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W e  s t u d i e d  the  b i o l o g i c a l  ae t tv i ty ,  s t a b i l i t y  a n d  n t e r a c t i o n  o f  : l n i t r o s y l - i r o n ( I T ) - L - c y s t e i n e  w i t h  v a s c u l a r  t i s sue .  D i n i t r o s y l - i r o n ( i I ) - L - c y s t e i n e  w a s  
a p o t e n t  a c t i v a t o r  o f  pur i f ied  s o l u b l e  g u a n y l y l  _2~clase (ECso t n M  wi th  a n d  10g} n M  w i t h o u t  superoJ t ide  d i s m u t a s e )  a n d  r e l axed  n o r a d r e n a l i n ¢ ~  
p r e c o n t r a c t e d  s e g m e n t s  o f  e n d o t h e l i u m - d e n u d e d  r a b b i t  fem, . rx l  a r t e r y  (ECso 10 n M  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e ) .  P r e - i n c u b a t i o n  (5 m i n ;  310 K )  o f  
c n d o t h e l i u m - d e n u d e d  r a b b i t  a o r t i c  s e g m e n t s  witi,  d i n i t r o s y l - i  c n ( I I~ -L-cys te ine  (0 .036-3 .6  r a M )  r e s u l t e d  in a c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  f o r m a t i o n  
o f a  d i n i t r o s y l - i r o n ( I !  c o m p l e x  w i t h  p r o t e i n  tb io l  g : o u p s ,  a s  l~-tocted by  E S R  s p e c t r o s c o p y .  W h i l e  t h e  c o m p l e x  w i t h  p r o t e i n s  w a s  s t a b l e  for  2 h 
a t  310 K,  d i n i t r o s y i - i r o n ( l l ) - L - c y s t e i n c  in a q u e o u s  ~-olution (3, - 3 6 0 M M )  d e ~ 0 m p o s e d  c o m p l e t e l y  w i t h i n  15 min ,  a s  i n d i c a t e d  b y  d i s a p p e a r a n c e  o f  
i ts  i s o t r o p i c  E S R  s igna l  a t  g , ,  = 2.03 (293 K) .  Aot~i,." s egmen t :  : , r e - i n c u b a t e d  w i t h  d i n i t r o s y l - i r o n ( I l l - L - c y s t e i n e  re leased  a l ab i l e  v a s o d i l a t i , g  a n d  
g u a n y l y l  cyc lase  a c t i v a t i n g  fac tor .  Pe r fu s ion  o f  t h t s e  segmer.  ,_ w i t h  N-aoe t y I -L -cys t e i ne  r e s u l t e d  in  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  
d i n i t r o s y l - i r o n ( I I ) - d i t h i o l a t e  f r o m  the  dini trosy '- iT o n ( I I )  c o m p  z : w i th  p r o t e i n s ,  a~ r e v e a l e d  by  t he  s h a p e  c h a n g e  o f  the  E S R  s i g n a l  a t  293 K.  T h e  
low m o l e c u l a r  we igh t  d i n i t r o s y l - i r o m l l ) - d i t h i o l a t ¢  a c c o u n t e d  ! )- a n  e n h a n c e d  g u a n y l y l  cyc l a se  a c t i v a t i o n  a n d  v a s o d i l a t i o n  i n d u c e d  by  t h e  a o r t i c  
effluent.  W e  c o n c t u d e  t h a t  n i t r ic  o x i d e  ( N O )  p r o d u c e d  by ,  o r  z : i n s  on  vasc ,J lar  cel ls  c a n  be  s t a b i l i z e d  a n d  s t o r e d  a s  a d i n i t r o s y l - i r o n ( l I )  c o m p l e x  
wi th  p r o t e i n  th io ls ,  a n d  can  be r e l eased  f r o m  cel ls  in the  f o r m  e r a  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  d i n f f r o s y l - i r o n ( I I ) - d i t h i o l a t e  b y  int-*a- a n d  ¢ x t r a e c l l u l a r  

th io i s .  

Oin i t rogy l - i ro t~( l l ' . -d i th io la te ;  E n d o t h e l i u m - d e r i v e d  r e l a x i n g  f t. tor :  S o l u b l e  g u a n y i y l  cyclage:  N-AcetyI -L-< 'ys te ine ;  N i t r i c  ox ide :  E l e c t r o n  sp in  
re: ~ n a n o e  s p e c t r o s c o p y  

1. I N T R O D U C T I O N  

N i t r i c  o x i d e  is f o r m e d  in  o r g a n i s m s  f r o m  e n : l o -  
g e n e o u s  ( L - a r g i n i n e )  a n d  e x o g e n e o u s  ( o r g a n i c  n i t r a t e s ,  
s o d i u m  n i t r o p r u s s i d e )  s o u r c e s  a n d  a c c o u n t s  f o r  s m h  
b i o l o g i c a l  r e s p o n s e s  as  r e l a x a t i o n  o f  s m o o t h  m u s c l e ,  
i n h i b i t i o n  o f  p l a t e l e t  a c t i v a t i o n ,  m o d u l a t i o n  o f  n e t . r o -  
t r a s m i s s i o n  a n d  n o n - s p e c i f i c  c e l l - b o u n d  c y t o t o x i , ~ i t y  
{ for  r e v i e w  see  [ ! ] ) .  P a r a c r i n e  a c t i o n s  o f  N O  require" its  
i n t e r c e l l u l a r  t rans fer  f r o m  a g e n e r a t o r  t o  a targe t  :ell .  
H o w e v e r  as  N O  is e x t r e m e l y  l a b i l e  in  o x y g e n - c o a T  ~in-  
i n g  s o h t t i o n ,  a p a r a c r i n e  a c t i o n  o f  f ree  N O  i~ q u e s -  
t i o n a b l e .  R e c e n t l y ,  it w a s  h y p o t h e s i z e d  t h a t  N O  rr i g h t  
b e  s t a b i l i z e d  in  o r g a n i s m s  b y  b i n d i n g  t o  i r o n ( I I ) - d i t h i o -  
l a t e  c o m p l e x e s  [2]. T h i s  a s s u m p t i o n  w a s  b a s e d  o n  t h e  
d e t e c t i o n  o f  p a r a m a g n e t i c  d i n i t r o s y l - i r o n ( I I )  c o m p l e x e s  
w i t h  p r o t e i n  t h i o l  g r o u p s  i n  c e l l s  a n d  t i s s u e s  a f t er  e x -  
p o s u r e  t o  e n d o g e n e o u s  o r  e x o g e n e o u s  N O  [3 -6 ] .  T h e s e  
s o - c a l l e d  ' 2 . 0 3 - c o m p l e x e s "  [2] are  i n  e q u i l i b r i u m  w i t h  
d i n i t r o s y l - i r o n ( I I )  c o m p l e x e s  o f  l o w  m o l e ~ . u l a r  w e i g h t  
t h i o l s  [7]. T h e  la t t er  p o s s e s s  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  s i m i l a r  
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bu rg ,  G e r m a n y .  F a x :  0049/761-203-3180.  

t o  N O  aaci  e n d o t h e l i u m - d e r i v e d  r e l a x i n g  f a c t o r ,  i .e .  
t h e y  i n d u c e  h y p o t e n s i o n  [8],  r e l a x  v a s c u l a r  s m o o t h  mus-- 
c l e  [9] a n d  i n h i b i t  p l a t e l e t  a g g r e g a t i o n  [10].  

T h e  ob: ,ec t ive  o f  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  w a s  t o  
a s s e s s  w h e t h e r  N O  c a n  b e  t r a n s i e n t l y  s t o r e d  as  a d i n i -  
t r o s y l - i r o n ( I I )  c o m p l e x  w i t h  p r o t e i n  t h i o l s  in  t h e  v a s -  
c u l a r  w a l l ,  a n d  w h e t h e r  a d i n i t r o s y l - i r o n ( I I )  c o m p l e x  
w i t h  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  t h i o l s  c o u l d  f u n c t i o n  a s  a 
d i f f u s i b l e  N O  carr ier  t o  f a c i l i t a t e  p a r a c r i n e  N O  a c t i o n s .  

2. M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
2 . 1  Mate, ~ls 

D i n i t r o s y t - i r o ~ ( l l ) - L - c y s t c i n e  (3.6 m M  in w a t e O  w a s  p r e p a r e d  a s  
d e s c r i b e d  [I 1], w i t h  L - c y s t e i n e  in  20 - fo ld  exces s  o f  i ron .  T h e  c o m p l e x  
w a s  o b t a i n e d  in  q u a n t i t a t i v e  y i e ld  w i t h  respec t  t o  i ron ,  a s  a s c e r t a i n e d  
by  d o u b l e  i n t e g r a t i o n  o f  i ts  E S R  s igna l  u n d e r  n o n - s a t u r a t i n g  c o n d i -  
t i o n s  a g a i n s t  a ~  N o o x y l - 2 , 2 " , 6 , ~ - t e t r a r n e t h y l - 4 - p i p e r i d i n o l  s t a n d a r d  
[7]. D i n i t r o s y l - i r o n ( I I ) - L - c y s t e i n e  w a s  d i l u t e d  in  ic~l,-cold T y r o d e ' s  
s o l u t i o n  (see  b e l o w )  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  use .  N O  g a s  ( 9 9 . 8 ~ ,  M e s s e r ,  
G r i e s h e i m ,  G e r m a n y )  w a s  p u r i f i e d  by  h i g h  v a c u u m  (O.01 m m  H g )  
d i s t i l l a t i o n ,  I r o n ( l I ) - s u l f a t e ,  L -cys t e i ne ,  N - a c e t y l - L - c y s t e i n e  a n d  su -  
p e r o x i d e  d i s m u t a s ¢  ( b o v i n e  b l o o d )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a ,  
Vre¢ ich ,  Ge t -many .  S o l u b l e  g u a n y l y l  c y c l a s e  w a s  p u r i f i e d  t o  a p p a r e n t  
h o m o g e n e i t y  f r o m  b o v i n e  l u n g  [12]. 

2.2. Measurement o f  vasodilator activity 
T h e  v a s o d i l a t o r  r e s p o n s e  o f  p r o o o n t r a c t e d  (0 .03--0 .3/uM n o r a d r e n -  
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a l i nc )  ¢ n d o t h e l i u m - d e n u d e d  s e g m e n t s  o f  r a b b i t  f e m o r a l  artery, to  d iq i -  
t r o s y l - i r o n ( i l ) - L - ~ y s t e i n e  w a s  m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  i l3 ] .  
T h e  s e g l n e n t s  w e r e  per t 'used  wi th  30 mi /h  wh i l e  the  o r g a n  b a t h  s o ; u t i o n  
w a s  c o n t i n u o u s l y  e x c h a n g e d  w i t h  60  ml /h  (he ld  a t  310 K). F o r  b o t h  
pez-lrusates o x y g e n a t e d  T y r o d e ' s  s o l u t i o n  ( c o m p o s i t i o n  in r a M :  Na"  
t44 .0 ,  K"  zt.0, C a  2. 1.6, M g  ~* 2.0, CI 140.4, HCO3 l 1.9, H2PO 4 0.36, 
g u c o s e  11.2, c a l c i u m ~ d i s o d i u m  E D T A  0_025, pO~ 3('0 m m  Hg)  was  
t~ed .  S u p e r o x i d e  d i s m n t a s e  ( 0 . l - !  MM) w a s  a d d e d  t o  t he  l u m i n a l  
p e r f u s a t e ,  a n d  p O  2 w a s  rpduc e d  to  30 m m  Hg.  A f t e r  d i l u t i o n  in c o l d  
(283 K )  T y r o d c ' s  s o l u t i o n ,  d i n i t r o s y l - i r o n ( I I ) - L - c y s t e i n e  was  pe r fused  
t h r o u g h  t he  s e g l n e n t  w i t h i n  2 m i n .  T o  d e m o n s t r a t e  the  re lease  o f  
v a s o d i l a t o r  a c t i v i t y  f r o m  d i n i t r o s y l - i r o n ( I I ) c o m p l e x  w i t h  p r o t e i n s ,  the  
p e r f u s a t e  f r o m  a d o n o r  s e g m e n t  ( e n d o t h e l i u m - d e n u d e d  r a h b i t  a o r t a )  
p r c - i r ~ u b a t e d  w i t h  d in i t rosy l - i ron( I I ) -L-~- 'ys te ine  (sec  b e l o w )  w a s  
t r a n s f e r r e d  i n t o  a p r e c o n t g a c t e d  d e t e c t o r  s e g m e n t  ( e n d o t h e l i u m -  
d e n u d e d  f e m o r a l  a r t e r y ;  t r a n s m i t  t i m e  2 s). 

2.3. Pre-incubation o f  aortic segments with dinitrosyi-iron(ll)-L-cys- 
reine 

T h e  h n n e n  o f  a n  a o r t i c  s e g m e n t  (2GO m g  wet  w e igh t .  4.8 crn l eng t h )  
p l a c e d  in  the  o r g a n  b a t h  w a s  i n c u b a t e d  (5 ra in )  w i t h  a d i n i t r c s y l -  
i r o n ( I I ) - L - c y s t e i n e  s o l u t i o n  (0.3 ml) .  T h e r e a f t e r .  t h e  b a t h i n g  a n d  the  
i n t t a l u m i n a l  s o l u t i o n s  w e r e  q u i c k l y  e x c h a n g e d  w i t h  fresh T y r o d e ' s  
s o l u t i o n .  T h e  s e g m e n t s  w e r e  then  f rozen  in  l i qu id  n i t r o g e n  e i t he r  
i m m e d i a t e l y  o r  a f t e r  de f i ned  p e r i o d s  o f  p e r f u s i o n .  

2.4. Measurement o f  guanylyl cyclase activation 
A c t i v a t i o n  o f  g u a n y l y l  c y c l a s e  w a s  m e a s u r e d  by  f o r m a t i o n  o f  

[32P]cyclie G M P  f r o m  [ ~ - ~ P ] G T P  as  d e s c r i b e d  [14]. D i n i t r o s y l -  
i r o n ( l l ) - L - c y s t e i R e  w a s  i n c u b a t e d  (10 r a i n  310 K,  100~1 final  v o l u m e )  
w t h  g u a n y l y i  c y c l a s e  (1 ~ g / m l ) ,  g lu t~ th io r t e  (2 r a M ) ,  s u p c r o x i d c  d is -  
m u t a s e  (1 ~ M ) ,  g a m m a - g l o b u l i n  (0.1 m g / m l ) ,  M g C i  2 (4 m M ) ,  E G T A  
( !  r a M ) ,  H E P E S  (15 r a M ) ,  p H  7.4, a n d  [a-~2P]GTP (0.1 r aM) .  F o r  
m e ,  i n u r e m e n t  o f  g u a n y l y l  cyc l aag  s t i m u l a t i o n  by  the  a o r t i c  pe r fu sa t c ,  
t h e  e f f luen t  (130/~! )  w a s  c o l l e c t e d  o v e r  15 s in  a tes t  t u b e  c o n t a i n i n g  
g u a n y l y l  ~yc | a se / [ a -3zP]GTP s o l u t i o n  (50 ~ul) a n d  w a s  i n c u b a t e d  fo r  
I m i n  a t  310 K [15]. G u a n y l y |  c y c l a s e  a c t i v a t i o n  w a s  r e l a t ed  to  t he  
a c t i v a t i o n  i n d u c e d  b y  0.1 m M  s o d i u m  n i t r o p r u s s i d e  (100 ~ ) ,  w h i c h  
i n c r e a s e d  b a s a l  g u a n y l y l  cycla~e a c t i v i t y  40- fo ld .  

2 . 5 .  Measurement o f  E S R  spectra 
E S R  s p e c t r a  were  r e c o r d e d  e i t h e r  a t  77 i~ o n  f rozen  p r o b e s  (0.7 ml  

a q u e o u s  s o l u t i o n  o r  one  a o r t i c  s e g m e n t )  c o n t a i n e d  in  a q u a r t z  D e w a r  
w i t h  5 m m  i n n e r  d i a m e t e r  c h i l l e d  by  l iqu id  n i t r o g e n ,  o r  a t  293 K on  
p r o b e s  (40/~1 a q u e o u s  s o l u t i o n  o r  a p iece  o f  a o r t i c  t i s sue )  c o n t a i n e d  
in  a q u a r t z  c a p i l l a r y  t u b e  (I  m m  i .d.)  on  a B r u k e r  E S R  4 2 0  a n d  o n  
a V a r i a n  E4  s p e c t r o m e t e r  a s  d e s c r i b e d  [t  1]. I n s t r u m e n t  s e t t i n g s  w e r e  
( i f  n o t  ,_'ndicated o the rwi se ) -  m i c r o w a v e  f r e q u e n c y  9.33 G H z ,  mi- : ro-  
w a v e  p o w e r  20 r o W ,  m o d u l a t i o n  a m p l i t u d e  O.5-10  G a u s s ,  t i m e  c o n -  
s t a n t  0. I - 2  s. 

3. R E S U L T S  

3.1. Biological activity o f  dinitrosyl-iron(ll)-L-cysteine 
Dini trosy l - i ron(I  I ) - t - c y s t e i n e  po tent ly  act ivated  

purified so lub le  guany ly l  cye lase  (ECho 100 n M ;  Fig. 
IA)  an d  relaxed prccontrac ted  c n d o t h c l i u m - d e n u d e d  
arterial s e g m e n t s  (ECs0 10 n M ;  Fig.  IB).  S u p e r o x i d e  
d i s m u t a s e  (1 juM) increased the  g u a n y l y l  cyc lase  act ivat-  
ing  p o t e n c y  o f  d in i t rosy l - i ron( l l ) -L-cys te ine  by  IO-fold 
(Fig .  IA) .  D i n i t r o s y l - i r o n ( l l ) - L - c y s t e i n e  (!  /~M) in 
T y r o d e ' s  s o l u t i o n  (pC) 2 30  m m H g )  retained b io log ica l  
act iv i ty  at 2 7 3 - 2 8 3  K for m o r e  t h a n  10 rain, but  at 310  
K lost  it wi th  a ha l f  life o f  30 s, as  m e a s u r e d  by  a 
decrease  in its g u a n y l y l  cyc lase - s t imula t ing  activity.  T h e  
instabi l i ty  o f  d in i trosy l - i ron(II ) -L-cys te ine  w a s  paral-  

A I ,// 
0J t 1 

13m~ / L-c l~m~w toil [Mi  

Fig .  1. D i n i t r o s y l - i r o n ( l l l - L - c y s t e i n c  ( D N I C / L - c y s t e i n e )  a c t i v a t e s  pu-  
r i f ied s o l u b l e  g u a n y l y l  c y c l a s e  4A) a n d  r e l axes  e n d o t h e l i u m - d e n u d e d  
r a b b i t  f e m o r a l  a r t e r y  (B). (A)  M e a n  v a l u e s  _+ S E M  o f  3 e x p e r i m e n t s  
p e r f o r m e d  in t r i p l i c a t e  in the  pi-~-~n¢~ ( e l  a n d  in the  a b s e n c e  (~ ~) o f  
s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  ( I  MM). (B) R e p r e s e n t a t i v e  t r a c i n g  f r o m  o n e  o f  
3 e x p e r i m e n t s .  N A  : n o r a d r e n a l i n e  (0.3 MM)- S u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  

w a s  p r e s e n t  in  the  p e r f u s a t e  (0.1 # M ) .  

l e l e d  b y  a l o s s  o f  i t s  a b s o r b a n c e  m a x i m u m  a t  395 n m  
(6395 = 3 0 0 0  M ~ -crn  =) a n d  b y  d i s a p p e a r a n c e  o f  i t s  E S R  
s i g n a l  ( see  b e l o w ) .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  r e v e a l e d  
t h a t  t h e  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  c c m p l e x  l a r g e l y  f o l l o w e d  
a p p a r e n t  z e r o  o r d e r  k i n e t i c s ,  t h e  h a l f  l ife (2  m i n  a t  10 
/tiM d i n i t r o s y l - i r o n ( l l ) - L - c y s t e i n e ,  3 1 0  K ,  T y r o d e ' s  
s o l u t i o n )  b e i n g  i n c r e a s e d  b y  l o w  o x y g e n  t e n s i o n ,  l o w  
t e m i ~ r a t u r e ,  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e .  L - c y s t c i n e .  h i g h  d i -  
n i t r o s y i - i r o n ( l l ) - L - c y ~ t e i n e  c o n c e r t r a t i o n s ~  a n d  d e -  
c r e a s e d  b y  t h e  s u p e r o x i d e  g e n e r a t i n g  s y s t e m  x a n t h i n e /  
x a n t h i n e  o x i d a s e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  

3 . 2 .  F o r m a t i o n  o f  d i n i t r o s y l - i r o n (  l l )  c o m p l e x  w i t h  p r o -  
teians in  v a s c u l a r  t i s s u e  

T h e  a n i s o t r o p i c  E S R  s i g n a l  o f  d i n i t r o s y l - i r o n ( I I ) - L -  
c y s t e i n e  a t  g ~  = 2 . 0 3 7  a n d  gll = 2 . 0 1 2  r e c o r d e d  a t  7 7  K 
( F i g .  2 A ) c o n v e r t s  t o  a n  i s o t r o p i c  E S R  s i g n a l  a t  g = 2 . 0 3  
w i t h  a h y p e r f i n e  s t r u c t u r e  ( h f s )  i n  l i q u i d  s o l u t i o n  a t  2 9 3  
K ( F i g .  2 C ) .  E x p o s u r e  o f  a w e t  a o r t i c  s e ~ T m n t  t o  a n  
o x y g e n - f r e e  N O  a t m o s p h e r e  ( !  5 r a i n ;  p N O  3 0 0  m m  H g )  

i n d u c e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  a p a r a m a g n e t i c  s p e c i e s  w i t h i n  
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Fig.  2. E S R  s igna l s  o f  d i n i t r o s y l - i r o n ( i I ) - L - c y s t e i n e  (0+1 r a M )  a t  77 K 
(A)  a n d  293 K (C),  o f e n d o t h e l i u m - d e n u d ~ l  r a b b i t  a o r t a  a f t e r  eq i l ibra*  
t i o n  w i t h  N O  (B, 77 K;  D,  293 K),  o f  d i n i t r o s y l - i r o n ( l l ) - L - c y s t c -  
ine(0.36 m M ) - p r e i n c u b a t e d  rabb~;t a o r t a  f rozen  (77  K)  5 r a in  (E)  a n d  
2 h (F)  a f t e r  w a s h i n g  a n d  p e r f u s i o n  w i t h  T y r o d e ' s  s o l u t i o n  ( c o n t a i n i n g  
s u p e r o x i d e  d ismutase+ 0 .1 /2M) ,  a n d  o f a n  N - a c e t y l - L - c y s t e i n e  (0.1 M ) -  
c o n t a i n i n g  s o l u t i o n  used  f o r  i n c u b a t i o n  o f  t he  s e g m e n t  f r o m  (F) ,  a n d  
r e c o r d e d  a t  293 K (G)  a n d  77 K (H) .  N u m b e r s  b e n e a t h  t h e  s p ~ t r a  
i nd i ca t e  the  i n s t r u m e n t  g a i n  ( re l a t ive  uni t s ) .  ( B o t t o m )  D e p e n d e n c y  o f  
t h e  a m o u n t  o f  d i n i t r o s y l ° i r o n ( l l )  ~ m p l e x  w i t h  p r o t e i n s  ( p r o t e i n -  
b o u n d  D N C )  d e t e c t e d  in a r a b b i t  a o r t i c  segrnen+ (200 m g  w e t  w e i g h t )  
a t  77 K (I 5 ra in  a f t e r  w a s h o u t )  on  t he  a m o u n t  o f  d i n i t r o s y l ° i r o n ( l I ) - L -  
cys t e ine  app l i ed  ( in  0.3 ml )  i n t r a l u m i n a l l y  t o  the  s e g m e n t .  V a l u e s  s h o w  
m e a n s  f rom 3 e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  o n  e a c h  c o n c e n t r a t i o n .  E r r o r  

b a r s  a r e  s m a l l e r  t h a n  s y m b o l s  

t h e  ~issue,  e x h i b i t i n g  a n  E S R  s i g n a l  a t  77 K w i t h  f e a -  
t u r e s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  d i n i t r o s y l - i r o n ( l l ) - L - c y s t e i n e  
{F ig .  215). H o w e v e r ,  t h e  s h a p e  o f  t h e  s i g n a l  d i d  n o t  
c h a n g e  o n  r e c o r d i n g  a t  293 K ( F i g .  2 D ) ,  i n d i c a t i n g  t h e  
m a c r o ~ r i o l e c u l a r  n a t u r e  o f  t h e  p a r a m a g n e t i c  s p e c i e s ,  i .e .  
d i n i t r o s y l - i r o n ( l l )  c o m p l e x  w i t h  p r o t e i n  t h i o l s  [3,7].  I n -  
c u b a t i o n  (5  m i n )  o f  a o r t i c  s e g m e n t s  w i t h  d i n i t r o s y l -  
i r o n ( l l ) - L - c y s t e i n e  ( 0 . 0 3 6 - 3 . 6  ~ , M )  r e s t f l t e d  in  a con+ 
c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  f o r m a t i o n  o f  p a r a m a g n e t i c  c o m -  
p l e x e s  o f d i n i t r o s y l - i r o n ( I I )  w i t h  p r o t e i n  t h i o l  g r o u p s  in  
t h e  v a s c u l a r  w a l l ,  w i t h  a b o u t  109b r e c o v e r y  o f  p a -  
r a m a g n e t i c  c e n t e r s  a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i n i t r o s y l -  
i r o n ( l l ) - L - c y s t e i n e  t e s t e d  ( F i g .  2, b o t t o m ) .  T h e  E S R  
s i g n a l  f r o m  d i n i t r o s y l - i r o n ( l l ) ° L - c y s t e i n e - t r e a t e d  s eg -  
m e n t s  w a s  n o t  d i s c e r n i b l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  s i g n a l  e x -  
h i b i t e d  b y  N O - t r e a t e d  s e g m e n t s  ( F i g .  2B) .  H o w e v e r ,  a t  
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r o o m  t e m p e r a * u r e ,  t h e  b r o a d  ~ igna l  f r o m  d i n i t r o s y i -  
i r o n ( I I )  c o m p l e x  w i t h  p r o t e i n s  w a s  o v e r l a y e d  b y  
n a r r o w  ( 7 - G a u s s  w i d t h )  i s o t r o p i c  E S R  s i g n a l  a t  g = 2 .03  
( F i g .  2 E ) ,  w h i c h  is a t t r i b u t e d  t o  u ~ r e a c t e d  d i n i t r o s y l -  
i r o n ( I I ) - L - c y s t e i n e .  "[ 'his s i g n a l  d i s a p p e a r e d  c o m p l e t e l y  
a f t e r  w a s h i n g  o f  t h e  s e g m e n t s  (15  m i n ) ,  w h e r e a s  t h e  
s i g n a l  f r o m  d i n i t r o s y l - i r o n ( l l )  c o m p l e x  w i t h  p r o t e i n s  
w a s  l a r g e l y  m a i n t a i n e d  f o r  u p  t o  2 h a t  ? l 0  K ( F i g .  2 F ) .  
A s  e s t i m a t e d  f r o m  d o u b l e  i n t e g r a t i o n  [7], a f t e r  w a s h i n g  
( l  5 m i n )  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d i n i t r o s y l - i r o n ( l l ) - L - c y s -  
t e i n e  w a s  a t  l e a s t  1 0 0 - f o l d  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  d i n i -  
t r o s y l - i r o n ( I I )  c o m p l e x  w i t h  p r o t e i n s .  A h i g h  c o n c e n t r a -  
t i o n  o f  N - a c e t y l - L - c y s t e i n e  (0.  l M / 0 . 1  m l / 5 0  m g  a o r t a / 5  
m i n ,  310  K )  c o n v e r t e d  t h e  d i n i t r o s y l - i r o n ( l l )  c o m p l e x  
w i t h  p r o t e i n s  i n t o  a d i n i t r o s y l - i r o n ( I i )  c o m p l e x  w i t h  l o w  
m o l e c u l a r  w e i g h t  t h i o l s  a n d  g e n e r a t e d  a c o m p o s i t e  E S R  
s i g n a l  i n  t h e  t i s s u e  s i m i l a r  t o  t h a t  s h o w n  in  F i g .  2 E .  I n  
a d d i t i o n  a d i n i t r o s y l - i r o n ( I I )  c o m p l e x  w i t h  N - a e e t y l - L -  
c y s t e i n e  a p p e a r e d  in  t h e  s o l u t i o n ,  a s  d e t e c t e d  b y  i t s  E S R  
s i g n a l  a t  293 K ( F i g .  2 G )  a n d  77  K ( F i g .  2 H ) .  F u r t h e r -  
m o r e ,  t h e  c o n t e n t  o f  d i n i t r o s y l - i r o n ( I I )  c o m p l e x  w i t h  
p r o t e i n s  w a s  r e d u c e d  m o r e  r a p i d l y  b y  p e r f u s i o n  ( 6 0  
m l / h  f o r  2 h)  w i t h  ] V - a c e t y l - L - c y s t  ~ine (5 m M ) ( f r o m  7 .5  
n m o l / g  t i s s u e  a f t e r  5 r a i n  i n c u b a t i o n  w i t h  d i n i t r o s y i -  
i r o n ( l l ) - L - c y s t e i n e  (36  ~ t M )  t o  4 .2  + 0 .2  n m o l / g  t i s s u e  
in  t h e  a b s e n c e ,  a n d  t o  1.9 4- 0 .2  n m o l / g  t i s s u e  in  t h e  
p r e s e n c e ,  o f  N - a o e t y l - L - c y s t e i n e ;  n = 3). 

3 .3.  Release  o f  vasodilating and  guany ly l  cyclase  act ivat-  
ing f a c t o r  f r o m  d in i t rosy l - i ron( l l )  comp lex  with 
prote ins  in rabbit  aor ta  

E f f l u e n t  f r o m  a o r t i c  s e g m e n t s  p r e - i n c u b a t e d  f o r  5 
r a i n  w i t h  d i n i + r o s y l - i r o n ( I I ) - L - c y s t e i n e  ( 3 6 / z M )  i n d u c e d  
a c t i v a t i o n  o f  s o l u b l e  g u a n y l y l  c y c l a s e  ( F i g .  3 A )  a n d  
r e l a x a t i o n  o f  p r e c o n t r a c t e d  r a b b i t  f e m o r a l  a r t e r y  s e g -  
m e n t s  ( F i g .  3B) .  A f t e r  a n  i n i t i a l  r a p i d  d e c r e a s e  in  t h e  
b i o l o g i c a l  ac t i - , , i ty  o f  t h e  e f f l u e n t  d u e  t o  t h e  w a s h o u t  o f  
u n r e a c t e d  d i n i t r o s y l - i r o n ( I I ) - L - c y s t e i n e ,  t h e  a c t i v a t i n g  
f a c t o r  w a s  d e t e c t e d  in  t h e  p e r f u s a t e  i n  a c o n s t a n t  
a m o u n t  f o r  a t  l e a s t  4 0  m i n .  I f  N - a c e t y l - L - c y s t e i n e  (1 
m M )  w a s  p e r f u s e d  t h r o u g h  t h e  d i n i t r o s y l - i r o n ( I I ) - L -  
c y s t e i n e  (36  ~ M ) - p r e i n c u b a t e d  a o r t a  2 0 - 4 0  r a i n  a f t e r  
w a s h o u t ,  t h e  g u a n y l y l  c y c l a s e  a c t i v a t i n g  a n d  r e l a x i n g  
e f f e c t s  o f  t h e  e f f l u e n t  i n c r e a s e d  ( F i g .  3 A , B ) .  T h i s  e f f e c t  
w a s  n o t  o b s e r v e d  i f  N - a c e t y l - L - c y s t e i n e  w a s  a d d e d  d i s -  
t a l l y  t o  t h e  d o n o r  s e g m e n t ,  t h e r e b y  e x c l u d i n g  t h e  p o s s i -  
b i l i t y  t h a t  t h e  e f f e c t  w a s  d u e  t o  a d i r e c t  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  N - a c e t y l - L - c y s t e i n e  a n d  t h e  v a s o d i l a t o r / g u a -  
n y l y l  c y d a s e  a c t i v a t o r .  

T h e  E S R  s i g n a l  o f  d i n i t r o s y i - i r o n ( I I )  c o m p l e x  w i t h  
l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  t h i o l s  c o u l d  b e  d e t e c t e d  in  t h e  
s n p e r f u s a t e ,  b u t  o n l y  a f t e r  p r e - i n c u b a t i o n  w i t h  t h e  
h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  d i n i t r o s y l ° i r o n ( l l ) - L - c y s t e i n e  
(3 .6  r a M ) .  I n  t h i s  c o n d i t i o n ,  t h e  p a r a m a g n e t i ¢  c o m p l e x  
w a s  r e l e a s e d  a t  a c o n s t a n t  r a t e  (0 .15  4- 0 .05  n m o l / m l / 5  
r a i n  f o r  a t  l e a s t  20  r a i n ) ,  a n d  i n d u c e d  m a x i m a l  g u a n y l y l  
c y c l a s e  a c t i v a t i o n  a n d  v a s o d i l a t i o n  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  
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Fig .  3. A c t i v a t i o n  o f  s o l u b l e  guar~ylyl  c y c l a s e  ( A )  a n d  r e l a x a t i o n  o f  
p r e c o n t T a c t e d  (0.3 / . tM n o r a d r e n a l i n e  ( S A D  e n d o t h e l i u m - d e n u d e x i  
r a b b i t  f e m o r a l  a r t e r y  (B)  by  t h e  i n t r a l u m i n a l  l m r f u s a t e  f r o m  a d i n i -  
t r o s y l -  i r o n  (I I } - L - c y s t e i n e f D N  I C / L - c y s t e i n e ) - p r e i n c u b a t o d  r a b b i t  
aortic segment after different periods o f  perfusion. (A) Mean vah,-s 
from two rclprescntativ¢ ©xpcrhncnts (©.El) l~rformod in tripli_ate 
(SEM smaller than symbols) with 36/~M dinitrosyl-iron(ll}-L-cysLeine 
applied during pre-incubation. Intraluminal perfusion with A~-actyl-L- 
g-ystein~ (I raM; indicated by arrows) increases gaanylyl cydase 
activation by the perfusate (O,B). (B) The upper bars indicate perfu- 
sion of  the femoral artery with I. 2, and 3 aortic effluent 20 rain after 
washout o f  Dre- incubate (aorta Dre-ineubated without (1), with 36 ~M 
(2) and with 360 juM (3) dinitrosyl*iron(li}-L-~.'ysteine, respectively). 
The cross- hatched bars below indicate perfttsion of  N-a~yl-L-cys te-  
ine (! raM) through both segments. Representative tracing from one 

of  3 experiments. 

4. D I S C U S S I O N  

s t a b i l i t y  is a l T e e t e d  b y  o x y g e n ,  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e ,  
x a n t h i n e  o x i d a s e  a n d  t e m p e r a t u r e  in a s i m i l a r  m a n n e r  
t o  E D R F  [ I ]. F u r t h e r m o r e ,  w e  h a v e  s h o w n  t h a t  i n c u b a -  
t i o n  o f  a o r t i c  t i s s u e  w i t h  N O  g a s  a n d  d i n i t r o s y l - i r o n ( !  I )- 
L - c y s t e i n e  r e s u l t s  in f o r m a t i o n  o f  q u i t e  s t a b l e  d i n i t r o s y l -  
i r o n ( l l )  c o m p l e x  w i t h  p r o t e i n  t h io l s .  A c c o r d i n g  t o  
f o r m e r  i n v e s t i g a t i o n s ,  p r o b a b l y  s e v e r a l  d i f f e r e n t  c y t o -  
so l t c  a n d  m i c r o s o m a l  p r o t e i n s  w i t h  a p p a r e n t  m o l e c u l a r  
w e i g h t s  in t h e  r a n g e  5 0 - 1 2 0  k O a  a r e  p r e f e r e n t i a l l y  
t a r g e t e d  b y  d i n i t r c . s y l - i r o n ( I I )  c o m p l e x  in  a n i m a l  t i s s u e s  
[18]_ T h e s e  p r o t e i n  c o m p l e x e s  a c t  a s  N O  s t o r e s  in t h e  
t i s sue ,  a n d  b y  r e a c t i o n  w i t h  i n t r a c e l l u l a r  l o w  m o l e c u l a r  
w e i g h t  t h i o l s  d e c o m p o s e  a n d  r e l e a s e  l o w  m o l e c u l a r  
w e i g h t  d i n i t r o s y l o i r o n O I ) - d i t h i o l a t e  c o m p l e x e s  i n t o  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  s p a o e .  T h i s  w a s  e v i d e n t  f r o m  t h e  f i n d i n g  
t h a t  t h e  e f f l u e n t  f r o m  a d i n i t r o s y ! - : ' r o n ( l I ) - L - c y s t e i n e -  
p r e - i n c u b a t e d  a o r t i c  s e g m e n t  e x h i b i t e d  b i o l o g i c a l  a c t i v -  
i t y  ( r e l a x a t i o n  o f  d e t e c t o r  s e g m e n t :  g u a n y l y l  c y c ! a s e  
a c t i v a t i o n )  f o r  a m u c h  l o n g e r  t i n l e  t h a n  e x p e c t e d  f r o m  
t h e  h a l f  l i fe  o f d i n i t r o s y l - i r o n ( I I ) - L - c y s t e i n e  in  s o l u t i o n .  
W e  h a v e  a l s o  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  e x t r a c e l l u l a r  l o w  
m o l e c u l a r  w e i g h t  t h i o l s  p r o b a b l y  p r o m o t e  t h e  r e l e a s e  o f  
d i n i t r o s y l - i r o n ( I I )  c o m p l e x  f r o m  t h e  m a c r o m o l e c u l a r  
s t o r e ,  a s  in  t h e  p r e : ~ n c e  o f  t h e  m e m b r a n e - p e r m e a b l e  
N - a c e t y l - L - c y s t e i n e  ] 19], t h e  d i n i t r o s y l - i r o n ( I I )  c o m p l e x  
w i t h  p r o t e i n s  w a s  p a r t i a l l y  c o n v e r t e d  i n t o  t h e  [ o w  m o -  
l e c t t l a r  d i n i t r o s y l - i r o n ( l l )  c o m p l e x .  T h e  l a t t e r  c o m p l e x  
w a s  r e l e a s e d  i n t o  t h e  e x t r a c e i l u l a r  s p a c e ,  a n d  w a s  d e -  
t e c t e d  b y  b o t h  E S R  s p e c t r o s c o p y  a n d  b y  t h e  i n c r e a s e  in 
b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e  p e r f u s a t e .  I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  
d i n i t r o s y l - i r o n ( I I ) - d i t h i o l a t e  c o m p l e x  p o s s e s s e s  b i o l o g i -  
ca l  p r o p e r t i e s  s i m i l a r  t o  E D R F .  C o n s e q u e n t l y ,  w e  
p r o p o s e  t h a t  E D R F  c a n  be  s t o r e d  a n d  r e l e a s e d  in  a 
f a s h i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  d e m o n s t r a t e d  h e r e  f o r  d i n i t r o s y l -  
i r o n ( l  I ) - L - c y s t e i n e .  

Acknowledgements_ W e  g r a t e f u l l y  a c k n o w l e d g e  *.he xk; l l fu i  t e c h n i c a l  
a s s i s t a n c e  o f  M r s .  C.  H e r z o g ,  T, Gr f inde] ,  C .  K i r c h e r ,  C. SeuI a n d  Mr .  
H. K a ~ f m a n n _  W e  a r e  i n d e b t e d  to  l ) r .  t-I_t). B e c k h a u s ,  f ) e p a r t m e m  
o f  O r g a n i c  C h e m i s l ¢ y .  a n d  Prof .  D L  H, M 6 n i g .  D e p a r t m e n t  o f  R a d i a -  
t i o n  Biologs/ .  fo r  p r o v i d i n g  t he  E S R  fac i l i l ies .  T h i s  s t u d y  w a s  
s u p p o r t e d  by  t h e  D e u t s c h e  F o r s c h u n g s g e m e i n s c I ~ a f [  ( B u  436/4-2).  

T h e r e  is a n  o n g o i n g  d i s c u s s i o n  as  t o  w h e t h e r  N O .  
w h i c h  is a n  i m m e d i a t e  p r o d u c t  f o r m e d  f r o m  L - a r g i n i n e  
b y  e n d o t h e l i a l  N O  s y n t h a s e  [ 16], is  s u f f i c i e n t l y  s t a b l e  t o  
a c c o u n t  f o r  p a r a c r i n e  a c t i o n s ,  s u c h  as  e n d o t h e l i u m - d e -  
p e n d e n t  r e l a x a t i o n .  I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  N O  g e -  
r . e r a t e d  f r o m  L - a r g i n i n e ,  b u t  a l s o  f r o m  n i t r o v a s o d i -  
l a t o r s ,  m a y  b e  r a p i d l y  b o u n d  a n d  s t a b i l i z e d  b y  l o w -  a n d  
h i g h - m o l e c u l a r  w e i g h t  i r o n - s u l f u r  c o m p l e x e s  [2]. W e  
h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  d i n i t r o s y l - i r o n ( I I ~ L - c y s -  
t e i n e  h a s  p h a r m a c o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  s i m i l a r  t o  t h e s e  
d e s c r i b e d  f o r  E D R F ;  i t  p o t e n t l y  a c t i v a t e s  p u r i f i e d  
s o l u b l e  g u a n y l y l  c y c l a s e  [15], r e l a x e s  e n d o t h e l i u m -  
d e n u d e d  p r e c o n t r a c t e d  r a b b i t  f e m o r a l  a r t e r y  s e g m e n t s  
[17], d e c o m p o s e s  q u i c k l y  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  a n d  i t s  
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