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Цитотоксическое действие динитрозильного комплекса железа (ДНКЖ) с меркаптосукцинатом (МС) на
опухолевые клетки человека MCF-7 в 2 раза выше цитотоксического эффекта смеси предшественников
его синтеза (МС + Fe2+). Методом щелочных комет показано, что смесь (МС + Fe2+) индуцировала в клет-
ках однонитевые разрывы (ОР) ДНК. Эти повреждения полностью репарировались спустя 24 ч. Хотя ком-
плекс ДНКЖ-МС индуцировал в ДНК клеток меньше ОР, часть из них сохранялась нерепарированными
в 19% клеток спустя 24 ч. Методом нейтральных комет показано, что эти разрывы являются двунитевыми
(ДР) и локализованы в 17% клеток. Качественная корреляция генотоксичности по выходу нерепарирован-
ных ОР в ДНК с цитотоксичностью, определенной по МТТ-тесту, на клетках MCF-7 говорит о том, что
токсичность динитрозильного комплекса по отношению к клеткам MCF-7 может быть частично ассоци-
ирована с возникающими ДР в ДНК. Потенциально летальные ДР могут ворзникать в результате атаки
клеточными эндонуклеазами однонитевых участков и АП-сайтов в ДНК, которые фомируются как интер-
медиаты механизма репарации NER, активируемого в ответ на появление в ДНК сложных аддуктов осно-
ваний под действием ДНКЖ-МС.
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Известны заболевания, ассоциированные с де-
фицитом оксида азота в тканях больных. К ним от-
носятся сахарный диабет (Giacco, Brownlee 2010;
Du et al., 2001), гипертоническая болезнь (Török,
2008), глаукома (Reina-Torres et al., 2021), эндомет-
риоз (Burgova et al., 2019), онкологические заболева-
ния (Carmeliet, Jain, 2011; Huang, et al., 2017). В ис-
следованиях in vitro и in vivo показано, что синтетиче-
ские динитрозильные комплексы железа (ДНКЖ),
обеспечивая доставку NO в ткани, открывают воз-
можность терапии таких заболеваний и (или) сни-
жают их патологические проявления (Wu et al., 2016;
Kelsey, 2014). В экспериментах на крысах химиче-
ские доноры оксида азота оказывали нейропротек-
торное действие при ишемическом инсульте
(Godínez-Rubí, 2013). Ранее на клетках аденокарци-
номы человека MCF-7 мы показали, что цитотокси-
ческий эффект синтетического комплекса ДНКЖ-

MС опосредован ионом нитрозония (NO+), высво-
бождающимся при распаде комплекса в клетках
(Vanin et al., 2021). Цитотоксический эффект выра-
жался в виде апоптоза, который регистрировали
спустя 24 ч после добавления комплекса к клеткам. В
этой же работе было показано, что время полу-жиз-
ни комплекса ДНКЖ-МС в водной среде при ком-
натной температуре составляет 2 ч. Этот факт ставит
вопрос о связи цитотоксического эффекта с самим
комплексом или с продуктами его распада в клетке
(Vanin et al., 2021).

В настоящей работе мы, используя метод ДНК-
комет, оценили гено- и цитотоксическое действие
комплекса ДНКЖ-MС и смеси предшественников
его синтеза – МС и ферросульфата (FeSO4) – на клет-
ки MCF-7, а также их влияние на репарацию ДНК.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Синтез ДНКЖ-MС. Динитрозильный комплекс
железа (ДНКЖ) с меркаптосукцинатом (MC)
(ДНКЖ-МС) синтезирован из ферросульфата и MC
по разработанному нами протоколу (Vanin et al.,

Принятые сокращения: АП-сайты – апуриновые и апиримиди-
новые сайты; ДР – двунитевые разрывы; ДНКЖ – динитро-
зильный комплекс железа; МС – меркаптосукцинат; ОР – од-
нонитевые разрывы; ЩЛС – щелочелабильные сайты; BER –
эксцизионная репарация оснований; NER – эксцизионная
репарация нуклеотидов; NO – оксид азота.
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2021). В водном растворе ДНКЖ-MС присутствует в
моноядерной (1) и биядерной (2) формах:

(1)

(2)

где (RS−) – тиол-содержащий лиганд, в данной ра-
боте работе RS− – MC (3):

(3)

Образование стабильного комплекса ДНКЖ-МС
регистрировали спектрофотометрически. Концен-
трацию комплекса определяли по оптической плот-
ности на длине волны 360 нм, исходя из коэффици-
ента экстинкции 3700 М–1 см–1 на один атом железа
(Vanin et al., 2011). Следует отметить, что в экспери-
ментах с использованием эквимолярной смеси
(МС + Fe2+) концентрация компонентов этой смеси
не превышала 0.3 мМ. При большей их концентра-
ции, особенно при щелочном варианте метода ДНК-
комет, ионы железа в заметном количестве включа-
лись в водонерастворимые гидроокисные комплек-
сы (FeOH)n, затруднявшие визуализацию комет и
искажавшие результаты.

Культура клеток. Клетки аденокарциномы молоч-
ной железы человека линии MCF-7 были получены
из коллекции лаборатории экспериментальной те-
рапии опухолей НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохи-
на (Москва). Клетки культивировали в атмосфере
5% СО2 при 37°С в среде DMEM (ThermoFisherSci-
entific, США), содержащей 10% эмбриональной те-
лячьей сыворотки, 2 мМ глутамина и 10 Ед/мл смеси
пенициллина и стрептомицина (ПанЭко, Россия).

Оценка цитотоксичности. Цитотоксичность
ДНКЖ-MC и эквимолярной смеси компонентов
комплекса (MC + Fe2+) оценивали по снижению
жизнеспособности клеток MCF-7 после воздей-
ствия препаратов. Жизнеспособность клеток опре-
деляли с помощью МТТ-теста. Клеточную суспен-
зию в культуральной среде (~105 кл./0.2 мл) вносили
в лунку 96-луночного планшета. Спустя 24 ч (время
адаптации и прикрепления клеток), в каждую лунку
добавляли раствор тестируемых соединений в сте-
рильном фосфатно-солевом буфере (PBS) в различ-
ном разведении (не более 0.1 общего объeма в лун-
ке). Клетки культивировали 48 ч в СО2-инкубаторе
при 37°С, после чего в каждую лунку добавляли
20 мкл раствора МТТ-реагента (3-[4,5-диметилтриа-
зол-2-ил]-2,5 дифенил тетразолия бромид) (Appli-
Chem, Германия), до конечной концентрации в лун-
ке 0.5 мг/мл. Клетки продолжали культивировать в
присутствии МТТ-реагента 3 ч, затем отбирали сре-
ду и к оставшимся в лунках клеткам добавляли по
200 мкл ДМСО, растворяющего кристаллы форма-
зана (37°С, 10 мин со встряхиванием). С помощью
анализатора MultiscfnFC (ThermoScientific, США)
измеряли оптическую плотность раствора формаза-

( ) ( )− 
 

2+
22

RS Fe NO ,

( ) ( )− + 
 

2
2 42

RS Fe NO ,

( )− −2HOOC CH SH CH COOH.

на в лунке (при длине волны 570 нм), которая прямо
пропорциональна количеству жизнеспособных кле-
ток. В каждом эксперименте контрольные и экспе-
риментальные лунки в планшетах повторялись 4-
кратно.

Оценка генотоксичности методом комет. Исполь-
зовали щелочной и нейтральный варианты метода
комет (Olive, Banath, 2006) с некоторыми модифика-
циями (Тронов, Некрасова, 2020). Их сочетание поз-
воляет определять в разрывы в ДНК однонитевые
(ОР), двунитевые (ДР), щелочелабильные сайты
(ЩЛС) и строго их дискриминировать. Клетки (3 ×
× 105/0.3мл) высевали в 6-луночные плашки для
культивирования в течение 24 ч при 37°С в атмосфе-
ре 5% СО2 для адгезии клеток на дно лунок. К при-
крепленным клеткам добавляли тестируемые соеди-
нения, предварительно растворенные в культураль-
ной среде до требуемой концентрации. Время
совместного культивирования составляло 5 ч (время
максимальной генотоксичности) и 24 ч (время эф-
фективной репарации повреждений ДНК в клетках)
По завершении совместного культивирования клет-
ки снимали с подложки трипсинизацией, промыва-
ли холодным PBS , ресуспендировали в телячьей сы-
воротке, содержащей 10% ДМСО, разливали на
аликвоты и замораживали в жидком азоте. Заморо-
женные аликвоты хранили при −70°С. Разморожен-
ную суспензию клеток центрифугировали (400 g,
5 мин). Осадок суспендировали в 0.7%-ном растворе
легкоплавкой агарозы (тип IV, Sigma) в PBS
(ПанЭко, Россия). Из суспензии готовили слайд на
предметном стекле по стандартной процедуре метода
комет (Тронов и др., 2012). Стекла с застывшим гелем
погружали в нейтральный лизирующий раствор:
0.5 M Na2EDTA, 2% Na-лауроилсаркозила, 0.3 мг/мл
протеиназы К, pH 8, 37°С. После лизиса в течение
12–14 ч слайды либо подвергали нейтральному элек-
трофорезу в ТАЕ-буфере рН 8 (0.8 В/см, 24 мин,
8°С), либо погружали в щелочной диссоциирующий
раствор (1.2 M NaCl, 100 мМ Na2EDTA, 0.1% Na-ла-
урилсаркозината, 0.26 M NaOH, pH > 13) на 1 ч, при
8°С. В этих условиях хроматин диссоциирует, а ДНК
расплетается в области разрывов, вызванных как те-
стируемыми агентами, так и под действием репари-
рующих ферментов клетки. Процедура завершалась
погружением слайдов в электрофоретический буфер
(0.03 M NaOH, 2 мМ Na2EDTA, pH ~ 12.3, 8°С, 1 ч).
Электрофорез проводили в горизонтальной камере
при 8°С в течение 25 мин и напряжении 0.8 В/см.
После электрофореза слайды трижды по 5 мин опо-
ласкивали нейтрализующим раствором (0.4 M Tris-
HCl, pH 7.5), сушили на воздухе и дегидратировали в
метаноле. Слайды окрашивали раствором ДНК-ин-
теркалирующего красителя SYBR GreenI (Sigma), 2–
4 мкг/мл в антифейде (20 мМ Tris-HCl рН 7.5,
20 мг/мл DABCO, 60% глицерина). Визуализацию
комет осуществляли на флуоресцентном микроско-
пе МИКМЕД-2 (АО ЛОМО, Россия). Повреждение
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ДНК анализировали по изображениям ДНК-комет,
используя программу CASP 1.2.2, оценивали повре-
ждение по моменту хвоста комет mt (Końca et al.,
2003).

Репрезентация результатов и статистика. Полу-
ченные данные представляли в виде распределений
комет по параметру mt (рис. 1а, б), из которых нахо-
дили усредненную поврежденность ДНК в клетках
(генотоксичность, mt ± SD) и mt-цитотоксичность.
Используемый в работе показатель mt-цитотоксич-
ность определяли через 24 ч культивирования, в те-
чение которой протекала и в основном завершалась
репарация ДНК. Сохранившиеся к этому времени
повреждения ДНК с большой вероятностью инду-
цировали в делящихся клетках апоптоз, т.е., прямо
или опосредованно были связаны с жизнеспособно-
стью клеток. Параметр mt-цитотоксичность пред-
ставляет собой долю клеток/комет с высокой повре-
жденностью ДНК для щелочных (mt ≥ 20) и для ней-
тральных (mt ≥ 10) комет. Эти значения mt приняты в
качестве пороговых для оценки mt-цитотоксично-
сти, поскольку в распеделениях по mt интактных
клеток более 95% комет имели значение mt ниже
этих значений для щелочных и нейтральных условий
электрофореза соответственно (рис. 1а, б). Экспери-
менты проводили независимо и повторяли трижды;

результаты представлены средними значениями и их
стандартными отношениями (SD); сравнение экс-
периментальных распределений осуществлялось с
помощью непараметрической статистики Колмого-
рова–Смирнова, считая различия достоверными
при Р < 0.05. Все статистические расчеты проведены
с помощью программного обеспечения OriginPro 8.1.
(Originlab Corporation, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Цитотоксичность комплекса ДНКЖ-МС и смеси
предшественников его синтеза. Для сравнения цито-
токсичностей комплекса ДНКЖ-MС и смеси пред-
шественников его синтеза (МС + Fe2+) мы выравни-
вали их концентрации по Fe2+, полагая, что на 1 моль
ДНКЖ-МС приходится 1 моль Fe2+, связанного с
комплексом. Кроме того, в отличие от свободного
Fe2+, способного вступать в реакцию Фентона, цито-
токсичность МС в исследуемом диапазоне концен-
траций близка к нулю.

Рис. 2 демонстрирует жизнеспособность клеток
MCF-7 (определенной по МТТ-тесту) после культи-
вирования их в течение 48 ч с различными концен-
трациями комплекса ДНКЖ-MС и эквимолярной

Рис. 1. Репрезентативные микрофотографии щелочных ДНК-комет из интактных (а) и обработанных комплексом ДНКЖ-
МС (б) клеток MCF-7, а также гистограммы распределения клеток по поврежденности ДНК в них. Показатель цитотоксич-
ности (mt) представлен как доля клеток (комет) с высокой поврежденностью ДНК, для которых mt ≥ 20 (8%, б).
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смеси предшественников его синтеза – (МС + Fe2+).
Два факта, наблюдаемые на рисунке, обращают на
себя внимание: дозозависимое увеличение жизне-
способности клеток в диапазоне концентраций ком-
плекса ДНКЖ-MС 0–40 мкМ и более чем 2-кратное
увеличение цитотоксичности комплекса по сравне-
нию с цитотоксичностью смеси (MС + Fe2+) – зна-
чение концентрации, при которой гибнет половина
клеточной популяции (IC50), составляет 0.85 мМ
против 2.0 мМ соответственно.

Первый факт полностью соответствует общепри-
знанной точке зрения, согласно которой при раз-
личных концентрациях оксида азота (его химиче-
ских доноров) проявляются различные физиологи-
ческие функции NO (Khan et al., 2020). На
опухолевых клетках показано, что в диапазоне сред-
них концентраций NO, создаваемых донорами NO в
клетке (100–350 мкМ) наблюдается генетическая
нестабильность, репарация ДНК, снижение апопто-
за (Yakovlev, 2013; Huerta, 2008). Эти реакции соот-
ветствуют клеточному адаптивному ответу, который
включает в себя возрастание пролиферации, что де-
монстрирует рис. 2 (кривая 2). В ответ на более высо-
кие концентрации NO (500–1000 мкМ) увеличива-
ется повреждение ДНК, активируется АТМ/ATR-
сигналинг, фосфорилирующий белок р53, который
тормозит пролиферацию и активирует апоптоз (Ya-
kovlev et al., 2010). Что касается второго факта, то по-
скольку цито- и генотоксичность смеси (МС + Fe2+)
в большой степени обусловлена свободным Fe2+,
включение его в комплекс ДНКЖ уводит его из ток-
сического эффекта комплекса.

На циркулярной ДНК плазмиды показано (Le-
wandowska et al., 2015), что включение железа в ком-
плекс ДНКЖ предотвращает реакцию Фентона и
тем самым защищает ДНК плазмиды от деградации

под действием окислительного стресса. Получен-
ный нами результат (рис. 2) на первый взгляд проти-
воречит результатам этой работы. Поэтому мы оце-
нили генотоксический эффект этих соединений в
клетках MCF-7, т.е. их способность индуцировать
повреждения ДНК. Эти повреждения могут возни-
кать как под действием продуктов распада комплек-
са ДНКЖ (NO, NO+ и свободного Fe2+), так и в ре-
зультате активации процессов репарации в ответ на
повреждение ДНК (разрывы и апуриновые и апи-
римидиновые сайты (АП) сайты), которые в ще-
лочных условиях лизиса клеток трансформируются
в разрывы).

Влияние комплекса ДНКЖ-МС и его компонентов
на ДНК и ее репарацию.

В отличие от результатов по параметру цитотоксич-
ности с помощью МТТ-теста (рис. 2), наш результат по
генотоксичности клеток MСF-7 через 5 ч совпадает с
данными по повреждению ДНК in vitro, полученными в
упомянутой выше работе (Lewandowska et al., 2015):
mt-генотоксичность свободного железа выше таковой
комплекса (рис. 3а). Однако культивирование кле-
ток в присутствии агентов в течение 24 ч, помимо то-
го, что снижает дозовые зависимости, но и меняет их
местами: повреждения, индуцированные смесью
(MS + Fe2+), практически полностью репарируются
(рис. 3б); в случае с комплексом к 24 ч, как видно, со-
храняются нерепарированные повреждения в суб-
популяции клеток, составляющей 19%. В клетках,
обработанных смесью (MС + Fe2+), объем такой суб-
популяции составляет 6% от общей численности
клеток в распределении (более 400 клеток). Рис. 4
наглядно демонстрирует это и достоверную разницу
между mt-распределениями сравниваемых популя-
ций клеток через 24 ч обработки агентами. Различия
между распределениями достоверны при уровне
значимости Р < 0.05 (статистика Колмогорова−
Смирнова). Как видно, mt-цитотоксичности смеси
MС+ Fe2+ 0.3 mM и комплекса ДНКЖ-MC, 1 мМ,
найденные из полученных распределений, составля-
ют 6 (рис. 4а) и 19% (рис. 4б) соответственно. Рис. 5
представляет объединенный результаты оценки ци-
тотоксичности по МТТ-тесту и mt-распределению
клеток, культивируемых с тестируемыми агентами
48 и 24 ч соответственно. Цитотоксичность ком-
плекса, более высокая по результатам МТТ-теста, по
сравнению с оценкой этого параметра по моменту
хвоста комет mt. Это может быть связанo с более дли-
тельным культивированием клеток с агентами при
МТТ-тестировании.

Следует подчеркнуть, что представленная на
рис. 5 цитотоксичность, определенная по значениям
mt (черные столбики) базируется на измерении раз-
рывов ДНК через 24 ч, которые включают в себя ОР,
ДР и ЩЛС в ДНК. Но известно, что ОР является
наиболее частым и легкоустраняемым дефектом в

Рис. 2. Дозовая зависимость жизнеспособности клеток
MCF-7 через 48-ч культивирования с эквимолярной сме-
сью меркаптосукцината (МС) с Fe2+(кривая 1) и с ком-
плексом ДНКЖ-MС (кривая 2). Жизнеспособность кле-
ток определяли с помощью МТТ-теста. По вертикали:
доля живых клеток, %.
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геноме клетки, а потому сам по себе не является ле-
тальным. Стало быть, длительное его пребывание в
клетке может быть связано либо c NO-иницииро-
ванной инактивацией ферментов репарации, либо с
тем, что он представляет собой потенциально ле-
тальный ДР, обусловливающий цитотоксический
эффект (Roos, Kaina, 2012). Поэтому мы провели
проверку клеток MCF7, обработанных агентами в
течение 24 ч, на наличие в их ДНК двунитевых раз-
рывов, используя для этого метод нейтральных
ДНК-комет. Результат суммирован в табл. 1 в виде
распределения клеток по повреждению ДНК. Каж-
дое из 3-х представленных в таблице распределений
получено путем объединения результатов 3–4-х не-
зависимых экспериментов.

Из табл. 1 видно, что 24-часовая обработка клеток
смесью предшественников комплекса практически
не оставляет в клеточной ДНК двунитевых разры-
вов: вид распределения и средние показатели повре-
жденности клеток не отличаются от таковых для ин-

тактных клеток. Комплекс ДНКЖ-МС через 24 ч
оставляет существенные повреждения в ДНК в виде
двунитевых разрывов. Эти разрывы локализованы в
17% клеток, и их число практически совпадает со
значением цитотоксичности (19%), найденной в
аналогичных экспериментах со щелочными комета-
ми (рис. 4)

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

NO включен во многие внутри- и межклеточные
сигнальные пути, регулирующие физиологические
процессы клетки. В то же время, в силу высокой ре-
акционной способности, NO повреждает ДНК в
клетке, вызывая модификацию оснований (дезами-
нирование, окисление), фоpмирование апуриновых
и апиримидиновых сайтов, разрывы цепей ДНК,
внутри- и межцепочечные сшивки (см. обзоры: Sza-
bo, Ohshima, 1997; Burney et al., 1999). Как следствие
таких повреждений, продемонстрирован мутаген-
ный эффект NO на культивируемых лимфобластах
человека ТК6 по выходу мутаций в репортерных ге-

Рис. 3. Генотоксичность через 5 ч (а) и цитотоксичность
через 24 ч (б) действия смеси (MC + Fe2+) (кривая 1) и
комплекса ДНКЖ-MС (кривая 2) на клетки MCF-7. Ге-
нотоксичность, mt, определяли как среднюю поврежден-
ность ДНК в клетке через 5 ч обработки агентами. Цито-
токсичность оценивали как долю клеток (%) с повре-
жденной ДНК через 24 ч обработки агентами.
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Рис. 4. Гистограммы распределений MCF-7 клеток по
повреждению ДНК (по показателю mt) после воздей-
ствия в течение 24 ч 0.3 мМ смеси (MС + Fe2+) (а) и 1 мМ
комплекса ДНКЖ-MC (б). Цитотоксичность смеси и
комплекса составляет 6 и 19% соответственно (число
клеток в каждом распределении более 400). Гистограммы
построены по результатам 3–4 экспериментов.
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нах HPRT и ТК (Nguyen et al., 1992): частота NO-ин-
дуцированных мутаций в 15–18 раз превышала ча-
стоту спонтанного мутирования этих локусов.

В другой работе (Tamir et al., 1996) в качестве ми-
шени для NO использовали кольцевую суперскру-
ченную ДНК плазмиды in vitro. Оказалось, что во
внеклеточной среде NO-обработанная ДНК плаз-
миды не подвергалась никированию, т.е. не содер-
жала разрывов. Но после трансфекции NO-обрабо-
танной плазмиды в клетки СНО плазмида подверга-
лась никированию (релаксации). Другими словами,
при наличии активной системы репарации в клетке
в NO-поврежденной ДНК появляются разрывы. Эти
результаты говорят о том, что первичным поврежде-
нием ДНК под действием NO• является безразрыв-
ное дезаминирование пуринов в ксантин и гипо-
ксантин, которые либо подвергаются спонтанной
депуринизации, либо активно удаляются гликозила-
зами, гидролизирующими N-гликозидную связь
между химически модифицированным основанием
и дезоксирибозой. В обоих случаях удаление основа-
ния оставляет безразрывный пропуск в виде апури-
нового и апиримидинового (АП) сайта. АП-сайт яв-
ляется субстратом для АП-эндонуклеазы 1, которая
гиролизует в нем фосфодиэфирную связь, формируя
разрыв цепи ДНК с 3'OH- и 5'dRP-концами. Далее
ДНК-полимераза β удаляет 5'dRP-конец разрыва и
на его место присоединяет один нуклеотид, компле-
ментарный противолежащему нуклеотиду, тем са-
мым заполняя пробел в АП-сайте. ДНК-лигазы I
или III завершают процесс восстановления целост-
ности ДНК по механизму BER. Следует отметить,
что АП-сайт сам по себе не является разрывом в це-
пи ДНК, но гидролизуется при щелочном рН и по-
тому относится к группе повреждений, называемых
ЩЛС.

В случае действия смеси (MС + Fe2+) протекает
реакция Фентона со свободным Fe2+, в результате
которой либо окисляются основания, либо гидроли-
зуется фосфодиэфирная связь в цепи ДНК. В обоих
случаях активируется механизм BER, который уда-
ляет и поврежденные основания, и однонитевые
разрывы, как это показано на рис. 5 (различие с кон-
тролем статистически не достоверно).

В отличие от разрывов под действием смеси
(MС + Fe2+), разрывы, возникшие в ответ на обра-
ботку клеток комплексом ДНКЖ-MС, репарируют-
ся медленнее, и через 24 ч наблюдается заметная до-
ля клеток, сохраняющих высокий уровень повре-
ждений в ДНК (рис. 5). Отсутствие репарации
разрывов ДНК в NO-обработанных лимфобластах
человека отмечали ранее другие авторы (Nguyen et al.,
1992). Наши опыты с нейтральными ДНК-кометами
показали, что эти разрывы скорее всего являются
двунитевыми. В пользу этого предположения гово-
рит тот факт, что доли клеток, имеющих в ДНК од-
нонитевые и двунитевые разрывы, оцененные мето-
дами щелочных и нейтральных ДНК-комет, почти
совпадают – 19 и 17% соответственно (рис. 4б и табл. 1).
Это совпадение говорит о том, что возможно ДР по-
явились на месте ОР в результате атаки однонитево-
го участка клеточной эндонуклеазой.

Такое событие вполне вероятно в ходе репарации
сложных аддуктов оснований. Показано, что такие
аддукты образуются в результате прямой атаки ДНК
азотистым ангидридом N2O3 (Tannenbaum et al.,
1994), который, в свою очередь, накапливается в клет-
ке в результате реакции оксида азота с молекулярным
кислородом (Lewis et al., 1995). Взаимодействие N2О3 с
гуанином приводит к дезаминированию с образовани-
ем диазониевого катиона. Если таковые соседствуют в
ДНК, то образуется межспиральный димер (cшивка)
(Burney et al., 1999). Репарация таких аддуктов в клетке
осуществляется механизмом NER (nucleotide exci-
sion repair). Важной особенностью NER является то,
что размер выщепляемого участка ДНК, содержаще-
го аддукт, у клеток млекопитающих составляет ~30
нуклеотидов (Shivji, 1995) (в механизме BER он ≤3
нуклеотидов в случае репарации АП-сайта и ОР, и не
превышает 10 при репарации окси-модифицирован-
ных оснований).

Кроме того, обширное повреждение ДНК чрева-
то разбалансировкой этапов репарационного про-
цесса (Тронов, Некрасова, 2020). К рассогласова-
нию этапов репарации может приводить и NO-инду-
цированная пост-трансляционная модификация
белков NER, снижающая их активность и эффек-
тивность репарации в целом, (Graziewicz et al., 1996;
Jaiswal et al., 2001). Именно с этим связан результат
работы, в которой показано, что арсенит, экзоген-
ный донор NO и пероксинитрита, увеличивал про-
дукцию NO и одновременно с этим наблюдали подав-
ление NER-эксцизии аддуктов ДНК в фибробластах
человека, индуцированных УФ-излучением, циспла-

Рис. 5. Цитотоксичность комплекса ДНКЖ-MC (1 мМ) и
0.3 мМ смеси (MC + Fe2+), оцененная по mt-распределе-
нию (черные столбики) и МТТ-тесту (серые столбики)
клеток MCF-7; * различия недостоверны, **различия
статистически достоверны при Р < 0.05 (cм. рис. 4).
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тином, митомицином и бензопиреном (Chien, 2004). В
механизм NER у млекопитающих вовлекаются более
30 различных белков, которые являются мишенью для
NO-опосредованной модификации.

Таким образом, в результате незавершенной ре-
парации увеличивается время существования таких
интермедиатов процесса NER, как АП-сайты и про-
тяженные однонитевые участки в ДНК-дуплексе;
будучи атакованы эндонуклеазами, они переходят в
двунитевые разрывы.
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Таблица 1. Поврежденность двунитевой ДНК (днДНК) в клетках MCF-7 в ответ на воздействие 0.3 мМ смеси (MС + Fe2+) 
и 1 мМ комплекса ДНКЖ-МС в течение 24 ч

Примечание. N – число клеток, входящих в распределение; <mt> – средняя поврежденность двунитевой ДНК, найденная из распре-
деления; ЦТ –цитотоксичность – доля клеток (%) с высокой поврежденностью ДНК (mt > 10).
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клеток
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Параметры
распределения

N kmtl ± SD ЦТ, %

−
(Интактные) 299 2.7 ± 2.4 2.3

(MС + Fe2+)
0.3 мМ, 24 ч

281 2.2 ± 2.5 1
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Cytotoxicity and Genotoxicity of Dinitrosyl Iron Complex with Mercaptosuccinate
in MCF-7 Cell Line Assessed Using Comet Assay
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Cytotoxic effect of dinitrosyl iron complex with mercaptosuccinate (DNIC-MS) in human tumor cells MCF-7 was
2-fold higher compared to cytotoxicity of mixture of precursors (МS + Fe2+) for the complex synthesis in vitro. Us-
ing alkaline comet assay we show that the mixture induced DNA single-strand breaks (SSBs) in MCF-7 cells. SSBs
were repaired completely by 24h. Although the complex induced less number of SSBs compared with the mixture,
they remained in 19% of the cells by 24 h after the treatment. We found by neutral comet assay that these DNA le-
sions are double-strand breaks (DSBs). The qualitative correlation between genotoxicity by yield of unrepaired DNA
SSBs and MTT-cytotoxicity indicates that cytotoxicity of dinitrisyl iron complex may be, in part, associated with
DSBs induced in DNA. Potentially lethal DSBs could be formed as a result of cellular endonucleases attack on single
strand sites and AP-sites in DNA that produced as intermediates by the nucleotide excision repair (NER) of base
adducts initiated by the DNIC-MS complex.
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