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Ó÷àñòèå òèðîçèíêèíàç è ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàç âî âëèÿíèè íà òðàíñïîðò Na

+

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà èññëåäîâàíî ó÷àñòèå òèðîçèíêèíàç è ôîñôàòèäèëè-
íîçèòîëêèíàç âî âëèÿíèè îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà (GSSG) è åãî ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî àíàëîãà ïðåïàðàòà
ãëóòîêñèì íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè Rana temporaria. Âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ
îáðàáîòêà êîæè ëÿãóøêè èíãèáèòîðîì òèðîçèíêèíàç ãåíèñòåéíîì èëè äâóìÿ ñòðóêòóðíî ðàçëè÷íûìè
áëîêàòîðàìè ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàç âîðòìàííèíîì è LY294002 ñóùåñòâåííî ñíèæàåò ñòèìóëèðóþ-
ùåå âëèÿíèå GSSG èëè ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
GSSG è ãëóòîêñèì ìîãóò âûçûâàòü òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåïòîðà èíñóëèíà â áàçîëàòåðàëüíîé ìåìáðàíå
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è çàïóñêàòü ñèãíàëüíûé êàñêàä, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ òèðîçèíêèíàçû è ôîñôàòèäè-
ëèíîçèòîëêèíàçû, ÷òî ïðèâîäèò ê ñòèìóëÿöèè òðàíñïîðòà Na+ â êîæå ëÿãóøêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðàíñïîðò Na+, îêèñëåííûé ãëóòàòèîí, ãëóòîêñèì, òèðîçèíêèíàçû, ôîñôàòè-
äèëèíîçèòîëêèíàçû

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ENaC — àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíûå ýïèòåëèàëüíûå Na+-êàíàëû, GSH
è GSSG — âîññòàíîâëåííûé è îêèñëåííûé ãëóòàòèîí ñîîòâåòñòâåííî, ÔÈ-3-êèíàçû — ôîñôàòèäèëèíî-
çèòîë-3-êèíàçû, ÔÈ-4-êèíàçû — ôîñôàòèäèëèíîçèòîë—4-êèíàçû.

Êîæà àìôèáèé è äðóãèå èçîëèðîâàííûå ýïèòåëèàëü-
íûå ñèñòåìû ÿâëÿþòñÿ êëàññè÷åñêèìè ìîäåëüíûìè îáú-
åêòàìè äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ òðàíñïîðòà èîíîâ
÷åðåç áèîëîãè÷åñêèå ìåìáðàíû. Ïî ñïîñîáíîñòè ê òðàíñ-
ïîðòó ýëåêòðîëèòîâ è ðåàêöèè íà íåêîòîðûå ãîðìîíû
êîæà è ìî÷åâîé ïóçûðü àìôèáèé ñõîäíû ñ äèñòàëüíûìè
îòäåëàìè ïî÷å÷íûõ êàíàëüöåâ (Íàòî÷èí, 1982), ÷òî ïî-
çâîëÿåò èñïîëüçîâàòü äàííûå, ïîëó÷àåìûå íà ýòèõ îáúåê-
òàõ, äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìîâ òðàíñïîðòà âîäû è èîíîâ
â êëåòêàõ ïî÷êè. Òðàíñïîðò Na+ â îñìîðåãóëèðóþùèõ
ýïèòåëèÿõ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíóþ, ìíîãîêîìïîíåíò-
íóþ ñèñòåìó, ðàáîòà êîòîðîé îáåñïå÷èâàåò ñîçäàíèå è
ïîääåðæàíèå ýëåêòðîëèòè÷åñêîãî è âîäíîãî ãîìåîñòàçà.
Ðàçëè÷íûå áåëêîâûå êîìïîíåíòû ýòîé ñèñòåìû ìîãóò ÿâ-
ëÿòüñÿ ìèøåíüþ äëÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

Ôóíêöèîíèðîâàíèå îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëü-
íûõ (ðåäîêñ) ñèñòåì êëåòêè è âëèÿíèå îêèñëèòåëåé è âîñ-
ñòàíîâèòåëåé íà ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû â íîðìå
è ïðè ïàòîëîãèè äàâíî èíòåðåñóþò èññëåäîâàòåëåé. Íà-
êàïëèâàþùèåñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî ðåãóëÿöèÿ ðåäîêñ-ñîñòîÿíèÿ êëåòêè ìî-
æåò áûòü ïðèìåíèìà ïðè ëå÷åíèè íåêîòîðûõ çàáîëåâà-
íèé, â òîì ÷èñëå ÑÏÈÄà è íåêîòîðûõ ôîðì ðàêà (Sen,
1998).

Âëèÿíèå îêèñëÿþùèõ è âîññòàíàâëèâàþùèõ àãåíòîâ
íà òðàíñïîðò Nà+ ïîêàçàíî äëÿ ðÿäà ýïèòåëèàëüíûõ òêà-
íåé. Òàê, â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïî÷êè ëÿãóøêè (êëåò-
êè À6) ïåðîêñèä âîäîðîäà ñòèìóëèðóåò òðàíñïîðò Nà+

(Markadieu et al., 2005), òîãäà êàê â ýïèòåëèàëüíûõ êëåò-
êàõ êàðöèíîìû ÷åëîâåêà (Wang et al., 2000) àêòèâíûå
ôîðìû êèñëîðîäà èíãèáèðóþò òðàíñïîðò Nà+.

Èçâåñòíî, ÷òî êëþ÷åâûå Na+-òðàíñïîðòèðóþùèå áåëêè,
òàêèå êàê àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíûå ýïèòåëèàëüíûå Na+-êà-
íàëû (ENaC), Na+/K+-ÀÒÔàçû è Na+/H+-îáìåííèêè, ÿâëÿþò-
ñÿ ìèøåíÿìè äëÿ îêèñëÿþùèõ è âîññòàíàâëèâàþùèõ
àãåíòîâ (Boldyrev, Bulygina, 1997; Firsov et al., 1999), îä-
íàêî ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ îêèñëèòåëåé è âîñ-
ñòàíîâèòåëåé íà ðàçëè÷íûå êîìïîíåíòû ñèñòåìû òðàíñýïè-
òåëèàëüíîãî òðàíñïîðòà Nà+ ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷åíû.

Â ðåàáñîðáèðóþùèõ ýïèòåëèÿõ êëþ÷åâóþ ðîëü â
òðàíñïîðòå Na+ èãðàþò ENaC. Â ýêñòðàêëåòî÷íûõ äîìå-
íàõ a-, b- è g-ñóáúåäèíèö ENaC îáíàðóæåíû âûñîêîêîí-
ñåðâàòèâíûå ôðàãìåíòû, ñîäåðæàùèå îñòàòêè öèñòåèíà,
êîòîðûå èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè òðåòè÷íîé
ñòðóêòóðû êàíàëà è òðàíñëîêàöèè ENaC ê ïëàçìàëåììå
(Benos, Stanton, 1999; Firsov et al., 1999). Òðàíñìåìáðàí-
íûå, à òàêæå N- è C-òåðìèíàëüíûå äîìåíû ñóáúåäèíèö
ENaC ñîäåðæàò îñòàòêè öèñòåèíà, äîñòóïíûå äëÿ äåéñò-
âèÿ SH-ðåàêòèâíûõ ñîåäèíåíèé ñî ñòîðîíû öèòîçîëÿ
(Kellenberger et al., 2005). Ìíîãî÷èñëåííûå îñòàòêè öèñ-
òåèíà, ëîêàëèçîâàííûå â ðàçëè÷íûõ ñåãìåíòàõ ENaC,
îïðåäåëÿþò åãî ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíîñòü è ÿâëÿþòñÿ ìè-
øåíüþ âíóòðè- è âíåêëåòî÷íûõ îêèñëÿþùèõ è âîññòàíàâ-
ëèâàþùèõ àãåíòîâ. Ýêñòðàêëåòî÷íûå è öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèå äîìåíû a- è b-ñóáúåäèíèö ðåöåïòîðà èíñóëèíà â áà-
çîëàòåðàëüíîé ìåìáðàíå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê òîæå
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ñîäåðæàò ìíîãî÷èñëåííûå îñòàòêè öèñòåèíà, ðåäîêñ-ìî-
äèôèêàöèÿ êîòîðûõ ìîäóëèðóåò àóòîôîñôîðèëèðîâàíèå
ðåöåïòîðà è ïîñëåäóþùåå òèðîçèíîâîå ôîñôîðèëèðîâà-
íèå áåëêîâûõ ñóáñòðàòîâ (Wilden, Pessin, 1987; Ullrich,
Schlessinger, 1990; Garant et al., 1999).

Ãëóòàòèîí (g-ãëóòàìèëöèñòåèíèëãëèöèí) ñóùåñòâóåò
â âîññòàíîâëåííîé (GSH) è îêèñëåííîé (GSSG) ôîðìàõ
(Sies, 1999) è ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíûì òðèïåïòèäîì, ïðè-
ñóòñòâóþùèì â áîëüøèíñòâå ðàñòåíèé, ìèêðîîðãàíèçìîâ
è âî âñåõ òêàíÿõ ìëåêîïèòàþùèõ. Ãëóòàòèîíèëèðîâàíèþ
ïîäâåðãàåòñÿ áîëüøîå ÷èñëî êëåòî÷íûõ áåëêîâ: ðåöåïòî-
ðîâ, êàíàëîâ, ôåðìåíòîâ, òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è
îíêîãåíîâ (Ghezzi, 2005; Biswas et al., 2006). Ãëóòàòèîíè-
ëèðîâàíèå ðåãóëèðóåò àêòèâíîñòü âàæíåéøèõ ñèãíàëü-
íûõ áåëêîâ: ïðîòåèíêèíàçû Ñ (Ward et al., 2002), ïðîòå-
èíêèíàçû À (Brennan et al., 2006), ðåöåïòîðíûõ è öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ òèðîçèíêèíàç è òèðîçèíôîñôàòàç (Staal
et al., 1994; Rao et al., 2000), Ras-áåëêîâ (Mallis et al.,
2001), ýëåìåíòîâ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Wang et al.,
2001). GSH âûñòóïàåò â êëåòêàõ êàê âîññòàíàâëèâàþùèé
àãåíò è êàê àíòèîêñèäàíò (Hayes, McLellan, 1999), òîãäà
êàê GSSG ñïîñîáåí îêàçûâàòü ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîå
âëèÿíèå íà êëåòî÷íûå ïðîöåññû (Áóðîâà è äð., 2005; Âà-
ñèëåíêî è äð., 2006).

Ãëóòîêñèì ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñèíòåçèðîâàííîå áèî-
ëîãè÷åñêè àêòèâíîå ñîåäèíåíèå — äèíàòðèåâóþ ñîëü
GSSG ñ íàíîäîáàâêîé ïëàòèíû. Ãëóòîêñèì íàøåë øèðî-
êîå êëèíè÷åñêîå ïðèìåíåíèå êàê èììóíîìîäóëÿòîð è ãå-
ìîñòèìóëÿòîð â êîìïëåêñíîé òåðàïèè áàêòåðèàëüíûõ è
âèðóñíûõ çàáîëåâàíèé (Æóêîâ è äð., 2004), ïñîðèàçà
(Êîðñóíñêàÿ è äð., 2003), â ëó÷åâîé è õèìèîòåðàïèè îíêî-
ëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé (Ôèëàòîâà è äð., 2004). Äðóãîé
àíàëîã GSSG — ïðåïàðàò NOV-002 (GSSG â ñî÷åòàíèè ñ
öèñïëàòèíîé â ñîîòíîøåíèè 1000 : 1), ÿâëÿþùèéñÿ ìèìå-
òèêîì GSSG, òàêæå îêàçûâàåò ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîå
äåéñòâèå íà êëåòêè, âûçûâàåò àêòèâàöèþ áåëêîâ, ó÷àñòâó-
þùèõ â ãåìàòîïîýçå (Townsend et al., 2008).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñïîðò Na+ â êîæå
ëÿãóøêè ìîäóëèðóåòñÿ ðàçëè÷íûìè îêèñëÿþùèìè àãåí-
òàìè, òàêèìè êàê öèñòàìèí, öèñòèí, GSSG è åãî ñèíòåòè-
÷åñêèé àíàëîã ïðåïàðàò ãëóòîêñèì® (ÔÀÐÌÀ-ÂÀÌ, Ìî-
ñêâà) (Êðóòåöêàÿ è äð., 2008). Âïåðâûå îáíàðóæåíî, ÷òî
GSSG è ãëóòîêñèì, ïðèëîæåííûå ê áàçîëàòåðàëüíîé ïî-
âåðõíîñòè êîæè ëÿãóøêè, èìèòèðóþò äåéñòâèå èíñóëèíà
è ñòèìóëèðóþò òðàíñýïèòåëèàëüíûé òðàíñïîðò Na+. Îä-
íàêî ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ GSSG è ãëóòîêñèìà íà òðàíñ-
ïîðò Na+ îñòàþòñÿ íåÿñíûìè.

Èçâåñòíî, ÷òî âëèÿíèå èíñóëèíà íà òðàíñïîðò Na+

èíèöèèðóåòñÿ ñâÿçûâàíèåì ãîðìîíà ñ ðåöåïòîðîì, èìåþ-
ùèì ñîáñòâåííóþ òèðîçèíêèíàçíóþ àêòèâíîñòü è ëîêàëè-
çîâàííûì â áàçîëàòåðàëüíîé ìåìáðàíå ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòîê (Cox, Singer, 1977). Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî
âëèÿíèå èíñóëèíà íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè çà-
âèñèò îò àêòèâíîñòè òèðîçèíêèíàç è òèðîçèíôîñôàòàç è
îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè ó÷àñòèè ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàç
(ÔÈ-êèíàç) è ïðîòåèíêèíàçû Ñ (Ìåëüíèöêàÿ è äð.,
2006à). Êðîìå òîãî, äàííûå èç ëèòåðàòóðû ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷å-
ëîâåêà ëèíèè À431 GSSG è ãëóòîêñèì âûçûâàþò òðàíñàê-
òèâàöèþ ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà è àê-
òèâàöèþ åãî ñîáñòâåííîé òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè
(Áóðîâà è äð., 2005; Âàñèëåíêî è äð., 2006).

Â ñâÿçè ñ ýòèì çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü
â èçó÷åíèè âîçìîæíîé ðîëè òèðîçèíêèíàç è ÔÈ-êèíàç â
ðåãóëÿöèè GSSG è ãëóòîêñèìîì òðàíñïîðòà Na+ â êîæå

ëÿãóøêè Rana temporaria. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè èíãè-
áèòîð òèðîçèíêèíàç ãåíèñòåéí (Akiyama, Ogawara, 1991)
è äâà ñòðóêòóðíî ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðà ôîñôàòèäèëèíî-
çèòîë-3-êèíàç (ÔÈ-3-êèíàç) è ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-4-êè-
íàç (ÔÈ-4-êèíàç) âîðòìàííèíà è LY294002 (Vlahos et al.,
1994; Pacold et al., 2000).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà ñàìöàõ ëÿãóøêè R. tem-
poraria â ïåðèîä ñ íîÿáðÿ ïî ìàðò. Êîæó ñ áðþøêà ñðåçà-
ëè è íàâÿçûâàëè íà ïîëóþ ïîëèýòèëåíîâóþ òðóáêó ñ
âíóòðåííèì äèàìåòðîì 0.8 ñì. Òðóáêó ñ êîæåé ïîìåùàëè
â ìîäèôèöèðîâàííóþ êàìåðó Óññèíãà òàêèì îáðàçîì,
÷òîáû àïèêàëüíàÿ ïîâåðõíîñòü êîæè áûëà îáðàùåíà ê íà-
ðóæíîìó ðàñòâîðó. Êàìåðó çàïîëíÿëè ðàñòâîðîì Ðèíãåðà
äëÿ õîëîäíîêðîâíûõ, ñîäåðæàùèì (â ìÌ) : 110 NaCl,
2.5 KCl, 3 CaCl2 è 5 Tris-HCl, pH 7.4. Îïûòû ïðîâîäèëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (22—23 °Ñ).

Äëÿ èçìåðåíèÿ ýëåêòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ êîæè ëÿ-
ãóøêè èñïîëüçîâàëè àâòîìàòèçèðîâàííóþ óñòàíîâêó ôèê-
ñàöèè ïîòåíöèàëà è ðåãèñòðàöèè âîëüò-àìïåðíûõ õàðàê-
òåðèñòèê (Êðóòåöêàÿ è äð., 2003). Äëÿ èçìåðåíèÿ
âîëüò-àìïåðíûõ õàðàêòåðèñòèê íà êîæó ïîäàâàëè ëèíåé-
íî èçìåíÿþùååñÿ íàïðÿæåíèå (ramp) ñî ñêîðîñòüþ
20 ìÂ/ñ. Â èíòåðâàëàõ ìåæäó èçìåðåíèÿìè âîëüò-àìïåð-
íûõ õàðàêòåðèñòèê òðàíñýïèòåëèàëüíûé ïîòåíöèàë (VT)
êîæè ïîääåðæèâàëè ïðè 0 ìÂ (ðåæèì êîðîòêîãî çàìûêà-
íèÿ) èëè ïðè ïîòåíöèàëå îòêðûòîé öåïè VOC (VOC = VT

ïðè òðàíñýïèòåëèàëüíîì òîêå IT = 0). Èç âîëüò-àìïåðíûõ
õàðàêòåðèñòèê îïðåäåëÿëè ýëåêòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû
êîæè: òîê êîðîòêîãî çàìûêàíèÿ ISC (ISC = IT ïðè VT = 0),
VOC è òðàíñýïèòåëèàëüíóþ ïðîâîäèìîñòü gT.

Òðàíñïîðò Na+ îöåíèâàëè êàê àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëü-
íûé ISC. Â ñâÿçè ñ ýòèì òðàäèöèîííî â êîíöå êàæäîãî ýêñ-
ïåðèìåíòà â ðàñòâîð, îìûâàþùèé àïèêàëüíóþ ïîâåðõ-
íîñòü êîæè, äîáàâëÿëè áëîêàòîð ENaC àìèëîðèä
(20 ìêÌ). Èçâåñòíî, ÷òî â êîíöåíòðàöèè 20—100 ìêÌ
àìèëîðèä èçáèðàòåëüíî áëîêèðóåò ENaC (Bentley, 1968).
Âñþ ïîëó÷àåìóþ â õîäå îïûòà èíôîðìàöèþ ðåãèñòðèðî-
âàëè íà ÝÂÌ ñ èñïîëüçîâàíèåì îðèãèíàëüíîãî ïðîãðàì-
ìíîãî îáåñïå÷åíèÿ.

Èñïîëüçîâàëè ðåàêòèâû ôèðìû Sigma (ÑØÀ). Ìàòî÷-
íûå ðàñòâîðû ãåíèñòåéíà (100 ìÌ), âîðòìàííèíà (1 ìÌ)
è ñîåäèíåíèÿ LY294002 (50 ìÌ) ãîòîâèëè â äèìåòèëñóëü-
ôîêñèäå. Ìàòî÷íûé ðàñòâîð àìèëîðèäà (10 ìÌ), GSSG
(50 ìã/ìë) è ãëóòîêñèìà (50 ìã/ìë) ãîòîâèëè íà âîäå. Ôàð-
ìàêîëîãè÷åñêèå àãåíòû äîáàâëÿëè ê àïèêàëüíîé èëè áàçî-
ëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè. Èíãèáèòîðû òèðîçèíêè-
íàç (ãåíèñòåéí) è ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàç (âîðòìàííèí
è ñîåäèíåíèå LY294002) äîáàâëÿëè çà 30—40 ìèí äî ââå-
äåíèÿ â ðàñòâîð îêèñëèòåëåé (ãëóòîêñèìà èëè GSSG).

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì
t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå x sx± .
Íà ðèñóíêàõ ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû òèïè÷íûõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ë è ÿ í è å G S S G è ã ë ó ò î ê ñ è ì à í à ò ð à í ñ-
ï î ð ò N a+ â ê î æ å ë ÿ ã ó ø ê è. Çíà÷åíèÿ ýëåêòðè÷åñêèõ
õàðàêòåðèñòèê êîæè ëÿãóøêè â êîíòðîëå â ñðåäíåì, ïî
äàííûì 10 ýêñïåðèìåíòîâ, ñîñòàâëÿþò: ISC = 14.58 ±

Ó÷àñòèå òèðîçèíêèíàç è ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàç âî âëèÿíèè íà òðàíñïîðò Na
+
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� 0.91 ìêÀ; VOC = –38.01 ± 2.74 ìÂ; gT = 0.36 ± 0.01 ìÑì.
Ïîêàçàíî, ÷òî GSSG èëè ãëóòîêñèì (100 ìêã/ìë), ïðèëî-
æåííûé ê áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè èíòàêòíîé êîæè
ëÿãóøêè, ïîäîáíî èíñóëèíó, ñòèìóëèðóåò òðàíñïîðò Na+.
Â ñðåäíåì (ïî ðåçóëüòàòàì 10 ýêñïåðèìåíòîâ) ISC âîçðàñ-
òàåò íà 40.37 � 11.24 è 30.31 � 1.04 %, à VOC âîçðàñòàåò
íà 48.05 � 10.34 è 29.64 � 1.13 % äëÿ GSSG è ãëóòîêñèìà
ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1, à). Âåëè÷èíà gT ïðè ýòîì íå ìåíÿ-
åòñÿ.

Ä å é ñ ò â è å G S S G è ã ë ó ò î ê ñ è ì à â ï ð è ñ ó ò ñ ò -
â è è è í ã è á è ò î ð à ò è ð î ç è í ê è í à ç ã å í è ñ ò å é í à.
Èçâåñòíî, ÷òî âëèÿíèå èíñóëèíà íà òðàíñýïèòåëèàëüíûé
òðàíñïîðò Na+ ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé ðåöåïòîðà ñ ñîáñò-
âåííîé òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ â áàçîëàòåðàëüíîé
ìåìáðàíå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê (Rodriguez-Commes
et al., 1994). Ñïåöèôè÷åñêèå èíãèáèòîðû òèðîçèíêèíàç
(ãåíèñòåéí, òèðôîñòèí-23 è ëàâåíäóñòèí À) âûçûâàþò
çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ èíñó-
ëèíà íà òðàíñïîðò Na+ â ðàçëè÷íûõ ýïèòåëèÿõ (Hagiwara
et al., 1992; Matsumoto et al., 1993; Rodriguez-Commes
et al., 1994; Êðóòåöêàÿ, Ëåáåäåâ, 1998; Ìåëüíèöêàÿ è äð.,
2006á). Äëÿ âûÿñíåíèÿ âîçìîæíîãî ó÷àñòèÿ òèðîçèíêèíàç
âî âëèÿíèè GSSG èëè ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+ â
êîæå ëÿãóøêè ïðèìåíÿëè ñïåöèôè÷åñêèé èíãèáèòîð òè-
ðîçèíêèíàç èçîôëàâîíîèä ãåíèñòåéí (Akiyama, Ogawara,
1991). Èçâåñòíî, ÷òî ãåíèñòåéí êîíêóðèðóåò ñ ÀÒÔ çà
ñâÿçûâàíèå ñ òèðîçèíêèíàçàìè. Ïðè ýòîì ãåíèñòåéí áëî-
êèðóåò øèðîêèé ñïåêòð ðåöåïòîðíûõ è öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèõ òèðîçèíêèíàç, ÷òî îáóñëîâëåíî, ïî-âèäèìîìó, òåì,
÷òî ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí ÿâëÿåòñÿ âûñîêî êîíñåðâà-
òèâíûì ó ðàçëè÷íûõ òèðîçèíêèíàç (Akiyama, Ogawara,
1991).

Ïîêàçàíî, ÷òî ãåíèñòåéí ñóùåñòâåííî ñíèæàåò ñòèìó-
ëèðóþùåå äåéñòâèå GSSG èëè ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò
Na+ (ðèñ. 1, á). Òàê, ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè
àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè ëÿãóøêè 100 ìêÌ ãåíè-
ñòåéíà â òå÷åíèå 30 ìèí ïåðåä äîáàâëåíèåì îêèñëèòåëåé
ISC óâåëè÷èëñÿ íà 10.05 ± 2.11 è 16.81 ± 3.48 %, à VOC íà
11.05 ± 1.25 è 18.25 ± 4.32 % äëÿ GSSG è ãëóòîêñèìà
(100 ìêã/ìë) ñîîòâåòñòâåííî. Èçìåíåíèÿ âåëè÷èíû gT íå
íàáëþäàëè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî âëèÿíèå GSSG è ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+ â
êîæå ëÿãóøêè ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé òèðîçèíêèíàç.

Âûäåëÿþò äâà òèïà òèðîçèíêèíàç — ðåöåïòîðíûå è
öèòîïëàçìàòè÷åñêèå (Hunter, 1996). Àêòèâèðîâàííûå ðå-
öåïòîðíûå òèðîçèíêèíàçû ïåðåäàþò èíôîðìàöèþ ïóòåì
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ è ïóòåì áåëîê-áåëêîâûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé ñ ìîëåêóëàìè, ñîäåðæàùèìè SH2- è SH3-äî-
ìåíû (Schlessinger, Ullrich, 1992). Öèòîïëàçìàòè÷åñêèå
òèðîçèíêèíàçû îáíàðóæåíû êàê â öèòîïëàçìå, òàê è â
êëåòî÷íîì ÿäðå. Ìíîãèå èç íèõ ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ
âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè. Íàïðèìåð, òèðîçèíêèíà-
çû ñåìåéñòâ Src, Jak è Fak ïðÿìî ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ
òðàíñìåìáðàííîé ïåðåäà÷è ñèãíàëà, âûñòóïàÿ â êà÷åñòâå
êàòàëèòè÷åñêèõ ñóáúåäèíèö ìåìáðàííûõ ðåöåïòîðîâ, íå
èìåþùèõ ñîáñòâåííîé òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè
(Hunter, 1996).

Èçâåñòíî, ÷òî ðåöåïòîðíûå è öèòîïëàçìàòè÷åñêèå òè-
ðîçèíêèíàçû è òèðîçèíôîñôàòàçû ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè
òðàíñýïèòåëèàëüíîãî òðàíñïîðòà Na+ è àêòèâíîñòè ENaC
(Tilly et al., 1993; Davis et al., 2001). Â ðàçëè÷íûõ ðåàáñîð-
áèðóþùèõ ýïèòåëèÿõ òèðîçèíêèíàçû îïîñðåäóþò ðåãóëÿ-
òîðíîå äåéñòâèå íà ENaC èíñóëèíà (Hagiwara et al., 1992;
Matsumoto et al., 1993; Rodriguez-Commes et al., 1994) è
ôàêòîðîâ ðîñòà (èíñóëèíîïîäîáíîãî è ýïèäåðìàëüíîãî)
(Davis et al., 2001; Tong, Stockand, 2005). Â êëåòêàõ ïî÷êè
àìôèáèé (êëåòêè À6) òèðîçèíêèíàçû âîâëå÷åíû òàêæå â
óâåëè÷åíèå òðàíñïîðòà Na+, ñòèìóëèðóåìîå óìåíüøåíè-
åì îñìîòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ ðàñòâîðà, îìûâàþùåãî àïèêà-
ëüíóþ ïîâåðõíîñòü êëåòêè (Niisato et al., 2000). Ðåçóëüòà-
òû ìíîãèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â
êëåòêàõ À6 òèðîçèíêèíàçû ó÷àñòâóþò ïðåèìóùåñòâåííî â
ðåãóëÿöèè ïðîöåññà âñòðàèâàíèÿ ENaC â ìåìáðàíó (Mat-
sumoto et al., 1993; Niisato et al., 2000). Òîãäà êàê â êëåòî÷-
íûõ êóëüòóðàõ äèñòàëüíûõ ñåãìåíòîâ íåôðîíà ìëåêîïè-
òàþùèõ àêòèâàöèÿ ýïèäåðìàëüíûì ôàêòîðîì ðîñòà ðå-
öåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç âûçûâàåò ñíèæåíèå òðàíñïîðòà
Na+, îáóñëîâëåííîå çíà÷èòåëüíûì óìåíüøåíèåì âåðîÿò-
íîñòè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ ENaC (Tong, Stockand, 2005).
Ó÷èòûâàÿ òî, ÷òî ãåíèñòåéí áëîêèðóåò øèðîêèé ñïåêòð
òèðîçèíêèíàç, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî â ðåãóëÿòîðíîì âëèÿíèè GSSG è ãëóòîêñèìà íà
òðàíñïîðò Na+ ïðèíèìàþò ó÷àñòèå êàê ðåöåïòîðíûå, òàê è
öèòîïëàçìàòè÷åñêèå òèðîçèíêèíàçû.

Äàííûå, ïîëó÷åííûå â ðÿäå ëàáîðàòîðèé ïðè èññëå-
äîâàíèè âëèÿíèÿ íà êëåòêè GSSG â êîíöåíòðàöèÿõ, áëèç-
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Ðèñ. 1. Êèíåòèêà èçìåíåíèÿ òîêà êîðîòêîãî çàìûêàíèÿ ISC ÷åðåç êîæó ëÿãóøêè ïîñëå äîáàâëåíèÿ ê áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè
êîæè ãëóòîêñèìà (100 ìêã/ìë) èëè GSSG (100 ìêã/ìë) è ïîñëåäóþùåãî ïðèëîæåíèÿ ñî ñòîðîíû àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè

áëîêàòîðà ýïèòåëèàëüíûõ Na+-êàíàëîâ àìèëîðèäà (20 ìêÌ).

à — ISC ïîñëå äîáàâëåíèÿ ãëóòîêñèìà èëè GSSG ê èíòàêòíîé êîæå ëÿãóøêè, á — ISC ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè â òå÷åíèå 30 ìèí àïèêàëüíîé
ïîâåðõíîñòè êîæè ñ èíãèáèòîðîì òèðîçèíêèíàç ãåíèñòåéíîì (100 ìêÌ).



êèõ èëè ïðåâûøàþùèõ òå, êîòîðûå îïðåäåëÿþòñÿ âíå
êëåòîê, ïîêàçàëè ñïîñîáíîñòü GSSG îêàçûâàòü ðåöåï-
òîðîïîñðåäîâàííîå âëèÿíèå íà êëåòî÷íûå ïðîöåññû (Filo-
meni et al., 2002, 2005; Áóðîâà è äð., 2005). Òàê, íà êëåòêàõ
ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè À431 óñòà-
íîâëåíî, ÷òî GSSG è ãëóòîêñèì âûçûâàþò òðàíñàêòèâà-
öèþ ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà, ïðèâîäÿ-
ùóþ ê àêòèâàöèè åãî ñîáñòâåííîé òèðîçèíêèíàçíîé àê-
òèâíîñòè (Áóðîâà è äð., 2005; Âàñèëåíêî è äð., 2006).
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â êîæå ëÿãóøêè, òàê æå êàê è â
êëåòêàõ À431, GSSG è ãëóòîêñèì ìîãóò âûçûâàòü òðàíñ-
àêòèâàöèþ ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç, íàïðèìåð ðåöåï-
òîðà èíñóëèíà, ëîêàëèçîâàííîãî â áàçîëàòåðàëüíûõ ìåì-
áðàíàõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Ïî-âèäèìîìó, ìèøåíüþ
äëÿ äåéñòâèÿ GSSG è ãëóòîêñèìà ñî ñòîðîíû áàçîëàòå-
ðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè ëÿãóøêè ìîãóò ÿâëÿòüñÿ áîãà-
òûå öèñòåèíîì ýêñòðàêëåòî÷íûå äîìåíû èíñóëèíîâîãî
ðåöåïòîðà.

Èçâåñòíî, ÷òî òèðîçèíêèíàçû è òèðîçèíôîñôàòàçû
ïðèíàäëåæàò ê íàèáîëåå ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûì ôåðìåí-
òàì. Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ è óìåíüøåíèå ñîîòíîøåíèÿ
GSH/GSSG â êëåòêå ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ àêòèâíîñòè
òèðîçèíêèíàç è òèðîçèíôîñôàòàç (Rao et al., 2000; For-
man, Torres, 2002) è óâåëè÷åíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåë-
êîâ ïî òèðîçèíó. Êðîìå òîãî, òèðîçèíôîñôàòàçû ìîãóò
ñàìè ÿâëÿòüñÿ ìèøåíÿìè GSSG è ãëóòîêñèìà äëÿ êîâà-
ëåíòíîé ìîäèôèêàöèè. Èíãèáèðîâàíèå òèðîçèíôîñôàòàç
âêëþ÷àåò â ñåáÿ îêèñëåíèå êîíñåðâàòèâíîãî îñòàòêà öèñ-
òåèíà â êàòàëèòè÷åñêîì äîìåíå è îñòàòêîâ öèñòåèíà
â ôóíêöèîíàëüíî âàæíûõ SH2-äîìåíàõ òèðîçèíôîñôàòàç
(Fischer et al., 1991; Walton, Dixon, 1993; Barford et al.,
1994; Filomeni et al., 2002). Èíãèáèðîâàíèå òèðîçèí-
ôîñôàòàç ìîæåò ïðèâîäèòü ê àêòèâàöèè òèðîçèíêèíàç è
óâåëè÷åíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ïî îñòàòêàì òèðî-
çèíà.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû, â
êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðíûõ òèðî-
çèíêèíàç ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ïðîöåññîâ ôàãîöèòîçà
(Wang et al., 2000). Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç ïðè äåé-
ñòâèè GSSG è ãëóòîêñèìà ìîæåò ñòèìóëèðîâàòü ôàãîöè-
òîç è ïðîíèêíîâåíèå ìîëåêóë GSSG è ãëóòîêñèìà âíóòðü
êëåòîê ýïèòåëèÿ, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò ïðèâîäèòü ê
ìîäèôèêàöèè àêòèâíîñòè øèðîêîãî ñïåêòðà ðåäîêñ-÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ ìîëåêóë.

Ä å é ñ ò â è å G S S G è ã ë ó ò î ê ñ è ì à â ï ð è ñ ó ò ñ ò-
â è è è í ã è á è ò î ð î â Ô È - ê è í à ç. Èçâåñòíî, ÷òî àóòî-
ôîñôîðèëèðîâàíèå èíñóëèíîâîãî ðåöåïòîðà âûçûâàåò
âûñâîáîæäåíèå ó÷àñòêîâ äëÿ ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ, ñîäåð-
æàùèõ SH2- è SH3-äîìåíû, è ñîçäàåò óñëîâèÿ äëÿ ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ ïî îñòàòêàì òèðîçèíà ðàçëè÷íûõ ýíäî-
ãåííûõ ñóáñòðàòîâ (Cadena, Gill, 1992; Saltiel, 1996). Âàæ-
íåéøèì ýíäîãåííûì ñóáñòðàòîì òèðîçèíêèíàçû
èíñóëèíîâîãî ðåöåïòîðà ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàò èíñóëèíîâîãî
ðåöåïòîðà (IRS). Ôîñôîðèëèðîâàííûé IRS ñâÿçûâàåòñÿ ñ
áåëêàìè, ñîäåðæàùèìè SH2-äîìåíû, òàêèìè êàê
ÔÈ-3-êèíàçû, òèðîçèíôîñôàòàçû è ôîñôîëèïàçà Ñg (Ca-
dena, Gill, 1992). Åñòü äàííûå î âàæíîé ðîëè ÔÈ-êèíàç â
ðåãóëÿöèè èíñóëèíîì òðàíñïîðòà Na+ â ðàçëè÷íûõ ýïèòå-
ëèàëüíûõ ñèñòåìàõ (Markadieu et al., 2004), â òîì ÷èñëå â
ýïèòåëèè êîæè ëÿãóøêè (Ìåëüíèöêàÿ è äð., 2006à).

Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî âëèÿíèå áëîêàòîðîâ ÔÈ-êè-
íàç íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè çàâèñèò îò êîíöåíò-
ðàöèè àãåíòîâ è ïîâåðõíîñòè êîæè, ê êîòîðîé îíè ïðè-
ëîæåíû (àïèêàëüíîé èëè áàçîëàòåðàëüíîé) (Êðóòåöêàÿ

è äð., 2006). Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîãî
ó÷àñòèÿ ÔÈ-êèíàç â ðåãóëÿöèè GSSG è ãëóòîêñèìîì
òðàíñïîðòà Na+ â êîæå ëÿãóøêè äëÿ êàæäîãî èç îêèñëÿþ-
ùèõ àãåíòîâ áûëè ïðîâåäåíû ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ, â êî-
òîðûõ âîðòìàííèí (500 íÌ è 1 ìêÌ) è ñîåäèíåíèå
LY294002 (100 è 200 íÌ) ïðåäâàðèòåëüíî äîáàâëÿëè â
ðàñòâîð, îìûâàþùèé àïèêàëüíóþ èëè áàçîëàòåðàëüíóþ
ïîâåðõíîñòü êîæè ëÿãóøêè, ïîñëå ÷åãî, â êàæäîé ñåðèè
ýêñïåðèìåíòîâ GSSG èëè ãëóòîêñèì (100 ìêã/ìë) ââî-
äèëè ñî ñòîðîíû áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè ëÿ-
ãóøêè.

Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ â òå÷å-
íèå 30—40 ìèí êîæè ëÿãóøêè ñ âîðòìàííèíîì èëè ñîå-
äèíåíèåì LY294002 ñóùåñòâåííî ñíèæàåò ñòèìóëèðóþ-
ùåå âëèÿíèå GSSG èëè ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+. Íà
ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíî âëèÿíèå 200 íÌ LY294002, ïðèëî-
æåííîãî ñî ñòîðîíû àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè, è
âëèÿíèå 1 ìêÌ âîðòìàííèíà, äîáàâëåííîãî ñî ñòîðîíû
áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè, íà ýôôåêò ãëóòîêñè-
ìà íà ISC â êîæå ëÿãóøêè. Âèäíî, ÷òî â îáîèõ ñëó÷àÿõ íà-
áëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå ñòèìóëèðóþùåãî
âëèÿíèÿ ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+. Â ñðåäíåì (ïî äàí-
íûì 10 ýêñïåðèìåíòîâ) èçìåíåíèå ýëåêòðè÷åñêèõ õàðàê-
òåðèñòèê êîæè ëÿãóøêè ïîñëå äîáàâëåíèÿ ãëóòîêñèìà ê
êîæå, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííîé ñî ñòîðîíû àïèêàëü-
íîé ïîâåðõíîñòè âîðòìàííèíîì â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðà-
öèÿõ, áûëî ñëåäóþùèì. ISC óâåëè÷èëñÿ íà 8.45 ± 1.29 è
3.36 ± 0.24 %, à VOC — íà 9.34 ± 2.08 è 4.01 ± 1.23 % äëÿ
âîðòìàííèíà â êîíöåíòðàöèÿõ 500 íÌ è 1 ìêÌ ñîîòâåòñò-
âåííî. Â ñëó÷àå ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè àïèêàëüíîé
ïîâåðõíîñòè êîæè ëÿãóøêè ñ ñîåäèíåíèåì LY294002 óâå-
ëè÷åíèå ISC ïîñëå äîáàâëåíèÿ ãëóòîêñèìà ñîñòàâèëî
13.84 ± 3.48 è 11.42 ± 4.04 %, à VOC — 15.01 ± 3.43 è
12.34 ± 4.32 % äëÿ LY294002 â êîíöåíòðàöèÿõ 100 è
200 íÌ ñîîòâåòñòâåííî.

Ââåäåíèå ãëóòîêñèìà ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé îáðà-
áîòêè áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè ëÿãóøêè âîðò-
ìàííèíîì â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ âûçûâàëî óâåëè-

Ó÷àñòèå òèðîçèíêèíàç è ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàç âî âëèÿíèè íà òðàíñïîðò Na
+
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Ðèñ. 2 Êèíåòèêà èçìåíåíèÿ òîêà êîðîòêîãî çàìûêàíèÿ ISC ÷åðåç
êîæó ëÿãóøêè ïîñëå äîáàâëåíèÿ ãëóòîêñèìà (100 ìêã/ìë) ê áà-
çîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàí-
íîé áëîêàòîðàìè ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàç, è ïîñëåäóþùåãî
ïðèëîæåíèÿ ñî ñòîðîíû àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè áëîêà-

òîðà ýïèòåëèàëüíûõ Na+-êàíàëîâ àìèëîðèäà (20 ìêÌ).

1 — ISC ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè
êîæè ñ ñîåäèíåíèåì LY294002 (200 íÌ, 30 ìèí), 2 — ISC ïîñëå ïðåäâà-
ðèòåëüíîé èíêóáàöèè áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè ñ âîðòìàííè-

íîì (1 ìêÌ, 30 ìèí).



÷åíèå ISC íà 10.45 ± 2.48 è 6.33 ± 2.24 %, à VOC — íà
11.31 ± 3.33 è 7.12 ± 2.28 % äëÿ âîðòìàííèíà â êîíöåíòðà-
öèÿõ 500 íÌ è 1 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî. Èçìåíåíèå ýëåêò-
ðè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ïîñëå ïðèëîæåíèÿ ãëóòîêñèìà ê
êîæå ëÿãóøêè, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííîé ñî ñòîðîíû
áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè ñîåäèíåíèåì
LY294002 â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ, áûëî ñëåäóþùèì.
ISC óâåëè÷èëñÿ íà 22.73 ± 9.48 è 19.39 ± 8.01 %, à VOC — íà
26.51 ± 9.14 è 21.34 ± 9.21 % äëÿ LY294002 â êîíöåíòðà-
öèÿõ 100 è 200 íÌ ñîîòâåòñòâåííî. Âî âñåõ ýêñïåðèìåí-
òàõ âåëè÷èíà gT íå ìåíÿëàñü. Ñõîäíûå ðåçóëüòàòû áûëè
ïîëó÷åíû ïðè ïðèëîæåíèè ê êîæå ëÿãóøêè, ïðåäâàðè-
òåëüíî îáðàáîòàííîé ñî ñòîðîíû àïèêàëüíîé èëè áàçîëà-
òåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè èíãèáèòîðàìè ÔÈ-êèíàç,
100 ìêã/ìë GSSG.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âëè-
ÿíèå GSSG è ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóø-
êè çàâèñèò îò ïðèñóòñòâèÿ áëîêàòîðîâ ÔÈ-êèíàç è èõ
äîçû. Òàê, áëîêàòîðû ÔÈ-êèíàç â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
âûçûâàþò çíà÷èòåëüíî ìåíüøåå (ïî ñðàâíåíèþ ñ äåéñò-
âèåì áîëåå âûñîêèõ äîç) ïîäàâëåíèå ñòèìóëèðóþùåãî
âëèÿíèÿ ãëóòîêñèìà èëè GSSG íà òðàíñïîðò Na+. Èçâåñò-
íî, ÷òî âîðòìàííèí è LY294002 ÿâëÿþòñÿ âûñîêîýôôåê-
òèâíûìè áëîêàòîðàìè ÔÈ-êèíàç. Íèçêèå êîíöåíòðàöèè
ýòèõ àãåíòîâ íåîáðàòèìî èíãèáèðóþò âñå èçâåñòíûå òèïû
ÔÈ-3-êèíàç, òîãäà êàê â áîëåå âûñîêèõ (ñóáìèêðîìîëÿð-
íûõ) êîíöåíòðàöèÿõ âîðòìàííèí è LY294002 èíãèáèðó-
þò è ÔÈ-4-êèíàçû (Vlahos et al., 1994). Òàêèì îáðàçîì,
ðåçóëüòàòû íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóþò îá
ó÷àñòèè ÔÈ-êèíàç â ðåãóëÿòîðíîì âëèÿíèè GSSG è ãëó-
òîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè. Îäíàêî íåçíà-
÷èòåëüíîå äåéñòâèå îáîèõ áëîêàòîðîâ ïðè íèçêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ, ïðè êîòîðûõ ñïåöèôè÷åñêè èíãèáèðóþòñÿ
ÔÈ-3-êèíàçû, ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÔÈ-4-êèíàçû
â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì ÔÈ-3-êèíàçû, âîâëå÷åíû â ýòîò
ïðîöåññ, èëè æå àêòèâàöèÿ ÔÈ-4-êèíàç ÿâëÿåòñÿ áîëåå
ðàííèì ýòàïîì â ðåàëèçàöèè ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ
GSSG è ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè
Rana temporaria. Âîçìîæíî òàêæå, ÷òî ÔÈ-4-êèíàçû ìî-
ãóò îñëàáëÿòü èíãèáèðîâàíèå ÔÈ-3-êèíàçû, ôîñôîðèëè-
ðóÿ ÔÈ-3-ôîñôàò, îñòàþùèéñÿ â êëåòêå.

Èçâåñòíî, ÷òî ðàçëè÷íûå êëþ÷åâûå Na+-òðàíñïîðòè-
ðóþùèå áåëêè ñîäåðæàò ìíîãî÷èñëåííûå îñòàòêè öèñòåè-
íà, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ìèøåíüþ äëÿ âíóòðè- è âíåêëåòî÷-
íûõ îêèñëÿþùèõ è âîññòàíàâëèâàþùèõ àãåíòîâ (Boldy-
rev, Bulygina, 1997; Benos, Stanton, 1999; Firsov et al.,
1999; Kellenberger et al., 2005). Îäíàêî ââåäåíèå â êîíöå
êàæäîãî ýêñïåðèìåíòà â ðàñòâîð, îìûâàþùèé àïèêàëü-
íóþ ïîâåðõíîñòü êîæè ëÿãóøêè, áëîêàòîðà ENaC àìèëî-
ðèäà (20 ìêÌ) âûçûâàåò ïîëíîå ïîäàâëåíèå ISC (ðèñ. 1, 2),
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî âëèÿíèå GSSG è ãëóòîêñè-
ìà íà òðàíñïîðò Na+ ñâÿçàíî ïðåèìóùåñòâåííî ñ ìîäóëÿ-
öèåé àêòèâíîñòè ENaC.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî ó÷àñòèå òèðî-
çèíêèíàç è ÔÈ-êèíàç âî âëèÿíèè GSSG è ãëóòîêñèìà íà
òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè R. temporaria. Íà îñíîâà-
íèè ðåçóëüòàòîâ íàñòîÿùåé ðàáîòû è ðàííèõ ðàáîò (Êðó-
òåöêàÿ è äð., 2008; Melnitskaya et al., 2008) ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî GSSG è ãëóòîêñèì ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü
ñ áîãàòûìè öèñòåèíîì äîìåíàìè ðåöåïòîðà èíñóëèíà â
áàçîëàòåðàëüíîé ìåìáðàíå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, âûçû-
âàòü åãî òðàíñàêòèâàöèþ è çàïóñêàòü ñèãíàëüíûé êàñêàä,
âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ òèðîçèíêèíàçû è ÔÈ-êèíàçû. Ýòî
ïðèâîäèò ê ñòèìóëÿöèè ENaC è óâåëè÷åíèþ òðàíñïîðòà
Na+ â êîæå ëÿãóøêè.
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THE INVOLVEMENT OF TYROSINE KINASES AND PHOSPHATIDYLINOSITOL KINASES

IN THE EFFECT OF OXIDIZED GLUTATHIONE AND GLUTOXIM

ON Na+ TRANSPORT IN FROG SKIN

A. V. Melnitskaya, Z. I. Krutetskaya, O. E. Lebedev,

V. G. Antonov, S. N. Butov

Chair of Biophysics, St. Petersburg State University;
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Using voltage-clamp technique, the role of tyrosine kinases and phosphatidylinositol kinases in the effect of
oxidized glutathione (GSSG) and its pharmacological analogue, drug glutoxim, on Na+ transport in the frog Ra-
na temporaria skin was investigated. It was shown for the first time that preincubation of the skin with tyrosine
kinase inhibitor genistein or with two structurally distinct phosphatidylinositol kinase inhibitors, wortmannin
and LY294002, significantly decreased the stimulatory effect of GSSG or glutoxim on Na+ transport. The data
suggest that GSSG and glutoxim might transactivate insulin receptor in the basolateral membrane of epithelial
cells and trigger the signaling cascade, involving tyrosine kinases and phosphatidylinositol kinases, which lead
to Na+ transport stimulation in frog skin.

K e y w o r d s: Na+ transport, oxidized glutathione, glutoxim, tyrosine kinases, phosphatidylinositol kinase.
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