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Ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562

Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíîñòü ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ëåéêåìèè ÷å-
ëîâåêà K562 çàâèñèò îò ñîñòîÿíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì î ëà-
òåðàëüíîé ãåòåðîãåííîñòè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, áîãàòûå õîëåñòåðèíîì ëèïèäíûå ìèêðîäîìåíû (ðàôòû)
èìåþò âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ñâÿçè êîðòèêàëüíîãî àêòèíà è èíòåãðàëüíûõ ìåìáðàííûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñ-
ëå èîííûõ êàíàëîâ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562
èññëåäîâàëè ïðè ñíèæåíèè ñîäåðæàíèÿ ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà, ò. å. â óñëîâèÿõ äåñòðóêöèè ðàôòîâ.
Äëÿ ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèíîì (ÌáÖÄ),
îëèãîñàõàðèäîì, èçáèðàòåëüíî ñâÿçûâàþùèì ñòåðîëû. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïàò÷-êëàìï ðåãèñòðèðîâàëè
òîêè ÷åðåç íàòðèåâûå êàíàëû â ó÷àñòêå ìåìáðàíû íàòèâíîé êëåòêè è â èçîëèðîâàííîì ìåìáðàííîì
ôðàãìåíòå, îáðàùåííîì öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïîâåðõíîñòüþ â îìûâàþùèé ðàñòâîð. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ
ÌáÖÄ (2.5 èëè 5.0 ìÌ) íàáëþäàëè àêòèâàöèþ íàòðèåâûõ êàíàëîâ ïðè äåéñòâèè öèòîõàëàçèíà Á èëè Ä
êàê â öåëûõ êëåòêàõ, òàê è â ìåìáðàííûõ ôðàãìåíòàõ. Áèîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè íàòðèåâûõ êàíà-
ëîâ â êëåòêàõ K562 ñ ïîíèæåííûì ñîäåðæàíèåì õîëåñòåðèíà áûëè áëèçêè ê òàêîâûì â êîíòðîëå, ïðîâî-
äèìîñòü ñîñòàâëÿëà 12 ïÑì. Â îïûòàõ ñ ãëîáóëÿðíûì àêòèíîì ïîêàçàíî, ÷òî ñáîðêà ôèëàìåíòîâ íà öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíå ìåìáðàíû ïðèâîäèò ê èíàêòèâàöèè íàòðèåâûõ êàíàëîâ â ìîäèôèöèðîâàííûõ
êëåòêàõ. Ñóäÿ ïî èìåþùèìñÿ äàííûì, íàòðèåâûå êàíàëû â êëåòêàõ K562 íå àññîöèèðîâàíû ñ áîãàòûìè
õîëåñòåðèíîì ìåìáðàííûìè ìèêðîäîìåíàìè. Îáñóæäàþòñÿ âîçìîæíûå ìåõàíèçìû âçàèìîñâÿçè ìåìá-
ðàíû è öèòîñêåëåòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, íàòðèåâûå êàíàëû, öèòîñêåëåò, àêòèí, õîëåñòåðèí,
êëåòêè ëåéêåìèè ÷åëîâåêà, öèòîõàëàçèí, ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèí.

Ïîñòóïëåíèå êàòèîíîâ â öèòîïëàçìó èç âíåêëåòî÷íîé
ñðåäû èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè âîäíî-ñîëåâî-
ãî áàëàíñà, à òàêæå â çàïóñêå è îñóùåñòâëåíèè ïðîöåññîâ
âíóòðèêëåòî÷íîé ïåðåäà÷è ñèãíàëà. Åñòü îñíîâàíèÿ ïîëà-
ãàòü, ÷òî êðàòêîâðåìåííûå èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîé ïðîíè-
öàåìîñòè è ïàññèâíîãî òðàíñïîðòà íàòðèÿ, êàëüöèÿ è, âîç-
ìîæíî, ìàãíèÿ â ýëåêòðè÷åñêè íåâîçáóäèìûõ êëåòêàõ, òàê
æå êàê è â ýëåêòðîâîçáóäèìûõ, ñâÿçàíû â ïåðâóþ î÷åðåäü
ñ àêòèâàöèåé è èíàêòèâàöèåé èîííûõ êàíàëîâ ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû (Hille, 2001). Ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó â
êëåòêàõ ðàçëè÷íîé ñïåöèàëèçàöèè èäåíòèôèöèðîâàíî
ìíîæåñòâî òèïîâ ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ èîííûõ êàíà-
ëîâ. Ôèçèîëîãè÷åñêèå ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè èõ àêòèâíî-
ñòè ìàëî èçâåñòíû. Âûÿñíåíèå ïóòåé àêòèâàöèè êàíàëîâ â
ðàçëè÷íûõ òèïàõ ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåòîê ïðåäïîëà-
ãàåò âûÿâëåíèå âîçìîæíîãî ó÷àñòèÿ ìåìáðàííûõ ëèïè-
äîâ è ñòðóêòóð êîðòèêàëüíîãî öèòîñêåëåòà.

Ðàíåå â êëåòêàõ K562 íàìè îïèñàíû êàòèîííûå êàíà-
ëû, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ íàòðèåâîé ñåëåêòèâíîñòüþ è îò-
ñóòñòâèåì ïîòåíöèàëàêòèâèðóåìûõ âîðîòíûõ ñòðóêòóð
(Negulyaev et al., 1997; Âåäåðíèêîâà è äð., 1999). Ñóäÿ ïî
áèîôèçè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì, îáíàðóæåííûå êàíàëû
áëèçêè ê ýïèòåëèàëüíûì íàòðèåâûì êàíàëàì è ìîãóò ïðè-
íàäëåæàòü ê ñåìåéñòâó DEG/ENaC (Corey, Garcia-Anove-
ros, 1996). Ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíîñòü ïîòåíöèàëíåçàâèñè-

ìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562 çàâèñèò îò ñîñòîÿ-
íèÿ êîðòèêàëüíîãî àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Negulyaev et
al., 1996; Âåäåðíèêîâà è äð., 1997). Âåðîÿòíîñòü íàõîæäå-
íèÿ êàíàëîâ â îòêðûòîì ñîñòîÿíèè óâåëè÷èâàëàñü ïðè
ôðàãìåíòàöèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, àññîöèèðîâàííûõ
ñ ìåìáðàíîé. Äîêàçàíî, ÷òî ïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà íà öè-
òîïëàçìàòè÷åñêîé ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû îïðåäåëÿåò ïå-
ðåõîä êàíàëîâ â çàêðûòîå ñîñòîÿíèå (Negulyaev et al.,
2000). Îäíàêî ýòè äàííûå îñòàâëÿþò îòêðûòûì âîïðîñ î
òîì, êàêîâû ìåìáðàííûå ìåõàíèçìû, ñâÿçûâàþùèå óðî-
âåíü àêòèâíîñòè êàíàëîâ ñ äèíàìèêîé ïðèìåìáðàííîãî
àêòèíà.

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì î ëàòåðàëü-
íîé ãåòåðîãåííîñòè ëèïèäíîãî áèñëîÿ, âàæíîå çíà÷åíèå
äëÿ ñâÿçè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è êîðòèêàëüíîãî öè-
òîñêåëåòà èìåþò áîãàòûå õîëåñòåðèíîì ëèïèäíûå ìèêðî-
äîìåíû (ðàôòû) (Brown, London, 2000; Nebl et al., 2002).
Ðÿä äàííûõ ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî àññîöèàöèÿ ñ ðàô-
òàìè ìîæåò áûòü ðåøàþùèì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì
àêòèâíîñòü èíòåãðàëüíûõ ìåìáðàííûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñ-
ëå èîííûõ êàíàëîâ (ñì., íàïðèìåð: Levitan et al., 2000;
Shlyonsky et al., 2003). Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ ïî-
ñëåäíåãî äåñÿòèëåòèÿ äåìîíñòðèðóþò, ÷òî öåëîñòíîñòü
ëèïèäíûõ ðàôòîâ íåîáõîäèìà äëÿ ðàáîòû áîëüøèíñòâà
ìåìáðàííûõ ñèñòåì ïåðåäà÷è ñèãíàëà (Brown, 2006). Ñî-
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îáùàåòñÿ, ÷òî íàðóøåíèÿ ñòðóêòóðû è öåëîñòíîñòè ðàô-
òîâ, îáóñëîâëåííûå ñíèæåíèåì óðîâíÿ ìåìáðàííîãî õî-
ëåñòåðèíà, ïðåïÿòñòâóþò ðåàëèçàöèè âàæíåéøèõ êëåòî÷-
íûõ ôóíêöèé, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ â êà÷åñòâå êëþ÷åâîãî
çâåíà ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Edidin, 2003).
Ïîýòîìó ìû îáðàòèëèñü ê èçó÷åíèþ ðîëè ëèïèäíîãî
îêðóæåíèÿ â ôóíêöèîíèðîâàíèè íàòðèåâûõ êàíàëîâ è èõ
ñâÿçè ñ ñîñòîÿíèåì êîðòèêàëüíîãî öèòîñêåëåòà.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èññëåäîâà-
íèè ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåò-
êàõ ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 ïðè ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè
ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà, ò. å. ïðè íàðóøåíèè öåëîñòíî-
ñòè ëèïèäíûõ ìèêðîäîìåíîâ. Â ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ
ýêñïåðèìåíòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ âàðèàíòîâ
ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà (ïàò÷-êëàìï)
îöåíèâàëè õàðàêòåðèñòèêè êàíàëîâ, óðîâåíü èõ àêòèâíî-
ñòè è ÷àñòîòó âñòðå÷àåìîñòè â êëåòêàõ ñ ïîíèæåííûì
óðîâíåì õîëåñòåðèíà. Öåíòðàëüíûé âîïðîñ äàííîãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ — êàêèì îáðàçîì ðåàëèçóåòñÿ ôóíêöèîíàëü-
íàÿ ñâÿçü êàíàëîâ ñ ñîñòîÿíèåì ïðèìåìáðàííîãî àêòèíà â
óñëîâèÿõ ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà è ïðåäïîëàãàåìîé äåñò-
ðóêöèè ðàôòîâ. Â ÷àñòíîñòè, âûÿñíÿëè, èìååò ëè ìåñòî
àêòèâàöèÿ êàíàëîâ ïðè ðàçáîðêå ìèêðîôèëàìåíòîâ. Àäåê-
âàòíûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå ïîäõîäû, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ
èñïîëüçîâàíèå öèòîõàëàçèíîâ è ãëîáóëÿðíîãî àêòèíà â
ýêñïåðèìåíòàõ íà èíâåðòèðîâàííûõ ìåìáðàííûõ ôðàã-
ìåíòàõ, ðàçâèòû â íàøèõ ïðåäøåñòâóþùèõ ðàáîòàõ (Ne-
gulyaev et al., 2000; Shumilina et al., 2003).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562, ïî-
ëó÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ), êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå
RPMI-1640 ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé
ñûâîðîòêè è 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Çà 2—4 ñóò äî îïûòà
êëåòêè âûñåâàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà 4�4 ìì. Äëÿ ñíè-
æåíèÿ óðîâíÿ ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà êëåòêè èíêóáè-
ðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 2.5—5.0 ìÌ ìåòèë-áåòà-öèêëîäåê-
ñòðèíà (ÌáÖÄ) â ñðåäå RPMI-1640 áåç ñûâîðîòêè â òå÷å-
íèå 1 ÷ (37 °Ñ, 5 % ÑÎ2). Ïîñëå îòìûâêè ðåàãåíòà êëåòêè
îñòàâëÿëè â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå è èñïîëüçîâàëè â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ïàò÷-êëàìï â òå÷åíèå 3—4 ÷. Êîíòðîëüíûìè
ÿâëÿëèñü êëåòêè, ïåðåâåäåííûå íà ñðåäó, íå ñîäåðæàùóþ
ñûâîðîòêè è ÌáÖÄ.

Äëÿ ð å ã è ñ ò ð à ö è è è î í í û õ ò î ê î â ÷åðåç îäè-
íî÷íûå êàíàëû â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå èñïîëüçîâà-
ëè ìåòîä ïàò÷-êëàìï â äâóõ âàðèàíòàõ: 1) â êîíôèãóðà-
öèè, íàçûâàåìîé cell-attached (Hamill et al., 1981), ò. å. ïðè
îòâåäåíèè òîêîâ îò ó÷àñòêà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
íàòèâíîé êëåòêè; 2) â êîíôèãóðàöèè inside-out, ò. å. îò
èçîëèðîâàííîãî ìåìáðàííîãî ôðàãìåíòà. Òîêè èçìåðÿëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì âûñîêîîìíîãî îïåðàöèîííîãî óñèëèòå-
ëÿ (HEKA EPC 8) â îñíîâíîì, êàê îïèñàíî ðàíåå (Negu-
lyaev et al., 1996, 2000). Ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë Å îïðåäå-
ëÿëè êàê ïîòåíöèàë ðàñòâîðà ñ âíóòðåííåé ñòîðîíû ìåìá-
ðàíû îòíîñèòåëüíî íàðóæíîãî ðàñòâîðà. Çàïèñè òîêîâ
ââîäèëè ÷åðåç 12-ðàçðÿäíûé ÀÖÏ â êîìïüþòåð äëÿ ïî-
ñëåäóþùåé îáðàáîòêè ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ïàêåòîâ
ïðîãðàìì. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè óðîâíÿ àêòèâíî-
ñòè êàíàëîâ â ìåìáðàííîì ôðàãìåíòå èñïîëüçîâàëè çíà-
÷åíèå âåðîÿòíîñòè èõ îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ Ðî = I/Ni, ãäå
N — ÷èñëî ðàáîòàþùèõ êàíàëîâ â ïàò÷å, I — ñðåäíèé òîê
äëÿ çàäàííîãî âðåìåíí*îãî èíòåðâàëà (ðàññ÷èòûâàëè èç

àìïëèòóäíûõ ãèñòîãðàìì), i — ñðåäíèé òîê ÷åðåç îòêðû-
òûé êàíàë.

Ð à ñ ò â î ð û. Îñíîâíîé íàðóæíûé ðàñòâîð â ðåãèñòðè-
ðóþùåé ïèïåòêå è ýêñïåðèìåíòàëüíîé êàìåðå ñîäåðæàë
(â ìÌ): 145 NaCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2 è 10 HEPES/Tris-OH.
Ïîñëå îáðàçîâàíèÿ ãèãàîìíîãî êîíòàêòà äëÿ ðåãèñòðàöèè
òîêîâ îò ìåìáðàíû íåïîâðåæäåííîé êëåòêè (âàðèàíò
cell-attached) èñïîëüçîâàëè «êàëèåâûé» âíåêëåòî÷íûé
ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé (â ìÌ): 140 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2 è
10 HEPES/Tris-OH; ïðè ýòèõ óñëîâèÿõ ïîòåíöèàë ïîêîÿ
áëèçîê ê íóëþ. Â ýêñïåðèìåíòàõ inside-out â êàìåðó ïîäà-
âàëè ðàñòâîð, èìèòèðóþùèé âíóòðèêëåòî÷íûé, ñîäåðæà-
ùèé (ìÌ): 140 KAspartate, 5 NaCl, 2 EGTA, 1 MgCl2, 20
HEPES/TrisOH è ñîîòâåòñòâóþùåå êîëè÷åñòâî CaCl2

(0.176 ìÌ) äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ñâîáîäíîé êîíöåíòðàöèè
èîíîâ êàëüöèÿ íà óðîâíå 0.01 ìêÌ (pCa 8). pH âñåõ ðàñ-
òâîðîâ ïîääåðæèâàëè íà óðîâíå 7.3.

Öèòîõàëàçèí Ä èëè Á (Sigma, ÑØÀ) ðàñòâîðÿëè â
DMSO è äîáàâëÿëè ê âíóòðèêëåòî÷íîìó ðàñòâîðó äî êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë. Î÷èùåííûé G-àêòèí,
âûäåëåííûé èç ñêåëåòíûõ ìûøö êðîëèêà (Spudich, Watt,
1971), õðàíèëè â ðàñòâîðå íèçêîé èîííîé ñèëû (2 ìÌ
Tris-HCl, 0.1 ìÌ CaCl2, 0.2 ìÌ ATP è 0.02 % NaN3,
pH 7.5) è èñïîëüçîâàëè â òå÷åíèå 4 ñóò. Àëèêâîòó ýòîãî
ðàñòâîðà äîáàâëÿëè â êàìåðó ñ îñíîâíûì âíóòðèêëåòî÷-
íûì ðàñòâîðîì ôèçèîëîãè÷åñêîé èîííîé ñèëû äî êîíå÷-
íîé êîíöåíòðàöèè 300 ìêã/ìë.

Ðåçóëüòàòû

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è í à ò ð è å â û õ ê à í à ë î â â
ê ë å ò ê à õ K 5 6 2 ï î ñ ë å è í ê ó á à ö è è ñ Ì á Ö Ä. Â
êîíòðîëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ íà êëåòêàõ K562 ìû íàáëþ-
äàëè òèïè÷íóþ àêòèâíîñòü ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàòðè-
åâûõ êàíàëîâ, õàðàêòåðèñòèêè êîòîðûõ ñîîòâåòñòâîâàëè
ïîëó÷åííûì ðàíåå (Âåäåðíèêîâà è äð., 1997). Íàòðèåâûå
òîêè çàðåãèñòðèðîâàíû â 14 % îïûòîâ (n = 142) íà íàòèâ-
íûõ êëåòêàõ (cell-attached) è â 15 % îïûòîâ (n = 97) íà
ìåìáðàííûõ ôðàãìåíòàõ (inside-out); ñðåäíèå çíà÷åíèÿ
ïðîâîäèìîñòè ñîñòàâëÿëè 12.1 ± 0.7 è 10.8 ± 0.8 ïÑì ñîîò-
âåòñòâåííî. Ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê â ñðåäå áåç ñûâîðîò-
êè, ñîäåðæàùåé 2.5 èëè 5.0 ìÌ ÌáÖÄ, â ýêñïåðèìåíòàõ
cell-attached è inside-out òàêæå áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû
òîêè âõîäÿùåãî íàïðàâëåíèÿ, îòðàæàþùèå ôóíêöèîíèðî-
âàíèå íàòðèéïðîâîäÿùèõ êàíàëîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíå. Îòêðûâàíèå êàíàëîâ íàáëþäàëè ïðè ðàçëè÷íûõ
çíà÷åíèÿõ ïîääåðæèâàåìîãî ïîòåíöèàëà â äèàïàçîíå îò
–60 äî +20 ìÂ. Àêòèâíîñòü íàòðèåâûõ êàíàëîâ áûëà îáíà-
ðóæåíà â 13 % ýêñïåðèìåíòîâ cell-attached (n = 133) è â
16 % inside-out (n = 101) íà êëåòêàõ ñ ïîíèæåííûì óðîâ-
íåì ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà. Ðåçóëüòàòû òèïè÷íîãî ýê-
ñïåðèìåíòà, ïîêàçàííûå íà ðèñ. 1, äåìîíñòðèðóþò ïðè-
ìåð äîñòàòî÷íî âûñîêîé ôîíîâîé àêòèâíîñòè ïîòåíöèàë-
íåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562. Ñðåäíåå
çíà÷åíèå âåðîÿòíîñòè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ êàíàëîâ (Po),
îïðåäåëåííîå äëÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà –30 ìÂ, ñî-
ñòàâëÿëî 0.42 ± 0.07 äëÿ êëåòîê, ìîäèôèöèðîâàííûõ ïî
ëèïèäíîìó ñîñòàâó, è 0.39 ± 0.02 â êîíòðîëå. Êàê ñëåäóåò
èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ, ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè è óðîâåíü
ôîíîâîé àêòèâíîñòè êàíàëîâ, îöåíåííûé êàê âåðîÿòíîñòü
îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ, â êëåòêàõ ñ ïîíèæåííûì ñîäåð-
æàíèåì õîëåñòåðèíà áûëè áëèçêè ê òàêîâûì â êîíòðîëå.
Âîëüò-àìïåðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà, ïîñòðîåííàÿ ïî àìïëè-
òóäàì ýëåìåíòàðíûõ òîêîâ, ìîæåò áûòü îïèñàíà ëè-
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íåéíîé ðåãðåññèåé ïåðâîãî ïîðÿäêà. Â îïûòàõ íà ìîäè-
ôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ñðåäíåå çíà÷åíèå ïðîâîäèìîñòè
îäèíî÷íîãî êàíàëà ñîñòàâëÿëî 12.1 ± 0.6 (cell-attached) è
11.1 ± 0.7 (inside-out) ïÑì. Çíà÷åíèÿ ïîòåíöèàëà ðåâåð-
ñèè, ïîëó÷åííûå ïóòåì ýêñòðàïîëÿöèè, âàðüèðîâàëè â
äèàïàçîíå 10—20 ìÂ. Ñóäÿ ïî ïîëó÷åííûì äàííûì, ÷àñ-
òè÷íàÿ ýêñòðàêöèÿ õîëåñòåðèíà íå ïðèâîäèëà ê ñóùåñò-
âåííûì èçìåíåíèÿì áèîôèçè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê è
óðîâíÿ ôîíîâîé àêòèâíîñòè ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàò-
ðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562.

À ê ò è â í î ñ ò ü í à ò ð è å â û õ ê à í à ë î â â ç à â è ñ è-
ì î ñ ò è î ò ñ î ñ ò î ÿ í è ÿ à ê ò è í î â û õ ô è ë à ì å í ò î â.
Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî çíà÷èòåëüíûé ðîñò àêòèâíîñòè íàòðè-
åâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562 íàáëþäàåòñÿ â óñëîâèÿõ,
ñïîñîáñòâóþùèõ ðàçáîðêå êîðòèêàëüíîãî àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà (Negulyaev et al., 1996, 2000). Äëÿ èçó÷åíèÿ
ðîëè öèòîñêåëåòà â ðåãóëÿöèè êàíàëîâ â êëåòêàõ ñ ïîíè-
æåííûì ñîäåðæàíèåì õîëåñòåðèíà ìû èñïîëüçîâàëè öè-
òîõàëàçèí Á èëè öèòîõàëàçèí Ä, èçâåñòíûå äåñòðóêòîðû
àêòèíîâîé ñåòè. Â ïåðâîé ñåðèè îïûòîâ ýôôåêòû öèòîõà-
ëàçèíà òåñòèðîâàëè â ýêñïåðèìåíòàõ íà èçîëèðîâàííûõ
ôðàãìåíòàõ ìåìáðàí (inside-out).

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî íà íà÷àëüíîì ýòàïå ðàáîòû áûëî
îáíàðóæåíî, ÷òî àêòèâàöèÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â îòâåò íà
ðàçáîðêó F-àêòèíà îòñóòñòâîâàëà ïðè íàõîæäåíèè êëåòîê
â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè â òå÷åíèå 12—24 ÷. Ïîýòîìó äåéñò-

âèå öèòîõàëàçèíà èññëåäîâàëè â ýêñïåðèìåíòàõ íà êîíò-
ðîëüíûõ è ìîäèôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ â òå÷åíèå 3—4 ÷,
èçáåãàÿ áîëåå äëèòåëüíîãî íàõîæäåíèÿ êëåòîê â áåññûâî-
ðîòî÷íîé ñðåäå. Ìû ìîæåì òîëüêî ïðåäïîëàãàòü, ÷åì
îáóñëîâëåíû íàáëþäàåìûå ïîñëåäñòâèÿ ñíÿòèÿ ñ ñûâî-
ðîòêè. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò, áåçóñëîâíî, èíòåðåñåí è,
âîçìîæíî, îòðàæàåò ñâÿçü ôóíêöèé íàòðèåâûõ êàíàëîâ ñ
ðåãóëÿöèåé ïðîëèôåðàöèè è ñ ôàçàìè êëåòî÷íîãî öèêëà.
Îäíàêî ýòîò êðóã âîïðîñîâ òðåáóåò ñïåöèàëüíîãî âíèìà-
íèÿ è âûõîäèò çà ðàìêè äàííîãî èññëåäîâàíèÿ.

Â áîëüøèíñòâå ýêñïåðèìåíòîâ ôîíîâàÿ àêòèâíîñòü
êàíàëîâ áûëà íèçêîé, âåðîÿòíîñòü îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ
ïðèáëèæàëàñü ê íóëåâîìó çíà÷åíèþ. Êàê ïîäòâåðäèëè
êîíòðîëüíûå îïûòû, äîáàâëåíèå êàê öèòîõàëàçèíà Á, òàê
è öèòîõàëàçèíà Ä ê ðàñòâîðó, êîíòàêòèðóþùåìó ñ âíóò-
ðèêëåòî÷íîé ñòîðîíîé ìåìáðàííîãî ôðàãìåíòà (â äàëü-
íåéøåì áóäåì íàçûâàòü åãî âíóòðèêëåòî÷íûì ðàñòâî-
ðîì), âûçûâàëî àêòèâàöèþ íàòðèåâûõ êàíàëîâ (ðèñ. 2,
à—â). Âî âñåõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ íå áûëî ðàçëè÷èé â
äåéñòâèè öèòîõàëàçèíà Á èëè öèòîõàëàçèíà Ä, ïîýòîìó â
äàëüíåéøåì ìû íå âñåãäà áóäåì óêàçûâàòü, êàêîé èìåííî
èç äâóõ àãåíòîâ èñïîëüçîâàëè. Â íîðìå òèïè÷íóþ àêòèâà-
öèþ êàíàëîâ íàáëþäàëè â 18 % ýêñïåðèìåíòîâ (n = 39).
Ñðåäíåå çíà÷åíèå ïðîâîäèìîñòè ñîñòàâëÿëî 11.9 ±
� 0.7 ïÑì, ïîòåíöèàëà ðåâåðñèè — 15.1 ± 1.7 ìÂ. Â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ íà êëåòêàõ K562 ïîñëå èíêóáàöèè èõ ñ ÌáÖÄ

678 À. Â. Ñóäàðèêîâà, Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí è äð.

Ðèñ. 1. Àêòèâíîñòü íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562 ïîñëå ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèíîì
(ÌáÖÄ, 2.5 ìÌ).

à — çàïèñè òîêîâ âî ôðàãìåíòå ìåìáðàíû (inside-out) ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà (óêàçàíû ñïðàâà); á — àìïëèòóäíàÿ ãèñòî-
ãðàììà, ïîëó÷åííàÿ äëÿ ïîòåíöèàëà –30 ìÂ; ðàññòîÿíèå ìåæäó ïèêàìè ñîîòâåòñòâóåò àìïëèòóäå îäèíî÷íîãî îòêðûâàíèÿ (0.5 ïÀ); â — âîëüò-àìïåð-

íàÿ õàðàêòåðèñòèêà íàòðèåâûõ êàíàëîâ (ïðîâîäèìîñòü 11.6 ïÑì).



(2.5 èëè 5.0 ìÌ) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðèëîæåíèå öèòîõà-
ëàçèíà ê öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíå ìåìáðàíû òàêæå
ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè íàòðèåâûõ êàíàëîâ. Íà ðèñ. 2, ã—å
ïðåäñòàâëåíû òèïè÷íûå çàïèñè íàòðèåâûõ òîêîâ â èçîëè-
ðîâàííîì ôðàãìåíòå ìåìáðàíû äî è ïîñëå ïîäà÷è öèòî-
õàëàçèíà Á (10 ìêã/ìë). Âîçðàñòàíèå àêòèâíîñòè ïðîèñõî-
äèëî â ñðåäíåì ÷åðåç 2—3 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ öèòîõà-
ëàçèíà âî âíóòðèêëåòî÷íûé ðàñòâîð. Èíàêòèâàöèè òîêîâ
íå íàáëþäàëè â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè ðåãèñòðàöèè. Ïî-
äîáíûé ýôôåêò àêòèâàöèè íàòðèåâûõ êàíàëîâ íàáëþäàëè
â 7 îïûòàõ èç 53 (13 %). Ñðåäíåå çíà÷åíèå ïðîâîäèìîñòè
îäèíî÷íîãî êàíàëà ñîñòàâëÿëî 11.6 ± 0.1 ïÑì. Êàê âèäíî
èç àíàëèçà çàïèñåé òîêîâ è âîëüò-àìïåðíûõ õàðàêòåðè-
ñòèê (ðèñ. 2), ïðîâîäÿùèå ñâîéñòâà êàíàëîâ áëèçêè ê îïè-
ñàííûì ðàíåå äëÿ íàòðèé-ñåëåêòèâíûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ
K562 (Âåäåðíèêîâà è äð., 1997; Negulyaev et al., 2000). Òà-
êèì îáðàçîì, êàê ïîêàçàëè îïûòû íà èíâåðòèðîâàííûõ
ìåìáðàííûõ ôðàãìåíòàõ, ýôôåêò àêòèâàöèè íàòðèåâûõ
êàíàëîâ ïðè äåéñòâèè öèòîõàëàçèíà ñîõðàíÿëñÿ ïîñëå
ñíèæåíèÿ ñîäåðæàíèÿ õîëåñòåðèíà.

Âîçíèêàåò âîïðîñ, èìååò ëè ìåñòî àêòèâèðóþùåå äåé-
ñòâèå öèòîõàëàçèíà íà öåëûå êëåòêè ïîñëå ýêñòðàêöèè õî-
ëåñòåðèíà, à íå íà ìåìáðàííûå ôðàãìåíòû? Äëÿ ïðîâåðêè
ýòîãî â ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ðåãèñòðèðîâàëè òîêè â ó÷à-
ñòêå ìåìáðàíû íåïîâðåæäåííûõ êëåòîê (cell-attached) â
êîíòðîëå, ïîñëå èíêóáàöèè ñ ÌáÖÄ (5 ìÌ, 1 ÷) è ïîñëå-
äóþùåé èíêóáàöèè ñ öèòîõàëàçèíîì (10 ìêã/ìë, 10 ìèí).
Ïðè àíàëèçå äîñòàòî÷íî áîëüøîãî îáúåìà äàííûõ ìû íå
îáíàðóæèëè êàêîãî-ëèáî ïîâûøåíèÿ àêòèâíîñòè íàòðèå-
âûõ êàíàëîâ ïîñëå äåéñòâèÿ öèòîõàëàçèíà íà êëåòêè ñ ïî-
íèæåííûì ñîäåðæàíèåì õîëåñòåðèíà. Îäíàêî íàäî îòìå-
òèòü, ÷òî â ýòèõ ñåðèÿõ îïûòîâ àêòèâíîñòü êàíàëîâ áûëà
êðàéíå íèçêîé, êàê â êîíòðîëå, òàê è â ýêñïåðèìåíòå. Òà-
êèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå íå ïîçâîëÿþò îäíîçíà÷-
íî îòâåòèòü íà âîïðîñ î òîì, âëèÿåò ëè ðàçáîðêà àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà íà õàðàêòåðèñòèêè êàíàëîâ â íàòèâíûõ
êëåòêàõ ïîñëå ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà. Ïîýòîìó äàëåå ìû
ïðîâåðèëè äåéñòâèå äåñòðóêòîðîâ F-àêòèíà â äðóãîì âà-
ðèàíòå îïûòà: êëåòêè íå èíêóáèðîâàëè ïðåäâàðèòåëüíî ñ
öèòîõàëàçèíîì, à ïîäàâàëè åãî â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ êà-
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Ðèñ. 2. Àêòèâàöèÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ ïðè äåéñòâèè öèòîõàëàçèíà Á (ÖÁ, 10 ìêã/ìë) â êîíòðîëüíîì ýêñïåðèìåíòå (à—â) è ïîñëå
îáðàáîòêè êëåòîê ÌáÖÄ (ã—å).

à, ã — çàïèñü òîêà (inside-out) ïðè ïîòåíöèàëå –20 ìÂ äî ïîäà÷è ÖÁ äåìîíñòðèðóåò îòñóòñòâèå àêòèâíîñòè êàíàëîâ; á, ä — ðåãèñòðàöèÿ òîêîâ ÷åðåç
íàòðèåâûå êàíàëû ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÖÁ â ðàñòâîð ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíû ìåìáðàíû; ñïðàâà óêàçàíû çíà÷åíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà; â,

å — âîëüò-àìïåðíûå õàðàêòåðèñòèêè êàíàëîâ, àêòèâèðóåìûõ ÖÁ.



ìåðó ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ ãèãàîìíîãî êîíòàêòà. Ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì âàðèàíòà cell-attached ðåãèñòðèðîâàëè òîêè
÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû â ó÷àñòêå ìåìáðàíû íàòèâíîé
êëåòêè. Ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ñ ÌáÖÄ (5 ìÌ, 1 ÷) â îò-
âåò íà ïîäà÷ó öèòîõàëàçèíà (20 ìêã/ìë) âî âíåêëåòî÷íûé
ðàñòâîð íàáëþäàëè ÷åòêóþ àêòèâàöèþ íàòðèåâûõ êàíàëîâ
(ðèñ. 3). Ðàçâèòèå ýôôåêòà áûëî íåñêîëüêî çàìåäëåíî

ïî ñðàâíåíèþ ñ òèïè÷íîé êèíåòèêîé äëÿ íîðìàëüíûõ
êëåòîê.

Ñóììèðóÿ ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà öåëûõ êëåòêàõ
è ìåìáðàííûõ ôðàãìåíòàõ, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðè ïî-
íèæåííîì ñîäåðæàíèè õîëåñòåðèíà â êëåòêàõ K562 ñî-
õðàíÿåòñÿ îñíîâíîé ìåõàíèçì àêòèâàöèè íàòðèåâûõ êàíà-
ëîâ ïîñëå ðàçáîðêè êîðòèêàëüíîãî àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-

680 À. Â. Ñóäàðèêîâà, Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí è äð.

Ðèñ. 3. Ðàçâèòèå âî âðåìåíè àêòèâàöèè êàíàëîâ â îòâåò íà ðàçáîðêó àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.

Ðåãèñòðàöèÿ òîêà â ó÷àñòêå ìåìáðàíû (cell-attached) ïðè ïîòåíöèàëå –20 ìÂ ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê 5 ìÌ ÌáÖÄ; ñòðåëêîé ïîêàçàí ìîìåíò ïîäà÷è
20 ìêã/ìë öèòîõàëàçèíà Ä (ÖÄ). Â íèæíåé ÷àñòè ðèñóíêà ïîêàçàíû çàïèñè òîêîâ â ðàçâåðíóòîé âðåìåíí *îé øêàëå.

Ðèñ. 4. Èíàêòèâàöèÿ íàòðèåâûõ òîêîâ, èíäóöèðîâàííàÿ ÖÄ ïðè äîáàâëåíèè G-àêòèíà. Ýêñïåðèìåíò inside-out íà êëåòêàõ ñ ïîíè-
æåííûì ñîäåðæàíèåì õîëåñòåðèíà.

Ðåãèñòðàöèÿ òîêîâ: à — â êîíòðîëå (Ê); á — ïîñëå ïîäà÷è ÖÄ; â — ïîñëå äîáàâëåíèÿ G-àêòèíà (300 ìêã/ìë) â ðàñòâîð ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíû
ìåìáðàííîãî ôðàãìåíòà; ïîääåðæèâàåìûé ïîòåíöèàë –30 ìÂ; ã — ñîîòâåòñòâóþùèå çíà÷åíèÿ âåðîÿòíîñòè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ êàíàëîâ (Po).

Ðèñ. 5. Ïîäàâëåíèå ñïîíòàííîé àêòèâíîñòè íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ, ìîäèôèöèðîâàííûõ ÌáÖÄ ïðè ïîäà÷å G-àêòèíà.

Çàïèñè òîêîâ â ýêñïåðèìåíòå inside-out ïðè ïîòåíöèàëå –30 ìÂ: à — â êîíòðîëå (Ê); á — ïîñëå äîáàâëåíèÿ G-àêòèíà (300 ìêã/ìë) â ðàñòâîðå ñ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíû ìåìáðàííîãî ôðàãìåíòà; â — çíà÷åíèÿ âåðîÿòíîñòè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ êàíàëîâ (Po).



òà. Äëÿ ïîíèìàíèÿ ïðèðîäû àêòèâèðóþùåãî äåéñòâèÿ
äåñòðóêòîðîâ àêòèíà ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ àíàëèç ðàçâè-
òèÿ ýôôåêòà íà óðîâíå îäèíî÷íûõ îòêðûâàíèé êàíàëîâ.
Êàê âèäíî íà ðèñ. 3, â ïðîöåññå àêòèâàöèè ïåðâîíà÷àëüíî
íàáëþäàþòñÿ òîêè, ñîîòâåòñòâóþùèå êàíàëàì ìåíüøåé
ïðîâîäèìîñòè, à ÷åðåç 4—6 ìèí óæå ðåãèñòðèðóåòñÿ àê-
òèâíîñòü êàíàëîâ ñî ñòàáèëüíûì óðîâíåì ïðîâîäèìîñòè
12 ïÑì. Ðåãèñòðàöèÿ â ðåàëüíîì ìàñøòàáå âðåìåíè ïî-
çâîëÿåò èñêëþ÷èòü ïðåäïîëîæåíèå î ðàçíûõ òèïàõ êà-
íàëîâ.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñáîðêà ôèëàìåíòîâ íà öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíå ìåìáðàíû ïðèâîäèò ê áûñòðîé
(â òå÷åíèå 2—3 ìèí) èíàêòèâàöèè íàòðèåâûõ êàíàëîâ â
êëåòêàõ K562 (Negulyaev et al., 2000; Shumilina et al.,
2003). Ìû ïðîâåðèëè âëèÿíèå ãëîáóëÿðíîãî (G) àêòèíà íà
àêòèâíîñòü íàòðèåâûõ êàíàëîâ, âûçâàííóþ äåéñòâèåì öè-
òîõàëàçèíà â êëåòêàõ ñ ïîíèæåííûì ñîäåðæàíèåì õîëå-
ñòåðèíà. Ïðè äîáàâëåíèè â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ êàìåðó
G-àêòèíà, êîòîðûé, êàê èçâåñòíî, ïîëèìåðèçóåòñÿ ïðè ïî-
âûøåíèè èîííîé ñèëû ðàñòâîðà, íàáëþäàëè ñíèæåíèå àê-
òèâíîñòè êàíàëîâ è ñîîòâåòñòâåííî âåðîÿòíîñòè îòêðûòî-
ãî ñîñòîÿíèÿ (Po) äî íóëåâîãî çíà÷åíèÿ (ðèñ. 4). Ïðîöåññ
èíàêòèâàöèè, ïî-âèäèìîìó îáóñëîâëåííûé ñáîðêîé ôè-
ëàìåíòîâ íà öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíå ìåìáðàíû, ðàç-
âèâàëñÿ â òå÷åíèå 5—6 ìèí. Ðèñ. 5 äåìîíñòðèðóåò, ÷òî
G-àêòèí èíãèáèðîâàë íå òîëüêî èíäóöèðîâàííóþ öèòîõà-
ëàçèíîì, íî òàêæå è ñïîíòàííóþ àêòèâíîñòü íàòðèåâûõ
êàíàëîâ â êëåòêàõ K562. Òàêèì îáðàçîì, â ìîäèôèöèðî-
âàííûõ ïî ëèïèäíîìó ñîñòàâó êëåòêàõ ìû íàáëþäàëè ïî-
äàâëåíèå àêòèâíîñòè íàòðèåâûõ êàíàëîâ ïðè ïîëèìåðèçà-
öèè àêòèíà. Âîçìîæíî, èìåëè ìåñòî íåáîëüøèå ðàçëè÷èÿ
â êèíåòèêå èíàêòèâàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Äëÿ
êîððåêòíîãî ñðàâíåíèÿ ñêîðîñòè èíàêòèâàöèè íåîáõîäè-
ìû ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ñ ïàðàëëåëüíûì òåñòèðîâàíèåì
îäíîãî ïðåïàðàòà àêòèíà.

Îáñóæäåíèå

Íàøè ýêñïåðèìåíòû áûëè íàïðàâëåíû íà âûÿâëåíèå
âîçìîæíîé ðîëè ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ è ñòðóêòóðû áèñ-
ëîÿ â ðåãóëÿöèè ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíà-
ëîâ â êëåòêàõ ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562. Ôóíêöèîíèðîâà-
íèå êàíàëîâ àíàëèçèðîâàëè ïîñëå ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè
õîëåñòåðèíà ñ èñïîëüçîâàíèåì öèêëè÷åñêîãî îëèãîñàõà-
ðèäà ÌáÖÄ, èçáèðàòåëüíî ñâÿçûâàþùåãî ñòåðîëû â ñòå-
õèîìåòðè÷åñêîì ñîîòíîøåíèè 2 : 1 (Christian et al., 1997;
Zidovetzki, Levitan, 2007). Çà ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå ïðè-
ìåíåíèå öèêëîäåêñòðèíîâ ñòàëî óæå äîñòàòî÷íî ðóòèí-
íûì ýêñïåðèìåíòàëüíûì ïîäõîäîì. Ýôôåêòèâíîñòü ýêñò-
ðàêöèè õîëåñòåðèíà ñ ïîìîùüþ ÌáÖÄ áûëà ïîäòâåðæäå-
íà äëÿ êëåòîê ðàçëè÷íûõ òèïîâ (Zidovetzki, Levitan, 2007).
Ìåòîäèêà àïðîáèðîâàíà è äëÿ êëåòîê K562 (Mannechez
et al., 2005; Morachevskaya et al., 2007). Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî òàêàÿ îáðàáîòêà ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ öåëîñòíîñòè
áîãàòûõ õîëåñòåðèíîì ìåìáðàííûõ ìèêðîäîìåíîâ (ðàô-
òîâ) (Zidovetzki, Levitan, 2007). Íàäî îòìåòèòü, ÷òî êîí-
öåïöèÿ ëèïèäíûõ ðàôòîâ áàçèðóåòñÿ íà áèîõèìè÷åñêèõ
äàííûõ ïî ýêñòðàêöèè ìåìáðàííûõ áåëêîâ è ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ ìîäåëüíûõ ìåìáðàí (Brown,
London, 2000; Xu, London, 2000; Brown, 2006). Îäíàêî íå-
êîòîðûå àâòîðû âûñêàçûâàþò ñîìíåíèÿ îòíîñèòåëüíî ñó-
ùåñòâîâàíèÿ è äèíàìèêè ðàôòîâ â íàòèâíûõ êëåòêàõ
(Munro, 2003). Âèçóàëèçàöèÿ ðàôòîâ â êëåòî÷íûõ ìåìáðà-
íàõ îñòàåòñÿ ïðîáëåìàòè÷íîé, íåñìîòðÿ íà èíòåíñèâíûé

ïîèñê ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïîäõîäîâ (Edidin, 2003; Gaus et
al., 2003; Henderson et al., 2005). Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ íàèáîëåå ðåçóëüòàòèâíûì îñòàåòñÿ ôóíêöèî-
íàëüíûé ïîäõîä, èñïîëüçîâàííûé è â íàøèõ ýëåêòðîôè-
çèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ, — èçó÷åíèå ðàáîòû êëå-
òî÷íûõ ñèñòåì â óñëîâèÿõ ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà è
ïðåäïîëàãàåìîé äåñòðóêöèè ðàôòîâ.

Â äàííîé ðàáîòå ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ îñíîâíûõ âà-
ðèàíòîâ ìåòîäà ïàò÷-êëàìï ðåãèñòðèðîâàëè ýëåêòðè÷å-
ñêóþ àêòèâíîñòü â ó÷àñòêå ìåìáðàíû íàòèâíîé êëåòêè è â
èçîëèðîâàííîì ìåìáðàííîì ôðàãìåíòå. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ
óíèòàðíûå òîêè èçìåðÿëè â ïðèñóòñòâèè íàòðèÿ êàê
îñíîâíîãî ïðîíèêàþùåãî êàòèîíà â ðàñòâîðå ñ âíåêëå-
òî÷íîé ñòîðîíû ìåìáðàíû. Â ïàðàëëåëüíûõ ñåðèÿõ îïû-
òîâ ïðîâåäåíî ñîïîñòàâëåíèå ñâîéñòâ êàíàëîâ â êëåòêàõ
K562 â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ, ïîñëå èíêóáàöèè ñ àêöåï-
òîðîì ñòåðîëîâ ÌáÖÄ èëè äåñòðóêòîðîì F-àêòèíà öèòî-
õàëàçèíîì Á èëè Ä. Ïðè ýòîì áèîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðè-
ñòèêè íàòðèåâûõ êàíàëîâ, óðîâåíü èõ àêòèâíîñòè è ÷àñòî-
òà âñòðå÷àåìîñòè â êëåòêàõ ñ ïîíèæåííûì óðîâíåì
õîëåñòåðèíà áûëè îöåíåíû âïåðâûå. Ðåçóëüòàòû ïîêàçû-
âàþò, ÷òî ñíèæåíèå óðîâíÿ ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà íå
îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà õàðàêòåðèñòèêè íàò-
ðèåâûõ êàíàëîâ êàê â ñëó÷àå ñïîíòàííîé àêòèâíîñòè, òàê
è ïîñëå àêòèâàöèè, âûçâàííîé ðàçáîðêîé êîðòèêàëüíîãî
öèòîñêåëåòà. Ïðîâîäèìîñòü êàíàëîâ âî âñåõ ñåðèÿõ îïû-
òîâ ñîñòàâëÿëà îêîëî 11—12 ïÑì, ÷òî ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
õàðàêòåðèñòè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ èññëåäóåìûõ êàíàëîâ (Âå-
äåðíèêîâà è äð., 1997; Negulyaev et al., 2000). Ïîòåíöèàë-
íåçàâèñèìûå íàòðèåâûå êàíàëû â êëåòêàõ K562, À431,
U937 è ìàêðîôàãàõ áëèçêè ïî áèîôèçè÷åñêèì õàðàêòåðè-
ñòèêàì ê ýïèòåëèàëüíûì íàòðèåâûì êàíàëàì ñåìåéñòâà
ENaC (Âåäåðíèêîâà è äð., 1999; Kleyman et al., 1999). Ïî-
ÿâèëîñü íåñêîëüêî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ èññëåäîâàíèþ
ôóíêöèîíàëüíûõ è ñòðóêòóðíûõ ñâÿçåé ýïèòåëèàëüíûõ
íàòðèåâûõ êàíàëîâ (ENaC) ñ ëèïèäíûìè äîìåíàìè (Han-
well et al., 2002; Hill et al., 2002; Shlyonsky et al., 2003). Èõ
îñíîâíûå âîïðîñû — âëèÿíèå ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà è
âîçìîæíàÿ àññîöèàöèÿ ñóáúåäèíèö ENaC ñ ëèïèäíûìè
ðàôòàìè. Ïîëó÷åííûå àâòîðàìè ðåçóëüòàòû âåñüìà ïðî-
òèâîðå÷èâû; âîçìîæíî, ýòî îáóñëîâëåíî îñîáåííîñòÿìè
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëåé, ñïåöèôèêîé ðàáîòû ñ êàíà-
ëàìè ENaC, ýêñïðåññèðîâàííûìè ïðè èíúåêöèè ìÐÍÊ â
îîöèòû èëè ïðè òðàíñôåêöèè. Â ðàáîòå íà êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòêàõ À6 ñîîáùàåòñÿ î ñíèæåíèè âåðîÿòíîñòè îò-
êðûòîãî ñîñòîÿíèÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ àïèêàëüíîé ìåìá-
ðàíû ïîñëå îáðàáîòêè ÌáÖÄ (Balut et al., 2006). Ñóäÿ ïî
íàøèì äàííûì, ýíäîãåííûå íàòðèåâûå êàíàëû â êëåòêàõ
K562 íå àññîöèèðîâàíû ñ ìåìáðàííûìè ìèêðîäîìåíàìè,
áîãàòûìè õîëåñòåðèíîì.

Êàê ñëåäóåò èç íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñ öèòîõàëàçè-
íîì è G-àêòèíîì, â êëåòêàõ K562 ñ ïîíèæåííûì ñîäåð-
æàíèåì õîëåñòåðèíà ñîõðàíÿåòñÿ îñíîâíîé ìåõàíèçì ðå-
ãóëÿöèè íàòðèåâûõ êàíàëîâ, íåïîñðåäñòâåííî ñâÿçàííûé
ñ äèíàìèêîé êîðòèêàëüíîãî àêòèíà. Àêòèâàöèþ êàíà-
ëîâ íàáëþäàëè ïðè äåéñòâèè öèòîõàëàçèíà, ïðè÷åì êàê
ïðè âíåêëåòî÷íîì ïðèëîæåíèè, òàê è ñ öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîé ñòîðîíû èçîëèðîâàííîãî ôðàãìåíòà êëåòî÷íîé ìåì-
áðàíû. Ïîñêîëüêó ìåòîä ïàò÷-êëàìï ïîçâîëÿåò ðåãèñò-
ðèðîâàòü àêòèâíîñòü êàíàëîâ è åå èçìåíåíèÿ â ðåàëüíîì
ìàñøòàáå âðåìåíè, êîòîðîå îãðàíè÷åíî ñîõðàíåíèåì ñòà-
áèëüíîñòè ãèãàîìíîãî êîíòàêòà, ìû èñïîëüçîâàëè ñðàâ-
íèòåëüíî âûñîêèå êîíöåíòðàöèè öèòîõàëàçèíà (10—
20 ìêã/ìë). Â ìîäèôèöèðîâàííûõ ÌáÖÄ êëåòêàõ (íî íå
âî ôðàãìåíòàõ ìåìáðàí) ðàçâèòèå àêòèâàöèè áûëî áîëåå

Ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562 681



ïðîäîëæèòåëüíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì: îòêðûâà-
íèÿ êàíàëîâ ñ òèïè÷íîé ïðîâîäèìîñòüþ (11—12 ïÑì) íà-
áëþäàëè ÷åðåç 4—8 ìèí. Â ýêñïåðèìåíòàõ íà ìåìáðàí-
íûõ ôðàãìåíòàõ íàáëþäàëè ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè êàíà-
ëîâ ïðè äîáàâëåíèè G-àêòèíà â ðàñòâîð ôèçèîëîãè÷åñêîé
èîííîé ñèëû (140 ìÌ KCl), ñîäåðæàùèé 2 ìÌ Mg2+, êî-
òîðûé ñïîñîáñòâóåò áûñòðîé ïîëèìåðèçàöèè. Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî â óñëîâèÿõ ýêñòðàê-
öèè õîëåñòåðèíà èìååò ìåñòî àêòèâàöèÿ è èíàêòèâàöèÿ
êàíàëîâ, îáóñëîâëåííûå ðàçáîðêîé è ñáîðêîé ïðèìåìá-
ðàííûõ ôèëàìåíòîâ, ïðî÷íî àññîöèèðîâàííûõ ñ âíóò-
ðèêëåòî÷íîé ñòîðîíîé ìåìáðàíû. Ñóäÿ ïî èìåþùèìñÿ
äàííûì, àññîöèàöèÿ ìåìáðàíû ñ ôèëàìåíòàìè, äèíàìèêà
êîòîðûõ ñîïðÿæåíà ñ ðåãóëÿöèåé êàíàëîâ, ñîõðàíÿåòñÿ
ïîñëå îòäåëåíèÿ ôðàãìåíòà ìåìáðàíû îò êëåòêè, à òàêæå
â óñëîâèÿõ äåñòðóêöèè ëèïèäíûõ ðàôòîâ. Âî-ïåðâûõ, ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî ìèêðîôèëàìåíòû ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ
ìåìáðàíîé íå òîëüêî â çîíå ëèïèäíûõ ðàôòîâ. Âî-âòî-
ðûõ, ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî èìåííî èíòåãðàëüíûå áåëêè
(íàïðèìåð, èîííûå êàíàëû), íå âõîäÿùèå â ñòðóêòóðó
ðàôòîâ, íàèáîëåå ïðî÷íî ñâÿçàíû ñ áåëêàìè öèòîñêåëåòà.

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, áîãàòûå õî-
ëåñòåðèíîì è ñôèíãîëèïèäàìè ìèêðîäîìåíû èãðàþò
âàæíóþ ðîëü âî âçàèìîñâÿçÿõ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
è êîðòèêàëüíîãî öèòîñêåëåòà. Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî ýòè
ó÷àñòêè ñëóæàò òàê íàçûâàåìûìè ôîêàëüíûìè òî÷êàìè
(focal points) äëÿ ïðèêðåïëåíèÿ ìèêðîôèëàìåíòîâ ê öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû (Nebl et al., 2002).
Îáîñíîâàíèåì ñëóæèëè, â ÷àñòíîñòè, äàííûå î òîì, ÷òî
ýêñòðàêöèÿ õîëåñòåðèíà è ïðåäïîëàãàåìàÿ äåñòðóêöèÿ
ðàôòîâ ïðèâîäÿò ê ñòðóêòóðíîìó ðàçîáùåíèþ áåëêîâ öè-
òîñêåëåòà è ìåìáðàíû (Harder, Simons, 1999). Ýòà ðàñïðî-
ñòðàíåííàÿ òî÷êà çðåíèÿ ðàññìàòðèâàëàñü íàìè â êà÷åñòâå
ðàáî÷åé ãèïîòåçû íà íà÷àëüíîì ýòàïå èññëåäîâàíèé. Îä-
íàêî, êàê ïîêàçàëè ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû, ðåàëüíàÿ
êàðòèíà íå ñîîòâåòñòâóåò ñòîëü óïðîùåííîé òðàêòîâêå.
Àíàëèç ëèòåðàòóðû è ñîáñòâåííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîçâîëÿåò
ïîëàãàòü, ÷òî ýêñòðàêöèÿ õîëåñòåðèíà äåéñòâèòåëüíî èíè-
öèèðóåò ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîé ñåòè, íî èõ õàðàêòåð ìî-
æåò áûòü ðàçëè÷íûì. Â íàøåé ïðåäøåñòâóþùåé ðàáîòå
áûëî îáíàðóæåíî ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ìåõàíî÷óâñòâè-
òåëüíûõ êàòèîííûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562 ïðè ñíèæå-
íèè ñîäåðæàíèÿ ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà (Morachevs-
kaya et al., 2007). Äàííûå ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè
ïîäòâåðæäàþò ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ýôôåêò îáó-
ñëîâëåí ðåîðãàíèçàöèåé F-àêòèíà, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ
ñáîðêó ôèëàìåíòîâ, ïðè÷åì íå òîëüêî â êîðòèêàëüíîé îá-
ëàñòè. Ñ ýòèì ïðåäïîëîæåíèåì ñîãëàñóþòñÿ òàêæå íàøè
íàáëþäåíèÿ îòíîñèòåëüíî âåðîÿòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ àê-
òèâèðóþùåãî äåéñòâèÿ öèòîõàëàçèíà íà íàòðèåâûå êàíà-
ëû â êëåòêàõ ñ ïîíèæåííûì óðîâíåì õîëåñòåðèíà. ×òî êà-
ñàåòñÿ ïðèìåìáðàííîãî öèòîñêåëåòà, òî, ñóäÿ ïî ýëåêòðî-
ôèçèîëîãè÷åêèì äàííûì äëÿ ìîäèôèöèðîâàííûõ êëåòîê,
ïðîöåññû ðåîðãàíèçàöèè àêòèíà ïðåèìóùåñòâåííî ëîêà-
ëèçîâàíû â çîíå ðàôòîâ è â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòåïåíè
çàòðàãèâàþò ìåæðàôòîâûå ó÷àñòêè, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ
íàòðèåâûå êàíàëû.

Ïðè îáúÿñíåíèè ìåõàíèçìîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ñâÿçü
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé â
êëåòêàõ êðîâè, êàê ïðàâèëî, ïðåäïîëàãàåòñÿ ó÷àñòèå ëèí-
êåðíûõ áåëêîâ ñåìåéñòâà ERM (Denker, Barber, 2002). Ìå-
íåå èçâåñòíû ïîòåíöèàëüíûå ó÷àñòíèêè ñðåäè èíòåãðàëü-
íûõ ìåìáðàííûõ áåëêîâ, îñîáåííî â ñóñïåíçèîííûõ
êëåòêàõ. Êàê óæå îòìå÷àëîñü, ïåðâîíà÷àëüíî ýòà ôóíêöèÿ
ïðèïèñûâàëàñü áîãàòûì õîëåñòåðèíîì ëèïèäíûì ìèêðî-

äîìåíàì è âõîäÿùèì â èõ ñîñòàâ áåëêàì (Nebl et al.,
2002). Ïðèäåðæèâàÿñü äàííîé òî÷êè çðåíèÿ, ñëåäîâàëî áû
îæèäàòü, ÷òî ïðè íàðóøåíèè öåëîñòíîñòè ðàôòîâ íàðóøà-
åòñÿ è ñîïðÿæåíèå ìåìáðàííûõ áåëêîâ ñ ïðèìåìáðàííûì
àêòèíîì. Íàøè äàííûå, íàïðîòèâ, äåìîíñòðèðóþò ôóíê-
öèîíàëüíóþ ñâÿçü àêòèíîâûõ ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà ñ
èîííûìè êàíàëàìè, ñîõðàíÿþùóþñÿ ïðè íàðóøåíèè öå-
ëîñòíîñòè ðàôòîâ. Ïîëó÷åííûå â ðàáîòå ðåçóëüòàòû ïî-
çâîëÿþò ïîëàãàòü, ÷òî áåëêè, ôîðìèðóþùèå íàòðèéïðî-
âîäÿùèå êàíàëû â êëåòêàõ K562, ìîãóò áûòü êîìïîíåíòà-
ìè çàÿêîðèâàþùèõ ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.
Ïîäîáíàÿ ãèïîòåçà áûëà ïðåäëîæåíà äëÿ Na/H-îáìåííèêà
(Denker et al., 2000). Òàêèì îáðàçîì, íåëüçÿ èñêëþ÷èòü,
÷òî îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ ýòèõ áåëêîâ ñâÿçàíà ñ îðãàíèçà-
öèåé è äèíàìèêîé àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â íàòèâíûõ
êëåòêàõ, à èîíîôîðíûå ñâîéñòâà ÿâëÿþòñÿ âòîðè÷íûìè
èëè ñîïóòñòâóþùèìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00574) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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FUNCTIONAL PROPERTIES OF SODIUM CHANNELS IN CHOLESTEROL-DEPLETED K562 CELLS
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The level of cellular cholesterol is known to determine functional compartmentalization of membrane lipids
into ordered microdomains (rafts). Lipid rafts are assumed to play an essential role in the interactions between
cell membrane and cortical cytoskeleton. As we have shown earlier, the activity of non-voltage-gated sodium
channels in K562 human leukaemia cells is critically dependent on actin cytoskeleton organization. In the pre-
sent paper, functional properties of sodium channels in K562 cells were examined after cholesterol-depleting
treatment using methyl-beta-cyclodextrin (MbCD), selective acceptor of sterols. Single currents through sodium
channels were recorded in cell-attached and inside-out mode experiments with the use of patch clamp technique.
After incubation with MbCD (2.5 or 5.0 mM), an activation of sodium channels in response to cytochalasin B
or D was observed in membrane fragments as well as in native cells. Characteristics of the channels in choleste-
rol-depleted K562 cells were similar to those in control; unitary conductance was 12 pS. Inside-out experiments
with the use of globular actin have indicated that filament assembly on cytoplasmic membrane side causes an
inactivation of sodium channels. These data imply that there is no association of sodium channels with choleste-
rol-rich membrane microdomains in K562 cells. Possible mechanisms underlying an interplay between plasma
membrane and cortical cytoskeleton are discussed.

K e y w o r d s: plasma membrane, sodium channels, cytoskeleton, actin, cholesterol, human leukaemia
cells, cytochalasin, methyl-beta-cyclodextrin.
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