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рывы ДНК. Таким образом, комбинация формальдегида и стирола в указанных концентрациях не оказы-
вала фрагментирующий эффект на ДНК, что позволяет говорить об отсутствии генотоксического действия  
в данном тесте.
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На примере основной формы гемоглобина HbA1 и гликозилированного варианта HbA1C с использова-
нием хромато-масс-спектрометрии высокого разрешения, включающей процедуру протеомики «top-down» 
разработаны подходы масс-спектрометрического анализа гемоглобина для последующего ее применения 
в  обнаружении структурных вариантов гемопротеида, образующихся в ходе посттрансляционных нефер-
ментативных модификаций различной природы.

Based on the hemoglobin HbA1 form and the glycosylated variant HbA1C using high-resolution chromatography-
mass spectrometry with top-down proteomics, approaches have been developed for the mass spectrometric analysis 
of hemoglobin structural variants formed during the post-translational non-enzymatic modifications.
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Тетрамерный гемоглобин человека (HbA) представляет собой ансамбль двух димеров, образованных парой 
a- и b-субъединиц, каждая из которых содержит гем b (Fe – протопорфирин IX). Интерес к изучению его свойств 
объясняется не только огромной ролью гемоглобина в физиологии дыхания, но и тем обстоятельством, что, явля-
ясь относительно простым по строению, он служит прекрасной моделью для изучения нелинейных и кооператив-
ных взаимодействий в белках, состоящих из нескольких субъединиц [1–2].

Минорная форма гемоглобина человека A1C является продуктом пост-трансляционной модификации гемо-
глобина A1 глюкозой по β и α-цепям, а также по ε-аминогруппам боковых цепей аминокислот. Данную модифика-
цию можно рассматривать в качестве белка-маркера одного из наиболее тяжелых заболеваний, которое с годами 
переросло в эпидемию, а именно сахарный диабет [3]. В настоящее время HbA1C используется как общепринятый 
показатель оценки состояния и степени компенсации углеводного обмена, поскольку позволяет прослеживать 
уровень гликемии в широком временном диапазоне.

Несмотря на то что HbA1C используется как белок-маркер сахарного диабета, эта минорная форма сама по 
себе является важным объектом исследования. Например, показано, что углеводная модификация HbA1 изменяет 
его способность связывать аллостерические эффекторы, и оказывает существенное влияние на транспортную 
функцию. Установлено, что HbA1C может принимать участие в эффективном генерировании активных форм кис-
лорода способных инициировать окислительный стресс у больных диабетом.

В настоящее время масс-спектрометрия (МС) является одним из самых распространенных методов в ис-
следованиях пептидов и белков. Для идентификации белков по масс-спектрам используют два метода: поиск по 
базам данных и секвенирование de novo. При масс-спектрометрическом анализе пептидов и белков различают три 
подхода: «top-down», «middle-down» и «bottom-up». «Top-down» – установление точной структуры белков исклю-
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чительно возможностями масс-спектрометрии. В данном методе информацию об аминокислотной последова-
тельности пептида получают за счет выделения из узкого диапазона масс родительских ионов, их фрагментации 
и последующей записи масс-спектра фрагментных (дочерних) ионов. Следует отметить, что подход «top-down» 
имеет несколько преимуществ перед «bottom-up», например, высокое покрытие последовательности для белка, 
способность определить посттрансляционные модификации и возможные мутации.

Выделение и очистку гемоглобина HbA1 осуществляли методом ионообменной хроматографии на колонке 
с DEAE-сефарозой Fast Flow «GE Healthcare» (США) размером 5×25 см с использованием хроматографической 
системы низкого и среднего давления NGC Discover «Bio-Rad» (США). Колонка была предварительно уравно-
вешенна 50 мМ Tris-HCl буфером, рН 8,5. Элюцию форм гемоглобина проводили градиентом рН от 8,5 до 7,5. 
Получение гликогемоглобина A1C в препаративном количестве осуществляли на колонке с ионообменной смолой 
Bio-Rex 70 элюцией различных модифицированных форм данного белка градиентом натрия хлорида в 50 мМ 
калий фосфатном буфере рН 6.60. На колонку был нанесен препарат гемоглобина A1, предварительно инкубиро-
ванный в растворе глюкозы.

Чистота выделенных гемоглобинов HbA1 и HbA1C была подтверждена методом протеомики «top-down» с ис-
пользованием хромато-масс-спектрометрии высокого разрешения. В случае гликозилированного гемоглобина 
анализу были подвергнуты также и отдельные фракции пика HbA1C при хроматографическом разделении. Анализ 
HbA1 и HbA1C проводили в денатурирующих условиях на сверхвысокоэффективном жидкостном хроматогра-
фе Agilent 1290 Infinity LC System (Agilent Technologies, США) с использованием обращенно-фазной колонки 
BioBasic С8 2,1×150 мм «Thermo» (США). Масс-спектрометрический анализ осуществляли на квадруполь-вре-
мяпролетном масс-спектрометре Agilent 6550 iFunnel Q-TOF (Agilent Technologies, США).

При хроматографическом разделении были получены пики отдельных субъединиц гемоглобинов, а также 
пик соответствующий диссоциированной от белка гемовой группе. Результаты деконволюции масс-спектров a- 
и b-цепей HbA1 показали присутствие двух основных пиков, соответствующих молекулярным массам 15126 Da 
и 15866 Da. Анализ деконволюции масс-спектров при хроматографическом разделении гемоглобина A1C в дена-
турирующих условиях показал присутствие a-цепей (15126 Da) гемоглобина и только β-субъединиц, модифи-
цированных глюкозой (16028 Da) (рисунок). Это свидетельствует о том, что выделенный гликозилированный 
гемоглобин представлен в основном дважды модифицированными по β-субъединицам тетерамерами.

Рисунок – Результаты деконволюции масс-спектра пика гликозилированной минорной формы  
гемоглобина HbA1С при ее хроматографическом разделении в денатурирующих условиях

Таким образом, в настоящей работе были разработаны подходы, которые в дальнейшем позволят выявлять 
минорные варианты аддуктов гемоглобина человека, обусловленные посттрансляционными неферментативными 
модификациями различной природы, в том числе имеющие диагностическое значение.
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