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К МЕХАНИЗМУ ДЕЙСТВИЯ И-ЭТИЛМАЛЕИНИМИДА НА 
УАБАИН-НЕЧУВСТБИТЕЛЬНЫЕ ПОТОКИ ИОНОВ

В МЫШЦАХ ЛЯГУШКИ

Г. Г. МАРИКЯН. С. Я. АДАМЯН, Ц. М. АВАКЯН

Изучалось влияние Х'-этилмалеииимида на мембранный потенциал, |уабанн-нечув- 
ствительные потоки ионов натрия и калия, концентрации АТФ, АДФ и неорганическо
го фосфата в мышцах лягушки при добавлении в раствор протекторов 51Х-групп. По
казано, что И-этилмалеинимид действует как на конформацию энзима, обеспечиваю
щего противоградиентную транслокацию ионов На, так и на мембранный потенциал. 
Цистеамин и цистеин препятствуют действию Х’-этилмалеинимида, связанного с инги
бированием БН-групп.

Ключевые слова: мыища лягушки, потоки No и К, уабаин, ингибитор и протектор 
5Н-групп.

Ранее было показано, что уабаии-нечувствительные потоки натрия 
в мышцах увеличиваются при добавлении ряда веществ [1, 3], в част
ности М-этилмалеинимида (НЭМ). Использование протекторов БН- 
групп позволит выяснить, связано ли влияние НЭМа на ионные потоки 
с ингибированием 5Н-групп или в основе его действия лежит другой 
механизм.

Материал и методика. Опыты проводились на портняжных мышцах озерной лягуш
ки, обогащенных натрием. Определялись разностные потоки Ха и К в мышцах, инку
бированных в бескалиевом растворе Рингера с уабаином в концентрации 10—4 М. Пред
полагается, что в этих условиях Кта:К насос максимально заторможен. Подробное 
описание методики приводилось ранее [2]. НЭМ использовался в концентрации 
5-10—5 М. В качестве протекторов ЯН-групп были выбраны цистеамин и цистеин 
(10—4М), эффективно защищающие клетки от радиационного поражения. В ряде 
опытов использовались растворы, где 90 мМ ЫаС1 были заменены осмотически экви
валентным количеством МдС12.

Определение концентраций АТФ и АДФ проводилось энзиматическим методом в 
безбелковом мышечном экстракте [4, 7], а неорганический фосфат—колориметричес
ким [8].

Мембранный потенциал (МП) измерялся пирексовыми микроэлектродами, запол
ненными 3 М КО, с потенциалом кончика—3—4 мв. Все опыты проводились строго на 
парных мышцах.

Результаты и обсуждение. Изменения уабаин-нечувствительных 
разностных потоков (I) Ыа и К при действии НЭМа представлены в 
таблице (гр. 1). Наблюдаемая разница в потоках К обусловлена из
менением МП мышечных волокон, а разница в потоках Ыа связана с 
влиянием НЭМа на недиффузионный компонент натриевого потока [3].
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Влияние протекторов 5Н-групп на потоки ионов № и К и МП 
портняжной мышцы лягушки_

Таблица

№ графы Условия опыта ЛЗ 1\а
пкМ/см2 сек

и К 
пкМ.'см2 сек

А МП
МВ1

1
уабаин — 8,0* + 3,4* 42*

уабаин -рНЭМ 

уабаин + НЭМ
+28 *2 +4,0* —1 >5уабаин ф- НЭМ 4՜ цистеамин

уабаин + НЭМ + 5,3* 3 8 +22*3 уабаин-1 НЭМ-|- цистеин
уабаин

—0.2 +0,5 — 14 уабаин -г цистеамин 
уабаин

+ 1,6 +0,2 - 8-5 уаб֊ин + цистеин

6
уабаин

+ 0,7 + 1.4 ֊ 2уабаин ֊г֊ НЭМ-ф цистеамин
уабаин

֊1,0 + 0,77 уабаин ч-НЭМ-ф цистеин — 3

Примечание: 1) Л—Разность между результатами, приведенными в верхней и ниж
ней строчке каждой графы.

2) В каждой серии опытов использовалось от 6 до >16 мышц.
3) Звездочкой помечена статистически достоверная разница.

Следующая серия опытов была посвящена выяснению действия 
цистеамина и цистеина на ионные потоки (табл., гр. 2, 3). Результаты 
опытов показали, что протекторы ЭН-групп препятствуют действию 
НЭМа, это сказывается как на величине МП, так и на концентрации 
макроэргических веществ в мышце.

При приложении НЭМа концентрация АТФ в мышце снижается с 
3,0±0,2 до 2,1 ±0,3 мМ/кг сырого веса мышцы, а при добавлении цис
теина к инкубационному раствору, содержащему НЭМ, такого сниже
ния не происходит: концентрация АТФ равняется 2,9±0,3 мМ/кг (п = 4) 
(п—количество мышц, использованных в опыте). Соответственно кон
центрации неорганического фосфата составляют 5,7+0,2 и 5,3±0,1 мМ/кг 
сырого веса (п = 10). Однако концентрация АДФ не меняется—0,28+ 
0,03 и 0,32+0,03 мМ/кг сырого веса (п = 16).—что, вероятно, связано с 
аденилаткиназной активностью мышцы.

Измерение МП мышц, инкубированных в растворах с НЭМом в 
присутствии протекторов ЭН-групп, не избавляет от трудностей, обычно 
наблюдаемых при отведении МП в растворах, с НЭМом: электрод с тру
дом прокалывает мышечную мембрану, при отведении МН от глубоко 
лежащих волокон возможна поломка электрода и т. п. Это означает, 
что цистеамин не вызывает нейтрализацию НЭМа в растворе, как пред
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полагал Бридж [5], а наблюдаемый эффект связан непосредственно с- 
действием изучаемых веществ на мембрану.

Измерение МП мышечных волокон, инкубированных в бескалие- 
вом растворе, обнаруживает существенную разницу между МП поверх
ностно расположенных волокон, и волокон, лежащих в глубине. Раз
ница эта достигает 7—8 мв и статистически достоверна.

Приложение НЭМа вызывает быстрое и сильное изменение МП на 
поверхностно расположенных волокнах (с—134 до—40 мв) и меньшее 
на глубоко расположенных (до—98 мв). Возможно, это связано с тем, 
что диффузия гидрофобных веществ в водном растворе .межклетников 
происходит медленнее, чем диффузия через липидную часть мембраны 
поверхностных волокон.

Для расчета изменения 'концентраций ионов согласно измеренному 
МП следует учитывать МП волокон по всей толще мышцы. В связи с 
этим были проведены следующие расчеты: средняя толщина портняж
ной мышцы—0,7 мм, средний диаметр волокна—100 мк. Учитывается, 
что наряду с толстыми волокнами, до 120—150 мк, имеются и тонкие 
волокна, 20—30 мк, и средние, 70—80 мк. В мышце приблизительно Т 
слоев волокон: поверхностные по обе стороны мышцы с более низким 
МП и 5 глубинных слоев. При сопоставлении ионных потоков с изме
нениями МП использовался усредненный потенциал.

Были проведены контрольные опыты, выявляющие действие цисте
амина и цистеина на уабаин-нечувствительные потоки На и К и МП. Ре
зультаты опытов, представленные в таблице (гр. 4, 5), показали, что՛ 
потоки ионов и МП не меняются.

Так как цистеамин и цистеин препятствуют действию НЭМа, то ион
ный состав мышц, инкубированных в растворе НЭМ+уабаин-|-протек- 
тор, не должен отличаться от такового мышцы, инкубированной в рас
творе с уабаином. Обычно вызываемое НЭМом изменение МП не на
блюдается при совместном действии НЭМа с протекторами. Результаты 
этой серии опытов также представлены в таблице (гр. 6, 7).

Сравнение МП мышц, инкубированных в растворе с протектором и 
в растворе протектор+НЭМ, показало, что на фоне протектора НЭМ 
незначительно изменяет МП мышечных волокон: от—118 до—112 в рас
творе с цистеамином и от —112 до—106 мв при приложении цистеина.

Таким образом, на основании полученных результатов можно сде
лать вывод, что действие НЭМа на уабаин-нечувствительные потоки На՛ 
связано с ингибированием БН-групп белка, ответственного за противо- 
градиентную транслокацию ионов натрия.

Этот вывод согласуется с данными, полученными на микросомной 
фракции почки, согласно которым НЭМ и олигомицин затрудняют свя
зывание фосфорилированного энзима с уабаином. Однако при наличии 
в среде ионов М§՛ НЭМ не оказывает влияния на связывание [6].

В связи с вышесказанным была предпринята попытка выяснить 
действие НЭМа на ионные потоки при инкубации мышц в растворах, где 
90 мМ НаС1 были заменены эквивалентным количеством М§СЬ. Добав- 
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.ление НЭМа в магниевый раствор с уабаином практически не меняет 
концентрации Na в мышце в течение 1 часа инкубации: NaBH=42±3 и 
444-3 мМ соответственно Наблюдаемая разница в концентрациях К + 
(рг =յլյ_յ-ւ и Ю5± 1 соответственно) целиком обусловлена измене
нием МП на 50 мв при приложении НЭМа (—132+1 и —83±2 мв), т. е. 
действие НЭМа на переносе Na не сказывается в присутствии ионов 
Mg, но влияние на МП не меняется.

Таким образом, НЭМ оказывает двоякое действие на мышечное во
локно: во-первых, меняет конформацию энзима, обеспечивающего про- 
тивоградиентную транслокацию Na, и, во-вторых, изменяет МП плаз
матической мембраны. Как в том, так и в другом случае действие НЭМа 
связано с ингибированием SH-групп, ибо при добавлении в раствор с 
НЭМом цистеамина или цистеина не наблюдается характерных для 
действия НЭМа изменений МП, ионных потоков и концентраций макро- 
эргических соединений.

Разумеется, процессы, протекающие в такой сложно организован
ной клетке, как мышечная, не подлежат однозначной трактовке. Но 
поскольку полученные результаты не противоречат высказанным пред
положениям, то имеются достаточно веские основания считать представ
ленные выводы вполне корректными.
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ԴՈՐՏԽ ՄԿԱՆՆԵՐՈՒՄ ԻՈՆՆԵՐԻ ՈԻԱԲԱՅԻՆ-ՌԵԶԻՍՏԵՆՏԱՅԻՆ 
ՀՈՍՔԵՐԻ ՎՐԱ N-ԷԹԻԼՄԱԼԵԻՆԻՄԻԴԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ

ՄԵԽԱՆԻԶՄԻ ՄԱՍԻՆ

Դ. Դ. ՄԱՐԽԿՅԱՆ, II. Յա. ԱԴԱՄՅԱՆ, Ծ. Մ. ԱՎԱԳՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է N-էթիլմալեինիմի դի ազդեցությունը դոըտի մկաննե
րում թաղանթի պոտենցիալի, նատրիումի և կա լի ում ի իոնների ուաբա յին 
ոե ղի и տ են տ ա յին հոսըերի, ա դեն ո զին ե ռֆ ո и ֆ ա տ ի , ա դենտ զին ե րկֆ ո սֆ ա տ ի և 
անօրգանական ֆոսֆաաւի կոնցենտրացիաների ‘էրա լուծույթին սոլլֆհիղրի- 
լային խմբերի պրոտեկտորների ավե լա ցմ ան դե պքոլմ ։

Ցույց է տրվում, որ N ֊ է թիլմ ա լե ին ի մ ի դը ազդում է ինչպես էնզիմի կոն
ֆիրմացիայի վրա, որը իրականացնում է ն ատ րի ում ի իոնների հաւկագրա - 
դի են<տ ա յին ա ե ղա\փ ո խումը, այնալես էլ թաղանթի պոտենցիալի վրա։

Ցիստեամ ինը և ց ի и տ եինը խոչընդոտում են N ֊ էթիլմա լե ինիմ ի դի ազ
դեցությունը' կապված и ո լլֆհի դր ի լա յին խմբերի արգելակման հետ։

ON THE MECHANISM OF N-ETHYLMALEINIM1D EFFECT
ON OUABAIN- RESISTANT ION FLUXES IN FROG MUSCLES

G. G. MARIKIAN, S. Ya. ADAMIAN, Ts. M. AVAKIAN

The effect of N-ethylrnaleinirnid (NEM) on membrane potentia 
ouabain-resistant sodium and potassium fluxes, ATP, as well as A DP 
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and inorganic phosphate concentration has been studied under the pre
sence of sulfhydryl group protectors in solution.

It has been shown that NEM effects as on conformation of enzyme, 
which provides sodium antigradient translocation as well as on membrane 
potential. Cysteamine and cystein inhibit NEM effect connected with 
sulfhydhryl group inhibition.
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