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Цель исследования — показать возможность использования антиоксиданта на основе янтарной кислоты
для восстановления метгемоглобина до оксигемоглобина в крови in vitro.

Материалы и методы. Забор крови в микроветты, содержащие ЭДТА, производили у пяти здоровых до-
норов при профилактических осмотрах. В кровь in vitro добавляли раствор NaNO2 для получения метгемог-
лобина (MetHb). В качестве антиоксиданта использовали комплексный препарат, состоящий из следующих
активных компонентов: янтарная кислота, инозин, рибофлавин и никотинамид. Измеряли спектр поглощения
суспензий эритроцитов с различным содержанием препарата Dι(λι)exper с шагом 1 нм. Методом нелинейной
регрессии рассчитывали концентрации производных гемоглобина в суспензиях.

Результаты. В экспериментах, когда метгемоглобин взаимодействовал с препаратом, оптическая плот-
ность пиков, характерных для оксигемоглобина, увеличивалась, а спектральный пик метгемоглобина сни-
жался. Чем больше были концентрация препарата и время инкубации, тем эффективнее был процесс
восстановления метгемоглобина до оксигемоглобина. 

Заключение. Экспериментально доказали, что при начальной концентрации метгемоглобина в крови
91—93% добавление препарата снижает его концентрацию до 25—27%. В то же время, благодаря автовос-
становлению, концентрация метгемоглобина уменьшается только до 84%. Показанный эффект может иметь
практическое применение при критических состояниях, при хранении донорской крови, при проведении
гемотрансфузии, при воздействии физико-химических факторов на кровь. 

Ключевые слова: эритроциты; метгемоглобин; оксигемоглобин; восстановление; янтарная кислота; ино-
зин; рибофлавин; никотинамид; цитофлавин

The purpose of the study — to determine the feasibility of using the succinate-based antioxidant for the in vitro
reduction of excessive methemoglobin to oxyhemoglobin in blood. 

Materials and Methods. Blood sampling was performed in five healthy donors in microvettes containing EDTA
during prophylactic examinations. NaNO2 solution was added to blood samples in vitro in order to yield methemo-
globin (MetHb). The complex drug containing the following active ingredients: succinic acid, inosine, riboflavin,
nicotinamide, was used as an antioxidant. The absorption spectrum of red cell suspensions with different drug content
Dι(λι)exper was measured with 1 nm increments. The non-linear regression method was used to calculate concentra-
tions of hemoglobin derivatives in suspensions. 

Results. In our experiments, when methemoglobin reacted with drug the optical density of peaks typical for
oxyhemoglobin increased and the spectral peak of methemoglobin decreased. The greater the concentration of drug,
the more was the incubation time, the more efficient was the process of reduction of MetHb to HbO2. 

Conclusion. We proved experimentally that while the baseline concentration of MetHb was an average of
91—93%, addition of drug decreased its concentration to 25—7%. Without drug, due to autoreduction, the con-
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centration of MetHb decreases only to 84%. The revealed effect provide a potential for practical applications in
critical illness, during the storage of donor blood, in blood transfusions, and under the action of physico-chemical
factors on blood.
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Введение

Эндогенная и экзогенная интоксикация раз-
личной природы может вызывать образование
активных форм кислорода (АФК) в крови и моди-
фицировать молекулы гемоглобина в эритроцитах.
При этом происходят процессы окисления железа
Fe2+�Fe3+ и превращения молекулы гемоглобина
(Hb) и оксигемоглобина (HbO2) в метгемоглобин
(MetHb) [1—3]. В нормальном состоянии организм
поддерживает биохимическое равновесие, и метге-
моглобин в крови человека всегда присутствует в
небольших количествах (0,5—1,5%). 

Нарушение равновесия между содержанием
образующихся АФК и антиоксидантными защит-
ными механизмами клетки может произойти под
влиянием различных эндогенных и экзогенных
факторов (бактерии, вирусы, химические агенты,
ряд фармпрепаратов, загрязнение окружающей
среды, ионизирующие излучения, травмы, массив-
ные кровотечения и др.) [4—6]. Кроме того, метге-
моглобинемия может быть вызвана передозиров-
кой некоторых лекарственных средств (лидокаин,
новокаин, противомалярийные препараты и др.),
отравлением химическими веществами (анилино-
выми красителями, нитратами, хлорбензолом) [7]. 

При усилении окислительных процессов
собственная антиоксидантная система уже не
может «справляться» с увеличенным количеством
активных форм кислорода и азота и образованием
MetHb. Увеличение содержания метгемоглобина
выше физиологического уровня приводит к нару-
шению газообмена. При удельной концентрации
MetHb более 30% в жизненно важных органах
могут развиваться необратимые изменения [4].
Известно, что для лечения метгемоглобинемии
применяется метиленовый синий. Однако он не
всегда эффективен и обладает рядом побочных
токсических эффектов [4, 5]. 

Поэтому поиск лекарственных препаратов,
способных усилить эффективность антиоксидант-
ной системы эритроцитов и предотвратить образо-
вание АФК и MetHb, является актуальным. 

Особенный интерес представляют вещества,
содержащие природные компоненты. Примером
таких препаратов является цитофлавин (ООО
«НТФФ «ПОЛИСАН», Российская Федерация).
Его фармакологические эффекты определяются
совместным действием, составляющих его ингре-
диентов: янтарная кислота, инозин, никотина-
мид, мононуклеотид рибофлавина натрия [8].

Introduction 

Endogenous and exogenous intoxications of var-
ious causes may lead to the formation of active forms
of oxygen (ROS) in the blood and modify hemoglobin
molecules in erythrocytes. At the same time, the oxi-
dation processes Fe2+�Fe3+ occurs, and molecules of
deoxyhemoglobin (Hb) and oxyhemoglobin ( HbO2)
are converted to methemoglobin (MetHb) [1—3]. In
its normal state, the body maintains a biochemical bal-
ance, and methemoglobin is always present in small
amounts (0.5—1.5%) in human blood.

The imbalance between the amount of ROS
formed and the antioxidant defense mechanisms may
occur in cells under the influence of various endogenous
and exogenous factors: bacteria, viruses, chemical agents,
a number of pharmaceuticals, environmental pollution,
ionizing radiations, traumas, massive bleeding, etc. [4—
6]. In addition, methemoglobinemia can be caused by an
overdose of some drugs (lidocaine, novocaine, antimalar-
ials, etc.) and poisoning with chemicals (aniline dyes, ni-
trates, chlorobenzene) [7]. With increasing of oxidative
processes, own antioxidant system can no longer deal
with an increased amount of active forms of oxygen and
nitrogen and MetHb formation. If MetHb level is higher
than the physiological level, the disturbance of gas ex-
change occurs, because the oxidized heme is not capable
to deliver the oxygen to tissues. At the level of MetHb
of more than 30%, irreversible changes in vital organs can
develop [4]. It is known that methylene blue is used to
treat methemoglobinemia. However, it is not always ef-
fective and has a number of toxic side effects [4, 5]. 

Therefore, the search for drugs that can enhance
the effectiveness of the antioxidant system of erythro-
cytes and prevent the formation of ROS and MetHb
is always urgent.

Substances containing natural ingredients are of
a special interest. One of such drugs is cytoflavin
(STPF «POLISAN», Russian Federation). Cytoflavin
as a therapeutic category relates to «a metabolic regu-
lator», pharmacological effects of which is regulated by
a combined action of the formulation’ ingredients: suc-
cinic acid, inosine, nicotinamide, riboflavin mononu-
cleotide sodium [8]. Cytoflavin has been shown to
serve as a pharmacological agent capabale to aid in en-
chancing the energy formation, decreasing reactive
oxygen species (ROS), activating metabolic processes
after ischemia and reoxygenation [9, 10].

The aim of the work is to show the feasibility of
using of cytoflavin for in vitro reduction of excessive
methemoglobin to oxyhemoglobin in blood.

Экспериментальные исследования
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Цитофлавин может стимулировать образование
энергии; уменьшать образование АФК; активиро-
вать метаболические процессы после ишемии и
реоксигенации [9, 10].

Цель работы – показать возможность исполь-
зования антиоксиданта на основе янтарной кисло-
ты для восстановления метгемоглобина до оксиге-
моглобина в крови in vitro. 

Материал и методы
Кровь (150 мкл) брали в микроветты с ЭДТА

(Sarstedt AG and Co., Germany) у пяти доноров во время
профилактических скринингов.

Исследование проводили в соответствии с прин-
ципами Хельсинкской декларации и было одобрено эти-
ческим комитетом Федерального научно-клинического
центра реаниматологии и реабилитации НИИ общей
реаниматологии им. В. А. Неговского. Согласие было по-
лучено от каждого участника до начала исследования.

Параметры гематологии измеряли с помощью ге-
матологического анализатора Advia 60-CT (Bayer, Ger-
many). В исходной крови гематокрит составлял 39—45%,
концентрация гемоглобина составляла 110—146 г/л.

Для окисления гемоглобина в крови in vitro использо-
вали раствор нитрита натрия NaNO2. Для приготовления ба-
зового раствора нитрита натрия (раствор L) 1.4 г NaNO2

(Sigma–Aldrich Co. LLC) разбавляли в 10 мл фосфатного бу-
фера (PBS), pH=7.4 (MP Biomedicals, USA). Раствор S полу-
чали разбавлением раствора L в 10 раз. Цитофлавин –
комплексное лекарственное средство, содержащее активные
вещества – янтарная кислота – 100 г, никотинамид – 10 г, ри-
боксин (инозин) – 20 г, рибофлавина фосфат натрия (рибо-
флавин) – 2 г; вспомогательные вещества: меглюмин – 165 г,
натрия гидроксид – 34 г, вода для инъекций – до 1 литра [8].

Оптическая плотность растворов измерялась с по-
мощью цифрового спектрофотометра Unico 2800 (USA).
Измеряли спектр поглощения Dl(λl)exp суспензии эрит-
роцитов в буфере PBS (pH 7,4) в диапазоне длин волн
500–700 нм с шагом 0,5–1 нм. Здесь λl – длины волн
света, на которых измеряли оптическую плотность, l –
номер длины волны.

Для нахождения концентраций производных гемо-
глобина использовали метод Nonlinear Fitting [7, 11—13].
Эмпирический спектр Dl(λl)exp аппроксимировали теоре-
тической кривой Dl(λl)theor, которая наилучшим способом
вписывается в экспериментальную кривую. При аппрок-
симации учитывали поглощение света разными про-
изводными гемоглобина. Одновременно учитывались
эффекты рэлеевского рассеяния света как на структурах
размером D�λ (коэффициент S), так и на частицах раз-
мером D�λ (коэффициент K):

Dl(λl)theor =�h
N εh,l (λl) Ch L+K+S/λl

4 (1)

Здесь индекс h обозначает производные гемогло-
бина: HbO2 (оксигенированный Hb), Hb (дезоксигениро-
ванный Hb), MetHb (метгемоглобин), HbNO (нитрозил
железа Hb), MetHbNO2� (связанный нитритом MetHb),
MetHbNO (трехвалентный нитрозил Hb). L – это тол-
щина слоя раствора.

Для расчета концентрации производных гемогло-
бина был использован метод аппроксимации кривой в
программе Origin (OriginLab, Northampton, MA). С по-
мощью Function Builder мы создаем функцию Dl(λl)theor

(уравнение (1)). При этом статус зависимой переменной

Materials and Methods
The blood samples (150 μl) were withdrawn from five

donors into microvettes with EDTA (Sarstedt AG and Co.,
Germany) during prophylactic screenings. 

The study was performed in accordance with the prin-
ciples of the Declaration of Helsinki and was approved by
Ethics Committee of Federal Research and Clinical Center
of Intensive Care Medicine and Rehabilitology, V. A. Negov-
sky Scientific Research Institute of General Reanimatology.
An informed consent was obtained from each participant
prior to the study. 

Hematology parameters were measured by Hematol-
ogy Analyzer Advia 60-CT (Bayer, Germany). The baseline
hematocrit was 39—45%, the concentration of hemoglobin
was 11.0—14.6 g/dl.

For in vitro oxidation of hemoglobin in blood, we used
sodium nitrite NaNO2 solution. To make the sodium nitrite
stock solution, 1.4 g of sodium nitrite NaNO2 (Sigma–
Aldrich Co. LLC) was diluted in 10 ml of phosphate buffer
(PBS) pH=7.4 (MP Biomedicals, USA) to form the «solu-
tion L». The latter was diluted 10 times to obtain the solution
S. Сytoflavin (STPF «POLISAN», Russian Federation) is a
complex drug containing the following active ingredients:
succinic acid 100 g, inosine 20 g, nicotinamide 10 g, riboflavin
sodium phosphate (riboflavin) 2 g, and the following excipi-
ents: meglumine 165 g, sodium hydroxide 34 g, water for in-
jections qs up to 1 liter [8].

The absorbancy of solutions was measured by a digital
spectrophotometer Unico 2800 (USA). The absorption
spectra Dl(λl)exp of erythrocyte suspension in buffer (PBS
pH 7.4) was measured at a wavelength range 500—700 nm
with 0.5–1 nm increments. Here λl stands for the wave-
lengths of light for which the absorbancy were measured,
and l is the number of wavelength.

The Nonlinear Fitting method was used to find the
concentrations of hemoglobin derivatives [7, 11—13]. The
empirical spectrum Dl(λl)exp was approximated by the theo-
retical curve Dl(λl)theor which fits the experimental curve in
the best way. Under approximation, the light absorption by
different hemoglobin derivatives was considered. The effects
of Rayleigh light scattering on structures with size D�λ (co-
efficient S) and light scattering on particles with size D�λ
(coefficient K) were taken into account:

Dl(λl)theor =�h
N εh,l (λl) Ch L+K+S/λl

4 (1)

Here, the index h stands for hemoglobin derivatives:
HbO2 (oxygenated hemoglobin), Hb (deoxygenated hemo-
globin), MetHb (methemoglobin), HbNO (ferrous nitrosyl
hemoglobin), MetHbNO2�, (nitrite bound methemoglobin,
MetHbNO (ferric nitrsoyl hemoglobin). L stands for the
thickness of a solution layer. 

To calculate the concentration of hemoglobin deriva-
tives, the method of curve approximation was used by means
of the Origin software (OriginLab, Northampton, MA). By
means of Function Builder, the function Dl(λl)theor (equation
(1)) was created. In this case, the status of dependent variable
was assigned to Dl(λl)exp. Parameters of individual absorption
at different wavelengths εlh (λl) were independent variables
[10]. Independent concentrations of CHbO2, CHb, CMetHb, CHbNO,
CMetHbNO2�, CMetHbNO, and scattering coefficients K and S were
considered model parameters. These model parameters have
been chosen in a manner where the theoretical curve Dl(λl)theor

describes the experimental data Dl(λl)exp the best. In the ap-
proximation, the condition that Ci�0 must be satisfied.



был присвоен Dl(λl)exp. Индивидуальная
поглощательная способность при различ-
ных длинах волн εlh (λl) являлись незави-
симыми переменными [10]. Независимые
концентрации CHbO2, CHb, CMetHb, CHbNO,
CMetHbNO2�, CMetHbNO, а также коэффициенты
рассеяния K и S рассматривались модель-
ными параметрами. Эти параметры мо-
дели подбираются так, чтобы
теоретическая кривая Dl(λl)theor описывала
экспериментальные данные Dl(λl)exp луч-
шим способом. При аппроксимации
должно выполняться условие, что Ci�0. 

Эксперименты in vitro провели по
схеме, представленной на рис. 1.

Микроветты со свежей цельной кро-
вью 150 мкл были приготовлены (стадия
1). К каждой микроветте с цельной кро-
вью добавляли 10 мкл растворов NaNO2 с
концентрацией C=0,14 г / мл (стадия 2).
Поэтому в микроветте концентрация
NaNO2 составляла 100 мМ. Суспензию с
этой концентрацией назвали NaNO2 (L).
Также исследовали эффекты NaNO2 с кон-
центрацией 10 мМ NaNO2 (S). В течение
10 мин инкубации образовался MetHb, и
кровь становилась коричневой. Раствор
NaNO2 не добавляли к контрольным мик-
роветтам (контроль). На 3 стадии отмы-
вали суспензии от NaNO2. Для этого
суспензии с эритроцитами из каждой мик-
роветты переливали в свою соответствую-
щую пробирку эппендорф с 1 мл PBS.
Суспензии в пробирках эппендорф цен-
трифугировали (1500 мин-1, 5 мин), затем
удаляли надосадочную жидкость и добав-
ляли снова по 1 мл буфера в каждый эп-
пендорф и снова центрифугировали.
Таким образом, концентрация NaNO2 су-
щественно уменьшилась после третьей
промывки и была близка к 0. После третьей
промывки полный объем суспензии эритроцитов в каж-
дом эппендорфе составлял 150 мкл, что равно исходному
объему крови.

Далее в каждый эппендорф добавляли соответс-
твующее количество цитофлавина (стадия 4). Перед
добавлением цитофлавина в количестве CYTi (мкл)
удаляли такое же количество буфера CYTi (мкл) из
эппендорфа. Индекса i в записи CYTi указывает объем
цитофлавина (в мкл) в данном эппендорфе. 

Приготовление суспензий эритроцитов с цитофла-
вином провели согласно схеме 2—5 и таблице. Суммарный
объем суспензии сохраняли всегда равным 150 мкл. (L/S)
обозначает раствор NaNO2 с концентрацией L или S. 

Контрольные суспензии (в них не был добавлен
раствор NaNO2, но был добавлен цитофлавин) выпол-
няли согласно выражению: 

75 RBC+(75-CYTi)PBS+CYTi (μl) (2)

Такие суспензии обозначены как
RBC CYTi (3)

Исследуемые суспензии (в них был добавлен рас-
твор NaNO2 и после промывки добавлен цитофлавин)
выполняли следующим образом:
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We carried out experiments in vitro according the fol-
lowing scheme (Fig. 1).

Microvettes with fresh whole blood (150 μl) were pre-
pared (stage 1). 10 μl of NaNO2 solutions with the concen-
tration С= 0.14 g / ml were added to each microvette with
whole blood (stage 2). Therefore, in microvettes, the con-
centration of NaNO2 was 100 mM. The suspensions with
this concentration we called NaNO2 (L). In addition, we
studied the effects of NaNO2 with a concentration of 10 mM
(NaNO2 (S)). Within 10 min of incubation, MetHb was
formed, and blood turned brown. NaNO2 solution was not
added to the reference microvettes (reference sample). In
the 3d stage, the suspensions were washed from NaNO2. For
this, suspension with red blood cells (RBC) from each mi-
crovette was added into a corresponding Eppendorf tube
with 1 ml of PBS. The suspensions in Eppendorf tubes were
centrifuged (1500 min-1, 5 min), then the supernatant was
removed and 1 ml of buffer was added again to each Eppen-
dorf tube, and they were centrifuged again. Thus the con-
centration of NaNO2 substantially diminished after the third
washing and was close to 0. After the third washing, the total
volume of erythrocyte suspension was 150 μl in each Eppen-
dorf tube, which is equal to the baseline volume of blood.

Next, an appropriate amount of cytoflavin was added
to each Eppendorf tube (step 4). Before adding cytoflavin

Рис. 1. Схема экспериментов по восстановлению метгемоглобина до оксиге-
моглобина после добавления цитофлавина. 
Fig. 1. The scheme of experiments of reduction of methemoglobin to oxyhemo-
globin after cytoflavin addition. 
Note. Stages of the experiments are marked with numbers: 1 — whole blood in mi-
crovette; 2 — addition of NaNO2 solution (10 μl) or PBS, 10 min incubation, forma-
tion of MetHb; 3 — elimination of NaNO2 using triple centrifugation (1500 min-1, 5
min), and rinsing of RBC in PBS; 4 — addition of cytoflavin or PBS, incubation of
suspension for 1—24 h; 5 — measurements of absorption spectra of solutions, calcula-
tion of concentrations of hemoglobin derivatives.
Примечание. Стадии экспериментов отмечены цифрами: 1 —цельная кровь в
микроветте; 2 — добавление раствора NaNO2 (10 мкл) или PBS, 10 мин инкуба-
ции, образование MetHb; 3 — отмыв от NaNO2 с помощью тройного центрифу-
гирования (1500 мин-1, 5 мин) и промывание красных клеток крови в PBS; 4 —
добавление цитофлавина или PBS, инкубация суспензии в течение 1—24 ч; 5 —
измерения спектров поглощения растворов, вычисление концентраций про-
изводных гемоглобина. 
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75 RBC NaNO2 (L/S)+(75-CYTi) PBS+CYTi (μl) (4)
Такие суспензии обозначены как

RBC NaNO2 (L/S) CYTi (5)

В опытах величины CYTi составили:
CYT0 = 0 μl CYT, CYT2.5 = 2,5 μl CYT, CYT5 = 5 μl CYT,

CYT10 = 10 μl CYT.
В данном случае CYTi – это объем цитофлавина в

150 мкл суспензии (не концентрации). Для расчета объ-
емной концентрации цитофлавина в каждом эппендорфе
можно воспользоваться формулой: CYTi /150 (мкл/мл).

Гематокрит в эппендорфе почти совпадает с от-
правной точкой для каждой серии экспериментов с точ-
ностью до 10%. Суспензии эритроцитов инкубировали
CYTi в течение от 1 часа до 24 часов, затем измеряли
спектры поглощения (стадия 5). Для измерения спек-
тров поглощения Vsusp = 20 мкл суспензии из эппендорфа
добавляли к кварцевой кювете с 2,4 мл PBS и измеряли
оптическую плотность. Этот процесс повторяли для сус-
пензии каждого эппендорфа.

Эксперименты с кровью каждого донора прово-
дили по три раза. Для каждого эппендорфа спектр изме-
ряли 3 раза. Так провели 45 серий экспериментов по
схеме (рис. 1). В каждой серии измеряли спектры конт-
рольных растворов, а также растворов с разным количе-
ством цитофлавина. Спектры, показанные на рис. 2,
типичны для данных концентраций NaNO2и CYTi для
крови разных доноров.

Статистический анализ экспериментальных данных
провели с использованием программы Origin (OriginLab,
Northampton, MA). Для определения неизвестных кон-
центраций производных гемоглобина аппроксимирующую
кривую построили по схеме Analysis – Fitting – Nonlinear
Curve Fit – the Function (1). В результате аппроксимации,
получили параметр R-Square, который являлся количе-
ственным представлением уровня аппроксимации. Пара-
метр R-Square должен быть больше 0,98. Данные
представили как среднее ± стандартное отклонение. Ис-
пользовали программу One-Way ANOVA для определения
статистической значимости влияния цитофлавина (в раз-
ных концентрациях) на снижение MetHb по сравнению с
автовосстановлением (RBCNaNO2(L/S)CYT0). Значимые
различия отмечали при p�0,05.

Результаты и обсуждение

Цитофлавин, введенный в суспензию эритро-
цитов, способствовал восстановлению метгемог-
лобина до оксигемоглобина. После добавления
NaNO2 почти весь гемоглобин превращался в мет-

in the amount of CYTi (μl), the same amount of buffer CYTi

(μl) was removed from the Eppendorf tube. The index i in
CYTi indicates the volume of cytoflavin (in μl) in a given Ep-
pendorf tube. 

The preparation of suspensions of RBC with
cytoflavin was carried out according to scheme 2—5 and
Table 1. The total volume of the suspension was always kept
at 150 μl (L/S) means the NaNO2 solution at a concentra-
tion equal L or S.

Reference solutions (NaNO2 solution was not added,
but cytoflavin was added) were carried out according to the
equation:

75 RBC+(75-CYTi)PBS+CYTi (μl) (2)

Such suspensions were designated as
RBC CYTi (3)

The investigated samples (NaNO2 solution was added
followed bycytoflavin was also added after washing) were
carried out according to the equation

75 RBC NaNO2 (L/S)+(75-CYTi) PBS+CYTi (μl) (4)

Such suspensions were designated as
RBC NaNO2 (L/S) CYTi (5)

In our experiments the CYTi values were as follows: 
CYT0 = 0 μl CYT,
CYT2.5 = 2.5 μl CYT,
CYT5 = 5 μl CYT,
CYT10 = 10 μl CYT

In this case, CYTi is not a concentration, but the vol-
ume of cytoflavin in 150 μl of suspension. To calculate the
volume concentration of cytoflavin in each Eppendorf tube,
we can use the formula: CYTi /150 (μl/ml).

Hematocrit in Eppendorf tubes nearly almost coin-
cided with the baseline for each series of experiments at an
accuracy of 10%. The RBC suspensions were incubated with
CYTi from 1 hour to 24 hours; then, the absorption spectra
were measured (stage 5). For measuring of absorption spec-
tra, Vsusp =20 μl of suspension from Eppendorf tube were
added to a quartz cuvette with 2.4 ml of PBS and optical
density was measured. This process was repeated for the sus-
pension in each Eppendorf tube. 

The experiments for blood taken from each donor
were carried out thrice. For each Eppendorf tube, the spec-
trum was measured thrice. Thus, 45 series of experiments
were carried out according to the scheme (Fig. 1). In each
series, the spectra of reference solutions as well as of solu-
tions with different amount of cytoflavin were measured.
The spectra shown further in Figs. 2 and 3 are typical for

Eppendorf Suspension Symbol
1 75 μl RBC+ +75μl PBS RBC CYT0

2 75 μl RBC NaNO2 +75μl PBS RBCNaNO2 (L/S)CYT0

3 75 μl RBC + 72.5 μl PBS + 2.5 μl CYT RBC CYT2.5

4 75 μl RBC NaNO2 + 72.5 μl PBS + 2.5 μl CYT RBCNaNO2 (L/S)CYT2.5

5 75 μl RBC+ +70 μl PBS + 5 μl CYT RBC CYT5

6 75 μl RBC NaNO2 + 70 μl PBS + 5 μl CYT RBCNaNO2 (L/S)CYT5

7 75 μl RBC+ +65 μl PBS + 10 μl CYT RBC CYT10

8 75 μl RBC NaNO2 + 65 μl PBS + 10 μl CYT RBCNaNO2 (L/S)CYT10

Состав суспензий и их обозначение.
Composition of suspensions and their designations.

Note. Eppendorf — номера пробирок; Suspension — суспензия; Symbol — обозначение суспензии.
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гемоглобин, для которого характерны определен-
ные пики в спектре поглощения. Особенно выде-
лялся пик на длине волны λ=630 нм. После про-
мыва эритроцитов по-прежнему преобладал
MetHb (около 93%). 

Добавление разного количества цитофлави-
на CYTi привело к изменению спектра поглоще-
ния, и при этом наблюдали концентрационную
зависимость. 

На рис. 2 для NaNO2 (L) и для NaNO2 (S) при-
вели спектры поглощения суспензий эритроцитов
для контрольной RBCCYT0 и RBCNaNO2(L/S)CYTi

для различных концентраций цитофлавина –
CYT0,CYT2.5,CYT5 и CYT10 после инкубации в тече-
ние t1=1 часа и t24=24 часов.

Для суспензии L после 1 часа инкубации с
цитофлавином наблюдали спектры, характерные
для MetHb для всех образцов (рис. 2, a1). Можно
сделать вывод, что CYT0,2.5,5,10 практически не
повлияли на снижение MetHb.

После 24 часов инкубации для образца
RBCNaNO2(L)CYT0, в который не добавляли
цитофлавин, наблюдали спектр, характерный для
MetHb (рис. 2, b1 коричневая кривая). Произошел

given concentrations of NaNO2 and CYTi for blood from dif-
ferent donors.

The statistical analysis of experimental data was per-
formed using the Origin software (OriginLab, Northampton,
MA). To determine unknown concentrations of hemoglobin
derivatives the fitting curve was constructed according the
scheme: Analysis – Fitting – Nonlinear Curve Fit – the
Function (1). In resulting approximation, the R-Square pa-
rameter, the quantitative representatve of the fitting level,
was determined. The R-Square parameter should be greater
than 0.98. Data are shown as the mean±standard deviation.
We used One-Way ANOVA for determining statistical sig-
nificance of effect of cytoflavin in different concentrations
on reduction of MetHb in comparison with autoreduction
values (RBCNaNO2(L/S)CYT0). Significant differences were
reported at P�0.05.

Results and Discussion

The experiments demonstrated that cytoflavin
administered into a suspension of RBC contributed to
the reduction of methemoglobin to oxyhemoglobin.
After addition of NaNO2, almost all hemoglobin mole-
cules were transformed to methemoglobin, for which
certain peaks in the absorption spectrum were specific.
The peak at the wavelength λ=630 nm was most spe-

Рис. 2. Спектры поглощения образцов с различными концентрациями цитофлавина и гистограммы MetHb (%) после воздей-
ствия NaNO2 (L/S) и цитофлавина. 
Fig.2. Absorption spectra of the samples with different values of cytoflavin & Histograms of MetHb (%) after effect of NaNO2 (L/S)
and cytoflavin. 
Note. a1, b1, c1 for NaNO2 (L); a2, b2, c2 for NaNO2 (S). Incubation time is: t1=1 hour (a), t24=24 hours (b). Names of curves correspond to
equations and signs (2—5); c1 and c2 — data for each concentration of cytoflavin CYT2.5, CYT5, CYT10 were compared to corresponding data
of CYT0 (autoreduction) for each incubation timepoint (* — P<0.05; ** — P<0.01; *** — P<0.001).
Примечание. Optical density — оптическая плотность; wavelength — длина волны; hours — часы. a1, b1, c1 — для NaNO2 (L); a2, b2,
c2 — для NaNO2 (S). Время инкубации a — t1=1 час; b — t24=24 часа. Названия кривых для a, b соответствуют уравнениям и под-
писям (2—5); c1 и c2 — данные для каждой концентрации цитофлавина CYT2.5, CYT5, CYT10 были сопоставлены с соответствующими
данными (автовосстановление) для каждого времени инкубации (* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001).
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процесс автовосстановления [14]. Но он был
незначительным – не более 2—10%. 

При концентрации цитофлавина RBCNa-
NO2(L)CYT2.5 стали проявляться пики на длинах
волн λ=542 нм и λ=577 нм, характерные для HbO2

(рис. 2, b1, зеленая кривая). Однако восстановле-
ние MetHb до HbO2 и Hb было не полным. За это
время инкубации восстановилось только 59%
метгемоглобина. 

Повышение концентрации цитофлавина до
CYT10 существенно усилило эффект восстановле-
ния метгемоглобина в образцах RBCNaNO2(L)CYT5

(рис. 2, b1, голубая кривая) и RBCNaNO2(L)CYT10

(рис. 2, b1, синяя линия). Пики, характерные для
оксигемоглобина, почти достигли контрольных
значений, наблюдаемых в образце RBCCYT0 без
воздействия NaNO2 (рис. 2, b1, красная кривая). В
этом случае уже восстановилось около 25—27%
метгемоглобина. 

Для суспензий S после 1 часа инкубации во всех
образцах наблюдали спектральные характеристики
для комбинации различных производных гемогло-
бина (рис. 2, a2). Для всех концентраций CYT0,2.5,5,10

спектры были приблизительно одинаковыми с
небольшим, но очевидным пиком при λ=630 нм. Это
соответствует 30—40% MetHb в суспензиях. После 24
часов инкубации для образца RBCNaNO2(S)CYT0, в
который цитофлавин не добавлялся, этот пик остал-
ся неизменным (рис. 2, b2, коричневая кривая).

Пики при λ= 542 нм и λ= 577 нм, характерные
для HbO2, начали увеличиваться для всех образцов
с цитофлавином. Для RBCNaNO2(L)CYT5 (рис. 3, b2,
голубая кривая) и RBCNaNO2(L)CYT10 (рис. 3, b2,
синяя кривая) пики, типичные для метгемоглоби-
на, практически исчезли. В этом случае концентра-
ция MetHb снизилась до 10—12%, но наблюдали
небольшой пик для RBCNaNO2(L)CYT2.5 (рис. 2, b2,
зеленая кривая). Это соответствовало 16—18%
MetHb.

Визуальный эффект влияния цитофлавина на
восстановление MetHb до HbO2 показан на рис. 3.

На фотографиях представлены суспензии L
красных клеток крови в PBS, время инкубации
эритроцитов с CYT10 (или с PBS) составляло t1=1 ч
(рис. 3, a) и t24=24 ч (рис. 3, b). В течение t1=1 часа
инкубация цитофлавина с суспензией эритроцитов
не влияла на концентрацию MetHb (рис. 4, a). Сус-
пензия для образца RBCNaNO2(L)CYT10 была по-
прежнему коричневой также, как и для образца
RBCNaNO2(L)CYT0 без цитофлавина. 

Однако после инкубации в течение t24=24 часов
суспензия с цитофлавином RBCNaNO2(L)CYT10

покраснела (рис. 3, b), что наглядно показывает, что
в суспензии произошел процесс восстановления
метгемоглобина до оксигемоглобина. В то же время
суспензия RBCNaNO2(L)CYT0 без цитофлавина
осталась коричневой – процесс самовосстановления
почти отсутствовал. Контрольная суспензия RBCC0

без добавления NaNO2 и цитофлавина была красной

cific. Following washing of red blood cells, MetHb still
prevailed (about 93%).

The addition of different amount of cytoflavin
(CYTi) resulted in changing the absorption spectra,
and the concentration dependence was observed.

Absorption spectra of RBC suspensions for ref-
erence RBCCYT0 and RBCNaNO2(L/S)CYTi for vari-
ous concentrations of cytoflavin – CYT0,CYT2.5,CYT5

and CYT10 after incubation during t1=1 hour and
t24=24 hours are shown in Fig. 2 for NaNO2 (L) and
NaNO2 (S).

For suspensions L after 1 hour of incubation with
cytoflavin, spectra typical for MetHb were observed
for all samples (Fig. 2, a1). It can be concluded that
CYT0,2.5,5,10 almost did not affect the reduction of
MetHb.

After 24 hours of incubation, for the sample
RBCNaNO2(L)CYT0, in which cytoflavin was not
added, a spectrum typical for MetHb (Fig. 2, b1 brown
curve) was observed. The process of autoreduction oc-
curred [14], however it was insignificant.

The peaks at λ=542 nm and λ=577 nm character-
istic for HbO2 (Fig. 2, b1, green curve) began to appear
for a sample with cytoflavin RBCNaNO2(L)CYT2.5.
However, the reduction of MetHb to HbO2 and Hb was
incomplete. During this time of incubation, only 59 %
of methemoglobin was reduced. 

An increase in concentration of cytoflavin to
CYT10 significantly enhanced the effect of reduction of
methemoglobin in samples RBCNaNO2(L)CYT5 (Fig. 2,
b1, cyan curve) and RBCNaNO2(L)CYT10 (Fig. 2, b1,
blue curve). The peaks characteristic for oxyhemoglo-
bin almost reached the reference values observed in
sample RBCCYT0 without the impact of NaNO2 (Fig. 2,
b1 red curve). In this case methemoglobin was already
reduced to about 25—27%.

As for suspensions S after 1 hour of incubation,
spectra characteristics for a combination of different
hemoglobin derivatives (Fig. 2, a2) were observed for
all samples. For all concentrations of CYT0,2.5,5,10, spec-
tra were approximately the same with a small but ob-
vious peak at λ=630 nm. This peak corresponded to
30—40% of MetHb in suspensions. After 24 hours of
incubation, for the sample RBCNaNO2(S)CYT0 in
which cytoflavin was not added, this peak remained
the same (Fig. 2, b2, brown curve).

The peaks at λ=542 nm and λ=577 nm typical for
HbO2 began to increase for all samples with cytoflavin.
For RBCNaNO2(L)CYT5 (Fig. 2, b2, cyan curve) and
RBCNaNO2(L)CYT10 (Fig. 2, b2, blue curve), the peaks
typical for methemoglobin almost disappeared. In this
case, the concentration of MetHb decreased to 10–12%.
However, only small peak was observed for
RBCNaNO2(L)CYT2.5 (Fig. 2, b2, green curve). This
peak corresponded to 16—18% of MetHb. 

A visual image of the effect of cytoflavin on the
reduction of MetHb to HbO2 is shown in Fig. 3. 

Fig. 3 shows suspensions L of RBC in PBS. The
incubation time of RBC with CYT10 (or with PBS) was
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как исходно, так и через 24 часа. 
Эти фотографии качественно иллюстрируют

эффект изменения концентраций производных
гемоглобина. Они соответствуют количественным
результатам экспериментов и расчетов. 

Во время реакций возможно образование сле-
дующих производных гемоглобина HbO2, Hb,
MetHb, HbNO, MetHbNO2	, MetHbNO. Был исполь-
зован метод аппроксимации кривой. Эксперимен-
тальные зависимости Dl(λl)exp и аппроксимирован-
ные кривые Dl(λl)teor представлены на рис. 4:

Dl(λl)teor =εHblO2,l CHbO2 L+εHb,l CHb L+
εMetHb,l CMetHb L+εHbNO,l CHbNO L+

εMetHbNO2�,l CMetHbNO2� L+εMetHbNO,l CMetHbNO L +
K+S/λl

4 (6)

Концентрации шести производных гемогло-
бина были определены аппроксимацией экспери-

t1=1 hour (Fig. 3, a) and t24=24 hours (Fig. 3, b). Dur-
ing t1=1 hour the incubation of cytoflavin with RBC
suspension did not affect the concentration of MetHb
(Fig. 3, a). The suspension RBCNaNO2(L)CYT10 conti
nued to keep a brown color similar to specimen
RBCNaNO2(L)CYT0 without cytoflavin. 

However, after incubation for t24=24 hours, the
suspension with cytoflavin RBCNaNO2(L)CYT10 turned
red (Fig. 3, b) that clearly demonstrated the process of
reduction of methemoglobin to oxyhemoglobin in the
suspension. The suspension RBCNaNO2(L)CYT0 with-
out cytoflavin remained brown, i. e. the process of au-
toreduction was almost absent. Reference suspension
RBCC0 without addition of NaNO2 and cytoflavin was
red at a baseline and in 24 hours. 

These images qualitatively illustrate the effect of
changes in the concentrations of hemoglobin deriva-
tives that is in good agreement with the quantitative
results of experiments.

During reactions, the formation of the following
hemoglobin species are possible: HbO2, Hb, MetHb,
HbNO, MetHbNO2	, MetHbNO. Curve fitting method
was used. Experimental relations Dl(λl)exp and fitted
curves Dl(λl)teor are presented in Fig. 4: 

Dl(λl)teor =εHblO2,l CHbO2 L+εHb,l CHb L+
εMetHb,l CMetHb L+εHbNO,l CHbNO L+

εMetHbNO2�,l CMetHbNO2� L+εMetHbNO,l CMetHbNO L +
K+S/λl

4 (6)

Concentrations of six hemoglobin derivatives
were identified by best approximation of the experi-
mentally measured spectra by theoretical curves.

Fig. 4, a and Fig. 4, b show good approximation
of experimental spectra by theoretical curves for cal-
culated concentrations of hemoglobin derivatives. 

The kinetics of reduction of hemoglobin deriva-
tives in the presence of cytoflavin was studied in the
experiments (Fig. 5) once every 3 hours during 24
hours of incubation (suspension L). The dependences
of changes in hemoglobin derivatives concentrations
with с Fe3+ — MetHb+MetHbNO2	+MetHbNO are
shown in Fig. 5, a. The dependences of changes in he-
moglobin derivatives concentrations with Fe2+ —
HbO2+Hb+HbNO are shown in Fig. 5, b.

Cytoflavin increased the concentration of Fe2+

hemoglobin derivatives and decreased concentration
Fe3+ Hb. 

Importantly, the action of cytoflavin developed
gradually over time. This was demonstrated by the ki-
netics of the level of significance. For each incubation
timepoint, data for each concentration of cytoflavin
CYT2.5, CYT5, CYT10 were compaired to corresponding
data of CYT0 (autoreduction). At timepoints t1=1 hour
and t3=3 hours, there were no significant differences
in a drug action at all concentrations of cytoflavin. 

At time t6=6 hours there was no significant dif-
ference for suspension with CYT2.5, but significant dif-
ferences appeared for CYT5 and CYT10 at * — P<0.05.
At a timepoint t9 (9 hours) the levels of significance

Рис. 3. Фотографии суспензий красных клеток крови в квар-
цевых кюветах после добавления NaNO2 и цитофлавина. 
Fig. 3. Suspensions of red blood cells in quartz cuvettes after ad-
dition of NaNO2 and cytoflavin. 
Note. 1 h (a) and 24 h (b). Notes under the cuvettes correspond to
different concentrations of NaNO2 and cytoflavin in accordance
with equations 2—5.
Примечание. 1 ч (a) и 24 ч (b). Названия кювет соответствуют
различным концентрациям NaNO2 и цитофлавина в соответ-
ствии с уравнениями 2—5. 
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ментально измеренных спектров теоретическими
кривыми.

На рис. 4, a и рис. 4, b показана аппроксима-
ция экспериментальных спектров теоретическими
кривыми для расчетных концентраций производ-
ных гемоглобина.

Через каждые 3 часа в течение 24 часов инку-
бации в экспериментах изучали кинетику восста-
новления производных гемоглобина в присутствии
цитофлавина (рис. 5) для суспензии L. На рис. 5, a
представлены зависимости изменения концентра-
ций производных гемоглобина с Fe3+ — MetHb+
MetHbNO2	+MetHbNO. На рис. 5, b представлены
зависимости изменения концентраций производ-
ных гемоглобина с Fe2+ — HbO2+Hb+HbNO.

Цитофлавин увеличивал концентрацию про-
изводных гемоглобина с Fe2+ и, соответственно,
уменьшал концентрацию с Fe2+.

Важно, что действие цитофлавина постепен-
но развивалось со временем. Это может быть про-
демонстрировано кинетикой уровня значимости.
Данные для каждой точки времени инкубации при
определенной концентрации цитофлавина CYT2.5,
CYT5, CYT10 сравнивали с соответствующими дан-
ными CYT0 (автовосстановление). В моменты вре-
мени t1=1 час и t3=3 часа не было существенных
различий в эффекте препарата при всех концент-
рациях цитофлавина.

В момент времени t6=6 часов не было выявле-
но никаких существенных различий для суспензии
с CYT2.5, но для CYT5 и CYT10 появились существен-

became *** — P<0.001 for CYT5 and CYT10. The drug
effects at CYT2.5 also increased, ** — P<0.01.

Fig. 2 represents histograms of the MetHb per-
centage in suspensions of the L series (Fig. 2, a) and
S series (Fig. 2, b) depending on different concen-
trations of NaNO2 and corresponding different base-
line levels of methemoglobin. At t1=1 hour, there
were no significant differences between MetHb lev-
els for all concentrations of cytoflavin ( CYT2.5, CYT5

and CYT10) compared to CYT0 (Fig. 2). After t24=24
hours, for both series, there were significant differ-
ences between group with cytoflavin and control
suspensions with no drug. Moreover, significance
level was different for different concentrations of
cytoflavin: (a) for CYT2.5 * — P<0.05 (for S) and
** — P<0.01 (for L); (b) for CYT5 and CYT10, ** —
P<0.01 (for S) and *** — P<0.001 (for L). 

There were no statistical differences between
values of MetHb (%) due to autoreduction in samples
after 24 hours and 1 hour, P=0.4. 

In a separate experiment, it was shown that
under the action of cytoflavin, the excessive methe-
moglobin is converted to oxyhemoglobin and not to
carboxyhemoglobin. The standard methods based on
the use of sodium dithionite were employed in this
experiment. After addition of dithionite, the spectral
parameters specific for oxyhemoglobin disappeared,
and the spectrum appeared to exhibit only one max-
imum typical for deoxyhemoglobin at λ=554 nm.

The high level of MetHb can be reached at poi-
sonings with aniline and its derivatives, some local

Рис. 4. Сравнение экспериментальных Dl(λl)exper и аппроксимированных кривых Dl(λl)theor с учетом расчетных концентраций
производных гемоглобина. 
Fig. 4. Comparison of experimental Dl(λl)exper and fitting curves Dl(λl)theor, considering the calculated concentrations of hemoglobin
species. 
Note. Concentrations of hemoglobin species are shown; calculations were made by the curve fitting method. (a) CYT0, t24=24 hours, 87%
MetHb, R-Square=0.998. (b) CYT10, t9=9 hours. There was a partial reduction of methemoglobin, 51% MetHb, R-Square=0.994.
Примечание. Концентрации производных гемоглобина показаны на каждом графике, они были рассчитаны методом аппрокси-
мации кривой. a — CYT0, t24=24 ч. Наблюдается 87% MetHb, R-Square=0,998; b — t9=9 ч. Произошло частичное восстановление мет-
гемоглобина до 51%, R-Square=0,994.
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ные различия при * — p<0,05. И к t9=9 часам уро-
вень значимости стал *** — p<0,001 для CYT5 и
CYT10. Также был увеличен эффект при использо-
вании концентрации препарата CYT2.5, ** — p<0,01.

На рис. 2 представлены гистограммы процента
MetHb в суспензиях серии L (рис. 2, c1) и S (рис. 2, c2)
в зависимости от разных концентраций NaNO2 и соот-
ветствующего различного начального содержания
метгемоглобина. При t1=1 час не было существенных
различий между содержанием MetHb для всех кон-
центраций цитофлавина — CYT2.5, CYT5 и CYT10 отно-
сительно CYT0 (рис. 2). Но после t24=24 часа для обеих
серий наблюдали существенные различия между дан-
ными для образцов с цитофлавином по сравнению с
суспензиями без него. Более того, уровень значимости
не был одинаковым для разных концентраций цитоф-
лавина. Поэтому для CYT2.5 * — p<0,05 (для S) и ** —
p<0,01 (для L). В то же время для CYT5  и CYT10 ** —
p<0,01 (для S) и *** — p<0,001 (для L).

Не было статистических различий между
средними значениями MetHb (%) из-за автовосста-
новления в образцах через 24 часа и 1 час, p<0,4. 

В отдельном эксперименте было показано, что
метгемоглобин с помощью цитофлавина превраща-
ется именно в оксигемоглобин, а не в карбоксиге-
моглобин. Для доказательства применили стандарт-
ную методику, основанную на использовании
дитионита натрия. После добавления дитионита
характерные для оксигемоглобина параметры спек-

anesthetics, nitrites and nitrates [1, 3, 6]. Due to the
development of the pharmaceutical and chemical in-
dustries, the methemoglobinemia of the exogenous
origin occurs more often [15]. 

In our experiments, hemoglobin was converted
into methemoglobin when erythrocyte suspension was
exposed to NaNO2, and as a result, there was a conver-
sion Fe2+�Fe3+. Under such conditions, the formation
of following hemoglobin derivatives becomes possible:
with iron Fe3+ (et MetHb+MetHbNO2	+MetHbNO) or
Fe2+ (HbO2+Hb+HbNO) in the solution [16]. Only
HbO2 of these 6 components is capable to deliver the
oxygen to the tissues whereas Hb is potentially capa-
ble to attach oxygen. Oxidative processes in the blood
lead to tissue hypoxia, to shape changes of RBC and
to distortion of the membrane nanostructure [17—19].
Exact manner in which all these derivatives of hemo-
globin interact with one another is not clear enough.
For example, possible reduction reactions were shown
in work [20]. The change in the forms of hemoglobin
was investigated not only in vitro, but also in vivo [2,
3, 14]. Reactions of conversion Fe3+�Fe2+ and
Fe2+�Fe3+ are associated with redox processes in the
RBC. Therefore, the addition of pharmaceuticals to
the RBC suspension, which affects the redox
processes, may also affect the interactions of hemoglo-
bin derivatives. As a result, the ratio of the concentra-
tions of hemoglobin derivatives changes significantly.
Earlier we have shown that perfluorocarbon com-

Рис. 5. Кинетика изменения производных гемоглобина при различных концентрациях цитофлавина при NaNO2 (L). 
Fig. 5. Kinetics of changes of hemoglobin derivatives for different concentrations of cytoflavin, for NaNO2 (L). 
Note. a — Species with Fe3+ (MetHb+ MetHbNO2�+MetHbNO); b — Species with Fe2+ (HbO2+Hb+HbNO). Data represent three independ-
ent experiments for each of five donors, each point is the mean, standard error of the mean is displayed as error bars. For each timepoint,
the data obtained for each concentration of cytoflavin CYT2.5, CYT5, CYT10 were compared to corresponding data of CYT0 (autoreduction)
(* — P<0.05; ** — P<0.01; *** — P<0.001).
Примечание. a — производные c Fe3+ (MetHb+ MetHbNO2�+MetHbNO) не способные нести кислород; b — производные c Fe2+, спо-
собные переносить кислород (HbO2+Hb+HbNO). Данные взяты из трех независимых экспериментов для каждого из пяти доноров,
каждая точка – среднее значение, стандартная ошибка среднего значения отображается, как полосы ошибок. При каждом времени
инкубации данные для каждой концентрации цитофлавина CYT2.5, CYT5, CYT10 были сопоставлены с соответствующими данными
CYT0 (автовосстановление) (* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001).
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тра исчезали, а спектр имел только один максимум,
характерный для дезоксигемоглобина при λ=554 нм. 

Высокое содержание MetHb в крови может
возникать при отравлении анилином и его про-
изводными, некоторыми местными анестетиками,
нитритами и нитратами [1, 3, 6]. В связи с развити-
ем фармацевтической и химической промышлен-
ности метгемоглобинемия экзогенной обусловлен-
ности встречается очень часто [15].

В наших опытах гемоглобин превращался в
метгемоглобин при действии NaNO2 на суспензию
эритроцитов: при этом Fe2+ переходит в Fe3+. В таких
условиях возможно образование производных гемо-
глобина с железом Fe3+: MetHb+MetHbNO2	+MetHb-
NO. Также в растворе могут содержаться и про-
изводные с Fe2+: HbO2+Hb+HbNO [16]. Из этих 6
компонентов только HbO2 переносит кислород и
только Hb потенциально способен присоединить
кислород. Нарушение окислительных процессов в
крови ведет к гипоксии тканей, изменению форм и
наноструктуры мембран красных клеток крови
[17—19]. Характер взаимодействия производных
гемоглобина пока недостаточно ясен. Например,
возможные реакции восстановления Fe3+ в Fe2+

были показаны в работе [20]. Изменение форм гемо-
глобина было исследовано не только in vitro, но
также in vivo [2, 3, 14]. Реакции превращения
Fe3+�Fe2+ и Fe2+�Fe3+ так или иначе связаны с окис-
лительно-восстановительными процессами в эрит-
роцитах. Поэтому добавление в суспензию эритро-
цитов химфармпрепаратов, способных влиять на
окислительно-восстановительные процессы, может
также влиять и на процессы взаимодействия про-
изводных гемоглобина. В результате соотношение
их концентраций может существенно измениться.
Ранее нами было показано, что восстановлению
метгемоглобина до оксигемоглобина способствуют
перфторуглеродные соединения [7].

Положительное действие цитофлавина на
организм человека при кардиохирургических опе-
рациях, в постоперационный период, при послед-
ствиях инфаркта мозга известно с 2004 года.
Цитофлавин имеет цитопротекторный эффект. Он
является метаболическим регулятором. Этот пре-
парат оказывает антиоксидантное и антигипокси-
ческое действие, положительное влияние на выра-
ботку энергии в клетке, уменьшает образование
свободных радикалов и восстанавливает актив-
ность антиоксидантных ферментов. Цитофлавин
обладает антиишемическим действием, улучшает
коронарный и церебральный кровоток, ограничи-
вает зону некроза [9, 10, 21—23].

В работе [10] приведены клинические резуль-
таты антиокислительного действия цитофлавина
на организм человека. Представляет научный инте-
рес показать действие цитофлавина на гемоглобин
в прямом биофизическом эксперименте in vitro. Это
может позволить в дальнейшем раскрыть механиз-
мы антиокислительного действия этого препарата.

pounds contribute to reduction of methemoglobin to
oxyhemoglobin [7].

It could be particularly useful, however, to
study biomimetic pharmaceuticals, which are similar
to natural, functionally significant components of
the body. The positive effect of cytoflavin on the
human body is known since 2004 due to clinical use
in cardiosurgeries, postsurgery and after cerebral in-
farctions and other cerebrovascular diseases.
Cytoflavin provided a cytoprotective effect. It is a
metabolic regulator. This drug has an antioxidant
and antihypoxic action, exerting a positive effect on
energy production in cells reducing the production
of free radicals and restoring antioxidant enzyme ac-
tivity. Cytoflavin has an anti-ischemic effect, im-
proves coronary and cerebral blood flow limiting the
zone of necrosis [9, 10, 21—23].

Clinical results of the studies of the antioxidant
effect of cytoflavin in the human body are presented
in a publication [10]. It was of interest to investigate
the effect of cytoflavin on hemoglobin in a direct ex-
periment in vitro. Further, these studies may reveal the
mechanisms of antioxidant action of this drug.

Pharmacological effects of cytoflavin are regu-
lated by the combined action of several components
of the formulation as described [8, 9]. The complex
formulation is composed of two metabolites (succinic
acid and inosine) and two coenzymes (riboflavin
mononucleotide and nicotinamide). The pharmaco-
logical effects of each component are well-known.
Each component contributes to the redox processes in
the RBC suspension.

Succinic acid is a key biochemical molecule. It is
employed for energy metabolism in plants, human and
animal tissue representi ng an intermediate in the Krebs
cycle. Studies have shown, however, that the role of
succinic acid goes far beyond energy processes. Antihy-
poxic and antioxidant effects of succinic acid has also
been demonsrated [9, 25]. 

Inosine is used in to improve the quality of the
donor blood components during long-term storage
[26]. Nicotinamide has been included as a compo-
nent of a composition for cryopreservation. Nicoti-
namide is employed for membrane stabilization and
fluidity [27]. Riboflavin mononucleotide sodium
(FMN-Na, Flavin mononucleotide) plays an impor-
tant role in oxidation-reduction reactions. Ri-
boflavin is a water soluble vitamin, also known as
Vitamin B2. In the body, riboflavin is primarily
found as an integral component of the coenzyme, one
of which is riboflavin mononucleotide sodium. There
is a significantly impared relationship between
plasma riboflavin mononucleotide sodium and ri-
boflavin in patients with critical illness [28]. Flavins
act as a cofactor in many enzymes and catalyse a
wide variety of biological reactions due to one of the
most versatile in vivo redox centers in its structure.
Organic redox active materials dissolved in elec-
trolyte materials have received increasing interest
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Фармакологические эффекты цитофлавина
регулируются совместным действием составляю-
щих его ингредиентов [8, 9]. Этот комплексный
препарат состоит из двух метаболитов (янтарной
кислоты и инозина) и двух коферментов (моно-
нуклеотида рибофлавина и никотинамида). Широ-
ко известно фармакологическое действие каждого
компонента по отдельности. Каждая компонента
способна внести вклад в окислительно-восстано-
вительные процессы, происходящие в суспензии
красных клеток крови.

Янтарная кислота является ключевой биохи-
мической молекулой. Природа использует ее для
энергетического метаболизма в растениях, тканях
человека и животных. Янтарная кислота является
промежуточным продуктом цикла Кребса. Иссле-
дования показали, что роль янтарной кислоты
выходит далеко за пределы энергетических про-
цессов . Также известно антигипоксическое и анти-
оксидантное действие янтарной кислоты [9, 25]. 

Инозин используют в растворах с целью
повышения качества компонент донорской крови
при длительном хранении [26]. 

Никотинамид, предназначенный для стаби-
лизации мембраны эритроцитов и текучести крови
[27], включен в состав для криоконсервации. 

Мононуклеотид рибофлавина натрия (FMN-
Na, мононуклеотид флавина) играет важную роль
в окислительно-восстановительных реакциях.
Рибофлавин – это водорастворимый витамин,
также известен как витамин B2. В организме рибо-
флавин встречается прежде всего как неотъемле-
мый компонент ко-ферментов, одним из которых
является мононуклеотид рибофлавина натрия.
Существует значительное нарушение соотноше-
ния между плазменным мононуклеотидом рибо-
флавина натрия и рибофлавином у пациентов в
критических состояниях [28]. Флавины действуют
как кофактор во многих ферментах, которые ката-
лизируют самые разнообразные биологические
реакции и содержат один из самых универсальных
окислительно-восстановительных центров in vivo.
Использование органических окислительно-вос-
становительных активных веществ, растворенных
в электролитах, приобретает все больший интерес
для создания стабильной биомиметической систе-
мы аккумулирования энергии – окислительно-вос-
становительных батарей [29]. 

Таким образом все 4 компонента цитофлавина
могут внести вклад в окислительно-восстановитель-
ные процессы, происходящие с производными гемо-
глобина. Возможно, их комбинированное действие
и привело к явлению восстановления метгемогло-
бина до оксигемоглобина в присутствии цитофла-
вина. При этом возможно два пути влияния цитоф-
лавина на процессы превращений железа Fe3+�Fe2+.

Непосредственное химическое участие моле-
кул компонент цитофлавина в цепочках окисли-
тельно-восстановительных процессов. Это влияние

for creation of stable biomimetic energy storage sys-
tem, i.e. redox flow batteries [29].

All four components of cytoflavin are capable to
contribute to redox properties of hemoglobin deriva-
tives. Presumably, a combined effect of cytoflavin
components might lead to the reduction of methemo-
globin to oxyhemoglobin in the presence of cytoflavin.
In this case, there are two possible ways of the influ-
ence of cytoflavin on the processes of iron conversion
Fe3+�Fe2+.

Direct chemical involvement of cytoflavin com-
ponents in a redox processes is possible. This influence
can be similar to that of methylene blue or ascorbic
acid used in the treatment of methemoglobinemia [5].

Binding of cytoflavin components to active oxi-
dation centers, thereby participating in the inhibition
of oxidation processes. 

To calculate the concentrations of hemoglobin
derivatives, the Nonlinear Fitting method was used for
the approximation of the experimental spectra. Good
agreement between the theoretical data and the exper-
imental data with the coefficient R-Square � 0.99 was
obtained. The theoretical data agreed not only in the
description of the spectrum, but also in the estimation
of the residual K level.

The antioxidant property of cytoflavin was
demonstrated in our work for the first time in a di-
rect biophysical in vitro experiment. For this pur-
pose, blood from healthy donors was used as
control exhibiting initially normal concentration of
oxyhemoglobin and methemoglobin. The situation
of using already initially poisoned blood containing
a large amount of methemoglobin was excluded.
The use of cytoflavin in this model experiment led
to the reduction of excessive methemoglobin to
oxyhemoglobin. In this case, the reduction effect of
cytoflavin occured only if the methemoglobin was
located inside the cell. The effect of NaNO2 on free
hemoglobin in distilled water led to the appearance
of methemoglobin. However, in this case, the addi-
tion of cytoflavin did not result in a reduction of
methemoglobin to oxyhemoglobin. This interesting
phenomenon will be studied in details in future ex-
periments. 

Performed experiments might contribute to fu-
ture studies validating the role of cytoflavin in blood
recovery after acute poisoning. Clarifying the role of
separate components of the drug would contribute to
mechanistic studies of cytoflavin action.

Conclusion 

The revealed effects may have a fundamental
and practical application. Based on results with
cytoflavin it would be possible to study and develop
pharmacological methods for reduction Fe3+ to Fe2+

in blood. Cytoflavin can be used directly in treat-
ment of methemoglobinemia in clinics. It would be
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может быть аналогично действию метиленового
синего или аскорбиновой кислоты, используемых
при лечении метгемоглобинемии [5].

Связывание компонентов цитофлавина с
активными окислительными центрами обес-
печивает участие в ингибировании процессов
окисления. 

Для расчетов концентраций производных
гемоглобина использован метод Nonlinear Fitting
для обработки экспериментальных спектров.
Получено хорошее согласование теоретических
данных с экспериментальными с коэффициентом
R-Square � 0,99. Теоретические данные согласова-
ны не только в описании спектра, но и в оценке
остаточного уровня K.

В нашей работе впервые показано антиокис-
лительное свойство цитофлавина в прямом био-
физическом эксперименте in vitro. Кровь от здо-
ровых доноров использовали для того, чтобы
изначально иметь нормальную концентрацию
оксигемоглобина и метгемоглобина. Использова-
ние цитофлавина в данном модельном экспери-
менте привело к восстановлению метгемоглобин
до оксигемоглобина. При этом восстанавливаю-
щий эффект цитофлавина происходит только,
если метгемоглобин находится внутри клетки.
Воздействие NaNO2 на свободный гемоглобин в
дистиллированной воде приводило к возникнове-
нию метгемоглобина. Однако добавление цитоф-
лавина в этом случае не приводило к восстанов-
лению метгемоглобина до оксигемоглобина. Это

also important to validate the use of the drug during
the storage of donor blood, in blood transfusion and
for the development of blood substitutes. Clarifica-
tion of the molecular mechanisms of the protective
action of cytoflavin and determining its protective
patterns when using various chemical oxidants
seems a promising area of translational studies.

интересное явление будет детально изучено в
будущих экспериментах.

Проделанные нами эксперименты могут стать
основой для исследования возможности использо-
вания цитофлавина для восстановительных про-
цессов в крови пациентов с острыми отравления-
ми, также планируется изучить действие
отдельных компонент на этот процесс.

Заключение

Показанный эффект может иметь как фунда-
ментальное, так и практическое применение.
Цитофлавин может быть использован непосред-
ственно при лечении метгемоглобинемии в клини-
ке. Также важно будет использовать его во время
хранения донорской крови, при проведении гемо-
трансфузии и при разработке кровезаменителей.
Весьма перспективным также является изучение
молекулярных механизмов протекторного дей-
ствия цитофлавина при широком спектре экзоген-
ных отравлений. 
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