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ЭФФЕКТЫ АНТИОКСИДАНТОВ И ИНГИБИТОРОВ 
ЭНЕРГЕТИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ НА ИНДУЦИРОВАННЫЕ

ОБМЕННЫЕ ПОТОКИ К И К*֊ В ЭРИТРОЦИТАХ

/1. В. ГЮЛЬХАНДАНЯНЕреванский филиал Всесоюзного научного центра хирургии АМН СССР
При активировании Са2' -зависимого калиевого канала эритроцитов человека £-блокатором обзидаиом ингибиторы митохондриальных процессов одшомиции. ДЦКД. ангнмн ин, ингибитор НЛДН дегидрогеназы плазма тнчсских мембран агебрин. антиоксидант ионол (но не «токоферол) в •большей степени подавляю! скорости выхода К- и схода Н- При индуцировании калиевого канала Са-’--ионофором А23187 ингибирующее действие олигомкцнна, ДЦКД и ангимниика Менсе выражено: ионол и ате- брнн увеличиваю։, а «-токоферол уменьшает утечку К՛ Обсуждаются механизмы влияния «тих соединений на Са24--завнсммый транспорт К4 в эритроцитах.
Մարդկային Լրի թ տրոցիտեե րոլմ 0 . ду, ո կա in որ ոք/իդանոմ է . |- —կախվամ կա/իու- 
•է l> կանա/ի ակտիվացման ժամանակ и իտ л^*лЬ դրրա / պրոցեսների ինհիբիտորներ 
զյիգսմիւյինր ■ Ь. ան էոիմիցինր պ/ադմատիկ մեմբրանների <յձ,՜/><յ-
րոդենադայի ք.ն '՝1է’րխ.-<ու> ա л app/՚նք. սյնտքւօբսքւդսէՆտ իոնպր {՛ Г՛":-] ՞; «-4ЯЛ- 
կսֆերուր՚ւ մէ-.i շափէւվ ճնշում են К"*-Д ^fpfr ճ |{ -Jrnutg^ արադուք) շոՀններրէ 

•Cti֊ ՛ • իոնոֆոր ;\2319՜.՛ ո'է 7Այ,/*ր',օ7’ էք՚յյնաքի ինդուբման դեպքում Օքքքդոմ իցինքւ, 
ԴձհԴ֊ի ե անт/и/Диին(. .էէրյւսրորայքւն tnqդեдлլքէքոլն,՝ սյրյրյԱ'1ա{Աէվէսե Լ Այվեքի 
պաէքաււ, 1>ոնո;ր ~ ա ս< 1.1’ր }։՝■' 4) վե ք ք^Ն ո ւմ են, իսկ հհ֊ րոոկոֆեքրՈքր նվազհբնում 
I К+-Д դո.ր.1 մդումրւ Քննարկվում (. այդ նյութերի ազդեցության մեխանիզմ ր 
Q^2-r.կախված R՜ ի տրանսպորտի վրա էրիթտրոցիտներումBy S—blockei obsidan activation of Ca"*՜—dependent K* channel oi human erythrocytes, the Inhibitors o( energetic processes ollgoinych։. DCCD, antimycln, Inhibitor of plasma membrane .XADH-dehydrogenase atebrin. antioxidant ionol (but not i-tocopherol) oppress in great degree the rates of К ՜ efflux and II influx. By Ca2+--ionophore A23I87 Induction oi К *՜ channel the inhibitory effect of ollgomycln. DCCD and antimycln is

Сокращении: ДЦКД—N, Х-дициклогехсилкарбодинмил, НАДЫ-никотинамид.։Д'.ннндаиуклсо1 ид воссгаиовлеяный.
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less expressed Ionol and aiebrln Increase rhe loss o' К ". and t-tocophc- rol reduces if The mechanisms of effect of these .ompourids on Ca՜' -dependent К4 transport in erythrocytes are discussed.
Эритроциты—обэидач—Ca?+-ионофор A23JS7—Са^^-заоиси ::мй калиеаыд канал— 

ингибиторы энергетических прайсе сое—антиоксиданты.

Известно, что ионофор двухвалентных катионов A23I87 и |?-блокатор 
пропранолол (обзидзп). увеличивая количество Са- в цитоплазме, ак
тивируют С а5 -зависимый калиевый канал в эритроцитах | II). II. 13; 
17, 1*1— 21, 23, 2-1]. Было отмечено, что ингибиторы энергетических 
процессов миюхондрий оли.-о.мннин и антнмиинн м-еныиаю։ стимули
руемую кик Л23187, так и пропранололом утечь. К։ из эритроцитов. 
[J9. 24]. В литературе имеются данные о влиянии ингибитор в дыха
ния и окислительного фосфорилирования и антиоксиданта ионола на 
выход К их митохондрий, индуцированный фосфатом и ионами желе
за ]3] или снижением pH среды инкубации (I, 5] В лих работах но- 
стулирхется взаимосвязь систем индукции ионии транспорта митохон
дрии с системой окислительного фосфорилирования и с реакциями пе
рекисною окисления и гидролиза фосфолипидов На эритроцитах же. 
помимо олигомнцнна и днтммицина. не научен влияние других ингиби
торов энергетического метаболизма, а также аиги жеидантов на выз
ванные как пропранололом, так н ионофором A2--J87 калиевые потоки 
через мембрану. Не выяснено, сопровождается ли процесс выхода 1С 
из клетки движением других ионон, например. Н~. и как действуют ин
гибиторы энергетических процессов и антиоксиданты на протонные по
токи Между тем анализ действия этих соединений на калиевую и про
тонную проницаемости может дать информацию о механизмах перерас
пределения ионов в эритроцитах и о структурах, вовлеченных в ионный 
транспорт.

В настоящей раб՛ :е мп исследовали влияние ингибиторов энерге
тических процессов мит< ■юн.трин олигомицинз. ДЦКД, антимицина, 
пиаинда и азида, ингибитора НАДН-дегидрогеназы плазматических 
мембран атсбрнна [7], антиоксидантов ионола и а-токоферола на 
КМ1~ обмен в эритрошпах человека, инкубируемых в присутствии 
Са: с A23I67 или обзиданс м. Для сравнения проверёно щГгствке этих 
же соединений на выход К . индуцируемый переносчиком К4 валино- 
мипином, т. е в условиях, когда транспорт К не зависит от концен
трации Са-՜ в цитоплазме.

i4nrrp«rt.t и M.tOuUJai Притри,. 1ГГН Н<ДгЛЯЛИ III с*' МЧ*1 rrn.ipnnil шроппнпоЛ Кропп прпктичгскн '.՝4Орових .v.t iT :.снтрнфу1 пропант ч. З.н- м КЛС 0(11 дм ратл промо- вели it 150 мМ NaCI.И1МСВГННН хошц'нтрицнн К- и II- в суспензии эритроцитов лтучали с ппм«ицй> К- (cCryiuo. ЧССР)—и Н- (Radiometer*, Дания)—селективно ■՝ исктродии, сосди- НСИИОХ и одиий ячейке и Подключенных чгрс։ чпллиаздглмгтри к енмоппецдм.Мембранный псп сминал эритроцитов (ДЕ) определили по методу, uciiutioiiiiouy на и «мсрелин pH н< абуф< -рснноА суслен ши после сглбили шцип хлсктродд (рН,х) К РН пиутри клетки (рН։) [12] к последующем пычислстш по формуле Вериста ДЕ— 59 △ pH, где Д pH -ДрН^—рН։. pHfl н«меряли, tapni; -.;i NbCI м сред՛.՛ ^кубицин.Например, при 150 м.М SnCI в сред< ?Нг։ составляет • мхто 7,4. л ДЕ 11 -- 12 мп; 
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при 50 мМ NaCI и 200 мМ сахарозы среднее значение рНех приблизительно разно 6.93. с ДЕ—+12-++13 mb. pHt оценивали, вызывая гемолиз юи-ток сапонином (25].Скорость выхода К+. наблюдаемую в течение 15 мин, выражали в ммолях а мни на л эритроцитов.Длп опытов использовали А23187 (<Ca!b։ochem>). обзидан («Изнс-Хемн», ГДР) о.’н’омниин. ДЦКД. аятимнцнн валнномнцик, ионол (4-метнЛ’2,6-дитретбугнлфенол), К-этнлмаленмид («Scrva»), азид. цианид («Sigma») и реактивы советского пронзвод- ства классификации «о.е.ч.» или <х.ч >. Агебрин был любезно предоставлен в Институте эпидемиологии, вирусологии и медицинской паразитологии М3 АрмССР.
Результаты и обсуждение. На рис. 1 показана типичная картина 

влияния ДЦКД (олигомнцнна, антимицина) на Са2՛ -зависимый кали- 
евь;й канал, активируемый обзпланом. Отметим, что выход К из эрк 
троцитов в присутствии обзндана сопряжен со входом протонов внутр:». 
Скорость выхода К- с 3,08 ммоль/мин-л в контроле (рис. I А) снижает
ся до 0,35 .ммоль/мнн-л (рис. 1 Б), т. е. ДЦКД почти на 90% ингиби
рует выходящий калиевый коток Вход Н* внутрь при этом полностью 
подавляется.

Ряс. I Ингибирование г.идуцнруемото обзнданоя К - Н+ обмена в эритроцитах ДЦКД п ноизлом 0.1 мл плотно отцентрифугированных клеток внесено в 3 мл среды, содержащей 150 мМ NaCI, 0.1 мМ KCI и 1 мМ СаС12. А (--------)— через 10 мин инкубации добавлено 0.2 мМ обзндана;(- —)—кроме обзндана внесено 66 мкМ ДЦКД Б помимо обзндана присутствует 0.1 мМ ионола t~25°.
В таблице показаны результаты действия ингибиторов энергети

ческого метаболизма митохондрий, атебрина, антиоксидантов и SH-pe-Вяляние исследуемых соединений на К՜ -. IH-обмен, индуцируемый разными способами
Исследуемые Обзндак (0.2 мМ) А опят ВзлкномицинА23187 (6.6 мкМ) (06 мкМ)соединения К՜4՜ н4՜ К4 Н* к‘ н+

Юднгомицнн (13.3 мкМ) ДЦКД (66 мкМ) Амгимипнн (18 мкМ) Атебрич (0.25 мМ) N+тилмаленмнд(0.2 мМ)Ионол (0.1 мМ) «•Токоферол (0.1 мМ)

■ 73+2.5—88+1 -48+12+66+3.5+92+1: 66.5+15 +Ч±1

J0O+O +23+4 —55+6 ■ 5+4 —20+10֊100+0 +24.5+6 62*14.5+5±.4.5-10+9 - 1(Ю+> +45+8 + 30+12 +50*10 — 74+30-100+0 21 + 13 31+2 -32+16 +7+5+100+0 -6+3 -1-7+5 -1-3+2 0+093.5+4-35+6 73+2$) -70+18-110+10i 10+1 Ч-63+5 +10D+0 +64+2 +100+0• Показан процент ингибирования (+) или активации (—) по отношению к хон- тро.-֊;. Среда инкубации н температура те же. что и а подписи под рис I только ։ < 4 ч: с ионолом н А23187 ’.=19°. Даны средние результаты 3—5 измерений
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агента ?<-этил мал ей ми да на индуцируемые обзмданом. Л23187 и вали- 
номинином обменные потоки К4՜ и Н՜. Необходимо сказать, что во 
всех этих случаях потоки К՜ и 11+ нс скомпенсированы. Количество 
вышедшего К всегда превышает количество протонов, вошедших 
внутрь. Очевидно, электронейтральность сохраняется <а счет симиорта 
вместе с К4՜ анионов, скорее всего С1՜.

Из таблицы видно, что при стимуляции калиевого канал; А23137 
уменьшение скорости выхода К+ и входа II4 под действием митохон
дриальных ингибиторов и \-эти.тмалсимнда менее выражено, чем в слу
чае с обзид.аном. Влияние олигомицина, ДЦКД и \-этилмзлеимнда 

транспорт К , инпучшруеммн вялипомип.։ . ՛ гже чети: ч;гстыю 
или практически отсутствует Антимицин же иш ибиругт выток К՜, 
ио вход 1Г внутрь при этим даже усиливается.

Атебрии угнетает сопряженный К+-1 !--<'бмсчч в присутствии обки
дана, но усиливает скорость вытока К . стимулируемого как А23187. 
гак и валиномниином (табл.). При этом скорость нхода 11՝ или подав
ляется (в елх чае с А23187) или нс изменяется (в случае с валчпчами- 
1Ч.ИНОМ) .

Отметим, что добавление водорастворимых ингибиторов метаболиз
ма цианида и азида в обычно: используемых концентрациях (1 мМ) не 
отражается на кинетике транспорта К՜, вызванною указанными выше 
способами.

Весьма ан гресный эффект оказывают на перераспределение ион
ных потоков антиоксиданты. Если при индуцировании выхода К* 
А23187 и контроле (рис. 2 А) скорость утечки К равна 2,37 ммоль՛ мин/л, 
ю а-токоферол (0.1 мМ) доводи, эту скорость до 0,76 ммоль՛ мин • л 
(рис 2 Б), т. е. ингибирует почти на 70%. При ^сличении концентра- 

12x141 •?.-нчкпферола .%> 1 мМ степень торможения скорости практч. чески не 
изменяется^ Противоположное денстчиче оказывает ионол (рис.2А) ,1а- 
жскочзцеп гравия 0,06 м.\1 вызывает увеличение выхода К՛ на 25% и су- 
шествёнччо усиливает вход внутрь протонов. Отметим, что это действие 
ибнода пр<-с/ лишь при гемп(гр« ՛. ниже20е. С увеличением 
՛ емнературы. в условиях, представленных на рис 2, ионол перестает вли
ять на скорость вытока К+. скорость же входа II- даже уменьшается.

Способности ионола увеличивать обменные потоки !\+ и 11՝ даже 
при температурах вч ше 20е четко иырь ксн.ч ири сдвиге мембранного 
потенциала в сторон} положительных значении ч: уменьшении коли
чества Са?~ в среде инкубации (рис. 3). Если при 150 мМ \aC.I в сре
де (ДЕ?®—12 мв) ионол увеличивает скорость Вчахода К. на 35<: (рис. 
ЗА), то при 5.0 мМ \аС1 (&£» - 13 мв) в 5 риз (рис. ЗБ). Увеличе
ние К ■ Н+-?бмена ионолом наблюдается при положительном мембран
ном потенциале и температурах выше 20е и I мМ Са24 в среде.

В случае с валиномицином а-токоферол предотвращает, :ч ионол 
активирует К - Н -обмен даже прчч температурах выше 20° ( абл )

Эти же антиоксиданты несколько иначе действуют на транспорт 
ионов в присутствии обкидана. Если ионол подавляет выход !\- п вход 
И՜ (рис. 1Б), то а-тс‘Кофеоо.1 весьма слабо затрагивает поюки К1- л 
И՜ (табл.).
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В чем же причина столь разного действия исследуемых соединений 
на транспорт К՜ и И՜, индуцированный вышеуказанными способами?

Возможно, что а-токоферол, встраиваясь в мембрану эритроцитов, 
способен за счет длинной изопреноидной цепи стабилизировать липид
ный бислой [8, 9]. ограничивая подвижность переносчика Са2+ 
(А23187) или К+ (валиномииин) и тем самым ингибируя пыток К+- 
Ионол же, очевидно, подобным структурирующим эффектом не обла
дает. Скорее всего, он вызывает нарушение упаковки фосфолипидного 
бнелоя.

Рис. 2. Рис. 3.Рис. 2. Действие антиоксидантов на кинетику выхода К- к входа Н- в эритроцитах н присутствии .42318՜ Условия инкубации тс же, что и в подписи под рис I А (-------- ; -добавлено 6.6 А2Э187; (----------)—кроме А23187 внесено 0.06 мМ нонола. Б—помп»՛ Д23187 добавлено 0.1 мМ а-токоферола. 1—19°.Рнс 3. Влияйте изменения мембранного покнинела эритроцитов на индуцированные /123187 потоки Кт и Н- в присутствии ионола. Л—0.1 мл плотно отцентрифугированных клеток внесено в 3 мл среды инкубации, содержащей 150 мМ МиС1, 0,1 м.М КС1 и 0,1 мМ СиС12. Б—0.1 мл клеток внесено в 3 мл среды, содержащей 50 мМ ХаО, 200 мМ сахарозы. 0.1 мМ КС) и 0.1 мМ СаС12. Во всех случаях добавлен։ ».6 мкМ А23187 Пунктирными линиями тМечеиы опыты, в которых присутствует 0.1 мМ ионола. 1=25°.
Известно, что с понижением р! I иодной физы в интервале от 7,5 

До 5,5 ириофор ’.23187 резко уменьшает экстракцию Са2՜ из водной в 
органическую фазх [16]. Поскольку, как было отмечено выше, при из
менении ЛЕ в сторону положительных значений происходит подкисле
ние среды инкубации, то уменьшение выхода К+ из эритроцитов (рис 
ЗБ) объясняется понижением количества внутриклеточного Са2*. Мож
но предположить, что ионол в присутствии А23187 и 0,1 мМ Са2+ транс
формирует эритроциты, что । приводит к увеличению входа Са2՜1՜ в ци
топлазму и, таким образом, к усилению обменных потоков К+ и II . 
Добавим, что в работе |2] была выявлена способность ионола вызы
вать изменение формы эритроцитов. Наряду с этим, при более кислых 
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pH среды инкубации увеличение трансмембранного градиента концен
трации протонов в свою очередь может вызвать дополнительное увели
чение входа внутрь Нг и, соответственно, выхода К՜.

При отрицательных же ЛЕ. ко։да рНо։ порядка 7.4 и вход Са2՜ в 
эритроциты увеличен, концентрация Са2 . равная 1 мМ, может сама по 
себе приводить к трансформации эритроцитов. Возможно, в этом слу
чае (при 1>20) вход внутрь Н- уменьшается за счет акт .'нации ио
нолом дополнительного выхода С1~. При лом пыток К.՛ не изменяем
ся. При температурах же ниже 20 структура липидного бкелоя не
сколько «заморожена» и усиление выхода К и ..х Н даже при 
концентрации Са2՜, равной I мМ, можно объяснить дестабилизирую
щим действием ионола.

.Увеличение ионолом индуцируемого валин՛,мицииом иинн'ти обме
на (табл.), возможно, происходит также из-за усиления протонной 
проницаемости мембран вследствие трансформации эритроцитов. Весь
ма необычное енствне антимицина, к՛.: рык угнетает виток К4 и при 
этом усиливает вход вну-рь протонов, может был, >бус.юд.1ено инги 
бнрованием транспорта ('!

Действие же атебринт, который, как и-нги. ст 1.м\.тирует индуци
руемую А23187 и валив мицииом утечку К՜, но ингибирует пли не 
влияет на вход протонов, очевидно, является результатом активации 
выхода С1 .

Механизм переноса Ст՜ в клетки >д действием пропранолола в 
настоящее время не вг >лне ясен. Есть данные. что 3-блокаторы инги 
бируют калъ.модулнн-актявируемую Са2+-АТФазу эритроцитов [14], 
вследствие чего и увеличивается пгок Са2՜ в клетки. Незначительное 
влияние «-токоферола на выход К՜ можн՛.? объяснять тем. что это: ан
тиоксидант не затрагивав! структуры, формирующие калиевый канал 
Отметим, что пропранолол вызывает изменения в липидном матриксе 
эритроцитов, которые происходят при участии белков и кислых фосфо
липидов [!8|. Можно полагать, что ингибирующее действие ионола, 
о.чигомицинз, ДЦКД. знтнмнцнна л атебрина обусловлено нх изацмо 
действием с липи.т-белковымн комплексами, •иладающими способ
ностью регулировать Са՜*-зависимый транспорт К՜. (Подобным обра- 
к>м могут действовать и олигомииин, ДЦКД и антимицин при индуци
ровании ионных потоков А23187, хотя тут возможны и другие эффекты 
ионофора из 1Н)1 шицаемость, вследствие чего ингибирующее действие 
менее выражено). Не исключено, что в состав •п..ч структур входят 
.жнслительно-восс1ан֊..՝вительные ферменты, имеющие <подовые грунты. 
Изнестно, что и олигомнцин. и ДЦКД. помимо ингибирования Ж-АТФ- 
азы митохондрий, могут связываться с НАД! 1-дегидрогеназой 14, 22]. 
Антимицин же ингибирует в митохондриях перенос электронои на участ
ке от цитохрома о՛ 1՝ цитохрому с [4]. В эритроцитах же были обнару
жены НАДЙ-дегндрогенззная активность [15. 26] и наличие в мембра
не цитохрома в |б). Отметим также, что все вышеназванные ингиби
торы, подавляющие Са2~-зависнмын выход К՛, стимулируемый про
пранололом, обладают большой гидрофобностью । несут в своем со
ставе циклические структуры.
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Таким образом, можно прийти к выводу, что механизм влияния ин
гибиторов энергетического метаболизма и антиоксидантов на выток К . 
стимулируемый активаторами Са*'-зависимых калиевых каналов и пе
реносчиком К4՜, может иметь различную природу.
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