
вого кольца.

Цель работы – изучение влияния GS-ДНКЖ
на образование карбонильных производных, ди-
сульфидных и дитирозиновых сшивок, а также на
окисление железа в гемовой группе до состояния
оксоферрила, образование радикалов на порфи-
рине и разрыв порфиринового кольца в Hb под
действием пероксинитрита.

МЕТОДИКА

В работе были использованы следующие реакти-
вы: метгемоглобин из эритроцитов быка; 3-морфо-
линосиндонимин (SIN-1), дигидрородамин, вос-
становленный глутатион (GSH), пиридин, дитио-
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нит Na, диэтилентриаминопентауксусная кислота
(ДТПА), трихлоруксусная кислота (ТХУ), диме-
тилсульфоксид (ДМСО), 2,4-динитрофенилгидра-
зин (2,4-ДНФГ), ПААГ, Na-ДДС, Трис, HEPES,
NaNO2, FeSO4, – “Sigma-Aldrich” (USA); 3H-наф-
тол[2,1-b]пиран-s-карбоновая кислота (ThioGlo1) –
“Calbiochem” (США); 4-гидрокси-(2,2,6,6-тетра-
метилпиперидин-1-ил)оксил (4-гидрокси-TEMPO) –
“Oxis” (США).

ДНКЖ с глутатионовыми лигандами получа-
ли, смешивая растворы FeSO4 и GSH в молярном
соотношении 1 : 2 в сосуде Тунберга в атмосфере
NO [15–17]. Концентрацию ДНКЖ рассчитывали
по интегральной интенсивности сигнала электрон-
ного парамагнитного резонанса (ЭПР) комплек-
сов, используя в качестве стандарта спиновую мет-
ку 4-гидрокси-TEMPO. Препараты ДНКЖ храни-
ли при температуре жидкого азота (–196°С).

Пероксинитрит синтезировали по методике,
описанной в работе [21], быстро смешивая 0.6 М
раствор NaNO2 и 0.6 М раствор H2O2 в 0.7 М HCl,
и стабилизировали 0.9 М NaOH. Непрореагировав-
ший H2O2 удаляли, добавляя порошкообразный
MnO2, после чего раствор фильтровали. Концен-
трацию ONOO− определяли по характерной полосе
поглощения при 302 нм (ε = 1.67 мМ–1 см–1).

Определение белковых карбонилов. Количе-
ственную оценку карбонильных производных
Hb проводили по методу [22] в модификации
Ю.В. Абаленихиной и М.А. Фоминой [23]. Суть
метода заключалась в том, что карбонильные
группы (альдо- и кето-) образуют ковалентные
аддукты с 2,4-ДНФГ, которые регистрируются
спектрофотометрически (Е) при 13 различных дли-
нах волн. Количество образовавшихся 2,4-динит-
рофенилгидразонов рассчитывали по формуле:

SОМБ = S1 + S2, где S1 – альдегидные группы, S2 –
кетонные группы.

Образцы готовили следующим способом. К
0.1 мл 0.15 мМ раствора Hb в 20 мМ К-фосфатном
буфере (рН 6.8) добавляли пероксинитрит до ко-
нечных концентраций 0.4, 0.6, 1.0, 1.6, 2.6, 4.2 мМ
и инкубировали при комнатной температуре в те-
чение 10 мин. Реакцию останавливали добавлением
метионина до конечной концентрации 25 мМ. GS-
ДНКЖ и GSH добавляли к раствору Hb в моляр-
ном соотношении 3 : 1 и 6 : 1 соответственно. Для
изучения влияния металлов на ход реакции к рас-
творам белка добавляли комплексон железа –
ДТПА до конечной концентрации 2.5 мМ.

( ) ( )
( ) ( )
( ) ( )

= + × + + × +
+ + × + + × +
+ + × + + ×

1 230 254 254 270

270 280 280 356

356 363 428 520

12 8
5 38
3.5 46,

S E E E E
E E E E
E E E E

= + × + + × +
+ + × + + ×

2 363 370 370 428

430 434 520 535

3.5 29( ) ( )
( ) (2 7.5) .

S E E E E
E E E E
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К раствору белка добавляли 0.5 мл раствора
2,4-ДНФГ в 2 М HCl и инкубировали в течение ча-
са. Белок осаждали добавлением 0.5 мл 20%-ного
раствора ТХУ. Через 10 мин образцы центрифуги-
ровали при 3000 g 15 мин. Для удаления несвязав-
шегося 2,4-ДНФГ осадок белка трижды отмывали
0.4 мл смеси этилового спирта и этилацетата (1 : 1).
Полученный осадок подсушивали на воздухе и
перед измерением растворяли в 1 мл 8 М раствора
мочевины.

Спектры оптического поглощения регистри-
ровали на UV-VIS спектрофотометре Carу 300
(“VarianBio”, США) при комнатной температуре
в кювете с длиной оптического пути 1 см при ско-
рости сканирования 600 нм/мин. Перед измере-
нием образцы разбавляли в 5 раз.

Определение содержания гемовой группы. Кон-
центрацию гема в растворе Hb определяли с помо-
щью пиридигемохромного метода [24]. К 15 мкл
каждого образца Hb, приготовленных как описа-
но в пункте 1 данного раздела, добавляли 135 мкл
воды и 450 мкл 30%-ного щелочного раствора пи-
ридина. Непосредственно перед измерением рас-
твор восстанавливали дитионитом натрия. Опти-
ческое поглощение восстановленного комплекса
гема с пиридином измеряли при 556 и 539 нм. Рас-
чет концентрации гема осуществляли по разнице
А556–А539, учитывая, что Ε556–539 = 4.3 мМ–1 см–1.

Определение SH-групп в низкомолекулярных и
белковых тиолах. Количественную оценку сво-
бодных SH-групп проводили с помощью тиол-
специфичного реагента ThioGlo1, который обра-
зует флуоресцирующий аддукт [25]. Для анализа
восстановленных белковых SH-групп образцы
готовили следующим образом: к 5 мкл раствора
Hb (0.03 мМ), приготовленного как описано вы-
ше, добавляли 5 мкл 0.25 мМ ThioGlo1 в ДМСО и
инкубировали 4 мин. Затем 10 мкл полученного
раствора вносили в спектрофлуориметрическую
кювету, содержащую 490 мкл 20 мМ К-фосфат-
ного буфера (рН 6.8).

Флуоресценцию регистрировали на спектро-
флуориметре Shimadzu RF-5301 PC (Япония) при
высокой чувствительности (по обозначению при-
бора), ширине щели возбуждающего и испускаю-
щего света 3 и 5 нм соответственно. Длина волны
возбуждающего света составляла 379 нм, испус-
кающего – 500 нм.

Определение состояния триптофановых и тиро-
зиновых остатков. Состояние триптофановых и
тирозиновых остатков в молекуле Hb изучали с
помощью флуоресцентной спектроскопии. Об-
разцы белка были приготовлены, как описано в
пункте “Определение белковых карбонилов”. Для
селективного возбуждения автофлуоресценции
триптофана использовали длину волны 295 нм.
Флуоресценцию регистрировали при 330 нм.
Спектрофотометрическую детекцию 3,3'-дитиро-

зинов осуществляли при длине волны возбужде-
ния 325 нм и испускания 400 нм [26]. Образцы Hb
перед измерением разбавляли в 25 раз при измере-
нии флуоресценции тритпофана и 12.5 раз при
измерении флуоресценции дитирозинов. Реги-
страцию флуоресценции проводили в кварцевых
оптических кюветах с длиной оптического пути
1 см на спектрофлуориметре Shimadzu RF-5301
PC (Япония) при высокой чувствительности и
средней скорости сканирования. Ширина щели
возбуждающего света составляла 10 нм, поглоща-
ющего – 5 нм.

Электрофорез в ПААГ с Na-ДДС. Электрофо-
рез проводили в блоках 13%-ного ПААГ размером
15 × 15 × 2 мм по методу Лэммли [27]. Образцы ге-
моглобина, приготовленные как описано в разде-
ле “Определение белковых карбонилов”, предва-
рительно диализовали в 20 мМ К-фосфатном бу-
фере (рН 6.8) для отделения низкомолекулярных
тиолов (GSH и GS-ДНКЖ), а затем добавляли
буфер для образцов в соотношении 1 : 1, прогре-
вали в течение 5 мин при 95°С и наносили на гель.
Буфер для образцов был приготовлен на основе
0.1 М трис-HCl буфера (рН 6.8) с 4% Na-ДДС,
0.2% бромфенолового синего и 20% глицерина.
Для создания восстановительных условий в бу-
фер добавляли 3% дитиотреитола. На гель нано-
сили по 15 мкл раствора белка. В качестве элек-
тродного буфера использовали 0.2 М Трис-гли-
циновый буфер, рН 8.3, содержащий 0.1% ДДС.

Электрофорез проводили при 4°С и I = 50 мА,
U = 150 B. Необходимые параметры электрофореза
обеспечивались источником питания “Эльф-4”
(Россия). После окончания процесса разделения
белков гель фиксировали и окрашивали раствором
Кумасси бриллиантового синего R-250.

Окисление дигидрородамина пероксинитритом.
Способность GS-ДНКЖ перехватывать перокси-
нитрит изучали в реакции окисления дигидроро-
дамина пероксинитритом, образующимся при
распаде SIN-1 [28]. При окислении дигидророда-
мина образуется родамин с максимумом поглоще-
ния при 500 нм. GSH или GS-ДНКЖ вносили в ре-
акционную смесь через 5 с после начала реакции.
Состав реакционной смеси: 0.4 мМ дигидророда-
мина, 0.4 мМ SIN-1, 0.08 мМ GSH или GS-ДНКЖ.
Кинетику восстановления записывали в 1 мм кю-
вете в течение 10 мин при комнатной температуре
на UV-VIS спектрофотометре Carу 300 (“Varian-
Bio”, США).

Все эксперименты были выполнены не менее
чем в трех повторностях. На графиках представ-
лены средние величины. Статистическая обра-
ботка данных проводилась исходя из 3–4 анали-
тических повторностей в режиме Excel. Данные
представлены как среднее значение ± стандарт-
ное отклонение.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние ДНКЖ на окисление дигидрородамина

пероксинитритом. Способность GS-ДНКЖ пере-
хватывать ONOO− была исследована в экспери-
ментах по окислению дигидрородамина перокси-
нитритом, образующимся в ходе декомпозиции
SIN-1. Поскольку при спонтанном распаде SIN-1
в присутствии кислорода одновременно образу-
ются  и NO, это вещество часто используют
для моделирования образования ONOO− в живых
системах [28]. На рис. 1 представлены кинетики
окисления дигидрородамина пероксинитритом.
Как видно, GS-ДНКЖ ингибировали реакцию
окисления. Еще в большей степени препятство-
вал окислению дигидрородамина GSH, что под-
твердило его способность выступать в качестве
эффективной ловушки пероксинитрита.

Образование карбонильных производных гемо-
глобина. Ранее нами было показано, что перокси-
нитрит может взаимодействовать с ДНКЖ, свя-
занным с Hb [15]. Таким образом, способность
низкомолекулярных (GS-ДНКЖ) и белковых
ДНКЖ перехватывать пероксинитрит послужила
предпосылкой для проведения исследований по
окислительной модификации гемоглобина.

Карбонильные производные представляют со-
бой необратимую стабильную форму неспецифи-
ческого окисления аминокислотных остатков.
ДНКЖ оказывали выраженное ингибирующее
действие на образование карбонилов в присут-

−•
2O

ствии пероксинитрита. Они защищали белок в
широком диапазоне концентраций ONOO− от
0.38 до 4.20 мМ, что соответствовало молярному
соотношению Hb : ONOO− от 1 : 2.5 до 1 : 28 (для
тетрамера) (рис. 2а). При низких концентрациях
пероксинитрита GSH стимулировал формирова-
ние карбонильных производных Hb, но начиная с
концентрации 2.6 мМ – ингибировал (рис. 2а).
Эти результаты показывают, что протекторное
действие GS-ДНКЖ обусловлено не только их
глутатионовыми лигандами.

Кривые, отражающие зависимость образования
карбонильных производных от концентрации окис-
лителя, в присутствии GS-ДНКЖ имели двухфаз-
ный характер: при низких концентрациях ONOO−

образование карбонильных производных происхо-
дило медленно, а начиная с концентрации 1.6 мМ –
интенсивно. Вероятно, это связано с высвобожде-
нием железа из распавшихся ДНКЖ, которое далее
участвовало в генерации свободных радикалов в ре-
акциях Фентона и Габера-Вайса:

(1)

(2)

(3)
Для проверки этого предположения были по-

ставлены эксперименты в присутствии ДТПА,
который образует с ионами свободного железа
комплекс, не участвующий в реакциях Фентона и
Габера–Вайса. Как в контроле, так и в варианте с
GSH этот хелатор практически полностью инги-
бировал образование карбонилов (рис. 2).

Напротив, введение ДТПА в реакционную сре-
ду, содержащую GS-ДНКЖ, незначительно стиму-
лировало формирование карбонильных призвод-
ных (рис. 2б). Скорее всего, этот эффект обуслов-
лен трансформацией глутатионовых ДНКЖ в
комплексы, содержащие ДТПА в качестве ли-
гандов.

Деградация гемовой группы гемоглобина. Основ-
ной мишенью действия ONOO¯ на гемопротеиды
является гемовая группа. Деградации гема предше-
ствует стадия образования оксоферрил-формы
(гем-FeIV = O), в образовании которой ключевую
роль играет гемовое железо, катализирующее раз-
рыв O–O связи в комплексе гем-FeIII-ONOO– [29].

В экспериментах GSH и GS-ДНКЖ препят-
ствовали разрушению гемовой группы (рис. 3).
В контрольном варианте доля разрушенного гема
прямо зависела от концентрации окислителя
(рис. 3a). При концентрации ONOO− 4.2 мМ раз-
рушалось 50% гемов, в то время как в присутствии
GS-ДНКЖ (в соотношении 1:3) – только 25%
(рис. 3a). GSH также оказывал протекторное дей-
ствие на гемовую группу, однако оно было менее
выражено, чем у GS-ДНКЖ (рис. 3a). Во всех ва-

− ++ → +i

2 2 2 22O 4H  H O H O,
+ − ++ → +i3 2

2 2Fe O Fe O ,
+ + −+ → + +i2 3

2 2Fe H O Fe HO OH .

Рис. 1. Кинетика окисления дигидрородамина пе-
роксинитритом, образующимся при декомпозиции
SIN-1 (1), а также при внесении GSH (2) или
GS-ДНКЖ (3): 1 – контроль, состав реакционной
смеси (см. Методика).
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риантах добавление ДТПА в реакционную среду
препятствовало распаду гемовой группы, что ука-
зывало на участие примесных ионов железа в
окислительной деструкции гема (рис. 3б).

Защитное действие GSH по отношению к гему
можно объяснить его способностью восстанавли-
вать Hb-FeIV = O и радикалы Cys-93β, образуемые
в результате внутримолекулярного переноса элек-
тронов, на оксоферрил-форму [30].

Защитное действие GS-ДНКЖ может быть
связано с различными аспектами их функциони-

рования. В работе [18] был предложен механизм
защитного действия GS-ДНКЖ, заключающийся
в формировании при взаимодействии этих ком-
плексов с оксоферильной формой гемоглобина
промежуточного интермедиата, который далее
может распадается или регенерироваться до ис-
ходных ДНКЖ (4).

(4)
( )

( ) ( )
+ +

+

= + →

→ +

IV –
2 2

III – 2 +

2

Hb-Fe O GS – Fe – NO

Hb-Fe GS –Fe –

)

NO

(

ONO.

Рис. 2. Образование карбонильных производных
(отн. ед.) гемоглобина под действием пероксинитри-
та без ДТПА (а) и в его присутствии (б). Варианты
опыта: 1 – Hb, 2 – Hb + GSH, 3 – Hb + GS-ДНКЖ.
(Состав реакционной смеси (мМ): Hb – 0.15,
GS-ДНКЖ – 0.5, GSH – 1.0, ДТПА – 2.0).
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Рис. 3. Разрушение гемовой группы гемоглобина под
действием пероксинитрита без ДТПА (а) и в его при-
сутствии (б). Варианты опыта: 1 – Hb; 2 – Hb + GSH;
3 – Hb + GS-ДНКЖ. Состав реакционной смеси как
на рис. 2.

Гем, % от контроля

100

80

60

40

0 1 2 3 4 5

(б)

1
2

3

ONOO–, мМ

Гем, % от контроля

100

80

60

40

20

0 1 2 3 4 5

(а)

1

2
3

ONOO–, мМ



320

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 57  № 4  2021

КОСМАЧЕВСКАЯ и др.

GS-ДНКЖ могут непосредственно реагиро-
вать с пероксинитритом. В этом случае может
возникать интермедиат, содержащий связанный
ONOO–, и происходить окисление глутатионо-
вых лигандов. Вместе с тем, антиоксидантное
действие ДНКЖ может быть обусловлено вос-
становлением радикалов порфирина и оксофер-
рильной формы Hb оксидом азота, выделяю-
щимся из ДНКЖ [18, 31].

Окисление триптофановых и тирозиновых остат-
ков в гемоглобине. При взаимодействии Hb с перок-
синитритом продуцируются свободные радикалы

тирозина, триптофана и цистеина. В качестве окис-
лителя выступает гидроксильный радикал и диок-
сид азота [8, 32], а также оксоферрильная форма ге-
ма [32]. При этом в реакции одноэлектронного
окисления остатков тирозина формируются фе-
ноксильные радикалы [32, 33], судьба которых
может быть различной. С одной стороны, в реак-
ции двух феноксильных радикалов образуется ди-
мер 3,3'-дитирозин [26]. С другой стороны, в ре-
акции остатков тирозина и комплексов гемового
железа с пероксинитритом (FeIII-ONOO−) обра-
зуется 3-нитротирозин [34]. 3-нитротирозин так-
же образуется в реакции феноксильного радикала
тирозина с  или NO, в последнем случае через
такой интермедиат, как нитрозотирозин [35, 36].
Наличие металлсвязывающих центров в белке
ускоряет реакцию нитрования тирозина [20, 37].
Предполагается, что переходные металлы, в том
числе железо гема, катализируют гетеролитиче-
ский раcпад ONOO− с образованием нитрониум-
катиона  являющегося сильным нитрую-
щим агентом [34, 37].

Было проведено спектрофлуориметрическое
исследование тирозиновых остатков Hb поcле об-
работки пероксинитритом. В контрольном вари-
анте флуоресценция возрастала с увеличением
концентрации ONOO− (рис. 4а), что могло про-
исходить благодаря образованию 3,3'-дитирози-
на, который характеризуется максимумом испус-
кания флуоресценции при 400 нм [26]. GSH и
GS-ДНКЖ ингибировали образование дитирози-
нов примерно в равной степени (рис. 4а).

Этот факт объясняется действием глутатиона,
который является эффективным перехватчиком

 (k = 5.3 × 106 М–1 с–1) [38]. К тому же GSH
может непосредственно восстанавливать перок-
синитрит и радикалы тирозина [39]. Глутатион
восстанавливает пероксинитрит по одноэлек-
тронному механизму, образуя тиильный радикал
(GS•), восстанавливающий кислород до суперок-
сида. Последний реагирует с  с образовани-
ем пероксинитрата (O2NOOH/O2NOO–), не
взаимодействующего с тирозином [40]. Дей-
ствие GS-ДНКЖ можно объяснить образованием
3-нитротирозина. При этом нельзя исключить уча-
стие железа в катализе реакции нитрования [37].
Вместе с тем, хотя нитрование тирозина является
кинетически более предпочтительным, чем обра-
зование его димеров, оба эти процесса могут про-
исходить одновременно [36].

Известно, что нитрозильные комплексы с пере-
ходными металлами, в том числе ДНКЖ с нетиоль-
ными лигандами, могут трансформироваться в ин-
термедиаты, содержащие связанный пероксинит-
рит [41–43]. Установлено, что эти интермедиаты
способны вызывать нитрование ароматических

•
2NO

( )+
2NO ,

•
2NO

•
2NO

Рис. 4. Образование дитирозинов (а) в Hb под дей-
ствием пероксинитрита, изменение флуоресценции
триптофановых остатков Hb под действием перок-
синитрита (б). Интенсивность флюоресценции, отн.
ед. Варианты опыта: 1 – Hb; 2 – Hb + GSH; 3 – Hb +
+ GS-ДНКЖ. Состав реакционной смеси как на рис. 2.
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молекул. Подобные нестабильные промежуточные
комплексы могут формироваться и при взаимодей-
ствии ONOO− с GS-ДНКЖ. В реакции перокси-
нитрита с NO-лигандами ДНКЖ может образовы-
ваться нитрозилпероксинитрит (ONOONO) [44]:

(5)

Известно также, что нитрозилпероксинитрит
может участвовать в нитровании дофамина [45].

Еще одной аминокислотой, являющейся ми-
шенью действия пероксинитрита, является трип-
тофан [46]. В молекуле Hb есть шесть остатков
триптофана, из которых в первую очередь окисля-
ется Trp15β, тогда как окисление Trp37β происходит
при нарушении нативной структуры белка [47].

На следующем этапе была изучена зависи-
мость интенсивности испускания флуоресцен-
ции триптофана при 327 нм от концентрации
ONOO−. В контрольном варианте интенсив-
ность флуоресценции дозозависимо уменьша-
лась (рис. 4б), что свидетельствовало об окисле-
нии или нитровании триптофановых остатков.
В присутствии GSH и GS-ДНКЖ происходило
незначительное возрастание флуоресценции отно-
сительно исходного уровня (рис. 4б), но начиная с
концентрации ONOO− 1.6 мМ флуоресценция сни-
жалась. Это можно объяснить тем, что при опреде-
ленных концентрациях окислителя белок пре-
терпевает конформационные перестройки, за-
трагивающее окружение остатка триптофана,
что сказывается на автофлуоресценции.

Кроме этого, возможно образование нитро-
триптофана в реакции пероксинитрита с трипто-
фаном. Эта реакция может происходить с участи-
ем пероксиазотистой кислоты или активирован-
ного интермедиата ONOOH*, образующегося из
транс-пероксиазотистой кислоты, причем пере-
ходные металлы стимулируют нитрование трип-
тофана [48]. Предполагают, что аналогично ти-
розину, интермедиатом в процессе нитрования
триптофана является свободный радикал этой
аминокислоты – тритофанил-радикал [49]. На
важную роль гемовой группы в этих процессах
указывает тот факт, что остатки 6- и 4-нитро-
триптофанов обнаружены при обработке перок-
синитритом окси- и метгемоглобина, но не апо-
гемоглобина.

Окисление тиоловых групп гемоглобина. Извест-
но, что в Hb тирозиновые радикалы могут окис-
лять остатки цистеина в реакции внутримолеку-
лярного переноса электрона [33]. При этом обра-
зуются тиильные радикалы. Гемоглобин человека
содержит два цистеина в бета-субъединицах тетра-
мера (Cys-93β), наиболее восприимчивых к окис-
лению.

( ) ( )
( ) ( ) ( )

−− − + →
→ − −

2 2

2

GS Fe NO ONOO
GS Fe ONOONO NO .

В проведенных экспериментах заметного
окисление SH-групп Hb под действием ONOO−

не происходило (рис. 5а). Незначительное (~20%)
уменьшение интенсивности флуоресценции
тиольного аддукта с ThioGlo1 было только в
контроле (рис. 5а). Однако наблюдалось перок-
синитрит-зависимое окисление низкомолеку-
лярных тиолов (GSH и GS-ДНКЖ) в реакцион-
ной смеси с Hb (рис. 5б). Это может быть объяс-
нено тем, что эти вещества, перехватывая
ONOO−, защищают SH-группы Hb от окисления.

Как известно, низкомолекулярные тиолы под-
вергаются окислению пероксинитритом по одно- и

Рис. 5. Окисление пероксинитритом SH-групп гемо-
глобина (% к контролю), освобожденного от низко-
молекулярных тиолов (GSH и GS-ДНКЖ) с помо-
щью диализа (а), и низкомолекулярных тиолов (% к
контролю) в растворе гемоглобина (б). Варианты
опыта: 1 – Hb; 2 – Hb + GSH; 3 – Hb + GS-ДНКЖ.
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двухэлектроному механизму [50, 51]. Окисление по
двухэлектронному механизму включает нуклео-
фильную атаку тиола протонированной формой пе-
роксинитрита (ONOOH). В результате образуются
нитрит и сульфеновая кислота (R-SOH), которая
может вступать в реакцию с другим тиолом с обра-
зованием дисульфида (R-SS-R). По одноэлектрон-
ному механизму реагируют пероксиазотистая кис-
лота и производные от нее свободные радикалы
(•OH и ). В реакции с тиолат-анионом образу-
ются тиильные радикалы (R-S•), которые иниции-
руют зависимую от кислорода радикальную цепную
реакцию [52]. Тиильные радикалы также рекомби-
нируют с другими R-S• или  с образованием
дисульфидов или нитротиолов RS-NO2 [51].

Образование межбелковых сшивок. Окисление
белков пероксинитритом приводит к возникно-
вению межмолекулярных ковалентных связей
(сшивок) и формированию агрегатов белка. Это
может происходить из-за образования радикалов
аминокислотных остатков (тирозина, цистеина,
триптофана) в результате окисления оксофер-
рильной формой гема и различными свободными
радикалами [29, 36].

Образование межсубъединичных сшивок и аг-
регатов Hb под действием ONOO− регистрирова-
ли с помощью денатурирующего электрофореза в
13% ПААГ с Na-ДДС в восстановительных услови-
ях. Анализ электрофореграмм показал, что в кон-
трольном варианте во всем диапазоне концентра-
ций ONOO− происходило дозозависимое образо-
вание высокомолекулярных агрегатов Hb (рис. 6).
При этом агрегация была настолько сильной, что
часть белка не проникала в концентрирующий

•
2NO

•
2NO

гель. В присутствии GSH и GS-ДНКЖ видимая
агрегация происходила при концентрации ON-
OO− 2.6 мМ и 4.2 мМ и в гораздо меньшей степе-
ни, чем в контрольном образце (рис. 6). Эти ре-
зультаты согласуются с данными по окислению
остатков тирозина, триптофана и цистеина (см.
выше).

Таким образом, полученные результаты пока-
зали, что GS-ДНКЖ, так же, как и GSH, препят-
ствуют образованию межбелковых сшивок, что
еще раз подтверждает способность ДНКЖ высту-
пать в роли антиоксидантов, предотвращающих
агрегацию субъединиц Hb под действием актив-
ных форм кислорода и азота [16].

Продукция пероксинитрита усиливается при
многих патологических состояниях (воспале-
ния, сердечно-сосудистые и нейродегенератив-
ные заболевания) [6]. Пероксинитрит, образо-
ванный макрофагами в сосудистом русле, транс-
портируется в эритроцит простой диффузией
или с помощью мембранного белка полосы 3
(Band3), достигая значительных концентраций
внутри клетки [53]. Гемоглобин является эффек-
тивной ловушкой пероксинитрита. Расчеты по-
казали, что 80% пероксинитрита реагирует с Hb,
который катализирует его изомеризацию в нит-
рат [29]. Быстрой элиминации перкосинитрита в
эритроците способствуют высокая концентрация
Hb (около 5 мМ) и высокая константа скорости ре-
акции второго порядка (k = 2 × 104 М–1 с–1) [29, 53].
В результате этой реакции может происходить
окислительная модификация гемоглобина.

В условиях гипоксии повреждающее действие
пероксинитрита усиливается высокими уровня-

Рис. 6. Электрофорез гемоглобина в 13%-ном ПААГ с ДТТ при разной концентрации пероксинитрита в реакционной
смеси: 1 – 0; 2 – 0.4; 3 – 0.6; 4 – 1.0; 5 – 1.6; 6 – 2.6; 7 – 4.2 мМ. Варианты опыта: Hb, Hb + GSH; Hb + GS-ДНКЖ.
Состав реакционной смеси как на рис. 2.

Hb
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Hb + GSH Hb + GS-ДНКЖ
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ми CO2, который катализирует образование сво-
боднорадикальных продуктов из пероксинитри-
та. В тоже время гипоксия благоприятствует фор-
мированию в эритроцитах ДНКЖ, которые могут
не только служить формой транспорта NO за пре-
делы клетки, но и оказывать протекторное [15, 16]
и модулирующее действие на белки [4, 54]. По-
скольку в эритроцитах высокая концентрация
глутатиона (около 5 мМ) в них вероятно образо-
вание GS-ДНКЖ.

Взаимодействие тиолсодержащих ДНКЖ с пе-
роксинитритом было исследовано в работах [16,
55]. Было показано, что пероксинитрит окисляет
GS-ДНКЖ по двухэлектронному механизму с
константой скорости третьего порядка k = (1.8 ±
± 0.3) × 107 М–2 с–1 [55]. В ходе этой реакции об-
разуются интермедиаты – комплексы, содержащие
связанный с железом пероксинитрит ((GS)2–Fe–
(ONOO)(NO) (рис. 7) [16, 42, 55], или нитрозил-
пероксинитрит, как показано в реакции 5. Эти
интермедиаты нестабильны и распадаются с вы-
свобождением нерадикальных продуктов (

) (рис. 7) или участвуют в нитровании биомо-
лекул, чаще всего остатков тирозина [34, 42]. Глута-
тионовые лиганды, входящие в состав упомянутых
выше интермедиатов, окисляются по двухэлек-
тронному механизму без образования тиильных ра-
дикалов [18]. Это выгодно отличает GS-ДНКЖ от
глутатиона, который в реакции с ONOO– дает ши-
рокий спектр свободнорадикальных продуктов [51]:

(6)

(7)

(8)

−
2NO ,

−
3NO

− −+ → + +i•
2GSH ONOO GS   NO OH ,

+ → +i i

2GSH OH GS H O,

+ →i i

2GS O GSOО ,

(9)

(10)

(11)
Антиоксидантные свойства ДНКЖ на первый

взгляд кажутся парадоксальными, поскольку ком-
плексы содержат редокс-активное двухвалентное
железо, которое в реакции с пероксидами образует
гидроксильный радикал, окисляющий белки, мем-
бранные липиды и нуклеиновые кислоты. Однако
к настоящему времени доказана способность низ-
комолекулярных ДНКЖ с тиольными лигандами
купировать свободнорадикальные реакции и за-
щищать липиды и белки от окислительного по-
вреждения [15–19]. Полученные в нашей работе
результаты являются еще одним подтверждением
этой способности ДНКЖ.

Полученные результаты позволяют сделать
вывод, что низкомолекулярные GS-ДНКЖ пере-
хватывают пероксинитрит и защищают гемогло-
бин от окислительной модификации. Это объяс-
няет показанное в работах [56, 57] кардиопротек-
торное действие GS-ДНКЖ в условиях ишемии,
в том числе при искусственном кровообращении.
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Dinitrosyl Iron Complexes with Glutathione Ligands Intercept Peroxynitrite
and Protect Hemoglobin Against Oxidative Modification

O. V. Kosmachevskayaa, E. I. Nasybullinaa, K. B. Shumaeva, L. V. Chumikinaa,
L. I. Arabovaa, N. V. Yaglovab, S. S. Obernikhinb, and A. F. Topunova, *

aBach Institute of Biochemistry, Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
bResearch Institute of Human Morphology, Moscow, 117418 Russia

*e-mail: aftopunov@yandex.ru

Dinitrosyl iron complexes with glutathione ligands (GS-DNICs) are a physiological form of NO, which is
stored and transported in the organism. In addition, these complexes can act as antioxidants and anti-rad-
ical agents. It was shown that GS-DNICs protect hemoglobin (Hb) against oxidative modification with
peroxynitrite. They prevent the formation of carbonyl Hb derivatives, the oxidation of tryptophan and
tyrosine residues, the degradation of the heme group, as well as the formation of inter-protein cross-links.
These complexes also inhibit the oxidation of dihydrorhodamine with peroxynitrite, formed by the 3-mor-
pholinosyndonimine decomposition. In some cases, the antioxidant effect of GS-DNICs is comparable to
that of reduced glutathione. The results obtained allow to consider GS-DNICs as peroxynitrite intercep-
tors and Hb protectors.

Keywords: hemoglobin, dinitrosyl iron complexes, peroxynitrite, glutathione, oxidative modification, car-
bonyl derivatives
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