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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ATP — аденозинтрифосфат 

CDB3 — (англ. Cytoplasmic Domain of Band 3 protein) цитоплазматический домен белка 

полосы 3 

oxyHb — оксигенированный гемоглобин 

deoxyHb — восстановленный гемоглобин 

metHb — окисленный гемоглобин 

Hb-[FeII−NO] — нитрозилированный по железу гемовой группы гемоглобин 

(нитрозилгемоглобин) 

SNO-Hb — нитрозилированный по SH-группам гемоглобин (нитрозогемоглобин) 

MBHb — мембраносвязанный гемоглобин 

NO2-Hb — нитригемоглобин 

Hb[FeIV=О] — оксоферрильная форма гемоглобина 

MG — метилглиоксаль 

NO — оксид азота 

СysNO —N-ацетил-L-цистеин-NO (нитрозоцистеин) 

GSNO — нитрозоглютатион 

PAPA/NO и DETA/NO — синтетические доноры оксида азота (NO) 

ДНКЖ-GS — ДНКЖ с глютатионовыми лигандами 

ДНКЖ-PO4 — ДНКЖ с фосфатными лигандами 

ДНКЖ-карнозин — ДНКЖ с карнозиновыми лигандами 

АКС — активные карбонильные соединения 

АФК — активные формы кислорода 

АФА — активные формы азота 

КПГ (AGEs — Advanced Glycation End products) — конечные продукты гликирования  

ПОЛ — перекисное окисление липидов 

СОД — супероксиддисмутаза 

рO2 — парциальное давление кислорода 

sO2 — парциальное давление кислорода внутри клетки, степень насыщения Hb 

кислородом 

DHAP — дигидроксиацетонфосфат 

G3P — глицеральдегид-3-фосфат 

СППР — система поддержки принятия решений 

ЭПР — электронный парамагнитный резонанс 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность проблемы 

При метаболических нарушениях, приводящих к гипергликемии и кетонемии, в 

организме человека и животных накапливаются активные карбонильные соединения и 

конечные продукты гликирования аминокислот и белков [Kalapos, 2008a; Allaman et al., 

2015]. Влияние этих соединений на физиологическую активность оксида азота (NO) 

является основной причиной нарушения вазодилятации при диабете [Turkseven et al., 

2014; Alomar et al., 2016]. Важным фактором, влияющим на функционирование NO в 

сердечно-сосудистой системе, является гемоглобин (Hb). Гемоглобин может участвовать в 

образовании и в элиминации NO [Gardner, 2012; Tejero, Gladwin , 2014], а также выступать 

в качестве переносчика NO в форме нитрозотиолов [Zhang et al., 2016; Космачевская, 

Топунов, 2009] или динитрозильных комплексов негемового железа [Тимошин с соавт., 

2007; Timoshin et al., 2007; Shumaev et al., 2008a,b; Ванин, 2015].  

Особенности метаболизма эритроцитов увеличивают вероятность сочетания 

окислительного, нитрозативного и карбонильного стрессов. В энергетическом отношении 

эритроциты зависимы от потребления глюкозы, которая метаболизируется в реакциях 

гликолиза и пентозофосфатного шунта. Интермедиаты этих реакций — триозофосфаты 

являются основным источником активного дикарбонильного соединения — 

метилглиоксаля (MG) [Richard, 1993; Allaman et al., 2015]. В результате спонтанного 

автоокисления Hb в эритроцитах постоянно образуется супероксид-анион (О2
). Этот 

процесс может усиливаться в условиях гипоксии, когда возрастает дезоксигенация Hb и 

конформационное R-T равновесие сдвигается в сторону T-формы, более склонной к 

автоокислению [Bonaventura et al., 2013]. При этом дезоксиHb, восстанавливая нитриты и 

нитросоединения, может продуцировать NO. Одновременное образование в эритроцитах 

О2
 и NO, а также наличие восстановленного железа в составе гемовой группы и железа, 

высвободившегося при окислительной деградации Hb, создают предпосылки для развития 

окислительного и нитрозативного стрессов. В этих условиях образуются нитрозотиолы и 

динитрозильные комплексы железа (ДНКЖ), связанные с гемоглобином, и 

низкомолекулярные, связанные с глутатионом [Shumaev et al., 2008]. К тому же, 

длительный период жизни гемоглобина повышает вероятность образования связанных с 

Hb конечных продуктов гликирования [Nathan et al., 2007]. Изменения структуры, заряда и 

конформации белка вследствие гликирования аминокислотных остатков 

благоприятствуют связыванию Hb с компонентами мембран и цитоскелета [Громов с 

соавт, 1988; Токтамысова, Биржанова, 1991; Datta et al., 2008], а также образованию 

https://www.hindawi.com/57297685/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tejero%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24477516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gladwin%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24477516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonaventura%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23198874
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агрегатов из денатурированных и сшитых молекул Hb (телец Гейнца) [Webster, 1949]. 

Повышенное количество мембраносвязанного Hb может быть связано со многими 

болезнями системы крови, вызванными нарушениями в системе антиоксидантной защиты 

и действием различных ксенобиотиков [Shaklai, Ranney, 1978; Shaklai, Sharma, 1981; 

Sharma, Premachandra, 1991]. 

Роль доноров NO при карбонильном стрессе неоднозначна. С одной стороны, NO 

может непосредственно взаимодействовать с продуктами неферментативного 

гликирования и предотвращать их дальнейшие превращения, с другой стороны, 

метаболиты NO могут участвовать в генерации свободнорадикальных интермедиатов. 

Поэтому представлялось актуальным изучение влияния оксида азота на процессы 

неферментативного гликирования и функционирование гемоглобина в условиях 

карбонильного стресса. 

Цель и задачи исследования 

Целью работы было изучение образования редокс-активных интермедиатов 

реакции неферментативного гликирования в присутствии метаболитов и доноров оксида 

азота и их действия на гемоглобин.  

Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи: 

1) Изучить влияние метаболитов оксида азота на протекание реакции 

неферментативного гликирования (реакция Майяра) и образование в ходе этой 

реакции редокс-активных соединений. 

2) Изучить влияние интермедиатов реакции Майяра на окислительную модификацию 

гемоглобина и его присоединение к компонентам мембраны. 

3) Разработать методику определения мембраносвязанного гемоглобина в эритроцитах. 

4) Изучить влияние метаболитов оксида азота на образование мембраносвязанного 

гемоглобина в эритроцитах, обработанных метилглиоксалем. 

5) Разработать компьютерную экспертную систему для диагностики анемий и 

гемоглобинопатий различного генеза с использованием данных о 

мембраносвязанном гемоглобине. 

Научная новизна работы 

В системе, моделирующей карбонильный стресс, впервые было показано 

увеличение выхода свободнорадикальных интермедиатов под действием нитрозотиолов. 

Эти редокс-активные соединения вызывали нитрозилирование гемоглобина и нитрование 

винильной группы порфирина, а также присоединение гемоглобина к компонентам 

мембраны. Было установлено, что продукты взаимодействия метилглиоксаля с 

аминокислотными остатками гемоглобина и карнозина могут быть лигандами 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shaklai%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=35485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ranney%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=35485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ranney%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=35485
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/088545059190048P##
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динитрозильных комплексов железа (ДНКЖ). До настоящего исследования в научной 

литературе отсутствовали факты, описывающие способность оснований Шиффа 

участвовать в формировании ДНКЖ. Образование подобных комплексов может быть 

одной из причин ингибирования реакции неферментативного гликирования метаболитами 

оксида азота. 

Впервые было предложено рассматривать уровень связанного с мембранами 

гемоглобина (MBHb) в качестве дополнительного критерия оценки функционального 

состояния эритроцитов при хронической эндогенной интоксикации. 

Научно-практическая значимость работы 

В настоящее время рассматривается возможность использования показателя 

реактивности эритроцитов в качестве индикатора стрессового состояния или 

адаптационной реакции организма. Мы предлагаем производить оценку реактивности 

эритроцитов по содержанию МBHb. Уровень МBHb в крови также можно использовать в 

клинической диагностике в качестве дополнительного биохимического показателя 

выраженности интоксикационного синдрома. Разработанная в рамках данной работы 

методика спектрофотометрической оценки доли MBHb в эритроцитах может быть полезна 

для этих целей. Предложенная пилотная версия компьютерной экспертной системы, 

учитывающая данные о МBHb, может послужить основой для создания диагностического 

комплекса, направленного на повышение оперативности и точности при постановке 

диагноза в сфере заболеваний системы крови. 

Выявленное цитопротекторное действие физиологических доз глутатионовых 

ДНКЖ может служить предпосылкой для применения этих метаболитов NO в качестве 

стабилизаторов эритроцитов при проведении фотодинамической терапии и при 

консервировании донорской крови. Использование этих комплексов может изменить 

характеристики зависимости «доза-ответ» эритроцитов, а также увеличить зону 

стабилизации. 

Полученные в работе ДНКЖ с карнозиновыми лигандами можно рассматривать 

как потенциально новый класс фармакологических препаратов, функциональные группы 

которого обладают синергетическим терапевтическим действием и позволяют 

корректировать метаболизм оксида азота и эффективно защищать клетки сердечно-

сосудистой системы и нервной ткани при окислительном и нитрозативном стрессах. 

Положения диссертации, выносимые на защиту. 

1.Установлено, что физиологические метаболиты оксида азота ингибируют 

реакцию неферментативного гликирования аминокислотных остатков гемоглобина и 

карнозина, индуцированную метилглиоксалем. Показано образование динитрозильных 
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комплексов железа с продуктами модификации гемоглобина и карнозина 

метилглиоксалем. Формирование ДНКЖ является одним из механизмов 

антигликирующего действия метаболитов оксида азота.  

2.Нитрозоглутатион при карбонильном стрессе стимулирует образование редокс-

активных соединений, которые могут быть нитрозилирующими и нитрующими агентами 

и вызывать окислительную модификацию метгемоглобина и его связывание с 

мембранами эритроцита. 

3.Установлен диапазон нормальных значений для мембраносвязанного 

гемоглобина: 3,3% – 4,9%. Среди обследованных онкологических больных, которым была 

назначена химиотерапия, несоответствие норме уровня МBHb наблюдалось у 61%, в то 

время как в контрольной группе эта величина составляла 36%.  

4.Разработана пилотная версия компьютерной экспертной системы для 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Гемоглобины: разнообразие и функции 

1.1.1. Классификация гемоглобинов 

Гемоглобины (Hb) — очень древние белки, обнаруженные у представителей всех 

царств живой природы, где они выполняют самые разнообразные функции: 

восстанавливают нитриты, органические и неорганические перекиси, улавливают малые 

количества O2, NO и CO, сигнализируя клетке об их присутствии в окружающей среде, а 

также связывают и транспортируют эти газы. За последние два десятилетия семейство 

гемоглобиновых белков пополнилось различными молекулярными вариантами. В 

настоящее время совокупность белков гемоглобинового типа образует суперсемейство, в 

котором выделяют следующие разновидности гемоглобинов: цитоглобины (Cygb − 

cytoglobin), нейроглобины (Ngb − neuroglobin), симбиотические гемоглобины (Sgb − 

symbiotic Hb), несимбиотические гемоглобины (Nsgb − nonsymbiotic Hb), однодоменные 

гемоглобины (SDgb − single domain Hb), протоглобины (Pgb − protoglobin), «усеченные» 

гемоглобины (Trgb – truncated hemoglobin), флавогемоглобины (Fgb − flavo hemoglobin) и 

двойные глобиновые сенсоры (GCS − globin-coupled sensor) [Космачевская, Топунов, 

2009]. Недавно был описан совершенно новый белок — андроглобин, который пока не 

отнесен ни к одной из известных групп гемоглобинов.  

Несмотря на разнообразие структур и функций белков гемоглобинового типа, 

можно попытаться дать определение этому суперсемейству белков. К гемоглобинам 

принято относить белки, содержащие в качестве простетической группы Fe-

протопорфирин IX (гем) и состоящие из пяти или восьми α-спиралей, обозначаемых 

буквами A-H, с инвариантным гистидином в позиции F8, являющимся проксимальным 

лигандом гема. Гем, как правило, присоединен к глобиновой части нековалентно. По так 

называемой рациональной классификации белков, в основу которой положен «мотив 

укладки» белковой цепи [Финкельштейн, Птицын, 2002], гемоглобины относят к двум 

архитектурным типам: «2/2 спиральный сэндвич» и «3/3 спиральный сэндвич», что 

означает: две или три α-спирали в верхнем слое, расположенные над двумя или тремя α-

спиралями в нижнем слое. Представленная в таблице (табл.1) классификация 

гемоглобинов основана не только на топологии вторичной структуры, но и на гомологии 

аминокислотных последовательностей различных групп гемоглобинов. В пределах 

глобинового суперсемейства выделяют три семейства (или линии). Первую линию 

составляют Fgb, химерные белки (~400 аминокислотных остатков), и родственные им 

SDgb, которые обладают канонической α-спиральной укладкой миоглобинового типа (3/3 

спиральный сэндвич) с гемовой группой, окруженной спиралями A, B, C и E с одной 
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стороны и спиралями F, G и H с другой [Bolognesi et al., 1997; Lecomte et al., 2005]. 

Вторую линию составляют GCS, химерные белки ― регуляторы генов (300 ÷ 700 а.о.), 

состоящие из N-концевого глобинового домена и С-концевого киназного домена [Chain, 

2000; Zhang, Phillips, 2003] и родственные однодоменные Pgb [Hou et al., 2001; Freitas et 

al., 2005]. Третья линия включает так называемые «усеченные» гемоглобины (Trgb) ― 2/2 

α-спиральные однодоменные белки с очень короткой или отсутствующей A-спиралью, 

сокращенной CE областью, F-спиралью в виде петли и спиралями DC, E, G и H, 

окружающими гемовую группу [Lecomte et al., 2005; Vuletich, Lecomte, 2006]. 

 

Табл. 1. Классификация гемоглобинов [Vinogradov, Moens, 2008]. 

3/3 Fgb 3/3GCS 2/2Hb 

Fgb SDgb GCS SDSgb Pgb I II III 

 

1.1.2. Гемоглобины как кислородзависимые регуляторы метаболизма оксида 

азота 

Долгое время считалось, что главным свойством белков гемоглобинового типа 

является способность переносить кислород и участвовать в процессе дыхания. По этой 

причине гемоглобин получил название «дыхательный пигмент». К настоящему времени 

накоплено достаточное количество экспериментальных фактов, свидетельствующих о 

том, что способность обратимо связывать кислород не для всех гемоглобинов является 

основной функцией. Обнаружение белков гемоглобинового типа у представителей всех 

царств живой природы заставило переосмыслить эволюцию и функции этих белков.  

Первой установленной для гемоглобинов была кислородпереносящая и 

кислородзапасающая функция. Оксид азота рассматривали как ещё одно химическое 

вещество, способное прочно связываться с гемовой группой [Иржак, 1975]. И только 

после того, как стало известно, что NO является сигнальной молекулой, регулирующей 

деятельность сердечно-сосудистой, нервной и иммунной систем [Hill et al., 2010], 

началось тщательное исследование реакций взаимодействия Hb с NO. Уже нет сомнений, 

что взаимодействие с оксидом азота (NO) — это первичная и всеобщая функция всех 

известных гемоглобинов, а обратимо связывают кислород далеко не все представители 

этого суперсемейства [Tejero, Gladwin , 2014]. 

Функции оксид азота в биологической системе разнообразны. С одной стороны, 

NO регулирует важные физиологические процессы, а с другой, NO и его метаболиты 

могут инактивировать структурные белки, ферменты и нуклеиновые кислоты. Оксид азота 

является физиологически активной молекулой благодаря способности образовывать 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tejero%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24477516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gladwin%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24477516
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нитрозильные комплексы с гемовым и негемовым железом и осуществлять реакцию 

нитрозилирования и, возможно, нитрования (через интермедиаты — NO2 и ONOO-). Эти 

реакции неспецифичны и могут затрагивать не только молекулы-мишени, но и другие 

органические вещества. Поэтому помимо систем, производящих NO, необходимы 

механизмы, регулирующие его концентрацию, которая не должна выходить за пределы 

физиологической нормы. Существует точка зрения, что молекула NO возникла на заре 

эволюции живых систем в реакциях восстановления нитритов в электронтранспортных 

цепях [Shiva, 2013]. Поэтому оксид азота уже тогда мог быть естественным 

промежуточным метаболитом подобно супероксид-анион радикалу (O2
▪-). Поскольку для 

борьбы с супероксидным анион-радикалом в биологических системах существуют 

специализированные ферменты (супероксиддисмутаза и каталаза), то, по аналогии, 

должны существовать и биохимические системы нейтрализации NO. И такие системы 

были обнаружены. У прокариот и низших эукариот — это флавогемоглобины (Fgb) 

[Gardner, 2005], в растениях — несимбиотические гемоглобины (Nsgb) [Perazzolli et al., 

2004], у животных — нейро- и цитоглобины (Ngb, Cygb) [Gardner, 2010]. Детоксикацию 

NO также могут осуществлять миоглобин и эритроцитарный гемоглобин [Gardner, 2005].  

В то время, когда гемоглобины были впервые обнаружены у бактерий и дрожжей, 

исследователи не предполагали, что эти белки эволюционно связаны с метаболизмом 

оксида азота. Хотя уже было известно о пероксидазных и нитритредуктазных свойствах 

гемоглобинподобных белков, эти реакции не связывали с гемовой простетической 

группой и не рассматривали как физиологически значимые. И только открытие «новых» 

гемоглобинов с гексакоординированным железом гема и аномально высоким сродством к 

кислороду (для эритроцитарного Hb P50O2=26 торр, для Mb P50O2=2-3 торр, для Ngb 

P50O2=7,5 торр, для Cygb P50O2=0,7-1,8 торр) [Tejero, Gladwin, 2014], заставило посмотреть 

на эти белки по-новому.  

В настоящее время о гемоглобинах в первую очередь говорят, как о «NO-реактивных 

белках». Именно поэтому один из томов “Methods in Enzymology” за 2008 г был назван 

«Globins and Other Nitric Oxide-Reactive Proteins». 

По своей способности взаимодействовать с NO гемоглобины являются 

уникальными белками. Описаны следующие реакции, катализируемые гемоглобинами: 

1) NO-диоксигеназная реакция (NOD-реакция):  

                   O2                                                              NO 

Hb–[FeII]    →    Hb–[FeIIO2] ↔ FHb – [FeIIIO2
▪−]    →    Hb – [FeIII] + NO3

− 

 

2) Нитритредуктазная реакция: 

Hb–[FeII] + H+ + NO2
−

  

     →    Hb–[FeIII] + NO + OH− 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231712000067
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perazzolli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15367716
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tejero%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24477516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gladwin%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24477516
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3) Нитритангидразная реакция: 

Hb–[FeIII] + NO2
−

 

 + 
 

NO    ↔     Hb–[FeII] + N2O3 

4) Изомеризация пероксинитрита в нитрат: 

Hb-[FeIII] + ONOO    ↔    Hb-[FeIII
 

ONOO] → Hb – [FeIII] + NO3
− 

5) Денитрозилазная реакция:  

                                                                     2H+ 

2Hb-[FeIINO] ↔ 2Hb-[FeIIINO−]    →     2Hb-[FeIII] + N2O + H2O 

6) Восстановительное нитрозилирование: 

                                                                             OH- 

Hb–[FeIII] + NO    ↔     Hb–[FeIIINO]    →     Hb–[FeII] + NO2
−+ H+ 

7) Окисление нитрита: 

4Hb–[FeIIO2] + 4NO2
−

 

+ 4H+    →    4Hb-[FeIII] + NO3
− + O2 + 2H2O 

8) Окислительное денитрозилирование: 

Hb-[FeIINO] + O2      →     Hb-[FeIII] + NO3
−  

NOD-реакция (реакция 1) является наиболее распространенной в природе реакцией 

гемовой группы глобинов с NO, а для некоторых гемоглобинов, например, для Fgb, эта 

реакция является основной функцией белка [Gardner, 2005]. Благодаря NOD-реакции 

внеклеточного Hb снижается концентрация NO в кровеносном русле и, как следствие, 

происходит вазоконстрикция и тромбообразование. 

Следующей по значимости является нитритредуктазная реакция (реакция 2). 

Общепризнано значение этой реакции для поддержания необходимого уровня NO в 

кровотоке в условиях гипоксии. Скорость нитритредуктазной реакции линейно зависит от 

концентрации протонов в среде, что указывает на участие в реакции азотистой кислоты 

(HNO2) и не NO2
−

 

[Doyle et al., 1981]. Конечными продуктами является Hb–[FeIII] и Hb––

[FeIINO], образуемые в соотношении 1:1 [Huang et al., 2005]. В анаэробной среде реакция 

восстановления нитритов deoxyHb описывается сигмоидной кривой, которая указывает на 

наличие аллостерического механизма. Образующийся в ходе реакции Hb–[FeIINO] 

смещает R—T равновесие в сторону более каталитически активного (в 50 раз) R-

конформера [Huang et al., 2005]. Согласно расчетам, максимальный выход NO имеет место 

в условиях, когда гемоглобин наполовину насыщен кислородом [Helms, Kim-Shapiro, 

2013]. Реакция окисления нитрита дезоксигемоглобином (реакция 7) представляет интерес 

с токсикологических позиций, поскольку протекает в крови при нитратно-нитритных 

интоксикациях. Несмотря на длительную историю изучения, механизм этой реакции до 

конца не ясен. Ясно только, что это многоэтапный процесс, сопровождающийся 

образованием промежуточных продуктов: H2O2 и NO2 [Keszler et al., 2008]. Как видно из 

представленных выше реакций, гемоглобины взаимодействуют с NO и его метаболитами 
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во всех окислительно-восстановительных состояниях, что является косвенным 

подтверждением эволюционной связи гемоглобинов с метаболизмом оксида азота. 

Гемоглобины также образуют различные комплексы с NO: с участием железа 

гемовой группы — нитрозилHb (гем-[FeIINO]), с участием SH-группы Cys-β93 — 

нитрозоHb (SNO-Hb) [Jia et al., 1996; Doctor et al., 2005] и динитрозильные комплексы 

железа — Hb-ДНКЖ [Тимошин с соавт., 2007; Timoshin et al., 2007; Shumaev et al., 

2008a,b].  

Многообразие способов взаимодействия гемоглобинов с NO и его метаболитами 

служит для поддержания баланса NO и O2 в живых системах. Благодаря способности 

гемоглобинов формировать гемовые комплексы с NO при наномолярных концентрациях 

лиганда и с O2 при миллимолярных концентрациях, становится возможным регулирование 

концентрации оксида азота в зависимости от концентрации кислорода. Помимо NOD-

реакции, в настоящее время в регулировании соотношения [NO]/[O2] в кровотоке 

уделяется большое внимание нитритредуктазной реакции гемоглобинов. Несмотря на то, 

что константа скорости восстановления нитритов дезоксигемоглобином низкая, 

существует точка зрения, что эта реакция может быть дополнительным путем образования 

NO у млекопитающих в условиях гипоксии, когда ингибируется деятельность NO-синтаз 

[Huang et al., 2005; Gladwin et al., 2006; Shiva, 2013]. Концепция нитритзависимой 

вазодилатации в настоящее время признается многими исследователями, хотя ключевая 

роль эритроцитарного Hb в этом процессе до сих пор оспаривается. Время реакции oxyHb 

и deoxyHb с NO исчисляется микросекундами (диффузионно контролируемыми 

константами (k ~ 107 M-1с-1) [Gardner, 2005], в то время как восстановление NO2
−

 

 

дезоксигемоглобином длится от минут до часов (k ~ 5 M-1с-1). Из этого следует, что 

большая часть образующегося из нитритов NO будет немедленно окислена 

оксигемоглобином или прочно связана с гемовым железом deoxyHb. По этой причине 

физиологическое значение нитритредуктазной реакции, катализируемой deoxyHb, 

ставится под сомнение. В работе [Helms, Kim-Shapiro, 2013] предпринята попытка 

разрешить этот парадокс. Следует, однако, отметить, что вазорелаксирующее действие 

нитритов сохраняется в условиях отсутствия эритроцитов [Dalsgaard et al., 2007]. Поэтому 

наиболее вероятно образование NO при участии иных нитритредуктазных систем 

(ксантиноксидазы, ферментов дыхательной цепи), а роль гемоглобина заключается в 

регулировании направления метаболических потоков оксида азота в зависимости от 

кислородного статуса клетки [Shiva, 2013; Tejero, Gladwin, 2014]. Предложенная в 1996 г. 

Stamler’ом гипотеза об участии cysβ93 в регуляции сосудистого тонуса (SNO-Hb − 

гипотеза) [Jia et al., 1996; Stamler, 2004; Stamler et al., 2008] хорошо дополнила концепцию 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231712000067
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231712000067
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tejero%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24477516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gladwin%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24477516
http://circres.ahajournals.org/search?author1=Jonathan+S.+Stamler&sortspec=date&submit=Submit
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нитритзависимой вазодилатации. Суть этой гипотезы заключается в том, что механизмы, 

регулирующие аллостерическое связывание кислорода в молекуле гемоглобина, 

одновременно регулируют высвобождение оксида азота из нитрозоHb (SNO-Hb) (рис. 2).  

 

 

 

 

Рис. 1. Механизм вазодилатации c участием эритроцитарного Hb-SNO в 

условиях гипоксии (и повышенного метаболического спроса) и RSNO плазмы в 

условиях дефицита NO. AE1 (белок полосы 3) – анионо-обменник. Рисунок взят из 

статьи [Stamler, 2004]. 

 

Восстановление нитритов гемоглобином также протекает по механизму 

аллостерического автокатализа (R-state autocatalysis) [Huang et al., 2005]. Если ранее 

считалось, что аллостерический механизм способствует более эффективному 

осуществлению гемоглобином кислородтранспортной функции, то сейчас обсуждается 

возможность влияния степени насыщения субъединиц кислородом на скорость 

нитритредуктазной и SNO-синтазной реакций (рис. 2) [Doctor et al., 2005]. 

В отличие от нитритредуктазной реакции, скорость NO-диоксигеназной реакции для 

Т- и R-конформеров одинакова (табл. 2), что свидетельствует о независимости этого 

процесса от кооперативного взаимодействия субъединиц, и подтверждает 

универсальность диоксигеназной функции, которая присуща и мономерным, и 

тетрамерным формам гемоглобинов. 

 

http://circres.ahajournals.org/search?author1=Jonathan+S.+Stamler&sortspec=date&submit=Submit
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Табл. 2. Зависимость константы скорости окисления оксида азота oxyHb в 

разных конформационных состояниях [Cantu-Medellin et al., 2011]. 

 P50 (мм Hg) 
Коэффициент 

Хилла 

KoxNO 

(мкМ-1c-1) 

Hb 27,37±1,57 2,84±0,081 18,3±1,8 

Hb(T) 41,16±3,05 1,01±0,015 18,7±2,3 

Hb(R) 1,84±0,78 0,69±0,11 17,5±5,5 

 

Сравнение констант скоростей реакций окисления мономерными 

оксигенированными гемоглобинами (Fgb, Nsgb, Ngb) NO до нитрата и реакции 

супероксид-анион радикала с NO показывает, что скорость элиминации NO сравнима со 

скоростью образования пероксинитрита. Обе реакции являются диффузионно-

контролируемыми. Этот факт подтверждает точку зрения, что древние Hb были 

эффективными специализированными системами детоксикации NO, и лишь впоследствии, 

с появлением аэробного дыхания, когда возникла необходимость повысить растворимость 

кислорода в биологических жидкостях, свойство Hb связывать кислород было 

эволюционно адаптировано для осуществления его запасания и транспорта. Нельзя 

исключить, что гемоглобины осуществляют не только биотрансформацию NO, но также 

участвуют в его стабилизации и транспорте за счёт SH-групп цистеина и гемовой группы 

[Jia et al., 1996; Doctor et al., 2005]. Некоторые новые гемоглобины могут осуществлять 

доставку NO в комплексе с гемовой группой, подобно белкам нитрофоринам, 

обнаруженным в слюне кровососущих насекомых Rhodnius prolixus [Knipp, He, 2011]. Для 

того, чтобы транспорт NO был возможен, его связь с гемом должна быть лабильной, т.е. 

должны существовать механизмы регулирования сродства Hb к NO. Вероятно, в этом 

процессе задействованы дистальный гистидин и поверхностные SH-группы, которые 

«реагируют» на градиент протонов или восстановительных эквивалентов [Hamdane et al., 

2003].  

Гемоглобины в мет-, дезокси- и окси- формах взаимодействуют с NO и его 

основными метаболитами (NO2
−

 

и ОNOO−) и способны связывать NO разными способами, 

что говорит об их первичной эволюционной специализации, направленной на модуляцию 

активности NO посредством регулирования концентрации и биодоступности его 

метаболитов. Хорошим примером регулирования концентрации NO в зависимости от 

концентрации O2 являются Nsgb, которые осуществляют детоксикацию NO двумя 

способами — по диоксигеназному и нитроксилазному пути [Perazzolli et al., 2004]. Какой 

механизм будет преобладать, зависит от баланса концентраций NO и O2 в системе. В 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perazzolli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15367716
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биологии газообразные молекулы оксида азота и кислорода, постоянно взаимодействуют, 

образуя широкий спектр метаболитов, находящихся в динамическом равновесии. А 

гемоглобины стоят на страже этого равновесия. 

 

 

Рис. 2. Участие гемоглобина в образовании и элиминации оксида азота в 

зависимости от парциального давления кислорода в среде. Окисленный гемоглобин 

может быть восстановлен до исходной формы (deoxyHb) с помощью мет-Hb-редуктазы 

или других восстановительных агентов. В гексакоординированных гемоглобинах возврат 

к восстановленной форме определяется связыванием железа гема с дистальным 

гистидином боковой цепи. Рисунок взят из статьи [Tejero, Gladwin , 2014]. 

 

1.1.3. Мембраносвязанный гемоглобин эритроцитов 

1.1.3.1. Физиологическая роль мембраносвязанного гемоглобина 

К настоящему времени семейство гемоглобиновых белков пополнили новые 

представители, некоторые из которых существуют в связанной с мембранами форме. Это 

гемоглобины бактерий Vitreoscilla sp. [Ramandeep et al., 2001] и флавогемоглобин 

Escherichia coli [Bonamore et al., 2003; Di Giulio, Bonamore, 2008], а также 

гексакоординированные гемоглобины рыб и земноводных, содержащие области 

миристоилирования и пальмитилирования, необходимые для встраивания в мембрану 

[Blank et al., 2011; Ertas et al., 2011]. Перечисленные гемоглобины являются частью 

внутриклеточной кислород-чувствительной сигнальной системы. Обсуждается 

возможность участия этих гемоглобинов в защите липидов клеточной мембраны и 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tejero%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24477516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gladwin%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24477516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramandeep%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11331274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ertas%20B%5Bauth%5D
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терминальных оксидаз от повреждения активными формами кислорода (АФК) и азота 

(АФА) [Di Giulio, Bonamore, 2008].  

Еще до открытия гемоглобинов с заданной мембранной локализацией, был 

установлен факт связывания эритроцитарного Hb с мембранами при попытке получить 

тени эритроцитов гипотоническим лизисом. Первое упоминание о содержании Hb в 

эритроцитарных мембранах можно найти в работах Anderson’а и Turner’а [Anderson, 

Turner, 1959; 1960], которые показали, что отмытые мембраны эритроцитов содержат 

около 3% Hb. Затем Fung и Eisinger [Fung, 1981; Eisinger et al., 1982] в своих 

исследованиях подтвердили факт взаимодействия Hb с мембранами эритроцитов в 

физиологических условиях. По данным Токтамысовой и Биржановой, доля 

ассоциированного с мембранами Hb в нативных эритроцитах в зависимости от ряда 

факторов может изменяться в диапазоне от 7 до 10% [Токтамысова, Биржанова, 1990], 

согласно другим данным от 1,1 до 5,2% [Nash, Meiselman, 1983]. Количественное 

содержание гемоглобина в мембранах эритроцитов, измеренное с помощью двумерного 

электрофореза, составляет 17,40±0,74 мкг на 1 мг общего белка мембран и является 

наименьшим, по сравнению с количественным содержанием остальных мембранных 

белков [Громов с соавт., 1988]. Различия в содержании MBHb объясняется 

использованием различных методических подходов для определения Hb в мембранах. 

Взаимодействовать с мембранами Hb может разными способами: 

электростатическое связывание deoxyHb по цитоплазматическому домену 

анионтранспортного белка полосы 3 (CDB3 − Cytoplasmic Domain of Band 3 protein) (рис. 

2) [Shaklai et al., 1977; Fung, 1981; Eisinger et al., 1982; Sega et al., 2012], ковалентная 

пришивка к мембранным компонентам дисульфидными связями [Chan, Desforges, 1974], 

адсорбция к мембранным липидам с помощью гидрофобных взаимодействий [Sharma, 

Premachandra, 1991]. Также Hb может связываться с другими белками цитоскелета: 

спектрином и гликофорином [Shaklai, 1977; Datta, 2008]. Связывание Hb с мембраной 

может быть обратимым и необратимым. С применением флуоресцентных зондов было 

показано, что Hb обратимо связывается с CDB3 с высоким сродством за счет 

электростатических взаимодействий [Shaklai et al., 1981; Demehin et al., 2002]. 

Необратимым является ковалентное связывание Hb с компонентами мембраны вследствие 

действия различных окислительных агентов, вызывающих образование свободных 

радикалов и оксоферрильных форм гемоглобина, инициирующих процессы перекисного 

окисления липидов [Shaklai, Ranney, 1978; Kumar, Bandyopadhyay, 2005; Kriebardis et al., 

2007]. Согласно содержащимся в литературе данным, доля необратимо связанного Hb 

возрастает при различных формах гемоглобинопатий, как наследственных (серповидно-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nash%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6882863
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meiselman%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6882863
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/088545059190048P##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/088545059190048P##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shaklai%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=35485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shaklai%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=35485
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клеточная анемия, талассемии) [Searsh, Luthra, 1983; Scott et al., 1993], так и 

индуцированных окислительными агентами (H2O2, t-BOOH, HOCl, NO2, NO2
−) [Sullivan, 

Stern, 1984; Zavodnik et al., 1999; Кленова, 2002; Кленова, Языкова, 2004; Nagababu et al., 

2010]. 

Обратимый характер связывания Hb с мембранами служит указанием на 

возможную физиологическую значимость этого процесса. Данные последних лет 

показывают, что связывание гемоглобина с мембранными компонентами имеет 

множественное биологическое значение. Это и регуляция метаболизма глюкозы и свойств 

цитоскелета в зависимости от концентрации кислорода, и формирование сигнала об 

окислительном повреждении или старении эритроцита, а также участие в сигнальном пути 

гипоксической вазодилатации. Перечисленные функции гемоглобин реализует при 

участии CDB3. По некоторым данным, обратимое связывание Hb с мембранами может 

быть адаптивной реакцией, направленной на стабилизацию липидного бислоя мембран 

[Knutton et al., 1970; Комиссарчук с соавт., 1977] и/или регуляцию его упруго-

механических свойств [Шперлинг с соавт., 2004]. Примембранным белковым слоям в 

настоящее время приписывают ряд функций: участие в процессах транспорта веществ, в 

иммунологическом поведении клеток, их адгезивных свойствах, контактном 

ингибировании и т.д. 

Роль MBHb в регуляции метаболизма глюкозы 

Согласно имеющимся данным, гемоглобин в дезоксигенированном или частично 

дезоксигенированном состоянии обладает высоким сродством к CDB3 [Chu et al., 2008; 

Cao et al., 2009; Sega et al., 2012]. Увеличение доли deoxyHb в условиях гипоксии 

приводит к вытеснению ферментов гликолиза с сайта связывания с CDB3 и переходу их в 

растворимое активное состояние (рис. 3) [Chu, Low, 2006; Chu et al., 2008].  

Таким образом, связывание deoxyHb с CDB3 переключает метаболизм с 

пентозофосфатного пути на гликолитический в ответ на изменение кислородного статуса 

клетки [Low et al., 1993; Messana et al., 1996; Weber et al., 2004]. С одной стороны, это 

способствует возрастанию уровня внутриклеточного ATP, а, с другой, уменьшает поток 

глюкозы, поступающей в пентозофосфатный путь, в котором образуется NADPH, 

необходимый для восстановления антиоксидантных ферментов. Таким образом, 

связывание deoxyHb с CDB3 может приводить к сдвигам в метаболическом статусе 

эритроцита в ответ на изменение кислородного статуса клетки. Поскольку CDB3 является 

центром организации мембраны эритроцитов и регулятором ионного гомеостаза, то даже 

незначительные изменения в связывании с CDB3 приводят к изменению морфо-

биохимических свойств клеток. 
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Рис. 3. Регуляция углеводного метаболизма через обратимое связывание с 

белком полосы 3 (CDB3) [Castagnola et al., 2010]. Обозначения: G6P – глюкозо-6-фосфат, 

F6P – фркуктозо-6-фосфат, G3P – глицеральдегид-3-фосфат, 2,3-BPG – 2,3 –

дифосфоглицерат, PFK – фосфофруктокиназа. 

 

Роль MBHb в регуляции капиллярного кровотока 

Помимо основной функции, связанной с доставкой кислорода к клеткам тканей, 

эритроциты участвуют в регуляции капиллярного кровотока (локального 

внутрисосудистого давления). Локальный кровоток является фактором, определяющим 

регуляцию метаболизма тканей. Описаны три возможных механизма вовлечения 

эритроцитов в регуляцию тонуса сосудов. Это аллостерически-регулируемое 

высвобождение NO с участием SH-групп β-субъединицы Hb (гипотеза SNO-Hb) [Jia et al., 

1996; Stamler et al., 2008], восстановление нитрит-ионов deoxyHb (гипотеза нитритной 

вазодилатации) [Huang et al., 2005; Gladwin et al., 2006; Shiva, 2013] и стимуляция синтеза 

NO эндотелиоцитами эритроцитарным ATP (гипотеза высвобождения ATP) [Sprague et al., 

2007; Ellsworth et al., 2009; Ramdani, Langsley, 2014]. Каждый из перечисленных 

механизмов реализуется в условиях сниженного парциального давления кислорода (рO2). 

Ниже мы рассмотрим роль гемоглобина в пуринэригической сигнальной системе. Bergfeld 

и Forrester обнаружили, что в условиях гипоксии происходит выброс ATP из эритроцитов 

[Bergfeld, Forrester, 1992]. Непосредственным датчиком, реагирующим на изменение рO2 в 

эритроците, является молекула Hb, степень насыщения которой кислородом (sO2) 

является функцией концентрацией кислорода в клетке. Хорошо известно, что связывание 

O2 гемоглобином осуществляется по аллостерическому механизму и сопровождается 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231712000067
http://biomedj.org/searchresult.asp?search=&author=Ghania+Ramdani&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://biomedj.org/searchresult.asp?search=&author=Gordon+Langsley&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0


 21 

конформационными изменениями молекулы белка [Hill, 1910], которые модулируют 

активность SH-групп, нитритредуктазную активность, а также сродство к CDB3. Суть 

механизма вазодилатации с помощью эритроцитарного АТФ заключается в том, что в 

зависимости от изменения sO2 изменяется деформируемость и форма эритроцитов в 

капиллярах, что оказывает влияние на количество экспортируемой из клеток в просвет 

сосуда АТФ. АТФ связывается с P2Y-пуринэргическими рецепторами на поверхности 

эндотелиальных клеток, активирует синтез NO и других сосудорасширяющих факторов, 

тем самым способствуя увеличению скорости капиллярного кровотока и эффективности 

доставки O2 к тканям. Ключевым компонентом молекулярного механизма этого 

сигнального пути является гемоглобин [Jagger et al., 2001]. Конформационные изменения 

в молекуле Hb при деоксигенации индуцируют связывание с deoxyHb с CDB3, что 

приводит к активации гетеротримерного G-белка. Активированный G-белок, как известно, 

увеличивает активность аденилатциклазы, благодаря чему возрастает уровень 

внутриклеточного cAMP, который модулирует активность фосфодиэстеразы 3B и 

активирует протеинкиназу PKA [Olearczyk et al., 2004]. В конечном итоге это приводит к 

активации регулятора трансмембранной проводимости (CFTR) и высвобождению ATP, 

предположительно, через паннексиновые каналы [Sprague et al., 2001]. Протеинкиназа 

PKA также фосфорилирует белки цитоскелета, отвечающие за упруго-механические 

свойства клетки [Fischer et al., 2003]. 

Наряду с гипоксией выброс ATP из эритроцитов может быть вызван их 

механической деформацией при прохождении через капилляры, закислением среды и 

избыточным количеством CO2 в крови [Лунева с соавт., 2015]. Механизм высвобождения 

ATP до сих пор не понятен. Обнаружено, что выброс ATP из эритроцитов человека 

увеличивается в присутствии нитритов, проникающих аналогов сAMP, активаторов 

сAMP-опосредованной сигнальной системы (адреналин, изопротеренол, простациклин 

PGI2, форсколинб папаверин) и диметилсульфоксида [Лунева с соавт., 2015]. Существует 

точка зрения, что наряду с трансмембранным переносом увеличение внеклеточной 

концентрации ATP может быть результатом гибели одиночных эритроцитов [Sikora et al., 

2014; Лунева с соавт., 2015; Luneva et al., 2016]. Согласно этой концепции 

внутрисосудистый гемолиз преимущественно старых клеток может быть физиологически 

оправдан в условиях гипоксии и при длительной физической нагрузке.  

Учитывая способность гемоглобина активно участвовать в элиминации, 

образовании и транспорте NO и ATP, была сформулирована гипотеза, что эритроцит 

является не только переносчиком кислорода, но и регулятором его доставки к тканям в 

условиях гипоксии. В настоящее время в научную практику введен термин 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sikora%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25097178
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«эритрокринная функция», обозначающий роль эритроцитов в метаболизме сигнальных 

метаболитов (рис. 4). 

 

 

Рис. 4. Взаимодействие оксида азота с гемоглобином в эритроците: роль 

метаболона в реализации эритрокринной функции. 

 

Ферментативные функции MBHb 

Гемоглобин — не единственный белок, взаимодействующий с клеточной 

мембраной. В научной литературе содержится немало примеров ферментов, которые 

могут существовать в растворимой и связанной с мембранами формах, обладающих 

разными каталитическими и регуляторными характеристиками [Luckey, 2008]. Это так 

называемый адсорбционный механизм регуляции ферментативной активности. Например, 

процессы адсорбции/десорбции могут регулировать активность ферментов гликолиза 

[Kurganov, 1985]. Поскольку гемоглобин помимо способности к связыванию газов 

обладает рядом ферментативных активностей (пероксидазная, нитритредуктазная, NO-

диоксигеназная и др.), то можно предположить, что связывание Hb с мембранами 

переключает его функцию с транспортной на каталитическую. Так в работе [Salhany, 

2008] было показано, что deoxyHb, связанный с CDB3, может восстанавливать нитрит-

ионы и, таким образом, быть источником NO. Показано, что MBHb по сравнению с 

цитозольным гемоглобином имеет более высокое сродство к О2, более низкий 

коэффициент Хилла (1,5±0,08 против 2,5±0,1) и гораздо более высокую пероксидазную 

активность (0,917±0,038 мкмоль/с на 1 мг белка против 0,378± 0,028) [Tsuneshige et al., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsuneshige%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3597347
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1987; Вальовка с соавт., 1998]. Для бактериальных гемоглобинов, локализованных на 

границе раздела липид-цитозоль, установлена ферментативная активность, направленная 

на окисление NO (NOD-каталитический цикл, рис. 2) и/или восстановление 

алкилгидропероксидов [Bonamore et al., 2003].  

Интересно, что ферменты, восстанавливающие гемоглобин (мет-Hb-редуктазы), 

тоже могут быть двух видов, растворимыми и мембраносвязанными [Топунов, Голубева, 

1989], причем их соотношение различно в эритроцитах разных животных. Как правило, 

растворимая редуктаза является NADH-, а мемраносвязанная — NADPH-зависимой.  

Участие MBHb в патологических процессах 

С одной стороны, переход Hb из растворимого в мембраносвязанное состояние 

может быть адаптивной реакцией, направленной на регуляцию энергетического 

метаболизма и упруго-механических свойств мембраны. С другой, повышение уровня 

MBHb может быть следствием патологических изменений самих молекул Hb и/или белков 

мембран, индуцируемых АФК. Сами по себе продукты деградации гемоглобина (гем и 

двухвалентное железо) могут быть источником АФК [Kriebardis et al., 2007; Nagababu et 

al., 2010; Dutra, Bozza, 2014]. Индуцировать свободнорадикальное окисление способны 

продукты окисления Hb (феррилHb и оксоферрилHb) и продукты окислительной 

денатурации Hb (гемихромы) [Kumar, Bandyopadhyay, 2005; Miyazawa et al., 1996; Лунева 

с соавт., 2005; Rifkind, Nagababu, 2013; Dutra, Bozza, 2014]. Последние могут прочно 

связываться с липидным бислоем и служить центрами генерации АФК. Поскольку 

примембранная область практически не доступна действию цитозольных 

антиоксидантных ферментов, преципитация Hb к мембране эритроцитов может только 

усилить процесс липопероксидации и спровоцировать гемолиз. Несмотря на 

многочисленные исследования свойств и функций MBHb, до сих пор нет полного 

понимания биологического смысла перехода Hb в мембраносвязанное состояние.  

Как следует из вышесказанного, эритроцитарный гемоглобин помимо 

газотранспортной функции выполняет и функцию формирования и передачи 

метаболической информации, являясь компонентом редокс-сети, которая объединяет в 

единую систему субклеточный, клеточный и тканевый уровни организации живой 

материи с целью формирования адаптивного ответа на изменение окружающей среды 

[Jones, Sies, 2015].  

В таблице 3 обобщены имеющиеся в литературе сведения о физиологических и 

патологических эффектах, обусловленных переходом гемоглобина в связанное с 

мембранами состояние. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dutra%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24904418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dutra%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24904418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dutra%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24904418
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Табл. 3. Физиологические и патологические эффекты, обусловленные 

переходом гемоглобина в ассоциированное с мембранами состояние 

Физиологические эффекты  

(обратимое связывание) 

Патологические эффекты 

(необратимое связывание) 

 Регуляция углеводного метаболизма 

(deoxyHb) 

 Передача NO-группы на мембранные 

белки (SNO-Hb) 

 Восстановление metHb 

 Нитритредуктазная реакция 

(deoxyHb) 

 Алкилгидропероксидазная реакция 

(deoxyHb) 

 Экспорт сигнальной ATP (deoxyHb) 

 Поддержание структурной 

целостности мембран и морфологии 

эритроцитов 

 Участие в регуляции тонуса сосудов 

 Формирование сигнала старения 

 Образование O2
▪¯в примембранной 

области, индукция перекисного 

окисления липидов и 

воспалительного ответа 

 Нарушение структуры и функции 

мембран и цитоскелета 

 Нарушение регуляции углеводного 

метаболизма 

 Нарушение сигнальной функции 

АТФ 

 

 

 

1.1.3.2. Потенциальное использование мембраносвязанного гемоглобина в 

клинико-биохимической диагностике 

Многие заболевания сопровождаются повышением уровня реакционноспособных 

метаболитов в плазме крови [Salman, Ashraf, 2013; Giacco et al., 2010; Ward, McLeish, 

2004; Mukhopadhyay et al., 2008], что приводит к развитию синдрома эндогенной 

интоксикации. Эндогенная интоксикация характерна для пациентов, получающих 

химиотерапию, при различных инфекционных и онкологических заболеваниях. Оценка 

выраженности интоксикационного синдрома необходима для правильной его коррекции. 

Нарушение гомеостаза, связанное с эндотоксикозом, в первую очередь затрагивает 

функциональное состояние системы крови. Именно по этой причине для оценки синдрома 

эндогенной интоксикации в клинической практике используют различные показатели 

крови: уровень патологических иммунных комплексов, спленоцитотоксический 

показатель, повышение молекул средней массы, сорбционную способность альбумина, 

липопротеинов, эритроцитов, флуоресцентное зондирование различных компонентов 

http://circres.ahajournals.org/search?author1=Ferdinando+Giacco&sortspec=date&submit=Submit
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крови и др. Наиболее распространено в клинической практике использование 

иммунологических критериев эндотоксикоза. 

Можно полагать, что эритроциты являются высокочувствительными датчиками 

метаболического состояния системы крови, способными воспринимать и аккумулировать 

повреждения, поскольку время их жизни составляет 120±20 дней. Липиды, белки 

цитоскелета и гемоглобин, образуя единую систему, выполняют информационную 

функцию и участвуют в цепи передачи сигнала к клеткам иммунной системы и эндотелия. 

Наиболее удобными индикаторами, отражающими функциональное состояние 

эритроцита, являются показатели, связанные с гемоглобином. Например, стандартный 

клинический анализ крови включает такие показатели как концентрация гемоглобина, 

гематокрит, среднее содержание гемоглобина в эритроците, средняя концентрация 

гемоглобина в эритроците. При необходимости проводят измерение metHb и HbA1c, 

коррелирующих с уровнем метгемоглобенимии и гликемии. 

В качестве дополнительного биохимического показателя можно использовать 

уровень MBHb. В литературе содержится крайне мало сведений о возможностях 

использования данных о MBHb в практической медицине. В заявке на патент [Пивоваров 

с соавт, 2008] предлагается использовать данные о содержании MBHb для расчета 

коэффициента, характеризующего устойчивость эритроцитов к ишемии. Показано, что 

при сердечно-сосудистых патологиях наблюдается изменение морфо-биохимических 

свойств эритроцитов и, как следствие, изменение эффективности переноса кислорода и 

развитие гипоксии. Сдвиги в морфо-биохимических свойствах эритроцитов не всегда 

имеют патологическую направленность и могут отражать компенсаторные процессы, 

поддерживающие структурную целостность клетки. Мы полагаем, что уровень MBHb 

может быть тем критерием, который позволит идентифицировать характер изменений, 

или, другими словами, отделить адаптацию от патологии. Мы свели в таблицу 4 данные, 

взятые из работы [Пивоваров с соавт, 2008], о содержании MBHb у больных ишемической 

болезнью сердца (ИБС) с различной тяжестью стенокардии напряжения. Видно, что чем 

выше тяжесть заболевания, тем выше уровень MBHb. Также существенны различия в 

изменении содержания MBHb после функциональной нагрузки. У доноров происходит 

снижение MBHb, а у больных, наоборот, повышение. Эритроциты здоровых доноров в 

ответ на нагрузку развивают комплекс адаптационных процессов, о чем свидетельствует 

[MBHb]=0,9%, в то время как у больных ИБС нагрузка вызывает усиление 

патологических процессов. Возможные причины таких различий, а также то, как уровень 

MBHb может соотноситься с состоянием нормы и патологии, мы описали при обсуждении 

полученных результатов в разделе 3.3.2.  



 26 

Табл. 4. Содержание MBHb у больных ИБС с различной тяжестью 

(функциональным классом) стенокардии напряжения в сравнении со здоровым 

донором  

 Содержание MBHb, % 

До нагрузки После нагрузки 

Донор (практически здоров) 3,6 0,9 

Больной В.(II функциональный класс, 

стенокардия напряжения) 
8,2 10,9 

Больной М. (III функциональный класс 

стенокардии напряжения) 
10,0 14,3 

Больной В. (после проведения комплекса 

лечебных мероприятий) 
8,4 9,3 

Больной М. (после проведения комплекса 

лечебных мероприятий) 
8,1 9,8 

 

Таким образом, MBHb можно рассматривать как универсальный неспецифический 

показатель адаптационных процессов эритроцитов, а также воздействия токсинов и 

окислителей на мембрану и внутриклеточные белки. Оценка уровня MBHb может быть 

полезна для ранней диагностики и лечения многих патологических процессов. 

 

1.2. Карбонильный стресс в биологических системах 

1.2.1. Понятие карбонильного стресса 

Начиная с 1990-х годов в научной литературе появился термин «карбонильный 

стресс». Под карбонильным стрессом подразумевают возникновение дисбаланса между 

образованием активных карбонильных соединений (АКС) и их удалением. К активным 

карбонильным соединениям относят альдегиды и кетоны, которые содержат 

электрофильный углерод карбонильной группы, способный вступать в реакцию с 

нуклеофильным азотом аминогруппы аминокислот и пептидов с образованием N-

замещенных гликозиламинов (оснований Шиффа), которые подвергаются 

перегруппировке Амадори с образованием кетозаминов [Rabbani, Thornalley, 2012]. На 

более поздних стадиях реакции продукты Амадори подвергаются множественной 

дегидратации, образуя желто-коричневые продукты, получившие название конечных 

продуктов гликирования (КПГ, AGEs — Advanced Glycation End products). КПГ 

представляют группу химических соединений различного строения, включая производные 

пиррола, пиразина, имидазола и фурана. В научной литературе также можно встретить 

термин «glycation stress», обозначающий весь спектр последствий избыточного 

образования АКС [Ichihashi et al., 2011]. 
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Взаимодействие между карбонильными и аминосоединениями получило название 

реакции Майяра (Maillard reaction). В литературе также можно встретить название 

«сахароаминная реакция». Louis Camille Maillard — французский биохимик и врач, в 

1912-1916 гг. опубликовал несколько статей по химии взаимодействия 

восстанавливающих сахаров с аминокислотами и вошел в историю науки как 

первооткрыватель сахароаминной реакции [Maillard, 1912]. На протяжении достаточно 

длительного периода реакция Майяра была предметом интереса пищевой химии, 

поскольку температурная обработка продуктов питания ускоряет взаимодействие между 

сахарами и аминами. В результате этой реакции приготовленная пища приобретает цвет, 

вкус и аромат. Однако Майяр смотрел на сахароаминную реакцию не как пищевой химик, 

а как биохимик. Дело в том, что эта реакция протекает в широком диапазоне условий, в 

том числе в физиологических. Французский ученый, изучая химию сахароаминных 

взаимодействий, предполагал, что эти процессы могут протекать и в организме человека. 

Этой точки зрения придерживались и наши соотечественники биохимики С.П. Костычев и 

его сотрудница В.А. Бриллиант-Лерман, которые при добавлении глюкозы и сахарозы к 

дрожжевому автолизату обнаружили образование новых азотистых соединений, 

окрашивающих раствор в темно-бурый цвет. Коричневые пигменты были 

идентифицированы как продукты сахароаминной реакции, протекающей 

неферментативно в дрожжевых автолизатах [Костычев, Бриллиант, 1916]. В статье, 

опубликованной в Известиях Императорской академии наук в 1916 г. С.П. Костычев и 

В.А. Бриллиант-Лерман писали: «Таким образом, аминокислоты реагируют с сахаром 

даже без вмешательства ферментов.(…) При современном состоянии науки было бы, 

конечно, совершенно произвольным отрицание за такими свободно происходящими 

реакциями физиологического значения, особенно если принять во внимание, что условия 

необходимые для осуществления реакции между сахаром и аминокислотами, легко могут 

иметь место в протоплазме живых клеток, так как там вполне возможны 

концентрации участвующих в реакции веществ.» 

Несмотря на эти прозорливые предположения, сделанные около 100 лет назад, на 

протяжении полувека реакция Майяра оставалась предметом изучения пищевой химии. 

Впервые на возможность протекания неферментативных реакций в биологических 

системах указал иранский ученый Rahbar [Rahbar, 1968]. Этому исследователю удалось из 

крови больных сахарным диабетом выделить фракцию необычного гемоглобина 

("abnormal fast-moving hemoglobin band"), который оказался аддуктом белка с молекулой 

глюкозы. В результате связывания глюкозы с N-концевым остатком валина β-субъединиц 
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HbA1 и последующей перегруппировки в 1-дезокси-1-N-валил-фруктозу образуется 

фракция гликированного гемоглобина, обозначаемая как HbA1с [Rahbar, 2005].  

Обнаружение HbA1с открыло целое направление, связанное с изучением реакции 

Майяра в биологических системах, и инициировало поиск продуктов гликирования 

биомолекул в других тканях и жидкостях. В 2009 г. комитет, созданный Американской 

Диабетической Ассоциацией, рекомендовал использовать уровень HbA1с в качестве 

биомолекулярного маркера для диагностики сахарного диабета. Гликированный 

гемоглобин оказался очень надежным и полезным диагностическим показателем, 

поскольку каждое 1%-ное увеличение уровня HbA1с коррелирует с увеличением риска 

развития сердечно-сосудистых заболеваний на 15-18% [Saleh, 2015]. Гемоглобин не 

случайно стал первым объектом, неферментативное гликирование которого было 

показано в живых системах при физиологических условиях. Дело в том, что Hb — 

долгоживущий белок, время его нахождения в эритроците около 120±20 дней, и этого 

времени вполне достаточно для того, чтобы глюкоза прореагировала с аминогруппой 

концевого валина и образовала стабильный комплекс. Количество HbA1с отражает 

уровень глюкозы в крови за период 4-6 недель [Rahbar, 1968; Gopalkrishnapillai et al., 

2003], в то время как обычный анализ глюкозы в крови показывает ее концентрацию на 

момент измерения, которая может быть никак не связана с состоянием гипергликемии. 

Глюкоза не случайно была отобрана в процессе эволюции среди многих 

моносахаридов на роль основного метаболического топлива. Как было показано в 

специально проведенных исследованиях, глюкоза наименее реакционноспособна по 

сравнению с другими альдогексозами, что объясняется стабильностью ее кольцевой 

структуры, обеспечиваемой экваториальной ориентацией гидроксильных групп [Bunn, 

Higgins, 1981]. Именно благодаря меньшей склонности глюкозы к переходу в открытую 

химически активную карбонильную форму (табл. 5), стало возможным сосуществование 

высоких концентраций глюкозы с белками с минимальным риском возникновения 

необратимой ковалентной модификации. 

Табл. 5. Константы скорости реакции моносахаридов с гемоглобином [Bunn, 

Higgins, 1981]. 

Моносахарид K1 (×10-3 мМоль-1ч-1) 
Карбонильная 

форма, % 

D-глюкоза 0,6 0,002 

D-манноза 3,2 0,005 

D-галактоза 2,8 0,02 

D-рибоза 10,0 0,05 

D-фруктоза 4,5 0,7 
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Работа Rahbar’а положила начало целой серии исследований. Неферментативно 

гликированные белки и КПГ были обнаружены в различных тканях и биологических 

жидкостях. В биологических образцах было идентифицировано более 20 активных 

альдегидов и кетонов, основными из которых являются глиоксаль, метилглиоксаль, 3-

деоксиглюкозон, малоновый диальдегид [Давыдов, Божков, 2003]. Глиоксаль и 

метилглиоксаль (MG) представляют собой α,β-дикарбонильные соединения, гликирующая 

активность которых в 20000 раз превосходит активность глюкозы или фруктозы 

[Thornalley, 2005]. Токсичное действие MG обусловлено его способностью вступать в 

реакции с амино- и SH-группами аминокислотных остатков белков, формируя ковалентно 

связанные КПГ: карбоксиэтиллизин (CEL − Nε(carboxyethyl)lysine), карбоксиметиллизин 

(CML − Nε(carboxymethyl)lysine), имидазолоны, аргпиримидины и кросс-сшитые димеры 

лизина с метилглиоксалем (MOLD − methylglyoxal-derived lysine dimmers) [Thornalley, 

2005; Rabbani, Thornalley, 2012]. Такие модификации являются необратимыми и приводят 

к изменению структуры, заряда, конформации и в конечном итоге к биохимической 

дисфункции белка [Thornalley, 2008]. На рисунке 5 в качестве примера приведены 

структурные формулы основных КПГ, образуемых в результате реакции лизина с 

метилглиоксалем. Концентрация MG в клетках и тканях может доходить до 0,1-2,0 мкМ 

[Thornalley et al., 1990] 

Для борьбы с нежелательными реакциями неферментативного гликирования в 

клетке существуют специальные ферментные системы, поддерживающие концентрацию 

α-кетоальдегидов на очень низком уровне (глиоксалазная система — GloI и GloII). Если 

происходит дисбаланс между образованием и обезвреживанием активных альдегидов, 

клетка испытывает «карбонильный стресс». Это понятие было введено Baynes’ом в 1991 г. 

[Baynes, 1991]. Позже классики в области исследования карбонильного стресса, 

английские ученые Rabbani и Thornalley ввели термин «дикарбонильный стресс», тем 

самым подчеркивая, что именно α-кетоальдегиды являются основными 

физиологическими предшественниками КПГ [Thornalley, 2005; Rabbani, Thornalley, 2012].  

 

Рис. 5. Конечные продукты гликирования остатков лизина. 
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Неферментативное гликирование является важным фактором развития 

хронических патологий инсулин-независимых тканей (эритроциты, нейроны, хрусталик, 

базальные мембраны артерий, межклеточные ткани кожи), подверженных высоким 

концентрациям глюкозы. Например, хорошо известны явления ускоренного развития 

катаракты, амилоидоза и атеросклероза при сахарном диабете [Saleh, 2015]. Все эти 

долгосрочные осложнения являются следствием протекающих в клетках и тканях 

неферментативных реакций между метилглиоксалем и нуклеофильными группами 

биомолекул. Для иллюстрации существующей взаимосвязи между уровнем глюкозы в 

крови и количеством метилглиоксаля в табл. 6 приведены данные из статьи [Biswas, 

Kumar, 2012]. 

 

Табл. 6. Некоторые биохимические показатели при нормогликемии и 

гипергликемии [Biswas, Kumar, 2012]. 

Параметр 

Контрольная 

группа 

(n=40) 

Пациенты 

(n=46) 

Возраст 41,5±1,5 42,2±1,8 

Инсулин (Units/л) 5,3±1,1 23±0,5 

Концентрация глюкозы в крови (мг/л) 74,0±12,0 275,4±10,8 

Метилглиоксаль (мкмоль/л) 51,9±4,5 89,64±6,8 

 

1.2.2. Способы защиты от карбонильного стресса 

Можно выделить три стратегии, обеспечивающие защиту от реакций 

неферментативного гликирования в живых организмах: 1) профилактика, 2) снижение 

реакционной способности реагентов, 3) репарация повреждений. 

I. Профилактика. 

a) Снижение концентрации α,β-дикарбонилов в клетке за счет действия 

ферментативных систем: GloI/GloII [Thornalley, 1990], альдегидо- и кеторедуктазы 

[Vander Jagt et al., 1992; Barski et al., 2008], бетаин альдегиддегидрогеназы [Vander 

Jagt, Hundsaker, 2003]; 

b) Связывание α,β-дикарбонилов с нуклеофильными соединениями (свободными 

аминокислотами, пептидами, полиаминами) [Burcham et al., 2008]; 

c) Преобразование реакционноспособных сахаров в инертные производные (сахароза, 

трегалоза) [O’Brien, 1996]; 
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d) Организация ферментов гликолиза в метаболон, что снижает вероятность 

высвобождения интермедиатов (глицеральдегид-3-фосфата и 

дигидроксиацетонфосфата) — субстратный ченнелинг [Kurganov, Lyubarev, 1988]; 

e) Переход на менее безопасные метаболические пути катаболизма углеводов 

(пентозофосфатный путь) [Romano, Conway, 1996] 

f) Образование в ходе эволюции биологических макромолекул, устойчивых к 

неферментативному гликированию; 

g) Снижение окислительного стресса за счет дейстия антиоксидантов 

II. Снижение реакционной способности карбонилов или аминов. 

a) Ацетилирование концевых аминогрупп белков [Soppa, 2010]; 

b) Закисление цитоплазмы (калиевые каналы) [Ozyamak et al., 2011]; 

III. Репарация повреждений 

a) Ремонт макромолекул, модифицированных карбонильными соединениями (реакции 

дегликирования и трансгликирования [Ramamurthy et al., 2003; Szwergold, 2005], 

амадориазы [Monnier, Wu, 2003], фруктозамин-3-киназы [Škrha et al., 2014]; 

b) Избирательная деградация поврежденных макромолекул (протеасомная система, 

гликолипидазы (glycolipidase) [Katz et al., 2010].  

Перечисленные стратегии защиты в большинстве случаев дополняют друг друга, 

но наиболее важным антигликирующим механизмом для всех живых организмов является 

ферментная глиоксалазная система GloI/GloII. Эта система присутствует в цитозоле 

клеток всех типов тканей, в том числе и в эритроцитах в количестве ~ 0,2 мкг/мг (GloI) 

[Larsen et al., 1985; Thornalley et al., 1989]. Подавление функционирования этой системы в 

результате старения [Kuhla et al., 2007] и действия окислительного стресса приводит к 

увеличению степени гликирования биомолекул и повреждению тканей. В некоторых 

случаях (рак и микробные инфекции) целесообразно использование фармакологических 

ингибиторов GloI для целенаправленного повышения концентрации α-кетоальдегидов до 

цитотоксического уровня [Thornalley, 1996; Geng et al., 2014]. Подобная терапия 

основывается на том, что быстро пролиферирующие клетки и малярийный плазмодий 

характеризуются гликолитическим фенотипом [Ramdani, Langsley, 2014], а, 

следовательно, и высокой скоростью образования MG. На стадии разработки находятся 

фармакологические ингибиторы GloI, в качестве действующих веществ которых 

рассматриваются S-(N-арил-N-гидроксикарбамоил) [More, Vince, 2009], 18-β-

глицирретиновая кислота и ее производное карбеноксолон [Zhang et al., 2015], 

биофлаваноид байкалеин [Zhang et al., 2016], производные S-(N-бромфенил-N-

гидроксикарбамоил)глутатиона [Sang et al., 2015], бензофенон и его аналоги [Mihai et al., 

http://biomedj.org/searchresult.asp?search=&author=Ghania+Ramdani&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://biomedj.org/searchresult.asp?search=&author=Gordon+Langsley&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vince%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19610604
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2015]. Также предлагается возможность комбинированной терапии: введение препаратов 

MG в сочетании с фармакологическими ингибиторами Glo1. 

 

1.2.3. Методические подходы, применяемые для изучения карбонильного 

стресса  

Объекты. Наиболее удобной и часто используемой моделью для изучения 

биологического действия α-кетоальдегидов являются различные клеточные культуры 

млекопитающих. Однако наиболее предпочтительными являются животные модели: 

нематоды, мышы, крысы. Использование лабораторных животных позволяет получать 

данные, имеющие не только фундаментальное научное, но и клиническое значение.  

Подходы. Существует несколько методических подходов для создания условий, 

имитирующих карбонильный стресс в живых организмах: 1) экзогенное введение α-

кетоальдегидов, 2) получение мутантов по глиоксалазе I (GloI), 3) активация 

внутриклеточного образования MG. Перечисленные способы применимы для 

моделирования карбонильного стресса как у лабораторных животных, так и в 

бактериальных популяциях. При первом способе клетки инкубируют с MG или глюкозой 

в миллимолярных концентрациях, существенно превышающих физиологический уровень 

(микромолярные концентрации) MG в клетке, что делает некорректным перенос 

результатов с модели в реальные условия. Как правило, для моделирования условий 

нормогликемии концентрация глюкозы равна 5 мМ, а для гипергликемии 30-50 мМ. 

Однако такой способ создания условий, характерных для карбонильного стресса, является 

наиболее простым и поэтому наиболее часто применяемым в экспериментальной 

практике. Можно указать на еще один недостаток такого подхода. Длительная инкубация 

клеток с высокими концентрациями глюкозы может приводить к метаболическим 

нарушениям. Например, инкубация эритроцитов с высокими концентрациями глюкозы 

сопровождается усилением перекисного окисления липидов, снижением активности 

глутатион S-трансферазы и глутатион-редуктазы [Viskupicova et al., 2015].  

В оправдание данного подхода можно привести два довода. Во-первых, лишь 

небольшая доза экзогенных дикарбонилов проникает в клетки и, во-вторых, согласно 

оценкам некоторых исследователей, локальные концентрации α,β–дикарбонилов в клетке 

могут доходить до миллимолярных значений. В случае работы с бактериальными 

культурами экзогенное введение дикарбонилов может соответствовать условиям 

накопления MG в среде культивирования, наблюдаемым в некоторых случаях 

[Космачевская, Топунов, 2010; Космачевская с соавт., 2015]. При втором 

экспериментальном подходе индуцируют накопление α-кетоальдегидов, нарушая 
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антигликирующую защиту. Самый сложный и самый интересный способ моделирования 

карбонильного стресса — это активация путей, производящих α,β–дикарбонилы. 

В живых организмах известны следующие пути образования α,β–дикарбонилов: 

1) Спонтанная деградация оснований Шиффа [Hayashi, Namiki, 1980]; 

2) Окислительная деградация глюкозы [Thornalley et al., 1984]; 

3) Фрагментация триозофосфатов [Phillips, Thornalley, 1993]; 

4) Метаболизм ацетона [Casazza et al., 1984] и треонина [Ray, Ray, 1985]; 

5) Перекисное окисление липидов [Loidl-Stahlhofen, Spiteller, 1994]; 

6) Распад фруктозо-3-фосфата [Richard, 1993]. 

Для всех организмов основным путем генерации MG является гликолиз 

[Thornalley, 1993; 1998]. На рисунке 6 представлены в виде схемы пути, приводящие к 

образованию и элиминации MG.  

 

 

 

Рис. 6. Основные пути образования и катаболизма метилглиоксаля в живых 

организмах. Ферментативный путь образования MG из дигидроксиацетонфосфата 

(ДГАФ) существует только у прокариот. 

 

Концентрации. Оказываемое на клетки действие метилглиоксаля во многом 

определяется его концентрацией [Semchyshyn, 2014]. В высоких концентрациях MG 

индуцирует повреждения биомолекул и гиперактивацию внутриклеточных сигнальных 

путей, а в низких концентрациях может функционировать как сигнальная молекула, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thornalley%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8444148
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модулирующая различные аспекты поведения клетки. Влияние MG на различные 

внутриклеточные системы эукариотических клеток, включая и центральные сигнальные 

пути, подробно рассмотрены в обзорной статье [Космачевская с соавт., 2017]. 

Разнонаправленное действие MG можно объяснить с позиций концепции гормезиса или 

двухфазной реакции клетки на возрастающий стимул, описанной школой Д.Н. Насонова 

[Насонов, 1962; Александров, 1985]. 

 

1.2.4. Карбонильный стресс в эритроцитах 

1.2.4.1. Пути возникновения карбонильного стресса в эритроцитах 

Можно выделить два основных пути возникновения карбонильного стресса в 

эритроцитах. Первый обусловлен повышенной концентрацией глюкозы или кетоновых 

тел в плазме крови — экзогенный путь, второй с нарушениями в регуляции гликолиза — 

эндогенный путь. Остальные факторы, вызывающие карбонильный стресс, в эритроцитах 

вносят незначительный вклад и являются достаточно редкими событиями (рис. 7). Такими 

нечастыми событиями являются инфицирование малярийным плазмодием, 

гликолитические энзимопатии, мутации GLUT1. 

В ряде исследований было показано, что в плазме крови больных сахарным 

диабетом первого и второго типа повышены уровни триглицеридов, метилглиоксаля и 

АФК [Thornalley et al., 1989; McLellan et al., 1994; Biswas, Kumar, 2012]. Эксперименты с 

отмытыми эритроцитами позволили установить, что внутриклеточная концентрация MG 

находится в прямой зависимости от величины потока глюкозы, метаболизирующейся в 

гликолитическом пути [Thornalley, 1988]. В диапазоне концентраций глюкозы 5-100 мМ 

было зарегистрировано дозозависимое увеличение концентрации S-D-лактоилглутатиона 

и MG [Thornalley, 1988]. MG плазмы может оказывать токсичное действие несколькими 

способами: модифицируя белки и липопротеины, генерируя АФК и воздействуя на 

мембраны эритроцитов и эндотелиоцитов. Перечисленные эффекты MG в комплексе 

способствуют развитию артериальной гипертензии, атеросклероза, гемолитической 

анемии, окклюзии сосудов и местной ишемии [Berlanga et al., 2005; Jia, Wu, 2007]. 

Ингибирование антикоагулирующего фактора атитромбина III метилглиоксалем вызывает 

формирование фенотипа гиперкоагуляции [Jacobson et al., 2014]. 

Особенности метаболизма эритроцитов таковы, что всю необходимую для 

жизнеобеспечения энергию клетка получает только из глюкозы, которая 

метаболизируется в реакциях гликолиза и пентозофосфатного пути. Интермедиаты 

катаболизма глюкозы (глицеральдегид-3-фосфат и дигидроксиацетонфосфат) служат 

основным источником MG [Phillips, Thornalley, 1993; Thornalley, 2005]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thornalley%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8444148
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Рис. 7. Пути возникновения карбонильного стресса в эритроцитах. 

Обозначения на схеме: GLUT1 – глюкозный транспортер глюкозы, Glo – глиоксалазная 

система. 

 

Эритроциты имеют высокую вероятность развития карбонильного стресса по 

нескольким причинам. Необходимая для гликолиза глюкоза поступает в эритроциты 

инсулиннезависимым способом с помощью облегченной диффузии через глюкозный 

транспортер GLUT1. Это означает, что концентрация глюкозы внутри эритроцита 

напрямую зависит от концентрации глюкозы в плазме. Поэтому эритроциты одними из 

первых «ощущают» гипергликемию. Сочетание внутри эритроцита высоких 

концентраций глюкозы, кислорода и ионов железа благоприятствует образованию АКС. 

Несмотря на то, что эритроцитарная клетка наделена мощной антиоксидантной 

ферментной системой, а также глиоксалазной системой [Thornalley et al., 1989], 

существует большая вероятность развития карбонильного и окислительного стрессов, 

которые, как известно, взаимно усиливают друг друга [Desai, Wu, 2008; Kalapos, 2008b; 

Шумаев с соавт., 2009]. Основным фактором, способствующим развитию окислительного 

и карбонильного стрессов, является повреждение антиоксидантных ферментов и 

ключевых ферментов гликолиза активными формами кислорода и активными 

карбонильными соединениями [Constantin et al., 2005]. Например, неферментативное 

гликирование супероксиддисмутазы приводит к инактивации фермента [Taniquchi et al., 

1989; Fujii et al., 1996], а окисление и/или нитрозилирование SH-групп в активном центре 

глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназы делает невозможным связывание субстрата 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Desai%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18533368
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Desai%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18533368
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[Mohr et al., 1994]. Вследствие этих спонтанных посттрансляционных модификаций 

ферментов происходит накопление АФК и триозофосфатов, которые являются основным 

источником MG в клетке.  

Наибольший вклад в пул эндогенного MG вносит реакция неферментативного 

гидролиза фосфатной группы от триозофосатов: дигидроксиацетонфосфата (DHAP) и 

глицеральдегид-3-фосфата (G3P) [Phillips, Thornalley, 1993; Thornalley, 2005]. Поэтому 

любое нарушение в метаболизме триозофосфатов будет влиять на образование MG. В 

превращении триозофосфатов задействованы два фермента гликолиза: 

триозофосфатизомераза, регулирующая взаимопревращение DHAP и G3P, и 

глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназа, окисляющая G3P до фосфоглицериновой 

кислоты. Нарушения в синтезе и в функционировании этих ферментов неизбежно 

приведут к избыточному образованию MG. В эритроцитах, содержащих мутантную 

триозофосфатизомеразу, количество DHAP в 20-40 раз превышает уровень DHAP по 

сравнению с контрольным вариантом [Orosz et al., 2000]. Многие гликолитические 

энзимопатии клинически проявляются в виде хронических гемолитических анемий [Orosz 

et al., 2006]. И не последнюю роль в формировании патологических последствий играют 

активные альдегиды и индуцируемые ими АФК. В эксперименте in vitro было показано, 

что инкубация эритроцитов с MG приводит к дестабилизации мембраны, что 

сопровождается лизисом клеток [Biswas, Kumar, 2012]. 

Между образованием АКС и АФК существует тесная взаимосвязь. В настоящее 

время АКС рассматривают в качестве маркеров окислительного стресса и старения в 

эритроцитах [Li et al., 2010]. Наибольшую опасность АФК и АКС представляют для 

липидов и белков мембран, которые плохо защищены супероксиддисмутазой, а также для 

гемоглобина, на долю которого приходится около 98% массы белков цитоплазмы 

эритроцитов [Breitling-Utzmann et al., 2001]. Повреждение этих основных компонентов 

клетки сказывается на упруго-механических свойствах мембраны, которые определяют 

функциональные свойства эритроцита [Iwata et al., 2004; Shin et al., 2007; Singh, Shin, 

2009]. Высокие концентрации АКС в плазме положительно коррелируют с уровнем 

карбонилирования мембранных белков эритроцита [Li et al., 2010] и являются фактором 

риска развития артериальной гипертензии [Chen et al., 2011]. Немаловажную роль в 

сопряжении процессов гликирования с процессами образования АФК играют 

содержащиеся в эритроцитах ионы железа, свободные и в составе гемовых и негемовых 

комплексов [Kumar, Bandyopadhyay, 2005].  

Первичными мишенями действия токсичных агентов плазмы являются 

мембранные структуры эритроцита: липидный бислой, рецепторы, ионные каналы, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Phillips%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8444148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Phillips%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8444148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19317346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19317346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19317346
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транспортеры, ферменты. При исследовании больных сахарным диабетом была 

установлена отрицательная корреляция между уровнем HbA1c и активностью Na+/K+-

АТФазы эритроцитов, что, вероятно, связано с гликированием мембранных белков в 

условиях гипергликемии [Nirala et al., 2012]. 

Помимо взаимодействия с эритроцитами MG вступает в реакции 

неферментативного гликирования с белками, ферментами и факторами плазмы, нарушая 

или полностью ингибируя их функции. Метилглиоксаль ингибирует активность 

антикоагулирующего фактора — антитромбина III, формируя ковалентные аддукты с 

Arg393 [Jacobson et al., 2014]. Это способствует формированию фенотипа 

гиперкоагуляции при развитии диабетической гипергликемии. Повышенные уровни MG в 

плазме вызывают воспалительную реакцию через повышенную экспрессию молекул 

адгезии, способствующих взаимодействию лейкоцитов с эндотелием. Показано, что MG 

посредством индукции образования АФК вызывает активацию SGK1 (SGK1 − serum- and 

glucocorticoid-inducible kinase 1) [Qadri et al., 2014]. SGK1 регулирует многие 

эндотелиальные ионные каналы, включая Na+/H+-ионообменник. 

Описанные выше патологические эффекты, вызванные действием метилглиоксаля 

на эритроциты, обобщены и систематизированы в виде схемы (рис. 8). 

 

 

Рис. 8. Патологические эффекты, вызванные действием метилглиоксаля на 

эритроциты. Обозначения на схеме: GLUT1 – глюкозный транспортер тип 1, ПОЛ – 

перекисное окисление липидов, MBHb – мембраносвязанный гемоглобин, SOD – 

супероксиддисмутаза, Kat – каталаза. 
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1.2.4.2. Роль гемоглобина в развитии последствий карбонильного стресса 

Одним из последствий сахарного диабета является возникновение 

микроангиопатий, развивающихся вследствие поражения эндотелиальных клеток и 

эритроцитов. Сегодня можно встретить множество публикаций, указывающих на 

измененные упруго-механические свойства эритроцитов больных сахарным диабетом. У 

таких эритроцитов повышена вязкость и жесткость мембраны [Shin et al., 2007; Singh, 

Shin, 2009]. В ряде модельных систем in vitro было показано, что наблюдаемые нарушения 

свойств эритроцитов вызваны действием АКС на мембранные компоненты [Iwata et al., 

2004]. Повреждение мембран негативно сказывается на их механических свойствах и 

целостности, в результате чего повышается вероятность гемолиза и выхода гемоглобина в 

кровеносное русло. Оказывать влияние на эритроцитарную мембрану могут как факторы 

плазмы (АКС, активные формы кислорода и азота), так и сам гемоглобин. Известно, что в 

эритроцитах Hb находится в растворимой и мембраносвязанной формах, соотношение 

между которыми меняется в зависимости от состояния молекул гемоглобина и мембран 

(смотри раздел 1.1.3.). Обратимое связывание Hb с мембраной носит адаптационный 

характер и является инструментом настройки свойств мембраны и углеводного 

метаболизма при изменении условий функционирования, например, при изменении pO2 

[Stefanovic et al., 2013; Rifkind, Enika, 2013]. В случае действия различных окислителей 

может происходить ковалентная пришивка Hb к мембранным компонентам. Это 

дестабилизирует мембрану и приводит к выходу Hb в плазму. Однако помимо химических 

факторов на связывание Hb с мембраной влияет четвертичная структура самой молекулы 

Hb, которая изменяется в результате модификации метилглиоксалем. Структурные 

нарушения сопровождаются дестабилизацией макромолекулы Hb, утратой 

кооперативного эффекта, уменьшением резистентности по отношению к действию 

различных окислителей, результатом чего является концентрирование Hb в 

примембранной области, образование белковых агрегатов (тельца Гейнца), 

высвобождение гема и связывание его с мембраной. 

Было установлено, что HbA1c в значительно меньшей степени связывается с 

мембранами эритроцитов [Bryszewska, 1988] и имеет в 10 раз более высокое сродство к 

кислороду [Marschner, Rietbrock, 1994], чем нормальный гемоглобин (HbA0). Результатом 

окислительных посттрансляционных модификаций биологически важных молекул может 

быть сниженная гемолитическая устойчивость клеток, деформируемость и проходимость 

по узким капиллярам.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19317346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19317346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19317346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marschner%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7834160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marschner%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7834160
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Установлено, что патологически измененные эритроциты обнаруживают 

склонность к агрегации, апоптозу и гемолизу [Antonelou et al., 2010; Doctor et al., 2012]. 

Гемолиз эритроцита и выход гемоглобина в сосудистое русло — крайне нежелательное 

явление, приводящее к ряду физиологических нарушений в сердечно-сосудистой системе. 

Можно выделить три механизма токсического действия гемоглобина. Первый связан с 

развитием вазоконстрикции в результате окисления оксида азота до нитрата в реакции с 

оксигемоглобином (NOD-реакция). Второй — с образованием активных радикальных 

продуктов: супероксидного анион-радикала, пероксинитрита и феррил- и оксоферрилHb, 

которые инициируют окисление липопротеинов плазмы. В основе третьего механизма 

лежат реакции свободного гема, который индуцирует образование активных форм 

кислорода и медиаторов воспаления через активацию транскрипционного фактора NF-kB 

в эндотелиальных клетках [Belcher et al., 2014], а также активирует макрофаги и 

нейтрофилы [Dutra, Bozza, 2014; Schaer et al., 2013]. В совокупности все эти явления 

приводят к нарушению реологических свойств крови и окклюзии сосудов [Koltai et al., 

2006; Buehler, Agnillo, 2010; Schaer et al., 2013]. В связи с этим представляется актуальным 

изучение механизмов стабилизации эритроцитов и поиск веществ, снижающих степень 

гемолиза при функционировании клеток в условиях карбонильного и окислительного 

стрессов. 

 

1.3. Адсорбционный механизм регуляции клеточного метаболизма 

Для сохранения своего гомеостаза живой организм должен обладать специальной 

сигнальной системой, информирующей о состоянии внутренних систем и окружающей 

среды. Ответная реакция живой системы на внешнее воздействие слагается из 

неспецифической и специфической компоненты. Неспецифическая реакция является тем 

фоном, на котором разворачивается специфический ответ [Гаркави с соавт., 1979]. 

Неспецифическая реакция обеспечивается иерархически более низкими, а, следовательно, 

и эволюционно более древними, регуляторными механизмами. Одним из таких 

механизмов является обратимый переход белков из растворимого в мембраносвязнное 

состояние. Это так называемый адсорбционный механизм регуляции [Kurganov, 1985]. 

Обратимая адсорбция ферментов позволяет регулировать их каталитическую активность и 

стабильность. Идея о том, что обратимое связывание ферментов c субклеточными 

структурами имеет регуляторное значение, была впервые высказана А.И. Опариным 

[Oparin et al., 1933]. Как правило, связывание с мембранами ферментов приводит к 

снижению их активности и находится в прямой зависимости от энергетического заряда 

клетки: высокий уровень в условиях низкой концентрации ATP и наоборот. Вероятно, это 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dutra%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24904418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dutra%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24904418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Buehler%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19659434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Buehler%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19659434
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позволяет клетке снизить расход энергии на постоянно действующие катализаторы. 

Существует точка зрения, что процесс сорбции-десорбции белков обладает высокой 

чувствительностью к низкоинтенсивным воздействиям. Благодаря этому физико-

химическому процессу клетка может в течение нескольких секунд изменить метаболизм 

за счет ранее сорбированных ферментов. В то время как для реализации ответа через 

изменение экспрессии генов необходимо гораздо больше времени (рис. 10). 

Вполне естественно возникает вопрос, а что является пусковым механизмом 

внезапного перехода белков из связанного в свободное состояние. Согласно 

существующим представлениям, таким триггером являются конформационные изменения 

мембран и белков, что отражается на сорбирующей способности мембран и сорбционных 

свойствах белков. В настоящее время доказано существование взаимосвязи между 

конформацией белка и редокс состоянием его SH-групп [Chung et al., 2013]. Тиоловые 

группы являются наиболее активными группами белков, способными в мягких 

физиологических условиях вступать в разнообразные химические реакции (окисления, 

нитрозилирования, гликирования, алкилирования, тиолирования и др.) [Chung et al., 2013]. 

Многие из этих реакций обратимы и поэтому имеют исключительное значение для 

физиологии клетки. Кроме того, тиолдисульфидное равновесие чрезвычайно 

чувствительно к действию различных по природе факторов (химических, физических и 

биологических). Вполне вероятно, что чувствительность живых систем к слабым и 

сверхслабым воздействиям объясняется высокой лабильностью SH-групп входящих в их 

состав биомолекул. Во многом именно с химическими превращениями тиоловых групп 

связано разнонаправленное действие редокс-активных соединений на клетки. Редокс-

активные соединения (активные формы кислорода, азота и активные карбонильные 

соединения) в зависимости от концентрации и химических свойств могут быть 

блокаторами и сенсибилизаторами реактивности SH-групп, таким образом модулируя 

чувствительность клетки к внешним воздействиям. Например, образование дисульфидных 

связей, а также комплексов с ионами тяжелых металлов, снижает чувствительность 

клетки, окисление до тиолят-аниона (R-S−) или сульфеновой кислоты (R-SOH), наоборот, 

повышает. 

Данная диссертационная работа посвящена изучению модификации гемоглобина 

при совместном действии активных форм кислорода, азота и активных карбонильных 

соединений. Все эти редокс-активные соединения объединяет одно свойство — 

способность взаимодействовать с SH-группами белков. По масштабности оказываемого на 

метаболизм влияния посттрансляционную модификацию SH-групп приравнивают к 

фосфорилированию белков. Любое воздействие на клетку сводится к изменению 
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стационарных концентраций акцепторов, которые нарушают донорно-акцепторное 

равновесие и индуцируют фазовый сдвиги в состоянии белков и мембран. Основными 

акцепторами в клетке является альдегидная или кетонная группы. Как написал Сент-

Дьердьи: «…если кетоальдегиды и играют какую-то роль в регуляции, то, по всей 

вероятности, эту роль выполняет метилглиоксаль» [Сент-Дьёрдьи, 1971]. Поскольку 

любое нарушение гомеостаза приводит к изменению распределения белков между 

связанным и свободным состояниями, то по уровню связанных с мембранами белков 

можно судить о физиологическом состоянии клетки.  

Эритроциты млекопитающих, лишенные ядра, являются удобной моделью для 

изучения адсорбционного механизма регуляции. Связывание Hb с цитоплазматическим 

доменом белка полосы 3 способствует переходу ферментов гликолиза в цитозоль и росту 

их активности. В результате этого повышается энергетический заряд клетки. Параметры 

энергетического обмена определяют метаболическую стратегию клетки, а в случае 

одноклеточных организмов и жизненную стратегию. Несмотря на то, что зрелый 

эритроцит лишен транскрипционного и трансляционного аппаратов, в нем имеются 

механизмы настройки функционального состояния в зависимости от внешних условий, 

реализующиеся за счет адсорбционного механизма.  

Приспособление к изменениям условий внешней среды — это фундаментальное 

биологическое свойство всех живых организмов. Выделяют две альтернативные стратегии 

биохимической адаптации: активную, сопровождающуюся увеличением синтеза АТФ и 

активацией энергозависимых процессов, и пассивную, сопровождающуюся уменьшением 

напряженности метаболических систем и усилением антиоксидантной защиты. В 

эритроците выбор стратегии биохимической адаптации сводится к проблеме 

перераспределения ресурсов между альтернативными метаболическими путями — 

гликолизом и пентозофосфатным путем. Гликолиз поставляет клетке энергию в виде 

АТФ, необходимую для поддержания ионного гомеостаза, а пентозофосфатный путь 

обеспечивает восстановительными эквивалентами ферменты антиоксидантной защиты. На 

основании анализа данных литературы мы высказываем рабочую гипотезу, согласно 

которой перераспределение Hb из растворимого в мембраносвязанное состояние 

переключает метаболизм из высоко- в низкоэнергетическое состояние, и таким образом 

повышает неспецифическую резистентность за счет реализации пассивной адаптационной 

стратегии. С помощью схемы, представленной на рис. 9, мы проиллюстрировали 

способность Hb выступать в роли метаболического «реостата», регулирующего 

чувствительность и устойчивость эритроцита. 
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Завершить вышесказанное хотелось бы другими словами Сент-Дьердьи: «В основе 

живой природы лежит относительно небольшое число фундаментальных принципов, 

мудро приспособленных для самых разнообразных целей» [Сент-Дьёрдьи, 1971]. Одним из 

таких принципов является переход белков из растворимого в мембраносвязанное 

состояние. Как было показано школой А.И. Опарина, адсорбционный механизм регуляции 

активности ферментов работает и в гелеподобных структурах (коацерватах), что является 

свидетельством эволюционной древности данной «системы быстрого реагирования». 

 

 
 

Рис. 9. Равновесие Hb  MBHb является метаболическим «реостатом», 

регулирующим чувствительность и устойчивость эритроцита. 

 

 

Рис. 10. Развертывание адаптационных ответов в клетке по времени. 
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1.4. Компьютерные экспертные системы в медицинской диагностике 

1.4.1. Понятие об экспертной системе 

Экспертная система — (ЭС, англ. expert system) — компьютерная система, 

способная частично заменить специалиста-эксперта в разрешении проблемной ситуации. 

Современные ЭС начали разрабатываться исследователями искусственного интеллекта в 

1970-х годах, а в 1980-х получили коммерческое подкрепление. Предтечами экспертных 

систем можно считать механические устройства — так называемые «интеллектуальные 

машины», созданные в 1832 году С.Н. Корсаковым [Корсаков, 2009], позволявшие 

находить решения по заданным условиям, например, определять наиболее подходящие 

лекарства по наблюдаемым у пациента симптомам заболевания. 

Междисциплинарные исследования — способ организации исследовательской 

деятельности, предусматривающий взаимодействие в изучении одного и того же объекта 

представителей различных дисциплин. Внимание к междисциплинарным исследованиям и 

даже выделение их в специальный тип исследовательской деятельности относится ко 

второй половине XX века. [URL: http://iph.ras.ru/elib/1836.html]. На рис. 11. представлена 

диаграмма, показывающая пересечение областей наук, формирующих 

междисциплинарную область, в рамках которой осуществляется построение 

диагностической экспертной системы. Желтый сегмент (1) обозначает фундаментальные 

исследования; зеленый круг представляет медицинский аспект; фиолетовая область (3) 

представляет информационные технологии. На стыке этих трех областей родилось новое 

мультидисциплинарное направление «Система поддержки принятия решений в 

медицинской диагностике». 

 

Рис. 11. Пересечение областей наук, формирующих междисциплинарную 

область, в рамках которой осуществляется построение диагностической экспертной 

системы. 

http://iph.ras.ru/elib/1836.html
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В нашей стране разработкой диагностических систем для медицины с 

применением современных информационных технологий на протяжении 16 лет 

занимается кафедра НИЯУ МИФИ «Компьютерные медицинские системы» (зав. кафедрой 

проф. В.Г. Никитаев). На базе этой кафедры совместно с клинической больницей № 83 

(КБ-83) Федерального Управления «Медбиоэкстрем» при Минздраве РФ были созданы: 

диагностические компьютерные системы обработки изображений АТЛАНТ, 

автоматизированные рабочие места врачей, локальная вычислительная сеть в КБ-83 и в 

МИФИ. В настоящее время введен в действие телемедицинский комплекс онкологической 

экспресс-диагностики, обеспечивающий дистанционные консультации между КБ-83 и 

РОНЦ РАМН по гистологическим препаратам с использованием волоконно-оптического 

канала связи (передаются диагностические изображения, текстовые документы и речевые 

комментарии, включая вопросно-ответный диалог врачей). Это позволило проводить 

срочные консультации для определения типа опухолей (доброкачественные или 

злокачественные) во время хирургических операций [Бердникович и др., 2011; Никитаев и 

др., 2006; Блиндарь и др., 2011]. Научным коллективом под руководством В.Г. Никитаева 

также были разработаны компьютерный офтальмологический комплекс «Атлант-retina» 

[URL: http://www.comesy.ru/science/6.html]; компьютерная система для гематологической 

диагностики «Атлант-гемо» [Никитаев с соавт, 2006]; компьютерные экспертные 

комплексы гистологической, цитологической и гематологической диагностики. [URL: 

http://www.kaf46.mephi.ru/science.html]. Эта работа в 2013 г. была отмечена Премией 

Правительства РФ.  

Частью компьютерных медицинских систем являются базы данных, которые 

могут выглядеть в виде атласов и справочников на различных электронных носителях. 

Наиболее известные справочные базы данных: Embase, Genbank, Phytomed. Достоинство 

электронных атласов состоит в накоплении знаний специалиста, простота в 

использовании и бюджетность. К недостаткам следует отнести пассивную форму 

представления знаний и отсутствие аппарата анализа данных.  

Экспертные же системы построены по принципу активного взаимодействия с 

пользователем, содержат структурированные знания специалистов в предметной области 

и правила поддержки принятия решений. Задача исследования неизвестного случая 

заболевания с применением экспертной системы сводится к задаче отнесения 

неизвестного объекта к одному из заданных классов. Цель ЭС - обеспечение помощи 

исследователю (врачу) на основании имеющихся данных в этой системе к одному из 

предложенных классов.  

http://www.kaf46.mephi.ru/science.html
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К широко известным зарубежным медицинским экспертным системам относится 

диагностическая система MYCIN, предназначенная для диагностики и наблюдения за 

состоянием больного при менингите и бактериальных инфекциях. Первая версия была 

разработана в 1970-х гг. в Стенфордском Университете (США). В настоящее время эта 

система ставит диагноз на уровне врача-специалиста. В ней имеется расширенная база 

знаний, поэтому она может применяться в смежных областях медицины [Бердникович и 

др., 2011].  

Разработка компьютерных систем в настоящее время является приоритетной для 

многих медицинских учреждений. В США существуют системы, которые занимаются 

диагностикой на уровне врача-эксперта, такие системы могут служить хорошим 

подспорьем для молодых врачей-интернов. [Wagholikar et al., 2013; Gardner, 2004]. 

Компьютерные экспертные системы могут быть использованы для диагностики 

различных заболеваний системы крови — это анемии различного генеза и 

гемоглобинопатии. 

 

1.4.2. Методы анализа данных в экспертных системах 

Для построения экспертной системы применяются следующие методы 

статистического анализа данных: метод построения эталонов, метод потенциальных 

функций, метод ближайшего соседа, метод k ближайших соседей. Описание методов дано 

в учебном пособии [Никитаев с соавт., 2006], здесь мы лишь приводим сравнительный 

анализ методов. 

Метод эталонов среди перечисленных является самым быстрым в процессе 

анализа, относительно прост в реализации, но плохо чувствителен к случайным выбросам 

(случаи отличия значений от среднестатистических). Отчасти этот недостаток 

нивелируется в реализованной системе путем использования простого классификатора 

Байеса — эталоны классов по обучающей выборке находятся для каждого признака в 

отдельности, после чего при анализе значения каждого из признаков сравнивается с 

эталонными, на основании этого данный конкретный признак считается указывающим на 

принадлежность к классу, расстояние до эталона которого является минимальным, и по 

сумме признаков рассчитывается процентная вероятность того или иного заболевания. 

Метод потенциальных функций значительно сложнее в плане физической 

реализации и показывает неоднозначные результаты — в зависимости от особенностей 

конкретных заболеваний одни из них могут распознаваться со значительно большей 

точностью, чем другие. В целом можно сказать, что данный метод крайне чувствителен к 
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неоднородности распознаваемых классов и при большом разбросе значений внутри класса 

становится неэффективным. 

Метод ближайшего соседа и метод k ближайших соседей показывают достаточно 

сходные результаты, в целом точность данных методов в определенных случаях 

оказывается наивысшей, однако стоит учитывать неспособность распознавать случаи, 

значительно отличающиеся от имеющихся в обучающей выборке (данный недостаток в 

определенной мере свойственен всем методам классификации), и долгое время анализа 

каждого случая (в сравнении с методом эталонов, разница во времени анализа может 

достигать двух порядков). 

Таким образом, каждый из рассмотренных методов имеет определенные 

достоинства и недостатки. Вероятно, для повышения точности и достоверности 

проводимого системой анализа имеет смысл реализовать более одного метода 

классификации, и проводить окончательную постановку диагноза основываюсь на их 

суммарных результатах. Также стоит провести статистическое сравнение точности всех 

перечисленных методов на выборке реальных случаев для окончательного заключения об 

их эффективности. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. МАТЕРИАЛЫ  

 

В работе были использованы следующие реактивы: метгемоглобин из эритроцитов 

быка, метмиоглобин из скелетных мышц лошади, супероксиддисмутаза из корней хрена 

(15 тыс. ед), каталаза из печени быка, L-лизин, метилглиоксаль, пиридин, карнозин, 

гистидин, имидазол, HEPES, MTT (2,5-дифенил тетразолий бромид), N-ацетил-L-цистеин-

NO, дигидрородамин 123, DETA/NO, HOCl — Sigma (USA); NaNO2, DMSO, K3[Fe(CN)6] 

— Sigma-Aldrich (USA); ThioGlo1 — Calbiochem (USA); L-глутатион — AppliChem 

(Германия); PAPA NONOate (3-(2-гидрокси-2-нитрозо-1-пропилгидразино)-1-

пропанамин), соль Ангели (Na2N2O3) — Cayman Chemicals (USA); FeSO4 — Fluka 

(Switzerland); D-глюкоза, NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2, Na2HPO4, KCN, трис-HCl — Химмед 

(Россия). Все реактивы имеют высокую степень чистоты. 

 

Синтез метаболитов NO. Нитрозоглутатион и нитрозоцистеин синтезировали 

путем смешения эквимолярных количеств глутатиона или N-ацетил-L-цистеина и NaNO2 

непосредственно перед внесением в среду инкубации. Концентрацию образовавшихся 

нитрозотиолов определяли по поглощению при λ=335 нм, используя молярный 

коэффициент экстинкции, равный 774 М-1см-1. Динитрозильные комплексы железа 

(ДНКЖ) с различными лигандами (фосфат, глутатион, цистеин) синтезировали по ранее 

разработанной методике [Shumaev et al., 2008b]. Синтез ДНКЖ с тиоловыми лигандами 

проводили в HEPES-буфере (рН ~ 8,0), добавляя FeSO4 к раствору S-нитрозотиола, затем 

доводили рН до 7,0 и добавляли тиолы. ДНКЖ с карнозиновыми лигандами получали 

путем последовательного смешивания следующих компонентов: 65 мкл 0,1 М HEPES (pH 

7,5), 50 мкл 0,5 М раствора карнозина, 5 мкл 8% раствора метилглиоксаля, 5 мкл 20 мМ 

FeSO4 и 5 мкл 100 мМ Соли Ангели. Гемоглобиновые и альбуминовые ДНКЖ получали 

добавлением фосфатных ДНКЖ к раствору белков в фосфатном буфере в молярном 

соотношении Hb : ДНКЖ = 1 : 2,4. Концентрацию ДНКЖ рассчитывали по двойному 

интегралу сигнала ЭПР этих комплексов, используя в качестве стандарта спиновую метку 

4-гидрокси-TEMPO. 
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2.2. МЕТОДЫ 

2.2.1.Определение концентрации гемоглобина и его разных форм 

Общий гемоглобин определяли цианидным методом или пиридингемохромным 

методом Риггса в нашей модификации [Космачевская, Топунов, 2007]. Суть цианидного 

метода заключается в том, что все формы гемоглобина преобразуются в одну форму - 

цианметгемоглобин. В 1 мл крови, разбавленной в 250 раз 0,1 М К-фосфатным буфером 

(рН 7,4), измеряли оптическую плотность (А1) при 630 нм. Затем в кювету с исследуемым 

раствором добавляли 20 мкл 20% раствора KCN и через 3 минуты снимали показания 

оптической плотности (А2) при 630 нм. После этого в кювету вносили несколько 

кристаллов K3[Fe(CN)6], перемешивали и через 3 минуты измеряли оптическую плотность 

(А3) раствора при 540 нм. Для определения концентрации общего гемоглобина 

использовали зависимость: Hb (г/л) = А3×367,7. Концентрацию метгемоглобина 

рассчитывали по формуле: metHb (%) = (А1-А2)×1100 / (А3×3,59) [Depositar et al., 1972]. 

Количество восстановленного гемоглобина определяли по доли оксигенированного 

гемоглобина (576=14,6 мМ-1см-1), образующегося в кювете при спектрофотометрическом 

измерении в присутствии кислорода.  

Образование нитрозилгемоглобина (HbFe-[IINO]) регистрировали по увеличению 

поглощения в области 572 нм (один из максимумов Hb-[FeIINO]) относительно 

поглощения при 592 нм (ближайшая изобестическая точка), а также с помощью 

спектроскопии ЭПР. Процентное содержание Hb-[FeIINO] в инкубируемой смеси 

рассчитывали, принимая за 100 % количество Hb-[FeIINO] после добавления донора NO и 

дитионита натрия. В качестве донора оксида азота использовали S-нитрозоглутатион, 

PAPA NONOate и DETA/NO. 

Образование нитригемоглобина (NO2-Hb) оценивали по характерной для этой 

формы полосе поглощения восстановленного гемохромогена при 582 нм в 30% щелочном 

растворе пиридина [Otsuka et al., 2010]. 

Мембраносвязанный гемоглобин определяли по разработанному нами методу. Для 

анализа брали 100 мкл крови, производили отмывку эритроцитов от компонентов плазмы 

в 1 мл фосфатно-солевого буфера и затем полностью гемолизировали. Тени эритроцитов, 

содержащие гемоглобин, отделяли центрифугированием при 5000 g в течение 5 мин. К 

двукратно отмытым теням добавляли 100 мкл воды и 450 мкл 30% щелочного раствора 

пиридина. После полного растворения осадка определяли концентрацию связанного с 

мембранами гемоглобина пиридингемохромным методом. Для этого непосредственно 

перед измерением раствор Hb в пиридине восстанавливали дитионитом натрия. Измеряли 
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оптическое поглощение восстановленного пиридингемохромогена при 556 и 539 нм и 

рассчитывали концентрацию гемопротеидов по формуле С(мг/мл) = (А556-А539) × 3,86.  

 

2.2.2. Эксперименты с суспензией эритроцитов 

В работе использовали эритроциты, полученные из крови крыс линии Wistar и из 

донорской крови, стабилизированной цитратом натрия. Эритроциты дважды отмывали 

непосредственно перед опытом от компонентов плазмы пятикратным объемом 

изотонического раствора в фосфатно-солевом буфере, содержащем 10 мМ 

Na2HPO4/KH2PO4, 137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl (рН 7,4) 1 мМ СаСl2, 0,5 мМ MgCl2, путем 

двукратного центрифугирования (1200 g, 10 мин, 4 °С.) Отмытые эритроциты 

использовали для приготовления суспензии с гематокритом 0,2 (содержание гемоглобина 

50 ± 3 мг/мл). В качестве среды инкубирования использовали тот же раствор, 

дополнительно содержащий 5 мМ глюкозы. 

Эксперименты с эритроцитами человека (раздел 3.3.3.) 

Цитопротекторное действие ДНКЖ с глутатионовыми лигандами (ДНКЖ-GS) 

(раздел 3.3.3.) изучали в экспериментальной модели, представляющей собой отмытую 

суспензию эритроцитов, полученных из крови пациентов Российского онкологического 

научного центра им. Н.Н. Блохина (РОНЦ РАМН). Гемолиз эритроцитов индуцировали 

добавлением хлорноватистой кислоты (HOCl/OCl−) (0,2-4 мМ) к суспензии эритроцитов в 

фосфатно-солевом буфере с добавлением глюкозы. ДНКЖ-GS и другие редокс-активные 

вещества (GSH, NaNO2, Fe2+) добавляли к суспензии эритроцитов в количестве, 

эквивалентном 3 мкМ ДНКЖ-GS в инкубируемой смеси. Затем через 6-7 мин добавляли 

HOCl/OCl− либо в различных концентрациях (20, 100, 200, 400 мкМ) с целью изучения 

дозозависимого эффекта, либо в единичной концентрации 400 мкМ для изучения степени 

ингибирования окислительного гемолиза. Эритроциты инкубировали в течение 20 мин 

при 37 °С при постоянном медленном перемешивании, затем центрифугировали при 1200 

g в течение 10 мин. В супернатанте и в осадке определяли концентрацию гемоглобина как 

описано в разделе 2.2.1. 

Эксперименты с эритроцитами крысы (раздел 3.3.4.) 

К 100 мкл суспензии эритроцитов добавляли 10 мМ растворы NaNO2, СysNO (N-

acetyl-L-cysteine-NO) и GSNO до конечных концентраций 0,8, 2, 3, 4 мМ соответственно. 

В случае моделирования карбонильного стресса проводили прединкубирование 

эритроцитов с метилглиоксалем (3 мМ) в течение 20 мин. В качестве контроля 

использовали суспензию эритроцитов без добавок. Конечный объём эритроцитарной 

смеси составлял 125 мкл. Эритроциты инкубировали при 37 °С в течение 90 мин при 
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постоянном медленном перемешивании, затем центрифугировали при 1200 g в течение 10 

мин. В супернатанте определяли концентрацию гемоглобина, отражающую степень 

гемолиза, и содержание метгемоглобина, осадок использовали для оценки количества 

связанного с мембранами гемоглобина как описано в разделе 2.2.1. 

 

2.2.3. Реакционная система для изучения нитрозилирования гемопротеидов 

Реакционная система для изучения нитрозилирования гемопротеидов включала 25 

мМ К-фосфатный буфер (рН 7,4), 0,3 мМ metHb, 20 мМ MG, 5 мМ GSNO или 5 мМ 

NaNO2 (рН = 6,9). GSNO и NaNO2 вносили после 20 мин инкубации Hb с MG. Затем 

растворы инкубировали при 37 ºС. Для получения микроаэрофильных условий в системе 

раствор Hb во флаконе с плотно прилегающей крышкой с силиконовой прокладкой 

деаэрирование током аргона в течение 15 мин. 

 

2.2.4. Реакционная система для изучения влияния доноров NO и 

метилглиоксаля на переход гемоглобина в связанное с мембранами состояние 

Материалом исследования служили эритроциты, полученные из 

стабилизированной цитратом натрия крови крыс. Эритроциты дважды отмывали 

непосредственно перед опытом от компонентов плазмы пятикратным объемом 

изотонического буферного раствора (125 мМ NaCl, 4,5 мМ KCl, 2 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2, 

1,2 мМ Na2HPO4, 50 мM трис-HCl, pH 7,4) в режиме центрифугирования 800 g 10 мин при 

4 °С. Отмытые эритроциты использовали для приготовления суспензии с гематокритом 

0,2 (содержание гемоглобина 47 ± 2 мг/мл). В качестве среды инкубирования 

использовали тот же раствор, дополнительно содержащий 5 мМ глюкозы. К 100 мкл 

суспензии добавляли 10 мМ растворы одного из доноров оксида азота: NaNO2, Сys-NO (N-

ацетил-L-цистеин-NO) и GSNO до конечных концентраций 0,8, 2, 3, 4 мМ соответственно. 

В случае моделирования карбонильного стресса проводили прединкубирование суспензии 

эритроцитов с метилглиоксалем (конечная концентрация 3 мМ) в течение 20 мин. В 

качестве контроля использовали суспензию эритроцитов без добавок. Конечный объём 

эритроцитарной смеси составлял 125 мкл. Эритроциты инкубировали при 37 °С в течение 

90 мин при постоянном медленном перемешивании, затем центрифугировали при 800 g в 

течение 10 мин. В супернатанте определяли концентрацию гемоглобина, отражающую 

степень гемолиза, и содержание metHb, осадок использовали для оценки количества 

прочно связанного MBHb. Для этого эритроциты подвергали полному лизису, осадок 

ресуспендировали в 1,5 мл 15 мМ NaCl и инкубировали 30 мин при 37 °С, затем 

центрифугировали при 2000 g в течение 10 мин. К осадку добавляли 150 мкл воды и 450 
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мкл щелочного 30% раствора пиридина, после полного растворения осадка определяли 

концентрацию связанного с мембранами гемоглобина пиридингемохромным методом, 

описанным в разделе 2.2.1. 

 

2.2.5. Получение гликированного гемоглобина 

Гликированный гемоглобин (раздел 3.1.2.) получали инкубацией метгемоглобина 

(20 мг/мл) с 4 мМ метилглиоксаля в деаэрированной аргоном среде при 37 °С в течение 20 

и 113 ч. Непрореагировавший метилглиоксаль и лабильные аддукты удаляли диализом.  

 

2.2.6. Определение флуоресцирующих продуктов неферментативного 

гликирования гемоглобина 

Накопление флуоресцирующих продуктов неферментативного гликирования 

гемоглобина (пентозидины и аргпиримидины) оценивали по автофлуоресценции аддуктов 

в области 385-395 нм, при длине волны возбуждения 320 нм на спектрофлуориметре 

Shimadzu RF-5301 PC (Япония). Концентрация Hb в кювете составляла 2,25 мкМ в 25 мМ 

К-фосфатном буфере (рН 7,4). Реакционная смесь содержала metHb и MG или 

комбинацию MG с GSNO или NaNO2  

 

2.2.7. Восстановление дифенилтетразолий бромида 

Скорость восстановления дифенилтетразолий бромида (MTT) продуктами реакции 

неферментативного гликирования регистрировали при 565 нм в системе, содержащей 0,1 

М К,Na-фосфатный буфер (рН 8,5), 0,625 мМ МТТ, 40 мМ L-лизина, 40 мМ MG, 3,2 мМ 

GSNO или 3,5 мМ DETA/NO. Концентрацию восстановленного MTT рассчитывали, 

используя коэффициент миллимолярной экстинкции 565=4 мМ-1см-1. Значения начальных 

скоростей восстановления MTT представлены как среднее арифметическое результатов 

трех экспериментов. 

 

2.2.8. Распад нитрозоглутатиона 

Распад нитрозоглутатиона в системе, содержащей метилглиоксаль и лизин, 

регистрировали при изменении максимума поглощения при 545 нм дифференциального 

спектра, полученного путем вычитания из суммарного спектра поглощения, 

образующихся в реакционной смеси аддуктов лизина с метилглиоксалем. 
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2.2.9. Определение SH-групп в низкомолекулярных и белковых тиолах 

Количественную оценку свободных сульфгидрильных групп определяли с 

помощью тиол-специфичной флуоресцентной метки ThioGlo1. Методика заключается в 

том, что при добавлении к раствору белка ThioGlo1 образуется флуоресцирующий аддукт 

с максимумом испускания флуоресценции при 506 нм при длине волны возбуждения 379 

нм [Hoff et al., 2013]. 

С целью изучения взаимодействия цистеина и глутатиона с метилглиоксалем к 50 

мкл 7 мМ раствора тиолового соединения в 0,1 М К-фосфатном буфере (рН=7,4) 

добавляли 50 мкл 7 мМ раствора метилглиоксаля (R-SH : MG = 1 : 1), затем смесь 

инкубировали при 25 °С в течение 24 мин. 

Для анализа восстановленных SH-групп мембранных белков образцы готовили 

следующим образом: к 50 мкл отмытой суспензии эритроцитов ([Hb] = 47 ± 2 мг/мл) 

добавляли 450 мкл 0,45% раствора NaCl, инкубировали при 37 °С в течение 60 мин, затем 

отделяли тени эритроцитов центрифугированием при 3000 g в течение 5 мин. Осадок 

ресуспендировали в 100 мкл DMSO, на анализ брали 5 мкл, к которым добавляли 5 мкл 

0,2 мМ ThioGlo1 в DMSO. В спектрофлуориметрическую кювету к 490 мкл 10 мМ К,Na-

фосфатного буфера (рН 7,4) вносили 10 мкл исследуемой смеси и регистрировали 

флуоресценцию на спектрофлуориметре Shimadzu RF-5301 PC (Япония) при высокой 

чувствительности, средней скорости сканирования (по обозначениям прибора) и ширине 

щели возбуждающего и испускающего света 1,5 нм для образцов цистеина и глутатиона и 

3 нм для белков мембран эритроцитов. 

 

2.2.10. Определение пероксинитрита  

Образование пероксинитрита в системе, моделирующей карбонильный стресс, 

регистрировали по скорости окисления дигидрородамина 123 [Crow, 1997] в системе, 

содержащей 0,1 М К-фосфатный буфер (рН 8,5), 0,5 мМ дигидрородамина, 3,2 мМ GSNO 

и/или 40 мМ лизина и 40 мМ метилглиоксаля. Окисление дигидрородамина до родамина 

определяли спектрофотометрически при 500 нм (500=78,8 мМ-1см-1). 

 

2.2.11. Измерение антиоксидантной активности ДНКЖ 

Антиоксидантную активность ДНКЖ с различными лигандами оценивали по 

скорости восстановления оксоферрильной формы миоглобина (Mb-[FeIV=O]). Реакционная 

смесь включала 90 мМ HEPES (pH 7,5), 100 мкМ metMb из скелетных мышц лошади, 1 

мМ H2O2. Через 3 мин после полного окисления metMb до Mb-[FeIV=O] для удаления 

непрореагировавшей H2O2 к реакционной смеси добавляли каталазу (0,2 мг/мл) и 

http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASigne%20Hoff
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инкубировали еще 4 мин. Регистрировали спектр образовавшегося Mb-[FeIV=O]. Затем 

вносили 5 мкл раствора ДНКЖ с фосфатными или карнозиновыми дигандами (4 мМ) или 

продуктов распада ДНКЖ в концентрациях, эквивалентных их содержанию в комплексах, 

производили регистрацию спектров с интервалом 1,5 мин в термостатируемой при 37 °С 

кювете. Расcчет скорости восстановления осуществляли по тангенсу угла наклона 

линейного участка на кривой восстановления Mb-[FeIV=O] до metMb  

 

2.2.12. Регистрация спектров оптического поглощения 

Спектры оптического поглощения регистрировали на UV-VIS спектрофотометре 

Carу 300 (VarianBio, США) при комнатной температуре в кювете с длиной оптического 

пути 1 см при скорости сканирования 600 нм/мин. Спектрофотометрические исследования 

в микроаэрофильных условиях проводили в специальных кюветах с плотно 

прилегающими крышками с силиконовой прокладкой, через которую осуществлялось 

деаэрирование раствора током аргона в течение 35-40 мин. 

 

2.2.13. Регистрация спектров ЭПР 

Регистрацию спектров ЭПР проводили на спектрометре Е-109Е (Varian, США) в 

двух режимах: при комнатной температуре и при температуре жидкого азота. Условия 

регистрации при комнатной температуре: СВЧ мощность 20 мВт, СВ-частота 9,15 ГГц, 

амплитуда СВЧ модуляции 0,2 мTл для сигналов органических свободных радикалов или 

0,4 мTл для сигналов нитрозилированного Hb. Запись спектров начинали через 1 мин 

после смешивания реакционных компонентов. Реакционную смесь (120 мкл) вводили в 

газопроницаемые тефлоновые капилляры PTFE 22 (Zeus Industrial Products, Inc., США). 

Капилляры помещали в кварцевую трубку, через которую в ходе измерения постоянно 

продували азот. В качестве стандарта использовали сигнал ЭПР стабильного 

синтетического свободного радикала — дифенилпикрилгидразина [Шумаев с соавт., 

2009]. 

Условия регистрации при температуре жидкого азота: СВЧ мощность 10 мВт, СВ-

частота 9,33 ГГц, амплитуда СВЧ модуляции 0,16 мTл, постоянная времени 0,032. 

Измерения ЭПР были проведены с использованием кварцевых сосудов Дьюара, 

содержащих замороженный образец, погруженный в жидкий азот. 

 

2.2.14. SDS-электрофорез в ПААГ 

Электрофорез проводили в блоках 10% ПААГ размером 150×150×1 мл по методу 

Лэммли, используя прибор для вертикального электрофореза серии VE («Хеликон», 
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Россия). Реакционная смесь содержала 0,3 мМ Hb быка в 0,01 М К-фосфатном буфере (рН 

7,2), 0,02 % NaN3, 6 мМ MG и 1,5 мМ GSNO. Инкубацию осуществляли анаэробно при 

37°С. К образцам белка добавляли буфер в соотношении 1:1, прогревали в течение 10 мин 

при 70оС и затем наносили на гель. Буфер для образцов был приготовлен на основе 0,1 М 

Трис-HCl буфера (рН 6,8) с 4% SDS, 3% дитиотрейтола, 0,2% бромфенолового синего и 

20% глицерина. На гель наносили по 10 мкл образца белка. В качестве электродного 

буфера использовали 0,2 М Трис-глициновый буфер (рН 8,3), содержащий 0,1% SDS.  

Электрофорез проводили при 4 оС и следующих параметрах: до входа белков в 

концентрирующий гель I=30 мА, U=150 B, в разделяющем геле I=50 мА,U=200 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. 

 

2.2.15. Методы статистического анализа данных для построения экспертной 

системы 

Для построения экспертной системы использовали метод статистического анализа 

данных — метод построения эталонов. Эталон — это усредненный по обучающей 

выборке абстрактный объект; он может не совпадать не только ни с одним объектом 

обучающей выборки, но и ни с одним объектом генеральной совокупности. 

Для каждого класса объектов по обучающей выборке строятся эталон, имеющий 

определенные значения для набора признаков: 

x
0
  0 0 0

1 2, ,..., Nx x x
,                  где xi

0

=

1

1K
xik

k

K




,  

K  – количество объектов данного образа в обучающей выборке,  

i  – номер признака.  

Классификация осуществляется следующим образом. На вход системы поступает 

объект x , принадлежность которого к тому или иному классу системе неизвестна. От 

этого объекта измеряются расстояния до эталонов всех классов, и x  система относит к 

тому классу, расстояние до эталона которого минимально. Расстояние измеряется в той 

метрике, которая введена для решения определённой задачи распознавания. 

Данный способ оценки был использован для построения экспертной системы как 

дающий наиболее точные результаты при среднем объеме выборки. При увеличении 

выборки и добавлении в базу большого количества случаев возможны доработка данного 

модуля с учетом информативности каждого из признаков для конкретного заболевания, и 
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выбор метода постановки диагноза (например, помимо метода эталонов, хорошо 

использовать алгоритм k-соседей), но на данном этапе ввиду небольшого размера выборки 

добавление данных алгоритмов только ухудшит результаты анализа, так как случайные 

отклонения отдельных случаев превышают закономерности, соответствующие каждому 

заболеванию. 

 

*** 

Статистическая обработка данных 

Статистическую обработку полученных данных проводили на основе расчета 

средних арифметических и их ошибок. Различия показателей, по сравнению с контролем и 

между группами определялись методом вариационной статистики с использованием 

критерия Стьюдента. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение. 

Представленные значения носят статистически достоверный характер (p≤0,05). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Влияние метаболитов оксида азота на реакцию неферментативного 

гликирования (реакцию Майяра) 

 

3.1.1. Ингибирование образования флуоресцирующих продуктов 

неферментативного гликирования донорами оксида азота  

Имеются данные, что интермедиаты реакции Майяра предотвращают 

нитрозилирование гема, перехватывая NO [Bucala et al., 1991; Asahi et. al., 2000]. По 

данным Asahi с соавт. NO ингибирует формирование в белках пентозидинов [Asahi et. al., 

2000]. Пентозидины являются одними из флуоресцирующих конечных продуктов 

гликирования, которые образуются при модификации аминокислотных остатков белков 

карбонильными соединениями, в том числе MG [Asahi et. al., 2000; Yim et. al., 1995; 

Rahbar, 2005]. Другим флуоресцирующим продуктом гликирования, образующимся при 

взаимодействии MG с аргинином, является аргпиримидин [Rabbani, Thornalley, 2010]. В 

условиях нашего эксперимента GSNO ингибировал образование флуоресцирующих 

продуктов, возникающих в ходе инкубации metHb с MG (рис. 12). Причём этот эффект 

практически не зависел от содержания кислорода, что указывает на прямое 

взаимодействие NO или GSNO с интермедиатами реакции Майяра. 

Также было показано ингибирующее влияние GSNO на образование белковых 

межмолекулярных связей, образуемых в процессе реакции неферментативного 

гликирования. Инкубация metHb с MG в течение семи суток приводила к появлению 

кросс-сшивок между субъединицами Hb. Присутствие в реакционной смеси GSNO 

снижало количество агрегированных субъединиц. Этот эффект продемонстрирован с 

помощью SDS-электрофореза в ПААГ (рис. 13).  

Ингибирующее действие метаболитов NO на ход реакции неферментативного 

гликирования может быть связано с образованием аддуктов оснований Шиффа с оксидом 

азота (C- и N-нитрозаминов) и нитрозильных комплексов железа. Для проверки этого 

предположения было исследовано образование флуоресцирующих продуктов в системе, 

содержащей метилглиоксаль и карнозин. Дипептид карнозин (β-аланил-L-гистидин) 

обладает способностью реагировать с активными карбонильными соединениями 

(метилглиоксаль, акролеин, 4-гидроксиноненаль и др.), а также продуктами их 

взаимодействия с белками [Battah et al., 2002; Hipkiss, Brownson, 2000; Aldini et al., 2005; 

Reddy et al., 2005]. 
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Рис. 12. Кинетика накопления флуоресцирующих продуктов конечного 

гликирования гемоглобина. Инкубация metHb с MG – (1, 3) или в присутствии 

комбинации MG и GSNO – (2, 4). Инкубация проводилась в аэробных – (1, 2) или 

микроаэрофильных условиях – (3, 4). Параметры флуоресценции: λвозб = 320 нм, λисп = 

450 нм. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 13. SDS-электрофорез гемоглобина в 10% ПААГ. Реакционная смесь 

содержала 0,3 мМ Hb в 0,01 М К-фосфатном буфере (рН 7,2) с 6 мМ MG и 1,5 мМ GSNO. 

Инкубацию осуществляли анаэробно при 37 °С. Обозначения трэков: 1 – metHb, 2 и 6 – 24 

ч инкубации, 3 и 7 – 48 ч инкубации, 4 и 8 – 72 ч инкубации, 5 и 9 – 168 ч инкубации. 

0 20 40 60 80 100

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

E
x
=

3
2
0
 n

m

Time, h

 - 1

 - 2

 - 3

 - 4



 58 

Добавление ДНКЖ с фосфатными лигандами (ДНКЖ-PO4) и соли Ангели (донор 

нитроксила − HNO/NO–) к системе MG-карнозин существенно ингибировало образование 

флуоресцирующих продуктов реакции (рис. 14, столбцы 4, 5 и 6). Отметим, что в 

организме нитроксил возникает в результате одноэлектронного восстановления оксида 

азота [Kemp-Harper, 2011]. Доноры нитроксила в настоящее время также рассматриваются 

как потенциальные фармакологические агенты [Switzer et al., 2009].  

Наибольшее ингибирующее действие наблюдалось в среде, содержащей нитроксил 

и ионы двухвалентного железа (рис. 14). ДНКЖ-PO4 в наших экспериментах можно 

рассматривать как донор Fe–NO группы [Vanin, van Faassen, 2007], которая может 

переходить на белковые лиганды (цистеин, имидазол), образуя более прочные комплексы.  
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Рис. 14. Влияние доноров NO на образование флуоресцирующих продуктов в 

реакции метилглиоксаля с карнозином. 0,1 М HEPES (pH 7,6), 2 мМ карнозина, 4 мМ 

MG, 2 мМ NO-доноров: 1 − PAPA/NO, 2 − NaNO2, 3 − GSNO, 4 − соль Ангели, 5 − ДНКЖ-

PO4¯, 6 − соль Ангели + 2,4 мМ FeSO4. Инкубация при 37 °C в течение 4,5 ч. λвозб = 334 

нм, λисп = 440 нм. За 100% принято количество флуоресцирующих конечных продуктов 

гликирования в контрольном варианте (без доноров NO). 

 

Предположение, что включение реакционноспособных аминокислотных остатков в 

состав ДНКЖ препятствует их участию в реакции неферментативного гликирования, мы 

проверили в экспериментах с цистеином. Есть данные, что тиолы являются наиболее 

доступными мишенями действия дикарбонильных соединений. Продуктами реакции 
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цистеина с метилглиоксалем являются тиогемиацетали [Lo et. al., 1994; Zeng, Davies, 2005, 

2006], которые имеют характерный максимум поглощения в УФ области. На рис. 15 

представлены кинетика образования тиогемиацеталей. Как видно, тиоловые группы в 

составе динитрозильных комплексов обнаруживают меньшую активность (рис. 15, кривая 

2). На основании этих результатов можно заключить, что связывание белковых тиоловых 

групп также будет препятствовать их модификации активными карбонильными 

соединениями. Следует особо отметить, что такое свойство, как лабильность, делает 

ДНКЖ уникальными лигандами тиоловых групп, модулирующих их реакционную 

способность. С одной стороны, эти комплексы блокируют SH-группы, защищая их от 

окислительных модификаций, а с другой, наоборот, повышают их реакционную 

способность, за счет образования тиолят-аниона (R-S−) при распаде. Способность ДНКЖ 

защищать SH-группы гемоглобина от окисления была показана в более ранних 

исследованиях нашей лаборатории [Shumaev et al., 2008b].  
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Рис. 15. Кинетика образования тиогемиацеталей. Реакционная смесь содержала 

0,145 мМ цистеина и 3,33 мМ MG − (1), 0,145 мМ ДНКЖ-Cys и 3,33 мM MG − (2).  
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3.1.2. Образование динитрозильных комплексов железа с продуктами 

модификации гемоглобина и карнозина метилглиоксалем 

 

Образование динитрозильных комплексов железа с гликированным 

гемоглобином 

Одним из возможных механизмов ингибирующего (антигликирующего) действия 

метаболитов оксида азота может быть включение интермедиатов реакции Майяра в состав 

динитрозильных комплексов железа (раздел 3.1.1.). Ранее было показано, что введение 

фосфатных ДНКЖ в реакционную среду, содержащую аминокислоты (лизин или цистеин) 

и метилглиоксаль, приводит к появлению нового сигнала ЭПР с g-фактором, равным 2,018 

[Шумаев с соавт, 2013]. Аналогичный сигнал возникал при добавлении в эту среду ионов 

Fe2+ и синтетических доноров оксида азота. Лигандами для ДНКЖ могут быть основания 

Шиффа, образующиеся в реакции карбонильных групп метилглиоксаля с αаминогруппой 

L-лизина. Было высказано предположение, что азот основания Шиффа и карбоксильная 

группа аминокислоты участвуют в координации ионов железа. Из литературных 

источников известна способность оснований Шиффа формировать комплексы с 

металлами переменной валентности [Mohamed et al., 2006; Yousif et al., 2013].  

Возможность образования ДНКЖ нового типа, связанных с белками, была нами 

показана в экспериментах с гемоглобином, модифицированным метилглиоксалем (рис. 

16). При гликировании метилглиоксалем аминокислотных остатков гемоглобина 

образуются лиганды, способные связывать ионы железа и формировать нитрозильные 

комплексы. С увеличением степени модификации гемоглобина метилглиоксалем спектр 

ЭПР становится более ассиметричным (рис. 16, спектр 3). Такое изменение формы 

спектра может быть связано с изменением в лигандной сфере ДНКЖ. В случае 

альбуминовых ДНКЖ появление максимума с g ~ 2,05 происходит в результате замены 

тиольного лиганда на остаток гистидина белковой цепи, причем железо комплексов 

образует координационную связь с азотом имидазольного кольца. В наших экспериментах 

новым лигандом ДНКЖ может быть азот основания Шиффа, которое образуется при 

неферментативном гликировании гемоглобина метилглиоксалем. Кроме того, 

метилглиоксаль может модифицировать остаток цистеина 93 β-субъединицы гемоглобина 

с образованием тиогемиацеталя. Возникновение аналогичных новых сайтов связывания 

ДНКЖ было зафиксировано в молекуле миоглобина после его модификации 

метилглиоксалем.  

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535213001706
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Рис. 16. Спектры ЭПР ДНКЖ, связанных с нативным и модифицированным 

метилглиоксалем гемоглобином. Модифицированный Hb получали, инкубируя metHb 

(20 мг/мл) c MG (4 мМ) в течение 20 и 113 ч. Состав реакционной смеси: 1 – нативный Hb 

+ 270 мкМ ДНКЖ-PO4
−, 2 – модифицированный Hb + 600 мкМ ДНКЖ-PO4

−, 3 – 

модифицированный Hb + 600 мкМ ДНКЖ- PO4
−. 

 

Новый тип динитрозильных комплексов железа с карнозином в качестве 

лиганда 

При добавлении ДНКЖ-PO4 к раствору карнозина в реакционной смеси образуется 

синглетный сигнал ЭПР, принадлежащий новому типу динитрозильных комплексов 

железа (рис. 17 А, спектр 1). Аналогичный сигнал возникал в реакционной смеси, 

содержащей карнозин, ионы двухвалентного железа и соль Ангели (донор нитроксила —

HNO/NO–) (рис. 18, спектр 2). Cигнал ЭПР карнозиновых ДНКЖ характеризуется g-

фактором, равным 2,034, и не имеет выраженной сверхтонкой структуры. В данных 

экспериментах ДНКЖ с фосфатными лигандами в наших экспериментах можно 

рассматривать как донор Fe-NO группы [Vanin, van Faassen, 2007]. Однако в присутствии 

классического донора оксида азота PAPA/NONOate возникают лишь следовые количества 

карнозиновых ДНКЖ (рис. 17 А, спектры 3, 4). Тем не менее, PAPA/NONOate является 

эффективным источником NO для других динитрозильных комплексов железа, например, 

3100 3150 3200 3250 3300 3350

0

500

1000

1500

2000

2500

2

g=2,035

C
и

гн
а

л
 Э

П
Р

, 
о

т
н

. 
е

д
.

Магнитное поле, Гс

g=2,05

1

3



 62 

ДНКЖ с фосфатными лигандами (рис. 17 B, спектр 2). В этих условиях метилглиоксаль не 

влияет на образование карнозиновых ДНКЖ (рис. 17 А, спектр 2). 

В то же время в системе, содержащей HNO/NO–, ионы Fe2+ и избыток карнозина, 

наблюдается линейный рост концентрации карнозиновых ДНКЖ, причём метилглиоксаль 

дозозависимо увеличивает скорость (стимулирует) образования комплексов (рис. 19). Так 

как в этом эксперименте спектр ЭПР карнозиновых ДНКЖ не меняется (рис. 18, спектры 

2 и 3), можно предположить, что метилглиоксаль либо не вызывает ковалентную 

модификацию карнозиновых лигандов ДНКЖ, либо реагирует с химической группой, 

отдаленной от сайта связывания железа. 

 
Рис. 17. Образование ДНКЖ, содержащих в качестве лиганда карнозин (A) 

или фосфат (B) в присутствии донора FeNO-группы и оксида азота. A – ЭПР-спектры, 

полученные в результате реакции: 1 − 100 мМ карнозина, 4 мМ ДНКЖ с фосфатными 

лигандами; 2 − тоже что (1) плюс 100 мМ метилглиоксаля; 3 − 100 мМ карнозина, 1 мМ 

FeSO4, 10 мМ PAPA/NONO; 4 − тоже что (3) плюс100 мМ метилглиоксаля. Все растворы 

находились в 0,2 М HEPES (pH 7,6). B – реакционная смесь, содержащая K-Na фосфатный 

буфер (pH 7,6) и 4 мМ ДНКЖ с фосфатными лигандами (1) или 1 мМ FeSO4, 10 мМ 

PAPA/NONO (2). Спектры ЭПР записывали при комнатной температуре (25 °C) после 8 

мин инкубации.  

Известно, что железо в содержащих имидазол ДНКЖ, связано с атомами азота 

депротонированного имидазольного кольца [Wang et al., 2005; Tsai et al., 2009]. Кроме 
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того, в координации ионов железа могут участвовать амино- и карбоксильная группа 

карнозина. Hobart с соавт. показали, что имидазольные группы гистидина и карнозина 

стабилизируют аддукты, возникающие в реакции их аминогрупп с гликированными 

белками [Hobart et al., 2004]. В связи с этим вероятно, что взаимодействие метилглиоксаля 

с гистидином может влиять на хелатирующие свойства не только аминогруппы, но и 

близко расположенных карбоксильной и имидазольной групп. В работе [Battah et al., 2002] 

был идентифицирован один из продуктов реакции метилглиоксаля с карнозином — N-

лактоил-карнозин. Этот аддукт образуется в результате присоединении метилглиоксаля к 

имидазольному кольцу дипептида. Однако подобная модификация карнозинового лиганда 

должна приводить к изменению ЭПР спектра ДНКЖ.  

Предполагают также, что карнозин перехватывает дикарбонильные соединения с 

образованием димерных продуктов, таких, как перекрестно-сшитые основания Шиффа 

[Reddy et al., 2005]. Нами показано, что при взаимодействии карнозина и метилглиоксаля 

образуется продукт с максимумом поглощения при 334 нм (рис. 20), который характерен 

для азометиновой группы [Yim et al., 1995; Zhou et al., 1999].  

 

Рис. 18. Образование ДНКЖ с карнозином в качестве лиганда в присутствии 

соли Ангели. 1 − HEPES (pH 7,6), 1 мМ FeSO4, 5 мМ соли Ангели; 2 − HEPES (pH 7,6), 

100 мМ карнозина, 1 мМ FeSO4, 5 мМ соли Ангели; 3 – то же, что (2) плюс 250 мМ 
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метилглиоксаля. Спектры ЭПР записывали при комнатной температуре (25 °C) после 8 

мин инкубации.  

Исходя из вышеизложенного, можно предположить, что перекрестно-сшитые 

основания Шиффа, представляющие собой продукт взаимодействия аминогрупп двух 

молекул карнозина с карбонильными группами метилглиоксаля, являются более 

эффективным лигандом при формировании ДНКЖ, чем индивидуальный карнозин (рис. 

21). Действительно, метилглиоксаль не оказывает заметного влияния на образование 

карнозиновых ДНКЖ в присутствии фосфатных ДНКЖ. В этом случае быстрое 

формирование связанных с карнозином динитрозильных комплексов железа, по-

видимому, обусловлено замещением фосфатных лигандов имидазольной группой 

дипептида. Более медленный синтез карнозиновых ДНКЖ, происходящий в присутствии 

HNO/NO–, но не нейтрального NO, может сопровождаться образованием не 

детектируемых ЭПР интермедиатов, включающих нитроксильный анион и/или 

имидазолат-анионы.  

 

Рис. 19. Влияние метилглиоксаля на кинетику образования ДНКЖ с 

карнозином в качестве лиганда. 1 − HEPES (pH 7,6), 100 мМ карнозина, 1 мМ FeSO4, 5 

мМ соли Ангели; 2 – то же, что (1) плюс 50 мМ метилглиоксаля; 3 – то же, что (1) плюс 

100 мМ метилглиоксаля. 

Необходимо отметить, что в условиях, моделирующих карбонильный стресс и 

диабетическую гипергликемию, метилглиоксаль вызывает продукцию супероксида и 

других активных форм кислорода [Yim et al., 1995; Rosca et al., 2005; Kang, 2005; Wu, 
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2005, Шумаев с соавт, 2009]. Ранее было показано кооперативное антиоксидантное 

действие тиолсодержащих ДНКЖ и их компонентов [Шумаев с соавт., 2004, 2006; 

Shumaev et al., 2008b]. Аналогичных свойств можно ожидать и от карнозиновых ДНКЖ, 

так как и карнозин и оксид азота могут перехватывать свободные радикалы. Поэтому на 

следующем этапе наших исследований было изучено антиоксидантное действие 

карнозиновых ДНКЖ в сравнении с их компонентами и продуктами реакции Майяра (рис. 

22).  

 

Рис. 20. Кинетика образования продуктов взаимодействия метилглиоксаля и 

карнозина. Спектры поглощения реакционной среды, содержащей метилглиоксаль (50 

мМ) и карнозин (100 мМ) в HEPES буфере (0,2 M) при pH 7,6. 

Антиоксидантную активность оценивали по скорости восстановления 

оксоферрильной формы миоглобина (MbIV=O). Из данных, представленных на рис. 22, 

видно, что карнозиновые ДНКЖ (рис. 22, столбцы 10 и 11) наряду с фосфатными 

обладали наибольшей антиоксидантной активностью в данной модельной системе. 

Антиоксидантное действие карнозиновых ДНКЖ так же, как и других ДНКЖ, отчасти 

обусловлено их способностью связывать Fe2+. Ионы металлов переменной валентности 

играют важную роль в модификации и деструкции биополимеров в ходе 

неферментативного гликирования и гликоокисления [Voziyan et al., 2003; Kang, 2005; 

Reddy et al., 2005; Goodarzi et al., 2006]. Однако в настоящее время не показана 

способность карнозина образовывать комплексы с Fe2+и Fe3+ [Decker et al., 1992]. С этим 

фактом, вероятно, связана меньшая эффективность карнозина как антиоксиданта при 

иницированном ионами железа свободнорадикальном окислении липосом в сравнении с 
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окислением, инициированным ионами меди, которые эффективно хелатируются 

карнозином [Baran, 2000; Decker et al., 2000]. 

 

Рис. 21. Схема возможного образования ДНКЖ, связанных с продуктами 

взаимодействия метилглиоксаля и карнозина.  

Антигликирующая активность некоторых соединений также обусловлена их 

способностью хелатировать ионы редокс-активных металлов [Price et al., 2001; Voziyan et 

al., 2003]. Поэтому включение ионов железа в карнозиновые ДНКЖ может быть 

механизмом усиления антиоксидантного и антигликирующего действия карнозина. С этим 

предположением согласуется эффективное протекторное действие карнозина при 

нитрозативном стрессе в культуре клеток астроглии [Calabrese et al., 2005; Nicoletti et al., 

2007]. Можно предположить, что карнозиновые ДНКЖ играют важную роль в адаптации 

клеток нервной и мышечной тканей к карбонильному стрессу и окислительному стрессу. 

Интересно также, что карнозин активирует продукцию оксида азота эндотелиальной NO 

синтазой [Takahashi, et al., 2009]. С другой стороны, карнозин, связываясь с железом 

гемовой группы гуанилатциклазы, ингибирует её активацию донорами NO [Северина с 

соавт., 2000]. 
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Рис. 22. Спектры поглощения оксоферрильной и частично восстановленного 

до мет-формы миоглобина (A). Скорость восстановления MbIV=O до metMb 

динитрозильными комплексами железа с фосфатными и карнозиновыми лигандами, а 

также их компонентами (B). 1 − контроль, 2 − GSH, 3 − FeSO4, 4 − NaNO2, 5 − карнозин, 6 

− MG, 7 − карнозин + MG, 8 − карнозин + MG + соль Ангели, 9 − ДНКЖ-PO4¯, 10 − 

ДНКЖ-PO4¯ + карнозин, 11 − карнозиновые ДНКЖ, 12 − карнозин + MG (24 ч при 20 °С), 

13 − продукты распада карнозиновых ДНКЖ и фосфатных ДНКЖ − 14.  
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В заключении этого раздела отметим, что образование ДНКЖ, связанных с 

продуктами модификации аминокислот, пептидов и белков метилглиоксалем, можно 

рассматривать как механизм адаптации к высоким уровням активных карбонильных 

соединений, накапливающихся в условиях гипергликемии. Нельзя исключить, что эти 

комплексы также могут участвовать в сигнальных и регуляторных путях NO, а также 

защищать от окислительного и карбонильного стрессов. 

 

3.2. Нитрозилирование и нитрование гемоглобина в условиях, моделирующих 

реакцию Майяра 

В качестве системы, моделирующей процессы модификации аминокислотных 

остатков белков активными карбонильными соединениями, мы использовали реакцию 

метилглиоксаля с L-лизином (система Lys-MG). Использование L-лизина было 

обусловлено тем, что эта аминокислота является одной из основных мишеней действия 

активных карбонильных соединений в белковых молекулах [Bourajjaj et al., 2003]. 

Известно, что реакции неферментативного гликирования сопровождаются образованием 

свободнорадикальных интермедиатов. Механизмы образования свободных радикалов в 

реакции метилглиоксаля с L-аланином и L-лизином были подробно исследованы в работах 

[Thornalley,1985; Yim et al., 1995]. Было установлено, что в этой реакции образуется 

катион-радикал шиффовых оснований (диалкилимин), анион-радикал метилглиоксаля 

(семидион метилглиоксаля) и супероксидный анион-радикал. Диалкилимин представляет 

собой основание Шиффа, возникающее в процессе взаимодействия карбонильных групп 

MG с двумя молекулами L-лизина [Шумаев с соавт., 2009]. В реакции диалкилимина с 

ещё одной молекулой -кетоальдегида образуются, соответственно, катион-радикал 

основания Шиффа и семидион метилглиоксаля. При одноэлектронном окислении 

последнего кислородом образуется супероксид. 

 

3.2.1. Взаимодействие нитрозоглутатиона с гемоглобином в присутствии 

метилглиоксаля 

Влияние процессов неферментативного гликирования на метаболизм S-

нитрозоглутатиона представляет особый интерес, так как с нитрозотиолами связаны 

многие физиологические функции NO [Angelo et al., 2008]. На рис. 23 представлены 

кинетические кривые восстановления гемоглобина и нитрозилирования его гемовой 

группы в используемой модельной системе Lys-MG в микроаэрофильных условиях и в 

кислородсодержащей среде. В обоих случаях в ходе реакции Майяра происходит 

восстановление metHb до deoxyHb и нитрозилирование железа гема под действием GSNO 
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с образованием HbFeIINO (рис. 23). В системе, не содержавшей MG и лизин, 

нитрозилирование было существенно меньшим и составляло 8  1,2 и 20  2,3% в 

зависимости от содержания кислорода. Эти данные хорошо согласуются с результатами 

работы [Bastian et al., 2002], в которой показан низкий уровень нитрозилирования metHb 

под действием свободного оксида азота или GSNO. Известно, что при взаимодействии 

метгема с NO возникает нестабильный комплекс последнего с FeIII, для формирования 

стабильного нитрозильного комплекса необходимо восстановление гемового железа 

[Hughes, 2007].  
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Рис. 23. Кинетики нитрозилирования и восстановления метгемоглобина 

(метHb) в анаэробных условиях (продувка реакционной смеси аргоном) — А и в 

кислородсодержащей среде — В. Состав реакционной среды: 0,1 М К,Na-фосфатный 

буфер (рН 8,5), 0,05 мМ метHb, 3,2 мМ GSNO − (1); то же что и (1) + 40 мМ L-лизина, 40 

мМ MG − (2); то же что и (2) + СОД (600 ед/мл) − (3); кинетика восстановления метHb в 

реакционной среде, содержавщей L-лизин и MG − (4). 

 

Из представленных на рис. 23 кинетических кривых видно, что в 

кислородсодержащей среде восстановление metHb в системе Lys-MG происходило с лаг-

периодом, который сохранялся и в случае нитрозилирования гемоглобина (рис. 23 В). В 

анаэробных условиях на кривых восстановления и нитрозилирования лаг-фаза 

практически отсутствовала (рис. 23 A). Эти данные свидетельствуют о том, что наличие 

кислорода в системе влияет на скорость и характер восстановления и соответственно 
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нитрозилирования metHb в первые минуты протекания реакции Майяра. Мы также 

показали, что спустя 50 мин от начала реакции лизина с метилглиоксалем восстановление 

и нитрозилирование metHb в кислородсодержащей среде происходило без лаг-фазы. Это 

указывает на то, что кислород ингибирует процессы восстановления и нитрозилирования 

только на первой стадии  протекания реакции. 

Влияние кислорода на ход реакции может быть разнонаправленным. С одной 

стороны, кислород может окислять образующиеся на начальных стадиях реакции Майяра 

органические радикалы, анион радикал метилглиоксаля и катион радикал диалкилимина. 

Образующийся при этом супероксид может восстанавливать метилглиоксаль анион до 

гидроксиацетона. В общем виде реакция может быть представлена таким образом:   

MG•(H) + O2
•− гидроксиацетон + O2             (1) 

С другой стороны, наличие лаг-периода в кинетике образования 

нитрозилгемоглобина при аэробных условиях можно объяснить тем, что молекулярный 

кислород окисляет Hb-[FeIINO]  в нитроксилазной реакции (рис. 23, кривая 3) [Angelo et 

al., 2008]: 

Hb-[FeIINO] + O2   Hb-[FeIII] + NO3
              (2) 

Если предположить, что анион-радикал метилглиоксаля может восстанавливать 

metHb, то окисление его кислородом приводит к уменьшению восстановительного 

потенциала системы. Аналогичный эффект может вызывать оксид азота, который по 

редокс свойствам близок к О2. В результате одноэлектронного восстановления оксида 

азота может образовываться нитроксильный анион (NO), который эффективно 

нитрозилирует metHb с образованием Hb-[FeIINO] [Hushes, 2007; Angelo et al., 2008]. 

 

Влияние супероксиддисмутазы на кинетику нитрозилирования гемоглобина 

Было также изучено влияние супероксиддисмутазы (СОД) на кинетику 

нитрозилирования метгемоглобина. Было показано, что СОД незначительно уменьшает 

лаг-период реакции нитрозилирования metHb в системе Lys-MG в кислородсодержащей 

среде (рис. 23 B, кривая 3) и не влияет в микроаэрофильных условиях (рис. 23 A, кривая 

3). Хотя СОД несущественно влияла на ход кривых нитрозилирования metHb в системе 

Lys-MG, следует отметить тот факт, что в присутствии этого фермента выход Hb-[FeIINO] 

был на 4% меньше (сравнивались значения трех независимых экспериментов). Как 

следует из анализа кривых, представленных на рис. 24, в микроаэрофильных условиях в 

присутствии СОД происходило нитрозилирование Hb под действием GSNO (рис. 24, 

кривая 4), в отсутствие СОД образование Hb-[FeIINO] практически не наблюдалось (рис. 

24, кривая 3). В кислородсодержащих условиях происходила незначительная активация 
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нитрозилирования Hb под влиянием СОД (рис. 24, кривая 2), как и в случае 

нитрозилирования Hb в системе Lys-MG. Влияние СОД на процесс нитрозилирования 

гемоглобина в отсутствие свободнорадикальных интермедиатов реакции Майяра можно 

объяснить способностью этого фермента восстанавливать не только супероксид, но и 

оксид азота до NO− [Шумаев с соавт., 2009]. 
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Рис. 24. Нитрозилирование метгемоглобина под действием GSNO в 

кислородсодержащей среде − 1 и в микроаэрофильных условиях 2, а также в системе, 

содержащей кроме GSNO супероксиддисмутазу (600 ед/мл) в кислородсодержащей 

среде − 2 и микроаэрофильных условиях − 4. Среда инкубации содержала 0,1 М K,Na-

фосфатный буфер (pH 8,5) и 3,2 мМ GSNO. 

 

Изучение влияния кислорода на восстановительные свойства реакции лизина 

с метилглиоксалем 

Поскольку реакция Майяра в аэробных условиях, сопровождается  генерацией O2
•-, 

нами было изучено влияние кислорода на восстановительные свойства системы Lys-MG, 

которые оценивали по восстановлению дифенилтетразолий бромида (MTT). Известно, что 

при восстановлении MTT образуются окрашенные продукты — формазаны, накопление 

которых служит индикатором образования супероксида. Однако в исследуемой системе 

мы наблюдали восстановление MTT и в микроаэрофильных условиях. Причем начальная 

скорость восстановления MTT в среде с низким содержанием кислорода была в 2 раза 

выше по сравнению с кислородсодержащей средой (табл. 7). На рис. 25 приведена 
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динамика изменения скорости восстановления MTT в зависимости от времени инкубации 

реакционной системы Lys-MG. Видно, что в присутствии кислорода образование 

формазанов происходило с лаг-периодом в то время как в анаэробных условиях лаг-

период отсутствовал. Анализируя полученные результаты, можно сделать вывод, что и 

кислород и GSNO приводят к снижению скорости восстановления MTT интермедиатами 

реакции (рис. 25, кривая 2 и 3). Кислород ингибирует восстановление в первые 20 минут 

протекания реакции, а S-нитрозоглутатион начинает оказывать влияние спустя 10 мин от 

начала реакции. Мы считаем, что этот факт служит подтверждением того, что кислород, 

окисляя семидион метилглиоксаля и диалкилимин основания Шиффа, снижает уровень 

восстановительных эквивалентов. Однако добавление супероксиддисмутазы (СОД) в 

реакционную систему способствовало увеличению скорости восстановления MTT (рис. 

25, кривая 2; табл. 7.).  

 

Табл. 7. Начальные скорости восстановления MTT в реакционной системе, 

содержащей 0,1 М K,Na-фосфатный буфер (pH 8,5), 0,625 мМ МТТ, 40 мМ L-лизина и 

40 мМ метилглиоксаля, 3,2 мМ GS-NO и СОД (600 ед/мл).  

 

 Кислородсодержащая 

среда 

В присутствии 

СОД 

Микроаэрофильные 

условия 

Lys+MG 0,176 0,250 0,415 

Lys+MG+GSNO 0,203 0,225 0,392 

GSNO 0,034 ― 0,019 

 

Также было исследовано влияние на процесс восстановления MTT синтетического 

донора оксида азота DETA/NO. Следует отметить, что DETA/NO незначительно 

увеличивал скорость восстановления MTT в системе Lys-MG (рис. 25, кривая 4). Однако 

сам по себе DETA/NO не восстанавливал MTT. Это согласуется с тем фактом, что 

DETA/NO незначительно влияет на выход свободнорадикальных интермедиатов реакции 

лизина с метилглиоксалем [Шумаев с соавт., 2009]. 

Наблюдавшееся в экспериментах восстановление MTT в анаэробных условиях 

показывает, что этот процесс обусловлен не только супероксидом, но и другими 

свободнорадикальными интермедиатами реакции лизина с MG. По данным работы 

[Шумаев с соавт., 2009] в условиях аэрации реакционной смеси были зарегистрированы 

следовые количества свободнорадикальных интермедиатов. Следовательно, кислород 

выступает в качестве фактора, ингибирующего образование свободнорадикальных 

продуктов. 
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Рис 25. Начальные скорости восстановления МТТ при разном времени 

инкубации реакционной смеси, содержащей 0,1 М K,Na-фосфатный буфер (pH 8,5), 

0,625 мМ МТТ, 40 мМ L-лизина и 40 мМ MG − 1; 2 − то же, что и (1) + 3,2 мМ GSNO; 

3 − то же, что и (2) в микроаэрофильных условиях; 4 − то же, что и (1) + 3,5 мМ 

DETA/NO. 

 

Вызываемый СОД эффект может быть связан с удалением супероксида, 

продуцируемого в исследуемой модельной системе [Phillips, Thornalley, 1993; Lee et al., 

1998; Suji, Sivakami, 2007]. Как было показано в работе [Шумаев с соавт., 2009], в этих 

условиях СОД элиминирует супероксид, а также снижает скорость падения 

интенсивности сигнала ЭПР при смене продувки реакционной среды азотом на аэрацию. 

Следовательно, СОД позволяет увеличить выход свободнорадикальных производных 

метилглиоксаля и диалкилимина, являющихся потенциальными восстановителями MTT, а 

также, вероятно, NO и metHb. Это предположение подтверждают установленные нами 

факты увеличения скорости восстановления MTT в микроаэрофильных условиях в 

присутствии СОД (табл. 7). 

Продукты распада GSNO также способны восстанавливать MTT (табл. 7). 

Следовательно, мы предполагаем, что незначительное повышение скорости 

восстановления МТТ в первые минуты реакции (лаг-период) в системе Lys-MG-GSNO 

обусловлено вкладом продуктов распада S-нитрозоглутатиона в процесс восстановления. 
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Поэтому мы исследовали процесс распада S-нитрозоглутатиона в K,Na-фосфатном буфере 

и в системе Lys-MG. Как видно из кривых, представленных на рис. 26, распад GSNO 

происходит в различных случаях с разной скоростью. Однако в системе Lys-MG в 

кислородсодержащей среде на кривой деструкции GSNO наблюдался лаг-период, как и на 

кривых восстановления и нитрозилирования гемоглобина (рис. 26, кривая 3). Этот факт, 

по-видимому, указывает на взаимодействие S-нитрозоглутатиона не только с O2
•, но и 

другими продуктами реакции Майяра. Следует отметить, что в литературе описывается 

несколько механизмов взаимодействия нитрозоглутатиона с O2
• [Trujillo et al., 1998]. 

Основными продуктами этого взаимодействия является нитроксильный анион и 

пероксинитрит:  

GSNO + O2
•  GS + O2 + NO            (3) 

GSNO + O2
•  GS• + ONOO             (4) 

GSNO + O2
•   GS• + NO + O2           (5) 

NO + O2
• ONOO            (6) 
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Рис. 26. Кинетика деструкции S-нитрозоглутатиона. Реакционная смесь 

содержала 3,2 мМ GSNO в 0,1 М K,Na-фосфатном буфере (pH 8,5) (1 и 2); (3 и 4) — то же, 

что и (1 и 2) + 40 мМ L-лизина, 40 мМ метилглиоксаля. Кривые (1) и (4) показывают 

деструкцию GSNO в анаэробных условиях. 
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Реакция 6 является диффузионно-контролируемой (k = 4,3–9  109 M-1s-1) [Huie, 

Padmaja, 1993; Griffiths, 2005]. В связи с этим в аэробных условиях на первой стадии 

реакции Майяра большая часть оксида азота может превращаться в пероксинитрит 

(ONOO), вследствие чего ингибируется нитрозилирование метHb. Стоит отметить, что 

образование пероксинитрита возможно и при взаимодействии NO с молекулярным 

кислородом, однако скорость этой реакции сравнительно невелика (k = 1,2  103 M-1c-1) 

[Hughes, 2007]: 

NO+ O2    ONOO            (7) 

Нельзя исключить, что нитроксильный анион может образовываться и при 

одноэлектронном восстановлении NO семидионом метилглиоксаля. Затем нитроксильный 

анион, как и супероксид анион радикал, может восстанавливать семидион метилглиоксаля 

до гидроксиацетона. 

Первым продуктом реакции NO с кислородом является диоксид азота (NO2
), 

который в водных растворах взаимодействует с NO с ообразованием N2O3 [Hughes, 2007]. 

В работе [Jourd’heuil et al., 2001] показано, что примерно 35% протонированного 

пероксинитрита (ONOOН) распадается с образованием NO2
 и OH. Поскольку оксиды 

NO2
 и N2O3 являются эффективным нитрозилирующими агентами, то они могут вступать 

в реакцию с гемоглобином и основанием Шиффа с образованием нитрозаминов и 

нитрованных аминокислот (тирозина, триптофана, метионина) [Herold, 2003; Chen et al., 

2008]. Однако в исследуемой системе образование пероксинитрита не наблюдалось. 

Кинетика восстановления дигидрородамина интермедиатами реакционной системы Lys-

MG-GSNO представляет собой суперпозицию кинетик восстановления компонентами 

системы Lys-MG и нитрозоглутатионом (рис. 27).  
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Рис. 27. Восстановление дигидрородамина компонентами системы Lys-MG-

GSNO − 1, Lys-MG − 2 и GSNO − 3. 

 

Образование своднорадикальных интермедиатов в реакции лизина с 

метилглиоксалем: влияние GSNO, metHb и NO−  

На рис. 28 приведены результаты ЭПР-спектроскопии продуктов реакции лизина с 

метилглиоксалем. Поскольку молекулярный кислород резко снижает концентрацию 

свободных радикалов метилглиоксаля и шиффовых оснований, регистрацию этих 

радикалов проводили в анаэробных условиях (рис. 28 В). Спектры ЭПР этих 

свободнорадикальных интермедиатов характеризуются многокомпонентной сверхтонкой 

структурой и являются суперпозицией спектров катион-радикала диалкилимина и анион-

радикала метилглиоксаля [Lee et al., 1998]. В наших экспериментах выход органических 

свободных радикалов, образующихся в системе Lys-MG, увеличивался под действием S-

нитрозоглутатиона и метгемоглобина (рис. 28, кривые 2 и 3). 

Вероятно, GSNO, оксид азота и metHb окисляют основание Шиффа (диалкилимин 

L-лизина с метилглиоксалем) до катион-радикала, восстанавливаясь при этом до анион-

радикала GSNO, нитроксильного аниона (NO) и дезоксигемоглобина соответственно, в 

следующих реакциях:  

диалкилимин + GSNO  диалкилимин+• + GSNO•             (8) 

диалкилимин + NO  диалкилимин+• + NO              (9) 

диалкилимин + Hb-[FeIII]  диалкилимин+• + Hb-[FeII ]              (10) 
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Рис. 28. Влияние GSNO, метHb и нитроксильного аниона на образование 

семидиона метилглиоксаля и катион радикала диалкилимина в реакции лизина и 

метилглиоксаля. А: кинетики образования свободнорадикальных продуктов в 

реакционной смеси, содержащей лизин и MG в концентрации 100 мМ – 1; в той же смеси 

в присутствии 3,2 мМ GSNO – 2, 0,2 мМ metHb – 3 и 4 мМ соли Ангели – 4. B: 

суперпозиция спектров ЭПР органических свободных радикалов в среде с MG и лизином 

– 1, то же в присутствии GSNO – 2. Спектры регистрировали в условиях продувки азотом 

через 6 мин инкубации реакционной смеси при комнатной температуре. 

 

В то же время можно предположить, что GSNO• и нитроксильный анион 

восстанавливают MG до семидиона. Однако было показано, что нитроксильный анион, 

ингибирует образование регистрируемых ЭПР свободных радикалов в реакции лизина с 

метилглиоксалем (рис. 28 А, кривая 4). Из этого следует, что нитроксильный анион вряд 

ли может взаимодействовать с метилглиоксалем. Кроме того, возможно, что избыток NO 

смещает равновесие в реакции 9 в сторону образования диалкилимина. Следует отметить 

и тот факт, что NO может образовываться и при гомолизе анион-радикала GSNO:  

GSNO•  GS• + NO               (11) 

Исходя из полученных результатов, можно предположить, что редоксактивные 

продукты реакции Майяра могут взаимодействовать с метаболитами оксида азота. Причем 

стимулирование образования свободных радикалов шиффовых оснований и 
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метилглиоксаля и ингибирование процесса восстановления MTT, вероятно, обусловлено 

исключительно редокс-активными производными S-нитрозотиолов, поскольку доноры NO 

и NO оказывали несущественное влияние на эти процессы. Мы считаем, что протекание 

исследованной реакции связано с образованием анион-радикала GSNO, который, по-

видимому, является медиатором одноэлектронного окисления диалкилимина семидионом 

метилглиоксаля. 

Мы предполагаем, что за восстановление и нитрозилирование metHb ответственны 

свободно радикальные интермедиаты реакции Майяра. Например, известно, что 

феррицитохром с окисляет модифицированный метилглиоксалем альбумин с 

образованием связанного с белком катион-радикала основания Шиффа [Lee et al., 1998]. 

Помимо нитрозилирования metHb нитроксильным анионом [Bastian et al., 2002; Hughes, 

2007], нельзя исключить возможность одновременного восстановления и 

нитрозилирования metHb в реакции с GSNO•:   

Hb-[FeIII] + GSNO•  Hb-[FeIINO] + GS•             (12) 

Следует обратить внимание на то, что кривые нитрозилирования metHb S-

нитрозоглутатионом в системе Lys-MG смещены влево, что указывает на образование в 

этой системе неких интермедиатов GSNO, которые служат восстановительными и 

нитрозилирующими агентами для metHb (рис. 23). На взаимодействие metHb с редокс-

активными производными GSNO указывает и тот факт, что в исследуемой системе, 

содержавшей также metHb, уровень свободнорадикальных интермедиатов увеличивается 

в меньшей степени, чем в среде без метгемоглобина (рис. 28, кривые 2 и 3).  

Таким образом, полученные данные позволяют заключить, что основания Шиффа и 

другие редокс-активные продукты реакции Майяра могут существенно влиять на 

метаболизм S-нитрозотиолов в условиях карбонильного стресса. Мы предполагаем, что 

эти редокс-активные соединения вызывают распад GSNO и восстановление 

метгемоглобина, в результате чего происходит нитрозилирование железа гемовой группы. 

Редокс-активные производные GSNO могут выступать в роли медиатора 

одноэлектронного окисления диалкилимина метилглиоксалем. Возможно, что в качестве 

такого медиатора функционируют анион-радикалы S-нитрозотиолов [Manoj et al., 2006]. 

Влияние процессов неферментативного гликирования на метаболизм S-

нитрозоглутатиона, в том числе возможное образование GSNO•, представляет особый 

интерес, так как с S-нитрозотиолами связаны многие физиологические функции оксида 

азота [Angelo et al., 2008]. Следует отметить, что образование анион-радикалов S-

нитрозотиолов было зафиксировано при одноэлектронном восстановлении GSNO в ходе 
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радиолиза воды [Manoj, et al., 2006] и фотоиндуцированном распаде содержащих тиолы 

нитрозильных комплексов железа [Wang et al., 2002]. 

Из вышеизложенного следует, что S-нитрозотиолы могут играть регуляторную и 

протекторную роль в условиях карбонильного стресса. Полученные экспериментальные 

данные позволяют лучше понять роль оксида азота и его метаболитов в процессах 

модификации биологических макромолекул активными карбонильными соединениями, 

образование которых часто сопровождается усилением свободнорадикальных процессов в 

клетках и тканях.  

 

3.2.2. Образование нитригемоглобина в системе, содержащей метилглиоксаль 

В наших исследованиях cовместное действие GSNO и метилглиоксаля на metHb 

приводило к возникновению «зеленой» формы гемоглобина. В работе [Otsuka et al., 2010] 

показано, что «зеленый» гемоглобин образуется в реакции взаимодействия metHb с 

нитритом в кислородсодержащей среде. При этом в результате ковалентной модификации 

винильной группы порфирина metHb превращается в нитриметгемоглобин. В работе было 

показано [Bondoc, Timkovich, 1989], что нитрование порфирина происходит с выходом 

94% в простой реакции электрофильного замещения при взаимодействии метмиоглобина 

со 100-кратным избытком нитрита при рН 5,5. Некоторые свойства (щелочные переходы 

ферри-форм и условия связывания кислорода с ферро-формами) нитригемоглобина 

практически не отличались от обычного гемоглобина [Bondoc, Timkovich, 1989; Otsuka et 

al., 2010]. Известно, что нитри-metHb образует с щелочным раствором пиридина 

гемохромоген, характеризующийся полосами поглощения при 522, 553 и 582 нм [Otsuka et 

al., 2010]. Из представленных на рис. 29 А данных видно, что возникающий в 

используемой нами модельной системе модифицированный зеленый metHb также 

образует аналогичный гемохромоген. Спектр оптического поглощения реакционной 

смеси, содержащей нитриметгемоглобин, приведен на рис. 29 А (вставка). Наиболее 

высокий уровень нитриметгемоглобина зафиксирован после 24 часов инкубации metHb в 

аэробных условиях в среде, содержащей GSNO и метилглиоксаль (рис. 29 B, кривая 1). 

При дальнейшей инкубации содержание нитриметгемоглобина в реакционной смеси 

постепенно снижается. Замена GSNO нитритом приводит к снижению скорости 

нитрования гемоглобина (рис. 30 B, кривые 3 и 4). 
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Рис. 29. Образование нитригемоглобина в системе MG+GSNO+metHb (A) 

Спектры поглощения нитриHb – 1, гемоглобина – 2, 3 в щелочном растворе пиридина. 

Состав реакционной среды: metHb инкубировавшийся 24 часа в аэробных условиях в 25 

мM К-фосфатном буфере, pH 7,4, содержавшем 20 мM MG и 5 мM GSNO – 1; 2 – то же 

что и (1) + 1200 Ед/мл СОД; (3) – metHb в среде без метилглиоксаля и GSNO. На вставке 

представлены спектры оптического поглощения metHb (пунктирная линия) и metHb после 

24 часов инкубации с MG и GSNO (сплошная линия). (B) Кинетика образования нитриHb 

(оценивались по полосе поглощения при 582 нм) в системах, содержавших: 1 – metHb, 20 

мM MG и 5 мM GSNO в 25 мM K-фосфатного буфере, рН 7,4, аэробная инкубация; 2 – то 

же, что и (1), но инкубация в микроаэрофильных условиях; (3) то же что (1), но вместо 

GSNO добавлен 5 мM нитрит натрия; (4) то же что (3), но инкубация в микроаэрофильных 

условиях. Концентрация metHb во всех модельных системах составляла 0,3 мM. 
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В литературе содержатся указания на образование нитригемоглобина в условиях 

100-кратного избытка нитрита натрия при слабокислых значениях рН=5,5 [Bondoc, 

Timkovich, 1989], рН = 5,7 [Otsuka et al., 2010]. В наших исследованиях нитрование 

порфирина происходило при 18-кратном избытке доноров оксида азота (GSNO или NO2
−) 

и в присутствии существенного избытка метилглиоксаля (Hb : MG = 1 : 65) при начальном 

значении рН реакционной смеси 6,9. Существенно, что в отсутствие метилглиоксаля как 

GSNO, так и нитрит не вызывали превращения metHb в нитригемоглобин. 

Авторы уже упомянутой работы [Otsuka et al., 2010] предполагают, что 

модификация metHb происходит с участием комплекса нитрита с железом гема и таких 

нитрующих агентов, как N2O3 и N2O5. С данными Otsuka с соавт. согласуется тот факт, что 

в наших экспериментах выход нитриметгемоглобина снижается при низкой концентрации 

кислорода (Рис. 29 B, кривая 2). Формирование в этих условиях нитригемоглобина может 

быть связано с анаэробной генерацией N2O3 [Otsuka et al., 2010]. Ранее было установлено, 

что в реакциях аминогрупп аминокислот и белков с метилглиоксалем молекулярный 

кислород восстанавливается до O2
• анион-радикалом метилглиоксаля, который, в свою 

очередь, образуется при взаимодействии метилглиоксаля с продуктами реакции Майяра 

[Yim et al., 1995; Yim et al., 2001; Шумаев с соавт., 2009]. Также показано образование 

супероксида при автоокислении гликированного миоглобина [Roy et al., 2004]. Таким 

образом, вероятно, что O2
• генерируется и при взаимодействии метилглиоксаля с 

гемоглобином. В связи с этим было изучено влияние СОД на образование 

нитриметгемоглобина. Добавление СОД в реакционную систему ингибирует 

формирование нитриметгемоглобина под действием GSNO и метилглиоксаля (рис. 29 A, 

кривая 2). Основными продуктами реакций O2
• с оксидом азота и GSNO являются NO и 

ONOO [Trujillo et. al., 1998] (реакции 3-7). 

Хорошо известно, что пероксинитрит и возникающий при его распаде диоксид 

азота (NO2
•) участвуют в нитровании многих биологических молекул [Lushinger et al., 

2003; Romero et al., 2003; Pietraforte et al., 2003; Schopfer et al, 2009; Augusto et al., 2002; 

Goldstein, Merenyi, 2008]. Поэтому действие СОД может быть обусловлено 

ингибированием образования активных нитрующих агентов (ONOO и NO2
•) в результате 

элиминации O2
•. 

Тем не менее, для эффективного нитрования полиненасыщенных жирных кислот и 

остатков тирозина необходимо взаимодействие свободных радикалов этих соединений с 

NO2
• [Augusto et al., 2002; Goldstein, Merenyi, 2008]. Действительно, модификацию 

гемоглобина вызывают интермедиаты, образующиеся в реакции ONOO с железом гема 

[Romero et al., 2003; Pietraforte et al., 2003]. Такими интермедиатами могут быть: комплекс 
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гема с пероксинитритом и NO2
• и катион-радикал порфирина оксоферрильной формы гема 

(порфирин•+[FeIV=О]) [Lushinger et al., 2003; Romero et al., 2003; Pietraforte et al., 2003; 

Schopfer et al, 2009]. Известно также, что оксоферрилгемоглобин (порфиринFeIIIОH) 

окисляет NO до нитрита, а последний, в свою очередь, до NO2
• [Herold et al., 2003]. 

Поэтому мы предположили, что предшественником нитриHb является оксоферрильная 

форма этого белка. Вероятно, в исследуемой нами модельной системе нитригемоглобин 

образуется в следующих реакциях:  

порфирнин•+[FeIV=О]+ NO2
•     NO2-порфирин[FeIV=O]              (13) 

NO2-порфирин[FeIV=O] + NO  NO2-порфирин[FeIIIОH] + NO2
               (14) 

NO2-порфирин[FeIV=O] + NO2
 + H+  NO2-порфирин•+[FeIIIОH] + NO2

•           (15) 

Это предположение согласуется с тем, что в работе [Nicolis et al., 2007] обнаружено 

образование нитринейроглобина в системе, содержащей NO2
 и пероксид водорода. В 

этих условиях формирование оксоферрильной формы нейроглобина происходит при 

взаимодействии гемопротеида с H2O2.  

Согласно [Fernandez et al., 2003] источником NO2
• может быть реакция окисления 

нитрита не только феррильной, но и ферриформой гема. При этом NO2
 катализирует 

восстановительное нитрозилирование ферриформ гемопротеидов.  

Из спектров ЭПР, представленных на рис. 30 A, видно, что в аэробных условиях 

наблюдается незначительное нитрозилирование гемового железа (не более ~10%) в 

течение 48 часов инкубации гемоглобина с GSNO и метилглиоксалем. При более 

длительной инкубации сигнал ЭПР нитрозилированного гемоглобина (Hb[FeIINO]) 

исчезает, что может быть обусловлено реакцией окислительного денитрозилирования 

Hb[FeIINO]. Кроме того, в элиминации свободного или связанного с гемом NO должен 

участвовать O2
•, продуцируемый в ходе реакции Майяра. В микроаэрофильных условиях 

в исследуемой реакционной системе metHb нитрозилируется существенно эффективней 

(рис. 30 B). Зарегистрированный после 24 часов инкубации уровень Hb[FeIINO] 

увеличивается на порядок к 48 часам и достигает максимума к 72 часам. Изменения в 

форме спектров ЭПР отражают динамику нитрозилирования различных субъединиц 

гемоглобина. Исходя из данных работ [Gow et. al., 1999; Gladwin et. al., 2009], мы 

полагаем, что регистрируемые спектры преимущественно являются суперпозицией 

сигналов ЭПР полностью нитрозилированного тетрамера гемоглобина с 

шестикоординированными гемами  и cубъединиц и нитрозилированной формы 

пятикоординированного гема cубъединицы. Для спектра ЭПР нитрозилированой 

формы пентакоординированнного гема характерна сверхтонкая триплетная структура 
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(14Ntriplet14Nhyperfine structures) с g=2,009, которая возникает благодаря разрыву связи 

между железом гема и проксимальным гистидином cубъединицы. 
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Рис. 30. Спектры ЭПР нитрозильных комплексов железа гемоглобина быка. 

Hb[FeIINO] получали в результате инкубации metHb с GSNO и метилглиоксалем в 

аэробных (А) и микроаэрофильных условиях (B). Условия регистрации: СВ-частота 9,33 

ГГц, СВЧ мощность 10 мВт; частота модуляции 100 кГц; амплитуда модуляции 8 Гс, 

усиление: 105 (A) или 104 (B); температура регистрации 80 K. Cостав реакционной среды 

приведен в подписи к рис. 29.  

 

В то же время в зарегистрированных нами спектрах присутствуют ромбическая и 

аксиальные компоненты, характерные для сигналов ЭПР гексакоординированных 

нитрозилированных гемовых групп гемоглобина [Gow et. al., 1999; Gladwin et. al., 2009]. 

Известно, что при температуре жидкого азота нитрозилированные гемы -субъединиц 

обладают ромбической, а -субъединицы аксиальной симметрией [Gow et. al., 1999; 

Gladwin et. al., 2009]. Кроме того, в микроаэрофильных условиях эффективное 

нитрозилирование metHb происходило в системе, содержащей либо один GSNO, либо 

сочетание нитрита с метилглиоксалем (рис. 31). В присутствии GSNO, выступающего в 

качестве донора оксида азота, может происходить восстановительное нитрозилирование 

metHb в соответствии с реакцией [Gladwin et. al., 2009]:  
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Hb[FeIII]+ 2NO + X – Hb[FeIINO] + XNO, где X = OH, RS         (16). 

Luchsinger с соавт. показали, что в этой реакции важную роль играет SH-группа 

цистеина cубъединицы гемоглобина [Lushinger et al., 2003]. Интересно, что MG 

взаимодействует с остатками цистеина белков с образованием гемитиоацеталей [Lo et. al., 

1994]. Такая модификация белковой части гемоглобина может быть причиной более 

медленного накопления Hb[FeIINO] в присутствии метилглиоксаля и GSNO, по 

сравнению с системой, содержащей только GSNO (рис. 30). Действительно, блокирование 

сульфгидрильной группы cубъединицы гемитиоацеталем должно ингибировать 

нитрозилирование гема этой субъединицы, а также формирование связанного с 

гемоглобином S-нитрозотиола. Существенно, что это предположение согласуется с 

данными спектроскопии ЭПР (рис. 30 B), а именно с возникновением популяции 

гемоглобина, нитрозилированного только по cубъединице. С другой стороны, 

интермедиаты реакции Майяра могут предотвращать нитрозилирование гема, 

перехватывая NO [Asahi et. al., 2000; Bucala et al., 1991].  

В течение 24 часов инкубации metHb в присутствии NO2
 и MG гемоглобин 

нитрозилируется приблизительно на 50%. При дальнейшей инкубации уровень 

нитрозилирования достигает 90% (рис. 20, белые столбцы). Тем не менее, в отсутствие 

метилглиоксаля нитрит не приводит к нитрозилированию metHb (рис. 31, черные 

столбцы). Следует отметить, что при инкубации гемоглобина только с метилглиоксалем в 

микроаэрофильных условиях происходило восстановление metHb (рис. 31, серые 

столбцы). В настоящее время известно, что дезоксиформа гемоглобина (Hb[FeII]) может 

восстанавливать NO2
 до NO, в результате чего также образуется Hb[FeIINO] [Lushinger 

et al., 2003; Angelo et. al., 2008]: 

Hb[FeII] + NO2
 + Н+ – Hb[FeIII] + NO + OН              (17) 

Это может объяснить наблюдаемое в нашем эксперименте нитрозилирование 

metHb в системе MG − NaNO2 в микроаэрофильных условиях (рис. 31, белые столбцы). 

В предыдущем разделе (3.2.1.) было описано, что в реакции метилглиоксаля с 

лизином образуются редокс-активные интермедиаты, которые способны восстанавливать 

гемопротеиды. На основании вышеизложенного можно заключить, что продукты 

гликирования, возникающие при взаимодействии метилглиоксаля с аминокислотными 

остатками гемоглобина, стимулируют образование Hb[FeIINO] за счет восстановления 

ферригема. Таким образом, метилглиоксаль существенно влияет на взаимодействие 

гемоглобина с GSNO или нитритом. Важным фактором, влияющим на эти процессы, 

является содержание кислорода в реакционной среде. В аэробных условиях наблюдается 

модификация гема с образованием нитригемоглобина. 
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Рис. 31. Содержание восстановленного и нитрозилгемоглобина. Изменение 

содержания восстановленного гемоглобина (оценивали по oxyHb) в системе, содержащей 

MG (серые столбцы); Hb[FeIINO] в системах, содержащих GSNO и MG (белые 

заштрихованные столбцы), только GSNO (серые заштрихованные столбцы); нитрит 

натрия и MG (белые столбцы) или только нитрит натрия (черные столбцы). Во всех 

модельных системах инкубация проводилась в микроаэрофильных условиях. Cостав 

реакционной среды приведен в подписи к рис. 29. 

 

Отсутствие нитрования гема в условиях ферментативной утилизации O2
 

свидетельствует о том, что в модификации гема участвуют пероксинитрит и 

пероксинитрозокарбонат, образующийся при взаимодействии СO2 с ONOO. В настоящее 

время наиболее изучена реакция нитрования тирозина. Основным механизмом считается 

окисление до тирозинового радикала, который далее рекомбинирует с NO2
 [Augusto et al., 

2002; Goldstein, Merenyi, 2008]. В качестве окислителя могут выступать катионрадикал 

порфирина, оксоферрильная форма железа и карбонатный анионрадикал (CO3
), 

который продуцируется при распаде пероксинитрозокарбоната [Augusto et al., 2002; 
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Goldstein, Merenyi, 2008]. В то же время в работе [Schopfer et al, 2009] 

продемонстрировано, что нитрование производных фенола происходит под действием 

комплекса пероксинитрита с гемом. Аналогичные механизмы можно предложить и для 

нитрования винильных групп порфирина (реакция 14). При низком парциальном давлении 

кислорода в используемой нами модельной системе преобладает процесс 

нитрозилирования гемовой группы. Известно, что нитрозилированный 

пятикоординированный гем типичен для T-состояния, а нитрозилированные формы 

шестикоорднированных гемов — для R-состояния гемоглобина [Gow et. al., 1999]. 

Изменение соотношения T- и R-состояний гемоглобина при его модификации GSNO и 

метилглиоксалем свидетельствует об аллостерическом эффекте этого процесса. В работе 

[Roy et al., 2004] показано, что гликирование приводит к снижению Sнитрозилирования 

гемоглобина, что согласуется с выдвинутым нами предположением о модификации 

сульфгидрильной группы cубъединицы. В то же время в этой работе показано, что при 

гликировании гемоглобина содержание Hb[FeIINO] в эритроцитах возрастает. Исходя из 

наших данных, этот факт можно объяснить тем, что в физиологических условиях 

гликированный гемоглобин нитрозилируется в соответствии с реакцией 12 (раздел 3.2.1.).  

Полученные данные указывают на то, что как в нитрозилировании железа гема, так 

и в нитровании винильных групп порфирина важную роль играют интермедиаты реакции 

гликирования гемоглобина. К таким редокс-активным соединениям можно отнести 

продукты перегруппировки Амадори, основания Шиффа и их свободнорадикальные 

формы, а также свободные радикалы дикарбонильных соединений [Asahi et. al., 2000; Turk 

2010; Yim et. al., 1995; Yim et al., 2001; Шумаев с соавт., 2009]. Мы полагаем, что 

проявление цитопротекторных (антиоксидантых) и цитотоксических свойств метаболитов 

NO зависит от взаимодействия их с интермедиатами не только окислительного, но и 

карбонильного стресса.  

 

3.3. Переход гемоглобина из растворимого в мембраносвязанное состояние в 

условиях различных видов стресса 

3.3.1. Разработка методики определения мембраносвязанного гемоглобина 

В интактных эритроцитах гемоглобин может существовать в растворимой и 

мембраносвязанной формах (MBHb). Данные последних лет показывают, что связывание 

Hb с компонентами мембраны имеет множественное биологическое значение. Это 

регуляция метаболизма глюкозы и свойств цитоскелета в зависимости от концентрации 

кислорода, а также формирование сигнала об окислительном повреждении и старении 

эритроцита [Barvitenko et al., 2005; Rifkind, Nagababu, 2013; Mohanty et al., 2014; van 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rifkind%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23025272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagababu%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23025272
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S089158491301527X
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Zwieten et al., 2014]. Повышенное количество MBHb может быть связано со многими 

болезнями системы крови, вызванными не только нарушениями структуры молекулы 

гемоглобина, но и нарушениями в системе антиоксидантной защиты и действием 

различных ксенобиотиков, окислительных и гликирующих агентов [Sharma, Premachandra, 

1991; Rogers et al., 2008; van Zwieten et al., 2014]. 

В настоящее время концентрацию MBHb в эритроцитах определяют следующими 

методами: спектрофотометрической оценкой гемоглобина, ассоциированного с тенями 

эритроцитов [Токтамысова, Биржанова, 1990; Nogueira et al., 2015]; SDS-электрофорезом 

белков теней в ПААГ с последующей денситометрией полосы Hb [Sears, Lewis, 1980], 

измерением тушения гемоглобином флуоресценции зондов, встроенных в мембрану и 

специфически взаимодействующих с белком полосы 3 [Eisinger et al., 1982]. 

Количественная оценка Hb в геле является трудоемким и к тому же не очень точным  

методом. Измерения флуоресценции чувствительны и обеспечивают возможность 

детектировать низкие концентрации Hb. Однако для этой процедуры требуются 

дорогостоящие реактивы. Наиболее удобным и дешевым является 

спектрофотометрический способ, однако этот подход не позволяет детектировать низкие 

концентрации МBHb. Поэтому перед нами стала задача разработать простую, 

чувствительную и недорогостоящую методику спектрофотометрической оценки 

содержания МBHb в эритроцитах. 

Прототипами предложенного нами способа определения МBHb послужили два 

методических подхода. Первый — спектрофотометрическая оценка МBHb, включающая 

следующие стадии: получение теней эритроцитов, обработка их 5% Тритоном X-100 (рН 

8), и измерение поглощения при 415 нм за вычетом фонового поглощения при 700 нм 

[Nogueira et al., 2015]. Второй — метод измерения концентрации гемоглобина в щелочном 

растворе пиридина, предложенный Riggs’ом [Riggs, 1981]. Суть нашей методики 

заключается в определении связанного с тенями эритроцитов Hb после полного гемолиза 

клеток. Для перевода гемоглобина в растворимую форму было предложено использовать 

30% щелочной раствор пиридина [Космачевская, Топунов, 2007], что позволило 

одновременно солюбилизировать мембраны и перевести Hb в удобную для 

спектрофотометрической детекции форму — пиридингемохромоген (рис. 32). 

Разработанная методика имеет хорошую точность, позволяя обнаруживать менее 0,1% 

МBHb в пробе. Точность определения контролировали 3-кратным анализом одного и того 

же образца. Максимальный разброс значений МBHb при измерении одного и того же 

образца (параллельные пробы) не превышает 10%, что свидетельствует о хорошей 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S089158491301527X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S089158491301527X
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nogueira%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25960715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nogueira%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25960715
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сходимости измерений. На рис. 33 представлена последовательность операций при 

определении МBHb в пробах крови.  

Отметим, что определение гемопротеидов по спектрам восстановленного гемового 

комплекса с пиридином — достаточно старый методический прием. Еще Баркрофт, 

ссылаясь на работы Кейлина, дает следующую характеристику этому методическому 

подходу: «…если подозревать присутствие гематина, необходимо только добавить 

пиридин в присутствии восстанавливающего агента, и если гематин присутствует 

даже в безгранично малых количествах, его можно обнаружить» [Баркрофт, 1937, с. 69]. 

Разработанная методика была испытана в модельных экспериментах с суспензией 

эритроцитов и на цельной крови здоровых доноров и пациентов РОНЦ РАМН. Был 

установлен диапазон нормальных значений для МBHb: 3,3%—4,9%, соответствующий 

высокой гемолитической устойчивости эритроцитов (раздел 3.3.2). Разработанная 

методика позволяет быстро и надежно определить количество МBHb в пробах крови. 
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Рис. 32. Спектры поглощения пиридингемохромогена гемоглобина, 

солюбилизированных связанного с мембранами эритроцитов. 1, 2, 3 − параллельные 

пробы. 
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Рис. 33. Последовательность операций при спектрофотометрической оценки 

содержания мембраносвязанного гемоглобина в пробах крови. 

 

Известно, что изменение состояния эритроцитов отражает функциональное 

состояние системы крови, которое в свою очередь связано с определенным состоянием 

организма в условиях нормы и патологии. Изменение морфофункциональных свойств 

эритроцитов происходит под влиянием физической нагрузки, гипоксии, эндотоксинов, 

фармакологических препаратов. В настоящее время предлагается рассматривать 

реактивность эритроцитов в качестве индикатора стрессового состояния или 

адаптационной реакции организма [Гусев, Уразов, 2008; Яхно, 2011]. Существуют разные 

способы оценки реактивности эритроцитов: по устойчивости суспензии эритроцитов к 

окислительному или осмотическому гемолизу, по электрофоретической подвижности 

клеток [Шурхина с соавт., 2014], по реактивности плазматических мембран, по липидному 

составу мембран. В качестве примера можно привести работу [Зайцева с соавт., 2004], в 

которой сообщается о существовании нескольких адаптивных вариантов эритроцитов с 

различной реактивностью клеточных мембран. Можно предложить использовать 

содержание MBHb в качестве еще одного достаточно простого критерия для оценки 

реактивности эритроцитов. 

Интересные данные о потенциальной возможности использования MBHb в 

гематологической практике содержатся в заявке на патент [Пивоваров с соавт, 2008]. 
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Авторы патента предложили использовать данные о содержании мембраносвязанного Hb 

для расчета коэффициента, позволяющего оценить устойчивость эритроцитов к 

функциональной нагрузке — тканевой гипоксии. Расчетный коэффициент представляет 

собой среднее из четырех показателей (metHb, MBHb, содержание окисленных 

нуклеотидов, суммарная оптическая плотность), каждый из которых представлен 

разницей величин после и до проведения функциональной пробы. Анализ приведенных в 

заявке примеров показал, что наибольший вклад в величину коэффициента устойчивости 

эритроцитов к ишемии вносит ΔMBHb. 

Таким образом, на основании приведенных выше и других содержащихся в 

литературе примеров можно рассматривать уровень MBHb в эритроцитах как 

интегральный показатель адаптационных процессов, состояния напряженности 

функциональных систем организма в ответ на различные внешние воздействия.  

 

3.3.2. Взаимосвязь между уровнем мембраносвязанного гемоглобина и 

устойчивостью эритроцитов 

Руководствуясь точкой зрения, что уровень мембраносвязанного гемоглобина в 

эритроцитах может быть индикатором функционального состояния клеток, можно 

заключить, что отклонение уровня MBHb от нормальных значений является комплексным 

показателем воздействия токсинов и окислителей на мембрану и внутриклеточные белки. 

Чтобы биохимический параметр служил в качестве диагностического маркера, он должен 

коррелировать с определенными патологическими процессами. 

В литературе содержатся противоречивые сведения о роли МBHb в формировании 

устойчивости эритроцитов к гемолизу. По данным одних авторов, связывание Hb с 

компонентами мембраны является компенсаторно-приспособительным процессом, 

направленным на стабилизацию мембраны эритроцита [Knutton et al., 1970; Mendanha et 

al., 2012]. По другим данным, отмечена положительная корреляция между уровнем 

гемолиза и содержанием МBHb [Luneva et al., 2016]. Разрешить это противоречие 

возможно, если принять во внимание тот факт, что связываться с мембраной Hb может 

разными способами и в разной степени. Так, например, было показано линейное 

увеличение ковалентно связанного МBHb в зависимости от концентрации H2O2 [Sharma, 

Premachandra, 1991; Rocha et al., 2009; Mendanha et al., 2012]. Следует особо отметить, что 

уровень гемолиза не линейно зависит от выраженности окислительного стресса 

[Mendanha et al., 2012], поэтому наблюдаемый в эксперименте эффект во многом будет 

определяться используемой дозой окислителя.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1931154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1931154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Premachandra%20BR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1931154
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Для того, чтобы понять, как оба параметра, устойчивость и доля МBHb, связаны 

между собой, мы провели две серии экспериментов. В первой серии мы изучали 

дозозависимый гемолиз эритроцитов, индуцированный хлорноватистой кислотой 

(HOCl/OCl−). Хлорноватистая кислота является предшественником свободных радикалов 

и важнейшей составляющей бактерицидной системы организма человека и животных 

[Панасенко с соавт., 2013]. Кривые, отражающие изменение уровня гемолиза (оценивали 

по Hb в растворе — SHb (soluble Hb)) и МBHb, были представлены на одном графике 

(рис. 34). Видно, что одна кривая является как бы зеркальным отражением другой. Такой 

характер взаиморасположения кривых указывает на существование связи между двумя 

параметрами. Колебаниям МBHb в диапазоне концентраций 3,3 – 4,25% (обозначен 

штриховкой) соответствует область повышенной устойчивости клеток к гемолизу 

(снижение SHb). Возрастание гемолиза, превышающего контрольный уровень, 

сопровождается снижением МBHb. 
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Рис. 34. Взаимосвязь между уровнем MBHb (красная кривая) и 

гемолитической устойчивостью (черная кривая) эритроцитов при действии 

возрастающих концентраций HOCl на суспензию эритроцитов. Штриховкой выделена 

область значений MBHb, соответствующих норме. Каждая точка — среднее из трех 

опытов. 
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На следующем этапе была проведена серия экспериментов с суспензией отмытых 

эритроцитов, полученных из цельной крови пациентов РОНЦ РАМН, получавшие лечение 

химиотерапевтическими препаратами. Отмытые от компонентов плазмы эритроциты 

инкубировали в присутствии HOCl/OCl− в течение 20 мин, и затем в пробах определяли 

степень гемолиза по концентрации вышедшего в раствор Hb (SHb) и уровень МBHb по 

описанной выше методике. В зависимости от образца были получены различные пары 

значений для SHb и МBHb, которые ранжировали в порядке увеличения МBHb. В ходе 

анализа полученных данных была выявлена зависимость между степенью окислительного 

гемолиза эритроцитов и уровнем МBHb, которая имела сложный нелинейный характер. 

На кривой зависимости SHb от МBHb (рис. 35), можно выделить пять концентрационных 

диапазона МBHb: 1 − до 0,7%; 2 − 0,7-2,2%; 3 –2,3−3,3%; 4 − 3,3-4,9% и 5 − от 4,9%. 

Второму (0,7-2,2%) и четвертому (3,3-4,9%) диапазону соответствует степень гемолиза, не 

превышающая уровень, допустимый для эритроцитарных суспензий в искусственных 

средах (рис. 35, заштрихованная область). 
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Рис. 35. Зависимость гемолитической устойчивости эритроцитов от уровня 

МBHb. Штриховкой выделена область выраженности автогемолиза, допустимого для 

отмытой от компонентов плазмы суспензии эритроцитов.  
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Эти зоны обозначены как зона стабилизации I и зона стабилизации II. Снижение 

МBHb до уровня первой зоны мы рассматриваем как адаптационный процесс, 

направленный на активацию пентозофосфатного пути, в котором синтезируется NADPH – 

кофактор антиоксидантных ферментов. Повышение гемолитической устойчивости в этой 

зоне можно объяснить стимуляцией антиоксидантной функции клеток. По данным ряда 

работ, содержание МBHb в эритроцитах в норме составляет ~ 4%. Основываясь на этих 

фактах, вторая зона стабилизации была принята за норму. Вариации концентрации МBHb 

в пределах этой зоны также могут быть объяснены с позиций формирования адаптивного 

ответа, направленного на увеличение устойчивости. Смещение к нижней границы нормы 

связано с усилением антиоксидантной компоненты, к верхней — энергетической. В 

первом случае реализуется пассивная стратегия адаптации, во втором — активная. 

Как видно, уровень гемолиза, соответствующий первой зоне стабилизации, в 

среднем ниже, чем уровень гемолиза второй зоны стабилизации. Это дает основания 

предположить, что снижение МBHb до 2,2% переводит клетки на другой, более низкий 

уровень реактивности. В поддержку этого тезиса можно привести факт об увеличении 

осмотической резистентности истощенных по АТФ эритроцитов человека [Шпакова с 

соавт., 2013]. В ходе истощения эритроциты целенаправленно снижают фонд адениловых 

нуклеотидов за счет дезаминирования или дефосфорилирования AMP [Атауллаханов с 

соавт., 1984a]. Образующиеся при этом рибозофосфаты могут катаболизироваться по 

пентозному пути. Таким образом, эритроцит стабилизирует энергетический заряд (или 

отношение концентрации ATP к фонду аденилатов), что позволяет клетке пережить 

неблагоприятные условия.  

Между первой и второй зонами стабилизации располагается зона дестабилизации 

или критическая зона, которой присуще определенное соотношение параметров, 

характерное для периода смены метаболической стратегии клетки. На существование 

аналогичной промежуточной зоны дестабилизации указывают данные работы 

[Комиссарчик с соавт., 1977], в которой было показано, что эритроцитарные тени после 

экстракции 10% примембранного белка теряют свои осмотические свойства, при 

экстракции еще 5% белка осмотические свойства восстанавливаются.  

Несмотря на отсутствие в эритроцитах ядерного и белоксинтезирующего 

аппаратов, эти клетки обладают многоуровневой способностью к адаптации [Зайцева с 

соавт., 2004; Petibois, Déléris, 2005; Karaman et al., 2009; Martusevich et al., 2016]. В 

отличие от ядросодержащих клеток, адаптационные возможности эритроцитов 

млекопитающих ограничены цитоплазматическими механизмами. Основу 

цитоплазматических механизмов клеточного ответа составляют обратимые 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0188440905002183
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0188440905002183
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кооперативные фазовые переходы белков, взаимодействие их с мембраной, изменения в 

мембранных белках и белках цитоскелета, а также нарушение проницаемости мембраны. 

Эти механизмы есть ни что иное как проявление филогенетически древней программы 

реагирования клетки на различные факторы, известной как «универсальная реакция 

клетки» [Насонов, 1962; Александров, 1985; Matveev, 2005]. Развертка адаптационного 

ответа в любой клетке начинается с неспецифического комплекса реакций, хорошо 

описанного в научной литературе, и только позже подключаются механизмы регуляции 

генной экспрессии. Из-за отсутствия ядерного аппарата и простоты устройства 

эритроциты являются удобной моделью для изучения негенетических механизмов 

формирования адаптационного ответа. Мы полагаем, что ключевую роль в реализации 

«универсальной реакции» эритроцита играет молекула гемоглобина. 

Показанное в экспериментах повышение гемолитической устойчивости 

эритроцитов при действии HOCl/OCl− (рис. 34), как мы полагаем, является иллюстрацией 

неспецифического ответа клетки на действие различных окислителей, ксенобиотиков или 

биологически активных веществ. Молекулярный механизм этой устойчивости, вероятно, 

связан, с перестройками в мембране и цитоскелете, направленными на увеличение ее 

жесткости (ригидности). Существенный вклад в увеличение жесткости мембраны вносят 

белковые примембранные слои [Knutton et al., 1970; Mendanha et al., 2012]. Связанное с 

увеличением прочности снижение деформируемости мембраны негативно сказывается на 

функциональных свойствах эритроцита, способности выдерживать деформационные 

напряжения при прохождении через капилляр. В какой мере обозначенные процессы 

можно отнести к компенсаторно-приспособительным физиологическим ответам клетки 

или к патологии, остается под вопросом. Может быть, в некоторых случаях клетка 

включает древние адаптационные механизмы, эволюционно сформировавшиеся еще у 

одноклеточных форм, и поэтому не учитывающие или даже противоречащие интересам 

многоклеточного организма. То есть компенсаторно-приспособительный с точки зрения 

клетки процесс может быть предпосылкой для развития патологического с точки зрения 

целостного организма процесса.  

На следующей стадии было проведено сравнительное исследование образования 

MBHb у здоровых доноров и онкологических больных с использованием разработанной 

методики. Материал для исследования был предоставлен клинико-диагностической 

лабораторией РОНЦ РАМН. Поскольку показатели выборки (As и Ex) не превышали 

критических величин при уровне значимости p≤0,05 (табл. 8), то это дало нам основание 

признать распределение нормальным и использовать в расчетах статистические 

параметрические критерии. По данным обобщенной выборки, пациенты, которые 
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получали химиотерапию, характеризуются более высоким уровнем MBHb по сравнению 

со здоровыми донорами. Анализ уровня MBHb у онкобольных показал, что в 61% случаев 

наблюдается отклонение от нормы (свыше 4,9 %), что может свидетельствовать о 

развитии либо компенсаторного процесса, либо хронической эндогенной интоксикации 

(рис. 36). В контрольной группе отклонение от нормального диапазона наблюдалось у 

38% обследованных. Различия носят достоверный характер (t=1,7; p<0,05). 

 

Табл. 8. Некоторые показатели выборки для контрольной выборки и выборки 

пациентов РОНЦ РАМН. 

Некоторые показатели выборки Контроль (n=26) 

p≤0,05 

Онкобольные (n=125) 

p≤0,05 

Средняя выборочная, x 4,69 5,00 

Дисперсия, D 1,21 1,48 

Среднее квадратическое отклонение, σ 1,1 1,22 

Коэффициент вариации, ν 23,48% 24,34% 

Предельная ошибка выборки, ε ±0,454 ±0,216 

Показатель асимметрии, As 0,61 (SAs=0,43) 0,31 (SAs=0,31) 

Показатель эксцесса, Ex 0,0324 (SEx=0,72) -0,13 (SEx=0,41) 

 

Выборка пациентов включала группу онкологических больных с 

диагностированной анемией (анемия хронических заболеваний, железодефицитная 

анемия, микроангиопатическая гемолитическая анемия). Был предпринят сравнительный 

анализ двух равных выборок (n = 23): доноры без анемии и пациенты с анемией. 

Распределения обеих выборок близки к нормальному, с несущественной ассиметрией и 

слабой вариацией. Сдвиг вариационной кривой пациентов вправо происходит вследствие 

снижения в эритроцитах процентного содержания MBHb первого и второго классов, 

соответствующих зоне дестабилизации и зоне стабилизации II, до 13 и 4,3% против 17,4 и 

34,8 % контрольной группы. Несоответствие норме у пациентов с анемией наблюдалось в 

74% случаев, в контрольной группе — в 35% (t=2,05; p<0,05).  

Сдвиг содержания MBHb у онкобольных в сторону превышения диапазона 

нормальных значений можно объяснить как с позиций развития интоксикации, вызванной 

приемом противоопухолевых препаратов, так и с позиций развития адаптации к анемии, 

сопровождающей болезнь. Диагностируемая анемия также может быть следствием 

хронической эндогенной интоксикации. Этиология анемии у онкологических больных 

многофакторна и обусловлена не только нарушениями эритропоэза и обмена железа, но и 
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сдвигами метаболического статуса клеток и дестабилизацией клеточной мембраны в 

условиях действия окислителей и ксенобиотиков. Как хорошо известно, причина развития 

гемолитической анемии, вызванной лекарственными препаратами, связана с 

преждевременным удалением макрофагами поврежденных эритроцитов из кровеносного 

русла. Этот процесс во многом обусловлен образованием в эритроцитах активных форм 

кислорода под действием гемолитических агентов [Mohanty et al., 2014]. Показано, что 

ключевую роль в формировании «сигналов смерти» играет фракция мембраносвязанного 

гемоглобина, состоящая из окисленной и денатурированной форм Hb [McMillan et al., 

2005]. В данном случае повышение уровня MBHb можно рассматривать как процесс, 

направленный на элиминацию поврежденных эритроцитов, т.е. предшествующий анемии. 

Однако возможен и другой сценарий, когда с помощью повышения уровня MBHb 

эритроциты адаптируются к анемии и связанной с ней гипоксии. Например, снижение 

концентрации мембраносвязанного 2,3-дифосфоглицерата — аллостерического 

регулятора, понижающего сродство Hb к кислороду, освобождает места для связывания 

гемоглобина, поскольку этот органический фосфат конкурирует с deoxyHb за сайт 

связывания с белком полосы 3 [Chetrite, Cassoly, 1985]. Увеличение доли deoxyHb в 

гипоксических условиях может быть еще одним фактором, способствующим повышению 

уровня MBHb при анемии [Mohanty et al., 2014]. Какие именно процессы, патологические 

или компенсаторные, обусловливают повышенный уровень MBHb у онкобольных, 

особенно с анемией, на данном этапе исследования сказать сложно.  
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Рис. 36. Распределение обследованных здоровых доноров и онкологических 

больных по группам в зависимости от уровня МBHb в крови. Желтый сегмент – 

соответствие норме, голубой – превышение нормы, серый – ниже нормы. 

 

3.3.3. Стабилизирующее действие глутатионовых ДНКЖ на эритроциты 

Для коррекции нарушенного клеточного метаболизма целесообразно применение 

биологически активных веществ, задействующих механизмы повышения общей 

неспецифической резистентности. Среди биологически активных веществ широкого 

спектра действия особое место занимают динитрозильные комплексы железа [Тимошин с 

соавт., 2007; Timoshin et al., 2007; Shumaev et al., 2008a,b; Ванин, 2015]. ДНКЖ образуются 

в организме человека и животных в качестве стабильных доноров оксида азота. Эти 

комплексы, как известно, являются универсальными регуляторами различных 

биохимических и физиологических процессов. ДНКЖ включают три компонента: NO-

группу, двухвалентное железо и лиганды [Ванин, 2015]. В качестве лигандов ДНКЖ могут 

выступать различные физиологические вещества: фосфатные ионы, глутатион, цистеин, 

карнозин, липоевая кислота, эрготионеин и продукты модификации аминокислот 

метилглиоксалем [Шумаев с соавт, 2013]. В эритроцитах наиболее вероятно образование 

низкомолекулярных ДНКЖ с глутатионовыми и эрготионеиновыми лигандами, поскольку 

их содержание в клетке достаточно велико. ДНКЖ поддерживают прооксидантно-

антиоксидантное равновесие в клетке благодаря антиоксидантному, антирадикальному и 

хелатному действиям, показанных в работах Шумаева с соавторами [Шумаев с соавт, 

2007; Shumaev et al., 2008a,b, 2009, Dudylina et al., 2016]. Ранее в нашей лаборатории было 

показано образование ДНКЖ, связанных с SH-группой остатка цистеина β-цепи 
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гемоглобина [Shumaev et al., 2008b]. В условиях индуцированного окислительного стресса 

эти комплексы защищали тиоловые группы Hb от окисления [Shumaev et al., 2008b]. В 

рамках данной работы мы продолжили изучение биорегуляторного действия ДНКЖ в 

модельных экспериментах с суспензией эритроцитов. Имеются данные, что ДНКЖ с 

глутатионом повышают эластичность эритроцитов и тем самым улучшают 

микроциркуляцию [Шамова с соавт, 2011]. Известно также, что NO участвует в регуляции 

выживаемости эритроцитов [Nicolay et al., 2008]. 

Нами было исследовано влияние ДНКЖ с глутатионовыми лигандами (ДНКЖ-GS) 

на устойчивость суспензии эритроцитов к индуцированному хлорноватистой кислотой 

(HOCl/OCl−) гемолизу. В условиях HOCl-индуцированного гемолиза предобработка 

эритроцитов глутатионовыми ДНКЖ в концентрации 3 мкМ приводила к расширению 

зоны дозозависимого ответа клеток (рис. 37, красная кривая). 

Во всем диапазоне используемых концентраций окислителя в предобработанных 

динитрозильными комплексами эритроцитах уровень гемолиза был ниже, чем в 

контрольном образце. Можно предположить, что стабилизирующее действие ДНКЖ-GS 

связано с переводом клеток на более низкий уровень реактивности. Клетки становятся 

менее чувствительны, но более устойчивы к повреждению. Поддержание уровня MBHb в 

предобработанных эритроцитах в зоне стабилизации I (раздел 3.3.2.) (рис. 38, красная 

кривая) также является указанием на переключение метаболической программы клеток. 

Следует отметить, что другие метаболиты оксида азота GSNO и NaNO2 не оказывали 

выраженного влияния на уровень MBHb по сравнению с контролем. 

Для сравнения была исследована стабилизирующая способность веществ, 

образующихся при диссоциации динитрозильных комплексов железа или их распаде: 

нитрозоглутатион, восстановленный глутатион, нитрит-ионы и двухвалентное железо. 

Предварительная обработка суспензии эритроцитов перечисленными веществами, 

взятыми в концентрациях эквивалентных их содержанию в динитрозильных комплексах, 

приводила к ингибированию окислительного гемолиза эритроцитов. 
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Рис. 37. Индуцированный HOCl гемолиз эритроцитов. Красная кривая 

обозначает изменение гемолитической устойчивости эритроцитов, предобработанные 

ДНКЖ-GS. A и B — серии экспериментов с эритроцитами, полученными от разных 

доноров. Каждая точка — среднее из трех опытов. Горизонтальная пунктирная прямая — 

уровень автогемолиза контроля для данной серии опытов. 
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Рис. 38. Изменение содержания MBHb в эритроцитах, инкубированных с 

различными концентрациями HOCl. Красная кривая – эритроциты предобработанные 

ДНКЖ-GS. Каждая точка — среднее из трех опытов. Штриховкой отмечена зона 

стабилизации I. 

 

Как видно из представленных на рис. 39 данных, наибольшее цитопротекторное 

действие оказывали ДНКЖ-GS (степень ингибирования 55%), в то время как 

ингибирующее действие компонентов этих комплексов было менее выражено: нитрит 

ингибировал на 35%, GSNO – на 20%, GSH – на 42%, а Fe2+ практически не оказывало 

влияния на устойчивость клеток. Так как не только динитрозильные комплексы железа, но 

и составляющие их компоненты оказывали стабилизирующее влияние на эритроциты, то 

это наводит на мысль, что все эти вещества приводят в действие механизм 

«универсальной реакции клетки», известной еще как двухфазная реакция или явление 

гормезиса [Кузин, 1995; Calabrese et al., 2010]. Графическим выражением этой реакции 

является U-образная или перевернутая U-образная кривая, показывающая изменение знака 

биологического эффекта при возрастании дозы химического вещества [Насонов, 1962].  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calabrese%20V%5Bauth%5D
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Рис. 39. Ингибирование окислительного гемолиза эритроцитов GS-ДНКЖ и 

их компонентами. Окислительный гемолиз индуцировали добавлением HOCl в 

концентрации 400 мкМ. Суспензии эритроцитов предварительно инкубировали в течение 

7-8 мин с редокс-активными веществами в концентрации 3 мкМ. 1 − NaNO2, 2 − GSNO, 3 

− GSH, 4 − FeSO4, 5 − ДНКЖ-GS. 

 

Еще одним указанием на то, что полученные результаты могут быть описаны с 

позиций двухфазной реакции, является тот факт, что и сама по себе хлорноватистая 

кислота в одном интервале концентраций стабилизирует эритроциты, а в другом —

идуцирует гемолиз (рис. 37, черная кривая). Следуя этой логике, в следующей серии 

экспериментов мы произвели предадаптацию эритроцитов к HOCl/OCl−  путем 

инкубирования эритроцитов с гемолитиком, взятым в концентрации, вызывающей 

максимальное стабилизирующее действие на клетки (200 мкМ) в течение 20 мин. Затем 

клетки обработали новой порцией 200 мкМ HOCl/OCl−. Как было показано в наших 

экспериментах, хлорноватистая кислота в концентрации 400 мкМ вызывает гемолиз (рис. 

38, черная кривая), однако та же доза, внесенная дробно, оказывает противоположное 

действие (рис. 40). Феномен предадаптации живых систем низкими сублетальными 

дозами хорошо известен и применяется в медицинской практике. 
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Рис. 40. Ингибирование окислительного гемолиза эритроцитов: эффект 

предадаптации к HOCl. 1 − контроль, 2 − 200 мкМ HOCl, 3 − 200 мкМ HOCl (20 мин 

инкубации) + 200 мкМ HOCl, 4 − 400 мкМ HOCl. 

 

Нельзя исключить, что наблюдаемое цитопротекторное действие ДНКЖ может 

быть связано с антиоксидантным и антирадикальным действием этих комплексов. В 

исследованиях Шумаева с соавторами, с помощью спектроскопии ЭПР было показано, 

что ДНКЖ-GS эффективно перехватывают HOCl [Григорьева с соавт., 2016]. На 

основании этого факта можно заключить, что цитопротекторное действие 

железонитрозильных комплексов может быть обусловлено их способностью 

непосредственно взаимодействовать с HOCl. Однако принимая во внимание 

используемые в эксперименте низкие микромолярные концентрации ДНКЖ-GS, мы 

полагаем, что наиболее вероятно сигнально-регуляторное действие этих комплексов, 

которое может реализоваться с участием адсорбционного механизма. 

На то, что антиоксидантная составляющая в реализации защитного эффекта все же 

может присутствовать, указывают следующие факты. В условиях предобработки 

эритроцитов GSH и ДНКЖ-GS ингибирование окислительного гемолиза составляло 78 и 

86% соответственно (рис. 41 A). Если же редокс-активные вещества вносили через 6-7 

мин после добавления HOCl, то ингибирующий эффект был менее выражен и составлял 

15 и 36% (рис. 41 B). В этом эксперименте были использованы более высокие 

концентрации редокс-активных веществ: 50 мкМ ДНКЖ-GS и 100 мкМ GSH.  
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Рис. 41. Ингибирование HOCl-индуцированного гемолиза эритроцитов GSH 

(100 мкМ) – 1 и 3; ДНКЖ-GS (50 мкМ) – 2 и 4. A — GSH и ДНКЖ-GS добавляли перед 

HOCl; B — после HOCl. За 100 % принят уровень гемолиза в контроле (20 мин инкубации 

с 400 мкМ HOCl). 

 

Представленные в данном разделе экспериментальные данные в первую очередь 

продемонстрировали способность ДНКЖ-GS выступать в роли регуляторов 

биологических процессов. Механизм оказываемого этими метаболитами NO 

стабилизирующего действия на клетки включает как неспецифическую, так и 

специфическую компоненту. Графики, представленные на рис. 42, наглядно 

демонстрируют отличие ДНКЖ-GS от других химических веществ, также способных в 

определенных дозах оказывать цитопротекторное действие. Фазный характер ответных 

реакций клетки известен в цитологии как закон Арндта-Шульца: «Каждый 

раздражитель, действуя на одиночную клетку или группу клеток, составляющих орган, 

вызывает усиление или ослабление их физиологической деятельности в зависимости от 

меньшей или большей интенсивности раздражителя…» (цит. по [Александров, 1985, с 

213.]) Поэтому нет ничего удивительного, что такие разные вещества, как ДНКЖ-GS и 

HOCl, могут оказывать стабилизирующее действие на клетки. Однако особенность 

ДНКЖ-GS как биорегуляторов состоит в том, что у этих соединений разница между 

биологически активной дозой и повреждающей намного больше, чем у 

нефизиологических раздражителей. ДНКЖ-GS в концентрации 400 мкМ все еще 
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оказывали положительный эффект на клетки, в то время как HOCl в этих концентрациях 

индуцировали гемолиз (рис. 42). Таким образом, можно считать ДНКЖ с глутатионовыми 

лигандами эндогенными биорегуляторами естественной резистентности, оказывающими 

модулирующее действие на уровне цитоплазмы и белок-липидных взаимодействий. 

Полученные результаты согласуются с ранее установленными фактами положительного 

влияния ДНКЖ на метаболизм эритроцитов [Шамова с соавт, 2011]. 

Хотелось бы особо отметить, что механизм многих исследованных веществ, 

снижающих степень гемолиза в условиях действия окислителей, как правило, связывают с 

их антиоксидантными и антирадикальными свойствами, не принимая во внимание их 

неспецифического влияния на клеточный метаболизм, хотя в литературе содержатся 

указания на существование такой реакции у эритроцитов. Неспецифическая реакция 

эритроцитов может развиваться не только в ответ на экзогенные стимулы, но также и на 

внутриклеточные факторы. Например, показано, что при наличии патологического 

состояния человека происходит потеря чувствительности эритроцитов к слабым 

воздействиям [Оганесян с соавт., 1999]. При выходе больного из кризисного состояния и 

улучшении клинических показателей происходит повышение чувствительности. Фазные 

изменения состояний эритроцитов в зависимости от дозы воздействия, к сожалению, не 

всегда учитываются исследователями, работающими над проблемой повышения 

стабильности эритроцитов, несмотря на то, что они часто сталкиваются с наличием зон 

стабилизации и дестабилизации.  

Предобработка низкими дозами эндогенных редокс-регуляторов может изменить 

характеристики зависимости «доза-ответ», например, увеличить зону стабилизации. Для 

эритроцитов показано стабилизирующее действие низких доз оксида азота [Шамова с 

соавт, 2011], озона [Белых с соавт., 2007], иона уранила [Шевченко, 2014], мелатонина 

[Tesoriere et al., 1999].  

Особенностью ДНКЖ как цитопротекторов является низкий порог эффективной 

дозы (2 мкМ) в отличие, например, от α-токоферола и аскорбиновой кислоты, 

оказывающих 100% ингибирование окислительного гемолиза только начиная с 

концентрации 100 мкМ [Mendanha et al., 2012]. Поэтому изучение защитного влияния 

ДНКЖ на эритроциты важно не только для понимания механизмов, лежащих в основе 

регуляции жизнедеятельности клетки, но и имеет практическую значимость для 

разработки лекарственных препаратов. 
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Рис. 42. Ингибирование автогемолиза эритроцитов возрастающими 

концентрациями ДНКЖ-GS (A) и HOCl (B). За ноль принято ингибирование гемолиза в 

контроле. Каждая точка — среднее из трех опытов. 
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3.3.4. Влияние метаболитов оксида азота на переход гемоглобина в 

мембраносвязанное состояние в условиях карбонильного стресса 

Как было показано в предыдущих разделах, 1) GSNO стимулирует образование 

радикальных интермедиатов реакции лизина с метилглиоксалем по сравнению с другими 

донорами NO (раздел 3.2.1.); 2) GSNO и NaNO2 в присутствии метилглиоксаля могут 

вызывать нитрование порфирина Hb, причем в одних и тех же условиях выход нитриHb в 

реакции с NaNO2 был в 2 раза ниже, чем с GSNO (раздел 3.2.2.). Эти результаты 

послужили основанием для проведения сравнительного изучения влияния нитрит-ионов и 

нитрозотиолов на переход гемоглобина в мембраносвязанное состояние в условиях 

карбонильного стресса. С целью изучения действия метилглиоксаля на эритроциты, 

отмытую суспензию интактных эритроцитов, выделенных из крови крысы, инкубировали 

в течение 20 мин с различными концентрациями метилглиоксаля. На рис. 43 

представлены кривые, отражающие изменения трех параметров в зависимости от 

концентрации MG в инкубационной среде. Анализ представленных на рис. 43 

зависимостей показывает, что доля MBHb практически линейно возрастает с увеличением 

концентрации MG в среде инкубирования, и коррелирует с увеличением доли Hb, 

вышедшего в раствор. Поскольку количество Hb в растворе отражает степень гемолиза 

эритроцитов, то можно утверждать, что индуцированное метилглиоксалем связывание Hb 

с мембраной в данных условиях носит патологический характер. В ряде исследований 

было показано, что гемолиз эритроцитов происходит вследствие развития процесса 

липопероксидации, индуцированного как самим гемоглобином, так и продуктами его 

распада (железом и гемовой группой) [Nagababu et al., 2010; Rifkind, Nagababu, 2013]. 
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Рис. 43. Содержание Hb в мембранах (черный − 1), гемолизате (красный − 2) и 

восстановленные SH-группы белков мембран (синий − 3) при инкубации суспензии 

эритроцитов с разными концентрациями MG. За 100% приняты показатели в 

эритроцитах без добавлений MG.  

 

Известно, что гемоглобин в мет- и феррил- формах выступает в качестве активного 

окислителя. Источником супероксид-анион- радикала также является гемоглобин в 

состоянии полунасыщения (2Hb-[FeII]-2Hb-[FeO2])
 [Abugo, Rifkind, 1994; van Zwieten et al., 

2014]. Однако, в исследуемой системе окисление гемоглобина не происходило. Поэтому, 

можно предположить иные механизмы связывания Hb с мембраной. Наблюдаемое в 

наших экспериментах увеличение доли MBHb при добавлении к эритроцитам 

метилглиоксаля согласуется с фактом отмеченной в статье [Маюрова, 2012] 

положительной корреляции между содержанием MBHb и гептанрастворимыми 

шиффовыми основаниями в условиях алкогольного делирия.  

Известно, что одним из показателей функциональной активности мембран является 

степень восстановленности сульфгидрильных групп мембранных белков. Количественная 

оценка свободных сульфгидрильных групп белков эритроцитарной мембраны с помощью 

флуоресцентной метки ThioGlo1 показала, что с увеличением концентрации MG 

уменьшается доля восстановленных SH-групп по сравнению с контрольными 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S089158491301527X
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эритроцитами (рис. 44, синяя кривая). Наблюдаемое в эксперименте снижение SH-групп 

мембранных белков сопровождалось параллельным увеличением содержания Hb в 

мембранах. Этот указывает на то, что уменьшение количества восстановленных тиолов 

может быть связано с уменьшением их доступности в результате экранирования 

молекулами гемоглобина. Тот факт, что количество доступных тиоловых групп 

коррелирует с содержанием белка в мембране эритроцитов при низких концентрациях 

H2O2, было отмечено в ряде работ [Sharma, Premachandra, 1991; Rocha et al. 2009; 

Mendanha et al., 2012]. Нельзя исключить и возможность образования ковалентных 

аддуктов мембранных тиолов с метилглиоксалем [Zeng, Davies, 2005, 2006]. 

Имеются данные, показывающие, что в условиях окислительного стресса 

гемоглобин связывается с белками цитоскелета через формирование межмолекулярных 

дисульфидных связей [Sayare, Fikiet, 1981; Bowman et al., 2005]. На возможное изменение 

свойств мембраны в условиях карбонильного стресса указывает и тот факт, что Hb 

связывается с более высоким сродством с мембранами эритроцитов больных сахарным 

диабетом по сравнению с контрольными мембранами [Bryszewska, 1988]. Примечательно, 

что сродство гликированного Hb к мембранам было ниже, чем у нормального 

гемоглобина. В условиях нашего эксперимента образование гликированного Hb 

невозможно из-за слишком малого времени инкубации клеток с MG.  

Следующая часть нашей работы была посвящена оценке количественного 

содержания MBHb в эритроцитах, при их обработке метилглиоксалем, и влияния на этот 

процесс метаболитов оксида азота. Эритроциты инкубировали с различными 

концентрациями доноров NO: NaNO2, СysNO и GSNO. Только в случае инкубации с 

NaNO2 наблюдалось значительное увеличение доли MBHb с 4 до 12 % (рис. 44 A, черная 

кривая). При действии нитрозотиолов колебания концентрации MBHb менее выражены. 

На графике, отражающем зависимость уровня MBHb от концентрации NaNO2/СysNO, 

присутствует выраженный экстремум в области концентрации 0,4 мМ (рис. 44 A). В 

случае использования NaNO2 происходит уменьшение концентрации MBHb на 2%, а в 

случае СysNO — увеличение на 2%. Примечательно, что график зависимости 

концентрации гемоглобина в инкубационной среде (степень гемолиза) от концентрации 

внесенных в среду NO-донорных соединений содержит аналогичные экстремумы, но 

противоположной направленности (рис. 44 B), что является косвенным указанием на 

существующую взаимосвязь между этими параметрами. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1931154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1931154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zeng%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16097796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zeng%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16097796
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Рис. 44. Содержание мембраносвязанного Hb (A) и степень гемолиза 

эритроцитов  (B) при инкубации с разными концентрациями 1 − NaNO2 (черная), 2 − 

СysNO (голубая), 3 − GSNO (красная). За 100% приняты показатели в эритроцитах без 

добавления NO-донорных соединений. 
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Сопоставляя графики (рис. 44), можно предположить, что в определенных 

концентрационных пределах NO-донорных соединений (до 1 мМ) уровень MBHb 

определяет гемолитическую устойчивость эритроцитов. Повышение на 2% от уровня в 

контроле оказывает стабилизирующий эффект на мембрану эритроцита (рис. 44, 

сопоставление синих кривых), снижение на 2% — дестабилизирующий (рис. 44, 

сопоставление черных кривых). Результаты этой серии экспериментов согласуются с 

данными, полученными при исследовании корреляции между уровнем MBHb и степенью 

HOCl-индуцированного гемолиза эритроцитов человека (раздел 3.3.3). Наблюдаемое 

снижение степени гемолиза в экспериментах с СysNO (рис. 44, синии кривые), 

сопровождающееся увеличением доли MBHb, можно объяснить стабилизирующим 

действием примебранного слоя гемоглобина. Это предположение подтверждается 

данными работ [Knutton et al., 1970; Комиссарчик с соавт., 1977], в которых показано, что 

разрушение липопротеиновой структуры эритроцитарных мембран с высоким 

содержанием Hb происходило в гораздо меньшей степени по сравнению с 

эритроцитарными мембранами с малым содержанием Hb. Однако результаты, полученные 

на тенях эритроцитов, с большой осторожностью следует переносить на всю клетку.  

Поскольку ранее нами было показано, что различные метаболиты NO ингибируют 

протекание реакции Майяра (раздел. 3.1.1.), мы решили проверить действие этих 

соединений на эритроциты. Была проведена совместная инкубация эритроцитов с 

метилглиоксалем и NO-донорными соединениями. На рис. 45 представлены результаты по 

содержанию MBHb в эритроцитах (A) и Hb в инкубационной среде (B). При концентрации 

MG в инкубационной среде — 3 мМ доля MBHb составляла ~10%. 

Внесение в среду инкубации NaNO2 и СysNO приводит к снижению доли 

связавшегося с мембранами Hb на 50% и 20% соответственно по сравнению с 

эритроцитами, обработанными только метилглиоксалем. В противоположность этому, 

GSNO вызывал незначительное (в пределах ошибки эксперимента) увеличению доли 

MBHb. Наблюдаемое отличие в действии нитрита и нитрозотиолов можно объяснить, 

исходя из особенностей строения этих веществ. Нитрозотиолы непосредственно 

высвобождают NO, который способен вступать в свободно-радикальные реакции. 

Нитрозотиолы содержат также и редокс-активную SH-группу, которая может окисляться с 

образованием тиильного радикала. Как было показано в предыдущих исследованиях 

(раздел. 3.1.3.), в условиях карбонильного стресса GSNO стимулирует образование 

свободно-радикальных интермедиатов, которые, в свою очередь, могут стимулировать 

реакции перекисного окисления липидов и образование новых порций активных 

карбонильных соединений, тем самым усиливая карбонильный стресс. Перечисленные 
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процессы могут индуцировать повреждение фосфолипидного бислоя и приводить к 

ковалентному связыванию гемоглобина с компонентами мембраны. 
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Рис. 45. Содержание Hb в мембранах (A) и гемолизате (B) при инкубации 

суспензии эритроцитов с MG (3 мМ) и NaNO2/Сys-NO/GS-NO (0,8 мМ). 1 – без 

добавок, 2 – NaNO2, 3 – Сys-NO, 4 – GS-NO, 5 – MG, 6 – MG + NaNO2, 7 – MG + Сys-NO, 

8 – MG + GS-NO. За 100% приняты показатели в эритроцитах без добавления редокс-

активных веществ.  



 112 

Вполне вероятно, что нитрит-ионы в восстановительных условиях реакции Майяра 

являются наиболее предпочтительным агентом для образования аддуктов оснований 

Шиффа с оксидом азота и динитрозильных комплексов железа с минимальным выходом 

свободно-радикальных интермедиатов. Восстановление нитрит-ионов до NO, который 

затем включается в комплексы с интермедиатами реакции Майяра, выводя их из 

дальнейших превращений, может быть еще одним объяснением наблюдаемого под 

действием NO2
− ингибирования образования MBHb. Если сами по себе нитрит-ионы 

оказывают токсическое действие на эритроциты, то в условиях карбонильного стресса они 

могут оказывать протекторное действие.  

СysNO и GSNO в разной степени ингибировали связывание гемоглобина с 

мембраной, индуцированное метилглиоксалем (рис. 45 А, 7 и 8). Этот эффект можно 

объяснить различной способностью циcтеина и глутатиона образовывать аддукты с MG. 

Цистеин образует с MG стабильные аддукты, что выражается в снижении количества 

восстановленных SH-групп (рис. 46). Реакция MG с глутатионом носит равновесный 

характер, образование тиогемиацеталя происходит только при значительном избытке 

GSH, что имеет место в физиологических условиях. В условиях эксперимента клетки 

скорее испытывают недостаток GSH, который расходуется в глиоксалазной реакции 

[Valentine et al., 1970; Larsen et al., 1985; Thornalley et al., 1989].  
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Рис. 46. Динамика изменения восстановленных SH-групп цистеина и 

глутатиона при инкубации их с метилглиоксалем (R-SH : MG = 1 : 1). Состав 

реакционной смеси описан в разделе «Материалы и методы». 



 113 

Во всех вариантах опытов с суспензией эритроцитов, инкубированных с 

метилглиоксалем, количество внеклеточного Hb возрастало примерно в два раза по 

сравнению с эритроцитами, обработанными только донорами NO (рис. 45 B). Этот 

эффект, по-видимому, связан с повреждением эритроцитарных мембран 

свободнорадикальными интермедиатами, образующимися в реакции MG с 

аминокислотными остатками и NO-донорными соединениями. 

Что касается эффектов, вызванных нитритными ионами, то они могут быть 

разнонаправленными. С одной стороны, NO2
− в реакции с oxyHb приводят к образованию 

свободнорадикальных метаболитов (NO2
▪ и H2O2), которые стимулируют процессы 

перекисного окисления липидов и окисление гемоглобина до Hb-[FeIV=О] [Zavodnik et al., 

1999; Gow et al., 1999; Keszler et al., 2008], что способствует встраиванию гемоглобина и 

продуктов его окисления и деструкции (железо, гем и денатурированные формы Hb) в 

эритроцитарную мембрану [Sharma, Premachandra, 1991; Rocha et al., 2009; Mendanha et al., 

2012]. С другой стороны, нитритные ионы восстанавливаются интермедиатами реакции 

Майяра до NO, который в реакции с основаниями Шиффа приводит к образованию их 

нитрозопроизводных, таким образом, купируя дальнейшее участие оснований Шиффа в 

свободнорадикальных превращениях с участием MG и O2 (раздел 3.1.1). Поэтому при 

действии на эритроциты метилглиоксаля нитрит-ионы нивелируют эффект, вызванный 

MG и не стимулируют переход Hb в связанное с мембранами состояние.  

Метилглиоксаль также активно связывается с SH-группами Cys-93 β-цепей 

гемоглобина, причем степень модификации сульфгидрильных групп выше для oxyHb, 

поскольку в R-конформации доступность SH-групп выше, чем в T-конформации (SH-

эффект) [Aboluwoye et al., 1998]. Модификация Hb метилглиоксалем меняет зарядные 

характеристики молекулы, что повышает гидрофобность молекул гемоглобина и степень 

его ассоциации с мембраной. Имеются экспериментальные данные [Заводник, Лапшина, 

1996], показывающие, что обработка Hb в течение одного часа малоновым и глутаровым 

диальдегидами облегчает процесс автоокисления oxyHb. Эти альдегиды так же, как и 

метилглиоксаль, относятся к активным карбонильным соединениям, образуемым в 

результате реакций ПОЛ. Принимая во внимание этот факт, можно предположить, что в 

условиях карбонильного стресса существует сеть взаимоусиливающихся процессов, в 

результате которых образуются как АФК, так и новые АКС. Гемоглобин является 

основным компонентом этой сети свободнорадикальных реакций. Таким образом, переход 

Hb из растворимого в мембраносвязанное состояние при обработке эритроцитов 

высокими концентрациями MG и сопутствующий этому переходу гемолиз, указывают на 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1931154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1931154
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существование тесной связи между карбонильным стрессом и окислительным [Kalapos, 

2008; Шумаев с соавт., 2009].  

Следует особо отметить, что во всех вариантах эксперимента в присутствии 

метилглиоксаля окисления гемоглобина не происходило. Причиной этому может быть 

восстановление metHb, образующегося в реакции oxyHb с NO, редокс-активными 

интермедиатами реакции Майяра, как это было показано в наших предыдущих 

исследованиях (раздел 3.1.3). 

Полученные результаты позволили сделать вывод, что нитрит-ионы по сравнению 

с нитрозотиолами индуцируют переход гемоглобина из растворимого в связанное с 

мембранами состояние, вероятно, за счет индукции окислительных процессов, в частности 

окисления SH-групп как самого гемоглобина, так и белков мембраны. В условиях 

обработки эритроцитов метилглиоксалем эффект был противоположным, что, как нам 

кажется, связано с тем, что ионы NO2
− в этих условиях блокировали образование 

свободнорадикальных продуктов реакции Майяра. Нельзя исключить и тот факт, что 

низкие концентрации NO могут оказывать стабилизирующее действие на эритроцитарные 

мембраны посредством модуляции уровня MBHb (раздел 3.3.3.), который участвует в 

регуляции метаболического поведения клетки. Как известно, повышение уровня MBHb 

приводит к активации гликолитических ферментов и синтеза АТP, а снижение — 

пентозофосфатного пути, поставляющего NADPH [Weber et al., 2004; Chu, Low, 2006; Chu 

et al., 2008]. Снижение содержания MBHb при обработке эритроцитов 0,4 мМ NaNO2  

(рис. 44 A, черная кривая) можно объяснить развитием адаптивной реакции, направленной 

на активацию пентозофосфатного пути. В работе [Атауллаханов с соавт., 1984b] было 

показано, что добавление нитрита к суспензии отмытых эритроцитов приводит к резкому 

увеличению потока через пентозофосфатный путь. Активация пентозофосфатного пути 

связана с потреблением NADPH и GSH в окислительных процессах. С этими данными 

согласуется и тот факт, что предобработка эритроцитов СysNO увеличивает поток 

глюкозы через пентозофосфатный путь [Misiti et al., 2002].  

В заключение хотелось бы отметить, что колебания уровня MBHb в определенных 

концентрационных пределах носят компенсаторно-приспособительный характер, в то 

время как более значительное связывание Hb с компонентами мембраны, происходящее 

вследствие окислительных процессов, наоборот, дестабилизирует мембрану, вызывая 

гемолиз и выход гемоглобина в сосудистое русло.  
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3.4. Создание компьютерной экспертной системы для диагностики анемий  

Работа по созданию экспертной системы «BLOOD» проводилась совместно с 

кафедрой компьютерных медицинских систем Национального исследовательского 

ядерного университета "МИФИ" и клинико-диагностической лабораторией РОНЦ РАМН. 

Даная система предназначена для использования в клинической практике в помощь врачу 

при диагностике анемий различного генеза. Структура компьютерной медицинской 

экспертной системы для диагностики анемий включает четыре основных блока: модель 

базы знаний, механизм принятия решений, механизмы ввода и вывода данных. Структура 

разработанной экспертной системы представлена в виде концептуальной модели (рис. 47). 

База знаний включает следующие данные: информация о пациентах (ФИО, 

возраст, пол и диагноз, при его наличии; информация о нормальных значениях признаков, 

по которым производится непосредственный анализ), информация о результатах анализов 

с привязкой к конкретному пациенту; информация, носящая справочный характер 

(глоссарий и энциклопедия). Просмотр данных, содержащихся в базе данных, а также их 

редактирование реализовано с помощью нескольких форм. Из главной формы можно 

перейти к просмотру любого раздела базы данных с помощью кнопки «База данных» 

(доступ к информации о пациентах, признаках и результатах анализов).  

Разработана концептуальная модель, показывающая, как структурирована 

информация в разных элементах экспертной системы. Модель базы знаний состоит из 

модуля анализа количественных и качественных показателей. К количественным 

показателям относятся количество эритроцитов (RBC) и лейкоцитов (WBC), 

концентрация гемоглобина (HGB), содержание гематокрита (HCT), средний объем 

эритроцита (MCV), среднее содержание гемоглобина в эритроците (MCH), средняя 

концентрация гемоглобина в эритроците (MCHC), количество тромбоцитов (PLT), ширина 

распределения эритроцитов — стандартное отклонение (RDW-SD), ширина 

распределения эритроцитов — коэффициент вариации (RDW-CV), ширина распределения 

тромбоцитов по объему (PDW), средний объем тромбоцита (MPV), а также данные 

анализатора лейкоцитарной формулы: количество нейтрофилов (NEUT), лимфоцитов 

(LYMPH), моноцитов (MONO), эозинофилов (EO), базофилов (BASO), ретикулоцитов 

(RET), незрелых гранулоцитов (IG) и среднее содержание гемоглобина в ретикулоците 

(RET-HE). В дополнение к стандартным количественным показателям, мы считаем 

необходимым ввести еще один диагностический показатель — уровень 

мембраносвязанного гемоглобина в эритроцитах.  
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I. 

         

II. 

 

Рис. 47. Концептуальная модель диагностической экспертной системы. I — 

общий вид, II — расширенная версия. 

 

Экспертная система «BLOOD» реализована в среде Qt Creator, система 

управления базами данных: sqlite. В настоящий момент выборка включает 350 пациентов 

РОНЦ РАМН им. Н.Н. Блохина различных половозрастных групп, перенесших 

онкологические заболевания, с диагностированной анемией (анемия хронических 

заболеваний — АХЗ, железодефицитная анемия — ЖДА, МГА — микроангиопатическая 

гемолитическая анемия). Экспертная система проводит вероятностную оценку и 

постановку диагноза на основе метода эталонов. При загрузке модуля диагностики 
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программа производит анализ всех имеющихся в базе случаев, сортирует данные по 

имеющимся диагнозам и находит эталонные значения признаков для каждого из них. 

Впоследствии, при выборе пациента, система сравнивает его параметры с полученными 

эталонами и для каждого из признаков выбирает наиболее близкий. После этого, на 

основе совокупности полученных данных для массива признаков, выдается вероятностная 

оценка наличия у пациента каждого из представленных в базе заболеваний.  

Экспертная система «BLOOD» содержит возможность работы с базой знаний, а 

именно просмотр, редактирование, добавление новых элементов, проведение 

сравнительного анализа и статистическую постановку диагноза на основе имеющихся в 

базе случаев. Отдельными компонентами системы являются справочник, содержащий 

необходимую информацию о заболеваниях, методах диагностики и лечения, и глоссарий, 

включающий в себя все связанные с темой термины и понятия. Для увеличения 

достоверности прогноза необходимо добавление как можно большего количества 

исходных данных (не менее 100 пациентов для каждого из заболеваний). 

Была проведена проверка работоспособности экспертной системы по обработке 

имеющихся данных на всех доступных пациентах. С этой целью было проведено 

добавление информации по 350 пациентам и 48 признакам. Получившиеся в итоге формы 

представлены на рисунках 48-51. Форма «Анализы» (рис. 50) представлена в виде 

таблицы, содержащей значения изучаемых параметров для всех имеющихся в базе 

случаев, привязанные к конкретным пациентам. В таблице применено цветовое 

кодирование информации: если значение признака укладывается в границы нормы, 

соответствующая ячейка окрашена зеленым цветом, если значение ниже нормы — 

желтым, если выше — красным. При отсутствии в базе данных информации по какому-

либо признаку для данного пациента, то в соответствующей ячейке таблицы ставится 

прочерк и она выделяется серым цветом. 

Был произведен анализ имеющихся случаев и поставлен вероятностный диагноз в 

каждом из них. Результаты, полученные в программе, представлены в табл. 9. По 

результатам проведенных экспериментов можно утверждать, что система в полной мере 

реализует все заявленные функции и верно определяет диагноз.  
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Рис. 48. Форма «Пациенты» 
 

 

 

 

 
 

Рис. 49. Форма «Параметры» 
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Рис. 50. Форма «Анализы» 
 

 

 

 

 
 

 

Рис. 51. Форма «Диагностика» 
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Табл. 9. Сравнение результатов диагнозов, поставленных в клинико-

диагностической лаборатории РОНЦ РАМН и результатов, полученных с помощью 

экспертной системы «BLOOD». 

 

ПАЦИЕНТ 

№ 

КЛИНИКО-

ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ 

ЛАБОРАТОРИЯ 

ЭКСПЕРТНАЯ СИСТЕМА 

«BLOOD» 

ЖДА МГА АХЗ 

1 ЖДА 65.85% 12.19% 21.95% 

2 МГА 26.82% 43.90% 29.26% 

3 МГА + ЖДА 33.30% 38.88% 27.77% 

4 - 41.37% 34.48% 24.13% 

5 АХЗ 41.46% 26.82% 31.70% 

6 АХЗ + ЖДА 41.86% 25.58% 32.55% 

7 МГА 19.04% 61.90% 19.04% 

8 АХЗ 26.31% 28.94% 44.73% 

9 АХЗ + ЖДА 43.90% 14.63% 41.46% 

10 АХЗ 30.76% 30.76% 38.46% 

11 АХЗ + ЖДА 42.85% 28.57% 28.57% 

12 - 34.78% 30.43% 34.78% 

13 АХЗ + МГА 7.14% 47.61% 45.23% 

14 МГА + ЖДА 51.28% 20.51% 28.20% 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Составной частью метаболизма являются неферментативные реакции, 

включающие образование и окислительно-восстановительные превращения 

реакционноспособных соединений: активных форм кислорода, азота, серы, галогенов и 

активных карбонильных соединений. Все эти разные по химическому строению и 

свойствам вещества объединяет одно общее качество — способность спонтанно вступать 

в реакции с аминокислотными остатками белков. Редокс-активные метаболиты совместно 

с системами, их элиминирующими (антиоксидантные и антигликирующие ферменты и 

низкомолекулярные метаболиты) образуют единую систему. Ферментативные системы 

детоксикации ― это не единственные регуляторы редокс-метаболизма. Модулирующее 

действие на редокс-метаболизм оказывают ионы металлов переменной валентности. Еще 

один способ регуляции заключается в организации реакций в виде циклической 

последовательности, что наделяет систему каталитическими и авторегуляторными 

свойствами. Как правило, химические пути редокс-активных соединений пересекаются, 

образуя сеть реакций с определенными узлами. Одним из таких узлов неферментативного 

редокс-метаболизма являются динитрозильные комплексы железа.  

Мы считаем, что при изучении действия редокс-активных веществ на 

биологическую систему необходимо учитывать их взаимовлияние. В качестве примера, 

разъясняющего этот тезис, мы кратко опишем действие доноров оксида азота на исход 

процесса неферментативной модификации гемоглобина метилглиоксалем. В ходе работы 

над диссертацией было установлено, что нитрозоглутатион увеличивает образование 

радикальных интермедиатов реакции лизина с метилглиоксалем, что приводит к 

восстановлению и нитрозилированию гемоглобина. С другой стороны, нитрозоглутатион 

ингибирует модификацию гемоглобина метилглиоксалем и образование межбелковых 

сшивок. При действии на эритроциты, предварительно обработанные метилглиоксалем, 

нитрозогутатион не оказывает цитопротекторное действие. Нитрозоглутатион также в 

некоторых случаях является источником активных форм азота, вызывающих 

необратимую модификацию порфирина (образование нитриметгемоглобина). Полученные 

результаты обобщены в виде схемы, на которой представлены основные пути образования 

продуктов и свободнорадикальных интермедиатов, возникающих в системе 

Hb−GSNO−MG (рис. 52). Присутствие в системе кислорода и/или оксида азота определяет 

характер и степень ковалентной модификации гемоглобина. Эта схема является 

иллюстрацией сети превращений, которые сопровождают обмен метаболитов оксида 

азота, активных карбонильных соединений и гемоглобина в норме и при патологии. 
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Рис. 52. Набор продуктов и свободнорадикальных интермедиатов, 

образующихся в реакции S-нитрозоглутатиона с метилглиоксалем в присутствии 

гемоглобина. Обозначения: R-SNO – нитрозотиолы (нитрозоглутатион, нитрозоцистеин), 

MG –метилглиоксаль, SB (Schiff base) – основание Шиффа, SBNO – аддукт основания 

Шиффа с NO, SB(FeII(NO+)2) – динитрозильные комплексы железа, связанные с 

основаниями Шиффа, нитриHb – нитрованный по винильной группе порфиринового 

кольца гемоглобин, metHb – окисленный гемоглобин, metHb•+ – связанный с 

гемоглобином катион-радикала основания Шиффа, оксоферрилHb – оксофферильная 

форма гемоглобина (Hb-FeIV=O).  
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ВЫВОДЫ 

 
1) Физиологические метаболиты оксида азота (S-нитрозоглутатион, динитрозильные 

комплексы железа, нитроксильный анион, нитрит анион) ингибируют реакцию 

неферментативного гликирования аминокислотных остатков гемоглобина и 

карнозина, индуцированную метилглиоксалем. 

2) Показано образование динитрозильных комплексов железа с продуктами 

модификации гемоглобина и карнозина метилглиоксалем. Формирование ДНКЖ 

является одним из механизмов антигликирующего действия метаболитов оксида 

азота.  

3) Нитрозоглутатион в условиях карбонильного стресса стимулирует образование 

редокс-активных соединений, которые могут быть нитрозилирующими и 

нитрующими агентами для метгемоглобина, а также вызывать окислительную 

модификацию гемоглобина и его связывание с компонентами мембраны 

эритроцита. 

4) Разработана спектрофотометрическая методика оценки доли мембраносвязанного 

гемоглобина в эритроцитах, позволяющая обнаруживать менее 0,1% МBHb в 

образце. Установлен диапазон нормальных значений для МBHb: 3,3% – 4,9%. 

5) Среди обследованных онкологических больных, которым была назначена 

химиотерапия, несоответствие норме уровня МBHb наблюдалось у 61%, в то время 

как в контрольной группе эта величина составляла 36%. Среди пациентов с 

диагностированной анемией данный показатель составлял 74%, в контрольной 

группе — 35%. 

6) Разработана пилотная версия компьютерной экспертной системы для диагностики 

анемий у онкобольных, учитывающая данные о содержании мембраносвязанного 

гемоглобина. 
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