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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ  ПРОИЗВОДНЫХ  1,4-ДИГИдРОПИРИДИНА  
C ПЕРОКСИНИТРИТ -АНИОНОМ  

Взаимодействие  производных  1 ,4-дигидропиридина  (1 ,4-ДГП ) c пероксинит -

рит -анионом  является  реакцией  окисления ; продукты  нитрования  не  были  обнару -

жены . Установлено , что  некоторые  1 ,4-дГП  увеличивают  продолжительность  вре -
мени  жизни  пероксинитрит -aниона , a также  выход  гидроксильного  радикала  при  

разложении  пероксинитрит -аниона . 

Пероксинитрит -анион  (ON00) является  сильным  окислителем  и  
образуется  из  супероксида  и  окиси  азота  как  в  модельных  системах , таи  и  в  
организме  [1, 2 3 . При  протонировании  пероксинитрит -анион  образует  
нестабильную  пероксиазотистую  кислоту  (ONOOH), спонтанно  разлагаю -
щуюся  c образованием  гидроксильного  радикала  (НО  ) и  (NO2) [ З  ]. 
Физиологическая  роль  пероксинит pит -аниона  пока  не  ясна , однако  известно , 
что  это  сильное  бактеритщдное  соединение , усиленное  образозание  которого  
повреждает  окружающие  ткани  в  области  фагоцитоза . Обсуждается  роль  

пероксинитрит -аниона  как  участника  вторичной  сигнальной  системы  
в  клетке  [4].  

1 ,4-дГП  кроме  широко  известной  кардиоваскулярной  обладают  
радиопротекторной , антиагрегапионной  и  другимы  видами  физиологической  
активности  [5,  6].  Не  замещенные  в  положении  4 производные  1,4-ДГП  
являются  антиоксидантами  [7] и  обладают  высокой  р eaкционной  
способностью  в  отношении  свободных  радикалов  [8].  

C целью  изучения  реакционной  способности  физиологически  активных  
производных  1, 4-ДГП  c биологическими  окислителями  было  проведено  
изучение  реакции  некоторых  водорастворимых  производных  1 ,4-дГП  (I), в  
том  числе  производных  1 ,4-дигидроизоникотиновой  кислоты  c пероксинит - 
кит -анионом , a также  продуктов  этой  реакции  и  влияние  производных  I на  
время  жизни  пероксинитрит -аниона  и  образование  из  последнего  
гидроксильного  радикала . 
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Анализ  продуктов  реакции  1 ,4-дГП  c пероксинитрит -анионом  (таблица ) 
показал , что  в  примененных  условиях  (фосфатный  буфер ,. рН  7,4; 
температура  20 ± 2 'С ) происходит  главным  образом  окисление  или  
деструкция  1 ,4-дГП . Для  1 ,4-дГП  Ia имеет  место  также  окислительный  
гидролиз  сложноэфирного  заместителя  в  положениях  З  и  5. Для  соединения  
I6, содержащего  фенильный  заместитель  в  положении  4, ни  гидроксилирова -
ние , ни  нитрование  фенильного  кольца  не  было  обнаружено . Производные  
1 ,4-дигидроизоиикотиновой  кислоты  Iв  и  Ir, содержащие  в  положении  4 
карбоксильную  группу , претерпевают  окислительное  декарбоксилирование , 
отмеченное  ранее  при  действии  на  эти  соединения  другого  окислителя  — 
нитрита  натрия  в  уксусной  кислоте  [9].  Неожиданно  было  обнаружено , что  
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производные  Ia и  I6 увеличивают  время  жизни  пероксинитрит -аниона , a 16 
— также  выход  гидроксильного  радикала  (интенсифицируется  гидрокси  и - 
рование  бензойной  кислоты ). Это  свойство  увеличения  времени  жизни  
(стабильности ) пероксинитрит -аниона  характерно  для  структуры  1 ,4-ДГП , 
так  как  соответствущее  Ia производное  пиридина  — динатриевая  соль  
2, 6-диметилпиридин -З  ,  5-дикарбоксиметилкарбоновой  кислоты  —  таким  
свойством  не  обладает . Возможно , что  пероксинитрит -анион  образует  аддукт  
c соединением  Ia, который  более  стабилен , чем  сам  пероксинитрит -анион . 
Максимум  увеличения  времени  жизни  пероксинитрит -аниона  в  упомянутом  
адд yкте  наблюдается  при  молярном  соотношении  пероксинитрит -аниона  — 
Ia 1:1. Образование  подобного  аддукта  пероксинитрит -аниона  c аскорбиновой  
кислотой  отмечено  в  работе  [10].  1,  4-дГГ I,  содержащие  электроноакцептор -
ные  заместители  в  положении  4 (16, д , з ) , и  пиридиновое  производное  —
динатриевая  соль  2, 6-диметилпиридия -3  ,  5-дикарбоксиметилкарбоновой  кис -
лоты  не  реагируют  c пероксинитрит -анионом  ни  c образующимся  из  него  
гидроксильным  радикалом . Так  как  гидроксильньП 3 радикал  энергично  
реагирует  практически  co всеми  органическими  соединениями , то  можно  
предположить , что  з  данном  случае  из  пероксинитрит -аниона  образуется  
другой , более  мягкий  окислитель  — криптогидроксильный  радикал . 
Возможность  существования  криптогидроксильных  радикалов  отмечалась  
неоднократно  (см ., например , [11]). По  всей  вероятности , криптогидрок - 
сильный  радикал  образуется  при  распаде  ONOOH, поскольку  при  рН  > 11 
окисление  идет  очень  медленно  или  вообще  не  происходит . 

Влияние  производных  1,4-ДГП  на  время  жизни  (г /го )* 
пероксинит pит -аниона  (0N00 )  и  образование  гидроксильного  р aдик aла  

(F/Fo) 2  

Соеди - 
некие  

$3 = Rs А 4 т /-н о  F/Ео  Продукты  ре aкции  (д aнные  ВЭЖХ ) 

Ia ОСНгСОО Nа  H 1,45 0,89 динатриев aя  соль  2, 6-диметилт iи -
ридин -3 ,5-дикарбоксиметилкарбо  

новой  кислоты  (85%); динатрие -
вая  соль  2,6-диметилпиридин -3,5-
дикарбоновой  кислоты  (15%) 

16 ОСН 2СОО Nа  СьН 5 1,15 1,57 16100% 

Iв  СНз  СОО Nа  0,34 0,69 2,6-Диметил -3,5-диацетилпиридин  
(100%) 

1г  ОС 2Н 5 СОО Nа  0,25 0,34 2,6-Диметил -3,5-диэтоксихарбочил -
пиридин  (100%) 

Iд  ОС 2Н 5 CONH(СН 2)2803Na 0,95 1,00 Iд  (95%) и  два  неидентифициро -
ванньпс  продукта  

Iж  ОС 2Н 5 CONHCHCOONa 0,77 1,00 Iж  (95%) и  четыре  неидентифици -
рованньи  продукта  

(СНг ) гСООЛТа  

динатриевая  соль  2, 6-диметилаиридин - 1,0 1,0 Исходное  вещество  (100%) 
3,5-дикарб oксиметкцгка pбоновой  кислоты  

г  — время  жизни  (c) перок cинит pит -аниона  в  прису 	« гвии  исспедуемот  вещества , Т 0  — в  отсутствие  
вещества . 

'2 F — oтносительн aя  интенсивно cть  jхгуоресценции  оксибензойных  кислот  (п pод yкт oв  птдроксилирования  
бензойной  кислоты ) в  присуилиии  хсследуемою  вещества , Fp — в  отсутствие  вещества  . 

Таким  образом , производные  1  ,4-дГП ,  содержащие  в  молекуле  
электронодонорные  группы , окисляются  пероксинитрит -анионом  (или  
продуктами  его  превращения ) c образованием  в  основном  соответствующих  
производных  пиридина , a в  случае  производных  1 ,4-дипщроизоникотиновой  
кислоты  происходит  окислительное  декарбоксилирование . 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ  ЧАСТЬ  

Производные  1 ,4-дГП ,  1  ,4-дигидроизокмкотиновой  кислоты  и  ниридина  синтезированы  в  
Латвийском  институте  органического  синтеза  (содержание  основного  вещества  не  менее  98%), 
остальные  реагенты  фирмы  Aldrich. 

Пероксинитрит -анион  генерировали  согласно  методике  [ 1 ] из  растворов  NaNO2, НС 1 и  Н 202. 
Эквимолярные  количества  пероксинитрит -аниона  и  исследуемьпс  соединений  н  0,1 моль  фосфат -

ном  буфере  (рН  7,4) смешивали  в  установке  остановленной  струи  спектрофотометра  Hitachi 557. 

За  концент paцией  пероксиинтрит -aниона  следили  по  абсорбции  при  302 им . Концентрацию  
веществ  ( -0,25 ммоль ) выбирали  в  зависимости  от  концентрации  пероксинитрит -aниона , кото -

рую  определяли  непосредственно  перед  опытом . Время  жизни  пероксинитрит -аниона  н  контроль -

ном  опыте  1,52 c. 

Образование  гидроксильного  радикала  определяли  флуориметрически  по  гидроксилирова -
нию  бензойной  кислоты  согласно  [12].   B трехгранной  кювете  флуориметра  Hitachi 850, располо -
женной  под  углом  45° к  возбуждающему  лучу , быстро  смешивают  5 ммоль  раствор  бензойной  

кислоты  и  0,1 ммоль  раствор  исследуемого  соединения  в  0,1 моль  фосфатном  буфере  (рН  7,4) c 

раствором  пероксинитрит -аниона  (концентрация  -0,25 ммоль ) при  20 ± 2 ° С  и  через  5 мин  
измеряют  относительную  флуоресцеьщию  при  430 нм  (возбуждение  300 нм ) . B таблице  приведены  

средние  д aнные  ( Г /ТО ) и  (F/Ft) 5....8 измерений ; среднеквадратичная  ошибка  не  преньшкает  

+ 10 % 
Анализ  продуктов  реакции  c пероксинитрит -анионом  проведен  методом  ВЭЖХ  на  приборе  

Gilson 302 (УФ  детектор ) c использованием  колонки  4,6x250 мм  со  стационарной  фазой  Zorbax 

Св . Подвижная  фаза  20...40 % ацетонитрига  н  0,1 моль  фосфатном  буфере . 

За  предоставление  производных  1, 4-, ГП , 1,4- дигидроизоникотино -
вой  кислоты  и  пиридина  авторы  приносят  благодарность  Я . Улдри -
кису  u Я . Пойкансу . ВЭЖХ  выполнена  B. Г . Мишневой . 

Исследования  выполнены  в  рамках  грахта  718 Латвийского  совета  по  
науке  u благодаря  существенному  гранту  The Wellcome Trust. 
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