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Целью работы являлось исследование действия динитрозильных комплексов железа (ДНКЖ) с ли-
гандом на основе N-ацетил-L-цистеина при его длительном введении в организм крыс путeм инга-
ляции. Установлено, что в результате этого происходит эффективный перенос стабилизированных
форм NO через стенку альвеолы в ткань лeгких. В результате этого регистрируется накопление ди-
нитрозильных комплексов железа с белковыми лигандами в легких и в других органах, увеличение
в них общего уровня NO, а также существенный и продолжительный гипотензивный эффект.
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Известно, что динитрозильные комплексы
железа с тиол-содержащими лигандами (ДНКЖ)
являются одной из основных природных форм
депонирования NO в биосистемах [1–7]. Такие
стабилизированные формы NO осуществляют
перенос и накопление NO в организме, обеспечи-
вают его гипотензивное, эндокринное и пара-
кринное действия, а также обладают антиокси-
дантными и цитопротекторными свойствами, и
многими другими биологическими активностями
[2, 6, 8–13]. 

Такие комплексы с низкомолекулярными
тиол-содержащими лигандами (глутатион, ци-
стеин, N-ацетил-L-цистеин и др.) могут быть лег-
ко синтезированы в лабораторных или промыш-
ленных условиях для их дальнейшего введения в
организм. В организме происходит их быстрый

переход с низкомолекулярных на белковые ли-
ганды с их дальнейшим медленным распадом и
высвобождением NO, S-нитрозотиолов и ионов
двухвалентного железа [6, 7].

В данной работе предпринята попытка анали-
за биологической активности препарата ДНКЖ,
в котором тиол-содержащим лигандом является
N-ацетил-L-цистеин (ДНКЖ-Ацц). Известно,
что данное соединение является нетоксичным и
широко используется как муколитическое лекар-
ственное средство, которое легко проникает че-
рез клеточные мембраны. Можно предположить,
что аналогичными свойствами будет обладать и
ДНКЖ-Ацц.

Ранее нами уже было показано, что данные
комплексы и/или продукты их полураспада про-
никают в организм в результате трансдермально-
го [14] или сублингвального введения [15] и вы-
ступают, как источники NO в органах и тканях.
Кроме того, в работе [16] нами было показано, что
в результате ингаляции крыс раствором ДНКЖ-
Ацц происходит накопление ДНКЖ с белковыми
лигандами в ткани легких животных.

Сокращения: ДНКЖ – динитрозильные комплексы же-
леза, ДНКЖ-Ацц – динитрозильные комплексы железа с
лигандом N-ацетил-L-цистеином, ЭПР – электронный
парамагнитный резонанс, САД – среднее артериальное
давление, ЧСС – частота сердечных сокращений,
Fe-DETC2 – комплексы ионов железа и диэтилдитиокар-
бамата.
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Целью данной работы являлось комплексное
исследование действия ДНКЖ-Ацц при его дли-
тельном ингаляционном введении в организм
крыс.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Синтез ДНКЖ-Ацц проводили в соответствии

с методикой, описанной нами ранее [14]. Форми-
рование данных комплексов контролировали ме-
тодом электронного парамагнитного резонанса
(ЭПР) [14]. Далее полученный водный раствор
ДНКЖ-Ацц замораживали и хранили в жидком
азоте, а размораживали непосредственно перед
началом экспериментов. После размораживания
в него добавляли глицерин (1 : 1 по объему), и по-
сле этого в полученный препарат добавляли фи-
зиологический раствор в соотношении 1 : 5.

Другие реактивы, использованные в работе,
были получены от фирмы Sigma-Aldrich (США).

Эксперименты проводили на нормотензивных
крысах линии Wistar (самцы массой 350–450 г).
Животных содержали в биоклинике НМИЦ кар-
диологии имени академика Е.И.Чазова Минздра-
ва России в клетках по 5 особей со свободным до-
ступом к сухим кормам и воде. Световой режим
контролировался (12 : 12 ч свет :темнота) при до-
статочной смене объемов воздуха и температуре
19–23°С.

В начале опыта животных анестезировали пре-
паратом Золетил-100 (5 мг/кг массы тела). Далее
для регистрации среднего артериального давле-
ния (САД) и частоты сердечных сокращений
(ЧСС) в левую сонную артерию вводили поли-
этиленовый катетер РЕ-50, который подключали
к манометрическому датчику P23 Db (Gould
Statham, США). Полученный сигнал артериаль-
ного давления через усилитель Biograph-4 (СПб-
ГУ аэрокосмического приборостроения, Россия)
подавали на АЦП NI-USB 6210 (National Instru-
ments, США) и обрабатывали на компьютере с
помощью специальных программ записи и обра-
ботки сигналов физиологических параметров ра-
боты сердца (разработка д.б.н. Е.В. Лукошковой).
Через тот же катетер проводили забор образцов
цельной крови после ингаляции крыс препара-
том ДНКЖ-Ацц. Кроме того, животным ставили
трахеотомическую трубку.

Далее всех животных произвольным образом
делили на 3 экспериментальные группы по 4–
5 особей в каждой. Животным из первой группы
после установки артериального катетера и
трахеотомической трубки регистрировали исход-
ные значения САД и ЧСС. Далее крысам через
трубку проводили 30-минутную ингаляцию рас-
твором ДНКЖ-Ацц, в ходе которой проводили
мониторинг параметров общей гемодинамики
организма. Дозировка препарата ДНКЖ-Ацц,

применяемая для всего периода ингаляции, со-
ставляла 2.5 мкмоля. 

После этого всех животных из этой группы за-
бивали передозировкой уретана, потом у них за-
бирали образцы ткани органов (сердце, легкое,
печень, почка), а также цельной крови. Пробы
ткани измельчали механически и промывали в
физиологическом растворе. После этого полу-
ченные образцы помещали в пластиковые трубки
диаметром 5.0 мм, которые сразу же заморажива-
ли и хранили в жидком азоте. Далее регистриро-
вали их спектры ЭПР.

В других экспериментальных группах методом
ЭПР проводили исследование общего уровня NO
в ткани органов. Для этого применяли липофиль-
ные спиновые ловушки оксида азота, такие как
комплексы ионов железа и диэтилдитиокарбама-
та (Fe-DETC2), с регистрацией образующихся
спиновых аддуктов NO-Fe-DETC2 методом ЭПР.
При этом животным из второй эксперименталь-
ной группы после установки артериального кате-
тера и трахеотомической трубки с последующей
регистрацией исходных значений САД и ЧСС
также проводили 30-минутную ингаляцию рас-
твором ДНКЖ-Ацц. В то же время животным из
этой группы через 10 мин после начала ингаляци-
онного введения ДНКЖ-Ацц путем инъекций
вводили компоненты спиновой ловушки NO: ди-
этилдитиокарбамат (620 мг/кг массы тела в 1.0 мл
физиологического раствора, внутрибрюшинно) и
FeSO4·7H2O с цитратом натрия (25 и 125 мг/кг
массы тела соответственно в 1.0 мл физиологиче-
ского раствора, подкожно в область левого пле-
ча). 

Далее через 20 мин после этих инъекций жи-
вотных из этой группы забивали, изолировали их
сердце, легкие, печень и почки. Далее по стан-
дартной методике приготовляли образцы раз-
мельченной ткани этих органов, которые также
сразу же замораживали, хранили в жидком азоте и
использовали далее для регистрации их спектров
ЭПР.

Животным из третьей группы (контроль) ин-
галяцию не проводили, им только по стандартной
методике путем инъекций вводили компоненты
спиновой ловушки Fe-DETC2, через 20 мин по-
сле этого их также забивали и получали образцы
ткани органов (сердце, легкие, печень и почки),
как было описано выше.

Спектры ЭПР всех полученных образцов тка-
ни органов регистрировали на ЭПР-спектромет-
ре Х-диапазона Е-109Е (Varian, США) при темпе-
ратуре жидкого азота. Амплитуда высокочастот-
ной модуляции магнитного поля составляла
0.4 мТл (при регистрации образцов тканей орга-
нов и крови без Fe-DETC2) или 0.2 мТл (при ре-
гистрации сигналов спиновых аддуктов в ткани
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органов) при частоте 100 кГц. Мощность сверх-
высокочастотного поля спектрометра устанавли-
вали на уровне 10 мВт, его частота составляла
9.33 ГГц. Сканирование магнитного поля при за-
писи сигналов ЭПР таких образцов осуществляли
с центром при g = 2.03. После записи сигналов все
образцы размораживали и определяли их массу в
активной зоне резонатора спектрометра.

Статистическую обработку данных и построе-
ние графиков проводили с использованием паке-
та программ Origin 8 (OriginLab Corp., США). Все
данные в статье представлены как среднее значе-
ние ± ошибка среднего. Кратность повторения
опытов составляла не менее 5-6 экспериментов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе проводили комплексное ис-
следование действия длительной ингаляции пре-
парата ДНКЖ-Ацц на организм, в ходе которого
регистрировали влияние этого соединения на па-

раметры общей гемодинамики организма, а так-
же проводили анализ тканей органов животных
методом ЭПР.

Установлено, что в начале опыта у животных
регистрировались следующие усредненные зна-
чения параметров общей гемодинамики:
САД = 163 ± 10 мм рт.ст. и ЧСС = 438 ±
± 15 уд/мин. При этом не наблюдалось достовер-
ных различий значений этих параметров между
разными экспериментальными группами крыс, и
такие значения соответствовали результатам, по-
лученным другими авторами в аналогичных экс-
периментальных условиях.

На рис. 1а,б представлены характерные кине-
тики САД и ЧСС, полученные у животных, при-
надлежащих к первой экспериментальной груп-
пе. Из этого рисунка видно, что в результате инга-
ляции ДНКЖ-Ацц регистрировалось снижение
САД, величина которого в среднем по группе со-
ставляла 25 ± 4%, а ЧСС снижалась на 20 ± 5%.
Следовательно, в результате введения данного
препарата происходил эффективный перенос NO
в депонированной и/или свободной форме через
стенку альвеолы легких в кровоток животного,
что далее инициировало активацию гуанилатцик-
лазы, и, как следствие, вазодилататорное дей-
ствие в организме. В результате этого происходи-
ло снижение САД, начиная с 4–5 до 25–30 мин от
начала ингаляции ДНКЖ-Ацц.

Для регистрации формирования и накопления
в органах животных парамагнитных стабилизи-
рованных форм NO через 30 мин ингаляции
ДНКЖ-Ацц проводили формирование образцов
замороженной ткани органов для их дальнейшего
анализа методом ЭПР. Характерные спектры
ЭПР исследуемых образцов, записанные при –
196°С, представлены на рис. 2. Из этого рисунка

Рис. 1. Характерные кинетики САД (а) и ЧСС (б), со-
ответствующие животным, получавшим ингаляцию
ДНКЖ-Ацц. Ингаляцию проводили в период 0–
30 мин.

Рис. 2. Спектры ЭПР образцов ткани органов и цель-
ной крови крыс, полученных после 30-минутной ин-
галяции ДНКЖ-Ацц: 1 – сердце, 2 – легкое, 3 – пе-
чень, 4 – почка, 5 – кровь. Спектры сняты при темпе-
ратуре жидкого азота.
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видно, что в образцах ткани органов в высоко-
польной части спектров при g = 2.00 регистриро-
вались свободнорадикальные сигналы, которые
представляют собой суперпозицию спектров уби-
семихинона и флавосемихинонов [17]. Кроме то-
го, в спектрах ткани органов и цельной крови при
g = 2.03 наблюдались уширенные сигналы, при-
надлежащие парамагнитным моноядерным
ДНКЖ с белковыми лигандами [2]. Из этого ри-
сунка видно, что наиболее интенсивные сигналы
при g = 2.03 наблюдались в легких животного, а
самые слабые регистрировались в образцах мио-
карда и цельной крови.

Из рис. 2 также видно, что в спектре цельной
крови после ингаляции не регистрировался сиг-
нал от комплексов NO с железом гемовой группы
гемоглобина [2, 18]. Это могло свидетельствовать
об отсутствии избытка свободного NO в кровото-
ке после введения ДНКЖ-Ацц.

Исходя из спектров ЭПР парамагнитных
ДНКЖ с белковыми лигандами, определяли со-
держание этих комплексов в образцах ткани орга-
нов и крови животного. Для этого проводили
двойное интегрирование их сигналов с норми-
ровкой на массу ткани в активной зоне резонато-
ра спектрометра и последующее сравнение полу-
ченных значений с аналогичными величинами,
полученными для стандартных образцов с извест-
ной концентрацией спинов. Полученные в ре-
зультате этого результаты представлены в табл. 1.
Видно, что наиболее интенсивное накопление
связанных с белками ДНКЖ регистрировалось в
легких и печени животных, причем в ткани лег-
ких его содержание было почти в 10 раз выше, чем
в печени. 

Следует отметить, что низкие значения содер-
жания связанных с белками моноядерных ДНКЖ
в образцах ткани сердца и цельной крови не могут
служить доказательством того, что в них низкий
общий уровень оксида азота, так как NO в этих
случаях мог присутствовать также в форме диа-
магнитных биядерных ДНКЖ, S-нитрозотиолов
и других метаболитов NO [7, 19–21].

В другой части работы в обеих эксперимен-
тальных группах проводили оценку общего уров-
ня NO с применением метода ЭПР и использова-
нием спиновой ловушки Fe-DETC2. Как извест-
но [22], эта ловушка обладает гидрофобными
свойствами и способна эффективно взаимодей-
ствовать как со свободным NO, так и с его депо-
нированными формами, с образованием стабиль-
ных парамагнитных спиновых аддуктов NO-Fe-
DETC2, регистрируемых методом ЭПР.

Как и ранее [14, 15, 22], для определения со-
держания NO-Fe-DETC2 регистрировали сигна-
лы ЭПР образцов ткани животных, получавших
компоненты спиновой ловушки Fe-DETC2, и

принадлежащих к двум экспериментальным
группам, – получавшим ингаляцию ДНКЖ-Ацц,
а также контрольным. Во всех случаях в получен-
ных спектрах присутствовали узкие эквидистант-
ные триплетные сигналы, принадлежащие спи-
новым аддуктам NO-Fe-DETC2 (g = 2.036) [14,15].
Содержание этих мононитрозильных комплек-
сов, как отмечалось выше, отражало общий уро-
вень NO, включая его депонированные формы. 

Исходя из этих сигналов, также определяли
содержание NO-Fe-DETC2 во всех образцах тка-
ни органов. Для оценки эффекта вводимого инга-
ляционно ДНКЖ-Ацц на общий уровень NO в
ткани органов на рис. 3 представлены усреднен-
ные значения содержания NO-Fe-DETC2, соот-
ветствующие животным, получавшим ДНКЖ-
Ацц (параметр N+ДНКЖ-Ацц) с нормировкой на

Рис. 3. Усредненные значения содержания NO-Fe-
DETC2 в ткани органов животных, получавших ДН-
КЖ-Ацц (параметр N+ДНКЖ-Ацц), с нормировкой на
аналогичные параметры, соответствующие кон-
трольной группе (NКонтроль).

Таблица 1. Содержание ДНКЖ с белковыми лиганда-
ми в ткани органов и крови после ингаляции ДНКЖ-
Ацц

Тип образца Содержание ДНКЖ, 
нмоль/г

Сердце 0.11 ± 0.07

Легкие 8.57 ± 0.82

Печень 0.89 ± 0.11

Почки 0.35 ± 0.10

Кровь 0.13 ± 0.08
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аналогичные параметры, соответствующие кон-
трольной группе (NКонтроль). Из этого рисунка
видно, что в результате действия ДНКЖ-Ацц в
ткани всех органов увеличивался общий уровень
NO, причем наиболее существенный эффект был
получен в образцах легких животного. Этот факт
согласуется с интенсивным накоплением в лег-
ких парамагнитных ДНКЖ, связанных с белками
(см. рис. 2 и табл. 1).

Вместе с тем из представленных на рис. 3 дан-
ных видно, что в ткани сердца в результате инга-
ляции ДНКЖ-Ацц также регистрировался 1.78-
кратный рост общего уровня NO, несмотря на то,
что в этом органе наблюдалось лишь очень слабое
формирование и накопление ДНКЖ с белковы-
ми лигандами (см. рис. 2 и табл. 1). Вероятно,
рост общего уровня NO в сердце происходил в ре-
зультате накопления в ткани этого органа при ин-
галяции не только парамагнитных ДНКЖ с бел-
ковыми лигандами, но также S-нитрозотиолов и
диамагнитных биядерных ДНКЖ, что вносило
вклад в общий уровень NO в миокарде.

Из рис. 2 и табл. 1 также видно, что в цельной
крови регистрировалось относительно слабое на-
копление моноядерных ДНКЖ, в то время как во
время ингаляции наблюдался существенный и
пролонгированный гипотензивный эффект. Это
также заставляло думать о том, что в крови кроме
парамагнитных ДНКЖ, регистрируемых методом
ЭПР, могли присутствовать непарамагнитные
метаболиты NO, в том числе биядерные динитро-
зильные комплексы железа, а также S-нитрозо-
тиолы. Нужно отметить, что ДНКЖ участвуют в
образовании S-нитрозотиолов и находятся с ни-
ми в динамическом равновесии [7, 20–23].

Таким образом, в результате длительной инга-
ляции животных ДНКЖ-Ацц происходит эффек-
тивный перенос стабилизированных форм NO
через стенку альвеолы в ткань легких. В результа-
те этого регистрируется накопление ДНКЖ с бел-
ковыми лигандами в легких и в других органах,
увеличение в них общего уровня NO, а также су-
щественный и продолжительный гипотензивный
эффект.
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 The Action of Dinitrosyl Iron Complexes with a Ligand Based on N-acethyl-L-cysteine 
upon Inhalation Delivery of These Complexes to Rats 

 A.A. Timoshin*, K.B. Shumaev*, **, V.L Lakomkin*, A.A. Abramov*, and E.K. Ruuge*, ***
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of the Russian Federation, ul. Akademika E.I. Chazova 15A, Moscow, 121552 Russia
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of the Russian Academy of Sciences, Leninsky prosp. 33/2, Moscow, 119071 Russia
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The objective of the present research was to study the action of dinitrosyl iron complexes (DNIC) with a li-
gand based on N-acetyl-L-cysteine upon long-term inhalation exposure of rats to this substance. It has been
shown that as a result, NO stabilized forms pass efficiently through the alveolal membrane into the lung tissue
leading to the accumulation of dinitrosyl iron complexes with protein ligands and to an increase in the total
NO level in the lungs and other organs thereby inducing a significant and long-lasting hypotensive effect. 

Keywords: N-acetyl-L-cysteine, dinitrosyl iron complexes, nitric oxide, spin trap, inhalation exposure, electron
paramagnetic resonance
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