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МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ ИНДУЦИРОВАННОЙ
ОКИСЛЯЮЩИМИ АГЕНТАМИ Са? -ЗАВИСИМОЙ 

КАЛИЕВОЙ ПРОВОДИМОСТИ ЭРИТРОЦИТОВ

.4. В. ГЮЛЬХАНДАНЯН. Г Я ГЕОКЧЛКЯН
Г.,енаи кий филиал Всесоюзного научного центра хирурги; АМН СССР

Показано у։.н.т։ние г.од влиянием Са$1 калкеиой проводимости эрнтроцн 
тов человека, индуцированной онн^ляюишм агентами: элехтрондонормой 
системой аскорбат I ФМС и перйодатом Х.ч Научены эффекты ингибито­
ров энергетических процессов. «читноксндантив. некоторых фенольных сое 
диненкй и SH-реагентов на 0.2--зависимый выход К+, В отличие от дей­
ствия перйодата, образующего поры в мембранах, Сз?--зависимый калие 
вый канал, активируемый аскорбатом • ФМС. функционально связан с 
окислнтсльнс-восстаионительнымп компонентами мембран. Сделан вывод 
о существовании различных механизмов։ регуляции выхода К՛ из клеток

8»4ց >. արված, որ մար/քկային Հրիարոբխոեերոէմ (.3^' ա<յղերու/քյա<էր ավերս - 
նո։մ /. կայիրոմի ■>1ւ/էրրր>}ակաՆուք{յունր . ս><1ս>չացվա<\ որօիդացոէւ նյութերով՝ 
(Jհկտրirjrbձրի >յոնորա/ին սիստեմով ասկորրասւ ֆենա ւյինմե11ոսր4ք!իւսս> / 3>Մ//) և 
\ճ ս/ե ր յո րյա ս: ով:

11ւսոէմնասիրված Լ Էներէչեաիկ իՆՀիրիսւրւրների, անտիորսի/րսնտների, ։4'ո, 
ֆենոյային միարւոմնկրի ե 81 I - <>ե ա t/ենտնհրի էֆեկտներ յ: (..՜|՜ կախված 1\ ‘ 
ձ/Ժ •//’*"' !' uiai‘ւրերսւ/ljnil։ սքհրյորյատ/ւ սւրյդեցրրւթյա J,, ւրւ,;, ան՛ցքեր I, 0/niUfUlrf- 
նամ կ1.նոսւիադաՆւ)ՆԼրո\մ. (՛ՀՕ -կախված կայիոէմի կանարր, о: I/ in խ[ա$ վա ծ 
։սսկօրրասւ-~ՖՄՍ ■ ով, ֆունկցիոնալ կասյվւսծ I, կենսաքէա/յսւնքէների «րսի/յավե - 
րականւ/նււ <սն կօմս/ոեենս/ների Հ1,Աւ< է1ն(1 այրվէէւմ /. որ tjnjntfi ւուն ունեն յ: չի չների րյ 
l\ f ե1քի տարբեր կարւյավորման մեխանիդմներւ

The increase by Ca4- of potassium conductivity of human erythrocytes, 
Induced by oxidating agents, electron donor system ascorbate phenazine 
(PMS) and periodate Na was shown. The eflects of inhibitors of energe­
tic processes, antioxidants, some phenol compounds and SH—reagents on 
CaJ+ - dependent K- efflux were investigated. In contrast to the perio­
date, forming pores in membranes, Caff+—dependent K- channel activa­
ted by ascorbate -| PMS is functionally connected with membrane redox 
components. We concluded, that different regulatory mechanisms of K« 
efflux from cells exist.

Сокращения: ФМС фепазянметосульфат. ПОЛ -перекисное окисление липидоз, 
ГБК—тнобарбитуровая кислота, МДА малоновый диальдегид. ДЦКД—N.N'-ahuiik- 
логексн.жарбодннмнд. ДХФ1 ’Ф —днхлорфенолнндофеиол, ПХМБ—парахлормеркуро- 
бензоат. SITS—1-ацетамидо-4<нзотиоцнаностильбен-2,2/-дисульфокбвая кислота.
ПЛДН—нмкотинамндаденнидивуклеотид восстановленный.



ы -л/•нтроийокорная анпгма исксрбат ФМС—перйодат \и-—Сл- 
,i;WJW(j калиевый канал -окислитемно-еосстановителряые компоненты мембран. 
Lai, динелю, при интенсификации окислительных процессов происхо­
дит повреждение мембран эритр։ ппчой, .го может привести к утечке 
I. и։.ь из клеток [I. II]. Показано гакжс, что -.лекipunчопорная систе­
ма аексфбат—ФМС «открывает» Са- -зависимый К канал [ I, 101. При 
..,..у ФМС .может вызвать образование свободных радикалов кислоро- 
ta, ;։։к.лимение 110.1 мембран, превращение гсмснлобина в метгемогло­

бин 1-il. Действие другого окисляющего соединении, перйодата 
\а, ..1кжс приводит к вытоку К՛ 15;. очевидно, из-за образования пор 
։ мембранах [13],

Ранее мы сообщали о влиянии антиоксидантов и ингибиторов эиер- 
ictii чески х процессов на обменные потоки К нН и фнтроцитах чело­
века, инкубируемых в присутствии ,Сй2+ с ионофором двухвалентных 
катионов А23187 или р-блокатором пропранололом, а также с перенос­
чиком К. валнномицином [2, 11՛

В настоящей работе показано увеличение индуцированного неоп­
латам Na калиевой проводимости эритроцитов под действием Са2 

Изучены эффекты некоторых фенольных соединений, обладающих до- 
норн /-акцепторными свойствами, ингибиторов энергетических процес­
сов, антиоксидантов и SH-реагеитов на вызванный аскорбатом а ФМС 
и перйодатом Са2-зависимый выход К՜ и кинетику изменения pH 
среды.

.Материал м методика. Эритроциты дк 1елг.ли ит свежей гепариянзированн-• кро­
на доноров центрифугирование:. Затем клетки дважды промывали и 150 мМ ч'аС1 
Опыты начинали после выдержидани:1 ..роцятоа в течение 3 4 ч прн+5с Кон­
центрации К- и II*- pci нет рнровя. .։ ՛ гкг.'иип»::; ил ено՛ ши го («Сгуня», Чехослгя.зкия) 
иди <;сл.1 шпаге (стсьли ,и.т.;.и XaA'12'CJ) К .с-к-л. ви:-։х ; pH 1'• Radiometer». Да­
ни։։) элект]։о;юн Электроды были соединены о одной ячейке и подключены через 
милливольтметры к сямоинсдэм

ПОЛ определяли спс-кгрсфотометрически при 532 нм :,о реакции образования ком­
плекса МДА г 7 БК. [17] ^Эритроциты, . -or их измеряли ПОЛ. брали in-пот элек­
тродом ерэл}՛ IKK.!-- заверпшкия ппьип. .ее ■■iii.IT проводили по методике, ОШ՛ 1;Ш0Й 
■՛ рябите [П]. Процент ։՛■-••? . .. ien... тОДОД определяли ■пекгргфотомотр '.ескн
ио :.ых<.ду 1 е"‘>г,ц>бин.ч н схисрнэтйт и ■;.:<- нептрнфугирозляйк суспензии ?ритр<>цн- 
juu, iK.jiicp'L.i.i.i. иоз,;Сйстипю :ех пли иных соединений.

Псиользовали олигомицин. ДЦКД, актшмяцил. ионол (4-метТ£Л'2.6-дитре’бутт.1фе« 
иол. атебрив. менадион (2-метвл֊1,4-нафтохинон). SITS. N-эгялмалелмид. ФМС, 
(/•нафтол. 1ХФИФ. 2-ТБК («Serva»), « токоферол, перйодат Na («Sigma»), ПХМБ, 
холннхлорид («Clieniapoi»). диjкотреитол («Koch Light»), Остальные реактив;, совет­
ского производства классификации «ос ч.» или «х. ч.».

Ре:п/льтито1 и обсуждение. На рис. I показаны типичная запись 
выхода К՜ и кинетика изменения pH среды в суспензии эритроцитов 
под действием электрондонорпбй системы аскорбат+ФМС. Скорость 
выхода К+ составляет около 2 ммоль/мин-л эритроцитов. Отметим, 
что в среде без С а2՜ выходящий поток Кт весьма незначителен. ДНКД 
ингибирует выток К; приблизительно на 70% (рис. !А, табл.). Измене­
ние pH двухфазное: после внесения ФМС происходи: сильное дще- 
лачинание среды, сменяющееся через I мин закислением Если •:с-
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нить очередность внесения добавок, го двухфазное;ь изменения pH 
появляется после аскорбата. .Олигомнцин, антимицнн. атебрин подав­
ляют процесс утраты 1\~ клетками на 40—90% (табл.).

Содержащей 15(1 мМ ХаС1, I мМ СаС12 и 0.1 мМ КС!. Добавлены; А— 
Ю мМ аскорбата и 0,1 мМ ФМС;----- аскорбат, ФМС и 66 мкМ ДЦКД.
Б—10 мМ аскорбата и 0.1 мМ ФМС; — аскорбат, 0.1 мМ менадиона 
к ФМС; —аскорбат 0.4 мМ ДХФИФ и ФМС; стрелка без обозначе­
ния между а корбатом и ФМС—добавление менадиона или ДХФИФ.

1 = 26 ■ 1°С.

Влияние исследуемых соединений на выход К-

Иссдедуемые соединении АскорЗзт ФМС П.-рлода։ Х'л

Олигомнцин (13 мкМ) 
ДЦКД (66 мкМ) 
Антимицнн (18 мкМ) 
Атебрин (0.25 мМ) 
Менадион (0.1 мМ) 
1-нзфтол (0.1 мМ) 
ДХФИФ (0.1 мМ) 
ДХФИФ (0.4 .мМ) 
Ионол (0.1 M.V1) 
з-токоферол (0 I м.М) 
N-этилмзлеимил (0.3 мМ) 
ПХМБ (33 мкМ) 
Днтнотрентол (0.35 мМ) 
SITS (80 мкМ)

4-42+8
67.5+6.5
• |-524 4

90 + 10 
+ 2Н4;3

■I 38.5+9.5 
֊21.5+5.5 
֊68.5 1-3.5 

4-47+13 
— 5+5 
4-54±4 
+56+12 
— 10+6

-Зм.5+10 * 1.1
8.5*1 5 
43-10.5 ՛• 24+7

- 16+6
16.5-3:2.з 

7 ‘ 10 ՛ 52-Г2
—65.5*5 *4-40+4
; 80+5

+12.5+2 * 40+4
— 10+4.5 4-44+10
+53.5+13

t 59+6.5
4-41.5+10

Показан процент ингибирования (4-) или активация (—) по отношению к контро­
лю. Условия тс же, что и в подписях пол рис. 1 и 2. “В среле отсутствует Са2+. Даны 
результаты 3- 5 измерений.

Весьма интересно действие фенольных соединений, обладающих до­
норно-акцепторными свойствами (рис. 1Б, табл.). И менадион, ингиби- 
рующнй выход К:, и ДХФИФ, увеличивающий К проводимость, добав­
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ленные после аскорбата, сами вызывают двухфазное изменение pH, 
при этом менадион угнетает опосредованный ФМС всплеск pH, а 
ДХФИФ, наоборот, несколько увеличивает его. Добавим, что и мена­
дион, и ДХФИФ, добавленные до аскорбата, сами но себе всплесков 
г-Н не вызывают. Другое фенольное соединение, «-нафтол. действует 
аналогично менадиону (табл.).

Антиоксидант ионол ингибирует потерю К клетками, в то время 
как другой антиоксидант а-токоферол практически не оказывает влия­
ния из калиевую проводимость (табл.). .Между гем опыты показали, 
что если при добавлении аскорбата-г ФМС количество образовавшегося 
МДА, конечного продукта НОЛ, равняется 52,88 ±3,85 мкмоль МДА/л- 
эритроцнтов (п = 5), то и а-токоферол и ионол уменьшают эту величину 
почти одинаково, до 42,62±3,84 (п = 4) и 41.65-4,8 (п = 4) соответ­
ственно.

Несколько по иному действуют эти соединения па калиевую про­
водимость. индуцированную перйодатом (рис. 2, табл.). Как видно 
из рисунка. Са2+ существенно увеличивает скорость выхода К 
11,12 .ммоль՛мин-л эр и 0,592 ммоль/мип-л эр соответственно). Отме­
ним что если концентрацию перйодата вереде увеличить до 3 мМ, 
то Са'՛ практически не оказываел влияния па утечку К При этом 
второ;- горб ко pH (рис. 2, среда бе:։ Са՜-’՜) более выражен п Са1- почти 
не сглаживает его.

Р ՛ 2. Выход К- н кинетика изменения pH иод действием перйодата Кз. 
0.1 мл клеток внесено в 3 мл среды, содержащей 150 мМ холинхлорида и 
0.1 мМ КС:. Добавлены: -------- 1 мМ перйодата; 1 мМ Са2՛ и пе­

рйодат: —.--Са21. 13,3 мкМ олнгомицнна и перйодат 1=26=1°С.

ПОЛ в результате действия перйодата использованным нами мето­
дом нс выявлялось из-за обесцвечивания перйодатам реагентов ТБК 
| 13] Однако в работе [13] отмечается повышение уровня дненовых 
копт.юга тон. начальных продуктов ПОЛ. В течение эксперимента (20— 
25 мин) гемолиз эритроцитов в результате действия перйодата практи­
чески не происходит.
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Представляется возможным, что подобные различия в эффектах 
исследуемых соединений на калиевую проводимость обусловлены не­
одинаковыми механизмами регуляции выхода К՜.

Помимо того, что электрондонориая система аскорбат4 ФМС ин­
дуцирует Са2*-зависимый К* канал, нс исключено усиление входа Са2՜*՜ 
в эритроциты вследствие ингибирования Са---?\ТФазы эритроцитов,, 
«откачивающей» Са2- из цитоплазмы активированным кислородом, об­
разующимся под действием ФМС [12] Известно, что в мембранах эри­
троцитов обнаружены НАДН-дегидрогеназиая и Н АДН:циго.\ром с-ре- 
дуктазная активности и цитохром [6]. Антнмнцин ингибирует пере­
нос электронов в митохондриях на участке от цитохрома г к цитохро­
му в [3]. Олигомниин и ДЦКД. классические ингибиторы Н'т-АТФ- 
азы митохондрий, могут связываться с НАД11-дегидрогеназой [3. 16]. 
Недавно было обнаружено, что ДЦКД может ингибировать НАДНгуби- 
хинон-оксиредуктазу из митохондрий сердца [18]. Атебрш: же являет­
ся специфическим ингибитором НАД1 [-дегидрогеназы плазматических 
мембран [7].

Эффекты фенольных соединений, менадиона, а-нафтола, ДХФИФ. 
а также «пространственно затрудненного» фенола ионола нуждаются 
в более подробит м рассмотрении Было обнаружено, что менадион на 

подавляет 11 ДДН-дегидрогеназную активность эритроцитов [9]. 
Однако затем выяснилось, что это справедливо только для обработан­
ных детергентом тритоном Х-100 клеток [8]. 13 среде же без тритоне 
менадион вызывает увеличение активности НАДН-де; идрогеиазы. От­
метим, что для индуцирования Са-*-зависимого К՛ канала необходимо 
присутствие ФМС. Очевидно, что только ФМС может эффективно вза­
имодействовать как переносчик электронов с мембранной оксиредуктаз­
ной системой [-1]. Аскорбат же необходим <ак донор большого коли­
чества электронов. При восстановлении мембранных компонентов, 
акцептирующих два электрона с кажущимся рёдокс-потенциалом около 
НУ мв, происходит сдвиг от низкого к высокому средству ионов Са2 
[4]. Стандартные окислительно-восстапонипльпые потенциалы мена­
диона. аскорбата. ФМС и ДХФИФ равны соответственно I 8. ■ 58. 4-80 и 
4-217 мв [3]. Можно предполагать, что имея разные потенциалы отно­
сительно аскорбата и мембранных компонентов, менадион и ДХФИФ 
будут или окисляться (менадион) или восстанавливаться (ДХФИФ), 
меняя тем самым окислительно-восстановительное состояние всей сис­
темы в целом. Это может приводить к изменению сродства мембран к 
Са2+ и в конечном итоге уменьшать или увеличивать выток К .

Можно предположить, что ингибирующее влияние «-нафтола так­
же происходит из-за взаимодействия с редокс-цепочкой эритроцитов. 
В пользу этого говорит тот факт, что заместителем в нафталиновом 
кольце молекулы является группа ОН. обладающая электрондонорными 
свойствами. Действие антиоксиданта ионола, но нс а-токоферола, то­
же может быть обусловлено взаимодействием с окислительно-восста­
новительными компонентами мембран; таким образом, угнетение выто- 
ка К՛ не связано с ПОЛ.
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Из таблицы видно, что блокировка SH-rpynn Nl-этилмаленмидом 
и ПХМБ ингибирует выход К*, т. е. эти группы участвуют в регуляции 
Са2*-за виси мой К՛ проводимости, индуцированной электрон донорной 
системой. В то же время сам факт окисления >.и\ групп не существен, 
поскольку дитиотреитол, восстанавливающей тиоловые группы, почти 
не оказывает влияния,

В работе [13] сообщалось, что периода։ ՝.;< образовывать норы 
в мембранах. Увеличение К проводимости поп.!мн Ст֊- говори։ о том, 
что или активируется Са-’~-заввсимыи К՜ капал, или Са*1 действует на 
поры. Тот факт, что олигомицин, который блокирует Са; -зависимы։։ 
К:--канал, каким бы путем он не образовывался [2, 15], нс называет 
влияния в бескальциевой среде (табл.), служит подтверждением инду­
цирования канала. Можно предположить, что Са2»- входит в эритроци­
ты вследствие ингибирования Са2՛-АТФазы эритроцитов окислен­
ными продуктами действия перйодата или непосредственно через поры. 
Антимицпп же. который уменьшает как С.;-'-зз։щснх?ый, так ։ Са- -нс 
зависимый выход К~, скорее всего, обладав'։ какими-то ш'бошыми дей­
ствиями на проводимость. Отметим, что аптимпцин иют.шруст в эри­
троцитах не зависящий от Са2՜ выход К . индуцируемый ։՝; ч-iii. -ч к.о.՛. 
К* валиномициком [2, 15].

Из таблицы видно, что ингибирование ионолом и а-токоферслом 
калиевой проводимости существеннее без С.՛։2’, чем в ею присутствии. 
Это говори։ о том. что антиоксиданты не влияю։ на Сай4-за։шгкмую 
компоненту вытока К՛. Ингибирование же может происходить вслед­
ствие подавления процессов окисления мембранных тиоловых групп, 
учас։вующих п образовании пор [13]. Липиды же не существенны для 
функциопиронаиия пор [13]. Поскольку фенольные оедииения могу։ 
связываться с SII-группами, то представляется возможным, что инги­
бирование К проводимости п-иафтолом и ДХФИФ есть результат их 
действия и? тиоловые группы. Не исключено также предо։вращение 
окис.к.։ ия тих групп указанными вещее՛։вами

Перйодат ^щциирует образование мембранных белковых агрега­
тов, причем важная роль в этом принадлежит SH-группам [13]. Об­
работка дитиотреи голом ведет к полному восстановлению прежней по- 
липептидиой картины, а N-этилмалеимнд. ковалентно связывающийся 
с тио.; вы?.։;։ группами, предотвращает образование белковых агрега­
тов [13|. В наших опытах оба эти соединения ингибировали выток К 
(табл.).

Ингибитор транспорта анионов SITS уменьшает выход К , очевид­
но, по двум причинам: 1) SITS может предотвращать проникновенна 
перйодата в эритроциты через анионную транспортную систему подпей 
3 мембраны, поскольку перйодат является анионом сильной неоргани- 
щекой кислоты 13]; 2) вследствие подавления выхода О [13]. кото­
рый может служить сопутствующим анионом для К+.

Таким образом. мох<по прийти к выводу о существовании различ­
ных механизмов выхода К* из клеток, индуцированного окислительны­
ми процессами. В отличие от перйодата, образующего поры, Са3 -дави-
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снмыи К՜ канал, активируемый электрон донор нон системой, функцио­
нально связан с мембранными редокс-компонентами и регулируется 
степенью восстановленное™ электротранспортной цепочки эритро­
цитов.
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ВЛИЯНИЕ НЕЙРОГОРМОНА«С» НА ЗАХВАТ
5Н НОРАДРЕНАЛИНА СРЕЗАМИ СЕРДЦА КРЫСЫ 

ПРИ БЛОКАДЕ РЕЦЕПТОРОВ

Р. О. КАРАПЕТЯН, т. В. ПОПОВА, М. Ш. МУРАДЯП. А. А. Г АЛОЯН
Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

НС усиливает захват •МГнорардреналпиа различными частями срезов серд­
ца. Под влиянием НС при предварительной блокаде рецепторов только 
нейролальиын ингибитор кокаин активирует захват амина во всех частях 
сердца, т. е. нзблюдаегся миомышечнын захват Активация захвати Ж-иор-

Сокращсиия НС—нейрогормон «С». НА—норадреналин. ЭГТА—этиленгликоль- 
тетрвуксусная кислота. ПП—пропранолол, ФА—фентоламин, Кок—кокаин, ДМП— 
досеетилнмипрамин, 11зПНЛ—нзопронилиорадпеналин, НТ—налтрексон. Н—налоксон, 
Атр атропин. Ам—амнзил.
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