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Ðåãóëÿöèÿ ïîðîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè öåêðîïèíà À ìåñòíûìè àíåñòåòèêàìè

Â ðàáîòå èññëåäîâàíî âëèÿíèå ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ íà ðåãóëÿöèþ êàíàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè
àíòèìèêðîáíîãî ïåïòèäà öåêðîïèíà À. Îïðåäåëåí ñðåäíåíîðìèðîâàííûé òîê, ïðîòåêàþùèé ÷åðåç îäè-
íî÷íûå öåêðîïèíîâûå êàíàëû (isc), è èçìåðåí ñòàöèîíàðíûé òðàíñìåìáðàííûé òîê, èíäóöèðîâàííûé
öåêðîïèíîì À (I∞). Ïîêàçàíî, ÷òî ââåäåíèå 1 ìÌ áóïèâàêàèíà, áåíçîêàèíà èëè 0.3 ìÌ òåòðàêàèíà â
ìåìáðàíîîìûâàþùèé ðàñòâîð ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ isc è I∞ . Â òî æå âðåìÿ äîáàâêà â ìåìáðàíîîìû-
âàþùèå ðàñòâîðû 1 ìÌ ëèäîêàèíà èëè ïðîêàèíà íå ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó èçìåíåíèþ isc è I∞ .
Ñðàâíåíèå àáñîëþòíûõ âåëè÷èí è çíàêà èçìåíåíèÿ ãðàíè÷íîãî ïîòåíöèàëà îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ
ìåìáðàí è îòíîñèòåëüíûõ èçìåíåíèé isc è I∞ ïîñëå ââåäåíèÿ ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ ïîêàçûâàåò, ÷òî îáà
ïàðàìåòðà íå êîððåëèðóþò ñ ãðàíè÷íûì ïîòåíöèàëîì ìåìáðàíû. Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ òåñòèðó-
åìûõ ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ íà ôàçîâûå ïðåâðàùåíèÿ ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî
íàáëþäàåìûå èçìåíåíèÿ isc è I∞ îáóñëîâëåíû ìîäóëÿöèåé ýëàñòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ìåìáðàíû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëèïèäíûå ìåìáðàíû, èîííûå êàíàëû, öåêðîïèí À, ìåñòíûå àíåñòåòèêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÎÔÑ — 1,2-äèîëåîèë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîñåðèí, ÄÎÔÝ — 1,2-äèî-
ëåèë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîýòàíîëàìèí, ÄÏÔÕ — 1,2-äèïàëüìèòîèë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîõîëèí, isc —
ñðåäíåíîðìèðîâàííûé òîê, ïðîòåêàþùèé ÷åðåç îäèíî÷íûå öåêðîïèíîâûå êàíàëû, I∞ — ñòàöèîíàðíûé
òðàíñìåìáðàííûé òîê, èíäóöèðîâàííûé öåêðîïèíîì À.

Àêòóàëüíûìè çàäà÷àìè ñîâðåìåííîé áèîëîãèè ÿâëÿ-
þòñÿ ïîèñê íîâûõ àíòèáèîòèêîâ è óëó÷øåíèå ôàðìàêî-
ëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê èìåþùèõñÿ ëåêàðñòâåííûõ
ïðåïàðàòîâ íà èõ îñíîâå, à òàêæå âûÿñíåíèå ìîëåêóëÿð-
íîãî ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ àíòèáèîòèêîâ. Âàæíûì íàïðàâ-
ëåíèåì ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå ïðèðîäíûõ àíòèìèêðîá-
íûõ ïåïòèäîâ (êàê ïðàâèëî, ýòî îòíîñèòåëüíî êîðîòêèå
ìîëåêóëû c äëèíîé öåïè íå áîëåå 40 àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ), ñëóæàùèõ ðóáåæîì ïåðâè÷íîé çàùèòû îðãà-
íèçìà-õîçÿèíà îò ïàòîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ è ó÷àñò-
âóþùèõ â ñèñòåìå âðîæäåííîãî èììóíèòåòà. Ìåõàíèçì
äåéñòâèÿ àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ ñâÿçàí ñ íàëè÷èåì â
èõ ñòðóêòóðå ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîò-
íûõ îñòàòêîâ, êîòîðûå ïîçâîëÿþò ñâÿçûâàòüñÿ ñ îòðèöà-
òåëüíî çàðÿæåííîé ìåìáðàíîé áàêòåðèé. Óíèâåðñàëü-
íîñòü âëèÿíèÿ íà ìèêðîîðãàíèçìû, ñïîñîáíîñòü áûñòðî
ïîðàæàòü êëåòêè-ìèøåíè, à òàêæå øèðîêèé ñïåêòð àíòè-
áàêòåðèàëüíûõ ñâîéñòâ ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü àíòè-
ìèêðîáíûå ïåïòèäû â êà÷åñòâå îñíîâû äëÿ ñîçäàíèÿ íî-
âûõ ëåêàðñòâ, ÷òî îñîáåííî âàæíî íà ôîíå ãëîáàëüíîé
ïðîáëåìû ñíèæåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè îáû÷íûõ àíòèáèîòè-
êîâ. Èç áîëüøîãî ìíîãîîáðàçèÿ àíòèìèêðîáíûõ ïåïòè-
äîâ îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò öåêðîïèíû, âûäåëåí-
íûå èçíà÷àëüíî èç ãåìîëèìôû íàñåêîìûõ (Hultmark
et al., 1980, 1982; Steiner et al., 1981; Qu et al., 1982; Teshi-
ma et al., 1986).

Ìîëåêóëû öåêðîïèíîâ ñîäåðæàò îò 31 äî 39 L-àìè-
íîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ è ñîñòîÿò èç äâóõ äîìåíîâ, ñêðåï-

ëåííûõ ãëèöèí- è ïðîëèíîáîãàùåííûì «øàðíèðîì».
Â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ N-êîíöåâîé äîìåí îáëàäàåò
àìôèïàòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè è èìååò ïîëîæèòåëüíûé
çàðÿä, à Ñ-êîíöåâîé ó÷àñòîê ÿâëÿåòñÿ áîëåå ãèäðîôîá-
íûì, îí íåñåò ìåíüøèé çàðÿä (Fink et al., 1989a, 1989b).
Â âîäíîì ðàñòâîðå íåçàðÿæåííîé ìåìáðàíû ïîëèïåïòèä-
íàÿ öåïü íå ñòðóêòóðèðîâàíà, à â îòðèöàòåëüíî çàðÿ-
æåííîé ìåìáðàíå ïîäâåðãàåòñÿ a-ñïèðàëèçàöèè (Schla-
madinger et al., 2012). Òàêàÿ îðãàíèçàöèÿ ìîëåêóëû ñïî-
ñîáñòâóåò ïðîÿâëåíèþ öåêðîïèíàìè øèðîêîãî ñïåêòðà
ïðîòèâîìèêðîáíîé àêòèâíîñòè (Fink et al., 1989à, 1989b).
Òàêîé ñïåêòð âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïðàêòè÷åñêè âñå êëèíè÷å-
ñêè âàæíûå ãðàìîòðèöàòåëüíûå è íåêîòîðûå ãðàìïîëî-
æèòåëüíûå áàêòåðèè (Fink et al., 1989à, 1989b; Moore
et al., 1996). Êðîìå òîãî, öåêðîïèíû ïðîÿâëÿþò ïðîòèâî-
îïóõîëåâîå äåéñòâèå (Chen et al., 1997; Shin et al., 1999;
Suttmann et al., 2008; Cer*on et al., 2010), îáëàäàþò íèçêîé
òîêñè÷íîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê íîðìàëüíûì ýóêàðèîòè-
÷åñêèì êëåòêàì è îòíîñèòåëüíî ñëàáîé ãåìîëèòè÷åñêîé
àêòèâíîñòüþ (Wade et al., 1992; Moore et al., 1996). Íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà è áèîëîãè÷åñêàÿ
àêòèâíîñòü öåêðîïèíîâ îõàðàêòåðèçîâàíû, ìîëåêóëÿðíûå
ìåõàíèçìû âçàèìîäåéñòâèÿ ïåïòèäîâ ñ êëåòî÷íûìè ìåì-
áðàíàìè äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ ïðåäìåòîì äëÿ äèñêóññèè.

Â ëèòåðàòóðå îáñóæäàþòñÿ äâå âîçìîæíûå ìîäåëè,
îáúÿñíÿþùèå àíòèìèêðîáíîå äåéñòâèå öåêðîïèíîâ. Ñî-
ãëàñíî ïåðâîé, ñîðáöèÿ ìîëåêóë öåêðîïèíà íà ïîâåðõíî-
ñòè ïëàçìàëåììû ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ïåïòèäíîãî
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«êîâðà», îáëàäàþùåãî ìåìáðàíîëèòè÷åñêèìè ñâîéñò-
âàìè. Ñîãëàñíî äðóãîé ìîäåëè, öåêðîïèíû ôîðìèðóþò
ïîðû â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå ïàòîãåííîé êëåòêè, ÷òî
ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ âîäíî-ñîëåâîãî áàëàíñà è ãèáåëè
ìèêðîîðãàíèçìà. Òî÷íàÿ àðõèòåêòóðà ïîð íåèçâåñòíà,
ïðèâîäÿòñÿ äîêàçàòåëüñòâà â ïîëüçó ôîðìèðîâàíèÿ êàê
ïåïòèä-ëèïèäíûõ òîðîèäàëüíûõ ïîð, òàê è àëàìåòè-
öèí-ïîäîáíûõ êàíàëîâ, îðãàíèçîâàííûõ ïî òèïó «áî÷îí-
êà» (Sato, Feix, 2006).

Ìîíîìåðû öåêðîïèíà ñîðáèðóþòñÿ íà ìåìáðàíå,
ôîðìèðóÿ âòîðè÷íóþ ñòðóêòóðó — a-ñïèðàëü. Áîãàòûé
ëèçèíîì N-êîíåö ïîëèïåïòèäíîé öåïî÷êè âçàèìîäåéñò-
âóåò ñ ïîâåðõíîñòüþ ìåìáðàíû, â òî âðåìÿ êàê áîëåå ãèä-
ðîôîáíûé àëèôàòè÷åñêèé àìèäèðîâàííûé Ñ-êîíåö ïî-
ãðóæåí â òîëùó ëèïèäíîãî áèñëîÿ. Â çàâèñèìîñòè îò ÷èñ-
ëà ìîíîìåðîâ â êàíàëüíîì êîìïëåêñå ðåàëèçóþòñÿ
ðàçëè÷íûå ïðîâîäÿùèå ñîñòîÿíèÿ êàíàëà. Â òî æå âðåìÿ
áîãàòàÿ ëèçèíîì ãèäðîôèëüíàÿ ÷àñòü ïîëèïåïòèäíîé
öåïè íàõîäèòñÿ íà ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû, ñîçäàâàÿ ñòå-
ðè÷åñêèå çàòðóäíåíèÿ äëÿ äàëüíåéøåãî âñòðàèâàíèÿ ìî-
íîìåðîâ öåêðîïèíà â êàíàë.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ââåäåíèå öåêðîïèíà À
èëè öåêðîïèíà Á (â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 2—5 ìêÌ) â
îìûâàþùèé ðàñòâîð ñ îäíîé ñòîðîíû îòðèöàòåëüíî çàðÿ-
æåííîãî ëèïèäíîãî áèñëîÿ è ïîñëåäóþùåå ïðèëîæåíèå
òðàíñìåìáðàííîãî íàïðÿæåíèÿ ñïîñîáñòâóþò ôîðìèðî-
âàíèþ õîðîøî âîñïðîèçâîäèìûõ èîííûõ êàíàëîâ, îáëà-
äàþùèõ ìíîãîóðîâíåâîé ïðîâîäèìîñòüþ (Efimova et al.,
2014). Äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà
(áîëåå 10 ìêÌ) ïðèâîäèò ê äåñòàáèëèçàöèè áèñëîÿ è åãî
ðàçðóøåíèþ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî îáðàçîâàíèå èîíïðîíèöàåìûõ ïîð íà ïåðâîì
ýòàïå äåçèíòåãðàöèè áèñëîÿ, ïðîèñõîäÿùåé â ðåçóëüòàòå
ôîðìèðîâàíèÿ íà ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû ñïëîøíîãî ïåï-
òèäíîãî «êîâðà» (Shai, 2002; Sato, Feix, 2006).

Ïîêàçàíî, ÷òî öåêðîïèí À íå ñïîñîáåí ôîðìèðîâàòü
a-ñïèðàëü â ìåìáðàíàõ ýóêàðèîò, â òî âðåìÿ êàê â ìåìá-
ðàíàõ áàêòåðèé îí ôîðìèðóåò èîíïðîâîäÿùèå ïîðû
(Schlamadinger et al., 2012). Ýòî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ çà-
ðÿäîì è ãåîìåòðèåé ëèïèäíîãî áèñëîÿ. Ïîëîæèòåëüíî
çàðÿæåííûé öåêðîïèí ñïîñîáåí ïðèòÿãèâàòüñÿ ê îòðèöà-
òåëüíî çàðÿæåííîé áàêòåðèàëüíîé ìåìáðàíå, à îòðèöà-
òåëüíàÿ ñïîíòàííàÿ êðèâèçíà áàêòåðèàëüíûõ ôîñôî-
ýòàíîëàìèíîâ ïîìîãàåò ïåïòèäó âñòðàèâàòüñÿ â ìåìáðàíó
áëàãîäàðÿ ìåíüøåìó ëàòåðàëüíîìó äàâëåíèþ â îáëàñòè
ãèäðîôîáíûõ ãîëîâîê ëèïèäîâ ïî ñðàâíåíèþ, íàïðèìåð,
ñ ôîñôîõîëèíñîäåðæàùèìè ìåìáðàíàìè ýóêàðèîò. Â íå-
çàðÿæåííûõ ëèïèäàõ öåêðîïèí íå ïðèâîäèò ê ïîâûøå-
íèþ ïðîíèöàåìîñòè ëèïèäíîãî áèñëîÿ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëñÿ àíàëèç ó÷àñòèÿ
ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ â ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ èîíïðî-
íèöàåìûõ ïîð öåêðîïèíàìè è ðàçðàáîòêà ìîäåëè ñòðîå-
íèÿ öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ. Ðÿä áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ñîåäèíåíèé ñïîñîáåí ïðè èõ ñâÿçû-
âàíèè ñ ëèïèäíûì áèñëîåì èçìåíÿòü åãî ôèçèêî-õèìè÷å-
ñêèå ñâîéñòâà. Ñðåäè íèõ îñîáîå ìåñòî çàíèìàþò ìåñò-
íûå àíåñòåòèêè.

Ìåñòíûå àíåñòåòèêè — ìåìáðàíîàêòèâíûå âåùåñòâà,
ñïåöèôè÷åñêè áëîêèðóþùèå ïîòåíöèàëçàâèñèìûå íàòðè-
åâûå êàíàëû. Ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ çíà÷åíèÿõ pH ìåñò-
íûå àíåñòåòèêè ïðåèìóùåñòâåííî íàõîäÿòñÿ â êàòèîííîé
ôîðìå, à ýôôåêòèâíîñòü èõ äåéñòâèÿ çàâèñèò îò êîíñòàí-
òû ðàñïðåäåëåíèÿ ìåæäó ëèïèäíîé è âîäíîé ôàçàìè
(Strichartz et al., 1990). Íàïðèìåð, áîëåå ãèäðîôîáíûå
òåòðàêàèí è áóïèâàêàèí îáëàäàþò áîëüøåé àêòèâíîñòüþ

è òîêñè÷íîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ìåíåå ãèäðîôîáíûìè
ïðîêàèíîì è ëèäîêàèíîì. Äåëî â òîì, ÷òî ñâÿçûâàíèå
àíåñòåòèêà ñ íàòðèåâûì êàíàëîì îáðàòèìîå, ïîýòîìó òðå-
áóåòñÿ îïðåäåëåííàÿ êîíöåíòðàöèÿ âåùåñòâà â ìåìáðàíå.
Ïî ýòîé ïðè÷èíå áîëåå ãèäðîôîáíûå àíåñòåòèêè ýôôåê-
òèâíåå äåéñòâóþò íà êàíàë. Ïîìèìî ñïåöèôè÷åñêîãî äåé-
ñòâèÿ íà ïîòåíöèàëçàâèñèìûå íàòðèåâûå êàíàëû ìåñòíûå
àíåñòåòèêè îáëàäàþò øèðîêèìè ñïåêòðîì íåñïåöèôè÷å-
ñêîé ìåìáðàííîé àêòèâíîñòè. Óñòàíîâëåíî, íàïðèìåð,
÷òî ìåñòíûå àíåñòåòèêè ñïîñîáíû óâåëè÷èâàòü ãðàíè÷-
íûé ïîòåíöèàë ôîñôîõîëèíîâûõ ìåìáðàí (Efimova et al.,
2016), à òàêæå èçìåíÿòü ïðîôèëü ëàòåðàëüíîãî äàâëåíèÿ
(Cantor, 1998; Takeda et al., 2009).

Äëÿ äîñòèæåíèÿ öåëè áûëè ïîñòàâëåíû ñëåäóþùèå
îñíîâíûå çàäà÷è: îïðåäåëèòü êîëè÷åñòâåííûå õàðàêòåðè-
ñòèêè èçìåíåíèÿ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ìîäåëüíûõ
ëèïèäíûõ ìåìáðàí ïðè àäñîðáöèè ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ
è óñòàíîâèòü ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ
íà ïîðîîáðàçóþùóþ ñïîñîáíîñòü öåêðîïèíà À.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ëèïèäû, 1,2-äèîëåîèë-sn-ãëè-
öåðî-3-ôîñôîýòàíîëàìèí (ÄÎÔÝ), 1,2-äèîëåîèë-sn-ãëè-
öåðî-3-ôîñôîñåðèí (ÄÎÔÑ), 1,2-äèïàëüìèòîèë-sn-ãëèöå-
ðî-3-ôîñôîõîëèí (ÄÏÔÕ) è õîëåñòåðèí (Avanti Polar Li-
pids, ÑØÀ); öåêðîïèí À, íîíàêòèí, áåíçîêàèí, ãèäðîõëî-
ðèäû ëèäîêàèíà, áóïèâàêàèíà, ïðîêàèíà è òåòðàêàèíà,
KCl, KOH, HEPES, ïåíòàí, ýòàíîë, õëîðîôîðì è ãåêñàäå-
êàí (Sigma, ÑØÀ).

Ý ë å ê ò ð î ô è ç è î ë î ã è ÷ å ñ ê è å è ç ì å ð å í è ÿ ï î -
ð î î á ð à ç ó þ ù å é à ê ò è â í î ñ ò è ö å ê ð î ï è í à À. Ôîð-
ìèðîâàíèå ìåìáðàí ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó Ìîíòàëëà è
Ìþëëåðà (Montall, Mueller, 1972) ïóòåì ñâåäåíèÿ êîíäåí-
ñèðîâàííûõ ëèïèäíûõ ìîíîñëîåâ íà îòâåðñòèè â òåôëî-
íîé ïëåíêå, ðàçäåëÿþùåé ýêñïåðèìåíòàëüíóþ êàìåðó íà
äâà (öèñ- è òðàíñ-) îòäåëåíèÿ. Îáúåì êàæäîãî îòäåëåíèÿ
ñîñòàâëÿë 1.5 ìë, òîëùèíà òåôëîíîâîé ïëåíêè — 10 ìêì,
äèàìåòð îòâåðñòèÿ — îêîëî 50 ìêì. Ïåðåä íà÷àëîì ïðî-
öåññà ôîðìèðîâàíèÿ áèñëîåâ îòâåðñòèå â òåôëîíîâîé
ïëåíêå îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì ãåêñàäåêàíà. Ìîíîñëîè
ôîðìèðîâàëè íà ãðàíèöå âîäà—âîçäóõ èç ðàñòâîðà ëèïè-
äà â ïåíòàíå (2 ìã/ìë). Äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîåâ èñ-
ïîëüçîâàëè ëèïèäíóþ ñìåñü ÄÎÔÑ è ÄÎÔÝ â ýêâèìî-
ëÿðíîì ñîîòíîøåíèè (ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ). Èçìåðåíèå êàíà-
ëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè àíòèìèêðîáíîãî ïåïòèäà
ïðîâîäèëè ïðè îäèíàêîâîì èîííîì ñîñòàâå âîäíûõ ðàñò-
âîðîâ ýëåêòðîëèòà (0.1 M KCl), ðÍ ðàñòâîðîâ 7.4 ïîääåð-
æèâàëè áóôåðíîé ñìåñüþ 5 ìÌ HEPES.

Àíòèìèêðîáíûé ïåïòèä öåêðîïèí À äîáàâëÿëè èç âî-
äíîãî ðàñòâîðà â öèñ-îòñåê ýêñïåðèìåíòàëüíîé êàìåðû
äî êîíöåíòðàöèé â äèàïàçîíå îò 1 äî 5 ìêÌ. Â êà÷åñòâå
ìîäóëÿòîðîâ ìåìáðàííîé àêòèâíîñòè öåêðîïèíîâ èñ-
ïîëüçîâàëè ìåñòíûå àíåñòåòèêè — ëèäîêàèí, áóïèâàêà-
èí, áåíçîêàèí, ïðîêàèí è òåòðàêàèí. Õèìè÷åñêèå ñòðóê-
òóðû ìîäèôèêàòîðîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå. Ìåñòíûå
àíåñòåòèêè ââîäèëè â îáà îòäåëåíèÿ êàìåðû èç ìèëëèìî-
ëÿðíûõ ðàñòâîðîâ â ýòàíîëå (áåíçîêàèí) èëè âîäå (ëèäî-
êàèí, áóïèâàêàèí, ïðîêàèí è òåòðàêàèí) â êîíöåíòðàöèÿõ
îò 0.1 äî 1.0 ìÌ äëÿ ëèäîêàèíà, áóïèâàêàèíà, áåíçîêàèíà
è ïðîêàèíà è äî 0.3 ìÌ äëÿ òåòðàêàèíà. Â ýòîé êîíöåíò-
ðàöèè àíåñòåòèê íå íàðóøàë öåëîñòíîñòè è ñòàáèëüíîñòè
ëèïèäíûõ áèñëîåâ. Ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå èçìåðåíèÿ
ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
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Äëÿ ïîäà÷è íàïðÿæåíèÿ è ôèêñàöèè ñèãíàëà èñïîëü-
çîâàëè õëîð-ñåðåáðÿíûå ýëåêòðîäû (Ag/AgCl), êîòîðûå
ñîåäèíÿëè ñ ðàñòâîðàìè êàìåðû ÷åðåç àãàðîçíûå ìîñòèêè
(1.5%-íûé àãàðîçíûé ãåëü, 2 Ì KCl). Ïîëîæèòåëüíûì
ñ÷èòàëè òðàíñìåìáðàííîå íàïðÿæåíèå, âûçûâàþùåå ïî-
òîê êàòèîíîâ èç öèñ- â òðàíñ-îòäåëåíèå êàìåðû.

Èçìåðåíèÿ è îöèôðîâêó òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ
ïðîâîäèëè â ðåæèìå ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà ñ ïîìîùüþ
Axopatch 200B è Digidata 1440A (Axon Instruments, ÑØÀ).
Îáðàáîòêó çàïèñåé òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ îñóùåñòâëÿ-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî ïàêåòà Clampfit 9.0
(Axon Instrumen, ÑØÀ). Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åí-
íûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Ori-
gin 8.0 (OriginLab, ÑØÀ).

Äëÿ àíàëèçà ïðîâîäèìîñòåé öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ
èñïîëüçîâàëè ðàíåå ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä (Efimova
et al., 2014); ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíåíîðìèðîâàííûé òðàíñ-
ìåìáðàííûé òîê, ïðîòåêàþùèé ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíà-
ëû, isc:

i i psc k k
k

= ∑ , (1)

ãäå ik — ñðåäíåå çíà÷åíèå òîêà äëÿ k-ãî ïèêà, ðk — ïëî-
ùàäü ïîä ïèêîì ñ k-ì óðîâíåì ïðîâîäèìîñòè. Îáîñíî-
âàííîñòü îïðåäåëåíèÿ âåëè÷èíû isc ñ ïîìîùüþ âûðàæå-
íèÿ (1) îïðåäåëÿåòñÿ ñõîäñòâîì êèíåòè÷åñêèõ õàðàêòå-
ðèñòèê ðàçëè÷íûõ ïîäñîñòîÿíèé ïðîâîäèìîñòè êàíàëîâ.

Âñå ïèêè íà ãèñòîãðàììàõ îöåíèâàëè ïëîòíîñòüþ
íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ. Â êà÷åñòâå êðèòåðèÿ ïðîâåð-
êè ãèïîòåçû î çàêîíå íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ èñïîëü-
çîâàëè êðèòåðèé c2 (P < 0.05).

Èçó÷åíèå çàâèñèìîñòè ïà÷å÷íîé àêòèâíîñòè öåêðî-
ïèíà À îò êîíöåíòðàöèè äîáàâëåííîãî ìîäèôèêàòîðà
(dsc(Ci)) ïðîâîäèëè ïî îòíîñèòåëüíîìó çíà÷åíèþ isc:

δ sc i

sc i

sc

C
i C

i
( )

( )

( )
=

0
, (2)

ãäå isc(0) è isc(Ci) — çíà÷åíèÿ isc, ïðîòåêàþùåãî ÷åðåç
öåêðîïèíîâûå êàíàëû, äî è ïîñëå äîáàâëåíèÿ ìåñòíûõ
àíåñòåòèêîâ ñîîòâåòñòâåííî.

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè èçìåíåíèÿ êàíàëîîáðàçóþùåé
àêòèâíîñòè àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ èñïîëüçîâàëè îò-
íîøåíèå ñòàöèîíàðíûõ ìàêðîñêîïè÷åñêèõ òðàíñìåìá-
ðàííûõ òîêîâ (I I∞ ∞/ 0 ), èíäóöèðîâàííûõ îòêðûâàíèåì
áîëüøîãî ÷èñëà êàíàëîâ ïîñëå (I ∞ ) è äî (I ∞

0 ) ââåäåíèÿ
ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ. Ñòàöèîíàðíîå ÷èñëî ôóíêöèîíèðó-
þùèõ â ìåìáðàíå êàíàëîâ (Nop) îïðåäåëÿëè êàê îòíîøå-
íèå I ∞

0 ê isc (ðàâíîâåñíîãî èíòåãðàëüíîãî òðàíñìåìáðàí-
íîãî òîêà (I ∞

0 ) ê ñðåäíåíîðìèðîâàííîìó òîêó îäèíî÷íûõ
öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ isc). Ïðîâîäèëè îò 3 äî 9 íåçàâèñè-
ìûõ ýêñïåðèìåíòîâ è âû÷èñëÿëè ñðåäíþþ âåëè÷èíó
N Nop op

MA êîíòð
/ (îòíîøåíèå ÷èñëà öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ

ïîñëå (N op

ÌÀ ) è äî (N op

êîíòð
)) ââåäåíèÿ ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ

è åå îøèáêó.
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Îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè ìåìáðàííîé àêòèâíîñòè ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ è ðåãóëÿöèÿ èìè
ïîðîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ â ìåìáðàíàõ èç ýêâèìîëÿðíîé ñìåñè ÄÎÔÑ è ÄÎÔÝ

Àíåñòåòèê Ñòðóêòóðà isc, ïÀa I I/ ∞
0 N Nop op

ÌÀ êîíòð/ Djb, ìÂ DTm,
°Cá

DT1/2,
°C

DH,
êÄæ/ìîëü

Ëèäîêàèí, 1 ìÌ 7.8 � 1.9 1.0 � 0.2 1.1 � 0.2 34 � 7 –2.4 –0.6 32

Áóïèâàêàèí, 1 ìÌ 5.9 � 1.8 0.2 � 0.1 0.28 � 0.14 20 � 8 –4.3 –1.5 70

Áåíçîêàèí, 1 ìÌ 4.3 � 1.6 0.3 � 0.1 0.57 � 0.20 –25 � 2 –9.6 –1.6 61

Ïðîêàèí, 1 ìÌ 7.8 � 1.7 1.0 � 0.1 0.93 � 0.09 2 � 2 –2.4 –0.9 69

Òåòðàêàèí, 0.3 ìÌ 3.7 � 1.1 0.04 � 0.01 0.09 � 0.02 55 � 7 –8.5 –1.6 43

Ï ð è ì å ÷ à í è å. isc — ñðåäíåíîðìèðîâàííûé òîê, ïðîòåêàþùèé ÷åðåç öåêðîïèíîâûå êàíàëû, ïðè V = 50 ìÂ; N Nop

ÌÀ

op/ êîíòð — îòíîøåíèå ñòàöèî-
íàðíîãî ÷èñëà ôóíêöèîíèðóþùèõ â ìåìáðàíå öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ ïîñëå è äî ââåäåíèÿ àíåñòåòèêà; Djb — èçìåíåíèå ãðàíè÷íîãî ïîòåíöèàëà ìåì-
áðàí â ïðèñóòñòâèè àíåñòåòèêà â ñîîòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè â îêîëîìåìáðàííîì ðàñòâîðå; DTm, DT1/2, DH — èçìåíåíèå ñîîòâåòñòâåííî òåìïåðà-
òóðû, ïîëóøèðèíû ïèêà è ýíòàëüïèè ãëàâíîãî ôàçîâîãî ïåðåõîäà ÄÏÔÕ (îòíîøåíèå ëèïèä: àíåñòåòèê 1 : 5). a Â îòñóòñòâèå ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ isc =
= 8.4 ± 1.4 ïÀ; á äëÿ ÄÏÔÕ ëèïîñîì — DTm = 41.4 °C, DT1/2 = 0.5 °C, DH = 32 êÄæ/ìîëü.



È ç ì å ð å í è å è ç ì å í å í è é ã ð à í è ÷ í î ã î ï î ò å í -
ö è à ë à á è ñ ë î å â. Ïëîñêèå ëèïèäíûå áèñëîè ôîðìèðî-
âàëè, êàê îïèñàíî âûøå (â 0.1 Ì ðàñòâîðå KCl è 5 ìÌ
HEPES-ÊÎÍ, ðÍ 7.4). Äëÿ îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîåâ èñ-
ïîëüçîâàëè ñìåñü ÄÎÔÝ è ÄÎÔÑ â ýêâèìîëÿðíîì ñîîò-
íîøåíèè. Èîíîôîð íîíàêòèí èç ñïèðòîâîãî (7 ìã/ìë)
ðàñòâîðà äîáàâëÿëè ê âîäíîé ôàçå îáîèõ îòäåëåíèé êà-
ìåðû äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10–7—10–5 Ì. Ìåñòíûå
àíåñòåòèêè ââîäèëè â îáà îòäåëåíèÿ êàìåðû â äèàïàçîíå
êîíöåíòðàöèé îò 0.1 äî 5 ìÌ â îêîëîìåìáðàííûõ ðàñòâî-
ðàõ â ñëó÷àå ëèäîêàèíà, áóïèâàêàèíà, áåíçîêàèíà è ïðî-
êàèíà è äî 0.3 ìÌ â ñëó÷àå òåòðàêàèíà.

Ïðîâîäèìîñòü ìåìáðàíû G îïðåäåëÿëè êàê îòíîøå-
íèå ñòàöèîíàðíîãî òîêà I, ïðîòåêàþùåãî ÷åðåç áèñëîé-
íóþ ëèïèäíóþ ìåìáðàíó, ê òðàíñìåìáðàííîé ðàçíîñòè
ïîòåíöèàëîâ V, ðàâíîé 50 ìÂ. Èçìåíåíèå jb (Djb) ïðè
ââåäåíèè àíåñòåòèêîâ îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòà-
òèñòèêè Áîëüöìàíà:
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(3)

ãäå Gm

0 è Gm — çíà÷åíèÿ ñòàöèîíàðíîé K+-ïðîâîäèìîñòè
áèñëîÿ, îáóñëîâëåííîé íîíàêòèíîì, äî è ïîñëå ââåäåíèÿ
àíåñòåòèêà; e — ýëåìåíòàðíûé çàðÿä; k — ïîñòîÿííàÿ
Áîëüöìàíà (1.38�10–23 Äæ/K), T — òåðìîäèíàìè÷åñêàÿ
òåìïåðàòóðà (Ò = 294 K) (Andersen et al., 1976). Ñðåäíèå
âåëè÷èíû èçìåíåíèÿ ãðàíè÷íîãî ïîòåíöèàëà ìåìáðàí
îïðåäåëÿëè êàê ñðåäíèå àðèôìåòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ Djb â
êàæäîé èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñèñòåì ïðè èçìåðåíèè îò
3 äî 5 áèñëîåâ.

Ä è ô ô å ð å í ö è à ë ü í à ÿ ñ ê à í è ð ó þ ù à ÿ ì è ê ð î -
ê à ë î ð è ì å ò ð è ÿ â å ç è ê ó ë. Ãèãàíòñêèå îäíîëàìåëëÿð-
íûå ëèïîñîìû èçãîòàâëèâàëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðìàöèè
c ïîìîùüþ «Nanion vesicle prep pro» (Ãåðìàíèÿ) (ñòàí-
äàðòíûé ïðîòîêîë, íàïðÿæåíèå 3 Â, ÷àñòîòà 10 Ãö, 1 ÷,
55 °C). Ïîëó÷åííóþ ëèïîñîìíóþ ñóñïåíçèþ äîâîäèëè äî
800 ìêë áóôåðíûì ðàñòâîðîì (5 ìÌ HEPES, pH 7.4). Êî-
íå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ëèïèäà ñîñòàâëÿëà 3 ìÌ. Â ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûå îáðàçöû ââîäèëè ìåñòíûå àíåñòåòèêè
ïðè ñîîòíîøåíèè ëèïèäà è àíåñòåòèêà 1 : 5. Ðàñòâîðèòå-
ëè â èñïîëüçîâàííîé êîíöåíòðàöèè íå îêàçûâàëè âëèÿíèÿ
íà ôàçîâûé ïåðåõîä ÄÏÔÕ (Koynova, Caffrey, 1998).
Êîíòðîëüíûå îáðàçöû íå ìîäèôèöèðîâàëè. Òåðìîãðàì-
ìû ëèïîñîìíûõ ñóñïåíçèé ïîëó÷àëè ïðè ïîìîùè äèôôå-
ðåíöèàëüíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîêàëîðèìåòðà mDSC7
(Setaram, Ôðàíöèÿ). Ñîîòâåòñòâóþùåå êîëè÷åñòâî ëèïî-
ñîìíîé ñóñïåíçèè ïîìåùàëè â îäíó ÿ÷åéêó è íàãðåâàëè ñ
ïîñòîÿííîé ñêîðîñòüþ 0.2 K/ìèí, âî âòîðóþ ÿ÷åéêó ïî-
ìåùàëè áóôåðíûé ðàñòâîð. Âîñïðîèçâîäèìîñòü òåìïå-
ðàòóðíîé çàâèñèìîñòè òåïëîåìêîñòè äîñòèãàëè ïóòåì
ïîâòîðíîãî íàãðåâàíèÿ îáðàçöà ñðàçó ïîñëå îõëàæäåíèÿ.
Ïèêè íà òåðìîãðàììàõ õàðàêòåðèçîâàëè òåìïåðàòó-
ðîé ìàêñèìóìà (Tm) è øèðèíîé íà ïîëóâûñîòå (T1/2), îòâå-
÷àþùåé êîîïåðàòèâíîñòè ôàçîâîãî ïåðåõîäà (ðàçìåðó
ÿ÷åéêè).

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåí ïðèìåð çàïèñåé ôëóêòóàöèé òîêà,
ïðîòåêàþùèõ ÷åðåç êàíàëû, îáðàçîâàííûå öåêðîïèíîì
À, â îòðèöàòåëüíîçàðÿæåííûõ ìåìáðàíàõ èç ýêâèìîëÿð-
íîé ñìåñè ÄÎÔÑ è ÄÎÔÝ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè
ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ. Âèäíî, ÷òî â êîíòðîëå ðåãèñòðèðó-

åòñÿ íåñêîëüêî (1—5) ñòàáèëüíûõ ïîäóðîâíåé ïðîâîäè-
ìîñòè öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ (ðèñ. 1, à). Íà ðèñ. 1, á, ä
âèäíî, ÷òî äîáàâêà 1 ìÌ ëèäîêàèíà è ïðîêàèíà ñëàáî
âëèÿåò íà isc, â òî âðåìÿ êàê áóïèâàêàèí, áåíçîêàèí è òåò-
ðàêàèí ñíèæàþò âåðîÿòíîñòü ïîÿâëåíèÿ âûñîêèõ ïîäó-
ðîâíåé ïðîâîäèìîñòè (ðèñ. 1, â, ã, å), ò. å. ñòóïåíåîáðàç-
íûõ ôëóêòóàöèé òîêà, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïÿòîìó è áîëåå
âûñîêèì ïîäóðîâíÿì, íå íàáëþäàåòñÿ.

Â òàáëèöå ïîêàçàíû çíà÷åíèÿ isc â êîíòðîëå è â ïðè-
ñóòñòâèè ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ. Â îòñóòñòâèå ìåñòíûõ
àíåñòåòèêîâ òîê isc, ïðîòåêàþùèé ÷åðåç öåêðîïèíîâûå êà-
íàëû, ðàâåí 8.4 � 1.4 ïÀ. Ââåäåíèå â ìåìáðàíîîìûâàþ-
ùèå ðàñòâîðû 1 ìÌ ëèäîêàèíà èëè ïðîêàèíà íå ïðèâîäèò
ê èçìåíåíèÿì isc â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè. Âåëè÷èíû ñî-
ñòàâëÿþò 7.8 � 1.9 è 7.8 � 1.7 ïÀ ñîîòâåòñòâåííî. Áóïè-
âàêàèí, áåíçîêàèí è òåòðàêàèí âûçûâàþò ïàäåíèå isc äî
5.9 � 1.8, 4.3 � 1.6 è 3.7 � 1.1 ïÀ ñîîòâåòñòâåííî.

Êîíöåíòðàöèîííàÿ çàâèñèìîñòü dsc(Ñi) â ïðèñóòñòâèè
òåñòèðóåìûõ ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ ïðåäñòàâëåíà íà
ðèñ. 2. Ïîêàçàíî, ÷òî ëèäîêàèí è ïðîêàèí â ïåðåäåëàõ ïî-
ãðåøíîñòè íå âëèÿþò íà ïðèâåäåííîå çíà÷åíèå isc. Äîáàâ-
êà â îìûâàþùèå ìåìáðàíó ðàñòâîðû 3 ìÌ áåíçîêàèíà
èëè 0.3 ìÌ òåòðàêàèíà ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ dsc íà 50 %.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ ñòàöè-
îíàðíîãî òðàíñìåìáðàííîãî òîêà, èíäóöèðîâàííîãî öåê-
ðîïèíîì, äî è ïîñëå ââåäåíèÿ ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ. Âèä-
íî, ÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ ëèäîêàèí è ïðîêàèí
(ðèñ. 3 à, ã) íå âëèÿþò íà I ∞ . Íà ðèñ. 3, á, â âèäíî, ÷òî áó-
ïèâàêàèí è áåíçîêàèí âûçûâàþò ïàäåíèå ìóëüòèêàíàëü-
íîé àêòèâíîñòè öåêðîïèíà À. Ñàìûì âûðàæåííûì äåéñò-
âèåì îáëàäàåò òåòðàêàèí, ââåäåíèå êîòîðîãî âûçûâàåò
ïàäåíèå I ∞ äî ôëóêòóàöèé îäèíî÷íûõ êàíàëîâ (ðèñ. 3, ä).
Ñðåäíèå âåëè÷èíû îòíîøåíèÿ ñòàöèîíàðíîãî òðàíñìåìá-
ðàííîãî òîêà, èíäóöèðîâàííîãî öåêðîïèíîì À, è ðàâíî-
âåñíîãî ÷èñëà îòêðûòûõ öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ ïîñëå è
äî ââåäåíèÿ ðàçëè÷íûõ ìîäèôèêàòîðîâ ìåìáðàíû ïðåä-
ñòàâëåíû â òàáëèöå.

Â òàáëèöå òàêæå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû äåéñòâèÿ
ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ íà ãðàíè÷íûé ïîòåíöèàë ìåìáðàí
ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ (50/50 ìîë. %). Ëèäîêàèí, áóïèâàêàèí è
òåòðàêàèí óâåëè÷èâàþò ãðàíè÷íûé ïîòåíöèàë îòðèöà-
òåëüíîçàðÿæåííûõ ìåìáðàí íà 34 � 7, 20 � 8 è 55 � 7 ìÂ
ñîîòâåòñòâåííî. Áåíçîêàèí óìåíüøàåò âåëè÷èíó jb íà
25 � 2 ìÂ, â òî âðåìÿ êàê ïðîêàèí íå âëèÿåò íà ãðàíè÷-
íûé ïîòåíöèàë ìåìáðàí (jb = 2 � 2 ìÂ).

Ðèñ. 4 ïîêàçûâàåò òåðìîãðàììû ëèïîñîì èç ÄÏÔÕ â
îòñóòñòâèå (êîíòðîëü) è â ïðèñóòñòâèè ìåñòíûõ àíåñòåòè-
êîâ (ëèäîêàèíà, áóïèâàêàèíà, áåíçîêàèíà, ïðîêàèíà è
òåòðàêàèíà) ïðè ñîîòíîøåíèè ëèïèäà è àíåñòåòèêà 1 : 5.
Â îòñóòñòâèå ìîäèôèêàòîðîâ òåìïåðàòóðà ãëàâíîãî ôàçî-
âîãî ïåðåõîäà ÄÏÔÕ Tm ñîñòàâëÿåò 41.4 °C, øèðèíà ïèêà
íà ïîëóâûñîòå, õàðàêòåðèçóþùàÿ êîîïåðàòèâíîñòü ôàçî-
âîãî ïåðåõîäà, T1/2, ðàâíà 0.5 °C. Ñîîòâåòñòâóþùèå âåëè-
÷èíû èçìåíåíèÿ òåìïåðàòóðû, ïîëóøèðèíû ïèêà è èçìå-
íåíèÿ ýíòàëüïèè ãëàâíîãî ôàçîâîãî ïåðåõîäà ÄÏÔÕ
ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.

Îáñóæäåíèå

Ìåñòíûå àíåñòåòèêè íàèáîëåå èçâåñòíû êàê ñåëåê-
òèâíûå áëîêàòîðû ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíà-
ëîâ (Fozzard et al., 2005), ïîýòîìó èíãèáèðóþùèé ýôôåêò
ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ íà öåêðîïèíîâûå êàíàëû ìîæåò
áûòü ñâÿçàí ñî ñïåöèôè÷åñêèì âçàèìîäåéñòâèåì àíåñòå-
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òèêà ñ èîííûì êàíàëîì. Öåêðîïèí À ñîñòîèò èç 37 àìè-
íîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (Hoshkin, Ramamoorthy, 2008). Ìû
ñðàâíèëè àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè öåêðîïè-
íà À è a-ñóáúåäèíèöû íàòðèåâîãî êàíàëà Nav1.7 (NCBI
Reference Sequence: NP_002968.1), ýêñïðåññèðóþùåãîñÿ â
êëåòêàõ íåéðîíîâ ÷óâñòâèòåëüíûõ àôôåðåíòíûõ íåð-
âíûõ âîëîêîí. Äåëî â àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêàõ, ñ êîòîðûìè ñâÿçûâàåòñÿ àíåñòåòèê. Ó öåêðîïè-
íà À èõ äâà â N-êîíöåâîì ó÷àñòêå, íå ó÷àñòâóþùåì â
ôîðìèðîâàíèè ïîðû. Ïîýòîìó ñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâà-

íèå ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ ñ öåêðîïèíîâûì êàíàëîì ìàëî-
âåðîÿòíî. Â ïîëüçó ðàçëè÷èÿ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ
ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ íà öåêðîïèíîâûå è ïîòåíöèàëçàâè-
ñèìûå íàòðèåâûå êàíàëû ãîâîðèò è ôàêò, ÷òî òîëüêî òðè
èç ïÿòè ïðîòåñòèðîâàííûõ ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ îêàçûâà-
þò èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå íà îäèíî÷íûå öåêðîïèíîâûå
êàíàëû.

Ñíèæåíèå isc (ðèñ. 1, 2; ñì. òàáëèöó) ìîæåò ðåàëèçî-
âûâàòüñÿ äâóìÿ ïóòÿìè — çà ñ÷åò ñíèæåíèÿ òîêà, ïðîòå-
êàþùåãî ÷åðåç êàíàëû îïðåäåëåííîãî òèïà, èëè âñëåäñò-

Ðåãóëÿöèÿ ïîðîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè öåêðîïèíà À ìåñòíûìè àíåñòåòèêàìè 223

Ðèñ. 1. Çàïèñè ôëóêòóàöèé òîêà, ïðîòåêàþùåãî ÷åðåç öåêðîïèíîâûå êàíàëû, â îòñóòñòâèå (à) è â ïðèñóòñòâèè ìåñòíûõ àíåñòåòè-
êîâ — 1 ìÌ ëèäîêàèíà (á), áóïèâàêàèíà (â), áåíçîêàèíà (ã), ïðîêàèíà (ä) è 0.3 ìÌ òåòðàêàèíà (å).

Öèôðàìè 1—5 îòìå÷åíû ïîäñîñòîÿíèÿ ïðîâîäèìîñòè öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ. Çäåñü è íà ðèñ. 2, 3: ìåìáðàíû ñôîðìèðîâàíû èç ýêâèìîëÿðíîé ñìåñè
ÄÎÔÑ è ÄÎÔÝ è îìûâàþòñÿ 0.1 Ì KCl è 5 ìÌ HEPES, pH 7.4. Òðàíñìåìáðàííîå íàïðÿæåíèå ðàâíî 50 ìÂ.
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü îòíîñèòåëüíîãî ñðåäíåíîðìèðîâàííîãî òîêà,
ïðîòåêàþùåãî ÷åðåç îäèíî÷íûå öåêðîïèíîâûå êàíàëû (dsc(Ci)) îò
êîíöåíòðàöèè ââåäåííûõ â ìåìáðàíîîìûâàþùèå ðàñòâîðû ìåñò-
íûõ àíåñòåòèêîâ (Ñ): 1 — ïðîêàèí, 2 — ëèäîêàèí, 3 — áóïèâà-

êàèí, 4 — áåíçîêàèí, 5 — òåòðàêàèí.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ëèäîêàèíà (à), áóïèâàêàèíà (á), áåíçîêàèíà (â), ïðîêàèíà (ã) â êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ è òåòðàêàèíà (ä) â êîíöåíòðà-
öèè 0.3 ìÌ íà ñòàöèîíàðíûé òðàíñìåìáðàííûé òîê, èíäóöèðîâàííûé öåêðîïèíîì À (Iw).

Ñòðåëêîé óêàçàí ìîìåíò ââåäåíèÿ ìåñòíîãî àíåñòåòèêà.
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Ðèñ. 4. Òåðìîãðàììû ïëàâëåíèÿ ÄÏÔÕ (Ñð(Ò)) â îòñóòñòâèå (1,
êîíòðîëü) è â ïðèñóòñòâèè ëèäîêàèíà (2), áóïèâàêàèíà (3), áåí-

çîêàèíà (4), ïðîêàèíà (5) è òåòðàêàèíà (6).

Ñîîòíîøåíèå ëèïèäà è àíåñòåòèêà 1 : 5.

Ðèñ. 5. Ñõåìû ôîðìèðîâàíèÿ öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ è äåéñòâèÿ òåòðàêàèíà, áóïèâàêàèíà è áåíçîêàèíà íà òîê, ïðîòåêàþùèé ÷å-
ðåç îäèíî÷íûå öåêðîïèíîâûå êàíàëû.

à: èçíà÷àëüíî n ìîíîìåðîâ öåêðîïèíà (CAw

ìîí) ïî îòäåëüíîñòè ñîðáèðóþòñÿ íà ìåìáðàíå ïàðàëëåëüíî åå ïëîñêîñòè â îáëàñòè ãèäðîôèëüíûõ ãîëîâîê
( )CAl

ìîí . Ïåïòèä ïîãðóæàåò ãèäðîôîáíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â îáëàñòü ãèäðîôîáíûõ õâîñòîâ, ôîðìèðóåòñÿ èîíïðîíèöàåìàÿ ïîðà, ñîñòîÿùàÿ èç
n ìîëåêóë öåêðîïèíà (CAn

îëèã). Äîïîëíèòåëüíûå ìîíîìåðû âñòðàèâàþòñÿ â ñóùåñòâóþùóþ ïîðó, îáðàçóÿ êàíàëû áîëüøåé ïðîâîäèìîñòè (CAn

îëèã

–1 ). Âñå
ïðîöåññû îáðàòèìû è íàõîäÿòñÿ â ðàâíîâåñèè. á: ëàòåðàëüíîå äàâëåíèå (p), ñîçäàâàåìîå àíåñòåòèêîì â îáëàñòè ãèäðîôèëüíûõ ãîëîâîê ëèïèäîâ, ïðè-
âîäèò ê äåîëèãîìåðèçàöèè êàíàëüíîãî êîìïëåêñà è ñíèæåíèþ êàê ïðîâîäèìîñòè îäèíî÷íîãî êàíàëà, òàê è ÷èñëà îòêðûòûõ êàíàëîâ. Ëèäîêàèí è ïðî-

êàèí ââèäó ìåíüøåãî ñðîäñòâà ê ìåìáðàíå íå îêàçûâàþò çíà÷èìîãî âëèÿíèÿ íà ëàòåðàëüíîå äàâëåíèå â áèñëîå.



âèå óìåíüøåíèÿ âåðîÿòíîñòè îòêðûâàíèÿ ïîäóðîâíåé ñ
âûñîêîé ïðîâîäèìîñòüþ. Ðèñ. 1 ïîêàçûâàåò, ÷òî â ïðè-
ñóòñòâèè áóïèâàêàèíà, áåíçîêàèíà è òåòðàêàèíà íå íà-
áëþäàþòñÿ ïîäóðîâíè ñ âûñîêîé ïðîâîäèìîñòüþ, à òîêè,
ñîîòâåòñòâóþùèå ïîäóðîâíÿì ñ íèçêîé ïðîâîäèìîñòüþ,
ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿþòñÿ. Íà ðèñ. 5, à ïîêàçàíà ìîäåëü
ôîðìèðîâàíèÿ öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ âûñîêîé ïðîâîäè-
ìîñòè èç êàíàëîâ ìåíüøåé ïðîâîäèìîñòè çà ñ÷åò âñòðàè-
âàíèÿ â êàíàëüíûé îëèãîìåðíûé êîìïëåêñ äîïîëíèòåëü-
íûõ ìîíîìåðîâ öåêðîïèíà, ïðåäëîæåííàÿ íà îñíîâàíèè
ðàíåå ïîëó÷åííûõ äàííûõ (Efimova et al., 2014). Âûñîêèé
ñóììàðíûé çàðÿä îáîãàùåííîãî ëèçèíîì öåêðîïèíà À
äåëàåò åãî ñðîäñòâî ê ìåìáðàíå ÷óâñòâèòåëüíûì ê èçìå-
íåíèÿì ïîâåðõíîñòíîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà. Ñëå-
äîâàòåëüíî, óâåëè÷åíèå ãðàíè÷íîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïî-
òåíöèàëà ìåìáðàíû ìîæåò âûçûâàòü äåñîðáöèþ öåêðîïè-
íà, âëåêóùóþ çà ñîáîé êàê ñíèæåíèå ÷èñëà ìîíîìåðîâ â
îëèãîìåðíîì êàíàëüíîì êîìïëåêñå, òàê è óìåíüøåíèå
îáùåãî ÷èñëà êàíàëîâ â ìåìáðàíå. Â ðàìêàõ ýòîé ãèïîòå-
çû ìîæíî îáúÿñíèòü ñíèæåíèå è isc, è I ∞ .

Ìåñòíûå àíåñòåòèêè ïðè íåéòðàëüíûõ çíà÷åíèÿõ
pH èìåþò ïðåèìóùåñòâåííî ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä. Òà-
êèì îáðàçîì, ñîðáèðóÿñü íà ìåìáðàíå, îíè ñïîñîáíû èç-
ìåíÿòü ãðàíè÷íûé ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë. Îäíàêî çíà-
÷èìîé êîððåëÿöèè ìåæäó ðåçóëüòàòàìè âëèÿíèÿ ìåñòíûõ
àíåñòåòèêîâ íà ýëåêòðè÷åñêèå ñâîéñòâà ìåìáðàíû è isc íå
âûÿâëåíî (ñì. òàáëèöó). Òåòðàêàèí è áåíçîêàèí, íàïðè-
ìåð, ïðèâîäÿò ê ñíèæåíèþ I ∞ è isc, íî ïåðâûé óâåëè÷èâà-
åò, à âòîðîé óìåíüøàåò ãðàíè÷íûé ïîòåíöèàë ìåìáðàíû.
Ïðè ýòîì ëèäîêàèí, óâåëè÷èâàþùèé jb, âîîáùå íå îêà-
çûâàåò âëèÿíèÿ íà I ∞ è isc (ðèñ. 3; ñì. òàáëèöó). Òàêèì îá-
ðàçîì, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî èçìåíåíèÿ ýëåêò-
ðè÷åñêèõ ñâîéñòâ áèñëîÿ ïðè àäñîðáöèè ìåñòíûõ àíåñòå-
òèêîâ íå ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëÿþùèì ôàêòîðîì, âëèÿþùèì
íà ïðîâîäèìîñòü îäèíî÷íûõ öåêðîïèíîâûõ êàíàëîâ è èí-
òåãðàëüíûé òðàíñìåìáðàííûé òîê, èíäóöèðîâàííûé öåê-
ðîïèíîì.

Äðóãèì ôàêòîðîì, âëèÿþùèì íà àêòèâíîñòü àìôè-
ôèëüíûõ ïåïòèäîâ â ìåìáðàíå, ÿâëÿþòñÿ ñòåïåíü ðàçîá-
ùåíèÿ è ôîðìà ìîëåêóë ëèïèäîâ â áèñëîå (Bezrukov
et al., 1998; Apetrei et al., 2009; Mereuta et al., 2009). Ñòå-
ïåíü ðàçîáùåíèÿ ëèïèäîâ àìôèôèëàìè ìîæíî îöåíèòü,
èçó÷àÿ ôàçîâûå ïåðåõîäû íàñûùåííûõ ôîñôîõîëèíîâ.
Ïîêàçàíî, ÷òî ëèäîêàèí è ïðîêàèí ñëàáî âëèÿþò íà òåì-
ïåðàòóðó ôàçîâîãî ïåðåõîäà è ïîëóøèðèíó ïèêà, ñîîò-
âåòñòâóþùåãî ïëàâëåíèþ öåïåé ÄÏÔÕ (ðèñ. 4; ñì. òàá-
ëèöó). Â òî âðåìÿ êàê áóïèâàêàèí, áåíçîêàèí è òåòðàêàèí
îêàçûâàþò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ôàçîâûé ïåðåõîä
ÄÏÔÕ, òåìïåðàòóðà è êîîïåðàòèâíîñòü ïëàâëåíèÿ çàìåò-
íî ñíèæàþòñÿ. Êîîïåðàòèâíîñòü ôàçîâîãî ïåðåõîäà õà-
ðàêòåðèçóåò ñòåïåíü ðàçîáùåíèÿ ëèïèäîâ ìåìáðàíû. Ýí-
òàëüïèÿ ôàçîâîãî ïåðåõîäà ÄÏÔÕ íå èìååò çíà÷èìîé
êîððåëÿöèè ñ ýôôåêòàìè, îêàçûâàåìûìè àíåñòåòèêàìè, â
îòíîøåíèè I ∞ è isc, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà êîìïëåêñíóþ
ïðèðîäó ïðîöåññà âçàèìîäåéñòâèÿ àíåñòåòèêîâ ñ ìåìáðà-
íîé. Âîçìîæíî, ïîâûøåíèå ýíòàëüïèè ñâèäåòåëüñòâóåò
îá óâåëè÷åíèè îáëàñòè, çàíÿòîé áèñëîåì, à ñíèæåíèå — î
åå óìåíüøåíèè çà ñ÷åò ïåðåõîäà ëèïèäà â íåáèñëîéíóþ
ôàçó. Ïðè ýòîì òåðìîãðàììû â ïðèñóòñòâèè óêàçàííûõ
àíåñòåòèêîâ õàðàêòåðèçóþòñÿ êîìïëåêñíîé ïðèðîäîé,
÷òî òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâîâàíèè íåñêîëüêèõ
ôàç àíåñòåòèê—ëèïèä (ðèñ. 4). Ýòî ïîäòâåðæäàåò èäåþ î
âñòðàèâàíèè àíåñòåòèêà â ìåìáðàíó â îáëàñòü ãîëîâîê
ôîñôîëèïèäîâ, ÷òî ñïîñîáñòâóåò ðàçîáùåíèþ ôîñôî-
ëèïèäíîãî îñòîâà ìåìáðàíû. Áëàãîäàðÿ ýòîìó ýôôåêòó

àöèëüíûå õâîñòû ïðîòèâîïîëîæíûõ ìîíîñëîåâ ìîãóò
ïðîíèêàòü äðóã â äðóãà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî íàáëþäàåòñÿ
îáðàçîâàíèå èíòåðäèãèòèðîâàííîé àíåñòåòèê—ÄÏÔÕ
áèñëîéíîé ôàçû (Takeda et al., 2009). Èñ÷åçíîâåíèå íà
òåðìîãðàììàõ ïèêà îò ïðåäïåðåõîäà ãèäðîôèëüíûõ ãîëî-
âîê ÄÏÔÕ, íàáëþäàåìîãî ïðè òåìïåðàòóðå îêîëî 34 °Ñ â
ïðèñóòñòâèè àíåñòåòèêîâ (ðèñ. 4, ñð. êðèâóþ 1 ñ êðèâû-
ìè 2—6), ìîæåò óêàçûâàòü íà ðàçîáùàþùåå äåéñòâèå
àíåñòåòèêà â îáëàñòè ãèäðîôèëüíûõ ãîëîâîê ìåìáðàíû.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñðåäíåå ðàññòîÿíèå ìåæäó ìîëåêóëà-
ìè òåòðàêàèíà â ìåìáðàíå ñîñòàâëÿåò 5.8 íì, â òî âðåìÿ
êàê ìåæäó ìîëåêóëàìè ïðîêàèíà èëè ëèäîêàèíà —
14.6 íì (Ohki, 1984; Ohki, Ohshima, 1996). Ñëåäîâàòåëü-
íî, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î áîëåå ñèëüíîì ðàçîáùàþùåì
äåéñòâèè òåòðàêàèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðîêàèíîì è ëèäî-
êàèíîì. Ðèñ. 5, á ïîêàçûâàåò ãèïîòåòè÷åñêóþ ñõåìó òàêî-
ãî âîçäåéñòâèÿ. Èçáûòî÷íîå ëàòåðàëüíîå äàâëåíèå, ñîç-
äàâàåìîå àíåñòåòèêîì â îáëàñòè ãèäðîôèëüíûõ ãîëîâîê
ëèïèäîâ, ïðèâîäèò ê äåîëèãîìåðèçàöèè êàíàëüíîãî êîì-
ïëåêñà è âûòåñíåíèþ ìîíîìåðîâ öåêðîïèíà èç êàíàëüíî-
ãî êîìïëåêñà è ìåìáðàíû â öåëîì. Ââèäó ìåíüøåãî ñðîä-
ñòâà ê ìåìáðàíå ìåíüøå ìîëåêóë ëèäîêàèíà è ïðîêàèíà
ñîðáèðóåòñÿ íà áèñëîå; òàêèì îáðàçîì, ýòè àíåñòåòèêè íå
îêàçûâàþò çíà÷èòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà ëàòåðàëüíîå äàâëå-
íèå â ìåìáðàíå è, ñëåäîâàòåëüíî, íà êîýôôèöèåíòû ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ öåêðîïèíà À â ñèñòåìàõ ðàñòâîð—ìåìáðàíà
è ìîíîìåð—îëèãîìåðíûé êàíàëüíûé êîìïëåêñ.

Âëèÿíèå ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ íà ìåìáðàííóþ àêòèâ-
íîñòü öåêðîïèíà îïðåäåëÿåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî ñòå-
ïåíüþ ðàçîáùåíèÿ ëèïèäîâ ìåìáðàíû. Ãèäðîôîáíûå
ìåñòíûå àíåñòåòèêè òåòðàêàèí, áóïèâàêàèí è áåíçîêàèí
ñïîñîáíû èçìåíÿòü ïðîôèëü ëàòåðàëüíîãî äàâëåíèÿ â
ìåìáðàíå, ñïîñîáñòâóÿ äåñîðáöèè ìîëåêóë öåêðîïèíà,
÷òî ïðèâîäèò ê ñìåùåíèþ ðàâíîâåñèÿ â ñòîðîíó ìîíîìå-
ðîâ öåêðîïèíà. Ýòî ïðèâîäèò ê äåîëèãîìåðèçàöèè êàíà-
ëîâ êàê âûñîêîé, òàê è íèçêîé ïðîâîäèìîñòè, ÷òî ñíè-
æàåò êàê ñðåäíåíîðìèðîâàííûé òîê, ïðîòåêàþùèé ÷åðåç
îäèíî÷íûå öåêðîïèíîâûå êàíàëû, òàê è îáùåå ÷èñëî êà-
íàëîâ â ìåìáðàíå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-14-00565; èçó÷åíèå
ìåìáðàííîé àêòèâíîñòè öåêðîïèíà À) è ïðîãðàììû ïðå-
çèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ»
(èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ íà ñâîéñòâà îò-
ðèöàòåëüíîçàðÿæåííûõ ìåìáðàí). Î. Ñ. Îñòðîóìîâà îò-
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REGULATION OF PORE-FORMING ACTIVITY OF CECROPINS BY LOCAL ANESTHETICS

S. S. Efimova,* R. Ya. Medvedev, E. G. Chulkov, L. V. Schagina, O. S. Ostroumova
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In the present work, the influence of local anesthetics on the regulation of the channel forming activity of
the antimicrobial peptide cecropin A was investigated. The mean normalized current through the single cecro-
pin channels (isc) and the steady-state transmembrane current (I∞) induced by cecropin A were measured. It was
shown that the addition of 1 mM bupivacaine, benzocaine or 0.3 mM tetracaine to the membrane bathing solu-
tion decreased isc and I. At the same time, the addition of lidocaine or procaine up to the concentration of 1 mM
did not lead to significant changes in isc and I∞ . Comparison of the absolute values and the sign of the changes
in the boundary potential of negatively charged membranes and the relative changes in isc and I∞ after addition
of local anesthetics showed that the changes in mean normalized current through the single cecropin channels
and peptide multichannel activity did not correlate to the membrane boundary potential. The results of studying
the effect of tested local anesthetics on the phase transition of lipid membrane lipids allowed to conclude that
the observed changes in isc and I∞ were caused by the modulation of the elastic properties of the membranes.

K e y w o r d s: lipid membrane, ion channel, cecropins, low-molecular amphiphiles, local anesthetics.
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