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Эритроцитарный гемоглобин (Hb) человека имеет два реакционноспособных остатка цистеина,
расположенных на поверхности β-субъединиц. Эти остатки цистеина играют важную роль в на-
стройке функций Hb. Известно, что они участвуют в транспорте внутриклеточного оксида азота (NO),
в редокс-сигнализации, а также в регуляция равновесия димерной и тетрамерной форм Hb. В работе
показано, что включение Cys-93β как лигандов в состав комплексов железа с NO является еще од-
ним способом регуляции реакционной способности SH-групп. Такие комплексы стабилизируют
SH-группы в виде тиолят-аниона (R–S–), реакционная способность которого значительно выше,
чем у протонированной формы тиола (Cys-SH). Благодаря этому включенные в комплексы тиолы
проявляют повышенную реакционную способность по отношению к электрофильным агентам, та-
ким как ThioGlo1. С другой стороны, в составе комплексов тиолы оказываются защищенными от
окисления гидропероксидом трет-бутила. Включение SH-групп в состав комплексов железа с
NO можно рассматривать как защиту тиолов от необратимого окисления в условиях окислитель-
ного стресса.
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Значение цистеинов для физиологии клетки
огромно, поскольку эти аминокислоты подвер-
жены широкому спектру посттрансляционных
модификаций, многие из которых обратимы. Тио-
ловые группы обладают такими свойствами, как
нуклеофильность, способность к обратимому окис-
лению-восстановлению и связыванию металлов,
благодаря которым они чрезвычайно чувствитель-
ны к кислотно-основному, окислительно-восста-
новительному и электрофильно-нуклеофильному
равновесию [1–5]. Даже незначительное измене-
ние концентрации окислителей или электрофилов
отражается на состоянии белковых SH-групп.
Именно поэтому цистеины играют ключевую роль
в передаче редокс-сигналов в живых системах.

Критическими для функционирования белков
являются SH-группы, входящие в активный центр,
а также локализованные на поверхности белко-
вой молекулы. Поэтому такие цистеины располо-
жены в эволюционно консервативных доменах
молекул [6]. Взаимодействовать с белковыми SH-
группами могут различные соединения, обладаю-

щие электрофильными свойствами, к которым
относятся активные формы кислорода и азота,
активные карбонильные соединения, а также ионы
металлов – железа, цинка, меди, кальция и др. [7].
Наиболее распространенные посттрансляцион-
ные модификации сульфгидрильных групп: окис-
ление до дисульфидов (R–S–S–R) и цистеинсуль-
феновой кислоты (R–SOH), нитрозилирование
(R–SNO), сульфгидрирование (R–S–SH), об-
разование аддуктов Михаэля и гемитиоацета-
лей [4, 8–10]. Перечисленные посттрансляцион-
ные модификации изменяют физико-химические
свойства белков, их реакционную способность и
способность к агрегации.

Показано, что сульфгидрильные группы игра-
ют важную роль в системе проведения сигнала
внутри клетки. Часто именно через модификацию
SH-групп ферментов, рецепторов, транскрипци-
онных факторов и других белков-регуляторов про-
исходит интеграция различных информационных
потоков для выработки оптимального ответа клет-
ки на внешнее воздействие [4, 9–11]. Упомянутые
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посттрансляционные модификации, в отличие от
фосфорилирования, как правило являются не-
ферментативными. Еще одной модификацией
SH-групп цистеинов является формирование ди-
нитрозильных комплексов железа (ДНКЖ) – ком-
плексов, содержащих ион железа (Fe2+) и две мо-
лекулы оксида азота (NO). ДНКЖ, связанные с
цистеинами белков, являются стабильной фор-
мой депонирования NO в организме [12, 13], од-
нако нельзя исключить, что эти комплексы функ-
ционируют и в качестве регуляторов активности
белковой молекулы.

Гемоглобины (Hb) многих позвоночных име-
ют реакционноспособные остатки цистеина, ло-
кализованные на поверхности белковой молеку-
лы [14]. Hb человека содержит два таких остатка в
β-субъединицах тетрамера (Cys-93β). Показано,
что с участием этих цистеинов и формируются
ДНКЖ [15, 16] (рис. 1). В качестве второго лиган-
да, связывающего железо в ДНКЖ (обозначен на
рис. 1 как L), обычно выступает другая аминокис-
лота в белке. Мы предполагем, что чаще всего та-
ким лигандом является остаток тирозина.

Ранее была показана способность ДНКЖ, свя-
занных с Cys-93β, защищать Hb от окислитель-
ной модификации, вызванной гидроперекися-
ми [15–17], сформулирована гипотеза о сайтспеци-
фическом антиоксидантном действии ДНКЖ по
отношению к белкам. В модельных системах с низ-
комолекулярными ДНКЖ, содержащими тиоль-
ные лиганды, было показано, что в основе анти-
оксидантных свойств комплексов лежат следую-
щие эффекты: связывание ионов железа и NO,
перехватывание активных форм кислорода и азо-
та, кооперативное взаимодействие с другими ан-
тиоксидантами, способность восстанавливать ок-
софферильную форму гема [15, 16, 18, 19]. Мы
предположили, что ДНКЖ, связанные с Hb, мо-
гут быть и модуляторами реакционной активно-
сти Cys-93β.

Цель работы – изучение влияния ДНКЖ на
реакционную способность SH-групп Hb при дей-
ствии на него гидропероксида трет-бутила. По-
следний является водорастворимым аналогом гид-
ропероксидов липидов и широко используется
для моделирования процессов перекисного окис-
ления в живых системах [19, 20].

МЕТОДИКА

Использованные реактивы. В работе были ис-
пользованы следующие реактивы: метгемоглобин
(окисленный Hb) человека, гидропероксид трет-
бутила (t-BOOH), метилглиоксаль, ПААГ, ДДС-
Na, Трис, глицин, NaN3, дитиотреитол (ДТТ), ди-
метилсульфоксид (ДМСО), 4-гидрокси-(2,2,6,6-
тетраметилпиперидин-1-ил)оксил (4-гидрокси-
TEMPO), кумасси бриллиантовый синий R-250 –
“Sigma-Aldrich” (США); 3H-нафтол[2,1-b]пиран-s-
карбоновая кислота (ThioGlo1) – “Calbiochem”
(США); остальные реактивы – “Химмед” (Россия).

ДНКЖ синтезировали, как было описано в ра-
ботах [15–17, 21]. ДНКЖ с глутатионовыми ли-
гандами (GS-ДНКЖ) получали, смешивая раство-
ры FeSO4 и восстановленный глутатион (GSH) в
молярном соотношении 1 : 2 в сосуде Тунберга в
атмосфере NO. ДНКЖ с фосфатными лигандами
синтезировали аналогичным образом, пропуская
в сосуде Тунберга газообразный NO через раствор
FeSO4 в 100 мМ фосфатном буфере, рН 6.8.

Связанные с Hb ДНКЖ получали добавлением
фосфатных ДНКЖ (ДНКЖ- ) к раствору гемо-
глобина в 20 мМ К-фосфатном буфере рН 6.8, в
молярном соотношении Hb : ДНКЖ = 1 : 3. Кон-
центрацию ДНКЖ рассчитывали по интеграль-
ной интенсивности сигнала электронного пара-
магнитного резонанса (ЭПР) этих комплексов, ис-
пользуя в качестве внешнего стандарта спиновую
метку 4-гидрокси-TEMPO. Препараты ДНКЖ
хранили при –70°С.

Получение metHb-N3 и его обработка гидропе-
роксидом трет-бутила. Для исключения аллосте-
рических переходов в гемоглобине к 0.15 мМ рас-
твору Hb в 20 мМ К-фосфатном буфере, рН 6.8, до-
бавляли NaN3 до конечной концентрации 12 мМ,
при этом раствор приобретал темно-вишневый
цвет, что свидетельствовало об образовании низ-
коспиновой формы HbIII-N3. В дальнейшем при
упоминании гемоглобина имется в виду именно
этот комплекс.

Для приготовления реакционной смеси к рас-
твору HbIII-N3 добавляли t-BOOH в молярном со-
отношении 1 : 10. При изучении зависимости реак-
ционных эффектов от концентрации окислителя
t-BOOH добавляли до конечных концентраций:
0.6, 1.6, 2.6, 6.8, 11.0 мМ и инкубировали в течение
5 мин при комнатной температуре, после чего
проводили измерения.

Определение свободных SH-групп. Количествен-
ную оценку сульфгидрильных групп проводили с
помощью тиол-специфичной флуоресцентной
метки ThioGlo1. При добавлении к раствору бел-
ка ThioGlo1 образуется тиоловый аддукт с макси-
мумом испускания флуоресценции при 500 нм
при длине волны возбуждения 379 нм [22].

–
4PO

Рис. 1. Схематичное изображение ДНКЖ, связанных
с SH-группой β-субъединицы гемоглобина. L – второй
лиганд, связывающий железо в ДНКЖ.
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Образцы для анализа готовили следующим об-
разом: к 5 мкл реакционной смеси, содержащей
0.15 мМ Hb (0.15 мМ ), добавляли 5 мкл 2.5 мМ
ThioGlo1 в ДМСО и инкубировали 3 мин. Полу-
ченный раствор (10 мкл) вносили в кварцевую
спектрофлуориметрическую кювету, содержащую
490 мкл 20 мМ К-фосфатного буфера, рН 6.8. Для
деоксигенации Hb кювету с реакционной смесью
продували аргоном в течение 10 мин.

При измерении содержания SH-групп в об-
разцах глутатиона и глутатионовых ДНКЖ в ре-
акции с t-BOOH реакционная смесь содержала
0.08 мМ GS-ДНКЖ (по Fe2+) или эквивалентное
количество GSH в 10 мМ К-фосфатном буфере,
рН 7.4, и 0.2 мМ t-BOOH (GSH/GS-ДНКЖ :
: t-BOOH = 1 : 2.5).

Измерение автофлуоресценции триптофана и ди-
тирозина. Состояние остатков триптофана и тиро-
зина в молекуле Hb изучали с помощью флуорес-
центной спектроскопии. Образцы белков были
приготовлены, как описано выше для получения
metHb-N3. В кювету к 490 мкл 20 мМ К-фосфат-
ного буфера, рН 6.8, добавляли 10 мкл раствора
белка. Для селективного возбуждения автофлуо-
ресценции триптофана использовали длину вол-
ны 295 нм. Флуоресценцию регистрировали при
330 нм. Ширина щели возбуждающего света со-
ставляла 5 нм, испускаемого – 10 нм.

Спектрофотометрическую детекцию образо-
вания дитирозинов осуществляли при длине
волны возбуждения 325 нм и излучения 400 нм
(330–600 нм) [23]. Ширина щели возбуждающего
и испускаемого света составляла 5 нм.

Образцы Hb перед измерением разбавляли в
25 раз при измерении флуоресценции тритпофа-
на и в 12.5 раз при измерении флуоресценции ди-
тирозинов.

Регистрацию флуоресценции во всех случаях
проводили в кварцевых кюветах с длиной оптиче-
ского пути 1 см на спектрофлуориметре RF-5301
PC (“Shimadzu”, Япония) при высокой чувстви-
тельности – “high” и средней скорости сканиро-
вания – “medium” (в соответствии с обозначения-
ми на приборе).

ДДС-электрофорез в ПААГ. Электрофорез
проводили в блоках 12%-ного ПААГ размером 15 ×
× 15 × 1 мл по методу Лэммли [24], используя
прибор для вертикального электрофореза серии
VE (“Хеликон”, Россия). К образцам Hb, приго-
товленным как описано выше, добавляли буфер
для образцов в соотношении 1 : 1, прогревали в те-
чение 5 мин при 95°С и затем наносили по 10 мкл
на гель. Буфер для образцов был приготовлен на
основе 0.1 М Трис-HCl буфера, рН 6.8, и содер-
жал 4% ДДС-Na, 0.2% бромфенолового синего и
20% глицерина. Для создания восстановительных
условий в буфер добавляли раствор 3%-ного ДТТ.
В качестве электродного буфера использовали

0.2 М Трис-глициновый буфер, рН 8.3, содержа-
щий 0.1% ДДС-Na .

Электрофорез проводили при 4°С и I = 50 мА,
U = 150 B. Необходимые условия электрофореза
обеспечивались источником питания Эльф-4
(“НПО ДНК-Технология”, Россия). После окон-
чания процесса разделения белков гель фиксиро-
вали и окрашивали раствором Кумасси брилли-
антового синего R-250.

Для каждого образца Hb измерения проводили
не менее чем в трех повторностях. Статистиче-
скую обработку полученных данных проводили
на основе расчета средних арифметических зна-
чений и их ошибок. Различия показателей по
сравнению с контролем определялись методом
вариационной статистики с использованием кри-
терия Стьюдента. Данные представлены как сред-
нее ± стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Как было отмечено выше, в интактном Hb че-

ловека имеется только два доступных реакционно-
способных цистеина (Cys-93β) [25], расположен-
ных вблизи гистидина (His-92), координирующего
ион железа, что делает их чувствительными к кон-
формационным превращениям белка, вызван-
ным присоединением лиганда к гемовому желе-
зу [26, 27]. Реакционная способность SH-групп
зависит как от природы гемового лиганда, так и от
степени насыщения лигандом гемовых групп.

Для оценки реакционной способности сульф-
гидрильных групп использовали высокоспецифич-
ный флуоресцентный реагент на восстановленные
тиолы – ThioGlo1, образующий ковалентные ад-
дукты с восстановленными SH-группами [22]. По-
скольку на флуоресцентные характеристики тиоло-
вых аддуктов значительное влияние может оказы-
вать электронное состояние гема, было проведено
предварительное исследование взаимосвязи меж-
ду реакционной способностью SH-групп и кон-
формационным состоянием молекулы белка. По-
казано, что интенсивность флуоресценции тио-
лового аддукта с ThioGlo1 меняется в зависимости
от степени оксигенации Hb (конформационный
R–T-переход) (рис. 2). Этот факт подтвердил на-
личие аллостерического взаимодействия между
гемом и Cys-93β, что позволило использовать дан-
ный методический подход для изучения модифи-
каций SH-групп в Hb. Полученные в эксперименте
данные согласуются с результатами, полученными
в работе [26], в которой было показано, что добавле-
ние CO или O2 к deoxyHb приводило к 8-кратному
увеличению скорости реакции N-этилмалеимида с
SH-группами. Чтобы избежать влияния аллостерии
на состояние Cys-93β, к раствору metHb добавляли
азид натрия (NaN3) для получения стабильного
низкоспинового комплекса HbIII-N3.
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Изменение реакционной способности SH-групп
после их включения в состав ДНКЖ изучали в за-
висимости от концентрации ThioGlo1 (система 1)
и от концентрации окислителя – t-BOOH (систе-
ма 2) (рис. 3). В первой системе флуоресценция
тиолового аддукта линейно возрастала при увели-
чении концентрации ThioGlo1 в реакционной
смеси (рис. 3а). В экспериментах с гемоглобино-
выми ДНКЖ (Hb-ДНКЖ) интенсивность флуо-
ресценции была выше по сравнению с Hb. В си-
стеме 2 интенсивность флуоресценции тиолового
аддукта Hb-ДНКЖ также превосходила интен-
сивность флуоресценции Hb (рис. 3б), причем с
увеличением концентрации окислителя возраста-
ла и эта разница. Вероятно, включение SH-групп в
состав ДНКЖ продлевали время их нахождения в
форме тиолят-аниона (R–S–), характеризующей-
ся выраженными нуклеофильными свойствами,
что увеличивало ее реакционную способность в
отношении ThioGlo1.

На следующем этапе было изучено изменение
во времени флуоресценции тиоловых аддуктов с
ThioGlo1 после добавления t-BOOH к раствору
Hb в молярном соотношении 10 : 1. t-BOOH в обо-
их вариантах – Hb и Hb-ДНКЖ сначала вызывал
незначительное (~7%) увеличение интенсивности
флуоресценции, а затем снижение, которое свиде-
тельствовало об окислении SH-групп (рис. 4).
К 80 мин интенсивность флуоресценции падала
в обоих вариантах на ~15%. Наблюдаемый вначале
скачок флуоресценции, по-видимому, связан с об-

разованием активированных форм тиола: тиолят-
аниона (R–S–) и сульфеновой кислоты (R–SOH).
У этих форм константа связывания ThioGlo1 от-
личалась от R–SH. Известно, что образование ак-
тивированных тиолов происходит в условиях
мягкого окисления остатков цистеина [4, 9], что
соответствует условиям эксперимента. Следует
отметить, что в случае Hb-ДНКЖ время нахожде-
ния тиолов в активированном состоянии было
дольше, чем для Hb.

Чтобы проверить, действительно ли наблюда-
емое повышение флуоресценции тиоловых ад-
дуктов связано с включением SH-групп в состав
комплексов, было исследовано взаимодействие
t-BOOH с низкомолекулярным тиолом – восста-
новленным глутатионом (GSH). Добавление к рас-
твору глутатиона t-BOOH в молярном соотноше-
нии 1.0 : 2.5 показало, что тиоловые группы GSH
окисляются и к концу измерений (20 мин) их ко-
личество составляло только половину от исход-
ного уровня (рис. 5, кривая 1).

Следует отметить, что как в случае низкомоле-
кулярных глутатионовых ДНКЖ (GS-ДНКЖ), так
и в случае белковых (Hb-S-ДНКЖ) в начале про-
исходило увеличение флуоресценции и только
затем ее снижение (рис. 5, кривая 2). При этом к
20 мин окислилось только 30% тиолов. Ранее сход-
ные результаты были нами получены при окис-
лении GSH и GS-ДНКЖ хлорноватистой кис-
лотой [19].

Рис. 2. Влияние степени оксигенации Hb на реакционную способность SH-групп, измеренную с помощью ThioGlo1:
а – снижение интенсивности флуоресценции (отн. ед.) ThioGlo1 при деоксигенации Hb (стрелкой показана продувка
реакционной смеси аргоном); б – спектры поглощения Hb с разной степенью оксигенации: 1 – оксигенированы все
четыре субъединицы (4HbO2); 2 – оксигенирована одна субъединица (3HbIIHbO2).
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Связанные с белком глутатионовые ДНКЖ сла-
бо реагируют с органическими гидропероксидами.
Однако разрушение ДНКЖ может быть спровоци-
ровано оксоферрильной формой Hb (Hb–FeIV=O),
образующейся в реакции metHb с t-BOOH [16].
Возможный молекулярный механизм антиокси-
дантного действия ДНКЖ в этом случае связан с
восстановлением радикалов Hb–FeIV=O [17, 28, 29].
Антиоксидантное действие также может быть
обусловлено восстановлением оксоферрильной
формы гема и нитрозилированием гемовой груп-
пы оксидом азота, высвобождающимся при распа-

де ДНКЖ [28, 29]. Оксоферрильная форма гема
является очень сильным окислителем, модифици-
рующим белковую цепь гемопротеидов [30, 31].
При этом в результате одноэлектронного окисле-
ния остатков тирозина формируются феноксиль-
ные радикалы, которые могут окислять остатки ци-
стеина с образованием тиильных радикалов [32].

Известно, что в Hb окислению подвергаются
остатки Tyr42 и Tyr24. В связи с этим наряду со
спектрофлуориметрическими измерениями со-
стояния тиолов было проведено определение со-
стояния тирозиновых остатков. Их флуоресцен-
ция возрастала при образовании дитирозинов в
результате взаимодействия двух тирозиновых ра-
дикалов. В экспериментах с Hb происходило сна-
чала снижение флуоресценции, а затем ее возрас-
тание, которое к концу измерения составляло
15% от исходного уровня (рис. 6). Возрастание
флуоресценции тирозинов по времени совпадало
со снижением флуоресценции тиоловых аддуктов
с ThioGlo1 (рис. 4), что указывало на одновремен-
ность окисления тиолов и тирозинов в Hb. Полу-
ченные результаты согласуются с результатами
работы [32], в которой было показано, что окис-
лению тиолов и образованию тиильного радикала
предшествовало появление тирозиновых радика-
лов. В эксперименте с Hb-ДНКЖ флуоресценция
в первые минуты увеличивалась на 6% и далее
уже не менялась (рис. 6). Таким образом, наличие
ДНКЖ в составе белка защищало остатки тиро-
зина от окисления. Этот факт можно объяснить
образованием 3-нитротирозина в реакции NO

Рис. 3. Флуоресценция (отн. ед.) аддуктов цистеина с
ThioGlo1 в зависимости от концентрации ThioGlo1 (а)
и t-BOOH (б): 1 – Hb, 2 – Hb-ДНКЖ.
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(источником которого были ДНКЖ) с тирозино-
выми радикалами [33].

Поскольку наблюдаемые различия в свойствах
тиолов могут быть вызваны конформационными
изменениями белка под действием ДНКЖ, была
исследована собственная флуоресценция Hb, обу-
словленная свечением остатков триптофана. Этот
метод широко применяется для оценки конфор-
мационного состояния белков. Полученные спек-
тры испускания флуоресценции Hb и Hb-ДНКЖ
представлены на рис. 7а. Анализ спектров пока-
зал, что формирование Hb-ДНКЖ не приводило
к сдвигу максимума спектра флуоресценции трип-
тофана, положение которого зависит от перестрой-
ки ближайшего окружения данной аминокислоты.
Это говорит об отсутствии влияния ДНКЖ на кон-
формационное состояние молекулы Hb. Поэтому
наблюдаемые различия в реакционных свойствах
SH-групп в обоих вариантах скорее всего обу-
словлены не конформационными изменениями
белка, а разным состоянием тиолов.

Известно, что в Hb мишенью для атаки гидро-
пероксидами помимо цистеина является трип-
тофан [34, 35], поэтому была изучена зависи-
мость интенсивности испускания флуоресцен-
ции триптофана при 327 нм от концентрации
t-BOOH (рис. 7б). Эта зависимость имела волно-
образный характер. На кривых, полученных для
Hb, присутствуют два экстремума: при концен-
трациях окислителя 0.6 и 6.8 мМ, в случае Hb-
ДНКЖ – явно выражен только первый экстре-
мум. Для обоих вариантов белка можно отметить
концентрации t-BOOH, при которых флуорес-
ценция практически не отличается от исходной:
без t-BOOH – это 2.6 мМ и 11 мМ. Появление
экстремумов флуоресценции триптофана можно
объяснить локальными конформационными пе-
рестройками молекулы Hb, происходящими в
результате окислительной модификации. Кон-
формационные перестройки скорее всего носят
неденатурационный характер, причем в случае
Hb-ДНКЖ они гораздо менее выражены. Ин-
тенсивность флуоресценции во всем диапазоне
концентраций t-BOOH не опускалась ниже ис-
ходного уровня, что указывало на отсутствие
окисления триптофана.

Агрегация молекул Hb была исследована с по-
мощью ДДС-электрофореза в ПААГ с дитиотреи-
толом, восстанавливающим дисульфидные связи.
Анализ представленных на электрофореграмме
данных показывает, что в присутствии t-BOOH в
обоих вариантах белка образовывались ковалент-
но-сшитые димеры (рис. 8), но в Hb количество
высокомолекулярных форм было больше, чем в
Hb-ДНКЖ. Поскольку образцы белка содержали
ДТТ, можно заключить, что димеризация Hb бы-
ла обусловлена не дисульфидными связями. Ско-
рее всего в образовании межбелковых сшивок

участвовали тирозиновые радикалы. Поскольку в
образце Hb-ДНКЖ окисление тирозинов было
менее выражено (рис. 6), чем в Hb, то и формиро-
вание сшитых белков происходило менее интен-
сивно. Полученные данные согласуются с ранее
полученными результатами, демонстрирующими
способность ДНКЖ предотвращать окислительную

Рис. 5. Изменение во времени флуоресценции (отн.
ед.) тиоловых аддуктов глутатиона, обработанного
пероксидом t-BOOH (GSH/GS-ДНКЖ : t-BOOH =
= 1.0 : 2.5 мМ): 1 – GSH, 2 – GS-ДНКЖ. Пунктирная
линия – исходный уровень флуоресценции образца.
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Рис. 6. Изменение во времени автофлуоресценции
тирозина гемоглобина, обработанного пероксидом
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модификацию связанного с ними белка [15–17].
Эта способность ДНКЖ объясняется тем, что они
выступают одновременно в роли хелатора и анти-
оксиданта. Однако в случае Hb-ДНКЖ при кон-
центрациях t-BOOH 6.8 и 11 мМ возникали круп-
ные белковые агрегаты, которые не входили в
разделяющий гель. Это может быть связано с тем,
что при высокой концентрации окислителя ди-
нитрозильные комплексы разрушаются, высво-
бождая ионы Fe2+, реагирующие с пероксидами с
образованием свободных радикалов, провоциру-
ющих дальнейшее окисление белка [36]. Двой-

ственная роль ДНКЖ как антиоксиданта при
низких концентрациях, окислителя и проокси-
данта при высоких неоднократно подчеркивалась
в работах [15–18, 21, 37, 38].

Можно дать и дополнительное объяснение на-
блюдаемым фактам. Расположенные на поверх-
ности белка тиолы являются легкодоступными
мишенями для активных форм кислорода (АФК).
Вступая в реакцию с окислителем, они принима-
ют на себя удар и тем самым защищают другие
аминокислоты от необратимой окислительной
модификации. Если тиолы заблокированы и не
могут прореагировать с АФК, под удар попадают
тирозин и триптофан, что приводит к множе-
ственным межмолекулярным сшивкам и накоп-
лению крупных белковых агрегатов. Роль Cys-93β
в защите Hb от денатурации и полимеризации в
реакции с H2O2 была показана в работах [39, 40].

Роль Cys-93β в функционировании Hb и эрит-
роцитов до сих пор до конца не понятна. На важ-
ное биологическое значение этих тиолов указы-
вают высокая консервативность поверхностного
остатка цистеина у Hb позвоночных [14], аллосте-
рическая регуляция его реакционной способно-
сти [26, 27] и высокая внутриклеточная концен-
трация (~10 мМ, исходя из концентрации Hb в
эритроцитах человека при ~40%-ном гематокри-
те). Активно обсуждается гипотеза об участии Cys-
93β в метаболизме NO и в его экспорте [10, 41–45].
Поскольку реакционная способность Cys-93β за-
висит от степени насыщения Hb кислородом, эти
тиолы могут участвовать во внутриклеточной ре-
докс-сигнализации, которая осуществляется че-
рез взаимодействие Hb с компонентами мем-
браны эритроцита [45]. Тиоловые группы могут
участвовать в регуляции равновесия димерной и
тетрамерной форм Hb, от чего зависит образова-
ние  и соответственно H2O2 внутри клетки [46].
Имеются доказательства участия Cys93β в регуля-
ции окисления Hb. Так, этот тиол может реагиро-
вать с супероксидом, образующимся в гемовом
кармане β-цепи при автоокислении, с образова-
нием тиильного радикала [47]. Показано, что
Cys93β замедляет зависимое от H2O2 окисление
оксигенированного Hb примерно в два раза [48].
Предложена гипотеза, что Cys-93β является алло-
стерически регулируемым антиоксидантом в эрит-
роцтах [48]. В работе [39] обсуждается роль Cys93β
в обеспечении безопасного пути для передачи
электронов, генерируемых в гемовом кармане. Об-
разующийся при этом цистеиновый радикал мо-
жет быть восстановлен глутатионом, содержание
которого в эритроцитах велико.

Полученные на Hb результаты показывают,
что ДНКЖ могут быть регуляторами реакцион-
ной способности белковых SH-групп, при этом
стабильность ДНКЖ определяется редокс-усло-
виями внутри клетки. В нормальных условиях

•–
2O

Рис. 7. Автофлуоресценция остатков триптофана в
гемоглобине: а – спектр автофлуоресценции раство-
ра Hb, б – зависимость интенсивности флуоресцен-
ции триптофана в зоне максимума (327 нм) от концен-
трации t-BOOH: 1 – Hb, 2 – Hb-ДНКЖ. Пунктирная
линия показывает исходный уровень флуоресценции
образца.
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включение SH-групп в ДНКЖ является обрати-
мой посттрансляционной модификацией, кото-
рая снижает реакционную способность тиолов,
но при этом не исключает участия в редокс-пре-
вращениях. В условиях окислительного стресса
комплексы распадаются, высвобождая тиолят-
анион, который находится в состоянии повышен-
ной готовности к реакции с АФК и электрофиль-
ными соединениями, поскольку не нуждается в
предварительном депротонировании.

Образование аддуктов с электрофильными со-
единениями приводит к формированию стабиль-
ной модификации белка. Иными словами, ДНКЖ

являются своеобразной меткой на реакционно-
способные цистеины, предрасполагая их к ста-
бильным модификациям, и обеспечивая тем са-
мым селективность этой модификации. Регулятор-
ное действие ДНКЖ связано еще и с тем, что они
влияют на равновесие между тиолом и тиолятом в
белке, смещая его в сторону тиолята. Стабилизи-
руя тиолятные анионы, эти комплексы повышают
энергетический барьер реакции с пероксидами. Та-
ким образом, ДНКЖ настраивают реакционную
способность цистеина по отношению к действию
пероксидов и электрофилов, что проиллюстриро-
вано схемой (рис. 9).

Рис. 8. Электрофорез в 12%-ном ПААГ с ДТТ и ДДС-Na : Hb (a) и Hb-ДНКЖ (б). Концентрация t-BOOH (мМ): 1 – 0,
2 – 0.6, 3 – 1.6, 4 – 2.6, 5 – 6.8, 6 – 11.0. (16 кДа – мономер Hb, 32 кДа – димер).

(б)(a)

32 кДа

16 кДа

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Рис. 9. Предполагаемый механизм регуляции активности тиолов в белках посредством формирования ДНКЖ. El – элек-
трофильные соединения, ROOH – органический гидропероксид.
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Настройку реакционной способности цистеи-
нов с помощью ДНКЖ можно отнести к механиз-
мам регуляции структуры и функции белка по-
средством связывания ионов металлов или их
комплексов [1, 7]. Известно, что тиолятная груп-
па является хорошим лигандом для ионов железа,
меди и цинка [1, 7, 49, 50]. При этом связывание
металлов цистеиновыми лигандами не только из-
меняет структуру белка, но также оказывает ком-
плексное защитное действие благодаря одновре-
менному снижению реакционной способности
тиола и металла. Это позволяет отсрочить образо-
вание стабильных модификаций белковых тио-
лов в условиях незначительного окислительного
стресса и, наоборот, ускорить их при высокой
степени стресса.
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Influence of Iron Complexes with Nitric Oxide
on the Reactivity of Hemoglobin Cysteines

O. V. Kosmachevskayaa, *, E. I. Nasybullinaa, K. B. Shumaeva, N. N. Novikovab, and A. F. Topunova

aBach Institute of Biochemistry, Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
bNational Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia

*e-mail: rizobium@yandex.ru

Human erythrocyte hemoglobin (Hb) has two reactive cysteines located on the surface of β-subunits. These
cysteines play an important role in adjustment of Hb functions. It is known that they are involved in the trans-
port of intracellular nitric oxide (NO), in redox signaling, as well as in the regulation of dimeric-tetrameric
Hb equilibrium. In this paper we have shown that the inclusion of Cys-93β as ligands in iron-NO com-
plexes (DNIC) is another way for regulation of SH group reactivity. DNIC stabilize SH group as a thiolate
anion (R–S–), whose reactivity is significantly higher than of the protonated form of thiol (Cys-SH). Thanks
to that, the thiols included in the complexes show increased activity in relation to electrophilic agents, such
as ThioGlo1. On the other hand, thiols as part of the complexes, are protected from oxidation by tert-butyl
hydroperoxide. The incorporation of SH groups to DNIC can be considered as protection of thiols from
irreversible oxidation at the oxidative stress conditions.

Keywords: hemoglobin, thiols, dinitrosyl iron complexes, tert-butyl hydroperoxide
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