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Продемонстрировано полное сохранение у препарата «Оксаком» гипотензивной активности,
обусловленной наличием у этого препарата биядерной формы динитрозильного комплекса железа
с глутатионом, при хранении этого лиофильно высушенного препарата в откачанной от воздуха
ампуле в течение 15 лет при комнатной температуре. Предполагается, что окисление лигандов
глутатиона в составе динитрозильных комплексов железа постепенно проникавшем в препарат
воздухом, которое могло бы привести к распаду этих комплексов, предотвращалось значительным
количеством имевшегося в этом препарате свободного (не включенного в динитрозильные
комплексы железа) глутатиона. 
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В 2008–2010 гг. в Российском Кардиологиче-
ском научно-производственном комплексе Мин-
здрава РФ (РКНПК, Москва, Россия) на основе
биядерного динитрозильного комплекса железа
(ДНКЖ) с глутатионом (Б-ДНКЖ-GSH) был со-
здан препарат, названный «Оксакомом», характе-
ризующийся высокой вазодилататорной и гипо-
тензивной активностью [1]. Присутствующий в
нем Б-ДНКЖ-GSH был получен в реакции
S-нитрозоглутатиона (GS-NO), двухвалентного
железа (Fe2+) и глутатиона (GSH). На первой ста-
дии этого процесса при смешивании указанных
реагентов в растворе в соответствии со схемой 1
возникали моноядерные ДНКЖ с глутатионом
(М-ДНКЖ-GSH) с последующим образованием
из них Б-ДНКЖ-GSH в соответствии со
схемой 2. 

М-ДНКЖ-GSH возникали в результате реак-
ции диспропорционирования (взаимного одно-

электронного окисления-восстановления) двух
молекул GS-NO, попарно связанных с ионом
Fe2+. В результате этой реакции возникали не-
устойчивые окисленная и восстановленная фор-

мы GS-NO – NO+-GS. и NO-GS–, распадавшие-
ся с высвобождением из лигандного окружения

железа тиильного радикала (GS.) и ионизованно-
го GS– при сохранении в этом окружении катио-
на нитрозония (NO+) и молекулы NO, что и при-
водило к образованию М-ДНКЖ-GSH c резо-
нансной структурой [(GS–)2Fe2+(NO)(NO+)].
Такая же резонансная структура железо-динит-
розильного фрагмента оставалась характерной
для Б-ДНКЖ-GSH [2, 5].

Характерное для железо-динитрозильного
фрагмента одинаковое наличие молекулы NO и
катиона нитрозония делает возможным для М-
и Б-ДНКЖ в соответствии с химическим равно-
весием между этими комплексами и составляю-
щими их компонентами равноэффективно функ-
ционировать в качестве как доноров NO, так и до-
норов NO+ [5, 7].

Сокращения: ДНКЖ – динитрозильный комплекс железа,
Б-ДНКЖ-GSH – биядерный динитрозильный комплекс
железа с глутатионом, GS-NO – S-нитрозоглутатион,
GSH – глутатион, М-ДНКЖ-GSH – моноядерный динит-
розильный комплекс железа с глутатионом, САД – среднее
артериальное давление.
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Схема 1. Образование моноядерных ДНКЖ с глутатионом (RS– – молекулы глутатиона, 
ионизованные по тиоловой группе [2–6]).

Схема 2. Образование биядерных ДНКЖ с глутатионом из М-ДНКЖ-GSH.

В соответствии с протоколом синтеза
Б-ДНКЖ-GSH в 500 мл 19 мМ цитрат-фосфатно-
го буфера при рН 7.4, содержавшего (в пересчете
на один атом железа) 5 мМ синтезированного
Б-ДНКЖ-GSH, были представлены 33 мМ GSH,
5 мМ дисульфида GSH, 5 мМ GS-NO и 12.5 г
декстрана (мол. масса 40 кДа). Раствор, разлитый
в ампулы по 3 мл, лиофильно высушивали, после
чего вакуумированные ампулы с высушенным
препаратом (препаратом «Оксаком»), плотно за-
крывали резиновой пробкой с алюминиевым
ободком для последующего хранения на воздухе
при комнатной температуре [1]. Результаты про-
верки гипотензивного действия этого препарата
через несколько месяцев после изготовления
приведены в работе [1].

Цель настоящего исследования состояла в 
оценке гипотензивной активности и физико-хи-
мических параметров полученных таким образом 
препаратов «Оксакома» через 13–15 лет их хране-
ния при комнатной температуре в темноте. Пред-
полагалось, что это исследование позволит по-
нять, какие факторы могут влиять на сохранение 
этой активности у препаратов «Оксакома» при их 
длительном хранении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. В экспериментах использовали

синтезированные в 2008 и 2009 гг. и хранившиеся
в РКНПК Минздрава РФ гипотензивные пре-
параты «Оксакома», содержащие в качестве био-
логически активного компонента Б-ДНКЖ-
GSH, – соответственно препараты 1 и 2 [1]. GSH,
использованный в опытах на растворах «Оксако-
ма», был приобретен на фирме Sigma (США). 

Оптические измерения. Оптические измерения
растворов «Оксакома» проводили при комнатной
температуре на спектрофотометре UF-2501PC
(Shimadzu, Europa GmBH, Германия) с использо-
ванем плоской кварцевой кюветы с длиной опти-
ческого пути 10 мм. Концентрацию Б-ДНКЖ-
GSH в растворах препаратов «Оксакома» оцени-
вали по интенсивности одной из полос поглоще-
ния комплекса (на 360 нм) с коэффициентом экс-
тинкции (в пересчете на один атом железа в

Б-ДНКЖ) ε = 3700 М–1см–1 [5]. Оптические из-
мерения проводили после десятикратного раз-
бавления дистиллированной водой растворов
препаратов 1 и 2, увлажненных перед этим 3 мл
дистиллированной воды.

ЭПР-измерения. Спектры ЭПР замороженных
растворов препаратов 1 регистрировали на радио-
спектрометре Х-диапазона Varian 109E (Varian,
США) при 77 К. Оценку концентрации
М-ДНКЖ-GSH, ответственных за их ЭПР-сиг-
нал, проводили методом двойного интегрирова-
ния с использованием в качестве стандарта за-
мороженного раствора моноядерных ДНКЖ с
глутатионом с известной концентрацией ком-
плексов. 

Определение среднего артериального давления у
крыс, характерного для крови, циркулирующей в
большом круге кровообращения, проводили по
методике, описанной в работе [8]. Были исполь-
зованы крысы-самцы стока Wistar массой 300–
350 г и возрастом пять-шесть месяцев. Животных
содержали в биоклинике РКНПК в клетках по
пять особей со свободным доступом к сухим кор-
мам и воде. Световой режим контролировали
(12 часов освещения, 12 часов затемнения)
при достаточной смене объемов воздуха и темпе-
ратуре 19–23°С. Под золетиловым наркозом
(5‒7 мг/кг) выполняли катетеризацию левого же-
лудочка при помощи стандартного Милларов-
ского катетера, вводимого через правую сонную
артерию, и усилителя SP200 (Transonic, Канада).
Использовали программное обеспечение Lab-
Chart ADInstruments 8.1.2 (Австралия) для реги-
страции среднего давления в аорте.

Соблюдение этических норм при работе с живот-
ными. В ходе работы неукоснительно соблюда-
лись положения Руководства по уходу и исполь-
зованию лабораторных животных (Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, Washington
D.C., 2011) и другие нормы международного пра-
ва, регулирующие содержание и использование
лабораторных животных с точки зрения гуманно-
го обращения с животными и их рационального
использования.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Физико-химические параметры препаратов 1 и 2.
Регистрация оптических спектров препаратов
«Оксакома» из двух их наборов, синтезированных
в 2008–2009 гг., продемонстрировала существен-
ное различие в концентрации Б-ДНКЖ-GSH в
составе этих препаратов. Как следует из интен-
сивности полос этих спектров на 310 и 360 нм, для
одного из этих наборов (препарат 1) обнаружива-
лось практически полное сохранение Б-ДНКЖ-
GSH в препаратах (4.8 ± 0.3 мМ против исходного
уровня – 5.0 ± 0.3 мМ), тогда как для другого на-
бора (препарат 2) концентрация Б-ДНКЖ-GSH
составляла лишь 3.0 ± 0.4 мМ (рис. 1, спектры 1).

Подкисление препаратов 1 до рН 1–2 не ска-
зывалось на содержании в них Б-ДНКЖ-GSH
(рис. 1а, спектр 2). Оно заметно снижалось при
аналогичном воздействии на препараты 2
(рис. 1б, спектр 2). Прогрев этих подкисленных
препаратов при 80°С на воздухе в течение не бо-
лее 1 мин приводил, судя по спектрам поглоще-
ния этих препаратов, к полному исчезновению из
них Б-ДНКЖ-GSH и появлению спектра погло-
щения, напоминающего спектр поглощения GS-
NO c максимумом соответственно на 328 и 320 нм
(рис. 1, спектры 3). Сдвиг этого максимума с
334 нм, характерного для GS-NO, в коротковол-
новую область был обусловлен наложением на
спектр поглощения GS-NO полосы поглощения
ионов Fe3+ на 302 нм, высвобождающегося из
распадающихся Б-ДНКЖ-GSH [9]. Интенсив-
ность этой полосы усиливалась в препаратах 2 по-
сле введения в раствор 30 мМ GSH, вызывавших
дополнительное понижение рН.

Трансформация исходного спектра поглоще-
ния Б-ДНКЖ-GSH при прогреве препаратов 1
и 2 при 80°С в спектр, близкий по параметрам к
спектру GS-NO, как было показано нами ранее,
была обусловлена высвобождением из распадаю-
щихся Б-ДНКЖ-GSH катионов нитрозония,
связывающихся с GSH с образованием GS-NO.
В соответствии с работами [10, 11], этот процесс
мог столь быстро (в течение менее минуты) про-
исходить при прогреве препаратов 1 и 2 при 80°С
только при концентрации свободного (не вклю-
ченного в Б-ДНКЖ) GSH в растворе, превышаю-
щей содержание Б-ДНКЖ не более чем в 2–3 ра-
за. Это означает, что при длительном хранении
(пятнадцатигодовом хранении лиофилизованных
препаратов 1 и 2 при комнатной температуре) со-
держание свободного GSH в них существенно
снижалось: его соотношение с уровнем Б-ДНКЖ
должно было составлять 2–3 против 6.6 в исход-
ных, только что синтезированных препаратах,
очевидно, в результате контакта препаратов с воз-
духом, постепенно проникавшим в закрытые, от-
качанные ампулы, содержавшие эти препараты.
Очевидно, более эффективно воздух проникал в
препара-ты 2, что и могло приводить к более вы-
раженному снижению количества Б-ДНКЖ-
GSH. Это предположение подтверждается ре-
зультатами опытов по подщелачиванию раство-
ров препаратов 1 и 2, показанных на рис. 2, до
рН 10–11.

Эта процедура приводила к изменению формы
спектра поглощения препарата 1 – его смещению
в длинноволновую область (рис. 2а, спектр 2), ха-
рактерную для спектра оптического поглощения
М-ДНКЖ-GSH. Этот спектр (без примеси спек-

Рис. 1. Типичные спектры поглощения, характерные для представителей препаратов «Оксакома» из двух их наборов –
препаратов 1 (а) и 2 (б), синтезированных в 2008–2009 гг.: спектры 1 – исходные препараты, растворенные в 3 мл ди-
стиллированной воды и разбавленные ею в 10 раз; спектры 2 – те же препараты после снижения рН их растворов до
1–2; спектры 3 – подкисленные препараты 1 и 2 после 50 с прогрева на воздухе при 80°С; спектры 4 – предыдущие
препараты после добавления к ним 30 мМ GSH.
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тра Б-ДНКЖ) регистрировался при рН 10–11 по-
сле добавления к 0.5 мМ раствору препарата 1 в
оптической кювете 30 мМ GSH (рис. 2а,
спектр 3). Подщелачивание такого же раствора
препарата 2 не приводило к изменению формы
спектра Б-ДНКЖ-GSH (рис. 2б, спектр 2). Его
оптическое поглощение начинало сдвигаться в
длинноволновую область лишь после добавления
в этот раствор в оптической кювете 30 мМ GSH
(рис. 2б, спектр 3). 

Характерно, что после подкисления препара-
тa 1, характеризующегося спектром поглощения
М-ДНКЖ-GSH (рис. 2а, спектр 3), последний
трансформировался в спектр, характерный для
Б-ДНКЖ-GSH (рис. 2а, спектр 4). Последующий
прогрев этих растворов на воздухе при 80°С при-
водил к трансформации спектра Б-ДНКЖ-GSH в
спектр, близкий к спектру поглощения GS-NO
(рис. 2б, спектр 5). Однако в этом случае для по-
явления последнего требовалось прогревать рас-
твор Б-ДНКЖ-GSH более 10 мин – вместо 1 ми-
нуты прогрева, что было достаточно для появле-
ния GS-NO в препарате 1 без добавления к нему
30 мМ GSH (рис. 1а, спектр 3). Это замедление
было обусловлено, очевидно, стабилизирующим
действием избытка GSH на Б-ДНКЖ-GSH. При
снижении концентрации GSH, добавлямого к
0.5 мМ раствору препарата 1, в 10 раз (до 3.3 мМ),
время его прогрева, необходимого для появления
спектра GS-NO, снижалось до 5 мин (спектр не
приводится).

Судя по изменениям спектров, приведенных
на рис. 2, для обоих препаратов подщелачивание
без добавления GSH не приводило к полному

превращению Б-ДНКЖ в М-ДНКЖ. Такое пре-
вращение имело место, особенно для препарата 1,
только после подщелачивания раствора в присут-
ствии 30 мМ GSH. Этот результат, как и приве-
денные выше на рис. 1 данные, свидетельствует о
резком снижении уровня свободного GSH в пре-
паратах при их длительном хранении в лиофили-
зованном состоянии — его становилось недоста-
точно для превращения в соответствии со
схемой 2 Б-ДНКЖ в моноядерную форму ДНКЖ.

Это превращение иллюстрируется регистра-
цией сигнала ЭПР при g⊥ = 2.04 и g|| = 2.014,
gср = 2.03 (рис. 3), характерного для М-ДНКЖ-
GSH [5], в препарате 1 после его подщелачиваня
как в отсутствие, так и в присутствии 30 мМ GSH.
Как следует из рис. 3, добавление этого тиола к
препарату 1 практически не сказывалось на ин-
тенсивности регистрируемого сигнала ЭПР, т. е.
на концентрации М-ДНКЖ-GSH, ответственно-
го за этот сигнал.

Как следует из сопоставления приведенных на
рис. 2б спектров 2 и 3, этот ЭПР-результат не со-
гласуется с интенсивностью оптического погло-
щения препарата 1, обусловленного появлением
М-ДНКЖ-GSH в этом препарате при его подще-
лачивании в отсутствие и в присутствии 30 мМ
GSH (в спектр 2 значительный вклад вносит со-
хранившийся Б-ДНКЖ-GSH). Это несоответ-
ствие могло быть обусловлено «эффектом выса-
ливания» (эффектом концентрирования) моле-
кул GSH и М-ДНКЖ-GSH при замораживании
раствора препарата 1 в жидком азоте. В результате
даже небольшого количества GSH в препарате 1
было достаточно, чтобы значительная часть

Рис. 2. Типичное изменение спектров поглощения препаратов 1 (а) и 2 (б) при их подщелачивании: спектры 1 –
исходные препараты, растворенные в 3 мл дистиллированной воды и разбавленные затем дистиллированной водой в
10 раз; спектры 2 – те же препараты после их подщелачивания до рН 10–11; спектры 3 – препараты после
подщелачивания до рН 10–11 в присутствии добавленного GSH (30 мМ); спектры 4 – предыдущие препараты после
их подкисления до рН 1–2. Спектр 5 на рис. (а) – препарат, характеризующийся спектром 4, прогретый при 80°С. Этот
спектр был зарегистрирован только через 10 мин прогрева.
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Б-ДНКЖ, реагируя с этим концентрированным
реагентом, переходила бы в парамагнитную мо-
ноядерную форму ДНКЖ. После оттаивания рас-
творов препаратов 1 и 2 М-ДНКЖ-GSH транс-
формировался в исходную биядерную форму, ха-
рактеризующуюся спектром поглощения,
приведенным на рис. 2а, спектр 4.

Гипотензивная активность препарата 1. Про-
верка гипотензивной активности препарата 1 по-
казала, что эта активность полностью сохрани-
лась, и при дозе Б-ДНКЖ-GSH 0.6 микромо-
лей/кг веса животного (крысы) она была
практически идентична гипотензивной активно-
сти исходного препарата того же комплекса, при
проверке этой активности в опытах на животных

при введении им «Оксакома» в дозе Б-ДНКЖ-
GSH 0.8 микромолей на кг в опытах, проведен-
ных в 2011 г. (рис. 1 в работе [1]). 

Как следует из рис. 4, при внутривенном вве-
дении препарата 1 вначале наблюдалось быстрое
снижение среднего артериального давления
(САД) на 60 мм рт. ст. с последующим его подъ-
емом на 30 мм рт. ст. и последующей длительной
стабилизацией САД на пониженном уровне, т. е.
наблюдалась та же кинетика изменения САД, что
и в аналогичных опытах, проведенных в 2011 г.

При понижении дозы препарата 1 в два раза
наблюдалась аналогичная кинетика, но амплиту-
да снижения САД уменьшалась примерно в два
раза.

ОБСУЖДЕНИЕ
Основной результат работы состоит в том, что

в исходно откачанных от воздуха и лиофильно
высушенных в присутствии декстрана препаратах
«Оксакома», содержащих в качестве биологиче-
ски активного компонента Б-ДНКЖ-GSH, со-
держание этого компонента может сохраняться
без изменения в течение более десятка лет (и даже
не менее 15 лет). В результате за это время полно-
стью сохраняется обусловленная Б-ДНКЖ-GSH
гипотензивная активность «Оксакома». Един-
ственное, что происходит с этими препаратами
при их хранении при комнатной температуре –
это снижение примерно в три раза содержания в
них «свободного» GSH, не включенного в
Б-ДНКЖ-GSH. При концентрации комплексов
~5 мМ концентрация свободного GSH снижается
не более чем до 2 мМ, о чем свидетельствует быст-
рый распад препарата 1 при 0.5 мМ концентрации
Б-ДНКЖ-GSH в ходе прогрева подкисленного

Рис. 3. Сигнал ЭПР препарата 1 до подщелачивания
(сигнал 1) и после подщелачивания до рН 10−11 в от-
сутствии и присутствии 30 мМ GSH (соответственно
сигналы 2 и 3). Сигнал 3 зарегистрирован при усиле-
нии радиоспектрометра, в 1.5 раза меньшем, чем сиг-
налы 1 и 2.

Рис. 4. Влияние водного раствора препарата 1, вводившегося внутривенно крысе и соответствующего дозе 0.6 микро-
молей/кг Б-ДНКЖ-GSH, на частоту сердечных сокращения (ЧСС, верхняя кривая) и среднее артериальное давление
(САД, нижняя кривая).
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раствора препарата при 80°С не более чем за 50 с.
При повышении концентрации свободного GSH
в этом растворе до 3.3 мМ время такого распада,
сопровождавшегося появлением в растворе GS-
NO, повышалось до 4.5 мин, а при повышении
концентрации этого тиола в растворе препарата 1
до 30 мМ — до 12 мин.

По-видимому, снижение содержания свобод-
ного GSH в препарате 1, как и в препарате 2, было
обусловлено постепенным, длительным проник-
новением влажного воздуха в исходно лиофили-
зованный, вакуумированный препарат через
алюминиевую и резиновую крышки препарата,
что приводило к постепенному окислению сво-
бодного GSH. В препарате 2 этот процесс мог ид-
ти быстрее, возможно, из-за более худшего,
чем в препарате 1, изготовления системы изоля-
ции препарата 2 (алюминиевой и резиновой кры-
шек) от воздуха. Не исключено также, что в пре-
парате 2 в ходе синтеза входящего в него
Б-ДНКЖ-GSH было снижена общая исходная
концентрация GSH – вместо 50 мМ было исполь-
зовано не более 40–45 мМ этого тиола. В резуль-
тате в препарате 2 уровень свободного GSH мог
при его длительном хранении быстрее достигать
низких значений, что приводило к последующе-
му распаду Б-ДНКЖ-GSH до ~ 3 мМ. Результаты
наших предыдущих исследований показали, что
при снижении исходной концентрации GSH, как
и других тиолов (RSH), при синтезе Б-ДНКЖ-
RSH стабильность этих комплексов резко снижа-
лась [10, 11]. 

Не исключено, что сохранение уровня
Б-ДНКЖ-GSH в препарате 1 (и как следствие
этого – сохранение гипотензивной активности
этого препарата) было обусловлено высокой ис-
ходной концентрацией GSH, использованной
при синтезе его биологически активного компо-
нента – Б-ДНКЖ-GSH (50 мМ) [1]. За 15 лет хра-
нения этого препарата содержание в нем свобод-
ного GSH в результате его постепенного окисле-
ния подошло к критическому нижнему уровню –
~2 мМ, после которого при более длительном
хранении препарата 1 начался бы распад
Б-ДНКЖ-GSH, а следовательно, и снижение его
гипотензивной активности. 

Итак, проведенные нами исследования проде-
монстрировали высокую стабильность препарата
«Оксаком» как носителя Б-ДНКЖ-GSH, ответ-
ственного за гипотензивную активность этого
препарата. Эта стабильность обеспечивалась лио-
фильным высушиванием водного раствора пре-
парата с последующим его вакуумированием. Су-
щественное значение могло иметь и повышенное
содержание в препарате «Оксаком» свободного
GSH, «защищавшего» от окисления поступаю-
щим в препарат воздухом молекулы этого тиола,
включенного в лигандную сферу Б-ДНКЖ-GSH. 

Очевидно, что обнаружение высокой (много-
летней) стабильности Б-ДНКЖ-GSH в составе
лиофильно высушенного препарата «Оксаком»
имеет существенное значение для создания на ос-
нове ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами, ха-
рактеризующихся разнообразными проявления-
ми биологической активности, соответствующих
лекарственных средств с различным терапевтиче-
ским действием [12].
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 Stability of Hypotensive Activity in Freeze-Dried Preparations of Dinitrozyl Iron 
Complexes with Glutathione (“Oxacom”) throughout the Period of Storage for 15 Years 

at Ambient Temperature 
 A.F. Vanin*, A.A. Abramov**, A.A. Timoshin**, V.L. Lakomkin**, and N.A. Tkachev*

*N.N. Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences,
ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

**E.I. Chazov National Medical Research Center of Cardiology, Ministry of Health of the Russian Federation,
ul. Akademika Chazova 15a, Moscow, 121552 Russia

It has been demonstrated that “Oxacom”, a freeze-dried preparation, retains, throughout its period of storage
in the ampoule in the absence of oxygen for 15 years at ambient temperature, the same hypotensive activity
due to the presence of a binuclear form of dinitrosyl iron complex with glutathione. It is suggested that an
oxidation reaction where glutathione ligands as constituents of dinitrosyl iron complexes react with the
oxygen, the content of which gradually increase in the preparation, could lead to the degradation of these
complexes, but it was prevented due to the presence of a considerable amount of free, not included in dini-
trosyl iron complexes glutathione molecules in this preparation.

Keywords: nitric oxide, dinitrosyl iron complexes, glutathione, hypotension




