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Ìîëåêóëÿðíàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ èäåíòèôèêàöèÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåíà ôóíêöèîíàëüíàÿ è ìîëåêóëÿðíàÿ èäåíòèôèêàöèÿ ïîòåíöèàëíåçà-
âèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562, â ÷àñòíîñòè ïðîâåðåíû
ïðåäïîëîæåíèÿ îòíîñèòåëüíî èõ ïðèíàäëåæíîñòè ê ñåìåéñòâó DEG/ENaC (äåãåíåðèíû/ýïèòåëèàëüíûå
íàòðèåâûå êàíàëû). Ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ â êëåòêàõ K562 ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ñóáúåäèíèö a, b, è g-êàíàëà
hENaC. Ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ âàðèàíòîâ ìåòîäà ïàò÷-êëàìï èçó÷åíû áèîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè
íàòðèåâûõ êàíàëîâ, ïðîàíàëèçèðîâàíî äåéñòâèå äèóðåòèêà àìèëîðèäà. Â íàòðèåâîì ðàñòâîðå (145 ìÌ
Na+) èññëåäóåìûå êàíàëû èìåëè ïðîâîäèìîñòü îêîëî 12 ïÑì. Óñòàíîâëåíî, ÷òî îíè íåïðîíèöàåìû äëÿ
äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ (Ca2+ è Mg2+) è íå áëîêèðóþòñÿ àìèëîðèäîì. Ïðè ýòîì âàæíî îòìåòèòü, ÷òî îò-
ñóòñòâèå àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíîé êîìïîíåíòû ïîêàçàíî êàê íà óðîâíå îäèíî÷íûõ êàíàëîâ, òàê è íà
óðîâíå èíòåãðàëüíîãî íàòðèåâîãî òîêà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïîëàãàòü, ÷òî àìèëîðèä-íå-
÷óâñòâèòåëüíûå íàòðèåâûå êàíàëû â êëåòêàõ K562 ïðèíàäëåæàò ê ñåìåéñòâó ENaC.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûå íàòðèåâûå êàíàëû, àìèëî-
ðèä, êëåòêè ëåéêåìèè ÷åëîâåêà, ýïèòåëèàëüíûå íàòðèåâûå êàíàëû ENaC.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñôîðìèðîâàëèñü ïðåäñòàâëåíèÿ î
ñåìåéñòâàõ ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ (non-voltage-gated)
èîííûõ êàíàëîâ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, îáùèì ñâîéñòâîì
êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå ïîòåíöèàëóïðàâëÿåìîãî âî-
ðîòíîãî (gating) ìåõàíèçìà. Òàêèå êàíàëû, õàðàêòåðèçóþ-
ùèåñÿ íàòðèåâîé ñåëåêòèâíîñòüþ, áûëè íàçâàíû ïîòåí-
öèàëíåçàâèñèìûìè íàòðèåâûìè êàíàëàìè (Âåäåðíèêîâà
è äð., 1999). Îíè áûëè îáíàðóæåíû â òðàíñïîðòíûõ ýïè-
òåëèÿõ, à òàêæå â ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòêàõ (Van Renterg-
hem, Lazdunski, 1991), ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ (Ne-
gulyaev, Vedernikova., 1994), êëåòêàõ êàðöèíîìû À431
(Negulyaev et al., 1994), ëèìôîìû U937 è ìèåëîèäíîé
ëåéêåìèè K562 (Âåäåðíèêîâà è äð., 1997). Êðîìå òîãî,
êëåòêè K562 îêàçàëèñü óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ
ïóòåé àêòèâàöèè êàíàëîâ â ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåò-
êàõ, â ÷àñòíîñòè ñ ó÷àñòèåì öèòîñêåëåòà. Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî àêòèâíîñòü êàíàëîâ îïðåäåëÿåòñÿ ñîñòîÿíèåì è äèíà-
ìèêîé ñóáìåìáðàííîãî àêòèíà (Negulyaev et al., 2000;
Shumilina et al., 2003). Îäíàêî ìîëåêóëÿðíàÿ ïðèðîäà ïî-
òåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ äî ñèõ ïîð íå
óñòàíîâëåíà.

Ñóäÿ ïî èìåþùèìñÿ äàííûì, Na-ñåëåêòèâíûå êàíà-
ëû â ðàçëè÷íûõ ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåòêàõ, â òîì ÷èñ-
ëå â êëåòêàõ K562, ìîãóò áûòü áëèçêè ê êàíàëàì ñåìåéñò-
âà DEG/ENaC (äåãåíåðèíû/ýïèòåëèàëüíûå íàòðèåâûå êà-
íàëû) (Âåäåðíèêîâà è äð., 1999; Kellenberger, Shild, 2002).
Êàê èçâåñòíî, íåêîòîðûå êàíàëû ñåìåéñòâà DEG/ENaC
ïðîâîäÿò äâóõâàëåíòíûå êàòèîíû, â ÷àñòíîñòè êàíàëû
ASIC1a (Yermolaieva et al., 2004) è MEC-4 (Bianchi et al.,
2004). Ýòî îòëè÷àåò èõ îò îñòàëüíûõ ÷ëåíîâ ñåìåéñòâà

DEG/ENaC, â ÷àñòíîñòè ýïèòåëèàëüíûõ íàòðèåâûõ êàíà-
ëîâ ENaC (Kellenberger et al., 1999, 2008). Ïðîíèöàåìîñòü
äëÿ äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ õàðàêòåðíà äëÿ êàíàëîâ ñå-
ìåéñòâà TRP (Nilius et al., 2007), à òàêæå äëÿ ìåõàíî÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ, ðàíåå îáíàðóæåííûõ â êëåòêàõ
K562 (Staruschenko, Vedernikova, 2002; Staruschenko et al.,
2006). Äëÿ ðàññìàòðèâàåìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ âîïðîñ î
ïðîíèöàåìîñòè äëÿ Ca2+ îñòàâàëñÿ íåÿñíûì, à ïðîíèöàå-
ìîñòü äëÿ Mg2+ ðàíåå íå èññëåäîâàëè.

Îòëè÷èåì îáíàðóæåííûõ êàíàëîâ îò ýïèòåëèàëüíûõ
êàíàëîâ ENaC ÿâëÿåòñÿ íèçêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê àìèëî-
ðèäó è åãî àíàëîãàì. Ïåðâîíà÷àëüíî èìåííî áëîêèðîâàíèå
àìèëîðèäîì ðàññìàòðèâàëè êàê èäåíòèôèêàöèîííûé ïðè-
çíàê êàíàëîâ ENaC è âñåãî ñåìåéñòâà. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ
ïîÿâèëèñü äàííûå î êàíàëàõ, ãîìîëîãè÷íûõ ENaC, íî èìå-
þùèõ íèçêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê àìèëîðèäó, âîçìîæíàÿ
ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü êîòîðûõ îáñóæäàåòñÿ â ñâÿçè ñ èçó-
÷åíèåì òðàíñïîðòà èîíîâ â ýïèòåëèè ëåãêèõ (Folkesson,
2008; O’Brodovich et al., 2008). Â îòëè÷èå îò êàíàëîâ ïî-
÷å÷íîãî ýïèòåëèÿ âîïðîñ î ïðèíàäëåæíîñòè ê ñåìåéñòâó
ENaC íàòðèåâûõ êàíàëîâ, îáíàðóæåííûõ â äðóãèõ ñïåöèà-
ëèçèðîâàííûõ òêàíÿõ è êëåòêàõ, îñòàåòñÿ îòêðûòûì.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èäåíòèôè-
êàöèè ïîòåíöèàë-íåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåò-
êàõ K562. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ
ïîäõîäîâ è àíàëèçà äàííûõ ÎÒ-ÏÖÐ ïðîâåðÿëè ïðåäïî-
ëîæåíèÿ î ïðèíàäëåæíîñòè êàíàëîâ ê ñåìåéñòâó
DEG/ENaC. Àíàëèçèðîâàëè äåéñòâèå àìèëîðèäà íà îäè-
íî÷íûå êàíàëû è èíòåãðàëüíûå íàòðèåâûå òîêè, à òàêæå
èññëåäîâàëè ïðîíèöàåìîñòü êàíàëîâ äëÿ Ca2+ è Mg2+.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562, ïî-
ëó÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ, êóëüòèâèðîâàëè íà ñðå-
äå RPMI-1640 ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Çà 1—3 ÷ äî
ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè âûñåâàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà ðàç-
ìåðîì 4�4 ìì, ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòûå L-ïîëèëè-
çèíîì.

Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà
(ïàò÷-êëàìï) ð å ã è ñ ò ð è ð î â à ë è è î í í û å ò î ê è ÷åðåç
îäèíî÷íûå êàíàëû íà ó÷àñòêå ìåìáðàíû íàòèâíîé êëåòêè
(êîíôèãóðàöèÿ cell-attached) è â èçîëèðîâàííîì ôðàãìåí-
òå ìåìáðàíû (outside-out). Ïðè îòâåäåíèè ñèãíàëà «îò öå-
ëîé êëåòêè» (whole-cell) èçìåðÿëè òîêè ÷åðåç âñþ êëåòî÷-
íóþ ìåìáðàíó. Òðàíñìåìáðàííûå èîííûå òîêè ðåãèñò-
ðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ âûñîêîòî÷íîãî èçìåðèòåëüíîãî
óñèëèòåëÿ EPC8 (HEKA, Ãåðìàíèÿ). Ïèïåòêè èçãîòàâëè-
âàëè èç ñòåêëÿííûõ êàïèëëÿðîâ íà ãîðèçîíòàëüíîé ìèê-
ðîêóçíèöå Ð-97 (Sutter Instrument, ÑØÀ). Ñîïðîòèâëåíèå
ïèïåòîê, çàïîëíåííûõ ñòàíäàðòíûì ðàñòâîðîì, ñîñòàâëÿ-
ëî îêîëî 3—4 ÌÎì â ðåæèìå whole-cell è 5—15 ÌÎì â
îñòàëüíûõ ðåæèìàõ. Ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë îïðåäåëÿëè
êàê ïîòåíöèàë ðàñòâîðà ñ âíóòðåííåé ñòîðîíû ìåìáðàíû
îòíîñèòåëüíî íàðóæíîãî ðàñòâîðà.

Ð à ñ ò â î ð û. Ñòàíäàðòíûé íàðóæíûé ðàñòâîð ñîäåð-
æàë (ìÌ): 145 NaCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2 è 10 HEPES/TrisOH.
Ïðè îòâåäåíèè cell-attached èñïîëüçîâàëè êàëèåâûé âíå-
êëåòî÷íûé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé (ìÌ): 140 KCl, 2 CaCl2,
1 MgCl2 è 10 HEPES/KOH. Ðàñòâîð, êîíòàêòèðóþùèé ñ
âíóòðèêëåòî÷íîé ñòîðîíîé ìåìáðàííîãî ôðàãìåíòà, ñî-
äåðæàë (ìÌ): 140 àñïàðòàòà êàëèÿ (KAsp), 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).
Ïðè èññëåäîâàíèè ïðîíèöàåìîñòè êàíàëîâ äëÿ äâóõâà-
ëåíòíûõ êàòèîíîâ èñïîëüçîâàëè íàðóæíûå ðàñòâîðû ñ
ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè Mg2+ (Ca2+) — 20, 10 è
2 ìÌ. Îñòàëüíûå êàòèîíû áûëè çàìåíåíû íà íåïðîíèêà-
þùèå TRIS+ è N-ìåòèë-D-ãëþêàìèí (NMDG+). Âåëè÷èíà
pH âñåõ ðàñòâîðîâ ñîñòàâëÿëà 7.3.

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 (ÎÒ-ÏÖÐ). Îáùóþ ÐÍÊ èç êëåòîê
K562 âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ãóàíèäèí-òèîöèàíàòíîãî ìå-
òîäà (Chomczynski, Sacchi, 1987). Îáðàòíóþ òðàíñêðèï-

öèþ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì MMLV-îáðàòíîé
òðàíñêðèïòàçû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè
ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ. ÏÖÐ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ïîëèìåðàçû Hot-taq (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ, êîíöåíòðàöèÿ
5 åä./ìêë), 0.5 ìêÌ ïðÿìûõ è îáðàòíûõ ïðàéìåðîâ
è 0.5—2 ìêë êÄÍÊ. Ïðàéìåðû äëÿ ÏÖÐ áûëè ñèíòåçè-
ðîâàíû ñîãëàñíî îïóáëèêîâàííûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì
(Gamper et al., 2000). Ïðàéìåðû äëÿ a-ñóáúåäèíèöû ENaC
(ãåí SCNN1À): ïðÿìîé 5R-GGGTCTTCCAGATGCTATCG-3R,
îáðàòíûé 5R-AAGGACAGAGACATGGGGTG-3R, ðàçìåð
ïðîäóêòà 376 ï. í.; ïðàéìåðû äëÿ b-ñóáúåäèíèöû ENaC
(ãåí SCNN1B): ïðÿìîé 5R-AATACTGCAACAACCGGG-
AC-3R, îáðàòíûé 5R-GATCTCCCCAA-ACTCGATGA-3R,
ðàçìåð ïðîäóêòà 392 ï. í.; ïðàéìåðû äëÿ g-ñóáúåäèíèöû
ENaC (ãåí SCNN1G): ïðÿìîé 5R-AGATGGTGGAGAAAT-
GTGGG-3R, îáðàòíûé 5R-ATACTGTTGGCTGGGCTC-
TC-3R, ðàçìåð ïðîäóêòà 367 ï. í. Óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè:
94 °Ñ — 9 ìèí 30 ñ, çàòåì 38 öèêëîâ (94 °Ñ — 30 ñ,
58 °Ñ — 40 ñ, 72 °Ñ — 40 ñ) è 72 °Ñ — 5 ìèí. Ïðîäóêòû
ÏÖÐ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëÿëè â 6%-íîì ïîëèàêðèë-
àìèäíîì ãåëå, îêðàøèâàëè áðîìèñòûì ýòèäèåì è ôîòî-
ãðàôèðîâàëè ïðè óëüòðàôèîëåòîâîì îáëó÷åíèè.

Ðåçóëüòàòû

Ô ó í ê ö è î í à ë ü í ó þ è ä å í ò è ô è ê à ö è þ
ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ
K562 ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ âàðèàíòîâ
ìåòîäà ïàò÷-êëàìï. Â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ óíèòàðíûå
òîêè èçìåðÿëè â ïðèñóòñòâèè íàòðèÿ (145 ìÌ Na+) êàê
îñíîâíîãî ïðîíèêàþùåãî êàòèîíà â ðàñòâîðå ñ âíåêëå-
òî÷íîé ñòîðîíû ìåìáðàíû. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåí ïðèìåð
âûñîêîé ôîíîâîé àêòèâíîñòè êàíàëîâ â ó÷àñòêå ìåìáðàíû
íàòèâíîé êëåòêè (cell-attached). Ïðîâîäèìîñòü
(11—13 ïÑì) è ïîòåíöèàë ðåâåðñèè (20—25 ìÂ) íàòðèå-
âûõ êàíàëîâ ñõîäíû ñ ýòèìè õàðàêòåðèñòèêàìè, ïîëó÷åí-
íûìè ðàíåå â ýêñïåðèìåíòàõ íà êëåòêàõ K562 (Âåäåðíè-
êîâà è äð., 1997; Ñóäàðèêîâà è äð., 2009).

Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ çàìåíîé èîíîâ âî âíåøíåì ðàñ-
òâîðå (êîíôèãóðàöèÿ outside-out) èññëåäîâàëè ïðîíèöàå-
ìîñòü íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562 äëÿ äâóõâàëåíò-
íûõ êàòèîíîâ (Ca2+, Mg2+) â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé
2—20 ìÌ. Ðàñòâîð â ïèïåòêå, èìèòèðóþùèé âíóòðèêëå-
òî÷íûé, ñîäåðæàë 140 ìÌ KAsp â êà÷åñòâå îñíîâíî-
ãî ýëåêòðîëèòà. Äëÿ ïîääåðæàíèÿ òîíè÷íîñòè è èîííîé
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Ðèñ. 1. Àêòèâíîñòü íàòðèåâûõ êàíàëîâ â ýêñïåðèìåíòå ïàò÷-êëàìï íà ó÷àñòêå ìåìáðàíû íàòèâíîé êëåòêè (âàðèàíò cell-attached).

Çàïèñè òîêîâ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà è âîëüò-àìïåðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562. Çíà÷åíèå ïðî-
âîäèìîñòè êàíàëîâ ñîñòàâëÿåò 12.7 ïÑì. Ç — çàêðûòîå, Î — îòêðûòîå ñîñòîÿíèÿ êàíàëîâ.



ñèëû íàðóæíûõ ðàñòâîðîâ, ñîäåðæàùèõ 2 ìÌ MgCl2, èëè
20 ìÌ MgCl2, èëè 10 ìÌ CaCl2, îñòàëüíûå êàòèîíû áûëè
çàìåíåíû íà íåïðîíèêàþùèå êàòèîíû TRIS+ è NMDG+.
Àêòèâíîñòü íàòðèåâûõ êàíàëîâ íàáëþäàëè â 40 % ýêñïå-
ðèìåíòîâ (n = 32). Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåí îäèí èç ýêñïå-
ðèìåíòîâ (outside-out), â êîòîðîì ïðîâåäåíî íåñêîëüêî
ïîñëåäîâàòåëüíûõ ñìåí ðàñòâîðà ñ âíåøíåé ñòîðîíû
ìåìáðàíû. Ïîêàçàíî, ÷òî òîêè, ðåãèñòðèðóåìûå â êîíò-
ðîëüíîì Na-ñîäåðæàùåì ðàñòâîðå, îáðàòèìî óñòðàíÿëèñü
ïðè çàìåíå èîíîâ Na+ íà èîíû Mg2+ èëè Ca2+ (n = 14) â
ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ (2—20 ìÌ).

Òàêèì îáðàçîì, íàòðèåâûå êàíàëû â êëåòêàõ K562 íå-
ïðîíèöàåìû äëÿ äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ êàê ïðè ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ (1—2 ìÌ), òàê è ïðè áîëåå âûñîêèõ
(10—20 ìÌ) êîíöåíòðàöèÿõ. Ñóäÿ ïî òàêèì áèîôèçè÷å-
ñêèì õàðàêòåðèñòèêàì, êàê ïðîâîäèìîñòü, ñåëåêòèâíîñòü,
êèíåòè÷åñêèå ñâîéñòâà, îáíàðóæåííûå êàíàëû áëèçêè ê
êàíàëàì ENaC. Âîçíèêàåò âîïðîñ îòíîñèòåëüíî èõ èäåí-
òèôèêàöèè íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ a-, b- è g-h E N a C â ê ë å ò ê à õ K562
îöåíèâàëè ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè, ñïåöèôè÷íû-
ìè ê ãåíàì SCNN1A (a-ñóáúåäèíèöû hENaC) è SCNN1B
(b-ñóáúåäèíèöû hENaC) è SCNN1G (g-ñóáúåäèíèöû hE-
NaC). Ðàçìåðû ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè ñîîòâåòñòâîâà-
ëè ðàñ÷åòíûì (ðèñ. 3 à), à òàêæå ðàçìåðàì, ïîëó÷åííûì
íà èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ
êëåòêàõ ëèíèè ÍÅK293, òðàíñôèöèðîâàííûõ ïëàçìèäà-
ìè, êîäèðóþùèìè òðè ñóáúåäèíèöû hENaC (ðèñ. 3, á).
Êàê ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû ÎÒ-ÏÖÐ, â êëåòêàõ K562 ýêñ-
ïðåññèðóþòñÿ a-, b- è g-ñóáúåäèíèöû ýïèòåëèàëüíîãî
íàòðèåâîãî êàíàëà ENaC (ðèñ. 3).

Î ö å í ê à ÷ ó â ñ ò â è ò å ë ü í î ñ ò è í à ò ð è å â û õ ê à -
í à ë î â ê à ì è ë î ð è ä ó. Ðàíåå ñîîáùàëîñü îá îòñóòñòâèè

Ìîëåêóëÿðíàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ èäåíòèôèêàöèÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562 575

Ðèñ. 2. Ïðîíèöàåìîñòü êàíàëîâ äëÿ èîíîâ êàëüöèÿ è ìàãíèÿ.

Çàïèñè òîêîâ â êîíòðîëüíîì Na-ñîäåðæàùåì ðàñòâîðå (145 ìÌ NaCl) è ïðè ïîñëåäîâàòåëüíûõ çàìåíàõ íàðóæíîãî ðàñòâîðà; ýêñïåðèìåíò íà èçîëèðî-
âàííîì ôðàãìåíòå ìåìáðàíû (outside-out), ïîääåðæèâàåìûé ïîòåíöèàë –40 ìÂ.

Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ a-, b- è g-ñóáúåäèíèö hENaC â êëåòêàõ K562.

Ýëåêòðîôîðåãðàììû ïðîäóêòîâ ÏÖÐ, ïîëó÷åííûõ íà êÄÍÊ êëåòîê K562 (à) è HEK293 (á) ñ ïðàéìåðàìè, ñïåöèôè÷íûìè ê ñóáúåäèíèöàì ENaC.
Äîðîæêè: 1 — a-hENaC (376 ï. í.), 2 — b-hENaC (392 ï. í.), 3 — g-hENaC (367 ï. í.), Ì — ìàðêåð äëèí ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Ðèñ. 4. Äåéñòâèå àìèëîðèäà íà íàòðèåâûå òîêè â êëåòêàõ K562
â ýêñïåðèìåíòå whole-cell.

Ðåãèñòðàöèÿ èíòåãðàëüíûõ òîêîâ äî (êðèâàÿ 1) è ïîñëå (êðèâàÿ 2) äîáàâ-
ëåíèÿ àìèëîðèäà â íàðóæíûé ðàñòâîð (0.1 èëè 0.01 ìÌ àìèëîðèäà; çàïè-
ñè òîêîâ ñîâïàäàþò). Âíèçó — ïðîòîêîë ïîäà÷è ïèëîîáðàçíîãî íàïðÿæå-

íèÿ.



ñïåöèôè÷åñêîãî èíãèáèðîâàíèÿ èññëåäóåìûõ íàòðèåâûõ
êàíàëîâ àìèëîðèäîì, êîòîðûé ñ÷èòàåòñÿ áëîêàòîðîì ýïè-
òåëèàëüíûõ êàíàëîâ ENaC (Âåäåðíèêîâà è äð., 1997). Ïî-
ýòîìó ìû ïðîâåðèëè äåéñòâèå àìèëîðèäà íà íàòðèåâûå
òîêè â êëåòêàõ K562 ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ âàðèàíòîâ ìå-
òîäà ïàò÷-êëàìï. Äëÿ îòâåòà íà âîïðîñ î òîì, ïðèñóòñòâó-
åò ëè àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíàÿ êîìïîíåíòà â ñîñòàâå
òðàíñìåìáðàííîãî òîêà, ïðîâåëè ýêñïåðèìåíòû â âàðèàí-
òå ðåãèñòðàöèè òîêîâ îò âñåé ìåìáðàíû êëåòêè (who-
le-cell). Òàê êàê èçâåñòíî, ÷òî íàòðèåâûå êàíàëû â êëåòêàõ
K562 àêòèâèðóþòñÿ ïðè ðàçáîðêå àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà (Negulyaev et al., 2000; Shumilina et al., 2003), â ÷àñòè
îïûòîâ äëÿ ïîâûøåíèÿ ñóììàðíîé àêòèâíîñòè êàíàëîâ
èñïîëüçîâàëè öèòîõàëàçèí Ä. Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíà çà-
ïèñü òðàíñìåìáðàííîãî òîêà â îòâåò íà ïîäà÷ó ïèëîîá-
ðàçíîãî íàïðÿæåíèÿ (îò +20 äî –80 ìÂ). Äîáàâëåíèå àìè-

ëîðèäà â êîíöåíòðàöèè 0.01 èëè 0.1 ìÌ íå ïðèâîäèëî ê
ñóùåñòâåííîìó èçìåíåíèþ òîêà (êðèâûå, ïîëó÷åííûå â
êîíòðîëå è ïîñëå ïîäà÷è àìèëîðèäà â ðàçëè÷íûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ, ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàþò). Òàêèì îáðàçîì, íà
óðîâíå èíòåãðàëüíûõ òîêîâ ìû íå âûÿâèëè êîìïîíåíòû,
êîòîðàÿ ìîãëà áû îòðàæàòü àêòèâíîñòü àìèëîðèä-÷óâñò-
âèòåëüíûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ ENaC â êëåòêàõ K562.

Â ñëåäóþùèõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ èññëåäîâàëè
âëèÿíèå àìèëîðèäà íà ðàáîòó îäèíî÷íûõ êàíàëîâ, â òîì
÷èñëå ïðè îòâåäåíèè îò «öåëîé êëåòêè» (âàðèàíò who-
le-cell). Ïðîâåäåíèå òàêèõ èçìåðåíèé âîçìîæíî â ñëó÷àå
îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîãî ÷èñëà êàíàëîâ â êëåòî÷íîé
ìåìáðàíå è ïðè îáðàçîâàíèè ñâåðõïëîòíîãî êîíòàêòà
ìåæäó ðåãèñòðèðóþùåé ïèïåòêîé è ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíîé. Ðåçóëüòàòû òèïè÷íîãî îïûòà ïîêàçàíû íà ðèñ. 5.
Ðåãèñòðèðîâàëè àêòèâíîñòü îäèíî÷íûõ êàíàëîâ äî è ïî-
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Ðèñ. 5. Àìèëîðèä-íå÷óâñòâèòåëüíûå íàòðèåâûå êàíàëû â êëåòêàõ K562.

Çàïèñè òîêîâ ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû â ýêñïåðèìåíòå íà «öåëîé êëåòêå» (whole-cell) äî (êîíòðîëü) è ïîñëå ïîäà÷è àìèëîðèäà â íàðóæíûé ðàñòâîð;
âíèçó — ñîîòâåòñòâóþùèå âîëüò-àìïåðíûå õàðàêòåðèñòèêè.



ñëå àïïëèêàöèè àìèëîðèäà (0.1 ìÌ) ê âíåøíåé ïîâåðõíî-
ñòè ìåìáðàíû. Íàáëþäàëè ïî êðàéíåé ìåðå 4 óñòîé÷èâûõ
óðîâíÿ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôóíêöèîíèðîâàíèþ 4 êàíàëîâ.
Àìèëîðèä â êîíöåíòðàöèè 0.01 èëè 0.1 ìÌ íå îêàçûâàë
âëèÿíèÿ íà àìïëèòóäó è êèíåòèêó îòêðûâàíèé è (èëè) çà-
êðûâàíèé êàíàëîâ.

Îòñóòñòâèå èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ àìèëîðèäà íà
íàòðèåâûå òîêè áûëî ïîêàçàíî è â ýêñïåðèìåíòàõ íà èçî-
ëèðîâàííûõ ôðàãìåíòàõ ìåìáðàí (âàðèàíò outside-out),
÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäøåñòâóþùèìè ðåçóëüòàòàìè (Âå-
äåðíèêîâà è äð., 1997). Áèîôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà íàòðèå-
âûõ êàíàëîâ ïîñëå îáðàáîòêè àìèëîðèäîì (outside-out)
áûëè áëèçêè ê êîíòðîëüíûì, à òàêæå ê ïîëó÷åííûì â
îïûòàõ whole-cell, ïðîâîäèìîñòü ñîñòàâëÿëà 11—13 ïÑì.
Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â ýêñïåðèìåíòàõ whole-cell âûÿâëÿ-
þòñÿ òîëüêî àìèëîðèä-íå÷óâñòâèòåëüíûå íàòðèåâûå êà-
íàëû (ðèñ. 4, 5), âåðîÿòíî ïðèíàäëåæàùèå ê ñåìåéñòâó
ENaC.

Îáñóæäåíèå

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ áûëè ïðîâåðåíû ïðåäïîëî-
æåíèÿ î ìîëåêóëÿðíîé ïðèðîäå ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ
íàòðèåâûõ êàíàëîâ, â ÷àñòíîñòè èõ ïðèíàäëåæíîñòè ê ñó-
ïåðñåìåéñòâó êàòèîííûõ êàíàëîâ DEG/ENaC. Ïåðâîé çà-
äà÷åé áûëà òî÷íàÿ èäåíòèôèêàöèÿ èññëåäóåìûõ íàòðèå-
âûõ êàíàëîâ ïî ïðîâîäèìîñòè è ñåëåêòèâíîñòè. Êàíàëû
DEG/ENaC õàðàêòåðèçóþòñÿ âàðèàáåëüíîñòüþ äàííûõ
õàðàêòåðèñòèê, è â ïåðâóþ î÷åðåäü ýòî êàñàåòñÿ òàêîãî
âàæíåéøåãî êðèòåðèÿ, êàê ïðîíèöàåìîñòü äëÿ äâóõâàëåíò-
íûõ êàòèîíîâ. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå
êàíàëû MEC-4 (â êîìïëåêñå ñ MEC-10), ïðîòîíóïðàâëÿå-
ìûå êàíàëû ASIC1a (Yermolaieva et al., 2004; Xiong et al.,
2006) è â ìåíüøåé ñòåïåíè ASIC1b (Bassler et al., 2001;
Xiong et al., 2006) ïðîíèöàåìû äëÿ èîíîâ Ca2+ (Bianchi
et al., 2004). Ïðè ýòîì íàäî îòìåòèòü, ÷òî ìåòîäîì
ÎÒ-ÏÖÐ ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ASIC1à (ACCN2) â êëåòêàõ
K562 (Foller et al., 2006). Â òî æå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî
áîëüøèíñòâî ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà DEG/ENaC íå
ïðîâîäÿò äâóõâàëåíòíûå êàòèîíû, â ÷àñòíîñòè ýïèòåëè-
àëüíûå íàòðèåâûå êàíàëû ENaC (Kellenberger et al.,
1999). Ïðîíèöàåìîñòü äëÿ ðÿäà äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ
õàðàêòåðíà òàêæå äëÿ ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ êàòèîííûõ
êàíàëîâ ñåìåéñòâà TRP (Nilius et al., 2007).

Â íàøåé ðàáîòå êîððåêòíàÿ îöåíêà ïðîâîäèìîñòè è
ïðîíèöàåìîñòè èññëåäóåìûõ êàíàëîâ äëÿ Ca2+ è Mg2+

èìåëà ïåðâîñòåïåííîå çíà÷åíèå äëÿ èõ ôóíêöèîíàëüíîé
èäåíòèôèêàöèè. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå óêàçûâàþò íà
ñõîäñòâî ñåëåêòèâíûõ ñâîéñòâ ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ
íàòðèåâûõ êàíàëîâ ñ êàíàëàìè ENaC. Íàøè ýêñïåðèìåí-
òû ïîçâîëèëè íà óðîâíå ôóíêöèîíàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê
÷åòêî îòäåëèòü èññëåäóåìûå íàòðèåâûå êàíàëû îò ìåõà-
íî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ, ðàíåå òàêæå èäåíòèôèöèðî-
âàííûõ â êëåòêàõ K562 (Staruschenko, Vedernikova, 2002)
è, âîçìîæíî, ïðèíàäëåæàùèõ ê ñåìåéñòâó DEG/ENaC
èëè TRP.

Îáîáùàÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìîæíî çàêëþ÷èòü,
÷òî èññëåäóåìûå íàòðèåâûå êàíàëû áëèçêè ê òèïè÷íûì
êàíàëàì ENaC ýïèòåëèÿ ïî÷êè, çà èñêëþ÷åíèåì ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ê àìèëîðèäó. Â òî æå âðåìÿ ðåçóëüòàòû äàííîé
ðàáîòû ïîëíîñòüþ ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè ôàðìàêîëîãè-
÷åñîãî òåñòèðîâàíèÿ êàíàëîâ â ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòêàõ
(Van Renterghem, Lazdunski, 1991), ìàêðîôàãàõ (Negulya-
ev, Vedernikova, 1994), êëåòêàõ À431 (Negulyaev et al.,

1994) è K562 (Âåäåðíèêîâà è äð. 1997) è ñ î÷åâèäíîñòüþ
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî àìèëîðèä íå îòíîñèòñÿ ê ñåëåêòèâ-
íûì áëîêàòîðàì ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíà-
ëîâ, êîòîðûå â ýòîì ñëó÷àå ìîæíî íàçâàòü àìèëîðèä-íå-
÷óâñòâèòåëüíûìè. Ïîñêîëüêó èíãèáèðîâàíèå èîííûõ òî-
êîâ àìèëîðèäîì èëè åãî ïðîèçâîäíûìè òðàäèöèîííî
ðàññìàòðèâàëîñü êàê ãëàâíûé êðèòåðèé, äîêàçûâàþùèé
ïðèíàäëåæíîñòü êàíàëîâ ê ñåìåéñòâó ENaC, âîïðîñ îòíî-
ñèòåëüíî èäåíòèôèêàöèè ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèå-
âûõ êàíàëîâ äî íàñòîÿùåé ðàáîòû îñòàâàëñÿ îòêðûòûì.

Ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ ìû ïîêàçàëè ýêñïðåññèþ ñóáú-
åäíèö a, b è g hENaC â êëåòêàõ K562. Ýòè ðåçóëüòàòû ñî-
ãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè ÿïîíñêèõ àâòîðîâ (Mirshahi et al.,
2000), ïîêàçàâøèìè ýêñïðåññèþ a-ñóáúåäèíèöû ENaC â
ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ëåéêåìèè ÷åëîâåêà. Îäíàêî
â íàøèõ ýëåòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ íàòðèå-
âûå òîêè íå èíãèáèðîâàëèñü àìèëîðèäîì. Äðóãèìè ñëî-
âàìè, â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòîê K562 âûÿâëÿ-
þòñÿ òîëüêî íàòðèåâûå êàíàëû, íå îáëàäàþùèå ÷óâñòâè-
òåëüíîñòüþ ê àìèëîðèäó. Îïèðàÿñü íà ôóíêöèîíàëüíûå
õàðàêòåðèñòèêè è ðåçóëüòàòû ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèçà, ìû ìî-
æåì ïîëàãàòü, ÷òî ñóáúåäèíèöû ENaC ôîðìèðóþò àìèëî-
ðèä-íå÷óâñòâèòåëüíûå íàòðèåâûå êàíàëû â êëåòêàõ K562.
Äîïîëíèòåëüíûå àðãóìåíòû â ïîëüçó ýòîãî çàêëþ÷åíèÿ
ìîãëè áû áûòü ïîëó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ èì-
ìóíîôëóîðåñöåíöèè, îäíàêî àíòèòåëà ê ENaC íåäîñòà-
òî÷íî ñïåöèôè÷íû. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî îäíèì èç ïî-
ëåçíûõ èòîãîâ íàøåé ðàáîòû íà êëåòêàõ K562 ÿâëÿåòñÿ
ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìîäåëü, ïîçâîëÿþùàÿ ðåãèñòðèðîâàòü
èíòåãðàëüíûå òîêè â ýêñïåðèìåíòàõ whole-cell. Â ïåðñ-
ïåêòèâå ýòî ïîçâîëèò èñïîëüçîâàòü ìåòîäû èçáèðàòåëü-
íîé èíàêòèâàöèè ãåíîâ äëÿ îäíîçíà÷íîé èäåíòèôèêàöèè
íàòðèåâûõ êàíàëîâ.

Íàøè âûâîäû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè î êàíàëàõ, ãî-
ìîëîãè÷íûõ DEG/ENaC è èìåþùèõ íèçêóþ ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê àìèëîðèäó (Ugawa et al., 2003; O’Brodovich et al.,
2008). Ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü àìèëîðèä-íå÷óâñòâèòåëü-
íûõ êàíàëîâ À-ENaC (àòèïè÷íûõ) îáñóæäàåòñÿ â ñâÿçè ñ
èçó÷åíèåì òðàíñïîðòà èîíîâ â ýïèòåëèè ëåãêèõ (Folkes-
son, 2008; O’Brodovich et al., 2008). Óòðàòà ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè ê äåéñòâèþ áëîêàòîðà ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ òî÷å÷íû-
ìè ìóòàöèÿìè â ó÷àñòêå ñâÿçûâàíèÿ êàíàëà ñ àìèëîðèäîì
(ñì., íàïðèìåð: Kellenberger et al., 2003). Òàê, ìåòîäîì íà-
ïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî çàìåíà îñòàò-
êîâ ãëèöèíà â b- è g-ñóáúåäèíèöàõ ENaC (bGly525 è
gGly542) ñíèæàåò ñòåïåíü èíãèáèðîâàíèÿ àìèëîðèäîì
áîëåå ÷åì â 1000 ðàç (Schild et al., 1997).

Ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå íå÷óâñòâèòåëüíîñòè
àòèïè÷íûõ êàíàëîâ ENaC ê àìèëîðèäó, ìîãóò áûòü òàêæå
ñâÿçàíû ñ îñîáåííîñòÿìè ñòåõèîìåòðèè ñóáúåäèíèö. Òàê,
ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè a- èëè b-ñóáúåäèíèöû ENaC â ëå-
ãî÷íîì ýïèòåëèè êðûñû ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè òðàíñïîðòà íàòðèÿ ê àìèëîðèäó (Li, Folkesson,
2006; Randrianarison et al., 2007). Êðîìå òîãî, â àëüâåîëÿð-
íûõ êëåòêàõ I è II òèïîâ îáíàðóæåíû íåñåëåêòèâíûå êà-
òèîííûå êàíàëû ñ ïðîâîäèìîñòüþ 19—21 ïÑì, îòñóòñò-
âèåì èçáèðàòåëüíîñòè Na/K è îòñóòñòâèåì ñïåöèôè÷å-
ñêîãî èíãèáèðîâàíèÿ àìèëîðèäîì (â êëåòêàõ II òèïà Ki0.5

ñîñòàâëÿåò îêîëî 1 ìÌ). Èññëåäîâàòåëè ïðåäïîëîæèëè,
÷òî ýòè êàíàëû îáðàçîâàíû a-ñóáúåäèíèöàìè ENaC (Joh-
nson et al., 2006; Randrianarison et al., 2007). Ñîîáùàåòñÿ,
÷òî â B-ëèìôîöèòàõ àëüäîñòåðîí àêòèâèðóåò êàíàëû ñ
ïðîâîäèìîñòüþ 10 ïÑì, îòíîøåíèåì ïðîíèöàåìîñòåé
PNa/PK = 3 è ïîíèæåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê àìèëîðèäó
(Ma et al., 2004). Ïî ìíåíèþ àâòîðîâ, ýòè êàíàëû ñôîðìè-
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ðîâàíû a- è b-ñóáúåäèíèöàìè ENaC. Èõ ïðåäïîëîæåíèÿ
ïîäòâåðæäåíû ñ ïîìîùüþ òðàíñôåêöèè ýêçîãåííîé
g-ñóáúåäèíèöû ENaC, êîòîðàÿ ïðèâîäèëà ê ôîðìèðîâà-
íèþ òðàäèöèîííîãî àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíîãî êàíàëà
ENaC ñ ïðîâîäèìîñòüþ 5 ïÑì è âûñîêîé íàòðèåâîé ñå-
ëåêòèâíîñòüþ (PNa/PK = 20).

Êàê ïîêàçàíî â ñåðèè ðàáîò íà êëåòêàõ K562, îòëè÷è-
òåëüíîé îñîáåííîñòüþ èññëåäóåìûõ êàíàëîâ ÿâëÿåòñÿ àê-
òèâàöèÿ è èíàêòèâàöèÿ, êîíòðîëèðóåìàÿ ñáîðêîé è ðàç-
áîðêîé ìèêðîôèëàìåíòîâ (Negulyaev et al., 2000). Â ïî-
ñëåäíèå ãîäû íàáëþäàåòñÿ ïîâûøåííûé èíòåðåñ ê
âîçìîæíîìó ó÷àñòèþ öèòîñêåëåòà â ôóíêöèîíèðîâàíèè
êàíàëîâ ENaC. Â öåëîì íàáëþäàåìûé ôåíîìåí ðîñòà àê-
òèâíîñòè íàòðèåâûõ êàíàëîâ êëåòîê K562 ïðè ðàçáîðêå
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (ïðè äåéñòâèè öèòîõàëàçèíà)
áëèçîê ê ýôôåêòàì, îïèñàííûì äëÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ
àïèêàëüíûõ ìåìáðàí ïî÷å÷íîãî ýïèòåëèÿ ENaC (Cantiello
et al., 1991; Prat et al., 1993; Karpushev et al., 2010). Ýòî
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê åùå îäèí àðãóìåíò â ïîëüçó îá-
ùíîñòè ìîëåêóëÿðíîé ïðèðîäû ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ
íàòðèåâûõ êàíàëîâ ðåàáñîðáèðóþùèõ ýïèòåëèåâ è êëåòîê
K562.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-00995-à), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ïðàâèòåëüñòâà
Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà (2010 ã.).
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MOLECULAR AND FUNCTIONAL IDENTIFICATION OF SODIUM CHANNELS IN K562 CELLS
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Modulations of ion channel activity underlie rapid changes in membrane transport of cations in various
non-excitable cells. Previously, in smooth muscle cells, macrophages, lymphocytes, carcinoma and leukemia
cell lines, non-voltage-gated sodium (NVGS) channels have been found. The activity of NVGS channels was
shown to be critically dependent on the organization of actin cytoskeleton. The molecular identity of NVGS
channels remains unclear. The present work is focused on molecular and functional identification of NVGS
channels in human myeloid leukemia K562 cells. Degenerin/epithelial Na+ channels (DEG/ENaC) could be
considered as a possible molecular correlates. Using RT-PCR, expression of a-, b-, g-hENaC subunits in K562
cells was detected. Various modes of the patch-clamp method were employed to examine functional properties
of sodium channels, specifically, to test the effect of amiloride on single channel and integral currents. Biophy-
sical characteristics of NVSG channels were close to ENaC; the channels have unitary conductance 12 pS
(145 mM Na+) and were impermeable for divalent cations (Ca2+ and Mg2+). We found that amiloride did not in-
hibit NVGS channels. Importantly, no amiloride-blockable sodium current was detected in the plasma membra-
ne of K562 cells. Taken together, our observations suggest that amiloride-insensitive sodium channels in K562
cells belong to the ENaC family.

K e y w o r d s: plasma membrane, non-voltage-gated sodium channels, human leukemia cells, amiloride,
epithelial sodium channel ENaC.
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