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Аннотация

Оксида  азота  (II)  –  это  многофункциональная  сигнальная  молекула,
участвующая  в  регуляции  множества  процессов  в  живых  организмах,
включая человека, затрагивающих в том числе работу сердечно-сосудистой,
нервной, иммунной системы и весь метаболизм в целом.  NO представляет
собой неорганическую молекулу, которая вырабатывается эндогенно у про- и
эукариот,  кроме того,  существует неферментативный способ синтеза  NO с
помощью  экзогенных  доноров.  Существует  несколько  классов  экзогенных
доноров NO. В данной работе с применением бактериальных биосенсоров на
основе  штамма  E.coli  MG1655  была  исследована  ДНК-протекторная
активность одного из  таких классов –  вновь синтезированных соединений
(производные  фуразана).  Отобраны  соединения,  оказывающие  защитный
эффект на генетический материал клетки.
Ключевые слова: новые генераторы оксида азота (II), ДНК-протекторная 
активность, генно-инженерные биосенсоры на основе штамма E.coli MG1655
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Abstract

Nitric  oxide (II)  is  a  multifunctional  signaling  molecule  involved  in  the
regulation of numerous processes in living organisms, including humans, affecting
the cardiovascular, nervous, and immune systems, as well as overall metabolism.
NO  is  an  inorganic  molecule  produced  endogenously  in  prokaryotes  and
eukaryotes. It can also be synthesized non-enzymatically using exogenous donors.
Several classes of exogenous NO donors exist. In this study, the DNA-protective
activity  of  one  such  class—newly  synthesized  benzofuroxan  compounds—was
investigated  using  bacterial  biosensors  based  on  the  E.  coli MG1655  strain.
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Compounds  exhibiting  a  protective  effect  on  cellular  genetic  material  were
selected.
Keywords: new nitric oxide generators, DNA-protective activity, genetically 
engineered biosensors based on the strain E. coli MG1655

Введение.  Широко  известно,  что  NO  является  мультимодальным

регулятором  множества  физиологических  и  патологических  процессов  в

живых  организмах,  в  т.ч.  человека.  Это  ключевая  сигнальная  молекула,

спектр  действия  которой  затрагивает  реакции,  протекающие  в  сердечно-

сосудистой, нервной, иммунной системе. В качестве примера функций оксида

азота  (II)  можно  отметить  регуляцию  сосудистого  тонуса  и  кровотока,

нейротрансмиссию,  иммунную  защиту,  регуляцию  функций  ЖКТ,

мочеполовой и дыхательной систем. NO также обладает противомикробными

и противоопухолевыми свойствами, участвует в нейротоксичности, связанной

с инсультом и нейродегенеративными заболеваниями и др.  (Nasyrova et al.,

2020,  Bath  et  al.,  2021,  Kashfi  et  all.,  2021,  Pourbagher-Shahri  et  all.,  2021,

Boughaleb et all., 2022, Andrabi et all., 2023, Iova et al., 2023, Scarpellino et all.,

2024, Zhang et al., 2025, Xia et all., 2025, Wang et al., 2026). Выделяют два пути

синтеза  NO:  ферментативный  при  участии  семейства  NO-синтаз  (NOS)  и

неферментативный с помощью экзогенных доноров NO (Granik, 2002, Sodano

et al., 2022; da Silva et al., 2021). В связи с высокой степенью вовлеченности

NO в  различные  пути  регуляции  метаболизма  в  настоящее  время  ведется

поиск  его  новых  генераторов,  которые  в  последствии  могли  бы  стать

эффективными лекарственными средствами. Существует несколько классов

экзогенных доноров NO. Однако соединения на основе фуразана обладают

рядом  преимуществ,  среди  которых  пролонгированный  характер

высвобождения NO, отсутствие нитратной толерантности и другое (Jovené et

al., 2013). 
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Целью исследования  является оценка ДНК-протекторной активности

новых  соединений  (производные  фуразана),  являющихся  эффективными

генераторами NO.

Материалы и методы исследования.  В работе  было исследовано  11

соединений  (производные  фуразана),  синтезированных  на  химическом

факультете Южного федерального университета и любезно предоставленных

нам  д.х.н.,  профессором,  заведующим  кафедрой  природных  соединений

Курбатовым С.В. Данным соединениям было присвоено обозначение серии

«t».  Для  оценки ДНК-протекторной активности исследуемых веществ был

использован  генно-инженерный  биосенсор  E.  coli MG 1655  pRecA-lux,

созданный  на  основе  штамма  E.coli  MG1655,  с  помощью  введения

сконструированной  И.В.  Мануховым  с  коллегами  плазмиды  pRecA-lux.

Данная генетическая конструкция отвечает усилением биолюминесценции на

повреждение ДНК (Manukhov et al., 1999, Zavilgelsky et al., 2007).

Анализируемые  соединения  растворяли  в  ацетоне  в  концентрации  10

мг/мл,  а  затем  в  серии  последовательных  разведений  этого  раствора  в

деионизированной,  достигали  следующих  рабочих  концентраций  -  1;  0,1;

0,01;  0,001;  0,0001  и  0,00001  мг/мл.  В  качестве  контроля  для  каждого

разведения  использовали  раствор  ацетона  в  деионизированной  воде  в

концентрации,  аналогичной  соответствующему  разведению  исследуемых

веществ серии «t».  В качестве  позитивного контроля использовали альфа-

токоферол (ЗАО «ФП „Мелиген“», Россия).

Метод исследования подробно описан в статье Чистякова В.А. с соавт.

(Чистяков  и  др.,  2015).  Все  эксперименты проводили в  трех  независимых

повторностях.

В качестве индуктора для активации recA-промотора использовался 1,4-

диоксид  2,3-хиноксалиндиметанол  (диоксидин)  («Биосинтез»,  Россия)  в

концентрации 2,25∙10-5 М. 
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Показатель  ДНК-протекторной  активности  (А,  %)  рассчитывали  по

формуле:

 (2)

где:  Ia –  фактор  индукции  SOS-ответа  исследуемым  воздействием  в

присутствие протектора.

Ip- фактор индукции SOS-ответа исследуемым воздействием. 

Полученные  результаты  статистически  обработали  в  программе

STATISTICA 5.5.

Результаты исследования и их обсуждение. 

Данные по ДНК-протекторной активности исследованных соединений

представлены в таблице 1 и на рисунках 1-2.

Таблица 1 – Максимальные значения ДНК-протекторной активности и

наименьшие действующие концентрации синтезированных веществ
Соединение Концентрация с

максимальным
значением ДНК-

протекторной
активности,

мг/мл

Максимальное
значение ДНК-
протекторной

активности

Минимальная
действующая
концентрация,

мг/мл

Значение ДНК-
протекторной

активности при
минимальной
действующей
концентрации

Альфа-
токоферол

0,0001 70,44+9,12 0,0001 70,44+9,12

33t 0,00001 55,203+3,66 0,00001 21,069+4,32
39t 0,0001 48,547+3,73 0,00001 40,901+5,02
42t 0,001 57,755+8,19 0,0001 27,639+1,9
43t 0,00001 61,005+10,06 0,00001 61,005+10,06
46t 0,00001 54,346+5 0,00001 54,346+5
48t 0,0001 44,283+0,78 0,00001 29,913+4,17
101t 0,001 100+0,92 0,00001 29,452+5,52
102t 0,001 94,714+4,65 0,0001 82,007+0,48
106t 1; 0,1 100+0,83 0,01 100+0,7
107t 0,1 100+0,46 0,01 95,42+1,2
108t 1; 0,1 100+0,23 0,01 91+0,63
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Рисунок 1 – Максимальные значения ДНК-протекторной активность и
действующие концентрации синтезированных веществ

Рисунок 2 – Значение ДНК-протекторной активности при минимальной
действующей концентрации синтезированных веществ

Как видно из таблицы 1 и рисунка 1, все соединения в концентрациях

0,00001–1  мг/мл  обладают  ДНК-протекторной  активностью  в  системе

диоксидин/E.сoli.  максимальное  значение  ДНК-протекторной  активности

соединений  101t,  106t,  107t,  108t  достигала  100%,  для  соединения  102t

значение ДНК-протекторной активности составило 94,7 %, а для соединений
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33t, 39t, 42t, 43t, 46t, 48t – от 36 % до 61 %. 

При этом при минимальной действующей концентрации 0,00001–0,01

мг/мл  ДНК-протекторная  активность  в  системе  диоксидин/E.сoli  для  всех

исследуемых соединений составляла от 21 % до 95 %. В то же время для

соединений 106t и 107t она составила 100 % и 95 % соответственно, а для

соединений 102t и 108t – 82 % и 91 % соответственно. Для соединений 33t,

39t,  42t,  43t,  46t,  48t,  101t  значение  ДНК-протекторной  активности

находилось в диапазоне от 21 % до 61 %.

Литературные  данные  также  подтверждают  наличие  ДНК-

протекторного эффекта  у различных групп экзогенных генераторов оксида

азота  (II).  Как  было  показано  ранее  в  работах  (Crane et al.,  2021)

протестированные ими доноры оксида азота  (II)  также подавляли индукцию

RecA – раннего и измеримого маркера SOS-реакции. Кроме того, ими было

показано,  что  доноры  NO могут  подавлять  гипермутацию,  вызванную

зидовудином  и  ципрофлоксацином.  Таким  образом,  можно  предположить

перспективное  использование  доноров  оксида  азота  (II)  в  качестве

дополнительного  фактора,  обладающего  ингибирующем  действием  на

формирование  новой  лекарственной  устойчивости  к  антибиотикам  в  том

числе в сочетании с различными металлами, например цинком (Crane et al.,

2021). 

При  этом  в  работах  можно  встретить  неоднозначный  эффект

воздействия  эндогенно  нарабатываемого  оксида  азота,  при  воздействии,

например инфекций (Naïli et al., 2020). Однако стоит подчеркнуть, по словам

Naïli c соавт. воздействие оксида азота (II) in vivo сильно зависит от условий

окружающей  среды,  в  которых  он  вырабатывается,  включая  наличие

кислорода  в  среде,  временной  период  инфекции  и  др.  Другими  словами,

оксид  азота,  высвобождаемый экзогенными донорами  оксида  азота  (II)  на

ранних стадиях инфекции, может оказывать защитное действие, в то время

как  эндогенный  оксид  азота,  вырабатываемый  на  более  поздних  стадиях,
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может оказывать негативное влияние. При этом эти поздние отрицательные

последствия могут быть результатом воздействия не на бактерии, а на ткани

организма-хозяина,  что  в  свою  очередь  является  результатом,  например,

усиления  транслокации  Stx  из-за  воздействия  на  слизистую  оболочку

кишечника хозяина или усилением кровотока через вызванную оксидом азота

(II)  вазодилатацию и т. д. (Crane et al., 2021). Так результаты исследований

Crane и соавт. подтверждают подавление SOS-реакцию в E.coli в целом.

Многочисленные  доклинические  исследования  показали,  что  NO

обладает  общей  статической  и  бактерицидной  активностью  в  отношении

вирусов  (в  том числе  β-коронавирусов,  таких  как  SARS-CoV-2),  бактерий,

простейших и грибков/дрожжей in vitro. Терапевтический эффект наблюдался

на животных моделях in vivo, а испытания второй фазы показали, что доноры

оксида азота (II) могут снижать риск микробной инфекции (Bath et al., 2021).

Кроме  того,  как  было  показано  ранее  в  работах  (Празднова  и  др.,  2015,

Чистяков и др., 2015, 2016, Старосотников, 2016), доноры оксида азота  (II)

проявляют  выраженные  антибактериальные,  противогрибковые,

противовоспалительные и др. свойства. 

Заключение.
Исходя  из  полученных  данных,  новые  синтезированные  генераторы

оксида  азота  (II)  продемонстрировали  высокую  ДНК-протекторную

активность (у 4-х из которых: 101t, 106t, 107t, 108t – она достигала 100 % в

концентрациях  0,001;  1  и  0,1;  0,1;  1  и  0,1  мг/мл  соответственно).  ДНК-

протекторная активность природного соединения альфа-токоферола при этом

достигала 70 %. При этом при минимальных концентрациях вещества 106t,

107t,  108t  так  же  проявляли  высокую ДНК-протекторную активность,  что

составляет 100 %, 95 % и 91 % в концентрации 0,01 мг/мл соответственно.

Таким  образом  новые  синтезированные  доноры  оксида  азота  (II)  можно

рассматривать  как  перспективные  соединения  для  дальнейших

фармакологических исследований.
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