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ВВЕДЕНИЕ

NO-синтазы млекопитающих (NOS) – ферменты, которые катализируют синтез свободного радикала,
монооксида азота (NO*). NO* участвует в регуляции сосудистого тонуса, нейротрансмиттерных систем,
клеточного иммунитета, клеточного дыхания, функционального статуса тромбоцитов.
Нарушения механизмов регуляции NOS лежат в основе патогенеза заболеваний печени, сердечно-
сосудистой системы, ожирения, инсулиновой резистентности, рака, нейродегенеративных заболеваний. Это
позволяет рассматривать NOS как терапевтическую мишень, а ингибиторы или активаторы этого фермента
(в зависимости от патологического контекста) как эффективные терапевтические агенты. У
млекопитающих выявлено три изоформы NOS (эндотелиальная NOS, нейрональная NOS и индуцибельная
NOS), для которых показана избирательная чувствительность к различным ингибиторам в клеточных
культурах и на животных моделях. Однако, в настоящее время ингибиторы NOS не получили рекомендаций
для использования в терапии.

1. ИСТОРИЯ ОТКРЫТИЯ NO-СИНТАЗ МЛЕКОПИТАЮЩИХ

В 1980 г. Furchgott и Zawadzki [1] описали релаксацию сосудов in vitro, которая зависела от состояния
сосудистого эндотелия. Ацетилхолин вызывал релаксацию изолированных фрагментов кровеносных
сосудов только в случае сохранения структурно-функциональной целостности сосудистого эндотелия.
Дальнейшие исследования показали, что ацетилхолин, брадикинин, гистамин и 5-гидрокситриптамин
индуцировали освобождение химического фактора, который был нестабилен и реализовал свою активность
через стимуляцию растворимой гуанилатциклазы. Гемоглобин и метиленовый синий ингибировали
активность этого фактора. Этот фактор был назван: релаксирующий фактор эндотелиального
происхождения (EDRF) [2].
В 1985 году группа Moncada заинтересовалась этим нестабильным фактором и предложила принципиально
новый экспериментальный протокол: эндотелиальные клетки (полученные из аорты свиньи)
культивировали на микробусинах и проводили перфузию в модифицированной хроматографической
колонке. Собранный перфузат использовали для перфузии каскада сосудистых фрагментов, из которых
предварительно был удален эндотелий [3].
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Комбинирование клеточной культуры с каскадом сосудистых фрагментов (системой детекции) позволило
установить факт высвобождения EDRF из эндотелиальных клеток после стимуляции брадикинином. Было
показано, супероксид ион (O2–) участвует в инактивации EDRF [4]. Некоторые из известных ингибиторов
EDRF обладали окислительно-восстановительными свойствами и генерировали в среде культивирования
O2–, который инактивировал EDRF [5]. Эти экспериментальные факты позволили предположить, что все
ингибиторы EDRF, независимо от их фармакологического класса, обладают окислительно-
восстановительными свойствами, которые определяют их активность в качестве ингибиторов/блокаторов
EDRF. Исключением из этого списка ингибиторов был гемоглобин: он связывался с EDRF, что приводило к
инактивации последнего. На основе полученных результатов было сделано предположение, что EDRF
может быть свободным радикалом [5].
В 1987 году на симпозиуме, посвященном механизмам вазодилатации, Furchgott высказал предположение,
что EDRF может быть оксидом азота (NO) на основании следующих экспериментальных данных:
- супероксиддисмутаза защищает EDRF от быстрой инактивации (СОД, катализирует реакцию 2HO2– → O2 +
H2O2);
- гемоглобин избирательно ингибирует EDRF;
- в растворах неорганического нитрита (NO2–) фрагменты аорты кролика с удаленным эндотелием
способны релаксировать [6].
Palmer получил водные растворы NO* и продемонстрировал одинаковые сосудистые эффекты EDRF и NO*.
Palmer модифицировал метод определения NO* в пищевой и автомобильной промышленности для оценки
очень низких концентраций NO* в биологических системах. С помощью этого метода было доказано, что
NO* действительно синтезируется эндотелиальными клетками при стимуляции брадикинином [7].
На следующем этапе исследований предстояло выяснить, как синтезируется NO*. Предполагалось, что:
а) NO2– или NO3– могут ферментативно восстанавливаться до NO*;
б) для синтеза NO* может использоваться аммиак или аминокислота;
в) NO* может синтезироваться из L-аргинина.
Третий вариант рассматривался как наиболее вероятный, поскольку было известно, что активированные
макрофаги генерируют NO2– и NO3– из L-аргинина [8]. Это позволило предположить, что NO* может быть
нестабильным интермедиатом в синтезе стабильных NO2– и NO3– из L-аргинина. Для проверки этой
гипотезы эндотелиальные клетки в течение 24 ч культивировали на среде без L-аргинина (для создания
дефицита этой аминокислоты). Последующее внесение L-аргинина в среду приводило к индукции синтеза
NO*, который регистрировался и в биологических тестах, и химическими методами. Фермент, который
синтезировал NO* из L-аргинина, был назван NO-синтазой (NOS) [9]. В 1998 году R. Furchgott, L. Ignarro и F.
Murad была присуждена Нобелевская премия «За открытие роли оксида азота как сигнальной молекулы в
регуляции сердечно-сосудистой системы».

2. СТРУКТУРА NO-СИНТАЗ

Три изоформы NOS человека (нейрональная, эндотелиальная, индуцибельная) кодируются тремя
различными генами, каждый из которых представлен единственной копией в гаплоидном геноме. Высокая
степень структурной гомологии генов изоформ NOS предполагает их происхождение от общего предкового
NOS-гена [10, 11].
Все изоформы NOS являются бидоменными белками, в состав которых входят оксигеназный и редуктазный
домены (рис. 1). Оксигеназный домен включает сайты связывания гема, L-аргинина, кофактора BH4
(тетрагидробиoптерин). Оксигеназный домен через кальмодулин-узнающий сайт присоединяется к
редуктазному домену. Редуктазный домен включает сайты связывания с FAD, FMN и NADPH [12, 13].

Рис. 1. Димерная, каталитически активная форма NOS [14].
Мономерная форма не проявляет ферментативной активности. Мономер NOS включает два домена:
оксигеназный домен (oxigenase domain, N-конец) и редуктазный домен (reductase domain, C-конец), которые
разделены кальмодулин-связывающим мотивом (СаМ).
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