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Предложенный нами механизм образования динитрозильных комплексов железа (ДНКЖ), осно-
вополагающей стадией которого является диспропорционирование двух молекул  NO, связанных 
с ионом Fe2+, с последующей реализацией резонансной структуры железо-динитрозильного фраг-
мента ДНКЖ [Fe2+(NO)(NO+)], позволяет говорить об экспериментально подтверждаемой способ-
ности этих комплексов выступать в качестве доноров как нейтральных молекул NO, так и катионов 
нитрозония (NO+). Приводимый в обзоре анализ биологической активности ДНКЖ с тиол-содер-
жащими лигандами показывает, что высвобождаемые из этих комплексов молекулы NO и катионы 
нитрозония преимущественно оказывают на живые организмы соответственно позитивное (регу-
ляторное) или негативное (цитотоксическое) действие. Для усиления селективного высвобожде-
ния из  ДНКЖ катионов нитрозония с одновременным включением высвобождающихся из этих 
комплексов молекул NO и ионов железа в биологически неактивные мононитрозильные комплек-
сы железа с производными дитиокарбамата предлагается использовать эти производные для обе-
спечения распада ДНКЖ непосредственно в живых организмах.
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Принятые сокращения: ДНКЖ – динитрозильные комплексы железа; Б-ДНКЖ и М-ДНКЖ – биядерная и моноядер-
ная формы динитрозильных комплексов железа; ДЭТК – диэтилдитиокарбамат; ДТК – дитиокарбамат; МАР – сред-
нее артериальное давление; МГД – N-метил-D,L-глюкаминдитиокарбамат; МНКЖ – мононитрозильные комплексы 
железа; МС – меркаптосукцинат; ТС – тиосульфат; GSH – глутатион; GS-NO – S-нитрозоглутатион; NAC – N-аце-
тил-L-цистеин; NAC-NO – S-нитрозо-N-ацетил-L-цистеин; NO+ – катион нитрозония.

ВВЕДЕНИЕ. ФИЗИКО-ХИМИЯ 
ДИНИТРОЗИЛЬНЫХ КОМПЛЕКСОВ 

ЖЕЛЕЗА, ОПРЕДЕЛЯЮЩАЯ 
ИХ СПОСОБНОСТЬ ВЫСТУПАТЬ 

В КАЧЕСТВЕ ДОНОРОВ NO И NO+

В настоящее время есть основание пола-
гать, что динитрозильные комплексы желе-
за  (ДНКЖ) с тиол-содержащими лигандами, 
функционирующие в живых организмах в ка-
честве «рабочей формы» одного из универсаль-
ных регуляторов метаболических процессов  – 
оксида азота  (NO), могут оказывать на эти 
организмы как позитивное, регуляторное, так 
и негативное, цитотоксическое действие [1–5]. 

В  задачу предлагаемого обзора входило по-
казать, что лежит в основе этого столь раз-
нонаправленного действия ДНКЖ на живые 
организмы.

ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами, 
точнее моноядерная форма этих комплексов 
(М-ДНКЖ), была открыта в дрожжевых клет-
ках и тканях животных в начале 1960-х  гг. по 
характерному для этой формы анизотропно-
му сигналу ЭПР со значениями g-фактора  – 
g┴ = 2,04; g|| = 2,014; gср. = 2,03 – «сигналу 2,03» 
(рис. 1) [6–10].

Что касается природы центров, ответ-
ственных за этот сигнал, она была идентифи-
цирована после того, как Ваниным  [12] было 
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Рис. 1. Сигнал 2,03, впервые зарегистрированный в 1960-е гг.: а – в пекарских дрожжах [6, 7]; б – в химически индуци-
рованной гепатоме [8]; в – в печени голубей и кроликов [9]; г – в печени крыс на 7–35 сутки после введения гепатокан-
церогена в их диету [10]. д – Сигнал 2,03, зарегистрированный в 1990 г. в активированных макрофагах мышей в при-
сутствии субстрата NO-синтазы L-аргинина (спектр 1), L-аргинина и ингиибитора NO-синтазы N-метил-L-аргинина 
(NMLA) (спектр 2), при отсутствии L-аргинина и NMLA (спектр 3) или в присутствии только NMLA (спектр 4) [11]

обнаружено, что растворы М-ДНКЖ с низко-
молекулярными тиол-содержащими лигандами, 
характеризующиеся в процессе регистрации 
при комнатной температуре узким симметрич-
ным сигналом ЭПР [13], при их замораживании 
дают анизотропный сигнал ЭПР, полностью 
совпадающий с сигналом  2,03  (рис.  2). Анализ 
разрешённой сверхтонкой структуры  (СТС) 
сигнала ЭПР этих комплексов, зарегистриро-
ванного при комнатной температуре показал, 
что М-ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами 
включают в себя, наряду с одним атомом желе-
за, по два нитрозильных и по два тиол-содержа-
щих лиганда (формула  –  [(RS–)2Fe(NO)2]), что 
полностью совпало с последующим рентгено-
структурным анализом этих комплексов в кри-
сталлическом состоянии.

Уже в первой упомянутой выше публикации 
результатов ЭПР-исследований ДНКЖ с низ-
комолекулярными тиолами [13] было показано, 
что при снижении содержания тиолов в раство-
ре при синтезе ДНКЖ с тиол-содержащими ли-
гандами М-ДНКЖ обратимо превращаются в 
биядерную форму этих комплексов – Б-ДНКЖ 
(формула – [(RS–)2Fe2(NO)4]). Эта форма, в от-
личие от М-ДНКЖ, диамагнитна из-за спари-
вания парамагнитных железо-динитрозильных 

фрагментов Б-ДНКЖ при участии мостиковых 
атомов серы, связывающих эти фрагменты.

Другая деталь – в нашей уже цитированной 
выше работе  [12] и далее в наших последую-
щих публикациях  [14–16] было показано, что 
ДНКЖ могут включать в себя в качестве лиган-
дов не только низкомолекулярные тиолы, но 
также и тиоловые группы белков с образовани-
ем соответствующих белок-связанных ДНКЖ. 
Из-за низкой подвижности белковой компо-
ненты растворов этих комплексов при комнат-
ной температуре, недостаточной для усредне-
ния анизотропии g-фактора, сигнал ЭПР этих 
комплексов, регистрируемый при комнатной 
температуре, характеризуется анизотропной 
формой, совпадающей с формой сигнала 2,03.

Ясно, что биологическая активность 
ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами, оказы-
вающими на живые организмы как позитивное, 
так и негативное действие, определяется свой-
ствами электронной оболочки этих комплек-
сов, описываемой различными, в зависимости 
от окружающей среды, резонансными структу-
рами. Представление об этих структурах мож-
но получить, исходя из механизма образования 
парамагнитной моноядерной формы этих ком-
плексов – М-ДНКЖ.
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Рис. 2. Сигнал 2,03 (g  =  2,04;  2,014), зарегистрирован-
ный во влажной печени кролика  (а) и влажных дрож-
жах  (б)  [14]; ЭПР-спектры растворов ДНКЖ с цистеи-
ном, содержащие 14NO  (в  и  г), 15NO  (д  и  е)  [15] или 
57Fe (ж и з) [16]. Запись произведена при комнатной тем-
пературе  (а, б, г, е и з) или 77К (в, д и ж). и – Расшиф-
ровка СТС для сигнала 2,03 ДНКЖ с цистеином. Сигнал 
ЭПР при g = 2,0 (а и б) обусловлен эндогенными свобод-
ными радикалами

Как следует из упромянутой выше ра-
боты  [13], ДНКЖ с тиол-содержащими ли-
гандами могут возникать при обработ-
ке газообразным  NO водных растворов 
двухвалентного железа и тиолов. Поскольку в 
ходе этого синтеза молекулы NO попарно свя-
зываются с ионом Fe2+, то возникающий желе-
зо-динитрозильный фрагмент будет содержать 
на верхних молекулярных орбиталях  (МО) 

чётное число  (8) электронов (6  d-электронов 
от Fe2+  +  2  электрона от двух свободно-ради-
кальных молекул  NO), что в представлении 
Enemark–Feltham  [17] соответствует фор-
муле железо-динитрозильного фрагмента  – 
[Fe(NO)2]

8. В  этом случае при достаточном 
энергетическом разнесении верхних МО же-
лезо-динитрозильный фрагмент в ДНКЖ дол-
жен быть диамагнитным (ЭПР-неактивным), 
что не соответствует реальному низкоспино-
вому парамагнитному состоянию М-ДНКЖ 
с S = 1/2. Для устранения этого несоответствия 
к железо-динитрозильному фрагменту необ-
ходимо добавить или отнять один электрон, в 
результате электронная конфигурация в этом 
фрагменте должна смениться на парамаг-
нитные конфигурации, описываемые в пред-
ставлении Enemark–Feltham соответственно 
как [Fe(NO)2]

9 или [Fe(NO)2]
7.

Наиболее естественным способом сме-
ны [Fe(NO)2]

8- на [Fe(NO)2]
7-конфигурацию 

при синтезе  ДНКЖ представляется вклю-
чение реакции диспропорционирования  – 
приведённого на схеме  1 одноэлектронного 
взаимного окисления-восстановления сво-
боднорадикальных молекул  NO при участии 
d-электронной оболочки железа – назовём его 
«окислительным» механизмом образования 
ДНКЖ [18–22].

Гидролиз аниона нитроксила, образую-
щегося в результате диспропорционирования 
молекул NO в этих комплексах, приводит к 
образованию молекулы нитроксила  (HNO), 
выходящей из лигандного окружения железа 
с последующим включением в освободившее-
ся место третьей молекулы NO, завершающей 
синтез низкоспиновых (с S = 1/2) моноядерных 
комплексов (М-ДНКЖ), одна из резонансных 
структур которых, в соответствии со схемой 1, 
описывается как [(RS–)2Fe2+(NO+)(NO)].

Согласно Vanin  et  al.  [16], резонансная 
структура  [Fe2+(NO)(NO+)], описывающая со-
стояние железо-динитрозильного фрагмента в 
М-ДНКЖ, характерна также для тех же фраг-
ментов, включающихся в биядерную форму 
ДНКЖ (формула – [(RS–)2Fe2+

2(NO+)2(NO)2]).

Схема 1. «Окислительный» механизм образования М-ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами в реакции Fe2+, NO и тиолов
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В принципе, гидролизу (связыванию с анио-
ном гидроксила) может подвергнуться и входя-
ший в железо-динитрозильный фрагмент кати-
он нитрозония (NO+), превращающийся в ходе 
этой реакции в анион нитрита (при сохране-
нии нейтральных значений  рН). Однако тако-
го превращения в ДНКЖ с тиол-содержащими 
лигандами не происходит из-за наличия в этих 
комплексах атомов тиоловой серы. Высокая 
π-донорная электронная активность этих ато-
мов, передающих часть электронной плотности 
на катионы нитрозония, обеспечивает сниже-
ние положительного заряда на этих лигандах, 
предотвращая тем самым их связывание с анио-
нами гидроксила, т.е.  гидролиз этих катионов. 
В  результате резко повышается стабильность 
М-ДНКЖ и тем самым время их жизни в клет-
ках и тканях  [19]. Кроме того, обеспечивается 
возможность синтеза экзогенных стабильных 
ДНКЖ, которые можно использовать в опытах 
на различных живых организмах.

Возможен ли синтез низкоспиновых ДНКЖ 
с тиол-содержащими лигандами (с S = 1/2) пу-
тём одноэлектронного восстановления железо-

динитрозильного фрагмента с исходной 
[Fe(NO)2]

8-конфигурацией, о котором упо-
миналось выше? О  такой возможности, исхо-
дя из полученных экспериментальных дан-
ных, пишут Truzzi  et  al.  [23]. В  соответствии 
с предложенной ими схемой образования 
ДНКЖ (схема 2), вначале возникает мононит-
розильный комплекс железа, включающий в 
себя два тиол-содержащих лиганда, с конфи-
гурацией железо-мононитрозильного фраг-
мента  [Fe(NO)]7, а затем происходит одно-
электронное восстановление этого фрагмента 
входящим в него тиол-содержащим лигандом с 
последующим его замещением молекулой  NO 
и включением в комплекс другого тиола – на-
зовём это «восстановительным» механизмом 
образования ДНКЖ.

В результате этого «восстановитель-
ного» механизма возникает М-ДНКЖ с 
[Fe(NO)2]

9-конфигурацией железо-динитро-
зильных фрагментов, описываемый резонанс-
ной структурой [(RS–)2Fe+(NO)2].

Главным аргументом против этой схемы 
является то, что, исходя из неё, невозмож-

Схема 2. «Восстановительный» механизм образования ДНКЖ в водном растворе, предложенный Truzzi  et  al.  [23]. 
RSE – тиоэфир красной соли Руссина (Roussine Red Salt thioester)
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но объяснить образование М-ДНКЖ с ли-
гандами нетиоловой природы  – с фосфатом, 
цитратом, сукцинатом, наконец, с водой, ха-
рактеризующихся, как и М-ДНКЖ с тиол-со-
держащими лигандами, низкоспиновым со-
стоянием с  S  =  1/2 и сигналами ЭПР, хотя и 
отличающимися по форме от сигнала  2,03, 
но с тем же средним значением g-фактора и 
примерно теми же главными значениями это-
го тензора  [12, 13]. Очевидно, вряд ли можно 
утверждать, что перечисленные нетиоловые 
лиганды способны, как их тиол-содержащие 
аналоги, восстанавливать железо-мононитро-
зильный фрагмент с [Fe(NO)]7-конфигураци-
ей до [Fe(NO)]8 с последующим её превраще-
нием в конфигурацию [Fe(NO)2]

9 с S = 1/2. Что 
касается механизма образования М-ДНКЖ, 
основой которого является реакция диспро-
порционирования молекул  NO, для этого ме-
ханизма не имеет значения, способны ли ани-
онные лиганды или нет выступать в качестве 
восстановителей.

Резонансная структура железо-динитро-
зильных фрагментов – [Fe2+(NO+)(NO)] в М- и 
Б-ДНКЖ, которая следует из механизма, учи-
тывающего диспропорционирование моле-
кул NO при образовании этих комплексов, даёт 

основание говорить об их способности высту-
пать в качестве доноров как нейтральных моле-
кул NO, так и катионов нитрозония, причём в 
соответствии со схемой их равновесного распа-
да (схема 3) – в равном соотношении [18–22].

Схема 3. Химическое равновесие между М-ДНКЖ с тиол-
содержащими лигандами, синтезированным по «окисли-
тельному» механизму, и составляющими М-ДНКЖ ком-
понентами

В присутствии тиолов катионы нитрозония 
включаются в S-нитрозотиолы (RS-NO), при 
удалении тиолов катионы нитрозония гидро-
лизуются в анионы нитрита.

Иная ситуация, очевидно, реализуется 
при равновесном распаде М- и Б-ДНКЖ при 
[Fe(NO)2]

9-конфигурации железо-динитрозиль-
ных фрагментов (схема 4).

Схема 4. Химическое равновесие между М-ДНКЖ с 
тиол-содержащими лигандами, синтезированным по 
«восстановительному» механизму, и составляющими 
М-ДНКЖ компонентами

Рис. 3. Спектры поглощения 0,5 мМ растворов Б-ДНКЖ-NAC, содержащих 2,0 и  0,5  мМ  NAC, не включённого 
в комплексы (соответственно кривые 1 и 2). Кривые 3–6 – спектры поглощения 2,0 мМ растворов тех же комплексов, 
содержащих 8,0 мМ (кривые 3 и 4) или 2,0 мМ NAC (кривые 5 и 6), не включённых в эти комплексы, подвергнутых на-
греванию при 80 °С в анаэробных условиях в течение 7–9 мин. Спектры 5 и 6 с полосами на 334 и 543 нм (на вставке) 
обусловлены образующимися NAC-NO. Коэффициенты экстинкции Б-ДНКЖ и NAC-NO для полос поглощения 360 
и 334 нм – соответственно 3700 (в пересчёте на один атом железа в Б-ДНКЖ) и 0,94 М–1·см–1 [22]
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В этом случае нитрозильные лиганды 
высвобождаются в форме нейтральных моле-
кул NO и анионов нитроксила, но только не в 
форме катионов нитрозония. Последнему, как 
это следует из схемы  4, препятствует локали-
зация на железо-динитрозильных фрагментах 
высокой электронной плотности, определяе-
мой в соответствии с представлением Enemark–
Feltham [17] формулой [Fe(NO)2]

9. В связи с этим 
можно было предполагать, что если бы удалось 
экспериментально показать, что М-ДНКЖ с 
тиол-содержащими лигандами, так же как и 
их биядерные аналоги, способны при распаде 
высвобождать как молекулы NO, так катионы 
нитрозония, этот факт мог бы однозначно сви-
детельствовать в пользу [Fe(NO)2]

7-конфигура-
ции железо-динитрозильных фрагментов в этих 
комплексах. Другими словами, можно было бы 
говорить о реализации при их синтезе меха-
низма диспропорционирования молекул  NO, 
попарно связывающихся с ионами двухвалент-
ного железа с последующими процессами, по-
казанными на схемах 1 и 3.

Такого рода исследования  [20–22] полно-
стью подтвердили это предположение. Оказа-
лось, что при прогреве при 80  °С биядерной 
формы ДНКЖ с глутатионом  (GSH) или 
N-аце тил-L-цистеином  (NAC) в сильнокис-
лых растворах (при  рН  1–2) вне зависимости 
от наличия или отсутствия воздуха в системе 
происходил, судя по исчезновению спектра по-
глощения этих комплексов, полный их распад 
с появлением полос поглощения, характерных 

для S-нитрозированных форм  GSH и  NAC 
(GS-NO и NAC-NO), как это продемонстриро-
вано на рис. 3 для Б-ДНКЖ-NAC [22].

Как следует из  рис.  3, при минимальном 
соотношении концентрации Б-ДНКЖ-NAC 
и невключённого в комплексы (свободно-
го) NAC (1 : 1) прогрев их раствора в анаэроб-
ных условиях приводил к образованию NAC-NO 
в концентрации, соответствующей включению 
в NAC-NO в форме  NO+ половины (в соот-
ветствии со  схемой  3) нитрозильных лигандов 
Б-ДНКЖ (рис.  3, кривые 5 и  6, полученные в 
двух независимых опытах). Таким образом, этот 
результат показал, что при распаде ДНКЖ с ти-
ол-содержащими лигандами из них действитель-
но могут высвобождаться катионы нитрозония, 
что является, по мнению автора обзора, одно-
значным доказательством реальности предло-
женного механизма образования этих комплек-
сов, основой которого предполагается реакция 
диспропорционирования молекул NO (схема 1).

При более высокой концентрации свобод-
ного NAC (при соотношении NAC : Б-ДНКЖ-
NАС, равном 4 : 1) образования NAC-NO в этих 
опытах не обнаруживалось (рис. 3, кривые 3 и 4, 
полученные в двух независимых опытах). По-ви-
димому, при избытке этого тиола он мог иници и-
ровать восстановление NO+ до NO. Возможный 
механизм такого восстановления будет рассмо-
трен в заключительной части обзора.

Как следует из схемы  3, наряду с высво-
бождением из распадающихся ДНКЖ ка-
тионов нитрозония, эти комплексы спо-

Рис. 4. Слева – схема модифицированного аппарата Тунберга, использованного для измерения оптического поглоще-
ния NO и NO2 в газовой фазе. Справа – спектр оптического поглощения NO (четыре эквидистантных узких полосы, 
кривая 1) и суммарное оптическое поглощение газовой смеси NO и NO2 (кривая 2)
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собны выступать не менее эффективно и в 
качестве доноров молекул NO. Высвобождение 
последних из ДНКЖ было продемонстрировано 
Borodulin et al.  [24] с помощью разработанного 
метода регистрации газообразного NO по харак-
терному спектру поглощения в УФ-области  – 
четырём узким эквидистантным полосам погло-
щения в диапазоне 220–190 нм (рис. 4, справа). 
Эти полосы регистрировались при пропускании 
луча света в спектрофотометре вдоль оси ци-
линдрической кюветы, наполненной газообраз-
ными NO или NO2 (рис. 4, слева).

При блокаде тиоловых групп в М- и Б-ДНКЖ 
с тиол-содержащими лигандами различными 
тиоловыми реагентами или при окислении этих 
групп, вызывающих распад ДНКЖ, высвобож-
дающиеся из комплексов катионы нитрозония 
при нейтральных значениях рН раствора гидро-
лизовались (из-за отсутствия тиолов) в нитрит, 
тогда как другая половина нитрозильных ли-
гандов высвобождалась в форме газообразно-
го NO, регистрируемого как показано на рис. 4 
по четырём эквидистантным полосам оптиче-
ского поглощения [20, 22].

Способность ДНКЖ с тиол-содержащими 
лигандами выступать в живых организмах в ка-
честве доноров как катионов нитрозония, так и 
нейтральных молекул  NO, естественно, делает 
затруднительным выяснение вопроса, какой из 
этих компонентов ДНКЖ может быть ответ-
ственным за какое-либо биологическое действие 
этих комплексов. Нами предложен эксперимен-
тальный подход для решения этой проблемы, 
позволяющий выявить биологическое действие 
ДНКЖ, обусловленное только высвобождаю-

щимися из этих комплексов катионами нитрозо-
ния. Суть его состоит в использовании в опытах 
с ДНКЖ производных дитиокарбамата (ДТК) – 
диэтил дитиокарбамата  (ДЭТК) или N-метил-
D,L-глюкаминдитиокарбамата  (МГД)  [25]. Как 
показано на  схеме  5, при контакте с ДНКЖ 
эти агенты перехватывают на себя из железо-
динитрозильных [Fe(NO)2]-фрагментов этих 
комплексов железо-мононитрозильную груп-
пу  – [Fe(NO)], образующую с производными 
дитиокарбамата  (R2=NCS2) прочные ЭПР-ре-
гистрируемые мононитрозильные комплексы 
железа  (МНКЖ), характеризующиеся форму-
лой [(R2=NCS2)2FeNO].

Образующиеся высокостабильные МНКЖ 
с МГД или  ДЭТК биологически неактивны, 
так что ни включённые в них молекулы NO, ни 
ионы  Fe2+, ни дитиокарбаматные лиганды не 
высвобождаются из них и не способны в связи 
с этим оказывать на живые организмы какое-
либо действие. Что касается катионов  NO+, 
высвобождающихся при этом из железо-динит-
розильных фрагментов  ДНКЖ, в живых орга-
низмах они преимущественно могут включать-
ся в реакцию S-нитрозирования, показанную 
на  схеме  5, с образованием соответстветству-
ющих S-нитрозотиолов  [25–27]. Кроме того, 
катионы нитрозония могут воздействовать на 
различные клеточные компоненты как сильные 
окислители [26, 27]. Эти воздействия и иниции-
руют, по-видимому, в клетках различные нега-
тивные, цитотоксические эффекты.

Эксперименты, проведённые английски-
ми исследователями на культуре фибробластов 
Swiss 3T3, показали, что в дозовом отношении 

Схема 5. Механизм превращения Б- и М-ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами в МНКЖ с ДЭТК или МГД. Высво-
бождающиеся при этом катионы NO+ могут S-нитрозировать низкомолекулярные и белковые тиолы, а также тиоло-
вую группу в составе ДЭТК или МГД. Наверху приводится зарегистрированный при 77К сигнал ЭПР со значениями 
g-фактора – 2,04 и 2,02 и триплетной сверхтонкой структурой, характерный для МНКЖ с дитиокарбаматом [25]
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катионы нитрозония в  40  раз более цитоток-
сичны, чем молекулы NO [28]. Доноры NO+ – 
ионы нитропруссида [(CN–)5Fe2+NO+]2–  – вы-
зывали апоптоз у 50%  клеток фибробластов 
уже после 2-часовой инкубации этих клеток 
с 20  мкM  нитропруссида, тогда как анало-
гичное действие на фибробласты Swiss  3T3 
молекулы  NO оказывали только при кон-
центрации 800  мкM через 24  ч  инкубации 
клеток с газообразным  NO или с донора-
ми NO – S-нитрозоглутатионом (GS-NO) или 
S-нитрозо-N-ацетил пенициламином  (SNAP). 
Аналогичный результат получен для бакте-
рий  [29,  30]. Таким образом, есть основание 
полагать, для катионов нитрозония характерен 
более выраженный цитотоксический эффект 
по сравнению с молекулами  NO. Поскольку 
оба этих агента  – NO+ и  NO  – могут высво-
бождаться из ДНКЖ с тиол-содержащими ли-
гандами, оказываемое этими комплексами не-
гативное, цитотоксическое действие на живые 
организмы, вероятнее всего, может быть обу-
словлено высвобождающимися из них катио-
нами нитрозония, тогда как позитивное, регу-
ляторное действие  – высвобождающимися из 
ДНКЖ нейтральными молекулами NO.

ПОЗИТИВНОЕ, РЕГУЛЯТОРНОЕ 
ДЕЙСТВИЕ ДНКЖ КАК ДОНОРОВ NO 

НА ЖИВЫЕ ОРГАНИЗМЫ

В настоящее время обнаружено разно-
образное позитивное, регуляторное действие 
ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами на 
различные биосистемы. Например, продемон-
стрирована их способность повышать жизне-
способность культур незлокачественных кле-
ток при вариации концентрации комплексов в 
диапазоне 20–250  мкМ  [31–34] и вместе с тем 
оказывать на культуры злокачественных клеток 
токсическое действие примерно в том же диапа-
зоне концентраций [25, 35, 36]. Другой пример: 
оказалось, что при оральном введении мышам 
ДНКЖ с меркаптоэтанолом, эти комплексы, 
переходя на альбумин или муцин, поступали из 
желудка в мозг этих животных, индуцируя ней-
рогенез в гипокампусе и усиливая тем самым 
когнитивные способности мышей [37]. К сожа-
лению, в этих исследованиях вопрос от том, ка-
кими компонентами ДНКЖ – молекулами NO 
или катионами нитрозония – были обусловле-
ны эти эффекты, в цитированной работе не ста-
вился. Что касается других приводимых ниже 
примеров позитивного действия ДНКЖ с тиол-
содержащими лигандами на живые организмы, 
можно с достаточно чёткой уверенностью гово-

Рис. 5. Вазодилататорное действие  ДНКЖ с цистеином 
при соотношении ДНКЖ и несвязанного с комплексом 
(свободного) цистеина, равном 1 : 2 (а) или 1 : 20 (б) в за-
висимости от дозы ДНКЖ (от 1 нМ до 10 мкM) на кольце-
вом сегменте абдоминальной аорты крыс с сохранённым 
эндотелием, предварительно сокращённым норадренали-
ном (NA, 10–7 M)

рить о том, что эффекты действительно были 
обусловлены высвобождением из этих ком-
плексов нейтральных молекул NO.

В первую очередь это касается вазодила-
таторной [38–41] и гипотензивной [42–47] ак-
тивности этих комплексов, демонстрируемой 
на рис. 5 и 6.

Как следует из рис. 5, ДНКЖ с  цистеином 
вызывают расслабление сосудов, начиная с кон-
центрации 10 нМ. При этом скорость восстанов-
ления тонуса сосуда снижается по мере повыше-
ния содержания свободного цистеина в среде, 
что коррелирует с повышением стабильности 
ДНКЖ в этой среде. Вазодилататорная актив-
ность этих комплексов полностью подавлялась 
в присутствии ингибиторов гуанилатциклазы  – 
гем-содержащего фермента, активируемого мо-
лекулярным NO [39]. Этот факт однозначно сви-
детельствует о том, что именно молекулы NO, 
высвобождавшиеся из  ДНКЖ, ответственны за 
вазорелаксирующее действие этих комплексов.
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Рис. 6. Изменение среднего артериального давления (МАР, в % к исходному) у крыс при болюсном внутривенном (в/в), 
внутримышечном  (в/м), интраперитонеальном (внутрибрюшинном)  (и/п), ректальном  (рект.) или подкожном  (под-
кож.) введении крысам Б-ДНКЖ с глутатионом (в дозе 2 мкмоля на кг веса животного)

Впервые вазодилататорное действие ДНКЖ 
с тиол-содержащими лигандами было обнару-
жено нами в соотрудничестве с Ю.П. Ведерни-
ковым во Всесоюзном кардиологическом науч-
ном центре (ВКНЦ) [38], а затем этот результат 
воспроизведён [39] нами в Германии в сотруд-
ничестве с Р.  Буссе и  А.  Мюльшем. В  это же 
время независимо группа английских исследо-
вателей получила аналогичный результат  [40]. 
Естественно было ожидать, что высокая вазо-
дилататорная активность  ДНКЖ должна была 
обеспечивать гипотензивное действие этих ком-
плексов, что и было обнаружено нами в 80-е гг. 
сначала на наркотизированных (анестезирован-
ных) крысах, а затем и на бодрствующих живот-
ных  [42–44]. Более детальное изучение этого 
эффекта было продолжено в сотрудничестве с 
сотрудниками ВКНЦ в 2000-е гг. [45–47].

В качестве примера одного из результатов 
этих исследований на рис. 6 показано измене-
ние среднего артериального давления  (МАР) 
у крыс в зависимости от способа введения им 
Б-ДНКЖ с глутатионом (рис. 6) [47].

В отличие от в/в введения комплекса, при 
котором обнаруживалась фаза кратковремен-
ного (на несколько минт) снижения  МАР, 
обусловленного высвобождением  NO из вво-
димых низкомолекулярных  ДНКЖ, при дру-
гих способах инъекции ДНКЖ с  GSH эта 
фаза не наблюдалась. В  таких случаях гипо-
тензия определялась высвобождением  NO из 
белковых  ДНКЖ, возникающих в результате 
переноса железо-динитрозильных  [Fe(NO)2]-
фрагментов c низкомолекулярных ДНКЖ на 
белковые тиолы с образованием белок-связан-

ных ДНКЖ. Высокая устойчивость последних 
обеспечивала лишь медленное высвобождение 
из них молекул  NO с медленным снижени-
ем МАР и медленным его восстановлением до 
исходного уровня. Аналогичная кинетика из-
менения МАР наблюдалась и при в/в введении 
ДНКЖ с  GSH после быстрого превращения 
последних в белок-связанные ДНКЖ, которые 
обнаруживались в крови животных по сигна-
лу  2,03, сохранявшему анизотропную форму 
при повышении температуры его регистрации 
от 77К до комнатной температуры [45, 46].

На участие молекул NO, высвобождавших-
ся из ДНКЖ, как детерминантов гипотензивно-
го действия этих комплексов на бодрствующих 
крыс (рис. 7, а, кривые 1 и 2), свидетельствуют 
результаты исследования влияния ДЭТК на ки-
нетику гипотензивного эффекта ДНКЖ с тио-
сульфатом [44]. Как показано на рис. 7, а (кри-
вая  3), в/в  введение крысам этого комплекса 
через 1 мин после такого же введения им рас-
твора ДЭТК приводило практически к полному 
снятию гипотензивного эффекта. При введе-
нии ДЭТК после ДНКЖ в моменты, указанные 
на рис. 7, а (кривые 4 и 5) стрелками, наблюда-
лось кратковременное снижение артериального 
давления, сменявшееся постепенным его вос-
становлением до исходного уровня.

Как показано на схеме  5, при контак-
те ДНКЖ с производными дитиокарбама-
та  (ДТК) возникают весьма устойчивые ком-
плексы МНКЖ–ДТК, жёстко удерживающие 
железо-мононитрозильную группу и тем самым 
пред отвращающие действие на клетки и ткани 
входящих в эту группу молекулы NO и иона Fe2+. 
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Рис. 7. Изменение артериального давления (АД или  ΔАД) у бодрствующих крыс  (а) после в/в  введения им ДНКЖ 
с тиосульфатом в дозе 10  мкмолей/кг  веса животных (кривые  1  и  2); ДНКЖ введён через 1  мин после в/в  введения 
ДЭТК (30 мг/кг) (кривая 3); ДЭТК вводили животным после ДНКЖ в моменты, указанные стрелками (кривые 4 и 5). 
б – Спектры ЭПР крови (1 и  4), печени (2 и 5) и почек (3 и 6), полученных у крыс при последовательном введении 
ДЭТК + ДНКЖ с интервалом 1 мин (1–3) или последовательном введении ДНКЖ + ДЭТК с интервалом 1 мин (4–6). 
Спектры зарегистрированы при 77 K

Очевидно, что именно включение NO в МНКЖ 
с  ДЭТК предварительно обработанным кры-
сам приводило к резкому ослаблению гипо-
тензивного действия ДНКЖ, показанному на 
рис.  7. Об этом свидетельствует также транс-
формация сигнала 2,03 в тканях этих животных 
(рис. 7, б,  спектры 1–3): в печени и почках ре-
гистрировался триплетный сигнал ЭПР, харак-
терный для МНКЖ–ДЭТК, тогда как в крови 
снижалась амплитуда компоненты сигнала 2,03 
при g = 2,012. Это снижение наблюдалось нами 
ранее в специальных опытах, в которых изуча-
лось взаимодействие ДЭТК с ДНКЖ, связанны-
ми в крови крыс с молекулами альбумина  [48]. 
Что касается дополнительного кратковремен-
ного снижения артериального давления при 
введении крысам ДЭТК после ДНКЖ (рис. 7, а, 
кривые 4 и 5), оно, очевидно, было обусловлено 
быстрым распадом S-нитрозотиолов (RS-NO), 
образующихся в соответствии со схемой 5 в ре-
акции ДНКЖ с  ДЭТК. Высвобождавшиеся из 
RS-NO молекулы  NO и обеспечивали наблю-
давшееся кратковременное снижение артери-
ального давления [44]. Часть ДНКЖ, появляю-
щихся в тканях животных, могла в этих опытах 
оставаться недоступной для  ДЭТК, о чём сви-
детельствует факт меньшего вклада триплетно-
го сигнала ЭПР от МНКЖ–ДЭТК в суммарные 
спектры ЭПР, приводимые на  рис.  7,  б (спек-
тры  5  и  6). Эти сохранившиеся ДНКЖ и обе-

спечивали задержку восстановления артериаль-
ного давления до исходного уровня (рис.  7,  а, 
кривые 4 и 5).

Итак, основной результат этих исследова-
ний – доказательство того, что гипотензивная 
активность ДНКЖ в наших опытах определя-
лась высвобождающимися из этих комплексов 
молекулами  NO, связывающимися с гемовым 
железом в гуанилатциклазе, и тем самым акти-
вирующими этот фермент.

Аналогичное заключение можно сделать и 
в отношении способности ДНКЖ с тиол-со-
держащими лигандами ускорять заживление, 
по крайней мере, кожных ран. Этот процесс, 
вызываемый ДНКЖ, полностью имитировал 
заживление этих ран, стимулированное газо-
образным  NO, подаваемым на раны, или  NO, 
продуцируемым в них из L-аргинина при уча-
стии конститутивных и индуцибельной NO-
синтаз [49, 50]. То же самое можно сказать и в 
отношении способности ДНКЖ с тиол-содер-
жащими лигандами подавлять агрегацию тром-
боцитов и, более того, инициировать лизис уже 
образовавшихся тромбов [51, 52]. Здесь следует 
отметить и то, что, как было показано в работе 
Шамовой  и  соавт.  [53], ДНКЖ способны рез-
ко повышать эластичность эритроцитов и тем 
самым облегчать их движение в капиллярах  – 
свойство ДНКЖ, полезное для улучшения мик-
роциркуляции.
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Рис. 8. Изменение во времени системного среднего артериального давления (кривые  1–4) и внутрикавернозного 
давления крови в кавернозных (пещеристых) телах пениса (кривые  5–8) при внутрикавернозном  (в/к) введении 
крысам-самцам ДНКЖ с цистеином в дозе 2  мкмоля на  кг  веса животного  – кривые  2  и  6; папаверина (1  мг/кг 
веса животного) – кривые 3 и 7, суммарном введении (ДНКЖ + папаверин) в тех же концентрациях – кривые 4 и 8 
и физраствора (PS) – кривые 1 и 5

Во всех этих биосистемах позитивное, ре-
гуляторное действие ДНКЖ было обусловлено 
высвобождением из них молекул  NO, акти-
вирующих один из важнейших регуляторных 
ферментов клеток и тканей  – гуанилатцикла-
зу, ответственную за появление в биосистемах 
одного из вторичных мессенджеров  – цикли-
ческого гуанозинмонофосфата (cGMP), за-
пускавшего сложную систему биохимических 
процессов, приводивших в итоге к физиологи-
ческим эффектам, вызванным взаимодействи-
ем c гуанилатциклазой молекулярного  NO, в 
частности, высвобождавшегося из ДНКЖ.

Гидролиз cGMP соответствующей фосфо-
диэстеразой  (ФДЭ-5) блокировал реализацию 
этих эффектов. В  свою очередь, подавление 
активности этого фермента, например, папа-
верином, усиливало эти эффекты, например, 
существенно повышало длительность гипо-
тензивного действия ДНКЖ  [54]. Эти законо-
мерности чётко проявлялись в наших опытах 
на животных по изучению эректильного дей-
ствия  ДНКЖ с тиол-содержащими лиганда-
ми  [54], результаты которых продемонстриро-
ваны на рис. 8.

Введение в пенис крыс-самцов ДНКЖ с цис-
теином вместе с папаверином (кстати, аналогом 
Виагры) приводило к резкому повышению дли-
тельности эрекции пениса. Более того, у 10 из 17 
принимавших участие в эксперименте живот-
ных развивалось явление приапизма (необрати-
мая эрекция из-за отсутствия оттока венозной 
крови из пениса). Величина давления крови в 
кавернозных телах достигала уровня, равного 

системному среднему артериальному давлению 
у тех же животных. Характерно, что пенил-эрек-
тильная реакция на ДНКЖ с цистеином имела 
место и у крыс, подвергнутых хирургической де-
нервации кавернозной ткани [54].

НЕГАТИВНОЕ, ЦИТОТОКСИЧЕСКОЕ 
ДЕЙСТВИЕ ДНКЖ КАК ДОНОРОВ NO+ 

НА КЛЕТКИ И ТКАНИ

Впервые цитотоксическое действие ДНКЖ 
как доноров катионов нитрозония было проде-
монстрировано в работе российских и немец-
ких исследователей  [35] на культуре опухоле-
вых клеток Jurkat человека с использованием 
М-ДНКЖ с тиосульфатом (М-ДНКЖ–ТС). 
Как показано на  рис.  9, при одновремен-
ном введении в культуру опухолевых клеток 
0,1  мМ М-ДНКЖ–ТС и 0,2  мМ  МГД количе-
ство клеток в состоянии апоптоза повышалось 
до  60%. Если же учесть, что, в соответствии 
со схемой  5, при указанном соотношении ко-
личества М-ДНКЖ и производного дитио-
карбамата  (МГД), железо-мононитрозильная 
группа из М-ДНКЖ–ТС должна была полно-
стью включаться в биологически неактивные 
МНКЖ–МГД с высвобождением 0,1  мМ  ка-
тионов нитрозония, можно утверждать, что 
60%-ный уровень апоптоза был обусловлен 
только высвобождающимся из М-ДНКЖ–ТС 
0,1 мМ NO+.

Таким образом, МГД, фактически обе-
спечивавший распад М-ДНКЖ–ТС (как это 
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Рис. 9. Инициирование апоптоза в культуре клеток Jurkat при введении М-ДНКЖ–ТС и МГД. а – Доля (в %) клеток Jurkat
 в состоянии апоптоза в контроле (столбик 1), после добавления в клеточную культуру 0,1 мМ М-ДНКЖ–ТС (ДНКЖ, 
столбик  2), M-ДНКЖ–ТС  +  2 мМ  GSH (ДНКЖ  +  GSH, столбик  3), М-ДНКЖ–ТС  +  0,2  мМ  МГД (ДНКЖ  +  МГД, 
столбик  4), 0,2  мМ  МГД (столбик  5) и 0,1  мМ  (Fe  +  тиол) (столбик  6). б  – Трансформация сигнала  2,03  (I), зареги-
стрированного в клеточной культуре после добавления к ней М-ДНКЖ–ТС, в сигнал ЭПР МНКЖ–МГД  (II) при 
последующем введении в культуру 0,2 мМ МГД. III – контроль

следует из приводимых на рис.  9, ЭПР-спек-
тров I–III) за счёт появляющихся катионов 
нитрозония, резко повышал цитотоксическое 
действие М-ДНКЖ. Характерно, что при за-
мещении в М-ДНКЖ–ТС тиосульфата на глу-
татион, что приводило к образованию более 
устойчивого Б-ДНКЖ–GSH, цитотоксическая 
активность препарата существенно ослабля-
лась (рис. 9, а, столбик 3).

Проведённые нами аналогичные экспе-
рименты на культуре опухолевых клеток че-
ловека MCF-7 с использованием Б-ДНКЖ 
с меркаптосукцинатом (Б-ДНКЖ–МС) или 

Б-ДНКЖ–GSH также показали, что добавле-
ние к ним МГД резко ослабляло выживаемость 
клеток при действии на них обоих комплексов 
(выживаемость оценивалась по МТТ-тесту, 
т.  е. по ослаблению активности митохондрий 
[25] (рис. 10).

Как следует из рис.  10, в соответствии с 
вышеприведённым рассмотрением, 0,5 мМ ка-
тионов нитрозония, высвобождавшихся под 
действием  МГД из Б-ДНКЖ–МС на  30% ос-
лабляли выживаемость клеток. В  опытах с 
Б-ДНКЖ–GSH эта величина достигалась при 
соотношении комплекса и  МГД, равном 1  :  3. 

Рис. 10. Ослабление выживаемости клеток MCF-7 под действием Б-ДНКЖ–МС (а) или Б-ДНКЖ–GSH (б) при до-
бавлении к ним МГД, определявшееся МТТ-методом. Соотношение концентрации обоих Б-ДНКЖ и МГД (Б-ДНКЖ/
МГД в мМ) следующее: а – 0/0  (1); 0,5/0  (2); 0,5/1  (3); б – 0/0  (1); 1/0  (2); 1/2  (3); 1/3  (4). Столбики 4 на панели а 
и 5 – на панели б характеризуют влияние МНКЖ/МГД при концентрации этих комплексов 0,5 (4) и 1,0 мМ (5)
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Рис. 11. 2D-диаграммы, полученные методом проточной цитофлуориметрии клеточной культуры. Гибель клеток 
MCF-7 при их обработке М-ДНКЖ–МС (0,5 мМ) и МГД (1,0 мМ) (по окрашиванию смеси «аннексин + пропидий 
иодид»). Клетки инкубировали или только с Б-ДНКЖ–МС (а) или смесью Б-ДНКЖ–ТС + МГД (б). в – Гибель клеток 
в %-ном отношении: столбик 1 – контроль; столбик 2 – инкубация с Б-ДНКЖ–МС; столбик 3 – инкубация с МГД; 
столбик 4 – инкубация со смесью Б-ДНКЖ–МС + МГД; столбик 5 – сумма эффектов Б-ДНКЖ–МС и МГД (столби-
ки 2 + 3) при отсутствии взаимодействия между ними

Не исключено, что низкая эффективность дей-
ствия катионов нитрозония в этих опытах была 
обусловлена слабым проникновением  МГД в 
клетки, недостаточным для эффективного ток-
сического действия, появляющегося в клетках 
нитрозония на митохондрии.

Более эффективное подавление выжи-
ваемости клеток (их  гибель) в этой культуре 
определялось по двухмерной диаграмме, по-
лученной методом проточной цитофлуоримет-
рии  [25], характеризующей степень апоптоза 
(по флуоресценции аннексина  V-FITC) и сте-
пень некроза (по флуоресценции пропидия ио-
дида) (рис. 11).

Как следует из рис. 11,  б, %  клеток, под-
вергшихся апоптозу, резко повышался при 
инкубации клеток с М-ДНКЖ–МС  +  МГД 
(квадранты  Q2-2 и  Q2-4), достигая  80%, как 
это дополнительно показано на рис. 11, в. По-
скольку в этих опытах соотношение концен-
трации комплексов (определённое в пересчё-
те на одну железо-динитрозильную группу в 
Б-ДНКЖ–МС) и концентрации  МГД состав-
ляло  1  :  2, все Б-ДНКЖ–МС превращались в 
МНКЖ–МГД, так что 80%-ная гибель вызы-
валась 0,5 мМ катионов нитрозония, высвобо-
дившихся из Б-ДНКЖ–МС в ходе этого пре-
вращения.

Аналогичные результаты были получены 
нами при изучении влияния Б-ДНКЖ–GSH и 
ДЭТК на интактность бактерий Escherichia coli 
TN530 [30] (их интактность оценивалась по ко-
лониеобразующей активности) (рис. 12).

Как следует из рис. 12, полная потеря ин-
тактности бактериальных клеток вызывалась 

0,5  мМ  катионов нитрозония, высвобождаю-
щихся из Б-ДНКЖ–GSH в ходе превращения 
практически всех этих комплексов в МНКЖ–
ДЭТК [30]. Столь эффективная трансформация 
Б-ДНКЖ–GSH, очевидно, была обусловлена 
лёгким проникновением ДЭТК во внутрикле-
точное пространство, в котором локализова-
лись ДНКЖ. В  отличие от  МГД, комплексы 
которого с металлами оставались водораство-

Рис. 12. Влияние на колониеобразующую активность 
бактерий E.  coli добавления  ДЭТК (2,5  мМ) (столбик  1); 
Б-ДНКЖ–GSH (0,5  мМ,  столбик  2); суммарного дей-
ствия ДЭТК  +  Б-ДНКЖ–GSH (1  +  2) при отсутствии 
взаимодействия между ними (столбик  3); при одновре-
менном введении в среду инкубации Б-ДНКЖ–GSH + 
+  ДЭТК (столбик  4); при введении Б-ДНКЖ–GSH, 
а через 40 мин – ДЭТК (столбик 5)
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римыми, аналогичные комплексы  ДЭТК при-
обретали гидрофобные свойства, что и по-
зволяло им легко проходить сквозь клеточные 
мембраны.

Способность только ДНКЖ с тиол-содер-
жащими лигандами функционировать в этой 
системе в качестве доноров катионов нитро-
зония, вызывающих инактивацию бактери-
альных клеток, демонстрируется следующими 
опытами. Как следует из результатов опытов, 
приведённых на рис. 13  [30], при одновремен-
ном добавлении к клеткам E. coli 0,5 мМ ДЭТК 
и 0,5  мМ  нитрита натрия или S-нитрозоглу-
татиона (GS-NO) колониеобразующая ак-
тивность бактерий (рис.  13, столбики 6  и  7 
соответственно) практически не отличалась 
от рассчитанной для суммарного действия 
ДЭТК + NaNO2 или ДЭТК + GS-NO при отсут-
ствии взаимодействия между этими агентами 
(рис. 13, столбики 4 и 5 соответственно). Если 
же ДЭТК добавляли в клеточную среду через 
40 мин после NaNO2 или GS-NO, наблюдалась 
полная инактивация бактериальных клеток 
(рис. 13, столбики 8 и 9 соответственно).

Последнее было обусловлено тем, что 
40 мин инкубации клеток с NaNO2 или GS-NO 
было достаточно, чтобы эти агенты, как доно-
ры  NO, могли обеспечить образование в бак-
териях ДНКЖ с тиол-содержащими группами 
белков, обнаруживаемых по сигналу 2,03. Вво-
димый к этому времени ДЭТК, при контакте с 
образовавшимися комплексами вызывал обра-
зование МНКЖ–ДЭТК и накопление в клет-
ках NO+. Последний, возникая непосредствен-
но внутри клеток, провоцировал их полную 
инактивацию.

Встаёт вопрос, существуют ли эндогенные 
соединения, которые, как и экзогенные про-
изводные дитиокарбамата, могли бы иниции-
ровать распад ДНКЖ, приводящий к высвобо-
ждению из них только катионов нитрозония, 
а не одновременно с ними молекул  NO? Как 
показывают наши предварительные иссле-
дования, такими соединениями могут ока-
заться анионы супероксида. Ранее в работе 
Shumaev  et  al.  [55] было установлено, что эти 
анионы с достаточно высокой константой ско-
рости реакции (~107 М–1·см–1) реагируют с мо-
лекулами NO в составе железо-динитрозиль-
ных фрагментов в белок-связанных  ДНКЖ. 
В результате в этих комплексах в координаци-
онной сфере железа появляется пероксинит-
рит, который может, сохраняя связь с железом, 
изомеризоваться в нитрат, что должно приво-
дить к распаду ДНКЖ с высвобождением из 
этих комплексов катионов нитрозония.

Проведённые нами исследования показали 
(материал готовится к печати), что при контак-
те Б-ДНКЖ–GSH c избытком KO2 в качестве 
донора  O2

– действительно происходит распад 
ДНКЖ с одновременным накоплением в рас-
творе нитрита при нейтральных значениях рН. 
Появление этого продукта однозначно свиде-
тельствовало о высвобождении из Б-ДНКЖ–
GSH катионов нитрозония, быстро гидролизо-
вавшихся в нитрит. Что касается возможности 
связывания этих катионов с молекулами глута-
тиона, которое могло бы привести к появлению 
соответствующего S-нитрозотиола, то этого не 
происходило. GS-NO не возникал и после под-
кисления раствора. Ожидалось, что если часть 
глутатиона, входившего в состав Б-ДНКЖ или 

Варианты инкубации
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Рис. 13. Влияние на колониеобразующую активность бактерий E. coli добавления ДЭТК (2,5 мМ, столбик 1); NaNO2 
(0,5 мМ, столбик 2); GS-NO (0,5 мM, столбик 3); суммарного действия ДЭТК + NaNO2 (столбики 1 + 2) при отсутствии 
взаимодействия между ними (столбик 4); суммарного действия ДЭТК + GS-NO (столбики 1 + 3) при отсутствии взаи-
модействия между ними (столбик  5); при одновременном введении в среду инкубации ДЭТК  +  NaNO2 (столбик  6); 
при одновременном введении в среду инкубации ДЭТК + GS-NO (столбик 7); NaNO2 + ДЭТК (ДЭТК добавлен через 
40 мин после NaNO2, столбик 8); GS-NO + ДЭТК (ДЭТК добавлен через 40 мин после GS-NO, столбик 9)
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Рис. 14. Гистограммы, иллюстрирующие отсутствие влияния 0,1 мМ Б-ДНКЖ–GSH (а) и 0,2 мМ Б-ДНКЖ–GSH (б) 
на состояние ДНК в клетках HeLa при отсутствии хелаторов железа (сохранение в опыте популяции клеток с диплоид-
ными ДНК). Сплошная линия – контроль, штриховая – опыт. -2с и -4с – субпопуляции клеток с диплоидным и тетра-
плоидным набором ДНК. в – Гистограмма, иллюстрирующая проапоптотическое действие 0,1 мМ ДНКЖ–ТС (кри-
вая 3) и 0,2 мМ ДНКЖ–ТС (кривая 4) в присутствии 0,5 мМ ЭДТА. При 0,05 мМ концентрации ДНКЖ–ТС (кривая 2) 
эффект незначителен. Кривая 1 – контроль. г – Гистограмма, иллюстрирующая проапоптотическое действие 0,2 мМ 
Б-ДНКЖ–GSH в присутствии или отсутствии 0,05 мМ БФДС (кривые 3 и 2 соответственно). Кривая 1 – контроль. 
Проапоптотический эффект проявляется в повышении количества клеток с гиподиплоидным (<2c) набором ДНК [56]

сохранявшегося в форме свободных молекул в 
растворе этих комплексов, сохранялась бы, то 
при подкислении нитрит и молекулы глутатиона 
образовывали бы GS-NO, обнаруживаемый по 
полосе поглощения на 334 нм [25]. Отсутствие 
последнего могло быть обусловлено окисле-
нием тиоловой группы в молекулах глутатиона 
анионами супероксида.

Другой тип эндогенных соединений, кото-
рые могли бы разрушать ДНКЖ с высвобожде-
нием NO и NO+ – это хелаторы железа. Как сле-
дует из наших опытов, проведённых совместно 
с сотрудниками Института ядерной физики 
в Гатчине  [56], в присутствии таких экзоген-
ных хелаторов железа, как батофенантролин-
дисульфонат  (БФДС) или ЭДТА, ДНКЖ–TC 
или Б-ДНКЖ–GSH начинали оказывать на 
культуру клеток  HeLa цитотоксическое дей-
ствие, обнаруживаемое по деградации ДНК  – 
развитию апоптоза в этих клетках [56] (рис. 14). 
Последнее оценивали по гашению флуорес-
ценции этидиум бромида, интерколированно-
го в клеточную  ДНК. Степень этого гашения 
определяли по количеству клеток (ось ординат 
на рис. 14), флуоресцирующих в каналах опти-
ческого регистратора, фиксирующих флуорес-
ценцию с меньшей интенсивностью (начиная, 
как показано на рис. 14, с канала № 75 и ниже).

В отличие от воздействия анионов супер-
оксида на ДНКЖ, которое должно приводить 
к высвобождению из этих комплексов преи-
мущественно катионов нитрозония, разруши-
тельное действие хелаторов железа на эти ком-
плексы должно обеспечивать высвобождение 
из ДНКЖ как катионов нитрозония, так и 
молекул  NO, причём, в соответствии со схе-
мой 3, в равном количестве. Конечно, если ис-
ходить из того, что катионы нитрозония харак-
теризуются существенно более высокой, чем 
молекулы  NО, цитотоксической активностью, 
можно полагать, что и хелаторы железа, разру-
шая ДНКЖ с высвобождением из них катионов 
нитрозония, должны (как и анионы суперокси-
да) инициировать резкое усиление цитотокси-
ческого действия ДНКЖ.

К сожалению, для обоих этих агентов, спо-
собных разрушать ДНКЖ, это утверждение не 
представляется абсолютно верным. Дело в том, 
что в обоих этих случаях при распаде ДНКЖ 
сохраняются их тиол-содержащие компоненты, 
и при высоком их содержании, как уже говори-
лось при рассмотрении результатов, приведён-
ных на рис.  3, эти тиолы могут инициировать 
восстанавление NO+ до NO. Сами по себе, тио-
лы не могут (из-за нарушения закона сохране-
ния суммарного спина реагентов и продуктов 

15
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Рис. 15. Спектры ЭПР исходной (необработанной дитионитом как восстановителем) суспензии макрофагов мы-
шей (а). Регистрация при 25К (1), 16К (2) или 30К (3). б – Спектры ЭПР той же суспензии, обработанной дитионитом + 
+ метилвиологеном (1) с последующей 5 мин обработкой NO (2). Запись при 40К (1, 2, 3 и 5) или 23К (4, 6). в – Спектр 
ЭПР изолированной печени мышей, зарегистрированный при 23 К (7)

химической реакции) реализовать этот про-
цесс. Этот процесс может, очевидно, реализо-
ваться при участии спиновых катализаторов, 
способных по механизму спиновой поляриза-
ции перевести спин, например, тиолового ре-
агента, из синглетного состояния в триплетное. 
В результате (в соответствии с законом сохра-
нения спина в химических реакциях) становит-
ся возможным превращение NO+ в NO, сопро-
вождающееся превращением тиола в тиильный 
радикал (RS). Что касается природы спинового 
катализатора, в его качестве могут выступать 
ионы железа, входящие в состав ДНКЖ.

Таким образом, вопрос о появлении ка-
тионов нитрозония при распаде ДНКЖ с ти-
ол-содержащими лигандами в химических, а 
тем более в биологических процессах представ-
ляется сейчас весьма сложным. Так что, каким 
образом можно управлять в живых организмах 
генерацией этих агентов, способных блокиро-
вать протекание различных метаболических 
процессов – рационально говорить об этом 
сейчас невозможно. Единственным подходом 
к решению такой задачи, как следует из выше-
изложенного, представляется использование 
производных дитиокарбамата, способных при 

взаимодействии с ДНКЖ обеспечивать (в со-
ответствии со схемой 5) высвобождение из этих 
комплексов в качестве биологически активных 
агентов только катионы нитрозония.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ДНКЖ 
С АКТИВНЫМИ ЦЕНТРАМИ 

ЖЕЛЕЗОСЕРНЫХ БЕЛКОВ

В 80–90-е гг., когда была установлена уни-
кальная роль оксида азота в живых организмах, 
причём не только позитивная, регуляторная, 
но и как одного из основных цитотоксических 
эффекторов системы клеточного иммунитета, 
было предположено, что это последнее опре-
деляется способностью NO разрушать актив-
ные центры железосерных белков, широко 
представленных в дыхательной цепи митохон-
дрий [57–60].

Проверка этого предположения, проведён-
ная нами в конце 80-х – начале 90-х гг. в экс-
периментах на тканях животных и препаратах 
макрофагов, не подтвердила его. В  качестве 
контраргумента против этого предположения 
на рис. 15 приводятся результаты ЭПР исследо-
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ваний дыхательной цепи макрофагов мышей, 
обработанных газообразным NO [61].

На рис. 15,  а приводятся зарегистрирован-
ные при 16–30К спектры ЭПР исходной суспен-
зии макрофагов, представленные сигналами 
ЭПР окисленной формы S-3 сукцинатдегидро-
геназы при g = 2,022 и окисленной формы ако-
нитазы при  g  =  2,026. После обработки этой 
суспензии дитионитом в присутствии редокс 
медиатора  – метилвиологена  – в спектре ЭПР 
доминировали сигналы ЭПР практически всех 
восстановленных железосерных белков в дыха-
тельной цепи макрофагов, соотнесение которых 
с комплексами Грина (1–3) приведено внизу на 
правой стороне рисунка. В  суспезии макрофа-
гов, обработанной после дитионита газообраз-
ным NO, появлялся ДНКЖ-сигнал 2,03.

Анализ этих спектров продемонстриро-
вал практически полное равенство количества 
железа, включённого в железосерные белки, и 
железа, входящего в состав ДНКЖ [61]. Отсюда 
следовало, что появление ДНКЖ в суспензии 
макрофагов не было обусловлено разруши-
тельным действием  NO на активные центры 
железосерных белков с последующим включе-
нием высвобождавшегося из этих центров же-
леза в ДНКЖ. В образовании последнего могла 
участвовать слабосвязанная, «свободная» фор-
ма железа – «негемовое не-FeS железо», обна-
руженное в 80-е  гг. в митохондриях животных 
шведскими исследователями [62].

Аналогичные эксперименты, проведённые 
нами на изолированном электрон-транспорт-
ном белке адренодоксине  (рис.  16), выделен-
ном из надпочечников быка, привели к такому 
же заключению [63]. Обработка этого белка га-
зообразным NO после его восстановления ди-
тионитом не приводила к заметному снижению 
сигнала ЭПР этого белка при g  =  1,94 и 2,02 
и появлению интенсивного сигнала ДНКЖ 
при g = 2,03, появление которого было бы об-
условлено распадом  [2Fe-2S] железосерно-
го центра в адренодоксине  (рис.  16, спектр  б). 
Этот сигнал был наложен на сигнал ЭПР нит-
розильных комплексов примесных гемопротеи-
нов с компонентой при g = 2,07.

Спектр ЭПР раствора восстановленного 
адренодоксина резко изменялся, если к нему 
добавляли избыток соли Fe2+ с последующей 
обработкой газообразным  NO. Интенсив-
ность сигнала ЭПР при g = 1,94, характерного 
для интактного железосерного центра в адре-
нодоксине, снижалась практически до нуля 
с одновременным появлением интенсивного 
сигнала  2,03  (рис.  16, спектр  в). Последующая 
повторная обработка этого раствора дитиони-
том не приводила к восстановлению сигнала 

при  g  =  1,94 до исходного уровня, а приводи-
ла лишь к появлению сигнала ЭПР при g = 2,0 
и 1,98, обусловленному, как было установлено 
позже, восстановленной формой связанного с 
адренодоксином Б-ДНКЖ [63].

Таким образом, в этих опытах происходил 
распад железосерного центра в адренодоксине, 
при этом железо, высвободившееся из железо-
серных центров, количественно включалось в 
состав возникающих ДНКЖ, связанных с тио-
ловыми группами апо-адренодоксина. Было 
основание предполагать, что обнаруженный 
распад мог быть обусловлен разрушительным 
действием на железосерный центр низкомоле-
кулярных ДНКЖ, включающих в себя в каче-
стве лигандов добавленного железа, например 
молекулы буфера (фосфата). Действительно, 
введение в раствор адренодоксина, предвари-
тельно синтезированного ДНКЖ с фосфатом 
или цистеином, мгновенно приводило и при 
отсутствии NO к распаду [2Fe-2S] в адренодок-
сине и появлению белок-связанного ДНКЖ.

Эти результаты позволили нам предполо-
жить, что распад активного центра адрено-
доксина под действием низкомолекулярных 
ДНКЖ мог осуществляться путём связывания 

Рис. 16. Спектры ЭПР раствора адренодоксина, восста-
новленного дитионитом  (а), с последующей обработкой 
NO (б) или Fe2+ + NO (в). г – Препарат (в) повторно обра-
ботан дитионитом. в20 и г20 – Усиление радиоспектромет-
ра в отн. ед. Запись при 77К

15*
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Схема 6. Механизм распада биядерных железосерных центров под действием ДНКЖ

железо-динитрозильного фрагмента этих ком-
плексов с тиоловыми группами адренодокси-
на, исходно связывающих [2Fe-2S], с белковой 
глобулой адренодоксина. Что касается железа 
и неорганической серы (сульфида серы  – S*), 
они, в соответствии со схемой 6, должны были 
выходить из железосерного кластера в окружа-
ющую среду (схема 6).

В связи с этим естественно было предпо-
ложить, что в присутствии восстановителей, 
способных восстанавливать высвобождаемое 
железо до Fe2+-состояния, это железо, образуя с 
NO низкомолекулярные ДНКЖ, могло продол-
жить процесс распада [2Fe-2S]-центров, нача-
тый экзогенными ДНКЖ, в других молекулах 
адренодоксина. В  результате процесс распада 
железосерных центров мог приобретать лави-
нообразный, автокаталитический характер.

Соответствующие эксперименты на рас-
творах адренодоксина полностью подтвердили 
это предположение [63].

Таким образом, результаты этих экспери-
ментов показали, что NO сам по себе не спо-
собен был разрушать железосерные центры в 
адренодоксине: этот процесс мог иницииро-
ваться только низкомолекулярными ДНКЖ по 
механизму, показанному на схеме 6.

Это заключение полностью согласуется с 
вышеприведёнными результатами наших иссле-
дований воздействия газообразного NO на же-
лезосерные белки в составе дыхательной цепи в 
макрофагах. Тем не менее в литературе сейчас 
накоплено значительное количество данных о 
способности молекул NO самих по себе разру-
шать активные центры некоторых железосер-
ных белков с образованием в них ДНКЖ [64–
66]. Эти белки относятся к белкам-регуляторам, 
например, к белкам, выполняющим функции 
факторов транскрипции в геноме. Предпола-
гается, что для этих белков характерно повы-
шение кислотных аминокислотных остатков в 
окрестности их железосерных центров. Высво-
бождение протонов из кислотных остатков 
ослабляет связь между атомами железа в этих 
центрах и атомами неорганической серы, что, в 
свою очередь, усиливает взаимодействие между 
атомами железа и молекулами NO и тем самым 
облегчает включение их обоих в ДНКЖ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Одно из главных утверждений настояще-
го обзора сводится к тому, что именно ДНКЖ, 
возникающие в живых организмах, следует рас-
сматривать в качестве основного донора катио-
нов нитрозония. Более того, поскольку эти ком-
плексы могут включать в себя основную часть 
молекулярного NO, появляющегося в живых 
организмах, ДНКЖ могут выступать также в ка-
честве основного стабилизатора и переносчика 
NO к мишеням его биологического действия.

Приведённый выше экспериментальный 
материал позволяет предположить, что молеку-
лы NO, высвобождающиеся из ДНКЖ, главным 
образом функционируют в живых организмах 
в качестве позитивных агентов, регулирующих 
жизненно важные метаболические процессы. 
Что касается катионов нитрозония, высвобож-
дающихся из ДНКЖ, они выступают в основ-
ном в качестве негативных агентов, ответствен-
ных за цитотоксическое действие возникающих 
в живых организмах М- и Б-ДНКЖ с тиол-со-
держащими лигандами.

В этом отношении ДНКЖ с тиол-содержа-
щими лигандами, синтезированными химиче-
ским путём, можно рассматривать в качестве 
основы для создания лекарств, которые могли 
бы обеспечить купирование бактериальных и 
вирусных инфекций, а также лекарств проти-
воопухолевого действия.

Выше были приведены результаты наших 
исследований эффективного подавления ко-
лониеобразующей активности клеток E. coli 
(т.  е. их инфекционной активности) последо-
вательной обработкой суспензии этих клеток 
сначала ДНКЖ с тиол-содержащими лиганда-
ми, а затем – ДЭТК [30]. При такой последова-
тельности из ДНКЖ высвобождались именно 
катионы нитрозония, а не молекулы  NO, так 
что именно эти катионы оказывали негатив-
ное действие на бактерии. Получены предвари-
тельные данные, свидетельствующие о том, что 
в этих условиях происходило также существен-
ное подавление способности ряда патогенных 
бактерий образовывать биоплёнки, защищаю-
щие их от действия различных лекарств, в част-
ности от антибиотиков.
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В 2020  г. Ванин  [67] предположил, что ка-
тионы нитрозония, высвобождающиеся из 
ДНКЖ, могут оказывать противовирусное дей-
ствие, в частности проявлять «антиковидную» 
активность. Предполагается, что такое действие 
может реализоваться через воздействие катио-
нов нитрозония, как S-нитрозирующих агентов, 
на жизненно важные для пролиферации вирусов 
протеазы хозяина и вирусные протеазы. Про-
ведённые в последнее время эксперименты на 
животных, инфицированных коронавирусами, 
полностью подтвердили это предположение [68].

Особое значение имеют результаты наших 
исследований влияния ДНКЖ с тиол-содер-
жащими лигандами на пролиферацию незло-
качественных эндометриоидных опухолей у 
крыс с хирургически индуцированным у них 
эндометриозом. Эти исследования, проведён-
ные Burgova et al. [68–71], привели к открытию 

противоэндометриозного действия ДНКЖ с 
различными тиол-содержащими лигандами. 
Несомненно, полученный результат может 
стать надёжной базой для создания на основе 
этих комплексов лекарств, которые могут стать 
полезными при лечении эндометриоза – забо-
левания женщин репродуктивного периода, за-
хватывающего в последнее время всё большую 
их популяцию.
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POSITIVE (REGULATORY) AND NEGATIVE (CYTOTOXIC) ACTION 
OF DINITROSYL IRON COMPLEXES ON LIVING ORGANISMS

Review

A. F. Vanin

Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, 
119991 Moscow, Russia; e-mail: vanin.dnic@gmail.com

Proposed mechanism of dinitrosyl iron complex (DNIC) formation the main step of which is the 
disproportion of two NO molecules bound with Fe2+ ion leads to resonance structure of dinitrosyl-iron 
fragment as the [Fe2+(NO)(NO+)]. The latter allows to say about the complex capacity to function as donors 
of both neutral NO molecules as well as nitrosonium cations (NO+) that has been supported by experimental 
way. The consideration of biological activity of DNIC with thiol-containing ligands demonstrates that NO 
molecules and nitrosonium cations released from the complexes exert respectively positive (regulatory) or 
negative (cytotoxic) effect on living organisms. Enhancement of selective release of nitrosonium cations with 
simultaneous including of releasing NO molecules and iron ions into biologically non-active mononotrosyl 
iron complexes with dithiocarbamate derivatives can be achieved by this derivative using as an approach for 
DNIC decomposition in living organisms.
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