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(Представлено академиком АН  БССР Ю. М. Островским)

При ряде патологических процессов в клетках и тканях отмечено
усиленное образование радикалов кислорода, в том числе супероксид
ных (O f)  [1, 21. Супероксидные радикалы повреждают АТФазную
систему: АТФазная активность падает из-за снижения сродства энзима к
АТФ и уменьшения скорости гидролиза [3].

Мы предположили возможность прямого воздействия Of- на АТФ
и ГТФ. Настоящая статья посвящена проверке этого предположения.

В эксперименте использованы 3 различные системы генерации O f  -
радикалов [4, 5]: I —— никотинамидадениндинуклеотид восстановленный
(НА ДН )— феназинметосульфат (ФМС), II — L-метионин— рибофла
вин или III — аскорбат— ФМС — при комнатной температуре. Конеч
ная концентрация ингредиентов в системах: I — НАДН — 234 мкМ,
ФМС — 8 мкМ; II — L-метионин-— 13 мМ, рибофлавин — 650 мкМ,
тритон Х-100 — 0,23%; III — аскорбиновая кислота — 750 мкМ, ФМС —-
8 мкМ. Системы включали нитросиний тетразолий (НСТ) в конечной
концентрации 87 мкМ и 0,06 М фосфатный буфер pH 7,4 при общем
объеме 4 мл. Образование O f  в опытах учитывали в течение 2 мин по
абсорбции формазана при 560 нм, запуская реакцию соответственно
ФМС или рибофлавином. Исследуемые соединения добавляли до вне
сения этих реагентов.

Содержание железа в нуклеотидах определяли по реакции с о-фе-
нантролином [6], образование неорганического орто- или пирофосфа
та — по реакции с молибденовым реактивом [7].

Все исследования выполнены не менее чем четырехкратно, результа
ты обработаны статистически с расчетом /-критерия Стьюдента [81.
Были использованы АДФ-На3 (Fluka), ФМС и тритон Х-100 (Ferak)
D-рибоза (Loba-Chemie), НАДН, рибофлавин, L-метионин, НСТ, эти
лендиаминтетраацетат натрия (ЭДТА), АТФ-Na^, ГТФ-Ыа3, УТФ-Na?
ЦТФ-Na, 5-АМФ-Ха2, 3,5-АМФ-Ха, рибозо-5-фосфат (Reanal). Осталь
ные реактивы были отечественного производства, их подвергали соот
ветствующей дополнительной очистке.

Добавка различных нуклеотидов в конечной концентрации 10~3 М
вызвала в различной степени подавление восстановления НСТ, эффект
зависел от системы генерации O f  (табл. 1). В целом наиболее сильно
действовали АТФ и ГТФ. Концентрационная зависимость эффекта
нуклеотидов в системе НАДН—ФМС также свидетельствует о более
сильном действии АТФ и ГТФ (рис. 1). В системе метионин—рибофла
вин влияние АТФ сглаживалось, по-видимому, по следующим причинам.
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Т а б л и ц а  1. Влияние нуклеотидов в конечной концентрации IO- 3  М
на восстановление нитросинего тетразолия супероксидными радикалами

в 0,06 М фосфатном буфере pH 7,4 (п =  4)

Нуклео
тиды

Скорость реакции, Л560 -мин- 1  в системах генерации О у

НАДН—ФМС Аскорбат — ФМС Метионин — рибофлавин

Контроль 0,35+0,02 (100) 0,52+ 0,02  (100) 0,90+ 0,14  (100)
АТФ 0,09+0,02* (27) 0,24+0,01* (46) 0,69+0,11 (77)
АДФ 0,29+ 0,03  (81) 0,40+0,03* (77) 0 ,77+ 0,04  (86)
5-АМФ 0,30+0,01 (85) 0 ,44+0,04 (85) 0 ,71+ 0,07  (79)
3,5-АМФ 0,30+ 0,06  (85) не исслед. 0 ,65+ 0,05  (72)
ГТФ 0,16+0,03* (47) 0,20+0,02* (39) 0,36+0,04* (40)
УТФ 0,32+0,04 (90) не исслед. 0,73+0,11 (81)
ЦТФ 0,31+ 0,04  (87) не исслед. 0 ,70+ 0,07  (78)

* Изменения, статистически достоверные по отношению к контролю (Р <5 0,05); в скоб
ках указаны изменения в % по отношению к контролю (см. и в табл. 2).

Так, генерация 0  +  в этой системе требует ультрафиолетового облуче
ния [4], вызывающего фотохимические процессы в молекулах нуклео
тидов [9]. Кроме того, система содержит тритон Х-100, в присутствии
которого удлиняется время жизни Оу- [10]- Однако структура детер
гента предполагает возможность взаимодействия его с радикалами за
счет бензольного кольца, гидроксильной, метильных и других групп.
Введение тритона Х-100 в систему НАДН—ФМС (из-за усиления вос
становления НСТ концентрацию НАДН снизили в 3 раза) снижало
эффект АТФ и ГТФ (рис. 1). Следовательно, на восстановление НСТ
супероксидом заметно влияли лишь трифосфаты пуриновых нуклеоти
дов, причем эффект зависел от состава системы.

Сопоставление данных табл. 1 с действием (в конечной концентрации
IO-3 М) на восстановление НСТ в системе НАДН'—ФМС пирофосфата
(А560 =  0,62 ±0,06), D-рибозы (0,39 + 0,03), рибозо-5-фосфата (0,55 + 0,04)
или гуанин-НС1 (0,34 + 0,04) позволяет думать, что эффект АТФ и ГТФ

Рис. 1. Влияние АТФ (7), АДФ (2), 5-АМФ (3), ГТФ (4), 3,5-АМФ (5) на восста
новление нитросинего тетразолия супероксидными радикалами в системе НАДН—
ФМС и изменения эффекта АТФ (б) и Г ГФ (7) на этот процесс в присутствии три
тона Х-100 в конечной концентрации 0,23%. Изменения даны в % к контролю, при

нятому за 100%

Рис. 2. Изменения восстановления нитросинего тетразолия (в % к контролю, приня
тому за 100%) супероксидными радикалами в системе НАДН—ФМС при внесении

Си2+ (7) или Fe3 +  (2)
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Т а б л и ц а  2, Изменения восстановления нитросинего тетразолия
супероксидными радикалами в системе НАДИ — ФМС под действием

различных соединений (п — 4)

Соединение
Скорость реакции,

Л660 -мин-1 Соединение Скорость реакции,
Лбво-мин- 1

Без добавок
АТФ, 10-3 М
АДФ, 10+ М
Fe3+, 10-5 м
АДФ. IO-3 M +  Fe3 + ,

10-5 М
Fe2 + , IO- 5  М
АДФ, IO-3 М +  Fe2 + ,

ю - 5 М

^-Фенантролин, IO- 3  М

0,40+0,03
0,11+0,04*
0,33+0,03
0,31+0,01*

0,23+0,02*
0,40+0,01

0,33+0,03

0,35+0,02

KCNS, 10-3 М
ДЭДТК, ю - 3 м
KCNS, 10-3 М +
+  Fe3 + , IO- 5  М
д э д т к ,  ю - 3 м  +
+  Си2+, 10-6 М
о-Фенантролин,
IO-3 М+АТФ, IO-3 М
KCNS, IO-3 М +
+  АТФ, IO-3 М
д э д т к ,  io - 3 М +
+  АТФ, 10-3 М

0,84+0,05
0,90+0,05

0,74+0,06

0,87+0,07

0,24+0,02

0,34+0,04

0,55+0,05

не связан с наличием остатка пирофосфата, эфирной связи рибозо
фосфата или азотистого основания. Известна стимуляция перекисного
окисления липидов нуклеотидами из-за наличия примесей железа
[И, 12], причем эффективны все нуклеотиды с пирофосфатной груп
пировкой. В нашем случае УТФ, ЦТФ и АДФ эффекта почти не давали.
Химическим анализом мы нашли, что концентрация железа (10- 3  атом/
/1 М нуклеотида) равна в АТФ 1,10±0.14; АДФ 0,46 + 0,06; в 5-АМФ
0,13+0,01; 3,5-АМФ 1,90+0,25; ГТФ 6,30± 0,04; в УТФ 8,10+0,10. Таким
образом, не прослеживается зависимость эффекта нуклеотидов от со
держания в них железа. Даже добавками к АДФ Fe3+ или Fe2+ в кон
центрации на порядок выше, чем в АТФ, не достигнут эффект АТФ,
Р<0,05 (табл. 2).

Отсутствие связи эффекта АТФ с наличием железа показано и с
помощью комплексообразующих соединений. Установлено, что KCNS и
диэтилдитиокарбамат (ДЭДТК) сами вдвое усиливали (+*<0,001) вос
становление НСТ (табл. 2). Это не может быть следствием связывания
примесей тех ионов, которые способны взаимодействовать с О—-, ибо
Fe3+ и Fe2+ малоэффективны, а Си2+ активен лишь при достаточно вы
сокой концентрации (табл. 2, рис. 2). К тому же добавки к KCNS Реш
или к ДЭДТД Си2+ снизили действие KCNS и ДЭДТК не более, чем на
14%. Очевидно, сами KCNS и ДЭДТК могут усиливать восстановление
НСТ. Природа этого неясна, требует специального рассмотрения и вы
ходит за рамки данной статьи. Ингибиторное действие АТФ проявля
лось на фоне всех использованных комплексообразователей, Р<0,02
(табл. 2), хотя несколько слабее, чем в их отсутствие. В системе аскор
бат— ФМС действие АТФ также было менее сильным, чем в системе
НАДН—ФМС, а известно, что аскорбат восстанавливает Си2+ и Fe3+
[13]. Изложенные материалы дают основания считать, что основное

действие АТФ не связано с присутствием железа и является специфич
ным. В пользу этого свидетельствует и то, что включение Fe3+ в комп
лекс с АТФ или АДФ не повышает способность взаимодействия металла
-с О ~  [14]. Как следует из вышеизложенного, при концентрации АТФ
10~2 М концентрация железа составит 10- 5  М. В этом диапазоне ион
малоэффективен (рис. 2).

При инкубации с системой НАДН—ФМС в дистиллированной воде
(pH доведен до 7,2) АТФ или ГТФ в конечной концентрации 2 -10~3 М
обнаружено образование неорганического ортофосфата в расчете на
1 М нуклеотида для АТФ — 0,07 М, а для ГТФ — 0,23 М.

Полученные результаты дают основания полагать, что в системах
генерации О ~  АТФ и ГТФ способны взаимодействовать с радикалами
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кислорода. Нуклеотиды являются слабыми «тушителями» ОД, значи-
тельно! уступая даже ионам металлов, однако эффект их, по-видимому,
специфичен и, возможно, зависит от тех конформационных особенностей
АТФ и ГТФ, которые обусловливают отличия их структурной органи
зации в сравнении как с трифосфатами пиримидиновых нуклеотидов,
так и с АДФ, АМФ. Этот вопрос требует дальнейшего изучения. Зави
симость подавления нуклеотидами восстановления НСТ от состава
системы генерации ОД может означать, что в конкретных биологических
средах эффект АТФ будет проявляться по-разному. Обнаруженные фак
ты можно рассматривать как проявление еще одного аспекта отноше
ний АТФ, ГТФ и окисления: ОД (или кислород)-зависимую модифи
кацию АТФ и ГТФ. Summary

In the systems of generation (methionine-riboflavin, NADH-phenazine methosul
fate, ascorbate-phenazine methosulfate) the reduction of nirtoblue tetrazolium is inhibited
by ATP or GTP at the final concentration of 10~3 M (but not by UTP, CTP, ADP, AMP,
inorganic pyrophosphate, riboso-5-phosphate). This effect was dependent on the compo
sition of the generation systems but independent of the presence of iron in the nucleoti
des. It is suggested that ATP and GTP modifications may be ОД (or oxigen)-dependent
which is determined by the conformation of nucleotide molecules.
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