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Введение
Парамагнитные мономерные динитрозильные

комплексы железа (ДНКЖ) с тиолатными лиган-
дами (формула {(RS-)2Fe+(NO+)2}+ ) (18) , где RS- –
низкомолекулярные или белковые группы, пред-
ставляют собой одну из форм существования од-
ного из универсальных регуляторов метаболичес-
ких процессов- оксида азота (NO) в организме
животных и человека [10] . В белок связанной фор-
ме ДНКЖ обеспечивают стабилизацию и депони-
рование NO; в низкомолекулярной форме – пере-
нос NO к мишеням его действия [18].

Низкомолекулярные ДНКЖ с цистеином или
глутатионом могут быть синтезированы химичес-
ким путём и стабилизированы в матрице водора-
створимого полимера. Как доноры NO, эти комп-
лексы могут оказывать различное биохимическое
и физиологическое действие – модулировать актив-
ность ряда ферментов (6,15) и генов (1,8), вызы-
вать у животных длительную гипотензию [11, 12],
обусловленную вазодилатарной активностью [9, 17,
20] , ингибировать агрегацию тромбоцитов [3], ус-
корять заживление кожных ран [5], вызывать эрек-
цию пениса у животных [2]. Более того, сами по
себе эти комплексы характеризуются сильной ан-
тиоксидантной активностью [14]. Последнее про-
является в их способности реагировать с суперок-
сидными радикалами с константой скорости 7103

М-1сек-1, что приводит к необратимой гибели этих
комплексов [14]. В связи с этим, ДНКЖ с тиолат-
ными лигандами как перехватчики супероксидных
радикалов могут благотворно влиять на работу
митохондрий и других клеточных органелл. Имен-
но такое влияние могло обеспечивать кардиопро-
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текторное действие на изолированное сердце, об-
наруженное на этом препарате в наших опытах с
ишемией-реперфузией изолированного сердца,
вызывающей экспериментальный инфаркт-миокар-
да [4].

Ранее нами было обнаружено, что вазодилати-
рующее действие моно- и биядерных динитрозиль-
ных комплексов железа (ДНКЖ) с цистеином при-
водит по мере повышения концентрации этих ком-
плексов к появлению длительной фазы длительной
релаксации сосудов [17]. При концентрации ДНКЖ
510-5М, приводившей практически к 100%-й ре-
лаксации сосудов, восстановление их тонуса на-
чиналось через 20-30 минут после введения вазо-
дилататора. Поскольку оба типа ДНКЖ исчезали
через несколько минут после их введения в среду
инкубации, было предположено, что длительная
вазодилатация была обусловлена S-нитрозоцисте-
ином (cys-NO), образующимся в реакции молекул
цистеина с ионами нитрозония ( NO+), высвобож-
дающимися из распадающихся ДНКЖ. Стабили-
зация cys-NO могла обеспечиваться присутствую-
щим в среде инкубации ЭДТА, хелатором переход-
ных металлов, защищающим cys-NO от разруша-
ющего действия на него последних. Вклад в эф-
фект длительной вазодилатации могли вносить и
свободные молекулы NO, аккумулирующиеся в
среде при распаде ДНКЖ.

В настоящей работе проведена проверка этих
предположений. Показана их несостоятельность,
что позволило перейти к другому предположению
о природе соединений, определяющих длительную
вазодилатацию, инициируемую высокими концен-
трациями моно- и биядерной форм ДНКЖ с цис-
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теином (соответственно, М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ).
Такими соединениями могут быть полиядерные
формы ДНКЖ, например, цистеиновый эфир чёр-
ной соли Руссена.

Материалы и методика
В экспериментах использовали норадреналин

(НА) ( RBI, США), сульфат железа (Fluka, Швей-
цария), L-цистеин (cys), восстановленный глутати-
он (Sigma,США). Оксид азота (NO) в газообразной
форме получали в реакции сульфата железа с нит-
ритом натрия в 0,1 М HCl с последующей очист-
кой NO методом низко-температурной сублимации
в откачанной вакуумной системе [16].

Синтез ДНКЖ с цистеином или
глутатионом

М-ДНКЖ или Б-ДНКЖ с цистеином или глута-
тионом достигался обработкой газообразным NO
растворов сульфата железа, растворов цистеина или
глутатиона в 15 мМ Гепес буфере (рН 7,4) при мо-
лярном соотношении тиолов и железа, равным 1:20
(М-ДГКЖ) или 1:1 (Б-ДНКЖ) при давлении NO
100-150 мм рт. ст. Синтез проводили в аппарате
Тунберга. В верхнюю часть аппарата вводили 0,5
мл сульфата железа в дистиллированной воде ( рН
5,5), в нижнюю часть аппарата вводили 4,5 мл ра-
створа тиолов. После вакуумирования аппарата в
него вводили NO, после чего смешивали оба ра-
створа с последующим встряхиванием смеси в при-
сутствии NO в течение 5 минут и откачкой NO.
Концентрация полученных растворов М-ДНКЖ и
Б-ДНКЖ, определяемая количеством использован-
ного при их синтезе железа, составляла 5 мМ. Ра-
створы замораживали в жидком азоте и хранили в
нём до проведения соответствующих эксперимен-
тов.

Эксперименты на изолированных сосудах
Эксперименты проводили на кольцевых сегмен-

тах длиной 2-3 мм, приготовленных из брюшной
аорты крыс-самцов весом 250-300 г. После дека-
питации животных препарат брюшной аорты очи-
щали от жировой и соединительной тканей при 00С
в среде Кребса следующего состава (в мМ): NaCl
119, KCl 4,7, CaCl2 2,5, MgSO4 1,17, NaHCO3 25,
KH2PO4 1,18, ЭДТА 0,026, глюкоза 11; рН 7,35-7,4.
Кольцевые сегменты аорты очищали от эндотелия
путём вращения в сегментах деревянной палочки,
покрытой хлопком. Сегменты подвешивали на
стальных держателях в рабочей камере (5-10 мл),
заполненной средой Кребса в термостатируемых
условиях (при температуре 370С) при исходной
растягивающей нагрузке 10-20 мН. Среду проду-
вали карбогеном (95% O2 + 5% CO2). Регистрацию
изометрического растяжения проводили на датчи-
ке силы UC-2 (Gold, США). Период стабилизации
системы сегментов составлял 60-90 минут. ДНКЖ
вводили кумулятивно после сокращения сегментов
НА (10-7М). Концентрация ДНКЖ соответствова-
ла количеству в этих комплексах железа.

ЭПР и оптические измерения

 Спектры ЭПР ДНКЖ регистрировали при тем-
пературе 77К (для образцов в жидком азоте) или
при комнатной температуре на радиоспектромет-
ре ESC-106 EPR (Bruker, Германия). Оптические
измерения проводили на спектрофотометре UV-
2501PC (Shimadzu Europa GmbH, Германия) в от-
крытых кюветах с оптическим путём 10 или 2 мм.

Результаты
Cys-NO и NO, накапливающийся в среде Креб-

са при распаде ДНКЖ, не ответственны за длитель-
ную вазодилатацию, инициируемую введением в
эту среду ДНКЖ с цистеином.

В соответствии с литературными данными [19]
использованный нами препарат cys-NО эффектив-
но расслаблял изолированные сосуды, однако дли-
тельность этого действия в использованной нами
среде инкубации, содержащей 0.026 мМ Na2-ЭДТА,
не превышала нескольких минут. При концентра-
ции 510-5М cys-NО вызывал 90-100%-ю релакса-
цию сосудов с последующим восстановлением то-
нуса сосудов в течение 5-8 минут (рис. 1). Для срав-
нения на том же рисунке показана кинетика вазо-
дилатации сосудов, вызванная введением в среду
инкубации 510-5М М-ДНКЖ или Б-ДНКЖ с цис-
теином. Таким образом, длительная дилатация со-
судов, вызываемая обоими формами ДНКЖ с цис-
теином, не могла быть обусловлена cys-NО, кото-
рый мог возникать при распаде этих комплексов.

О наличии cys-NО в среде инкубации можно
было судить по их превращению в парамагнитные
моно-ДНКЖ с цистеином. Последнее достигалось
введением в среду 2 мМ цистеина и 0.1 мМ ферро-
сульфата. Возникающие при этом моно-ДНКЖ с
цистеином давали сигнал ЭПР, характерный для
этих комплексов [15]. При температуре регистра-
ции сигнала при 77К он имел анизотропную фор-
му, обусловленную анизотропией g-фактора со зна-
чениями g=2.04, g= 2.014, при комнатной темпе-
ратуре регистрации сигнал имел форму узкого изот-

Рисунок 1 – Типичные кривые релаксации сосудов,
вызванной введением в среду инкубации 50 микроМ Б-
ДНКЖ и М-ДНКЖ с цистеином, cys-NO или ДНКЖ с

фосфатом
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ропного синглета с полушириной 0.7 мТ с цент-
ром при g=2.03 (рис. 2). Сигнал регистрировался в
среде после добавления железа и цистеина через 1
минуту после введения cys-NО на фоне максималь-
ной дилатации сосудов, вызываемой этим вазоди-
лататором. Через 5-10 минут после введения пос-
леднего, когда тонус сосудов возвращался к исход-
ному уровню, образования М-ДНКЖ с цистеином
не наблюдалось, что, очевидно, было обусловлено
полным распадом cys-NО. В аналогичных опытах
с добавлением только цистеина или железа с цис-
теином в среду инкубации сосудов на фоне их пол-
ного расслабления, инициированного введением
М-ДНКЖ или Б-ДНКЖ с цистеином, образования
парамагнитных моно-ДНКЖ с цистеином не на-
блюдалось.

Длительная релаксация сосудов, инициируемая
добавлением в среду инкубации сосудов ДНКЖ с
цистеином, не могла быть обусловлена и накопле-
нием в данной среде молекул NO, появляющихся в
этой среде при распаде этих комплексов, о чем сви-
детельствуют результаты опытов с использовани-
ем в качестве вазодилататоров ЭПР-активных
ДНКЖ с фосфатом, менее стабильных, чем ДНКЖ
с тиол-содержащими лигандами [18]. При их вве-
дении в среду в концентрации 510-5М они вызы-
вали эффективное, но кратковременное (не более
5 минут) расслабление сосудов (рис. 1). Судя по
результатам ЭПР анализа среды, в которую добав-
ляли эти комплексы, длительность их вазодилата-
торного действия коррелировала со временем их
жизни в инкубационной среде: через 5 минут пос-
ле добавления комплексы не обнаруживались ме-
тодом ЭПР. Высвобождающиеся при этом молеку-
лы NO не обеспечивали заметной релаксации со-
судов: по-видимому, они быстро уходили из раство-
ра или быстро окислялись активными формами
кислорода в этой среде.

Обратимые превращения М-ДНКЖ
с цистеином, инициируемые кислородом

Продувание воздуха через водные растворы со
скоростью 1 л в минуту (среда Кребса или 15 мМ
Гепес буфер, рН 7,4), исходно содержавшие 1 или
0,2 мМ ДНКЖ с цистеином, приводило, судя по
спектру поглощения раствора, к превращению этих
комплексов сначала в Б-ДНКЖ с цистеином (при-
мерно за 10 минут), а затем (примерно за 20 ми-
нут) последние превращались в соединение Х, с
характерным для него оптическим спектром погло-
щения с выраженной полосой на 280 нм (рис. 3).
Соединение Х сохранялось в растворе при пропус-
кании через него воздуха в течение 2 часов. После
этого раствор становился бесцветным без замет-
ного поглощения в области 300-700 нм. Превраще-
ния М-ДНКЖ с цистеином, вызванные его контак-
том в возухом, были обратимыми: при введении в
раствор образующегося Б-ДНКЖ 20 мМ цистеина
он при рН 7.4 переходил обратно в М-ДНКЖ. Что
касается соединения Х, оно при избытке цистеина
превращалось сначала в Б-ДНКЖ, а затем в М-
ДНКЖ.

Соединение Х можно было воспроизводимо
получить обработкой газообразным NO водного
раствора цистеина и двухвалентного железа в Ге-
пес буфере (рН 7,0) следующим образом. 0.2 мМ
FeSO47H2O и 0,4 мМ цистеина смешивали в аэроб-
ных условиях в Гепес буфере и затем через 2-3
минуты этот раствор после вакуумирования обра-
батывали газообразным NO под давлением 100 мм
рт. ст. в течение 5 минут. Полученное таким обра-
зом соединение Х сохранялось в этом растворе в
течение часа. Добавление к нему избытка цистеи-
на при рН 7.8-8,0 приводило в быстрому превра-
щению этого соединения последовательно в Б- и
М-ДНКЖ с цистеином. При обработке соединения
Х сильным хелатором двухвалентного железа – о-
фенантролином, вводившимся в десятикратном
избытке, по сравнению Х, это соединение полнос-
тью распадалось с образованием комплекса Fe2+-

Рисунок 2 – Сигнал ЭПР М-ДНКЖ с цистеином,
зарегистрированный при 77К (вверху) и комнатной

температуре (внизу) при амплитуде модуляции
магнитного поля 0,2 мТ и СВЧ мощности 20 мв

Рисунок 3 – Спектры поглощения М-ДНКЖ с цистеином
(1), Б-ДНКЖ с цистеином(2) и соединения Х(3)
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о-фенантролин, обнаруживаемого по красной ок-
раске раствора и характерному спектру поглоще-
ния. Полный распад соединения Х инициировался
добавлением в раствор N-метил-D-глюкаминдити-
окарбамата (МГД) с образованием мононитрозиль-
ного комплекса железа (МНКЖ) с МГД. Образова-
ние этого комплекса обнаруживалось по характер-
ному для него спектру поглощения и триплетному
сигналу ЭПР, регистрируемому при комнатной тем-
пературе (рис. 4) [19]. Характерно, что интенсив-
ность сигнала ЭПР МНКЖ-МГД и спектра его по-
глощения соответствовала полному включению в
них железа, использованного при синтезе соеди-
нения Х.

Рисунок 4 – Сигнал ЭПР МНКЖ-МГД,
зарегистрированный при комнатной температуре в

растворе соединения Х после введения в него МГД

Следует отметить, что пропускание воздуха или
карбогена через 0,05 мМ раствор М-ДНКЖ с цис-
теином также приводило к появлению соединения
Х, обнаруживаемого по слабой полосе поглощения
на 280 нм. Однако не удалось обнаружить превра-
щения этого соединения с Б-ДНКЖ при добавле-
нии избытка цистеина (1 мМ) или появления от-
чётливого сигнала ЭПР МНКЖ-МГД при введении
в раствор избытка МГД (1 мМ), очевидно, из-за
недостаточной чувствительности оптического и
ЭПР спектрометров.

 Пропускание воздуха через 1 мМ водный ра-
створ М-ДНКЖ с глутатионом также приводило к
образованию соответствующего Б-ДНКЖ, однако
это достигалось за существенно большее время,
чем для образования в таких же опытах Б-ДНКЖ с
цистеином: более 1 часа. Последующее пропуска-
ние воздуха более 3 часов приводило только к рас-
паду Б-ДНКЖ с глутатионом без появления соеди-
нения Х.

Вазодилататорное действие М-ДНКЖ, Б-
ДНКЖ и соединения Х

На рис. 5 приведены кинетические кривые, ха-
рактеризующие тонус сосудов при действии на них
различных доз М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ с цистеином,
а также соединения Х, полученного длительным
продуванием воздуха через среду Кребса, исходно
содержавшую 1 или 0,2 мМ М-ДНКЖ с цистеи-
ном. Исходя из этой концентрации, рассчитывали
степень разбавления раствора, варьируя концент-
рацию М-ДНКЖ, Б-ДНКЖ и соединения Х в сре-
де инкубации сосудов в пределах от 10 нМ до 10
микромолей. При концентрации всех вазодилата-

торов в пределах 10-100 нМ наблюдалась быстрая
фаза расслабления сосудов с восстановлением ис-
ходного тонуса сосудов примерно за минуту. При
более высоких концентрациях – 1-5 микроМ – на-
блюдалось увеличение времени восстановления
тонуса, особенно заметное для М-ДНКЖ и соеди-
нения Х.

Рисунок 5 – Кинетика изменения тонуса сосудов под
действием разных концентраций М-ДНКЖ с цистеином,

Б-ДНКЖ с цистеином и соединения Х. Приведены
логарифмы концентраций в молях. НА – норадреналин

Обсуждение
Рассмотрение данных, приводимых на рис. 1,

показывает, что длительная релаксация сосудов при
введении использованных вазодилататоров при
концентрации выше 1 микроМ, не могла быть обус-
ловлена ни образованием из этих соединений cys-
NO, ни накоплением в растворе значительного ко-
личества выделяющегося из них NO. Эксперимент
показал, что имеющийся в среде инкубации ЭДТА
в концентрации 0,02 мМ как хелатор металлов,
разрушающих cys-NO, оказался неспособным обес-
печить защиту последнего от действия металлов.
В результате сys-NO в концентрации 50 микромо-
лей оказывал лишь кратковременное вазодилата-
торное действие. Быстро распадающийся в водной
среде ДНКЖ с фосфатом [19] в той же концентра-
ции обеспечивал быстрое появление в среде того
же значительного количества свободного NO. Од-
нако это не могло обеспечить длительной вазоди-
латации, очевидно, из-за быстрого выхода NO из
этой среде или быстрого его окисления. Таким об-
разом, в качестве агента, вызывающего длитель-
ную релаксацию сосудов при введении в среду ин-
кубации в концентрации 1-5 микроМ быстро (в те-
чение 1-2 минут) исчезающих М-ДНКЖ или Б-
ДНКЖ [14] могло выступать соединение Х, обра-
зующееся из этих комплексов. Как показали наши
исследования, оно возникает при контакте М-
ДНКЖ или Б-ДНКЖ с воздухом (кислородом) и ха-
рактеризуется длительным временем жизни в кис-
лород-содержащей среде.

Сопоставление кинетики изменения тонусов
сосудов под влиянием соединения Х, с одной сто-
роны, и М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ, с другой стороны
(рис. 5) показывает их практически полное совпа-
дение. Таким образом, есть основание утверждать,
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что вазодилататорное действие как М-ДНКЖ с ци-
стеином, так и Б-ДНКЖ с цистеином обусловлено
не самими этими комплексами, а соединением Х.

Какова природа этого соединения? Очевидно,
что оно включает в себя как железо, так и оксид
азота. Об этом свидетельствуют наши данные со-
ответственно, о разрушительном действии на со-
единение Х хелатора двухвалентного железа – о-
фенантролина и образовании парамагнитных
МНКЖ-МГД при действии на соединение Х МГД.
Не исключается наличие в нём в качестве лиган-
дов железа и молекул цистеина. Поскольку соеди-
нение Х образуется при воздействии кислорода на
М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ, есть основание полагать, что
соотношение железа и цистеина в соединении Х,
меньше, чем в М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ: кислород в
первую очередь должен был воздействовать на лег-
ко окисляющийся в присутствии железа цистеин.
В этой связи, следует отметить, что именно сни-
жение уровня цистеина в растворе обеспечивает
превращение М-ДНКЖ в Б-ДНКЖ. Синтез перво-
го осуществляется при соотношении цистеин : же-
лезо более 20, тогда как Б-ДНКЖ образуется при
соотношении цистеин : железо = 1 : 1. Для Х это
соотношение может быть меньше 1.

В настоящее время Б-ДНКЖ идентифицирует-
ся как соответствующий тиоэфир красной соли
Руссена – формула {(RS-)2Fe2(NO)4} [7, 13]. В этой
связи, не исключено, что соединение Х, образую-
щееся при ещё меньшем соотношении цистеина и
железа, может представлять собой аналог тиоэфи-
ра чёрной соли Руссена (предполагаемая формула
{RS-)3Fe4(NO)7}. Мы рассматриваем это предполо-
жение как рабочую гипотезу, требующую дальней-
шего изучения, тем более, что в литературе до сих
пор тиоэфиры чёрной соли Руссена ещё не упоми-
наются.

Характерно, что в наших опытах мы не обнару-
жили образования соединения Х при замене в
ДНКЖ цистеина на глутатион. В этом случае об-
наружено образование только соответствующего Б-
ДНКЖ. По-видимому, включение молекул глута-
тиона из-за их более крупных размеров, в чёрную
соль Руссена невозможно.

Результаты настоящей работы позволяют сде-
лать ряд заключений о путях функционирования
ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами в организ-
ме животных, в которых они выступают как в ка-
честве депо оксида азота (белок-связанные ДНКЖ),
так и в качестве переносчиков этого универсаль-
ного регулятора метаболических процессов [18].
Очевидно, что такой перенос может осуществлять-
ся только низко-молекулярными ДНКЖ с эндоген-
ными тиол-содержащими лигандами – цистеином
или глутатионом. Основываясь на наших данных,
есть основание полагать, что в организме живот-
ных и человека из-за невысокого уровня эндоген-
ных тиолов ДНКЖ с цистеином функционируют
как переносчики NO в форме соединения Х (эфи-

ра цистеина и чёрной соли Руссена), тогда как
ДНКЖ с глутатионом осуществляют этот перенос
в форме Б-ДНКЖ (эфира глутатиона и красной соли
Руссена).
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