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S и m  m  a г у

Bipolar organic com pound phloretin has a marked effect on  transport and celular m etabolism  o f  glucose, 
uptake o f  non -m etab olized  glucose analogs and epithelial cell growth. W e have studied effect o f  phloretin on  N a  
and Rb uptake in rat alveolar epithelial type cells. T ype cells were isolated by elastase d igestion , purified by a 
differential adherential technique and than cultured on plastic in D u lbeccos m edium  with 10% fetal bovin92 -j- -j- 4 * 4 "
serum .“^Na and Rb were used as trasers for N a  and К  accum ulation in the presence or absence o f  phloretin  
(0 —250 pM ). T he ATP content was determ ined by the adapted fireify luciferase assay.

Incubation o f  type cells with various concentration  o f  phloretin leads to inhibition o f  N a  and Rb uptake and 
a reduction o f  cellular A TP content. T he effect is present in the presence and absence o f  external g lucose and 
m axim um  inhibition was detected at a concentration  o f  250 pM . Sodium  uptake was decreased from  4 6 .0 ± 2 .7  in 
control up to  5 .5 + 0 .8  n m o l/m g  protein /5  m in in the presence o f  250 m M  o f  phloretin and rubid ium / potassium  
uptake was decreased from 35 .3 + 2 .8  to 1.8 n m o l/m g  protein /1 5  m in. At the sam e concentration  o f  drug cellular  
A TP content was reduced from 0 .9 6 + 0 .1 6  to 0 .0 3 ± 0 .0 2  n m ol/m g  protein. T hse results indicate that phloretin induces 
a reduction in cellular ATP content which lead to decrease in N a and К  uptake in type 11 epithelial cells.

Р е з ю м е

Ф лоретин , диполярны й органический ком плекс сп о со б ен  ингибировать транспорт и клеточны й  
м етаболизм  глю козы, накопление нем етаболизируем ы х аналогов глюкозы и транспорт N a  в различны х  
типах клеток. Мы обнаруж или, что в альвеоцитах 2 типа ф лоретин в значительной степени  ингибирует  
вход как N a  , так и К . И спользованны е в работе альвеоциты 2 типа изолировались с пом ощ ью  
ф ер м ен т а ц и и  эл а ста зо й , очищ ались п осредств ом  д и ф ф ер ен ц и а л ь н о й  адгези р ую щ ей  т ехн ол оги и  и 
культивировались на пластике в сре^е /^ л ь б е к к о  в присутствии 10% бычьей сы воротки. В качестве м еток  
для N a  и К мы использовали Na и Rb . В нутриклеточное содерж ан и е А Т Ф  определяли с  пом ощ ью  
адаптированной л ю ц и ф ери н -ли ц и ф еразн ой  реакции.

Было обн ар уж ен о , что инкубация альвеоцитов 2 типа в присутствии различны х концентраций  
ф лоретина приводит к сн и ж ен и ю  входа N a  и К  одн ов р ем ен н о с  падением  уровня содерж ан ия  
внутриклеточного А Т Ф . Н аибольш ий эф ф ек т  наблюдался в присутствии 250 рМ  ф лоретина. Результаты  
свидетельствую т, что ф лоретин вызывает сн и ж ен и е  уровня внутриклеточного А Т Ф  и это  ведет к 
и н гибированию  накопления N a ' и К в альвеоциты 2 типа.

В в е д е н и е
Эффективный газовый обмен через альвеолярный 

эпителий зависит от поддержания легочной повер­
хности относительно свободной от жидкости. Экспе­
рименты, проведенные с использованием изолиро­
ванных легких [1,26], легочных долей [2] и in vivo  
[31,37] подтверждают, что активный транспорт Na 
лежит в основе переноса жидкости через легочный 
эпителий. Согласно общепринятой гипотезе абсорбция 
жидкости следует за транспортом Na через Na -

канал, локализованный на апикальной мембране аль­
веолярной эпителиальной клетки [23]. Далее, ион N3 
выводится из клетки с помощью № +-К+-АТФазы, лока­
лизованной на базальной стороне альвеоцита II типа [23].

В настоящее время уже идентифицировано несколько 
ион-транспортирующих систем, вовлеченных в тран­
спорт N3 и К через плазматическую мембрану аль­
веолярной эпителиальной клетки II типа. N3 -канал, 
ингибируемый низкими концентрациями амилорида 
или его структурных аналогов [23] и активируемый



(^-адренергическими агонистами [41], рассматривается 
как основной диффузионный путь для входа N a+. 
Другим механизмом входа Na считается электро- 
нейтральный Na -Н -антипортер. Однако было пока­
зано, что этот переносчик активируется в монослое 
альвеоцитов II типа крысы [7] и в суспензии клеток 
[29] только при внешнем закислении. Кроме того, в 
альвеоцитах II типа Na -Н -обменник локализован в 
основном на базолатеральной стороне клетки и, вероятно, 
не может вносить большой вклад в трансэпители­
альный транспорт N a+ [34]. Дополнительно к выше­
названным системам были получены доказательства о 
наличии в альвеоцитах II типа Na -амино [6,8], Na+- 
фосфат [8] и Na -НСОз+ [22] котраспортеров.

Более того, существование некоторых дополнитель­
ных Na и К транспортирующих путей было проде­
монстрировано преимущественно для свежевыделен­
ных альвеоцитов II типа. Присутствие Na -зависимого 
транспорта аналогов глюкозы было обнаружено для 
свежевыделенных альвеоцитов морской свинки [ 16] и для 
культуры клеток альвеоцитов II типа крысы [18]. 
Глюкозозависимый транспорт Na+ наблюдали в суспензии 
везикул, полученных из апикальной мембраны легких 
быка [32]. Исследования с использованием буметанида, 
специфического ингибитора Na -К -Cl-котранспорта 
[44], продемонстрировали наличие этого ион-транс- 
портирующего пути в свежеизолированных альвеоцитах 
кролика, крысы и морской свинки [4,17]. Kemp et at. 
также описали К+-ГГАТФазу для свежеизолированных 
альвеоцитов морской свинки [17].

Было обнаружено, что флоретин, диполярное орган­
ическое соединение, способен изменять активность 
систем, транспортирующих Na , К и глюкозу, в 
различных типах эпителиальных клеток. Например, в 
почечном [28] и кишечном [19,20] эпителии обнару­
жили существование № +-независимого переносчика 
глюкозы, высокочувствительного к флоретину. В MDCK 
[42] и HeLa [43] культивированных эпителиальных 
клеточных линиях флоретин ингибирует Na -К -2С1- 
котранспорт. В непигментированном [10] и пигмен­
тированном [15] мерцательном эпителии флоретин 
ингибирует симпорт Na и аскорбата.

Кроме того, было показано, что флоретин подавляет 
активность N a+/ L i + ( № +/ № +)-обмена в эритроцитах 
[40].

Эксперименты, проведенные на изолированном перфу- 
зированном легком и in situ показали, что чувстви­
тельность альвеолярного эпителия к флоретину была 
значительно ниже, чем других типов эпителиальной 
ткани. Например, флоретин не влияет на скорость 
транспорта глюкозы в легкие кролика [39] и не изме­
няет абсорбцию жидкости в легких крысы [2,3]. Только для 
свежевыделенных альвеоцитов II типа морской свинки 
был отмечен незначительный эффект 1 ммоль фло- 
ретина на № +-независимый транспорт глюкозы [16].

В представленной работе мы исследовали эффект 
флоретина на N a+ и К -транспорт в культивированном 
монослое альвеоцитов II типа. Нам удалось обнару­
жить, что флоретин сокращает Na - и К -вход намного 
сильнее, чем другие хорошо изученные к настоящему

времени ингибиторы систем транспорта Na+ и К+. 
Наши результаты подтверждают, что ингибирование 
Na и К -транспорта вызывается посредством сниже­
ния в присутствии флоретина содержания внутрикле­
точного АТФ.

М а т е р и а л ы  и м е т о д ы
М ат ериалы  и эксперим ент альны е раст воры . Все 

использованные реагенты, за исключением специально 
отмеченных, были производства фирмы “S ig m a ”. Радио­
изотопы были получены от A m ersham  C anada. Среда 
А содержала (в mM ):140 NaCl, 5 КС1, 1 M gCh, 5 
глюкоза, 20 Хепес (№2-гидроксиэтилпиперазин-^2- 
етансульфоновая кислота), pH доводили до 7,4 с 
помощью Трис(гидроксиметиламинометан). Флоретин 
и другие ингибиторы растворяли в ДМ СО (диметил- 
сульфооксид) (“F isher S c ie n tific”, США) и присут­
ствовали в среде в разведении 1:1000. Контрольная 
среда содержала процент ДМ СО, аналогичный конт­
рольному.

Вы деление и культ ивирование клет ок. Альве- 
оциты выделяли у взрослых самцов крыс линии Sprague- 
D aw ley  (175— 250 г.), как описывалось ранее. Легкие 
анестизированных крыс отмывались от крови и затем 
обрабатывались в присутствии эластазы (“ W orth ing­
ton B iochem ical”, США) при 37°С в течение 30 мин. 
После этого ткань измельчали в присутствии ДНКазы 
(1 тип, “B oehringer M a n n h e im ”) и добавляли бычью 
сыворотку ( “G IB C O ”, США) для того, чтобы оста­
новить протеолиз. Клетки затем очищали на покрытых 
IgG пластиковых чашках [11]. Чистота выделения, 
которую определяли с помощью окрашивания посред­
ством щелочной фосфатазы [12], была 8 7 ± 5 % .  Ж из­
неспособность, которую определяли с помощью ок­
рашивания трипановым-синим, была во всех случаях 
более 95% . Выделенные клетки высевали на пласти­
ковые культуральные планшеты (“C orn ing”, США) и 
поддерживали в среде Дульбекко в присутствии бычьей 
сыворотки и 40 м г /л и т р  гентамицина при 37°С в 
атмосфере с содержанием 95%  воздуха и 5%  СО2 . 
Клетки использовали в работе по истечении пятого 
дня, и день выделения принимался условно за первый 
день. Культуральную среду меняли через день. Еже­
дневно клетки проверялись на конфлуэнтность с помощью 
фазово-контрастного микроскопа ( “N ik o n ”,Japan).

Р егист рация входа N a + К+. Для регистрации на­
копления ионов Na и К мы использовали изотопыПО ос о

Na и Rb . Клеточный монослой дважды промы­
вали стандартным фосфатным буфером (pH 7,4) и 
преинкубировали в течение 30 минут при 37°С в среде 
А. В экспериментах по изучению входа Na в альве- 
оциты в среду А добавляли уабаин, чтобы подавить 
активность № +,К+-АТФазы и повысить внутрикле­
точный пул N a+. Далее клетки инкубировали в присут­
ствии ингибиторов различных ион-транспортирующих 
систем, иногда убирая из среды инкубации глюкозу. 
Раствор затем заменяли на аналогичную среду с Na 
или 86Rb+. По окончании определенного срока инкуба­
ции вход изотопов останавливали добавлением холодной 
среды В, которая содержала (в mM):100 MgCfe, 10



Хепес-трис (pH 7,4). Клетки затем лизировали в 1% 
растворе N a-додецелсульфата + 4m M  EDTA, и радио­
активность клеточного лизата определяли в 5 мл в 
анализаторе TriCarb 1600 (P ackard  In s tru m en t , D ow ­
ners G rove , США). Вход ионов подсчитывался, учиты­
вая уровень внутриклеточной радиоактивности, внекле­
точной специфической радиоактивности, содержания 
белка, и выражался в н м о л ь /м г  белка.

И зм ерение у р о в н я  А ТФ . Внутриклеточное содер­
жание АТФ в альвеоцитах II типа определяли с 
помощью люциферин-люциферазного метода. Исполь­
зовали метод, описанный ранее [21], но смоделиро­
ванный для монослоев. Клетки промывали, преинку- 
бировали и затем инкубировали в среде А в присут­
ствии или отсутствии флоретина и в некоторых экс­
периментах в среде без глюкозы 5, 10, 15, 20 мин. 
Инкубацию останавливали добавлением и отмывкой 
холодным фосафтным буфером и холодным 0,5 М 
Трис-ацетатом (pH 7,4), и затем помещали немедленно 
на лед. Далее клетки быстро переводили во взве­
шенное состояние и обрабатывали 0 ,5%  Тритон X- 
100. Суспензию встряхивали 10 с и центрифугировали 
при 3000 g  1 мин для удаления обломков плазматичес­
кой клеточной мембраны. Световую эмиссию изме­
ряли на люминометре B ioO rbit (Финляндия). Для 
этого 0,1 мл супернатанта смешивали с 0,05 мл 
экстракта, содержащего люциферин-люциферазу в 0,35 мл 
Трис-ацетат. Тест проводили дважды, и содержание 
АТФ определяли используя калибровочную кривую. 
Содержание АТФ в альвеоцитах выражали в нмоль 
АТФ на мг клеточного белка.

Определение выхода лакт ат дегидрогеназы  (Л Д Г ). 
Содержание ЛДГ в среде инкубации определяли для 
оценки возможного повреждающего эффекта флоре­
тина на плазматическую мембрану альвеоцитов. ЛДГ 
является свободновзвешенным цитоплазматическим 
белком, и его выход является своеобразным сигналом 
о повреждении мембраны [27]. Монослой клеток про­
мывали, преинкубировали и инкубировали в присут­
ствии и отсутствии флоретина 20 мин, как описано 
выше. После инкубации 0,1 мл среды инкубации 
использовали для анализа. В некоторых определениях 
монослой обрабатывали Тритоном X-100, вызывая таким 
образом полное повреждение клеток и 100% выход 
ЛДГ из альвеоцитов. Данные были представлены как 
процент выхода ЛДГ после инкубации с различными 
концентрациями флоретина от выхода ЛДГ из Тритон- 
обработанных клеток.

Р е з у л ь т а т ы

В хо д  N a + и К+. На рис.1 представлена кинетика 
входа N a+ (22N a+) и К+ (86Rb+) в культивируемый 
монослой альвеоцитов II типа. Очевидно, что вход К 
остается линейным в течение первых 15 мин и нарас­
тает к 30-й мин. Первоначальная скорость входа Rb 
для первых 15 мин, т.е. на линейном участке, равна 
2 ,4±0 ,2  нмоль мг белка^хмин'1 (п=8). Вход N a+ в 
присутствии уабаина сохранял линейность первые 5 
мин, увеличивался первые 10 мин и сохранял устой­
чивое равновесие вплоть до 40 мин. Первоначальная

Время, мин

Na ’Rb
22 86  22 Рис.1. Кинетика входа Маи Шэ в альвеоциты II типа. Вход 1Ма

оценивался в присутствии 1 мМ уабаина. Представлены средние
значения +БЕ в каждой временной точке выхода Ыа { п = 12
монослоев) и входа ВД (я=6).

22 +скорость входа №  , определенная для первых 5 мин, 
была 8 ,9 ± 0,5 нмоль мг белка белка^хмин’ (/2=4). 
Учитывая эти данные, накопление Ыа в альвеоцитах 
регистрировали в течение первых 5 мин, а вход К — 
первых 15 мин.

На рис.2 сравнивается эффект различных концент­
раций флоретина, амилорида, банзамила или этили- 
зопропиламилорида (Е1РА). Видно, что флоретин в 
концентрации 10 мкМ не модифицирует вход ¡Ма. 
Используя данные представленные в табл.1, можно 
сделать вывод, что вход №  в альвеоциты является 
более чувствительным при 10 мкМ концентрации 
ингибитора к Е1РА по сравнению с амилоридом или с 
бензамилом. Однако в области от 60 до 250 мкМ

IZJ '¿b'J
I I hi и б и к ц м , мкм

[ Амилорид

22,

I ЫНА 1 -̂ "1 ЬбнзсЛ ФлОрв! УН

Рис.2. Ыа в альвеоциты II типа в присутствии флоретина, амил­
орида, бензаш!ла и Е1РА. Значения определялись через 5 мин после 
инкубации с Ыа. Данные выражены как процент от контрольных 
значений (38,1 ± 1,9 нм оль/м г белка, п— 17 монослоев) в отсутствие 
ингибиторов. Представлены средние значения +БЕ; п>Ъ для каждой 
концентрации препаратов.



22 т +В х о д  N 3  в а л ь в е о ц и т ы  II т и п а  в пр исутствии  
а м и л о р и д а  и его с тр ук турн ы х а н а л о го в  (б е н з а м и л ,  Е1РА)

Вход 22Ыа+, 
нмоль/мг белка/5  мин

Контроль 38,4 ± 1 ,2
+ 10 мкМ амилорид 30,2 ± 1,8
+ 10 мкМ бензамил 2 9 ,8 + 1 ,6
10 мкМ Е1РА 22,8 ± 1,6

П р и м е ч а н и е .  В таблице представлены средние значения 
+ БЕ входа ““N3 в аольвеоциты II типа в отсутствие (контроль, 
п= 44 монослоев) или в присутствии: амилорида (п=26), бензамила 
(/г=14), Е1РА (/2=15).

флоретин становится более сильным ингибитором. 
Максимальное ингибирование (80% от контроля, р<0,001) 
регистрировали с 250 мкМ флоретина. Значительное 
ингибирование входа №  (60%  от контроля) также 
наблюдали в присутствии 250 мкМ Е1РА. Отсутствие 
глюкозы в среде инкубации не повлияло на эффект 
флоретина (см. табл.2).

На рис.З представлен ингибирующий эффект (70% 
от контроля) 1 гпМ уабаина на вход К+. В присутствии 
уабаина 10 мкМ буметанида вызывает дальнейшее 
снижение входа К . 250 мкМ концентрация флоретина 
подавляет вход К вплоть до 90% . Дальнейшее добав­
ление уабаина на фоне флоретина не вызывает допол­
нительного снижения входа К .

В н ут р и клет о ч н о е  содерж ание А ТФ . Содержание 
АТФ в альвеоцитах II типа после 5 дней роста в 
культуре равняется 0,91 ±0 ,04  нмоль-мг белка (/2=16). 
Содержание внутриклеточной воды, определенное с 
помощью распределения [й С]-мочевины равняется 
0 ,3±0 ,09  м к л /м г  белка (п=  16). С учетом этих данных 
было высчитано, что внутриклеточная концентрация 
АТФ для культивированных альвеоцитов II типа в 
контроле равна 3 ,04±0 ,15  т М .

Рис.4,Л показывает, что флоретин ингибирует уровень 
АТФ в альвеоцитах и в доза-зависимой манере. Самый 
низкий уровень АТФ наблюдали в присутствии 250

Т а б л и ц а  2

22 +В л и я н и е  ф л о р е т и н а  на  п о г л о щ е н и е  N3 ал ьв еоци там и  
II т и п а  в п р и су т ст в и и  или отсутствие  глю козы

22№ +± поглощение, нмоль/мг белка/5  
мин

Контроль (5 мМ глюкозы) 3 1 ,3 + 3 ,4
+250 мкМ флоретина 11,1 +  1,1*
без глюкозы 37 ,6 + 1 ,2
без глюкозы + 250 мкМ флоретина 12,8 + 2,4 *

П р и м е ч а н и е .  Средние значения + БЕ, п>4 монослоям; 
* — р<0,001

т I I I I I I 1---------1---------1

уабаин  + б ум е та н и д  | |( *

ф лоретин  | \\ * **

уабаин  + ф лоретин  | || * **

86Рис.З. Вход Шз в альвеоциты II типа в отсутствие или при­
сутствии флоретина (250 мкМ), уабаина (1 мМ) или в композиции 
уабаина с флоретином или с буметанидом (10 мкМ). Данные 
выражены как процент от контрольных значений (37,1 + 1,1 нмоль/мг 
белка, п - 18 монослоев) в отсутствие ингибиторов. Представлены 
средние значения +БЕ; п > 5. * — р<0,0001; +  — р<0,05.

мкМ флоретина. На рис.4 ,Б видно, что эффект фло­
ретина развивался во времени. Самый низкий уровень 
АТФ наблюдался после 20 мин инкубации альвео­
цитов с 250 мкМ флоретина. Отсутствие глюкозы в 
среде инкубации не повлияло на эффект флоретина 
120 мкМ на внутриклеточное содержание АТФ (табл.З).

Уровень Л ДГ. Учитывая, что ингибирование входа 
№  и К так же, как и снижение уровня внутрикле­
точного АТФ в альвеоцитах, может быть связано 
просто с повреждением плазматической мембраны, мы 
исследовали уровень выхода ЛДГ из клеток в при­
сутствии различных концентраций флоретина. Данные 
представлены в табл.4. Видно, что флоретин не изменяет 
выход ЛДГ из альвеоцитов вплоть до 250 мкМ кон­
центрации.

О б с у ж д е н и е

Данные, представленные в работе, демонстрируют, 
что флоретин является более сильным ингибитором 
транспорта моновалентных катионов по сравнению со 
всеми ранее известными ингибиторами ионтранспор- 
тирующих систем для №  и К.

Последние несколько лет все более признанным 
становится гипотеза, что №  транспортируется через 
альвеолярный эпителий, как минимум через две попу­
ляции № -каналов [24,25]. Фармакологически эти две 
популяции подразделяются с учетом чувствительности 
к амилориду и его структурных аналогов. Первая 
популяция (названная Н-тип) имеет высокую чувст­
вительность к амилориду или бензамилу и намного 
более низкую чувствительность к Е1РА. Исследования 
с использованием монослоя эмбриональных эпители­
альных клеток, помещенных в камере Уссинга, проде­
монстрировали, что амилорид или бензамил инги­
бируют -4 0 — 70%  коротких циркулирующих токов 
(Ь с) в субмикромолярных концентрациях, в то время 
как диметиламилорид (вещество, структурно близкое 
к Е1РА) не проявляет эффекта вплоть до 100 мкМ [30]. 
Вторая популяция (Ь-тип) менее чувствительна к 
амилориду или бензамилу, чем к Е1РА. В нашем 
исследовании Е1РА был более сильным ингибитором



Рис.4. Влияние флоретина на концентрацию внутриклеточного АТФ. А 
концентрации флоретина. Значения были получены через 10 мин 
Представлены средние значения +SE; п>4.* —  р<0,05; ** —  р<0,0001. Б 
АТР. Представлены средние значения +SE; п>4. * —  р<0,0001.

для входа Na по сравнению с амилоридом или бен- 
замилом (см.табл.1). Эти данные показывают, что в 
нашем случае транспорт Na через плазматическую 
мембрану альвеоцитов осуществляется через каналы 
L-типа. Наши данные согласуются с данными M a ta ló n  
et al. для культивируемых эмбриональных альвео­
цитов II типа [24] и мембранных везикул, изолиро­
ванных из зрелых клеток [25]. Однако имеются данные, 
которые вступают в противоречие с нашими данными 
и данными M a ta ló n . R usso  e t al. [33] обнаружили, что 
вход Na в культивированные альвеоциты II типа в тех 
же экспериментальных условиях был более чувстви­
тельным к амилориду или бензамилу и не изменялся 
в присутствии диметиламилорида. По нашему мнению, 
различия могут быть вызваны присутствием дексаме- 
тазона в культуральной среде и применением другого 
типа сыворотки.

Добавление флоретина, в отличие от амилорида или 
его аналогов, приводит к прогрессивному ингибиро­
ванию входа Na в области от 10 до 250 мкМ вплоть 
до 80%  (см. рис.2). Эффект флоретина на транспорт 
Na может быть связан не только с блокированием

Т а б л и ц а  3

В л и я н и е  ф л о р е т и н а  на  с о д е р ж а н и е  кл еточн ого  АТР в 
п р и су т ст в и и  ил и  о тсутств и е  глю козы

АТР , нмоль/мг белка

Контроль (5 мМ глюкоза) 1,01 ± 0 ,0 9
+  120 мкМ флоретина 0,22 ±0 ,03*
без глюкозы 0 ,9 5 ± 0 ,0 4
без глюкозы + 120 мкМ флоретина 0,23 ±0 ,06*

П р и м е ч а н и е .  Данные были определены через 10 мин 
после добавления 120 мкМ флоретина, как описано в разделе 
“Методы”. Средние значения ± З Е , п=Ъ монослоев. * —  р<0,001.

— кривая доза-зависимой концентрации внутриклеточной АТФ от 
после добавления флоретина, как описано в разделе “Методы”.
—  влияние флоретина (250 мкМ) на содержание внутриклеточного

N a-каналов, но также и с ингибированием Na-H-ан- 
типорта, Na-R-2Cl-KOTpaHcnopTa, N a-глюкоза-котран- 
спорта и Na-Na-обмена. Первые две названные ионтран- 
спортирующие системы уже идентифицированы в аль- 
веоцитах II типа [7,17]. Однако известно, что в отсут­
ствие стимулирующих воздействий активность Na-H- 
обмена в альвеоцитах незначительна [7,29]. Более 
того, было показано, что флоретин не воздействует на 
эти ион-транспортирующие системы в эритроцитах 
[36]. Учитывая данные, представленные ниже, трудно 
представить вовлечение ингибирования N a-глюкоза- 
симпорт в процесс снижения входа Na в присутствии 
флоретина.
1) Отсутствие глюкозы в среде инкубации не изме­

няет уровень входа Na (см. табл.2, [33]).
2) Флоретин ингибирует вход Na одинаково и в 

присутствии, и в отсутствии глюкозы в среде 
инкубации (табл.2).

Мы не обнаружили значительного эффекта буме- 
танида на вход Na в альвеоциты II типа (данные не 
представлены). Это соответствует результатам экспе­
риментов R usso  et al. [33]. Таким образом, можно

Т а б л и ц а  4

В ы ход Л ДГ из альвеоцитов II типа в присутствии ф лоретина

Выход ДДГ,%

Контроль 5 ,4 9 ± 0 ,3
Флоретин 60 мкМ 3 ,8 9 ± 0 ,2
Флоретин 120 мкМ 5 ,6 3 ± 0 ,5
Флоретин 250 мкМ 7 ,5 5 ±  1,4
Клетки, обработанные Тритоном Х-100 100

П р и м е ч а н и е .  Данные оценивались в процентах по 
сравнению с высвободившейся ЛДГ из клеток после обработки 
Тритоном Х-100 (0,5% ). Средние значения ±БЕ , п - 4 монослоям.



АТР,нмоль/мг белка

О 60 120 250
■ - ■ Na.KATPasa Флоретин, мкМ
— о- • уабаин-нечувствительная компонента

Рис.5. Взаимоотношение между концентрацией АТР и активностью 
уабаин-чувствительной уабаиннечувствительной компонентами по 
входу К в альвеоциты II типа в присутствии флоретина. Значения 
выражены как процент активности в условиях контроля (24 ,6 ± 3 ,3  
и 13 ,8±3 ,4  нм оль/м г б е л к а /15 мин для уабаинчувствительной и 
уабаиннечувствительной компонент, соответственно) ncp. +SE; п>6.

Ф сделать вывод, что ингибирование входа Na флоретином 
не связано с подавлением активности Na-K-Cl-котран- 
спорта.

Kemp et al. недавно продемонстрировали, что вход 
К в альвеоциты II типа связан с активностью Na-K- 
АТФазы (уабаинчувствительной компоненты) и Na-K- 
Ci-котранспорта (уабаиннечувствительной, буметанид- 

чувствительной компоненты). Наши результаты совпа­
дают с этими наблюдениями. Однако интересно было 
обнаружить, что подобно выходу Na транспорт К 
также ингибировался флоретином в значительно боль­
шей степени, чем уабаином, или даже уабаин и 
буметанидом вместе взятыми (см. рис.З).

Одним из возможных объяснений такого действия 
флоретина на транспорт Na и К могло быть повреж­
дение плазматической мембраны альвеоцитов. Однако 
данные, представленные в табл.4, демонстрируют, что 
выход ЛДГ в присутствии флоретина не отличается 

* от контроля. С другой стороны, ингибирование ионного 
транспорта может быть связано с изменением клеточ­
ного метаболизма. Действительно, как показано на 
рис.4, флоретин вызывает сокращение уровня АТФ в 
альвеоцитах в дозазависимой манере. Снижение уровня 
АТФ было не зависимо от присутствия глюкозы в 
среде инкубации и, следовательно, не было связано с 
ингибированием флоретином Na-глюкоза контранс- 
порта (см.табл.3).

Было обнаружено, что флоретин способен проникать 
через липидный бислой [381. Таким образом, можно 
предположить, что флоретин также способен проникать 
через митохондриальную мембрану и ингибировать 
окислительное фосфолирование. Действительно, было 
обнаружено, что флоретин ингибирует NADH-зави- 

1  симое окисление в субмитохондриальных частицах, 
выделенных из сердца быка, с константой полуингиби- 
рования 100 мкМ [9].

Известно, что АТФ взаимодействует с Na-K-АТФ- 
азой на каталитическом (Код ~ 1— 2 т М )  и регуля­
торном (Ко,5 ~ 50 мкМ) сайтах [45]. Однако в регу­
ляцию активности ионных переносчиков и каналов 
АТФ вовлекается через фосфорилирование [46], и 
сродство протеинкиназ к АТФ находится в пределах 
Ю— 15 мкМ. На рис.5 видно, что при [АТФ]1 = 0,8 мМ 
активность Na-K-помпы и уабаиннечувствительной ком­
поненты ингибировалась примерно на 80 и 40%  соот­
ветственно. Эти результаты соответствуют данным по 
сродству к АТФ для Na-K-АТФазы и ионных перенос­
чиков, представленных выше.

Представленные данные демонстрируют, что флоретин 
является неспецифическим ингибитором транспорта 
Na и К в альвеоциты II типа. Можно сделать вывод, 
что эффект флоретина на ион-транспортирующие системы 
связан со снижением уровня внутриклеточного содер­
жания АТФ в клетках.
Представленная работа была частично поддержана Российским фондом фундаментальных 
исследований (Грант № 96-04-50232).
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