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Наряду с “классическими” антиоксидантными 
ферментами (АОФ), такими как супероксиддисму-
тазы (СОД), глутатионпероксидазы (GSH-Px), глу-
татион-S-трансферазы и каталаза (КАТ), в тканях 
млекопитающих и человека присутствуют предста-
вители другого семейства АОФ —  пероксиредоксины 
(Prx1–6) [1]. Подобно КАТ и Se-содержащим глу-
татионпероксидазам, серусодержащие пероксире-
доксины утилизируют пероксид водорода, причём 
Prx6, как и GSH-Px4, может восстанавливать орга-
нические гидропероксиды, в том числе гидроперок-
сиды полиеновых жирных кислот и гидроперокси-
ацилы ненасыщенных фосфолипидов [2, 3]. В не-
которых тканях пероксиредоксинам принадлежит 
ведущая роль в детоксикации активных форм кис-
лорода (АФК), в частности, наличие высоких уров-
ней этих ферментов в лёгочном эпителии [4], несо-
мненно, играет большую роль в защите организма 
от токсического действия кислорода. Нами было 
установлено [5], что для эндотелиоцитов человека 
характерен высокий уровень экспрессии генов пе-
роксиредоксинов, но не экспрессии генов “класси-
ческих” АОФ, что свидетельствует о преимуще-
ственном участии пероксиредоксинов в предотвра-
щении повреждающего действия продуктов свобод-
норадикального окисления в эндотелии. Ранее [6] 
нами было показано, что природные дикарбонилы, 

образующиеся при интенсификации свободнора-
дикального окисления липидов (окислительный 
стресс) в процессе деструкции первичных продук-
тов —  липогидропероксидов (малоновый диальде-
гид, МДА) и в процессе аутоокисления и фермен-
тативного окисления глюкозы (карбонильный 
стресс) —  глиоксаль (Glx) и метилглиоксаль 
(MGlx) —  ингибируют активность СОД и Se-
содержащей GSH-Px in vitro и in vivo. Также имеются 
данные [7], что метаболический предшественник 
МДА —  4-гидроксиноненаль —  может играть важ-
ную роль в патогенезе атеросклероза и сахарного 
диабета. Результаты исследования кинетических 
параметров Se-содержащей GSH-Px в присутствии 
МДА, Glx, MGlx в разных концентрациях позволяют 
полагать, что снижение активности АОФ при дей-
ствии природных дикарбонилов сопряжено со струк-
турной модификацией аминокислотных остатков 
в активном центре фермента [8]. Можно полагать, 
что установленная нами впервые особенность за-
щитной ферментной системы эндотелиоцитов (пре-
обладание экспрессии пероксиредоксинов над син-
тезом “классических” АОФ) может “давать сбой” 
в условиях окислительного/карбонильного стресса 
при развитии атеросклероза и сахарного диабета. 
Исходя из вышесказанного представлялось весьма 
важным исследовать влияние природных дикарбо-
нилов (МДА, Glx, MGlx) в разных концентрациях 
на пероксидазную активность (субстрат —  H2O2) 
рекомбинантных пероксиредоксинов (Prx1, Prx2, 
Prx4 и Prx6) человека, что и составило предмет на-
стоящего исследования.
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Генно-инженерные конструкции, содержащие 
гены Prx1–6 человека, были получены ранее с по-
мощью стандартных молекулярно-биологических 
методов [9]. Эти конструкции использовали для 
трансформации клеток E. coli BL21(DE3) и синтеза 
пероксиредоксинов. В ходе синтеза в клетках E. coli 
митохондриальные белки Prx3 и Prx5 образуют во-
донерастворимые тельца включений, поэтому эти 
ферменты выделяли в денатурирующих условиях 
с помощью 8 М раствора мочевины. Тем не менее 
при ренатурации (ступенчатом диализе растворами 
с понижающейся концентрацией мочевины) наблю-
далась значительная агрегация белков, что не по-
зволило получить достаточное количество белка 
с воспроизводимой пероксидазной активностью, 
вследствие чего в дальнейшей работе мы не исполь-
зовали Prx3 и Prx5. Растворы Glx, MGlx и МДА 
(МДА получали путём кислотного гидролиза 
1,1,3,3-тетраэтоксипропана) в Na-фосфатном бу-
фере, pH 7,4 готовили ex tempore (все реагенты 
“Sigma-Aldrich”, США). Растворы исследуемых пе-
роксиредоксинов (4 мг/мл) инкубировали при 37 °C 
в течение 1 ч в присутствии дикарбонилов (МДА, 
Glx, MGlx) в концентрациях 5, 10, 20 мМ соответ-
ственно. Далее ферменты связывали с агарозой Ni-
NTA и снова проводили их очистку с целью избав-
ления от дикарбонилов перед измерением перокси-
дазной активности пероксиредоксинов, поскольку 
дикарбонилы способны восстанавливать гидропе-
роксиды. Пероксидазную активность пероксире-
доксинов определяли согласно работе [10] с неболь-
шими модификациями. К 45 мкл раствора исследу-
емого пероксиредоксина (0,1 мг/мл), очищенного 
после инкубации с дикарбонилами, добавляли 5 мкл 
100 мМ раствора дитиотреитола и выдерживали при 
комнатной температуре в течение 10 мин для пол-
ного восстановления окисленного цистеина в пе-
роксидазном активном центре фермента. Затем 
в инкубационную смесь вносили 100 мкл субстрата 
(200 мкМ H2O2) и инкубировали в течение 5 мин 
при 37 °C. Реакцию останавливали, добавляя 50 мкл 
0,6 М HCl, затем приливали 100 мкл 10 мМ 
Fe(NH4)2(SO4)2 + 50 мкл 2,5 М KSCN и определяли 
концентрацию образовавшегося комплексного со-
единения железа при 492 нм (концентрация непро-
реагировавшей H2O2 пропорциональна интенсив-
ности окраски). Измерения в каждой эксперимен-
тальной точке проводили не менее трёх раз.

Результаты исследования по влиянию дикарбо-
нилов на пероксидазную активность пероксиредок-
синов представлены на рис. 1. Из рисунка видно, 
что все исследованные дикарбонилы ингибировали 

пероксидазную активность Prx1, Prx2, Prx4 и Prx6. 
Этот эффект усиливался в ряду Glx > MGlx > МДА 
и возрастал с увеличением концентрации дикарбо-
нилов. Согласно современной классификации, ис-
следованный нами пероксиредоксин Prx6 относится 
к подсемейству 1-Cys Prxs, в N-концевой области 
которых располагается обеспечивающий катализ 
“пероксидазный” цистеин СР (peroxidatic cysteine), 
а Prx1, Prx2 и Prx4 относятся к подсемейству 2-Cys 
Prxs (кроме СР в C-концевой области содержат “вос-
станавливающий” остаток цистеина СR —  resolving 
cysteine) [11, 12]. Очевидно, что тиолы являются 
наиболее доступными мишенями для действия ди-
карбонилов. В частности, продуктами реакции ци-
стеина с MGlx являются тиогемиацетали, причём 
подобная модификация цистеина необратима 
и должна приводить к быстрой инактивации в пер-
вую очередь 2-Cys Prxs [13, 14]. В связи с этим сни-
жение активности пероксиредоксинов при инкуба-
ции с дикарбонилами, несомненно, связано с мо-
дификацией цистеиновых остатков в молекулах 
ферментов. “Восстанавливающий” СR-цистеин 
локализован на поверхности молекулы фермента, 
что делает его более доступным для модификации 
дикарбонилами [11, 12]. В соответствии с этим 2-Cys 
Prxs (Prx1, Prx2, Prx4) не только обладают большей 
исходной каталитической активностью, но и более 
чувствительны к действию дикарбонилов, чем Prx6, 
относящийся к подсемейству 1-Cys Prxs (рис. 1). Так, 
при минимальной концентрации дикарбонилов 
(5 мМ) их ингибирующий эффект возрастал в ряду 
Glx > MGlx > МДА: 20, 28 и 39% соответственно для 
Prx1; 17, 25 и 32,5% соответственно для Prx2 и 19,5; 
24 и 34% соответственно для Prx4 (рис. 1). Следует 
отметить, что Prx4 может быть непосредственно 
вовлечён в защиту эндотелиальных клеток от дей-
ствия АФК и функционирует в эндотелиоцитах как 
мембранно-ассоциированная пероксидаза [15]. Ин-
гибирование активности Prx6 при той же концен-
трации дикарбонилов в среде инкубации было менее 
выражено и в ряду Glx > MGlx > МДА и составило 
всего 0; 4 и 10,5% соответственно (рис. 1). Следует 
отметить, что величины исходной пероксидазной 
активности Prx4 (2-Cys Prx) и Prx6 (1-Cys Prx) были 
сопоставимы (рис. 1). Таким образом, все исследу-
емые дикарбонилы существенно подавляли перок-
сидазную активность 2-Cys Prxs (Prx1, Prx2 и Prx4), 
тогда как пероксидазная активность 1-Cys Prx (Prx6) 
была менее подвержена модифицирующему дей-
ствию этих соединений. Необходимо отметить, что 
в проведённом нами ранее [8] исследовании по изу-
чению действия дикарбонилов на активность эри-
троцитарной Se-содержащей GSH-Px, как и в на-
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стоящей работе, было обнаружено ингибирование 
пероксидазной активности этого фермента, причём 
ингибирующее действие МДА было существенно 
выше, чем ингибирующее действие Glx. В отличие 
от настоящей работы, ингибирование глутатионпе-
роксидазы было более выраженным: в течение 1–2 ч 
фермент терял более 80% своей активности в при-
сутствии 10 мМ МДА, а через 3–4 ч инкубации фер-
мента с дикарбонилами наблюдалось практически 
полное подавление ферментативной активности [6]. 
Тем не менее обнаруженное нами ингибирующее 
действие дикарбонилов на пероксидазную актив-
ность серусодержащих Prxs отчётливо проявлялось 
после инкубации в течение 1 ч при более низких 
(5 мМ) концентрациях этих веществ (рис. 1). Не-
смотря на то что при окислительном/карбонильном 
стрессе in vivo концентрация дикарбонилов в кро-
вотоке может быть значительно ниже использован-
ной нами в опытах in vitro, время действия этих 
веществ на эндотелиоциты in vivo, очевидно, может 
быть намного большим. Следовательно, возмож-

ность подавления активности специфичной защит-
ной ферментной системы эндотелиоцитов при уве-
личении концентрации природных дикарбонилов 
весьма реальна и может играть важную роль в дис-
функции эндотелия при атеросклерозе и сахарном 
диабете.

Источник финансирования. Работа выполнена при 
финансовой поддержке гранта 14–15–00245 П Рос-
сийского научного фонда.
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Рис. 1. Влияние разных концентраций природных дикарбонилов —  глиоксаля (Glx), метилглиоксаля (MGlx) и ма-
лонового диальдегида (МДА) —  на пероксидазную активность рекомбинантных пероксиредоксинов человека. 
(а) —  пероксиредоксин 1 (Prx1), (б) —  пероксиредоксин 2 (Prx2), (в) —  пероксиредоксин 4 (Prx4), (г) —  пероксире-
доксин 6 (Prx6). M ± m, n = 3.
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NATURAL DICARBONYLS INHIBIT PEROXIDASE ACTIVITY  
OF PEROXIREDOXINS
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It has been established that the activity of recombinant human peroxiredoxins (Prx1, Prx2, Prx4 and Prx6) in-
hibits by natural dicarbonyls formed during free radical peroxidation of unsaturated lipids (malonic dialdehyde) 
and oxidative transformations of glucose (glyoxal, methylglyoxal). The possible role of peroxiredoxins activity 
decreasing under oxidative and carbonyl stress is discussed as an important factor that includes molecular mech-
anisms of vascular wall damage in atherosclerosis and diabetes mellitus.

Keywords: oxidative/carbonyl stress, antioxidant enzymes, peroxiredoxins, natural dicarbonyls.
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