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Введение
Рядом исследователей показано, что при взаи-

модействии пероксида водорода с гемопротеина-
ми, в том числе и с миоглобином, формируются
высокореакционные оксоферрильные формы ге-
мопротеинов, которые окисляют биомолекулы и
инициируют перекисное окисление липидов [1 , 2 ,
3 ]. Пероксид водорода образуется в организме, как
вследствие прямой неэнзиматической реакции дис-
мутации супероксидов, так и вследствие реакции,
катализируемой СОД, а также генерируется ами-
нооксидазой и глюкозооксидазой. Кроме того, по-
стоянно образуют пероксид водорода макрофаги,
клетки эндотелия. Перекисное окисление липидов
сопровождается образованием органических пе-
роксидов. Следует отметить, что оксоферрильные
формы гемопротеинов могут образовываться не
только в реакциях с пероксидами, но и при взаи-
модействии с пероксинитритом [4 , 5 ].

Стационарная концентрация пероксида водоро-
да в крови при нормальных условиях, вследствие
разрушения каталазой и глутатионпероксидазой, не
превышает 0,2 нМ [3]. Однако даже под действи-
ем этой низкой концентрации пероксида водорода
миоглобин постоянно окисляется с образованием
феррильной формы миоглобина с радикалом, ло-
кализованным на белковой глобуле [6 ].
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Interaction of hydrogen peroxide with ferri- forms of horse myoglobin and human hemoglobin results in the formation

of reactive oxoferryl forms of hemoproteins which oxidize thiamin and its phosphate ethters to thiochrome, thiaminedisulfide
and their phosphates respectively. Phenolic compounds and nitrite increase the yield of oxidative products of thiamine and
its phosphate ethters under the action of oxoferryl forms of hemoproteins by 1-2 orders. Tyrosine, phenolic compounds, and
nitrite can penetrate into heme pocket and reduce oxoferryl form to ferri form. The resulting tyrosyl and phenoxyl radicals
oxidize thiamine to thiochrome and thiaminedisulfide. Nitrogen dioxide oxidizes thiamine and thiochrome to produce
oxodihydrothiochrome. The role of oxoferryl forms and phenolic compounds in oxidative transformation of thiamine and
its derivatives is discussed.
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Концентрация пероксида водорода в крови и
тканях сильно возрастает при патологических со-
стояниях, например, при ишемии-реперфузии, и
может достигать 10 мкМ и выше в сердечной мыш-
це при ишемии [7 ]. При гипоксических и воспали-
тельных состояниях увеличивается уровень нитри-
та в тканях параллельно с возрастанием образова-
ния монооксида азота. Как известно, оксид азота
обладает защитным действием на ткани, подверг-
нутые повреждению высоким уровнем пероксидов
водорода. Нитрит, напротив, вызывает сильнейшее
повреждающее действие на ткани в присутствии
пероксидов и гемопротеинов. Высокая токсичность
нитрита вызвана образованием диоксида азота в
присутствии пероксида водорода и гемопротеинов
[8 ]. Диоксид азота нитрует тирозинильные остат-
ки белков и ферментов и вызывает их инактива-
цию и нарушение нативной структуры.

В данной работе мы показали, что при взаимо-
действии пероксида водорода с ферри-формами
миоглобина лошади формируются высокореакци-
онные оксоферрильные формы гемопротеинов,
которые окисляют тиамин и его фосфорные эфи-
ры до тиохрома, тиаминдисульфида и их фосфа-
тов, соответственно. Нитрит и фенольные соеди-
нения на 1-2 порядка увеличивают выход продук-
тов окисления тиамина и его фосфорных эфиров
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под действием оксоферрильных форм миоглоби-
на. В присутствии нитрита тиамин претерпевает
более глубокие превращения, нежели в присут-
ствии фенольных соединений.

Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что гидрофобный метаболит тиамина – ти-
охром, который легко проникает в клеточные мем-
браны, может явиться эффективным антиоксидан-
том, инактивирующим диоксид азота.

Материалы и методы
В работе использовали тиамин, тиаминмоно-

фосфат (ТМФ), тиаминдифосфат (ТДФ), тиохром,
аминокислоты: L- и D-тирозин, D,L-аргинин, D,L-
гистидин, D,L-валин, D,L-фенилаланин, L-серин,
миоглобин из сердца лошади фирмы Сигма (США).

Концентрацию тиохрома и оксодигидротиохро-
ма в смеси определяли флуоресцентным методом.
Для этого спектр флуоресценции смеси разлагали
на индивидуальные спектры тиохрома и оксоди-
гидротиохрома на основе метода наименьших квад-
ратов. В качестве стандартов использовали коммер-
ческий препарат тиохрома (Сигма) [2]. Для изме-
рения концентрации оксодигидротиохрома в реак-
ционную смесь, содержащую метмиоглобин и пе-
роксид водорода, добавляли бутанол. Концентра-
цию оксодигидротиохрома определяли по его флу-
оресценции в спиртовой фракции.

Результаты
После смешивания метмиоглобина с перокси-

дом водорода наблюдали образование оксофер-
рильных форм миоглобина, которые легко регист-
рируются спектрофотометрически [9 ]

Мb(III) + H2O2  +·Мb(IV=O) + H2O         (1)
+·Мb(IV=O) + H2O2Мb(IV=O) + HO2         (2)
Ранее методом ЭПР было показано, что в ра-

створе существуют две оксоферрильные формы
миоглобина: +·Мb(IV=O) оксоферрильная форма с
радикалом, локализованным на порфирине или
белковой глобуле (соединение I), а также оксофер-
рильный катион миоглобина Мb(IV=O (или соеди-
нение II). Оксоферрильная форма +·Мb(IV=O) с ра-
дикалом, локализованным на остатке порфири-
на может захватывать электрон от остатка тирози-
на 103 [10 ]. В результате внутримолекулярного
переноса электрона порфириновый радикал восста-
навливается тирозином 103 и наблюдается форми-
рование долгоживущего тирозин-феноксильного
радикала, локализованного на остатке тирозина-
103 (+Мb(IV=O)-·Tyr(103)) [11 ].

Мы показали, что в присутствии тиамина ско-
рость образования метмиоглобина возрастала. Про-
цесс разрушения оксоферрильной формы миогло-
бина сопровождался окислением тиамина с обра-
зованием тиохрома и тиаминдисульфида. Тиохром
и тиаминдисульфид были идентифицированы ме-
тодом восходящей хроматографии на бумаге. Ти-
охром обладает интенсивной флуоресценцией, по-
этому образование тиохрома легко можно контро-
лировать флуоресцентным методом.

Предварительная инкубация метмиоглобина с
пероксидом водорода до добавления тиамина в те-
чение различных промежутков времени не сказы-
валась существенно на выходе тиохрома. Образо-
вание тиохрома практически не отличалось от вы-
хода тиохрома, когда все компоненты смеси Мb(III)
+ Т + Н2О2 были добавлены в раствор одновремен-
но. Поэтому можно предположить, что тиамин не
способен входить в гемовый карман и не взаимо-
действует с короткоживущей оксоферрильной фор-
мой миоглобина, содержащей радикал, локализо-
ванный на порфирине (+·Мb(IV=O)). Вероятно, ти-
амин окисляется до тиохрома и тиаминдисульфи-
да при взаимодействии с тирозин-феноксильными
радикалами, образовавшимися вследствие восста-
новления порфириновых радикалов остатками ти-
розина 103 белковых макромолекул.

В нейтральной среде тиамин присутствует в
форме с закрытым тиазоловым кольцом, а содер-
жание его минорных форм – трициклической и ти-
ольной форм – не превышает 1-2% от общей кон-
центрации тиамина в растворе.

Окисление трициклической формы тиамина
Т(тр) в тиохром, которое протекает вследствие ее
взаимодействия с тирозильными радикалами, ло-
кализованными на белковой глобуле, можно опи-
сать следующими уравнениями:
+Мb(IV=O)–·Tyr 103+Т(тр)·Т(тр)+Мb(IV=O)  (3)
+Мb(IV=O)–·Tyr 103+·Т(тр)Тх+Мb(IV=O)       (4)

Тиохром образуется также при протекании ре-
акции диспропорционирования, вследствие взаи-
модействия свободно-радикальных форм тиамина.

2 ·Т(тр)  Т +Тх         (5)
В присутствии метмиоглобина из сердца лоша-

ди и пероксида водорода тиольная форма тиамина
окисляется в тиаминдисульфид вследствие взаимо-
действия с тирозильными радикалами гемопроте-
ина.

+Мb(IV=O)–·Tyr 103+ТSHТS+Мb(IV=O)   (6)
2ТS·  ТS – ST         (7)
Под действием высоких концентраций тирози-

на или тирамина (1 мМ и выше) выход тиохрома,
вследствие окисления тиамина оксоферрильными
формами миоглобина и гемоглобина, возрастает на
порядок и более, по сравнению с раствором, не со-
держащим фенольных соединений (табл. 1).

Таблица 1 – Изменение интенсивности флуоресценции тиохрома 
при инкубации тиамина с миоглобином и пероксидом водорода в 
присутствии фенольных соединений и аминокислот λвозб.=370 нм, 
λфл.=450 нм 
 

Iфл в момент времени после 
смешивания, отн. ед. 

№ 
п?п Состав 

инкубационной смеси рН 
0 мин 20 мин 40 мин 

1 ТМПа 7,2 44 55 75 
2 ТМПа+ 2 мМ Фенола 7,25 132 8500 12600 
3 ТМПа + 2 мМ L-

триптофана 
7,0 48 135 276 

4 ТМПа + 2 мМ 
Тирамина 

7,0 76 2250 3800 

5 ТМПа + 2 мМ L -
тирозина 

7,0 50 2000 3600 
аТМП – смесь 1 мкМ метМв, 1 мМ тиамина и 2 мМ Н2О2. 
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Другие аминокислоты, D,L-аргинин, D,L-гисти-
дин, D,L-валин, D,L-фенилаланин, L-серин не ока-
зывали влияния на выход тиохрома.

Мы показали, что фенольные соединения на 1-
2 порядка увеличивают выход продуктов окисле-
ния тиамина и его фосфорных эфиров под действи-
ем оксоферрильных форм миоглобина или оксо-
феррильных форм гемоглобина.

Мы предполагаем, что молекулы тирозина и
молекулы других фенольных соединений восста-
навливают радикал порфирина оксоферрильной
формы миоглобина до нейтральной молекулы,
вследствие межмолекулярного переноса электро-
на, а сами окисляются с образованием тирозиниль-
ных радикалов или феноксильных радикалов фе-
нольных соединений, соответственно. Образовав-
шиеся тирозильные радикалы и радикалы феноль-
ных соединений окисляют тиамин до тиохрома и
тиаминдисульфида. Возрастание выхода флуорес-
цирующих продуктов окисления тиамина в присут-
ствии тирозина (рис.1) свидетельствует о более
высокой константе скорости взаимодействия сво-
бодного радикала порфирина с L-тирозином, не-
жели свободного радикала порфирина с тиамином.
L-тирозин в этом случае выступает в роли межмо-
лекулярного «челнока», обеспечивая перенос элек-
трона, инактивируя свободный радикал порфири-
на и вызывая окисление тиамина.

После добавления нитрита к водному раствору,
содержащему метмиоглобин, тиамин и пероксид
водорода, наблюдали возрастание выхода продук-
тов окисления тиамина, по сравнению с раствора-
ми, не содержащими нитрита. Флуоресцирующие
продукты окисления тиамина были идентифици-
рованы как тиохром и оксодигидротиохром мето-
дом восходящей бумажной хроматографии.

Известно, что нитрит взаимодействует с оксо-
феррильными формами гемоглобина с образовани-
ем диоксида азота [9]. Мы показали, что тиохром,
образующийся под действием оксоферрильных

форм миоглобина на тиамин, эффективно окисля-
ется диоксидом азота до оксодигидротиохрома
(рис. 2).

Были изучены спектрально-флуоресцентные
свойства оксодигидротиохрома и обнаружено, что
квантовый выход его флуоресценции в водном ра-
створе низок (~3 %), но сильно увеличивается в
спиртах (26% в бутаноле). Поэтому концентрацию
образовавшегося оксодигидротиохрома определя-
ли после его экстракции бутанолом из водных ра-
створов флуоресцентным методом.

Обсуждение
Тиаминдифосфат (ТДФ) является кофактором

таких важнейших ферментов энергетического ме-
таболизма как пируватдегидрогеназа и -кетоглу-
таратдегидрогеназа. Под действием пируватдегид-
рогеназы происходит окислительное декарбокси-
лирование пирувата, который образуется из глю-
козы в цикле Эмбдена-Меерхофа. ТДФ также яв-
ляется кофактором транскетолазы, ключевого фер-
мента пентозофосфатного цикла [12 ]. Кроме ТДФ
в тканях организма всегда присутствуют некофер-
ментные производные тиамина. Соотношение ти-
амина и его фосфорных эфиров составляет обыч-
но следующие величины: тиамин 10-12%, ТМФ 10-
15%, ТДФ 70-75%, ТТФ 2-3% [13 ]. В тканях жи-
вотных и человека, кроме фосфатов тиамина, по-
стоянно присутствуют тиаминдисульфид и тиох-
ром.

В последнее время, наряду с выяснением меха-
низмов основных реакций, в которых каталитичес-
кую роль играет ТДФ, стали накапливаться данные
о высокой биологической активности некофермен-
тных метаболитов тиамина. Недавно показано, что
тиольная форма тиамина высвобождает из состава
S-нитрозоглутатиона оксид азота, который вызы-
вает релаксацию сосудов [14 ].

Тиамин уменьшает повреждение нейронов при
окислительном стрессе [15 ]. Кроме того, тиамин
(особенно бенфотиамин) предотвращает повреж-

Рисунок 1 – Зависимость выхода тиохрома от
концентрации D-тирозина в инкубационной смеси,

содержащей 5 мМ Н2О2, 1 мМ тиамина, 1 мкМ
метмиоглобина. Концентрация D-тирозина в пробах:

(1) – 0 мМ, (2) – 0,1 мМ, (3) – 0,5 мМ, (4) – 1 мМ,
(5) – 2 мМ. возб.=370 нм, фл.=450 нм

Рисунок 2 – Уменьшение флуоресценции тиохрома (1) и
рост флуоресценции оксодигидротиохрома (2) после

инкубации тиохрома в растворе, содержащем
метмиоглобин, пероксид водорода, нитрит. Начальная

концентрация тиохрома 10 мкМ, метMb – 5 мкМ,
концентрация Н2О2 и нитрита – 1 мМ
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дение сосудов при сахарном диабете, предупреж-
дает развитие нефропатий, снижает уровень ток-
сических продуктов неэнзиматического гликозили-
рования белков [16 , 17 ]. Тиамин обладает некофер-
ментным действием и вызывает нейро- и кардиоп-
ротекторный эффект, инактивируя диоксид азота
и другие активные формы азота.

Защитное действие тиамина реализуется, веро-
ятно, через образование гидрофобных метаболи-
тов тиамина – тиохрома и оксодигидротиохрома.
Нервная и сердечная ткань содержит наиболее
высокие концентрации депонированного тиамина.

В данной работе мы показали, что оксоферриль-
ные формы миоглобина и тирозинильные радика-
лы окисляют тиамин, а также его фосфорные эфи-
ры с образованием тиохрома, оксодигидротиохро-
ма и тиаминдисульфида и их фосфорных эфиров,
соответственно. Следовательно, при окислитель-
ном стрессе уменьшается содержание тиамина
вследствие трансформации в неактивные соедине-
ния. Тиамин ингибирует образование дитирозина
и межбелковых сшивок в кардиомиоцитах при
окислительном стрессе в реакциях, катализируе-
мых оксоферрильными формами гемоглобина. Мы
предполагаем, что тиамин обладает некофермент-
ным действием и вызывает нейро- и кардиопротек-
торный эффект, инактивируя диоксид азота и дру-
гие активные формы азота.

Диоксид азота эффективно нитрует остатки ти-
розина в различных ферментах и таким образом
инактивирует их. Тиамин взаимодействует с диок-
сидом азота и разрушает его, что приводит к инги-
бированию реакции нитрования тирозинильных
остатков белков.

Структурные особенности молекулы тиамина
обеспечивают существование в нейтральной сре-
де нескольких его минорных форм, находящихся
между собой в равновесии. Минорная трицикли-
ческая форма тиамина легко окисляется в тиохром,
растворимость которого в гидрофобной среде при-
мерно в 100 раз выше, нежели растворимость тиа-
мина. Диоксид азота легко растворяется в гидро-
фобных компонентах клеточных мембран, прони-
кает в гидрофобные области белков. Поэтому весь-
ма важно для нормального функционирования кле-
ток наличие в достаточном количестве в клеточ-
ных мембранах эффективных гидрофобных анти-
оксидантов, способных инактивировать активные
формы азота. Широко применяемые в настоящее
время соединения – антиоксиданты – не обеспечи-
вают эффективную защиту сердечно-сосудистой
системы от повреждения при окислительном и
нитрозильном стрессе.

Полученные результаты позволяют заключить,
что при совместном воздействии тиамин и его гид-
рофобные метаболиты ингибируют реакции нит-
рования белков и ферментов, как в водных, так и в

гидрофобных средах, и, следовательно, защищают
биологические системы от повреждения диокси-
дом азота.
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