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Êëîíèðîâàíèå ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ TRPV5 è TRPV6 (transient receptor potential
vanilloid channels) îáåñïå÷èëî ìîëåêóëÿðíóþ áàçó äëÿ èçó÷åíèÿ ðàíåå íå èäåíòèôèöèðîâàííûõ êàíàëîâ
êàëüöèåâîãî âõîäà â ýëåêòðè÷åñêè íåâîçáóäèìûå êëåòêè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
RT-PCR ïîëó÷åíû ðåçóëüòàòû, ïîäòâåðæäàþùèå òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ trpv5 è trpv6 â êëåòêàõ ëèìôîáëà-
ñòíîé ëåéêåìèè Jurkat è Ò-ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà. Êðîìå òîãî, ìåòîäîì èììóíî-
áëîòèíãà âïåðâûå ïîêàçàíî ïðèñóòñòâèå êàíàëîîáðàçóþùåãî áåëêà TRPV5 â îáùèõ ëèçàòàõ è â ìåìáðàí-
íûõ ôðàêöèÿõ êëåòîê Jurkat è íîðìàëüíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà. Èñïîëüçîâàíèå èììóíîïðåöèïèòà-
öèè ïîçâîëèëî âûÿâèòü áåëîê TRPV6 â êëåòêàõ Jurkat, îäíàêî â íîðìàëüíûõ Ò-ëèìôîöèòàõ áåëîê TRPV6
íàìè íå îáíàðóæåí. Èçáèðàòåëüíûé õàðàêòåð ýêñïðåññèè è ñåëåêòèâíàÿ Ñà2+-ïðîíèöàåìîñòü êàíàëîâ
TRPV5 è TRPV6 óêàçûâàþò íà âàæíóþ ðîëü ýòèõ êàíàëîâ â Ñà2+-ãîìåîñòàçå è, âîçìîæíî, â çëîêà÷åñò-
âåííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê êðîâè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàëüöèåâûå êàíàëû TRPV5 è TRPV6, RT-PCR, ýêñïðåññèÿ êàíàëîîáðàçóþùèõ
áåëêîâ, Ò-êëåòêè ÷åëîâåêà.

Öèòîïëàçìàòè÷åñêèé êàëüöèé èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñò-
âå êëþ÷åâîãî ñèãíàëüíîãî ìåññåíäæåðà ôàêòè÷åñêè âî
âñåõ òèïàõ æèâûõ êëåòîê. Â êëåòêàõ êðîâè èçìåíåíèå
êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ ([Ñà2+]i) àññîöè-
èðîâàíî ñî ìíîæåñòâîì êëåòî÷íûõ ñîáûòèé, âêëþ÷àÿ àê-
òèâàöèþ êëåòî÷íûõ êèíàç è ôîñôàòàç, ðåãóëÿöèþ öèòî-
ñêåëåòñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, òðàíñêðèïöèîííûé êîíòðîëü
è ìîäóëÿöèþ ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòîðîâ (Scharff, Foder,
1993; Revankar et al., 2006). Â Ò-ëèìôîöèòàõ ïîâûøåíèå
âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ ïðè ñâÿçûâàíèè Ò-êëåòî÷íîãî
ðåöåïòîðà ñ ÷óæåðîäíûì àíòèãåíîì çàïóñêàåò òðàíñêðèï-
öèîííûå ïðîãðàììû, âåäóùèå ê ñåêðåöèè ýôôåêòîðíûõ
öèòîêèíîâ è êîîðäèíàöèè èììóííîãî îòâåòà (Dolmetsch
et al., 1997). Ñíèæåíèå óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ
ïðèâîäèò ê îñëàáëåíèþ àêòèâàöèè Ò-êëåòîê è ðàçâèòèþ
ðàçëè÷íûõ ôîðì èììóíîäåôèöèòà (Feske et al., 2006;
Gwack et al., 2007).

Âîçðàñòàíèå [Ñà2+]i â êëåòêàõ êðîâè, êàê è âî âñåõ
ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ, îñóùåñòâëÿåòñÿ äâóìÿ ïóòÿìè:
âûñâîáîæäåíèåì êîìïàðòìåíòàëèçîâàííîãî Ñà2+ èç âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî è(èëè) ïóòåì àêòèâàöèè âõîäà Ñà2+ ÷å-
ðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó èç íàðóæíîé ñðåäû. Ïî-
ñêîëüêó îáúåì ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà ñîñòàâ-
ëÿåò âñåãî îêîëî 1 % îò îáùåãî îáúåìà Ò-ëèìôîöèòîâ,
ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî òîëüêî âõîä ýêñòðàêëåòî÷íîãî Ñà2+ ÷åðåç
èîííûå êàíàëû ìîæåò îáåñïå÷èòü â òå÷åíèå ìíîãèõ ÷àñîâ
è äàæå äíåé íåîáõîäèìûé äëÿ àêòèâàöèè ëèìôîöèòîâ
óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íîãî Ñà2+ (Feske, 2007; Gwack et al.,
2007).

Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî â êëåòêàõ êðîâè îñíîâíîå ïî-
ñòóïëåíèå Ñà2+ îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç êàíàëû CRAC (cal-
cium release activated calcium channels), àêòèâèðóåìûå ïðè
îïóñòîøåíèè êàëüöèåâûõ äåïî (Hoth, Penner, 1992; Zwei-

fach, Lewis, 1993). Îòêðûòèå ñóïåðñåìåéñòâà áåëêîâ TRP
(transient receptor potential channels) ñóùåñòâåííî óâåëè-
÷èëî ÷èñëî áåëêîâ-êàíäèäàòîâ íà ðîëü êàíàëîâ êàëüöèå-
âîãî âõîäà â ýëåêòðè÷åñêè íåâîçáóäèìûå êëåòêè. Âïåð-
âûå ãåí, êîäèðóþùèé áåëêè TRP, áûë îáíàðóæåí â ôîòî-
ðåöåïòîðàõ Drosophila (Montell, Rubin, 1989). Áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî ìóòàíòíûå ïî ýòîìó ãåíó ôîòîðåöåïòî-
ðû íå ñïîñîáíû âûäåðæèâàòü äåïîëÿðèçàöèîííûé ðåöåï-
òîðíûé ïîòåíöèàë èç-çà äåôåêòîâ â ïóòè ïðîâåäåíèÿ Ñà2+

(Hardie, Minke, 1995).
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñòðåìèòåëüíî ðàñòóùåå ñóïåðñå-

ìåéñòâî TRP âêëþ÷àåò â ñåáÿ 29 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, âñå
îíè ôîðìèðóþò êàòèîííûå êàíàëû (Montell et al., 2002;
Clapham, 2003). Ðàçíîîáðàçèå êàíàëîâ TRP âëå÷åò çà ñî-
áîé ðàçíîîáðàçèå ôèçèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé, â êîòîðûõ
îíè ó÷àñòâóþò. Ê íèì îòíîñÿòñÿ îáîíÿòåëüíàÿ, áîëåâàÿ è
òåìïåðàòóðíàÿ ðåöåïöèÿ, Ñà2+(Mg2+)-(ðå)àáñîðáöèÿ è ïðî-
ëèôåðàöèÿ êëåòîê (Montell et al., 2002; Clapham, 2003;
Flockerzi, 2007). Êëàññèôèêàöèÿ ïî ñõîäñòâó àìèíîêèñ-
ëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîäðàçäåëÿåò ñåìåéñòâî
áåëêîâ TRP íà 7 ïîäñåìåéñòâ: êàíàëû TRPCs (TRP-cano-
nical), êàíàëû TRPVs (TRP-vanilloid receptor), êàíàëû
TRPMs (TRP-melastatin), êàíàëû TRPMLs (TRP-mucoli-
pins), êàíàëû TRPPs (TRP-polycystins) è TRPA (TRP-anky-
rin transmembrane protein). Ñåäüìîå ïîäñåìåéñòâî TRPN
áûëî ïîêà íàéäåíî òîëüêî â êëåòêàõ íàñåêîìûõ (Montell
et al., 2002; Clapham, 2003; Flockerzi, 2007).

Äâà ÷ëåíà ñåìåéñòâà TRP — êàëüöèåâûå êàíàëû
TRPV5 è TRPV6 (ïåðâîíà÷àëüíî èçâåñòíûå êàê ÑàÒ2 è
ÑàÒ1, èëè ÅÑàÑ1 è ÅÑàÑ2) — áûëè âïåðâûå êëîíèðîâà-
íû èç ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ïî÷êè êðîëèêà è òîíêîãî êè-
øå÷íèêà êðûñû (Hoenderop et al., 2000, 2001). Ïîçäíåå
TRPV5 è TRPV6 áûëè îòíåñåíû ê ïîäñåìåéñòâó âàíèëî-
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èäíûõ ðåöåïòîðîâ TRPV è èäåíòèôèöèðîâàíû â êëåòêàõ
äðóãèõ ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷àÿ ÷åëîâåêà (Nijenhuis et
al., 2005). Ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ãåí trpv5 ÷å-
ëîâåêà íàõîäèòñÿ íà õðîìîñîìå 7q35 â ñîñåäíåé ïîçèöèè
ñ ãåíîì trpv6 íà 7q33—q34 (Muller et al., 2000). Áåëêè ñî-
ñòîÿò èç 730 àìèíîêèñëîò, èìåþò 6 òðàíñìåìáðàííûõ ñåã-
ìåíòîâ (ÒÌ) è öèòîïëàçìàòè÷åñêèå N- è Ñ-õâîñòû. Íå-
áîëüøàÿ ãèäðîôîáíàÿ îáëàñòü ìåæäó ÒÌ5 è ÒÌ6, êàê ïî-
ëàãàþò, ÿâëÿåòñÿ ïîðîîáðàçóþùåé îáëàñòüþ, à ñàì êàíàë
ôîðìèðóåòñÿ èç ÷åòûðåõ ñóáúåäèíèö (Hoenderop et al.,
2003). Êàíàëû TRPV5 è TRPV6 èìåþò âûñîêóþ ñòåïåíü
ãîìîëîãèè (ïðèìåðíî 75 % èäåíòè÷íûõ àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ) è îáëàäàþò ñõîäíûìè ôóíêöèîíàëüíûìè õà-
ðàêòåðèñòèêàìè (Hoenderop et al., 2001, 2003). Ïîêàçàíî,
÷òî ýòè êàíàëû ìîãóò îáåñïå÷èâàòü ñòðîãî äîçèðîâàííîå
ïîñòóïëåíèå Ñà2+ è ó÷àñòâîâàòü â àêòèâíîé (ðå)àáñîðáöèè
Ñà2+ â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïî÷åê, òîíêîì êèøå÷íèêå è
ïëàöåíòå (Hoenderop et al., 2000, 2001).

Ðàíåå â êëåòêàõ ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 íàìè áûëè
îáíàðóæåíû êàíàëû ñ áèîôèçè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè, ïî-
äîáíûìè ñâîéñòâàì êàëüöèåâûõ êàíàëîâ TRPV6 è TRPV5
(Semenova et al., 2005; Ñåìåíîâà, Íåãóëÿåâ, 2006). Èñ-
ïîëüçîâàíèå ìåòîäà RT-PCR ïîäòâåðäèëî òðàíñêðèïöèþ
ãåíà trpv6 â êëåòêàõ K562 è ïîçâîëèëî íàì ïðåäïîëîæèòü,
÷òî áåëêè TRPV6 è(èëè) TRPV5 ìîãóò ýíäîãåííî ýêñïðåñ-
ñèðîâàòüñÿ è ôîðìèðîâàòü êàëüöèåâûå êàíàëû â ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíå äðóãèõ êëåòîê êðîâè. Äî ñèõ ïîð â ëè-
òåðàòóðå íå áûëî äàííûõ îá ýêñïðåññèè áåëêîâ TRPV6 è
TRPV5 â êëåòêàõ êðîâè è ðîëü ýòèõ áåëêîâ â ìèåëîèäíûõ
è ëèìôîèäíûõ êëåòêàõ íåèçâåñòíà. Èäåíòèôèêàöèÿ Ñà2+-
êàíàëîâ â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ
êðîâè âàæíà äëÿ ðåøåíèÿ êàê ïðèêëàäíûõ, òàê è ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ âîïðîñîâ êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè è ñðàâíèâàëè
ýêñïðåññèþ êàíàëà TRPV6 è åãî áëèçêîãî ãîìîëîãà — êà-
íàëà TRPV5 — â êëåòêàõ ëèìôîáëàñòíîé ëåéêåìèè Jur-
kat, à òàêæå â íîðìàëüíûõ Ò-ëèìôîöèòàõ, âûäåëåííûõ èç
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè óñëîâíî çäîðîâûõ äîíîðîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ëèìôîáëàñòíîé ëåéêåìèè Jurkat, ïîëó÷åí-
íûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ), êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â ñðåäå
RPMI-1640, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé
ñûâîðîòêè, â ïðèñóòñòâèè 0.008 % ãåíòàìèöèíà.

Â û ä å ë å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ë è ì ô î ö è -
ò î â ï å ð è ô å ð è ÷ å ñ ê î é ê ð î â è ÷ å ë î â å ê à. Ëèìôîöè-
òû âûäåëÿëè ïî îáùåïðèíÿòîé ñõåìå (Boyum, 1968)
èç ñâåæåé äîíîðñêîé êðîâè. Ëåéêîöèòàðíóþ ôðàêöèþ îò-
áèðàëè ïîñëå îñàæäåíèÿ ýðèòðîöèòîâ, äîáàâëÿÿ â êðîâü
6%-íûé ðàñòâîð äåêñòðàíà Ò500. Ñóñïåíçèþ ëåéêîöè-
òîâ (ïðîáû ïî 8 ìë) íàñëàèâàëè íà 3 ìë ãèñòîïàêà è öåíò-
ðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 600 g. Ïîñëå öåíòðè-
ôóãèðîâàíèÿ èíòåðôàçó ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè îáúåìîì
ñíà÷àëà 50 ìë, çàòåì 10 ìë è 3 ðàçà ïðîìûâàëè ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì (PBS) ñëåäóþùåãî ñîñòàâà
(â ìÌ): NaCl — 137, Na2HPO4 — 8, KCl — 2.7, KH2PO4 —
1.5. Äëÿ óäàëåíèÿ ìàêðîôàãîâ êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ïîñ-
ëå îòìûâêè ðàçáàâëÿëè ñðåäîé RPMI-1640 áåç àíòè-
áèîòèêîâ è ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå ìàòðèöû, ïðåäâàðè-
òåëüíî îáðàáîòàííûå 10%-íîé ñûâîðîòêîé ÷åëîâåêà
ãðóïïû êðîâè 0(1), è îñòàâëÿëè íà 40 ìèí ïðè 37 °Ñ â àò-
ìîñôåðå 5 % ÑÎ2. Äàëåå ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ ëèìôî-

öèòîâ ðàçëèâàëè âî ôëàêîíû ïî 40—50 ìë ñ êîíöåíòðà-
öèåé êëåòîê 2 ìëí/ìë. Íà ñëåäóþùèå ñóòêè ñóñïåíçèþ
ïåðåíîñèëè âî ôëàêîíû ïî 10—15 ìë ñ êîíöåíòðàöèåé
1.5—2.0 ìëí/ìë. Ëèìôîöèòû èñïîëüçîâàëè â ýòîò èëè íà
ñëåäóþùèé äåíü.

À í ò è ò å ë à. Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ áåëêîâ
èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ
Ñ-êîíöåâîãî ó÷àñòêà TRPV5 ÷åëîâåêà (Santa Cruz, ÑØÀ)
â ðàçâåäåíèè 1 : 200 è ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòå-
ëà ïðîòèâ Ñ-êîíöåâîãî ó÷àñòêà TRPV6 ÷åëîâåêà (Santa
Cruz, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 200. Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ
àíòèòåë ïðèìåíÿëè àíòèòåëà îñëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ
èììóíîãëîáóëèíîâ êîçû, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäà-
çîé õðåíà (Santa Cruz, ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè 1 : 3000, è êî-
çüè àíòèòåëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sigma,
ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè 1 : 3000.

Î á ð à ò í à ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ è ï î ë è ì å ð à ç í à ÿ
ö å ï í à ÿ ð å à ê ö è ÿ (R T-P C R). Îáùóþ ÐÍÊ èç êëåòîê
âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ãóàíèäèí-òèîöèíàòíîãî ìåòîäà
(Chomczynski, Sacchi, 1987). Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ
ïðîâîäèëè â îáúåìå 20 ìêë, ñîäåðæàùåì 1—2 ìêã ÐÍÊ,
1 ìêã ñëó÷àéíûõ ãåêñàíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ è 100 åä.
MMLV-îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ), ñî-
ãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ. Ïðàéìåðû äëÿ
PCR áûëè ñèíòåçèðîâàíû ñîãëàñíî îïóáëèêîâàííûì ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòÿì (Hoenderop et al., 2001). TRPV-5 ñïå-
öèôè÷íûå ïðàéìåðû: ïðÿìîé 5’-GGGGACCGCTGGTTC-
CTGCGG-3’, îáðàòíûé 5’-TCAAAAATGGTAGACCTCC-
TCTCC-3’, ðàçìåð àìïëèêîíà 312 ï. í.; TRPV6-ñïåöèôè÷-
íûå ïðàéìåðû: ïðÿìîé 5’-GGGGACCGCTGGTTCCTGC-
GG-3’, îáðàòíûé 5’-AGATCTGATATTCCCAGCTCT-3’,
ðàçìåð ïðîäóêòà 301 ï. í. Ïðàéìåðû îáåñïå÷èâàëè ñïåöè-
ôè÷íîñòü àìïëèôèêàöèè êÄÍÊ, òàê êàê êîìïëåìåíòàð-
íûå èì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íàõîäÿòñÿ â ðàçíûõ ýêçîíàõ
ãåíà. PCR ïðîâîäèëè â ðåàêöèîííîì îáúåìå 10 ìêë, ñî-
äåðæàùåì 2 ìêë ðàçâåäåííîé (1 : 6) êÄÍÊ, 0.5 ìêÌ êàæ-
äîãî ïðàéìåðà, 0.2 ìÌ dNTP, 1.5 ìÌ MgCl2, 1-êðàòíûé
Hot-Taq-ïîëèìåðàçíûé áóôåð è 1 åä. Hot-Taq-ïîëèìåðàçû
(Ñèëåêñ, Ðîññèÿ). Ðåæèì àìïëèôèêàöèè: àêòèâàöèÿ ïîëè-
ìåðàçû 10 ìèí ïðè 94 °Ñ, çàòåì 35 öèêëîâ (94 °Ñ — 40 ñ,
60 °Ñ — 40 ñ, 72 °Ñ — 40 ñ). Ïðîäóêòû PCR (6 ìêë) ýëåêò-
ðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëÿëè â 6%-íîì ÏÀÀÃ, îêðàøèâàëè
áðîìèñòûì ýòèäèåì è ôîòîãðàôèðîâàëè ïðè óëüòðàôèî-
ëåòîâîì îáëó÷åíèè. Ñïåöèôè÷íîñòü PCR áûëà ïîäòâåðæ-
äåíà ñåêâåíèðîâàíèåì (Helix, Ðîññèÿ).

Ï î ë ó ÷ å í è å ò î ò à ë ü í û õ ê ë å ò î ÷ í û õ ë è ç à ò î â
è ï ð å ï à ð à ò î â ì å ì á ð à í í û õ ô ð à ê ö è é. Êëåòêè
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 500 g â òå÷åíèå
10 ìèí, îñàäêè ïðîìûâàëè 3 ðàçà õîëîäíûì PBS è èíêó-
áèðîâàëè íà ëüäó 20 ìèí â ëèçèðóþùåì áóôåðå NP-40:
50 ìÌ Tris-HCl, pH 7.6, 0.5 % íîíèäåòà Ð-40 (NP-40),
150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ Na3VO4, 10 ìÌ NaF è êîêòåéëü èíãè-
áèòîðîâ ïðîòåàç (Sigma, ÑØÀ). Çàòåì îáðàçöû ìÿãêî ãî-
ìîãåíèçèðîâàëè, ïðîïóñêàÿ ÷åðåç îõëàæäåííóþ èãëó
21 G. Ïîëó÷åííóþ ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 10 000 g
â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 4 °Ñ. Ñóïåðíàòàíò îòáèðàëè, èçìå-
ðÿëè êîíöåíòðàöèþ áåëêà ïî ìåòîäó Áðåäôîðä è äàëåå
èñïîëüçîâàëè äëÿ èììóíîïðåöèïèòàöèè èëè äîáàâëÿëè
áóôåð Ëýììëè äëÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïðîá è ïðîãðåâà-
ëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 95 °Ñ. Ïðåïàðàòû ìåìáðàííûõ
ôðàêöèé ïîëó÷àëè ïóòåì ìÿãêîé ãîìîãåíèçàöèè êëåòîê â
ëèçèðóþùåì áóôåðå (10 ìÌ Tris-HCl, pH 7.4, 0.25 Ì ñà-
õàðîçû, 1 ìÌ EDTA è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç; Sig-
ma, ÑØÀ), öåíòðèôóãèðîâàíèÿ 10 ìèí ïðè 1500 g, 4 °Ñ è
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ïîñëåäóþùåãî óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 1 ÷
ïðè 200 000 g è 4 °Ñ. Ïîëó÷åííûé îñàäîê ðàñòâîðÿëè â
áóôåðå TBS (20 ìÌ Tris-GCl, pH 7.4, è 150 ìÌ NaCl ), äî-
áàâëÿëè áóôåð Ëýììëè è ïðîãðåâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè
95 °Ñ.

È ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ. Äëÿ èììóíîïðåöèïèòà-
öèè ê 500 ìêã îáùåãî êëåòî÷íîãî áåëêà â 1 ìë ëèçèðóþ-
ùåãî áóôåðà NP-40 äîáàâëÿëè 20 ìêë 50%-íîé ñóñïåíçèè
ïðîòåèí-A/G àãàðîçû (Santa Cruz, ÑØÀ) è èíêóáèðîâàëè
1 ÷ ïðè 4 °Ñ ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè äëÿ óäàëå-
íèÿ íåñïåöèôè÷åñêèõ áåëêîâ. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
(1 ìèí ïðè 1000 g) ê ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè 2 ìêã àí-
òè-TRPV6-àíòèòåë è èíêóáèðîâàëè íî÷ü ïðè 4 °Ñ ñ ïåðå-
ìåøèâàíèåì; â êîíòðîëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ýòîò ýòàï
ïðîïóñêàëè. Çàòåì äîáàâëÿëè 20 ìêë ïðîòåèí-A/G àãàðî-
çû è ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 1 ÷ â òåõ æå óñëîâèÿõ
îñàäêè èììóíîêîìïëåêñîâ ïðîìûâàëè 3 ðàçà â 1 ìë áóôå-
ðà NP-40. Ê îñàäêàì äîáàâëÿëè ðàâíûé îáúåì (20 ìêë)
2-êðàòíîãî áóôåðà Ëýììëè è ïðîãðåâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí
ïðè 95 °Ñ. Ïåðåä ýëåêòðîôîðåçîì ïðîáû öåíòðèôóãèðî-
âàëè è èñïîëüçîâàëè ñóïåðíàòàíò.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Áåëêè ðàçäå-
ëÿëè ìåòîäîì äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â 7.5%-íîì ÏÀÀÃ â
ïðèñóòñòâèè SDS, à çàòåì ïðîâîäèëè èõ ýëåêòðîïåðåíîñ
íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Hybond ECL, Amersham
Bioscience, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêî-
âûõ ïîëîñ èñïîëüçîâàëè Ponceau (Sigma, ÑØÀ). Ìåìáðà-
íó áëîêèðîâàëè 5%-íûì ðàñòâîðîì îáåçæèðåííîãî ñóõî-
ãî ìîëîêà â TTBS (20 ìÌ Tris-HCl, pH 7.4, 150 ìÌ NaCl è
0.1 % Trion X-100) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå, çàòåì èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ ñ àí-
òè-TRPV5- èëè àíòè-TRPV6-àíòèòåëàìè, ðàçâåäåííûìè â
áóôåðå TTBS ñ 2%-íûì ìîëîêîì. Ïîñëå îòìûâêè â TTBS
(3 ðàçà ïî 5 ìèí) ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ñ ñîîòâåòñò-
âóþùèìè âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè. Âèçóàëèçàöèþ áëîòîâ
ïðîâîäèëè ïóòåì óñèëåííîé õåìîëþìèíåñöåíöèè (ECL
plus Western blotting detection system, Amersham Bioscien-
ce, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Õåìîëþìèíåñöåíòíîå ñâå÷åíèå ðå-
ãèñòðèðîâàëè ïðè ýêñïîíèðîâàíèè ìåìáðàíû íà ïëåíêó
äëÿ ðåíòãåíîâñêèõ ñíèìêîâ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ òîãî ÷òîáû èäåíòèôèöèðîâàòü âîçìîæíûå ìîëå-
êóëÿðíûå êîððåëÿòû êàëüöèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ êðî-
âè, ìû èññëåäîâàëè òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ trpv5 è trpv6 â
êëåòêàõ ëèìôîáëàñòíîé ëåéêåìèè Jurkat è â Ò-ëèìôîöè-
òàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà. Òåñòèðîâàíèå ãåíîâ
ïðîâîäèëè íà óðîâíå ìÐÍÊ ìåòîäîì RT-PCR ñ êîíå÷íîé
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé äåòåêöèåé ïîëó÷åííîãî àìïëèôè-
êàòà (312 ï. í. äëÿ ãåíà trpv5 è 301 ï. í. äëÿ ãåíà trpv6). Íà
ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû RT-PCR-àíàëèçà, êîòî-
ðûå ïîêàçàëè òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ trpv5 è trpv6 â êëåòêàõ
Jurkat, à òàêæå â íîðìàëüíûõ Ò-ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà.
Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ìÐÍÊ ãåíà trpv5 âûÿâëÿëàñü â
Ò-ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè âñåõ èññëåäîâàí-
íûõ äîíîðîâ (n = 6), à ìÐÍÊ ãåíà trpv6 áûëà îáíàðóæåíà
â Ò-ëèìôîöèòàõ ëèøü íåêîòîðûõ äîíîðîâ (3 èç 6).

Äàëåå ìû èññëåäîâàëè ýêñïðåññèþ áåëêîâ TRPV5 è
TRPV6 â êëåòêàõ Jurkat è Ò-ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà. Ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî â ðàáîòàõ íà ëèìôîöèòàõ ýêñïðåññèÿ áåë-
êîâ TRP áûëà ïîêàçàíà ãëàâíûì îáðàçîì òîëüêî íà óðîâ-
íå ìÐÍÊ ìåòîäîì Northern-áëîò èëè RT-PCR. Òàê, áûëè
îáíàðóæåíû ìÐÍÊ ãåíîâ trpc1 è trpc3 â Ò- è Â-êëåòêàõ

(Philipp et al., 2003; Vazquez et al., 2003). Íàïðîòèâ, ìÐÍÊ
ãåíîâ trpc4, trpc5 è trpc7 íå äåòåêòèðîâàëèñü â Ò-êëåòêàõ
(Philipp et al., 2003). Â ëèòåðàòóðå îòñóòñòâóåò èíôîðìà-
öèÿ îá ýêñïðåññèè â ëèìôîöèòàõ áåëêîâ TRPV1—TRPV4.
Î òðàíñêðèïöèè ãåíîâ trpv5 è trpv6 â êëåòêàõ Jurkat ñîîá-
ùåíèå åñòü (Cui et al., 2002).

Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ áåëêîâ TRPV5 è
TRPV6 ïðîâîäèëè èììóíîáëîòèíã íà îáðàçöàõ îáùèõ
êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ è ôðàêöèé êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, èñ-
ïîëüçóÿ ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ TRPV5 è ïðî-
òèâ TRPV6. Íà ðèñ. 2, à ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû, ïîêàçûâà-
þùèå ýíäîãåííóþ ýêñïðåññèþ áåëêîâ TRPV5 â êëåòêàõ
ëèíèè Jurkat è íîðìàëüíûõ Ò-ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà. Èì-
ìóíîðåàêòèâíûå ïîëîñû ñîîòâåòñòâóþò ãëèêîçèëèðîâàí-
íûì (90 êÄà) è íåãëèêîçèëèðîâàííûì (75 êÄà) ôîðìàì
áåëêà TRPV5, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè
(Hoenderop et al., 2003).

Íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè íå ïîçâîëèë íàì âûÿâèòü
áåëîê TRPV6 â èììóíîáëîòàõ, ïîýòîìó äëÿ äåòåêöèè áåë-
êà TRPV6 ìû èñïîëüçîâàëè èììóíîïðåöèïèòàöèþ. Èì-
ìóíîðåàêòèâíàÿ ïîëîñà ñ ìîë. ìàññîé 90 êÄà, ïîêàçàííàÿ
íà ðèñ. 2, á, ñâèäåòåëüñòâóåò îá ýêñïðåññèè áåëêà TRPV6
â êëåòêàõ Jurkat. Â Ò-ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
÷åëîâåêà áåëîê TRPV6 âîîáùå íå äåòåêòèðîâàëñÿ. Òàêèì
îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ áåëêîâ
TRPV5 â êëåòêàõ Jurkat è â íîðìàëüíûõ Ò-ëèìôîöèòàõ
÷åëîâåêà è áåëêà TRPV6 â êëåòêàõ Jurkat.

Ïðèñóòñòâèå ýêñòðàêëåòî÷íîãî ñàéòà N-ãëèêîçèëèðî-
âàíèÿ ìåæäó ñåãìåíòàìè ÒÌ1 è ÒÌ2 áåëêîâ TRPV5 è
TRPV6 áûëî îáíàðóæåíî â ðÿäå ðàáîò (Hoenderop et al.,
2001, 2003). Ïîêàçàíî, ÷òî ãëèêîçèëèðîâàíèå ìîæåò èã-
ðàòü ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ôîëäèíãå êàíàëîîáðàçóþùèõ
áåëêîâ. Íàïðèìåð, äëÿ êàëèåâûõ êàíàëîâ Shaker ãëèêîçè-
ëèðîâàíèå ÿâëÿëîñü íåîáõîäèìûì óñëîâèåì îáúåäèíåíèÿ
è ñòàáèëüíîñòè ìóëüòèìåðíîãî êîìïëåêñà êàíàëà (Khanna
et al., 2001). Ñõîäñòâî îáùåé òîïîëîãèè êàëèåâûõ êàíàëîâ
è êàíàëîâ ñåìåéñòâà TRP äàåò îñíîâàíèå ñ÷èòàòü, ÷òî ãëè-
êîçèëèðîâàíèå, âîçìîæíî, îïðåäåëÿåò ñòàáèëüíîå ñîñòîÿ-
íèå òåòðàìåðíûõ êîìïëåêñîâ TRPV5 è TRPV6 â êëåòêàõ
êðîâè.

Îñíîâíûìè èçâåñòíûìè ôóíêöèÿìè êàíàëîâ TRPV5 è
TRPV6 ÿâëÿþòñÿ îáåñïå÷åíèå äîçîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+

è (ðå)àáñîðáöèÿ Ñà2+ â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ êèøå÷íèêà
è ïî÷åê (Hoenderop et al., 2001, 2002). Ñîãëàñíî îáùåïðè-
íÿòîìó ìíåíèþ, â êëåòêè êðîâè Ñà2+ ïîñòóïàåò â îñíîâ-
íîì ÷åðåç êàíàëû CRAC (Hoth, Penner, 1992; Zweifach,
Lewis, 1993). Îäíàêî êàíàëû CRAC äî ñèõ ïîð íå êëîíè-
ðîâàíû è ïîêà åùå íå èäåíòèôèöèðîâàíû. Òàê, â òå÷åíèå

Êàëüöèåâûå êàíàëû TRPV5 è TRPV6 â Ò-êëåòêàõ ÷åëîâåêà 955

Ðèñ. 1. Ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ãåíîâ trpv5 è trpv6 â êëåòêàõ Jurkat è
T-ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà.

Ìåòîäîì RT-PCR ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåí-ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ ïî-
êàçàíà àìïëèôèêàöèÿ TRPV5 è TRPV6 — 312 è 301 ï. í. ñîîòâåòñòâåííî.
Ì — ìàðêåðíàÿ ÄÍÊ, ñòðåëêîé îáîçíà÷åíà ïîçèöèÿ ÄÍÊ ðàçìåðîì

300 ï. í.



ïîñëåäíèõ íåñêîëüêèõ ëåò â êà÷åñòâå íàèáîëåå âåðîÿòíî-
ãî êàíäèäàòà íà ðîëü êàíàëà CRAC âûäâèãàëñÿ áåëîê
TRPC3. Îñíîâàíèåì äëÿ òàêèõ ïðåäïîëîæåíèé ñëóæèëè
îïûòû ñ êëåòêàìè Jurkat, äåôåêòíûìè ïî êàíàëàì CRAC
(Fanger et al., 1995), â êîòîðûõ, êàê âïîñëåäñòâèè îêàçà-
ëîñü, áûëà ìóòàöèÿ ãåíà áåëêà TRPÑ3 (Philipp et al., 2003).
Ñóïåðýêñïðåññèÿ áåëêà TRPÑ3 ïðèâîäèëà ê óâåëè÷åíèþ
òîêîâ CRAC (Philipp et al., 2003). Îäíàêî â îòëè÷èå îò èç-
âåñòíûõ íåñåëåêòèâíûõ êàòèîííûõ êàíàëîâ TRPÑ3 êàíà-
ëû, òðàíñôèöèðîâàííûå â êëåòêè Jurkat, èìåëè õàðàêòåðè-
ñòèêè âûñîêîñåëåêòèâíûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ, ÷òî ñòà-
âèò ïîä ñîìíåíèå ãèïîòåçó î òîæäåñòâå êàíàëîâ TRPÑ3 è
ÑRAC (Hofmann et al., 1999; Vazquez et al., 2001). Â íàñòî-
ÿùåå âðåìÿ îòêðûò íîâûé áåëîê Orail, êîòîðûé òîæå çàÿâ-
ëåí êàê âîçìîæíûé êàíäèäàò ýíäîãåííûõ êàíàëîâ CRAC
â ëèìôîöèòàõ (Feske et al., 2006).

Èçâåñòíî, ÷òî áåëêè TRPV5 è TRPV6 ÿâëÿþòñÿ âûñî-
êîñåëåêòèâíûìè Ñà2+-êàíàëàìè. Èõ ñåëåêòèâíîñòü äëÿ
Ñà2+ ïî îòíîøåíèþ ê ìîíîâàëåíòíûì èîíàì (Hoenderop et
al., 2003; Nijenhuis et al., 2005) ìîæíî ñðàâíèòü ñ ïîòåíöè-
àëçàâèñèìûìè Ñà2+-êàíàëàìè (Almers, McCleskey, 1984)
èëè êàíàëàìè CRAC (Hoth, 1995). Âûñîêàÿ Ñà2+-ñåëåêòèâ-
íîñòü TRPV5 è TRPV6 ÿâëÿëàñü ïðåäïîñûëêîé äëÿ ãèïî-
òåçû, ñîãëàñíî êîòîðîé TRPV6 ðåàãèðóþò íà îïóñòîøå-
íèå âíóòðèêëåòî÷íûõ êàëüöèåâûõ äåïî è ìîãóò âõîäèòü â
ñîñòàâ ïîðû êàíàëîâ CRAC (Yue et al., 2001), îäíàêî ýòà
òî÷êà çðåíèÿ íå ÿâëÿåòñÿ îáùåïðèíÿòîé (Voets et al.,
2001). Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè íàìè ïîêàçàíà ýíäîãåí-
íàÿ ýêñïðåññèÿ âûñîêîñåëåêòèâíûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ
TRPV5 è TRPV6 â êëåòêàõ ëèìôîáëàñòíîé ëåéêåìèè Jur-
kat è êàíàëîâ TRPV5 â íîðìàëüíûõ Ò-ëèìôîöèòàõ ÷åëî-
âåêà. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ýòè êàíàëû ôóíêöèîíàëüíî
àêòèâíû è ó÷àñòâóþò â êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè êëåòîê
êðîâè. Âîïðîñ î âçàèìîäåéñòâèè èõ ñ êàíàëàìè CRAC
îñòàåòñÿ çà ðàìêàìè íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå ðàáîò, â êî-
òîðûõ èîííûå êàíàëû ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê âîçìîæíûå
ó÷àñòíèêè ïðîöåññîâ, ñâÿçàííûõ êàê ñ ïðîëèôåðàöèåé,

òàê è ñ ïðîãðàììèðóåìîé ñìåðòüþ êëåòîê. Òàê, áûëî îá-
íàðóæåíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ïîòåíöèàëóïðàâëÿåìûõ Na+- è
K+-êàíàëîâ ìåíÿåòñÿ â ìåòàñòàçèðóþùèõ êëåòêàõ ïðîñòà-
òû (Foster et al., 1999). Â êëåòêàõ ëèíèé LNCaP è PC3 ïðå-
ïàðàò TH-1177 áëîêèðîâàë âõîä Ñà2+ è ïîäàâëÿë ïðîëèôå-
ðàöèþ (Haverstick et al., 2000). Ñòðîãàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó
ïîâûøåííîé ýêñïðåññèåé ìÐÍÊ êàíàëà TRPV6 è ñòàäèÿ-
ìè çëîêà÷åñòâåííîãî ïåðåðîæäåíèÿ êëåòîê áûëà ïîêàçàíà
íà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçå ÷åëîâåêà (Wissenbach et al.,
2001). Â ðÿäå ðàáîò (Schwarz et al., 2006; Lehen’kyi et al.,
2007) ïîêàçàíî, ÷òî âõîä Ñà2+ ÷åðåç êàíàëû TRPV6 ìîæåò
ìîäóëèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê è ìåíÿòü èõ ðåçèñòåíòíîñòü ê àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè.

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ìû íå ïîäòâåðäèëè ýêñïðåññèþ
ìÐÍÊ ãåíà trpv6 è áåëêà TRPV6 â íîðìàëüíûõ Ò-ëèìôî-
öèòàõ âñåõ èññëåäîâàííûõ äîíîðîâ. Åñëè èçáèðàòåëüíûé
õàðàêòåð ýêñïðåññèè áåëêîâ TRPV6 êàêèì-ëèáî îáðàçîì
ñâÿçàí ñ èçìåíåíèåì ïðîëèôåðàöèè, à âîçìîæíî, ñî çëî-
êà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèåé êëåòîê êðîâè, òî ïîëó÷åí-
íûå íàìè äàííûå î÷åíü ïåðñïåêòèâíû äëÿ ïîèñêà ïîòåí-
öèàëüíûõ ìèøåíåé ïðè ôàðìàêîëîãè÷åñêîé è ãåííîé òå-
ðàïèè. Îäíàêî äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòèõ ïðåäïîëîæåíèé
òðåáóþòñÿ äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ» è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 07-04-00679 è 08-04-00659).
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Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ áåëêîâ TRPV5 (à) è TRPV6 (á) â êëåòêàõ
Jurkat è T-ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà.

à — èììóíîáëîòèíã áåëêîâ êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ è ìåìáðàííûõ ôðàêöèé ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ TRPV5; á — êëåòî÷íûå ëèçàòû Jurkat
èììóíîïðåöèïèòèðîâàëè (IP) àíòèòåëàìè ïðîòèâ TRPV6 (+), â êîíò-
ðîëüíûõ ïðåöèïèòàöèÿõ àíòèòåëà íå èñïîëüçîâàëè (–); ïîëó÷åííûå
êîìïëåêñû ïðåöèïèòèðîâàëè ïðîòåèí-A/G àãàðîçîé; èììóíîáëîòèíã

(WB) ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ TRPV6.
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The recent cloning of the special calcium channels TRPV5 and TRPV6 (transient receptor potential vanillo-
id channels) provided the molecular base for the studying of new candidate of calcium influx in non-excitable
cells. Using RT-PCR technique we obtained endogenous expression of the mRNAs trpv5 and trpv6 in lympho-
blast leukemia Jurkat cells and in human blood primary T lymphocytes. Additionally, Western blot analysis sho-
wed TRPV5 proteins in both the whole lysate and in the crude membrane preparations from Jurkat cells and nor-
mal T lymphocytes. The using of the immunoprecipitation revealed TRPV6 proteins in Jurkat cells, whereas in
normal T lymphocytes TRPV6 was not detected. The expression pattern and the selective Ñà2+ permeation pro-
perties of TRPV5 and TRPV6 channels indicate an important role of these channels in the Ñà2+ homeostasis and
probably in malignant transformation of blood cells.
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