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АКТИВНІСТЬ СИНТАЗИ ОКСИДУ АЗОТУ 
ЗА в п л и в у  ДАТ ТА ГЕНІСТЕЇНУ

Встановлено, що ДДТ та геністеїн інгібують активність синтази оксиду азоту 
(КФ 1.14.13.19) в печінці, легенях та головному мозку щурів, знижуючи 
кількість ферменту. В дослідах на гомогенатах печінки з’ясовано, що ДДТ 
ізостерично інгібує синтазу оксиду азоту, а геністеїн не впливає на її ак­
тивність.
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Синтаза оксиду азоту (N O -синтаза, КФ  1.14.13.19) каталізує утворення N 0  та 
L-цитрулліну з аргініну та О,, використовую чи Н А Д Ф Н +Н Ґ як донор електронів 
[1]. Для прояву каталітичної активності N O -синтази необхідний цілий ряд коф ак­
торів та простетичних груп: тіолзв’язаний гем, Ф АД, Ф М Н , кальмодулін та  С а2+, 
а також (6R)— 5,6,7,8-тетрагідро-Ь-біоптерин. Існують три ізоформи ферменту — 
дві конститутивні (ендотеліальна та нейрональна) та  індуцибельна. Кожна ізо- 
форма складається з двох гомодимерів, представлених трьома доменами: редук- 
тазним, який вміщує Ф АД та Ф М Н , що транспортую ть електрони від НАДФН+Н* 
до гему; оксигеназним, який аллостерично модулюється (6ІІ)-5,6,7,8-тетрагідро- 
L-біоптерином і вміщує гем, що окислює субстрат; третім невеликим доменом, 
що зв’язує кальмодулін. Усі ізоформи мають однаковий механізм каталітичної дії 
і відрізняються лиш е молекулярною вагою  доменів [1].

З’ясовано, що природні та синтетичні кортикостероїди інгібують експресію 
генів, які кодую ть домени N O -синтази [4]. М ожливо, що сполуки, які структурно 
споріднені з кортикостероїдами [9], такі як поліхлорбіфеніли та  ізофлавоноїди, 
можуть викликати такий же ефект [4]. Це цілком імовірно, зважаю чи на те, що 
поліхлорбіфеніли (а саме Д Д Т) ізостерично інгібують зв’язування глю кокорти- 
коїдів з відповідними білками-рецепторами головного мозку щурів як in vitro , 
так і in vivo [6]. Слід, однак, зазначити, що вплив поліхлорбіфенілів та ізофлаво- 
ноїдів на активність синтази оксиду азоту практично не з ’ясований. Тому метою 
наведеної роботи стало вивчення в дослідах in vivo та  in vitro впливу Д Д Т  (як 
найбільш розповсю дж еного поліхлорбіфенілу) та ізофлавоноїду геністеїну на ак­
тивність синтази оксиду азоту в органах білих щурів.

Матеріали та методи

Для вивчення впливу Д Д Т  та геністеїну на активність синтази оксиду азоту in 
vivo використовували 15 однопоносних щурів лінії Вістар у віці трьох місяців ва­
гою 150 ± 20 г. Тварин розподіляли на три групи (по 5 голів). П ерш а група була 
інтактною та отрим увала по 0,2 мл персикової олії. Д руга група отримувала роз-
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чин Д Д Т в персиковій олії із розрахунку 20 мг Д Д Т  на 1 кг ваги, а третя — р о з­
чин геністеїну в персиковій олії — 500 мкг геністеїну на 1 кг ваги. Ін ’єкції робили 
внутрішньочеревинно протягом трьох діб. Через дві години після останньої ін’єкції 
тварин декапітували. Печінку, легені та головний мозок гомогенізували в бідис- 
тильованій воді у співвідношенні 1:5. А ктивність синтази оксиду азоту визнача­
ли в реакційній системі, яка містила 2,5 мл трис-НСІ-буферу (pH 7,4) з 1 М СаС12, 
0,3 мл водного розчину аргініну (кінцеві концентрації аргініну в реакційних си­
стемах складали 4 ,8 , 16 та 32 мкМ ) та 0,1 мл 1 мМ  водного розчину Н А Д Ф Н +Н Ґ. 
Реакцію запускали доданням  0,1 мл гомогенату відповідних органів, вимірю вали 
екстинкцію  проб при довж ині світлової хвилі 340 нм (максимум поглинання 
Н А Д Ф Н +Н Ґ), інкубували протягом 20 хвилин при 40 °С, зупиняли реакцію  д о ­
данням 0,02 мл 0,02% водного розчину N aN 3 і знову реєстрували екстинкцію проб 
при 340 нм. Контрольні проби обробляли так само, як і дослідні, але замість 0,1 мл 
1 мМ  водного розчину Н А Д Ф Н + Н + додавали 0,1 мл бідистильованої води. Крім 
того , готували контроль на безсубстратне окислення Н А Д Ф Н + Н +. Ці реакційні 
системи містили замість 0,3 мл водного розчину аргініну 0,3 мл бідистильованої 
води. їх  обробляли так  само, як дослідні. П ро активність N O -синтази судили по 
кількості Н А Д Ф Н + Н +, що окислюється ферментом протягом однієї хвилини на 
1 мг білка. Зазначений метод має істотну перевагу перед іншим, в основі якого 
лежить визначення аніонів N 0 2'T a  N 0 3“, які утворю ю ться з N O . У творення цих 
аніонів цілком залежить не тільки від активності досліджуваного нами ферменту, 
але й від активності ксантиноксидази, активований молібденовий коф актор якої 
здатний окислю вати N O  [8, 5].

Вплив Д Д Т  та геністеїну на активність N O -синтази in vitro вивчали на гом оге­
натах печінки (саме в цьому органі присутні всі три ізоформи ферменту). Для 
цього в реакційні системи разом з буфером вносили зазначені вище агенти в кілько­
стях 4, 16 та 64 мкг та визначали активність N O -синтази (концентрація субстрату 
при цьому становила 32 мкМ ). Кінетику N O -синтазної реакції за впливу Д Д Т  та 
геністеїну вивчали при концентраціях субстрату 4, 8, 16 та 32 мкМ.

С татистичну обробку результатів провадили у відповідності з г-критерієм 
С тью дента [3].

Результати дослідження

Встановлено, що Д Д Т  та геністеїн достовірно знижують активність N O -син- 
тази в печінці, легенях та  головному мозку щурів (рис. 1— 3).

Дослідження кінетики N O -синтазної реакції показало, що в усіх випадках кон ­
станта М іхаеліса цього ферменту залиш алася постійною незалежно від групи 
щурів, в той час як максимальна швидкість (Ктах) N O -синтазної реакції достовір­
но падала за дії на щурів Д Д Т  та геністеїну (рис. 1— 3, табл. 1).

Дослідження впливу Д Д Т  та геністеїну на активність N O -синтази in vitro по­
казали, що Д Д Т інгібує фермент, а геністеїн не впливає на його активність (рис. 4).

Вивчення кінетики інгібування N O -синтазної реакції за участю Д Д Т  вказує 
на його ізостеричний характер (рис. 5). Розрахована нами величина [2] скла­
дає 9 мкМ .

Я к відомо, Д Д Т  дехлорується та  окислюється за участю гемопротеїдів — ци-
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Рис. 1. Залежність швидкості NO-синтазної реакції від концентрації субстрату в гомогенатах 
печінки контрольних (7), ін’єкованих ДДТ (2) та геністеїном (5) щурів в координатах 
Лайнуівера-Берка

Рис. 2. Залежність швидкості NO-синтазної реакції від концентрації субстрату в гомогенатах 
легень контрольних (7), ін’єкованих ДДТ (2) та геністеїном (3) щурів в координатах 
Лайнуівера-Берка

Рис. 3. Залежність швидкості NO-синтазної реакції від концентрації субстрату в гомогенатах 
головного мозку контрольних (7), ін’єкованих ДДТ (2) та геністеїном (5) щурів в 
координатах Лайнуівера-Берка
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Т аб л и ц я  1
Кт та Fmax синтази оксиду азоту в гомогенатах печінки, легень та головного мозку 

контрольних та ін’єкованих ДДТ і геністеїном щурів (л = 5)

Групи щурів Органи К NO-синтази, мкМт '
кгаах NO-синтазної реакції, 
нмоль ■ хв"1 на 1 мг білка

Інтактна Печінка 12,3 1,1 ±0,060
Легені 11,0 3,92 ±0,12
Головний мозок 10,0 3,60 ±0,14

Ін’єковано Печінка 12,3 0,625 ± 0,020*
ДДТ Легені 11,0 1,18 ±0,08*

Головний мозок 10,0 2,00 ±0,10*
Ін’єковано Печінка 12,3 0,454 ±0,015*
геністеїн Легені 11,0 1,55 ±0,06*

Головний мозок 10,0 1,30 ±0,07*

Примі т ка :  * — розбіжності достовірні у порівнянні з контролем (р < 0,05)

Кількість ДДТ та геністеїну, мкг

Рис. 4. Залежність швидкості NO-синтазної реакції від кількості ДДТ (7) та геністеїну (2) в 
реакційній системі

Рис. 5. Залежність швидкості NO-синтазної реакції від концентрації субстрату в гомогенатах 
печінки щурів у відсутності інгібіторів (1) та у присутності 64 мкг ДДТ (2) в координатах 
Лайнуівера-Берка
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тохром івР450 1А 1,1А 2та 1В1 в 1,1-дихлордифенілоксиацетат. Крім того, він може 
зв’язуватись з іншими гемопротеїдами, частково дехлоруватись та , відповідно, 
гідроксилю ватись за участю деяких з них [7]. Тому можна вваж ати, що Д Д Т  інгібує 
N O -синтазу як л іганд гему. Геністеїн, який структурно подібний до Д Д Т , але не 
містить хлору, не інгібує N O -синтазу.

Результати, що отримані в дослідах in vivo, мож на трактувати  так. Я кщ о при 
інгібуванні К т не зміню ється, a Vmax зниж ується, то це може бути наслідком або 
неконкурентного інгібування, або зменш енням кількості ферменту. Результати, 
що отрим ані в дослідах in vitro, свідчать про те, що неконкурентне інгібування 
N O -синтази у присутності Д Д Т  та  геністеїну відсутнє. В зв’язку з цим можна вва­
жати, щ о ці хімічні сполуки зменш ую ть вміст N O -синтази в печінці, легенях та 
головному м озку щурів шляхом пригнічення її синтезу. М ожна говорити  про зни­
жену експресію генів індуцибельної ізоформи N O -синтази, тому що експресія саме 
цих генів знаходиться під контролем  горм онів, радикалів та  деяких іншіх сполук 
[4]. Щ одо конститутивних ізоформ N O -синтази, то їх активність в основному ре­
гулюються ковалентним и м одифікаціями апоферменту, а експресія відповідних 
генів практично не залеж ить від горм онів та  їм подібних сполук [1, 4].
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АКТИВНОСТЬ СИНТАЗЫ ОКСИДА АЗОТА ПРИ ДЕЙСТВИИ ДДТ 
И ГЕНИСТЕИНА

Резюме
Установлено, что ДДТ и генистеин ингибируют активность синтазы оксида азота в пе­

чени, легких и головном мозге крыс, снижая количество фермента. В опытах in vitro ДДТ 
изостерически ингибирует синтазу оксида азота, а генистеин не влияет на ее активность.

Ключевые слова: синтаза оксида азота, ДДТ, генистеин.
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DDT AND GENISTEIN EFFECTS ON NITRIC OXIDE SYNTHASE ACTIVITY 

Summary
It has been founf out that D D T and genistein inhibit nitric oxide synthase activity in the rat 

liver, lung and brain by decreasing its quantity. In the rat liver homogenates in vitro DDT 
isostericly inhibit nitric oxide synthase, but genistein does not change its activity.

Key words: nitric oxide synthase, DDT, genistein.


