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КАЛИЕВАЯ И Саа+-ЗАВИСИМАЯ КАЛИЕВАЯ ПРОВОДИМОСТЬ 
ЭРИТРОЦИТОВ. ИНДУЦИРУЕМАЯ СОЛЯМИ ТЕТРАЗОЛ ИЯ

А. Я ГКМЬХЛНДАНЯН

НИИ хирургии М3 Армении. г.^евзп

Обнаружено, что соли тегразоляя индуцирую! калиевую к 
гимую калиевую проводимость эритроцитов человека, увеличивающую­
ся и присутствии лротонофора СССР или ингибитора переноса элек­
тронов антммицина. Исследовано нлняиис ингибиторов .лергстнчо к ՛* 
процессов на CaSi-зависимый выход К-

n/r uihlhpuiqtujtnidft ujqLpp uinuitiugkmJ 1>Ъ Jivp■)C ivbff (pftuipngfiuibti- 
pfi Ifiuf/riuJwjfib L Ca$'u tfuifuifuii IfiufftniJ wjfAi •imrjnfirfuilfiuVniPj/чЪ, npp niJLrfai 
iirnJ /, и/ nIt untiln!fi Л ft CXXZP-fr ([li!{1Г1 pпЪЪI. fl/1 ifinfuu&gJuAi /1Ъ■“flp fnnЛpfl U&
uipdfiifftitfi bkpl/u/jnipjuiilpi rituniiibiuufipifLl t (llLptfbut/tlf Ufpflt/hlthhpfl fit-'frpfr- 
uinpbbpfi wqifl֊ tfniffj/'Лр Ca?' ’ Iftufuifwd K+ hffip i/pui

The induction ol potassium anJ Ca'-'r -dependent rotassidm conducttvliy 
of human erythrocytes increasing in the presence of ptoion .>;>bOrc СССР 
and electron transport in'iibitoi antim-ycin w.is reveaicJ. I*he action oi in­
hibitor oi energetic processes on ՝a:- -dependent К ehlux were tnves- 
tigaieJ.

Э/.’ь троцргы co.-,а шраэо.ыя—калаеяйя и СеЛ ■ •змию.ча՝, калиейиц пр:по()»- 
MfltTh—.Я.мбринпый погенцтм.

Существует обширная литература, посвященная влиянию различных 
соединений типа валиномлцина, монененна. иигерицин.ч, гла.мвпилина. 
эиниатипа А на калиевую прсаодимреть эритроцитов [6] Интерес­
ным является недавно обнаруженный факт резкого возрастания ка­
лиевой прс'линаемзстл эрнтрогытсд при совместном :1споль:юи?л1ии 
антибиотика полимвкспна В и некоторых д-пиню^почечныл жир­
ных кислот [5J. Известно такжг. что на мемнс ьритроцитрн при-' 
сутстнует Са֊* -зависимый К+ капал, активируемый при увеличашЬ 
концентрации Са2‘ в цитоплазме [10].

В настоящем сообщении мрявэлятоя данные г:б n։i.iyiuipowani<!i 
Ц Ст^-зазиеимш": калиевой iip /n..n:vj;.՝T.-i -.piitpoJhn И Чела* 

века солями тетразолня—соединениям:։, ыя которых характерно
наличке лятичлепного положительно заряженного гетероциклического 
ядра, содержащего i атом углерода и 4 атома азота. У 2. 3 и 5 ато­
мов гетерокольца внедрены заместители, фенильные и нафтильные 
[1]. Исследовано также влияние некоторых веществ на выход К՝ и 
изменение pH суспензии -эритрицнтвв.

Сокращения: СТ—синий .votiorci pa:i'-՝.iiieiji,iii. M-HT-Vi—iiiir|iO7<--p;j:<:).:i։ii хлорн- 
риегын. t'.CCP—ка^онилцяанпд-м-х.чорфс-инагцдрайая. ФМ՛ ■ фенэзниметасульфат. 
ДЦКД— N.N' -Л11Ц1!к.|н>гекеилкарбо тимид. БЛ;5-4-::цст:!м։ыо-4'-нзот։1оцийностиЛ1.- 
бе । ։ - 2.2'—д п гу л ьфон<: в а я квело г а
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Материал и методика. Эритроциты выделяли из гепарвпнЗнроианпой крови до­
норов,՜ хранившейся и холодильнике не более 2-1 часов. Чтобы получить эритроциты 
г требуемым внеклеточным pH—р!1п (установившееся значение pH раствора после 
нескольких минут инкубации эритроцитов), клетки 2 раза промывали в растворе, со­
держащем 150 мМ №аС1 и 20 ,мМ трнса. с разными pH (рНр) Была получена сле­
дующая зависимость рНн от рНр. рГ^Д 2 ?Нц7,б 7,7; рНр$.О рНн7,35 7.45;
рН.,7.8,— р! 1..7.2 — 7р1!1։745 р!11։7.05- 7.15 В некоторых экспериментах с 
целью замены внутриклеточных анионов С1- ни другой ирон и кающий аннон клетки 
сперва дважды промывали а 150 мМ \га\'ОЛ н инкубировали при комнатной тем 
аературе до 30 мни Затем их снова промывали. инкубировали еще раз 30 мни и 
вновь дважды промывали

Концентрации К4- и Н- измеряли с помощью стеклянных К> (стекло марки 
\’зЛ! 27-04)—н II■ (фирма йатПшпект*. Дания)—селемлиных злектродоо. В не­
которых случаях использовали пленочный калиевый электрод (фирма Сгу1иг> 
Чехо-Словакпя). Добавки и ячейку производили после 8- 10 мин инкубации зри 
тррцнтов. Выход КД синхронное изменение pH наблюдали в течение 15 мин по­
сле последней лобзики

Мембранный потенциал эритроцитов определяли ио методу, основанному на и:р- 
мерсиви и незабуференной среде и присутствии протоиофора СССР рНн и pH пну 
три клетки <рНц) и пычисленин по формуле Нернста [12] За величину рНп н 
данном случае принимали максимальное значение инек-легочиого pH после внесения 
соли тетразолин и СССР рНГ1 определяли, вызывая гемолиз клеток сапонином.

Степень гемолиза эритроцитоз (по отношению к полному ггмолнзу) измеряли 
спсктрофотрметрическн при 540 нм. В качество контроля был шпользонэн супер­
натант эрнтрошпоа, инкубируемых з течение 25 инн без каких либо добазок.

Вее исследования проводили при температуре 26—28°.
Использовали: синий монотетразолневый С27Н22Х5О.С1 (• СИетаро! -), М-иитро 

тетрззолнй хлористый С41.Н30К։оОбС12, гетразолий фиолетовый С2„Н.7М4С1, тетра 
ннтротетраздлий хлорн.тый С4,-Н2г-^,201ОС;2, пнитротетразолий хлористый 
С35Н21-։Х; 1аО,СI, ('<Йс»пл1 ><, олигомицин, Д11КД. аптимнпин А. агебрнн. валнномн 
пип. 8Л5 («$егуа>). СССР, три («$|^1и>) холипохлорит («Оеп’.зро!»). Осталь­
ные реактивы советского производства

Результаты и обсуждение. Из 5 использованных солей гетразолня 
с разными структурными формулами растворялись без осадка в эта­
ноле только первые три. Из них индуцировали калиевую проводи­
мость в значительной степени при концентрациях меньше I мМ толь­
ко СТ и М-НТ. Иены Са2< усиливали՛1 выход К Очевидно, 
Са24՜ входит в клетку и активирует Са2՜՛ зависимый К канал. Отме­
тим, что при используемых концентрациях солей гетразолия гемолиз 
составлял 1—2%. С. увеличением концентрации солей увеличивался 
как выход К՜, так и процент гемолиза.

Положительно заряженный белок нротами-нсульфат (конечное ко 
лнчестао в ячейке 0,012%) практически полностью подавлял выход 
К1՜, вызванный обеими солями.

В последующих опытах мы использовали н основном только СТ. 
прячем в концентрациях» которые не вызывали гемолиза I! сами по 
себе не индуцировали выход К .

Известно, что инкубация эритроцитоз с нялиномицином, А23187 
или пропранолоу, в присутствии СССР ведет к усилению выхода К+ 
и гиперполяризации мембран [И].- Введение СССР после СТ также 
(мжо увеличивает калиевую проводимость. Са2՜ приводит к дополни­
тельному увеличению скорости утечки К1 и подщелачиванию среды. 
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отражающему гиперполяризацию мембраны. Скорости выхода К- в 
присутствие.։ Са2 и без него достигают 2.0 и 0,1 ммоль/мил.л кл-еток. 
а мембранный потенциал ( \Е) около —29 >. !о м։з соответственно. 
Если предварительно инкубировать эритроциты с СССР, а затем до­
бавлять СТ, то скорость выхода К- заметно повышаете։։.

Калиевая проводимость и мембранный потенциал в присутствии 
Са2+ зависят от внеклеточного pH. Например, при pH н 7,2 скорость 
выхода К՜ и ДЕ составляют 0,83 ммоль/мйн.л и 26,4 мв, а прн pH и 
7,78 5,3 и -419 соответственно. Общий выход К՜ увеличивается в 
основном за счет Са2,-зависимой утечки К‘. которая определялась 
как разность между вытока.ми К‘ в присутствии Са24 н без него.
Йдиляие ингибиторов на но.ход К*

. СССР Лш ,<• и ИЧ1 С. 1

Исследуемые соедин- Кон ен-'-а 
синя гит, и к Л

1

выход К•

. .. Сл2’-за и л Са’ '-ла։
:>,»щ ш . •. О:1Н!1

СИПЫН СИМЫ '

Олигомиинн 13.6 5». 5+5 100 47+1(1 72+16
ДЦКД 66 72.5+5 100 К+6.5 10 5+10
Антимицнн 18 35 5.к 7 .5 7*.5+0.5
Атебрин 250 66.5+0.5 1 0 7 д-2.. ню

Прн добавлении С*1 после СССР 
ЗОмк-М) выход К незначителен, даже 
пордип внести 0.2 мМ СТ При этом

малыми порциями (։ю 20֊ 
если после нескольких малых 
суммарная концентрация его

может юстмгать 0,5 мМ. Гмперполяризация эритроцитов также нс па 
блюдается, Очевидно, для индуцирования калиевой проводи мости ։։<•- 
обходима мгновенная примембранная кршлчгтрация соли тетразолия.

Наблюдается увеличение калиевой :։рс золи мости эритроцитов 
СТ и (присутствии интимицина. Са* н в эт; м случае увеличивает 
скоро хь выхода К (более чем в пи; раза) и входа Н При умен՛- 
нюнии рНц- как я в опытах с СССР, <՝а21-задщ։имый выход К/ по­
нижается Интересно, что антимицпя, добавленный после СТ, или це 
влияет на утечку К4, или ингибирует проводимость, индуцируемую
СТ и СССР.

В работе Санчеса н др. [М] были представлены ушные. соглас­
но которым ингибиторы переноса электронов анткмппин, Н‘-АТФ-азы 
олигомицип НАДИ-дегидрогеназы плазматических мембран атебрич 
уменьшают С.':2 -зависимый выхот К+, индуцируемый пропр.чполом. 
электрондон։ рной системой аскорбат֊гФА\С или ионофором Л23187 
(в последнем случае атебрин не ингибировал, а тоже слегка увели­
чивал утечку К ). Мы обнаружили, что в указанных условиях ока­
зывает аналогичное влияние другой ингибитор Н -АТФззы ДЦКД 
[2,3]. Увеличение pH. сопровождавшее выход К <» случае с игролра 
полом или А23.187, прн этом полностью или частично подавляется.

‘ Показан пр՛ пен։ ингибирования общего и Са2+-зависн:м(>го выхода К» по 
срапнешпо с контролем (без ингибиторов). Ингибиторы добавляли перед внесением 
СТ и СССР или ангнмнннна и СТ. только н случае с анти модовом последователь­
ность была СТ. з-нгимицип, СССР Дэвы средние результаты 3—5 измерений.
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Нами были проведены эксперименты но изучению влияния инги­
биторов на выход К; и изменение pH, вызванное СТ в присутствии 
СССР или антнмицииа. Поскольку вклад Са21 ^зависимого выхода 
К* в общую утечку К* зависит от внеклеточного pH. опыты были 
определены при pH 7.2—7,3.

Ингибиторы, указанные в таблице, подавляют в гой или иной 
степени как выход К”, так и гн период аризацию мембран Исключе­
ние составляет только ДЦКД, который незначительно влияет на ка­
лиевую проводимость, мнтуцируемую лнтимицино.м и СТ.

Известно, что на мембране эритроцитов присутствует отрицатель­
ный заряд из-за шалииня на ее 'поверхности ионизированных карбок­
сильных групп. Соли гегразолия вследствие своей гидрофобности, г 
также благодаря положительно заряженному гетерокольиу должны 
хорошо связываться с .мембраной эритроцитов. К такому выводу при­
водит также резкое уменьшение калиевой проводимости клеток в 
присутствии положительно заряженного белка прогаминсульфатз..

■ пирующего отрнции-льныс заряды на мембране. Можно предпо­
лагать, что на мембране происходит образование комплекса солей 
тегразолия с нонами К или Са2+, что приводит к увеличению пассив­
ной .троницаемрсти эритроцитов -к этим катионам. Такое предполо­
жение вполне справедливо, поскольку восстановленные формы солей 
могут связываться с металлами |1], в том числе с таким щелочным 
кат голом, как литий [4] Хльтернатнвиое объяснение состоит в мо­
дификации мембран эритроцитов три внедрении солей, что также мо­
жет служить причиной возрастания катионной проницаемости. При 
этом одно предположен не не исключает гругое.

Добавление СССР приводит к резкому усилению выхода К вслед­
ствие К:,Т1 обмена. Вхождение Са21 внутрь активирует Са2 -зависи 
мый К4՜ канал и способствует дополнительному выходу К и гипертто- 
ляриацнн мембран

Весьма парадоксален эффект антимнцина на увеличение калие­
вой проводимости. тем более что сам аитимицип кнгнбирует выход 
К՛, индуцируемый СТ и СССР.

Раисе нами было выявлено, что аптямицин, подавляя на 50% ин­
дуцируемый валиномиинном выход К՜, в то же время существенно 
увеличивает вход !Н (выход ОН՜՜) [2]. Основным внутриклеточным 
анионом в эритроцитах являются ноны С1՜, концентрация которых 
раина 78 мМ [7] Поскольку, как показали наши опыты, в среде, со­
держащей 150 мМ \’аС’. стехиометрия нитуцируемого валичюмици- 
ном (0.6 мкМ) К .'Н обмена находилась в интервале 2,5—4. то ос­
тавшаяся часть К4 выхолила, очевидно, за счет симпорта е С!՜. Ин­
гибитор транспорта анионов 5Л$ (50 мкМ) почтя на 60% подавлял 
выход КС Нами были проделаны специальные эксперименты по за­
мене внутриклеточного С1՜ на К'Оу՜. В этом случае при добавлении 
валииомицина к эритроцитам, инкубируемым в 150 мМ №а\гО3, 
К+^Н+ обмен усиливался и стехиометрия обмена достигала 1 — 1,5. 
8Л$ практически нс влиял на калиевую проводимость. Очевидно, 
при валиномицнн-индуцированном выходе К4՜ С1՜ более предпочти­
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телен как сопутствующий анион, чем ХО3 . В случае же отсутствия 
С1 активируется К /Н' антипорт (К /ОН симпорт). Возможно, 
антимиции ингибирует вызванную валииомицином потерю К* путем 
уменьшения выхода сопутствующих анионов, в частности О՜. При 
этом выход остальной части К компенсируется за счет усиления 
протонной.

В случае < тетразолнем также можно предположить, что айтими- 
цкн усиливает калиевую проводимость вследствие индуцирования 
протонной. Возможны, однако, и другие побочные эффекты антпми 
пина. Добавленный же после СТ энтнмицнп. очевидно, теряет спо 
собность влиять на ионный транспорт.

Используемые нами ингибиторы действуют на оксиредуктазные 
процессы. В мембранах же эритроцитов обнаружены 11 АД И-дегидро- 
геназная. НАДИ: цитохром с: редуктаз а я активности и цитохром 
[8, 15]. В литературе существуют противоречивые мнения относи­
тельно связи Са2+-зависимого К*՜ канала с активностью рсдокс—ком­
понент. В одной из работ отмечалось отсутствие корреляции между 
каналом и ИАД1 Ьдегидрогспазной активностью в эритроцитах раз­
ных'видов млекопитающих [13]. По мнению других исследователей, 
хотя и К1 канал, и мембраносвязанная оксиредуктаза яв. ииотся раз­
ными белками, активность ре.хокс компонент может влиять на ка­
нал [9].

При индуцировании Са2"-зависимого К՜ канала солью тетразо- 
лня совместно с СССР или аитнмицииом можно только утверждать, 
что ингибиторы энергетических процессов действуют на канал, одна­
ко вопрос о том, опосредовано >то оксиредуктазной системой или 
нет. нуждается в дальнейшем изучении.

Л И T F. Р А Т У Р А

I. Береток VI Гистохимии ферментов Пер. с лиг.:.. М.. 1965.
2. ГюаьхашКгннн /I И. Биолог, жури. Армении. 42, 25—31, 1989.
3. Гкмъханданян .4. Н. Биолог, жури Армении, -13, 478—483. 199Э,
4 Давыдова С П. Удивительные макроциклы Л.. 1989.
& Корепанова Г. .4., Сидоров I:, fl, Шевченко И., Кожомку.юл Э. Т., ЛЦль- 

нс:՛ .4. /Г. Бссдну.пров Ю fi Биол. мембраны, 2. 738* 746. 1985.
6. Овчинников Ю .4.. Иванов Н Т.. И! крон .4 .И. Мембраяо-эктнаяые комплексо­

ны. М.. 1974
7. Benedetti .4 Comps:/ Al. I’.ioele.'lrorhen:. and Bloenerg.. /8, I 3. 187 -20.’, 1937.
8. Beresnev R. i>.. Funk L. Г) В ос‘Hin. ei biophv». acta. 2>-?, 5, 513 -54>. 1970
9. Biobel G., Franke V Science. !5‘, 6—79. 1965.

10. Giese G.. Franke Anal. Biochem., 10 > >. 282—"88.
11. Lowry O., Riiseairough N.. Farr Л. G. B»o: teal. a rl biopiys, Re;. Comm, //?, 

3. 919 924. 1987. Biol. Chem.. 193, 1. ’265-27 . P51.
12. Sakano M-. Sugioka K., Naiio f B.O;hem and blup'iys. Res. Con.n., 112, 3< 

919-924, 1987.
13. Sugioka K., Shlmosegawa Y.. Makano M. l-r.B 1.suers, '2Ю, I. 37—39, 1987.
14. Vaca C . Vilhelm J. Blochm ca et blophy <lcs AcU .3. 375—387. 1983.
15. Vaca C-, Htrms-Ringdahl Af. Bloch m et biOd y; acta, Lipid and Lipid .‘«'e’.ab..

100. 1. 35 -43. 1989.

Поступило 23.111 1991 г.

10


	6
	7
	8
	9
	10

