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Изучено влияние таурина, гипотаурина, р-аланина и а-аланина на гемолитическую 
деструкцию глицерофосфата (ГФ) с разрывом фосфоэфирной связи, индуцирован
ную системами Fe2+(Cu2+) -H 2O2. Показано, что в условиях Си2+-опосредованного 
генерирования НО" P-Ала интенсифицирует процесс, наибольший эффект наблю
дается при молярном соотношении аминокислота: Cu2+ > 10:1 . а-Ала активирует 
дефосфорилирование ГФ при соотношении A A : Cu2+ от 1,5 : 1 до 3 : 1, повыше
ние соотношения до 10 : 1 приводит к инверсии эффекта, уровень фосфат-анио
на снижается. В случае Ре2+-опосредованной фрагментации аланины значимым 
образом не влияют на накопление продукта фрагментации. При этом азид натрия 
и ДМСО, эффективные НО‘-акцепторы, ингибируют фрагментацию в концен
трационно-зависимой манере. Таурин в исследованном диапазоне концентраций 
не оказывает значимого эффекта на Си2+(Ре2+)-опосредованную деструкцию ГФ. 
Гипотаурин, напротив, оказывает протекторное действие, которое усиливается с 
ростом его концентрации в системе.

The effect of taurine, hypothaurine, p-alanine, and a-alanine on homolytic destruction 
of glycero-2-phosphate (GP) with the cleavage of phosphoester bond induced by the 
Fe2+(Cu2+) -H 2O2 systems has been studied. It has been shown that under the conditions 
of Cu2+-mediated generation of HO" P-Ala intensified the process, the greatest effect was 
observed at a molar ratio of amino acid: Cu2+ > 10:1 . a-Ala activated dephosphorylation 
of GP at the ratio of A A : Cu2+ between 1.5:1 and 3 : I, an increase in the ratio to 10 : I 
caused an inversion of the effect, and the level of phosphate anion decreased. In case of 
Fe2+-Hiediated fragmentation, alanines did not significantly affect the accumulation of 
the fragmentation product. At the same time effective HO"-scavengers, such as sodium 
azide and DMSO, inhibited fragmentation in a concentration-dependent manner. Taurine 
in the studied range of concentration had no significant effect on Cu2+(Fe2+)-mediated 
degradation of G P Hypotaurine, on the contrary, had protective action, which was 
amplified with its concentration increase in the system.

Ключевые слова: таурин; гипотаурин; р-аланин; а-аланин; глицерофосфат; гидрок
сильный радикал; про/антиоксидант; реакция Фентона; ион Си2’ (Fer+).
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Р-Аминокислоты, таурин (2-аминоэтансульфоновая кислота) и р-аланин 
(3-аминопропановая кислота) играют важную роль в биологических процес
сах, хотя и не используются организмом в качестве строительных блоков мо
лекул белков [1]. Таурин (Tay) в свободной форме является одной из наиболее 
распространенных аминокислот в мозге, сетчатке, мышцах и почти всех тка
нях млекопитающих, при этом полностью отсутствует в растениях [1,2]. Tay 
выполняет широкий спектр функций в центральной нервной системе, ока
зывает кардиотропное действие, регулирует энергетические и репаративные 
процессы. р-Аланин (P-Ала) в свободном виде содержится в нервных тканях 
и служит нейромодулятором; в мышечных тканях является компонентом ди
пептидов карнозина и ансерина; входит в состав пантотеновой кислоты (ви
тамин В5), необходимой для синтеза коэнзима А [1, 3].

В настоящее время исследуют механизмы вовлечения Tay и р-Ала в регу
лирование различных патологий и заболеваний, выясняют их цитопротектор- 
ный эффект. Одним из механизмов защитного действия р-аминокислот может 
быть их антиоксидантная активность [2, 4—6], направленная на коррекцию 
процессов, сопряженных с развитием окислительного стресса [7]. Последний 
характеризуется избыточным накоплением в клетках активных форм кисло
рода (АФК) (HO', O2' , H2O2, HClO), среди которых радикал НО' наиболее 
токсичный. Ионы переходных металлов (Fe2+, Cu+ и др.), имеющиеся в орга
низме, способствуют образованию НО', участвуя в реакциях с H2O2 (реакции 
Фентона и Габера — Вейса) [7, 8]:

Cu2+(Fe3+) + H 2O2 -> Cu+(Fe2+) + O2'"  + 2Н+, ку ~ 4,6 • IO2 NT1 • с-1; (1) 

O2-  + Fe3+(Cu2+) -> Fe2+(Cu+) + O2, Jfcv ~ 1 • IO8 (1 • IO9) NT1 • с-1; (2)

Fe2+(Cu+) + H2O2 -> Fe3+(Cu2+) + НО' + ОН , kv ~ 76 (4,7 ■ IO3) NT1 • с-1. (3)
АФК способны индуцировать процессы повреждения важнейших биомо

лекул, в частности липидов биомембран, и, как следствие, нарушать функции 
клеток и организма в целом [7]. Одним из таких процессов может быть сво
боднорадикальная фрагментация глицерофосфолипидов. При взаимодействии 
последних с НО' в их полярной части образуются радикалы R1OCH2C(OH) 
CH2OR2, распадающиеся с разрывом фосфоэфирной связи и элиминирова
нием молекулярного продукта — фосфатидной кислоты [9]. Роль аминокис
лот и их производных в регулировании свободнорадикальных процессов яв
ляется предметом многочисленных исследований [10]. При этом их влияние 
на АФК-опосредованные процессы в гидрофильной части липидной мембра
ны практически не изучено.

В целом, несмотря на интенсивное изучение протекторных свойств Tay 
и р-Ала, детальный механизм их антиоксидантного действия остается не со
всем ясным.

Цель работы — изучение влияния Tay и р-Ала на Cui (Fex ^опосре
дованную фрагментацию глицеро-2 -фосфата с разрывом фосфоэфирной свя
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зи. Сравнивали действие р-аминокислот и протеиногенного а-аланина, а так
же предшественника таурина в биосистеме — гипотаурина.

Фосфоэфиры глицерина (глицеро-1-фосфат, глицеро-2-фосфат) являются 
структурными фрагментами глицерофосфолипидов, поэтому могут быть ис
пользованы в качестве модельных соединений. Кроме того, они представля
ют собой важные компоненты клетки, участвующие не только в синтезе ли
пидов, но и в некоторых метаболических процессах.

Рис. 1. Схема свободнорадикальной фрагментации глицеро-2-фосфата

При действии источников АФК на глицеро-2-фосфат (ГФ) разрыв фосфо- 
эфирной связи в его молекуле происходит в основном за счет фрагментации 
первичных радикалов H2C(OH)-HC(OP(O)O2H )-C H (O H ) или H C (O H )- 
HC(OP(O)O2H- )-C H 2(OH) с элиминированием неорганического фосфата 
(рис. 1) [11, 12]. Основной вклад в инициирование процесса вносят радикалы 
НО’, константа скорости их взаимодействия с глицеро-2-фосфатом составля
ет 1 ■ IO10M-1 ■ с-1 (pH 8,0) [13]. Свободнорадикальное дефосфорилирование 
ГФ протекает с высокой скоростью (kv > IO6 с-1) [12].

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В работе использовали таурин (изоэлектрическая точка, pi 5,16), [3-аланин 

(pi 6,89), а-аланин (а-Ала) (pi 6,01), гипотаурин (гТау) (pi 5,98), терефталевую 
кислоту (1,4-бензолдикарбоновая кислота) от фирмы «Sigma-Aldrich» (Deisen- 
hofen, Германия). Азид натрия (NaN3), гидропероксид, диметилсульфоксид 
(ДМСО), соли CuSO4 • 5Н20 , FeSO4 • 7Н20  были получены от ЗАО «Вектон» 
(Россия).

Все использованные в работе реактивы и растворители имели аналитиче
скую степень чистоты. Водные растворы готовили на деионизированной воде.

Химическое инициирование свободнорадикальных процессов осуществля
ли с помощью редокс-систем Cu2+(Fe2+)-H 2O2, генерирующих НО’. К раство
рам ГФ добавляли CuSO4 • 5Н20  (FeSO4 ■ 7Н20 ) и H2O2, конечная концентра
ция которых указана в подписях к  рисункам. Тестируемые вещества вводили в 
раствор субстрата до добавления компонентов редокс-систем. Образцы тща
тельно перемешивали после добавления каждого реагента и далее термоста- 
тировали при температуре 37 0C.

Свободнорадикальную фрагментцию ГФ оценивали по образованию мо
лекулярного продукта — неорганического фосфата. Фосфат-анион в растворах
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ГФ (pH 7,0) определяли фотоколориметрически по модифицированной ме
тодике, изложенной в [14]. В основе анализа использована цветная реакция 
фосфат-аниона с молибдатом аммония. Процедура анализа была следующая: 
к  0,2 см3 исследуемой пробы добавляли 1 см3 воды, 1 см3 раствора (NH4)2MoO4 
(1,8 % раствор в IM растворе H2SO4) и 0,2 см3 раствора FeSO4 (10 % раствор в 
0,075 M растворе H2SO4). Полученный раствор фотометрировали относитель
но холостой пробы при длине волны, равной 720 нм. Концентрацию фосфат
аниона как продукта свободнорадикальных превращений ГФ рассчитывали 
по калибровочной кривой. Для приготовления калибровочных растворов ис
пользовали однозамещенный фосфат калия марки о. с. ч., высушенный до по
стоянного веса при температуре 110 °С. Навески KH2PO4 растворяли в 25 мМ 
растворе глицерофосфата, диапазон концентраций растворов был 0—2 мМ.

Относительные константы скорости реакции (Дно-) тестируемых соеди
нений (S) с радикалами НО' определяли, используя метод флуоресцентных 
зондов, как описано ранее в работе [15]. В качестве зонда использовали те- 
рефталевую кислоту.

Для обработки полученных экспериментальных результатов применяли 
методы математической статистики, включая встроенные в компьютер стати
стические функции программы «Excel» и «Origin». Достоверность полученных 
результатов контролировали с помощью f-теста Стьюдента. В каждой экспе
риментальной серии проводили 3—5 параллельных опытов. На рисунках каж
дый результат представлен как среднее значение ± SD, статистически отлич
ное в сравнении с контролем (P  < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
При исследовании влияния р-Ала в диапазоне концентраций 0,017—

2,0 ммоль/дм3 на дефосфорилирование ГФ в условиях Си2+-опосредованного 
генерирования радикалов НО' выявлено, что аминокислота не обладает протек
торной активностью в регулировании процесса (рис. 2, а). Повышение количе
ства р-Ала в системе сопровождается активацией (—1,9 раза) фрагментации ГФ.

В отличие от р-Ала влияние протеиногенного а-Ала на Си2+-опосре- 
дованную фрагментацию ГФ более сложное (рис. 2, б). При увеличении его 
концентрации и молярного соотношения а-Ала : Cu2+ (от 1,5 : 1 до 3 : 1) де
струкция ГФ усиливается в 1,5 раза. Дальнейшее повышение этого соотноше
ния до 10 : 1 приводит к инверсии эффекта аминокислоты, уровень фосфат
аниона снижается в —1,3 раза.

Сравнивали действие аланинов и азида натрия, который в отличие от ами
нокислот ингибирует деструкцию ГФ (рис. 3 ,a). NaN3 акцептирует НО' с вы
сокой константой скорости (1,1 ■ IO10 M-1 ■ с-1 [16]), превращаясь при этом в 
азидил-радикал (N3) — более слабый окислитель, чем НО' (редокс-потенци- 
ал £(N 3/N 3“) = 1,33 В, Д Н О ', Н+/Н 20 ) = 2,73 В [17]). Кроме того, радикалы 
N 3 быстро диспропорционируют (2kv = 9 ■ IO9 M-1 • с-1). Реакции NaN3 с O2 и 
H2O2 при нейтральном pH среды неэффективны (kv < IO6 M-1 • с-1, pH 7,0) [16].
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Время, мин 
а

Рис. 2. Накопление H2PO4 в 25 мМ растворе ГФ, инкубированном при 37 °С 
в присутствии CuSO4 и H2O2 (концентрация компонентов 0,05 

и 15 ммоль/дм3соответственно), содержащем р-Ала (а) и а-Ала (б):
1 — 0; 2 — 0,017; 3 — 0,083; 4 —0,17; 5 —0,5; 6 —0,83; 7—2,0ммоль/дм3

без добавок

Время, мин Время, мин
а б

Рис. 3. Влияние добавок P-Ала, а-Ала и NaN3 на накопление H2PO4 
в растворе глицеро-2-фосфата, инкубированном при 37 °С 

в присутствии CuSO4 и H2O2 при концентрациях компонентов: 
С(ГФ) 50; CuSO4 -  0,5; H2O2 — 10 ммоль/дм3 (а) 

и С(ГФ) 25; CuSO4 — 0,05; H2O2 — 15 ммоль/дм3 (б)



Прооксидантное действие а-Ала на фрагментацию ГФ снижается в при
сутствии NaN3 C ростом его концентрации от 2 до 10 ммоль/дм3 (рис. 3,6). 
Следует отметить, что радикалы N3 инертны по отношению к аланину [19].

Исходя из полученных данных (см. рис. 2, 3), следует, что влияние Р-Ала 
и а-Ала на фрагментацию ГФ сильно зависит от их молярного соотношения 
с Cu2"1", а не с ГФ.

Дефосфорилирование ГФ, индуцированное системой Fe2+- H 2O2 в присут
ствии (0,05—1,0) мМ раствора р-Ала, статистически значимо не отличается от 
контроля (рис. 4, а). При данных условиях аналогично поведение и а-Ала. От
метим, что ДМСО в таком же концентрационном диапазоне оказывает протек
торное действие, величина которого зависит от концентрации. Уровень H2PO4 
снижается в присутствии ДМСО в 1,4—1,5 раза (рис. 4, 6). Известно [18], что 
ДМСО эффективно взаимодействует с HO' (Icy= 6,6 ■ IO9 M-1 • с-1 [13]) с обра
зованием менее активного метального радикала и метансульфиновой кислоты.
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Время, мин Время, мин
а б

Рис. 4. Накопление H2POif в 25 мМ растворе ГФ, инкубированном при 37 °С 
и содержащем 0, 5 ммоль/дм3 FeSO4 и 10 ммоль/дм3 H2O2, 

а также р-Ала (а) и ДМСО (б) при их концентрации:
1-0] 2 -  0,05; 3 — 0,1; 4 — 0,5; 5 —1,0 ммоль/дм3

Аминокислоты могут различным образом влиять на дефосфорилиро
вание ГФ, индуцированное Си2+(Ре2+)-содержащими редокс-системами. 
C одной стороны, они, взаимодействуя с Cu2+(Fe2+), могут влиять на спо
собность редокс-систем генерировать HO'. C другой стороны, они акцеп
тируют образующиеся радикалы НО’ и тем самым уменьшают их долю в ре
акциях с ГФ.
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Прооксидантный эффект р-Ала и а-Ала можно объяснить тем, что ами
нокислоты хелатируют ионы Cu2+ (координационное число 4 или 6), что спо
собствует восстановлению ионов до Cu+ (координационное число 2 или 4) 
в реакции (1). Это, в свою очередь, содействует протеканию реакции (3) и по
вышению уровня НО'. Снижение активирующего действия а-Ала в присут
ствии NaN1, эффективного акцептора НО’, подтверждает такое предполо-

J 9 +жение. Зависимость влияния аланинов от мольного соотношения Ала : Cu 
указывает на то, что комплексы меди(П) с разным числом лигандов имеют 
различные каталитические свойства. Это согласуется с данными работы [20].T  I

В присутствии ионов C ui (F e" ')  может осуществляться «сайт
специфический» механизм свободнорадикального повреждения биомоле
кул [21]. В данном случае происходит формирование комплекса аминокисло
та— Cu2+- ГФ и радикалы НО’ образуются в непосредственной близости к ГФ, 
что способствует их быстрому взаимодействию. При этом вероятность реак
ций НО' с другими присутствующими в растворе молекулами снижается. Воз
можно, таким снижением объясняется умеренный протекторный эффект ази
да натрия в высокой концентрации (см. рис. 3,6).

Развитие окислительного стресса и апоптоз наблюдали в митохондриях при 
введении избытка р-Ала [25]. Можно предположить, что механизм такого дей
ствия заключается в инициации свободнорадикальной фрагментации кардио- 
липина, важнейшего глицерофосфолипида митохондрий [9].

Различие во влиянии р-Ала и а-Ала обусловлено отличием во взаимо
действии с ионами меди. а-Ала обладает высокой аффинностью к ионам 
Cu2+/C u+ [22], большей (в ~3 раза) Си2+-хелатирующей активности в низких 
концентрациях [23] и более высокой константой стабильности комплекса [24] 
по сравнению с Р-Ала. Данные факты обусловливают, по-видимому, антиокси
дантный эффект а-Ала при повышении его концентрации в системе. Соглас
но данным [23] а-Ала при увеличении его концентрации до 20—40 ммоль/дм3 
оказывает небольшой антиоксидантный эффект на автоокисление линолевой 
кислоты, а Р-Ала не обладает таким действием.

Реакция взаимодействия а-Ала с НО' имеет низкую константу скорости, 
равную 7,7 • IO7 M-1 • с-1 (pH 5,5—6,8) [13]. Относительное значение Acfrn., 
рассчитанное для р-Ала в этой работе, составляет 4,84 • 10 M -с ,а  для ре
ферентных NaN3 и ДМСО — соответственно 9,3 ■ IO9 и 5,2 ■ IO9 M-1 ■ с-1, что 
хорошо согласуется с литературными данными, приведенными ранее. Величи
ны констант указывают, что а-Ала и р-Ала не являются эффективными HO'- 
акцепторами и в низких концентрациях не могут успешно конкурировать с 
ГФ во взаимодействии с гидроксильными радикалами.

Способность аланинов хелатировать Fe2+ (координационное число 6) го
раздо ниже, чем в случае Cu2+. Значения констант стабильности комплексов 
(IogK) р-Ала и а-Ала с ионами Fe2+ составляют соответственно 4,0 и 7,3, а для 
Cu2+-1 2 ,9  и 15,1 [24, 26].



Приведенные выше факты в совокупности объясняют отсутствие антиок
сидантного влияния аланинов на Ре2+-опосредованное дефосфорилирование 
ГФ. Это согласуется с отсутствием протекторного действия P-Ала на окисле
ние ДНК, индуцированное системой Cu2+(Fe2+) - H 2O2- аскорбат [27].

На рис. 5 представлены данные, полученные при изучении влияния Tay 
на фрагментацию ГФ, индуцированную Cu (Fe )-содержащими редокс- 
системами. Аминокислота в исследованном диапазоне концентраций 0,5—
2,0 ммоль/дм3 не обнаруживает статистически значимого эффекта в обеих 
системах.
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Рис. 5. Накопление H2PO4) в растворе глицеро-2-фосфата при его концентрации 
25 ммоль/дм3 (а) и 50 ммоль/дм3 (б), инкубированном при 37 °С в присутствии 

0,05 ммоль/дм3 CuSO4H 15 ммоль/дм3 H2O2 (а);
0,05 ммоль/дм3 FeSO4 и 10 ммоль/дм3 Н20 2(б), 

содержащемТау (2—4) и гТау (4"— 7) при их концентрации:
О (1); 0,1 (4')\ 0,5 (2, 5), 1,0 (3, 6), 2,0 (4, 7) ммоль/дм3

Это можно объяснить тем, что, с одной стороны, Tay не способен эффек
тивно хелатировать ионы Cu2+(Fe2+), его комплексы с Fe2+ не стабильны, 
а значение IogKдля комплекса с Cu2+ невысокое (8,0) [24]. C другой сторо
ны, сульфокислота Tay проявляет слабую способность акцептировать ради
калы HO' (^siOH = M  • IO7 M-1 • с-1 [15]), не реагирует с гидропероксидом 
и супероксид-радикалом [28]. Эти сведения находятся в корреляции с дан
ными [29] о том, что Tay не ингибирует свободнорадикальное пероксидное 
окисление липидов. Некоторую активность в отношении пероксильных ра
дикалов и O2'-  Tay обнаруживает только в очень высоких концентрациях 
(>0,05 ммоль/дм3) [4].
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Бгавным интермедиатом в синтезе Tay является гипотаурин(1-аминоэтан- 
2-сульфиновая кислота). В высоких концентрациях он содержится в репро
дуктивных тканях и жидкостях. В отличие от сульфокислоты гТау оказывает 
антиоксидантное действие на Си2+(Ге2+)-опосредованную деструкцию ГФ с 
разрывом фосфоэфирной связи (см. рис. 5). Защитное действие гТау может 
проявлять на стадии инициирования процесса посредством акцептирования 
НО , так как это взаимодействие протекает с высокой константой скорости, 
равной 1,15 • IO10 M-1 • с-1 [28].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучено влияние таурина, гипотаурина, Р-аланина и а-аланина на сво
боднорадикальную фрагментацию глицерофосфата в присутствии ионов 
Cui (Fe ). Установлено, что P - аминокислоты различным образом регулиру
ют Cu2+ и Fe2+-опосредованный процесс. В присутствии ионов Fe2+ действие 
Tay и P-Ала не отличается значимым образом от контроля, протеиногенный 
а-Ала также не обнаруживает существенного про(анти)оксидантного эффекта.

В условиях Си2+-опосредованного генерирования радикалов HO' Tay также 
не влияет на дефосфорилирование глицерофосфата. При молярном соотноше
нии аминокислота: Си"г >10 р-Ала начинает значительно интенсифицировать 
процесс, а в случае а-Ала происходит инверсия эффекта с прооксидантного на 
протекторный. Снижение активирующего действия аланинов в присутствии 
NaN3 указывает на то, что они усиливают способность Си2+-содержащей ре- 
докс-системы генерировать НО' и тем самым интенсифицируют дефосфори
лирование глицерофосфата на стадии инициирования.

Гипотаурин оказывает антиоксидантное влияние на Cu2+(Fe2+)- 
опосредованную деструкцию глицерофосфата в концентрационно-зависи
мой манере.

Полученные результаты важны для понимания молекулярных механиз
мов действия аминокислот в регулировании свободнорадикальных процес
сов в клетке.
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