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Резюме. В статье представлены сведения о строении, классификации и функциях NO-синтаз. Рассмотрены основные ингибиторы фермента, а 
также механизмы их действия. Среди веществ активирующих деятельность фермента, особое внимание было уделено веществам нуклеотидно-
пептидной природы, на примере субстанции, выделенной из дрожжей Saccharomyces cerevisiae раса 14. Было установлено, что нуклеотидный 
препарат на основе субстанции, выделенной из дрожжей Saccharomyces cerevisiae раса 14. обладает более выраженным активирующим 
действием в сравнении с Т-активином, и способствует восстановлению функций фермента при таком заболевании, как сахарный диабет. 
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Abstract. The article presents information on the structure, classification and functions of NO-synthases. The main inhibitors of the enzyme, as well 
as their mechanisms of action, are considered. Among the substances activating the activity of the enzyme, special attention was paid to sub-
stances of nucleotide-peptide nature, using the example of a substance isolated from Saccharomyces cerevisiae race 14, it was found that the nuc- 
leotide preparation based on a substance isolated from Saccharomyces cerevisiae race 14. has a more pronounced activating action in comparison 
with T-activin, and helps to restore the functions of the enzyme in diseases such as diabetes.
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ВВЕДЕНИЕ
Из огромного разнообразия внутриклеточных 

компонентов, обеспечивающих нормальное функци-
онирование всего организма, пожалуй, самое боль-
шое значение имеют нуклеиновые кислоты и сос- 
тавляющие их мономерные звенья – нуклеотиды. 
Нуклеотиды, также, являются строительным матери-
алом для многих коферментов, что позволяет им ре-
гулировать различные физиологические процессы 
организма. К числу таких процессов относят и син-
тез оксида азота – NO, который в свою очередь, так-
же, имеет широкий спектр воздействий на различные 
функции организма. 

В конце прошлого столетия было обнаружено, что 
оксид азота присутствует в любом живом организме 
и выступает как в роли активатора, так и в роли инги-
битора многих метаболических процессов, и оказы-

вает регуляторное действие на сердечнососудистую, 
нервную, иммунную, дыхательную и пищеваритель-
ную системы.

Однако помимо положительного физиологическо-
го действия, NO также оказывает и пагубное влияние 
на организм. Свободнорадикальные продукты, обра-
зующиеся при окислении оксида азота, могут повреж-
дать белки и ненасыщенные жирные кислоты, снижать 
активность большинства ферментов, нарушать це-
лостность клеточных структур [1–2], разобщать окис-
лительное фосфорилирование и снижать уровень АТР 
в крови и клетках тканей млекопитающих, а также про-
являют мутагенную и тератогенную активность.

В связи с этим, особое значение, в рассмотрении 
физиологической роли NO, имеет вопрос регуляции 
активности NO-синтазы (NOS) так, как этот фермент яв-
ляется ключевым компонентом, участвующим в синте-
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зе оксида азота. Возможность регулирования актив-
ности NO-синтазы, открывает широкие перспективы в 
области изучения и лечения различных заболеваний и 
патологических состояний организма. Поэтому поиск 
и разработка лекарственных субстанций, в частности 
препаратов на основе природных нуклеотидов, в на-
стоящее время, является одной из актуальнейших за-
дач биологии, биохимии и медицины.

СТРОЕНИЕ И ОСОБЕННОСТИ 
ТКАНЕВОЙ СПЕЦИФИЧНОСТИ  
NO-СИНТАЗ

Все NO-синтазы формируются как гомодиме-
ры, вес субъединиц которых колеблется от 130 до 
160  кДа  [3–5]. N-терминальная часть любой NOS схо-
жа на 29–32% с NADPH-цитохром-P450 редуктазой 
(CPR)  [6], и содержит гем в виде железосодержащего 
протопорфирина IX – Fe-PPIX (как в P450) [7-8], тетра- 
гидробиоптерин (BH4), который регулирует актив-
ность и стабильность NOS и калмодулин-связыва-
ющий участок. D. K. Ghosh et al. [9], показали, что эти 
домены влияют на голова-голова субъединичную ори-
ентацию NOS. Другие фрагменты в субъединице NOS 
содержат связывающие участки для NADPH, флавина-
дениндинуклеотида – FAD, и флавинмононуклеотида – 
FMN (рисунок 1).

В работе Е. А. Sheta et al., (1994) было показано, что 
локализация гем-связывающей консенсусной после-
довательности в NH2-терминальной части NOS и свя-
зывающих последовательностей для нуклеотидов 
(FAD, FMN) в COOH-терминальной части подтвержда-
ет бидоменную структуру NOS. Присутствие калмоду-
лин-связывающей последовательности между Fe-PPIX 
и флавин-связывающими доменами энзима подтверж- 
дают роль CaM в частичной переориентации этих до-
менов, что влияет на каталитическую активность 
NOS [8].

Анализ структуры Fe-PPIX в NOS показал, что он 
является симметричной бипирамидой, где одна вер-
шина SH-группа, а другая- свободная электронная па-
ра, то есть железо в NOS является 5-координирован-
ным, что обуславливает не только ингибирование NOS 
продуктом (NO) [10], но и формирование нескольких 
пространственных структур при связи Fe с пятым ли-
гандом [11].

Особый интерес представляет Ca2+/CaM-связываю-
щий домен NOS, так как наличие или отсутствие зави-
симости изоформы NOS от Са2+ является одним из ос-
новных признаков разделения NOS на изоформы.

NO-синтазы классифицируют на 3 типа: нейро-
нальную (nNOS), индуцибельную (макрофагальную) 
(iNOS) и эндотелиальную (eNOS). Эта классификация 
основана на физических и биохимических характе-
ристиках фермента, то есть на субклеточной локализа-
ции и регуляции Са2+. Данные по этой классификации, 
составленной по результатам исследований молеку-
лярного клонирования и экспрессии, представлены в 
таблице 1.

nNOS и eNOS являются конститутивно экспресси-
руемыми, в то время как iNOS не является конститу-
тивно экспрессируемой в большинстве образцов, и ее 
экспрессия индуцируется (липополисахаридом) LPS и/
или (интерфероном) IFN посредством индукции ими 
промотора – бактериальной хлорамфениколацетил-
трансферазы (САТ). После экспрессии, iNOS необра-
тимо связывает СаМ, независимо от Са2+ и остается 
максимально активной, независимо от концентрации 
свободного Са2+.

СИНТЕЗ ОКСИДА АЗОТА  
В ОРГАНИЗМЕ

Процесс окисления терминального азота L-арги-
нина до цитруллина является центральным в NOS-ка-
тализе [13–16]. При этом в реакции трансформации 
L-аргинина принимают участие железосодержащий 
протопорфирин IX (Fe-PPIX) в активном центре, флами-
надениндинуклеотид – FAD, фламинмононуклеотид – 
FMN и тетрагидробиоптерин – ВН4 в качестве кофер-
ментов, а также О2 и NADPH как косубстраты. 

NO-синтаза катализирует окисление гуанидило-
вого азота L-аргинина до монооксида азота (NO) и цит- 
руллина через промежуточную стадию образования 
гидрокси-L-аргинина [17–18] (рисунок 2). Для получе-
ния 1 моля NO затрачивается 1,5 молей NADPH/Н+.

Реакция идет с аномальным переносом 5 элект- 
ронов на гуанидиновый азот субстрата L-Arg. Так как 
обычно электроны переносятся попарно с NADPH 
на флавиновые кофакторы, (то есть NADPH/Н+ → 
NADPH+ + 2Н+ + 2е– → FADH2 → FMNH2), то можно гово-
рить о двух фазах данного процесса, в результате кото-

Рисунок 1. Строение и субъединичная ориентация бидомена NOS (по Ghosh D.K. et al. 1995)

Поиск и разработка новых лекарственных средств



www.pharmjournal.ru 25

рых NOS возвращается в свое исходное термодинами-
ческое состояние (рисунок 3). 

В фазе 1 L-Arg гидроксилируется до ОНArg, кото-
рый нуждается в 1 моле NADPH (донор е–). В фазе 2 
окисление ОНArg до цитруллина и NO требует 0,5 мо-
лей NADPH и обязательного присутствия ВН4. 

В соответствии с этими представлениями, моле-
кулярный кислород связывается с NO и L-цитрулли-
ном в результате двух фаз. Флавиновые кофакторы 
FAD и FMN, цитохром P450-редуктазный домен NOS 
могут регулировать электронный перенос с 1,5 мо-
лей NADPH на молекулярный кислород в одной или 

Таблица 1. 

Классификация и характеристики изоформ NOS [12]

Тип nNOS iNOS eNOS
Источник мозг макрофаги эндотелий
Расчетная массаа ,кДа 160 130 133
Vmax, µM NO2- min/mg 0,3–3,4 0,9–1,6 0,8–6,5
Нативная структура димер димер Димер
Найденные центры связывания FAD, FMN, NADPH, CaM
1. Флавиновые места FAD, FMN, NADPH
Дифенилен йодониум ингибирует ингибирует не изучено
NADPH диальдегид к NADPH местам ингибирует ингибирует ингибирует
2. CaM места: ответственность за 
активность да нет, кроме печени да

Постулированные центры 
связывания L-Arg, H4B, O2, PPIX

1, L-Arg место: Km, µM L-Arg 2–4,3 2,8–3,6 3,9–7,4
L-NNA, IC50 (µM) 0,9 212C   0,2
2. PPIX место: влияние CO, NO ингибирует
Регуляция экспрессии:

1. Конститутивная, IFN да
нет, кроме макрофагальной NOS, которая 
конститутивно экспрессируется в 
гладкомышечных клетках и в почках

да

2. TFN, LPS, IL-1 подавляет индуцирует подавляет
3. Глюкокортикоиды нет эффекта ингибирование индукции нет эффекта
4. TGF, IL-4, 10 не изучено ингибирование индукции не изучено
Посттранскрипциональные 
модификации: 
1. Фосфорилирование Ser/Thr не изучено не изучено
2. Необратимое калмодулиновое 
связывание нет да нет

3. Ацилирование не изучено не изучено миристоляция
Субклеточная компартментализация:
растворимая фракция 90–100% 85–90% 5%

Рисунок 2. Образование NO
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обеих фазах. Флавиновые кофакторы и тетрагидро-
биоптерин (BH4) также включаются в электронный пе-
ренос  [19], и принимают участие в NADPH-зависимом 
процессе возращения NOS в исходное состояние. 

Образовавшийся оксид азота в дальнейшем быст- 
ро диффундирует через клетку мембраны, в которой 
он был синтезирован, и далее, не требуя наличия ка-
ких–либо рецепторов, также быстро проходит через 
мембрану клетки-мишени. Нейтральный заряд и ма-
лые размеры молекулы оксида азота определяют вы-
сокую скорость диффузии, что в свою очередь позво-
ляет идентифицировать её, как нейромедиатор.

Ещё одним важным свойством NO является его 
способность снижать внутриклеточную концентра-
цию ионов Ca2+ посредством влияния на активность 
гуанилатциклазы и аденозиндифосфат (ADP)-рибозил-
трансферазы [20]. Также NO участвует в антиоксидант-
ной защите организма, замедляя пероксидное окис-
ление липидов, непосредственно взаимодействуя с 
супероксид-анионом, что было доказано в опытах in 
vitro [21–22]. 

Однако при высоких концентрациях, NO проявля-
ет сильное цитотоксическое действие как на здоровые 
клетки, так и на вредоносные. Тем не менее короткое 
время жизни молекулы NO не позволяет распростра-
нять его канцерогенное действие на целый организм, 
а только лишь на близлежащие клетки.

РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ  
NO-СИНТАЗ

Концентрация NO в клетке, которая, как прави-
ло, является прямым продуктом NOS, играет чрез-
вычайно важную роль в осуществлении многих фи-
зиологических процессов в организме и в регуляции 
фармакологического действия ряда лекарственных 
препаратов. С недостатком NO различные авторы свя-

зывают развитие таких заболеваний, как диабет; ате-
росклероз [44] и гиперхолестеренемия. 

Избыток NO в организме так же опасен, как и его 
недостаток. Избыточное содержание NO в организме 
наблюдается при различных заболеваниях. В этой свя-
зи большой практический интерес представляет рас-
смотрение веществ-ингибиторов NO и анализ меха-
низмов их ингибирующего действия (таблица 2). 

Особую группу ингибиторов активности NOS со-
ставляет ряд физиологически активных соединений, 
которые являются ингибиторами индукторов NO-син-
таз. Iuvone J., et al, [24] было показано, что такие опиои-
ды, как D-Ala2-N-метил-Phe4-Gly5-ол-энкефалин (DAGO) 
(селективный агонист μ-рецепторов), морфин (агонист 
μ- и k-опиоидных рецепторов), транс(±)-3,4-дихло-
ро-N-метил-N(2-(1-пирролидинил) циклексил) бензен 
ацетамид (U50-488H) (селективный агонист k-рецепто-
ров), добавленные в концентрациях 10-10–10-6 М к мак- 
рофагальным клеткам J774, активированными LPS, 
значительно снижали продукцию NO. Данный эффект 
снимался налоксоном (10-12–10-8 М), который является 
специфическим опиодным антагонистом. 

Другими ингибиторами индукции iNOS из макро-
фагов линии J774 являются такие глюкокортикоиды, 
как дексаметазон (0,001 М – 1 мкМ) и гидрокортизон 
(0,01 М – 10 мкМ). Их действие снималось эквивалент-
ными концентрациями кортексолона. Остеопонтин 
(OPN) (Arg-Gly-Asp-фосфопротеин), выделенный из 
культуры клеток почки человека, является супрессо-
ром индукции iNOS, индуцированной LPS. 

В настоящее время отсутствуют надежные сведе-
ния об активаторах NO-синтаз. Как правило, речь идет 
о возможной активирующей роли таких индукторов 
NOS, как интерферон – γ (IFN-γ) и бактериальный ли-
пополисахарид (LPS), так как для данных веществ бы-
ла показана их роль как типичных индукторов mRNA 
NO-синтаз. 

Рисунок 3. Фазы биосинтеза NO в организме

Поиск и разработка новых лекарственных средств



www.pharmjournal.ru 27

Однако на данный момент имеются сведения еще 
об одном препарате, оказывающем активирующее 
действие на NOS. Этот препарат представляет собой 
субстанцию нуклеотидно – пептидной природы, вы-
деленную из дрожжей Saccharomyces cerevisiae раса 
14 [25]. 

В состав субстанции входит большое количество 
аминокислот, витаминов, жирных кислот, а также 
макро и микроэлементов содержание которых пред-
ставлено в таблице 3. 

Однако основной вклад, определяющий эффек-
тивность полученного комплекса, вносит наличие 
адениновых нуклеотидов, которые обладают доста-
точно высокой биологической активностью.

Данный препарат, в дозах 0–100 мг/кг, проявлял 
высокую активирующую способность. Исследования, 
проводимые на интактных крысах Wistar, и на кры-
сах с диабетом первого и второго типа показали, что 
при сравнении активирующего действия полученной 
нуклеотидной субстанции в дозе 10 мг/кг с действи-
ем иммуномодулятора Т-активина, Km субстанции в 
2,6 раза меньше, чем таковая у Т-активина. Скорость 
NOS-катализирующей реакции, в случае с нуклеотид-
ным комплексом, также была выше. У крыс с диабе-
том 2 типа, после 7 дневного приема препарата, в до-

зе 100 мг/кг, значительно снижался уровень глюкозы в 
крови за счет роста уровня секретируемого инсулина. 

Таким образом, полученные данные свидетельст- 
вуют о том, что нуклеотидный препарат обладает бо-
лее выраженным активирующим действием и спо-
собствует восстановлению функций фермента при та-
ком заболевании, как сахарный диабет [25].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведя анализ литературных данных, было уста-

новлено, что в настоящее время отсутствует доста-
точное количество информации о механизмах акти-
вирующего действия различных веществ на NOS. С 
этим связано и малое количество примеров таких ве-
ществ. Однако изучение и разработка препаратов 
способных активировать деятельность NOS не стоит 
на месте и становится все более актуальной задачей 
современности. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства образования и науки РФ по Программе 
реализации комплексных проектов по созданию высо-
котехнологичного производства (Постановление Пра-
вительства РФ № 218 oт 09.04.2010 г. шифр конкурса 
2016-218-09). Договор № 03.G25.310258.

Таблица 2. 

Классификация и механизм действия ингибиторов NO-синтаз

Тип ингибиторов Механизм ингибирования Дополнительные сведения и примечания

Аналоги и производные аргинина: Конкурирование с аргинином
Некоторыми видами клеток могут быть метаболизированы 
до L-аргинина или L-цитруллина, что иногда приводит к па-
радоксальной стимуляции NOS. Действуют при физиологи-
ческих значениях температуры и pH

-Nω-монометил-L-аргинин 
(L-NMMA)

Конкурентное, неселективное 
ингибирование всех NOS

-Nω-диметил-L-аргинин (L-ADMA) Конкурентное, неселективное 
ингибирование всех NOS

-Nω-нитро-L-аргинин (L-NNA)
-7-нитроиндазол
-Фенилдиазен

Необратимое, селективное 
ингибирование nNOS

Некоторыми видами клеток могут быть метаболизированы 
до L-аргинина или L-цитруллина, что иногда приводит к па-
радоксальной стимуляции NOS. Действуют при физиологи-
ческих значениях температуры и pH

-Nω-иминоэтил-L-орнитин (L-NIO)
-L-канаванин
-Nω-амино-L-аргинин

Необратимое, селективное 
ингибирование iNOS

Ингибируют макрофагальную iNOS более активно, чем кон-
ститутивную, нейрональную или эндотелиальную NOS. 
Действуют при физиологических значениях температуры 
и pH

Дифенилениодоний

Конкурирование с NADPH. 
Конкурентное необратимое 
ингибирование NAD(P)H-флавиновых 
центров фермента

Ингибирует также супероксид-генерирующую NADPH-ок-
сидазу и митохондриальную NADH-оксидазу. Степень инги-
бирования зависит от времени экспозиции и температуры

Антагонисты калмодулинов: Конкурирование с калмодулином
Ингибирует другие калмодулин-зависимые энзимы. Инду-
цируют Ca2+-независимую NOS в печени крыс. Нарушение 
транспорта переноса e-

-Трифторперазин 
-Хлорпромазин 
-Калмидозалий хлорид (R24571)

Неконкурентное ингибирование Ca2+-
зависимой nNOS и eNOS

Ингибиторы синтеза 
тетрагидробиопте-рина: Смешанный 

Ингибирует другие калмодулин-зависимые энзимы. Инду-
цируют Ca2+-независимую NOS в печени крыс. Нарушение 
транспорта переноса e-

-2,4-диамино-6-
гидроксипиримидин (DAHP)

Ингибирование GTP-
циклогидролазы-I

-метотрексат Ингибирование 
дигидроптеридинредуктазы

NO, CO, метиленовый синий, Zn2+ Ингибирование посредством 
взаимодействия с геном NO-синтазы

Ингибирование nNOS и макрофагальной iNOS. Лигандиро-
вание 6-свободной связи в PPIX-домене NOS
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Таблица 3. 

Состав комплексного нуклеотидного препарата,  
100 мг/г сухого препарата [25]

Компоненты комплексного нуклеотидного препарата
Адениновые нуклеотиды 

(АН), аминокислоты Витамины

АН 2800 В1 (тиамин) 0,58
Аминокислоты: В2 (рибофлафин) 7,15
Лизин 0,78 Ниацин (витамин РР) 10,8
Гистидин 0,39 Холин 253,0
Аргинин 0,64 Пантотеновая кислота 42,5
Аспарагиновая 
кислота 1,17 В6 (пиридоксин) 0,59

Треонин 2800 В1 (тиамин) 0,58
Серин 0,78 Ниацин (витамин РР) 10,8
Глутаминовая 
кислота 0,39 Холин 253,0

Пролин 0,64 Пантотеновая кислота 42,5
Глицин 1,17 В6 (пиридоксин) 0,59
Аланин 1,26 Фолиевая кислота 0,83
Валин 0,5

В12 (цианокобаламин) 0,05
Метионин 0,21
Изолейцин 0,34 Н (биотин) 0,05
Лейцин 0,42

К (филлохинон, пренил-
менахинон) 0,62Тирозин 0,35

Фенилаланин 0,35
Цистеин 0,46 Е (токоферол) 0,36
Фосфор 130 Миристиновая 0,023
Калий 294 Миристолеиновая 0,015
Натрий 36,5 Пентадикановая 0,045
Кальций 43,8 Пальмитиновая 2,2
Магний 47,6 Пальмитолеиновая 8,58
Медь 0,2 Маргариновая 0,22
Кобальт 0,16 Гептадеценовая 0,23
Железо 1,03 Стеариновая 1,075
Марганец 0,32 Олеиновая 6,525
Цинк 0,19 Линолевая 0,35
Никель 0,17 Линоленовая 0,48

Хром 0,23
Арахиновая 0,25
Гадолеиновая 0,65

Молибден 0,35
Арахидоновая 0,30
Бегеновая 0,05
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