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Ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè êàíàëîâ TRPV5 è TRPV6 â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà

Êàëüöèåâàÿ ñèãíàëèçàöèÿ è Ñà2+-ïðîâîäÿùèå êàíàëû ó÷àñòâóþò â ðàçâèòèè èììóííîãî îòâåòà, ïðî-
ëèôåðàöèè, ðîñòå è äèôôåðåíöèðîâêå ëèìôîöèòîâ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå
Ò-êëåòîê ëèíèè Jurkat è íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòîâ êðîâè ÷åëîâåêà èññëåäîâàëè Ñà2+-êàíàëû TRPV5 è
TRPV6 (transient receptor potential vanilloid channels). Êàíàëû ñïîíòàííî àêòèâèðîâàëèñü ïðè óäàëåíèè
Ñà2+ è Ìg2+ èç ðàñòâîðîâ è èíàêòèâèðîâàëèñü â ïðèñóòñòâèè ýôôåêòèâíîãî áëîêàòîðà êàíàëîâ TRPV5 è
TRPV6, ðóòåíèåâîãî êðàñíîãî. Âîëüò-àìïåðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà êàíàëîâ äåìîíñòðèðîâàëà âõîäÿùåå âû-
ïðÿìëåíèå òîêîâ. Àêòèâíîñòü êàíàëîâ â êëåòêàõ Jurkat îêàçàëàñü ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì â íîðìàëü-
íûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà. ÏÖÐ-àíàëèç â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè âûÿâèë áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ãå-
íîâ ìÐÍÊ, êîäèðóþùèõ TRPV5 è TRPV6 â Ò-êëåòêàõ ëèíèè Jurkat ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè ëèì-
ôîöèòàìè. Â öåëîì ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññèðóåìûå â ëèìôîöèòàõ êðîâè êàíàëû
TRPV5 è TRPV6 ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíû è èõ àêòèâíîñòü ñâÿçàíà ñ ïðîëèôåðàòèâíûì ñòàòóñîì êëåòîê
êðîâè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëèìôîöèòû, êàíàëû TRPV5 è TRPV6, ïàò÷-êëàìï, ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè,
ïðîëèôåðàöèÿ.

Èîíû êàëüöèÿ ÿâëÿþòñÿ ðåãóëÿòîðàìè ïðàêòè÷åñêè
âñåõ æèçíåííî âàæíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Ê íèì, â
÷àñòíîñòè, îòíîñÿòñÿ ñîáûòèÿ, êîòîðûå ðåøàþò ñóäüáó
êëåòêè — âûæèâàíèå, äåëåíèå, ïîäâèæíîñòü, àïîïòîç è
äèôôåðåíöèðîâêó. Ïðè ñòèìóëÿöèè âíåêëåòî÷íûìè ñèã-
íàëàìè, òàêèìè êàê ãîðìîíû, ôàêòîðû ðîñòà è öèòîêèíû,
â êëåòêàõ âîçíèêàþò êîîðäèíèðóåìûå âî âðåìåíè è ïðî-
ñòðàíñòâå Ca2+-îñöèëëÿöèè (Bootman et al., 2001). Â ñòè-
ìóëèðîâàííûõ ìèòîãåíîì ëèìôîöèòàõ îñöèëëÿöèè âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî Ñà2+ ñïîñîáñòâóþò àêòèâàöèè Ñà2+-çàâèñè-
ìûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è âõîæäåíèþ êëåòîê â
êëåòî÷íûé öèêë, îáåñïå÷èâàÿ äàëüíåéøóþ êëîíàëüíóþ
ïðîëèôåðàöèþ è ôîðìèðîâàíèå èììóííîãî îòâåòà (Tomi-
da et al., 2003). Èçâåñòíî, ÷òî êîëåáàíèÿ óðîâíÿ âíóòðè-
êëåòî÷íîãî Ca2+ êîíòðîëèðóþòñÿ áåëêàìè, ðàñïîëîæåí-
íûìè â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòîê (Carafoli et al.,
2001; Berridge et al., 2003; Santella et al., 2004) è â ìåìáðà-
íàõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ îðãàíåëë (Bianchi et al., 2004;
Gerasimenko, Gerasimenko, 2004). Íî ìíîãèå äàííûå óêà-
çûâàþò íà èñêëþ÷èòåëüíóþ ðîëü èìåííî âõîäà âíåêëå-
òî÷íîãî Ca2+ â êîíòðîëå çà êëåòî÷íûì ðîñòîì è äåëåíèåì
(Santella, 1998; Lipskaia, Lompre, 2004; Munaron et al.,
2004). Âõîä èîíîâ êàëüöèÿ èç íàðóæíîé ñðåäû âíóòðü
êëåòêè îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç Ñà2+-ïðîíèöàåìûå êàòèîí-
íûå êàíàëû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê, êîòîðûå
èìåþò ðàçíûå óðîâíè ñåëåêòèâíîñòè, ïðîâîäèìîñòè, ðàç-
íóþ êèíåòèêó è ìîãóò ïîääåðæèâàòü ïðîäîëæèòåëüíûé
âíóòðèêëåòî÷íûé Ñà2+-ñèãíàë.

Â êëåòêàõ êðîâè êàíàëû äëÿ âõîäà Ca2+ äî ñèõ ïîð íå-
äîñòàòî÷íî èññëåäîâàíû, è íå ñóùåñòâóåò åäèíîãî ìíå-
íèÿ îòíîñèòåëüíî èõ ìîëåêóëÿðíîé ïðèðîäû è ïóòåé àê-

òèâàöèè. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî îäíèì èç îñíîâíûõ ïóòåé
ïîñòóïëåíèÿ Ca2+ â êëåòêè êðîâè ÿâëÿåòñÿ âõîä ÷åðåç èîí-
íûå êàíàëû ÑRAC (calcium release activated channels),
ñòðóêòóðíûìè êîìïîíåíòàìè êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ íåäàâíî
îòêðûòûå áåëêè ORAI1, âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ Ca2+-ñåí-
ñîðàìè ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (áåëêàìè
STIM1) (ñì. îáçîð: Hogan et al., 2010). Íàðÿäó ñ ýòèìè
äàííûìè ïîÿâèëîñü äîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî äðóãèõ, ñâè-
äåòåëüñòâóþùèõ îá ýêñïðåññèè â êëåòêàõ êðîâè èíûõ
Ca2+-ïðîâîäÿùèõ êàíàëîâ, âêëþ÷àÿ êàíàëû áîëüøîãî ñó-
ïåðñåìåéñòâà TRP (ñì. îáçîð: Schwarz et al., 2007), îäíà-
êî èõ ôóíêöèè â êëåòêàõ êðîâè ïîêà íå èññëåäîâàíû.

Äâà ïðåäñòàâèòåëÿ ñóïåðñåìåéñòâà TRP — êàëüöèå-
âûå êàíàëû TRPV5 è TRPV6 (ïåðâîíà÷àëüíî èçâåñòíûå
êàê êàëüöèåâûå òðàícïîðòåðû ÑàÒ2 è CaT1, èëè ýïèòåëè-
àëüíûå êàëüöèåâûå êàíàëû ÅÑàÑ1 è ECaC2) — áûëè
âïåðâûå êëîíèðîâàíû èç ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ïî÷êè
êðîëèêà è òîíêîãî êèøå÷íèêà êðûñû (Hoenderop et al.,
1999, 2000; Peng et al., 1999). Ïîçäíåå TRPV5 è TRPV6
áûëè îòíåñåíû ê ïîäñåìåéñòâó êàíàëîâ TRPV (transient
receptor potential vanilloid channels) è èäåíòèôèöèðîâàíû
â êëåòêàõ äðóãèõ ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷àÿ ÷åëîâåêà (Ni-
jenhuis et al., 2005). Ñåé÷àñ èçâåñòíî, ÷òî áåëêè TRPV5 è
TRPV6 ñîñòîÿò ïðèìåðíî èç 730 àìèíîêèñëîò, èìåþò
6 òðàíñìåìáðàííûõ ñåãìåíòîâ è äëèííûå öèòîïëàçìàòè-
÷åñêèå N- è Ñ-õâîñòû. Êàíàëû èìåþò òåòðàìåðíóþ ñòåõè-
îìåòðèþ, êðîìå òîãî, îáíàðóæåíî, ÷òî îíè ñïîñîáíû
ôîðìèðîâàòü ãåòåðîòåòðàìåðíûå êîìïëåêñû, âêëþ÷àþ-
ùèå â ñåáÿ ñóáúåäèíèöû îáîèõ êàíàëîâ TRPV5 è TRPV6
(Hoenderop et al., 2003). Ïîêàçàíî, ÷òî êàíàëû TRPV5 è
TRPV6 ìîãóò îáåñïå÷èâàòü ñòðîãî äîçèðîâàííîå ïîñòóï-
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ëåíèå êàëüöèÿ è ó÷àñòâîâàòü â àêòèâíîé Ñà2+-(ðå)àáñîðá-
öèè â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïî÷åê, òîíêîì êèøå÷íèêå è
ïëàöåíòå (Hoenderop et al., 2001, 2002).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ óñòàíîâëåíà ïîòåíöèàëüíàÿ ñâÿçü
êàíàëîâ TRPV5 è TRPV6 ñ ðàçëè÷íûìè çàáîëåâàíèÿìè.
Òàê, ôåíîòèïû TRPV5–/– è TRPV6–/– òðàíñãåííûõ ìûøåé
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ýòè êàíàëû îòâåòñòâåííû çà ìíîãèå
çàáîëåâàíèÿ, ñâÿçàííûå ñ íàðóøåíèåì êàëüöèåâîãî îáìå-
íà è îáðàçîâàíèåì êàìíåé â ïî÷êàõ (Nijenhuis et al.,
2005). Êðîìå òîãî äîêàçàíî, ÷òî ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ
áåëêîâ TRPV6, êîòîðàÿ â íîðìå íå íàáëþäàåòñÿ, âûÿâëÿ-
åòñÿ ïðè îáðàçîâàíèè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõëè â ïðåäñòà-
òåëüíîé æåëåçå; áîëåå òîãî, óðîâåíü ýêñïðåññèè TRPV6
óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè ïåðåõîäå îïóõîëè â ìåòàñòàçèðóþ-
ùóþ ñòàäèþ (Wissenbach et al., 2001).

Ðàíåå íà óðîâíå ìÐÍÊ è áåëêà ìû âïåðâûå ïîêàçàëè
ýêñïðåññèþ TRPV5 è TRPV6 â Ò-êëåòêàõ ëèíèè Jurkat è
ýêñïðåññèþ TRPV5 â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè-
÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà. Äîñòîâåðíî âûÿâèòü ïðèñóòñòâèå
áåëêà TRPV6 â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà íàì
íå óäàëîñü (Âàñèëüåâà è äð., 2008). Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðà-
áîòû çàêëþ÷àëàñü â èññëåäîâàíèè ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè êàíàëîâ TRPV5 è TRPV6 â ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå êëåòîê Jurkat è íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòîâ ÷åëî-
âåêà. Êðîìå òîãî, áûëî ïðîâåäåíî êîëè÷åñòâåííîå èññëå-
äîâàíèå è ñðàâíåíèå ýêñïðåññèè TRPV5 è TRPV6 â
òðàíñôîðìèðîâàííûõ è íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ êðîâè
÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ëèíèè Jurkat è K562, ïîëó÷åííûå èç Ðîñ-
ñèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ
â ñðåäå RPMI 1640, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è 0.008 % ãåíòàìèöèíà. Â äåíü îïûòà
êëåòêè ïåðåñåâàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà (4�4 ìì), ïîêðû-
òûå ïîëèëèçèíîì è ïîìåùåííûå â ïëàñòèêîâûå ÷àøêè.

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. Ëèìôî-
öèòû âûäåëÿëè èç ñâåæåé äîíîðñêîé êðîâè ïî îáùåïðè-
íÿòîé ìåòîäèêå (Boyum, 1968). Ëåéêîöèòàðíóþ ôðàêöèþ
îòáèðàëè ïîñëå îñàæäåíèÿ ýðèòðîöèòîâ, äîáàâëÿÿ â êðîâü
6%-íûé ðàñòâîð äåêñòðàíà Ò500. Ñóñïåíçèþ ëåéêîöèòîâ
(ïðîáû ïî 8 ìë) íàñëàèâàëè íà 3 ìë Lymphosep (Sigma,
ÑØÀ) è öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 600 g.
Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ èíòåðôàçó ïåðåíîñèëè â ïðî-
áèðêè îáúåìîì ñíà÷àëà 50, çàòåì 10 ìë è 3 ðàçà ïðîìûâà-
ëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS) ñëåäó-
þùåãî ñîñòàâà (â ìÌ): 137 NaCl, 8 Na2HPO4, 2.7 Kcl è
1.5 KH2PO4. Äëÿ óäàëåíèÿ ìàêðîôàãîâ êëåòî÷íóþ ñóñïåí-
çèþ ïîñëå îòìûâêè ðàçáàâëÿëè ñðåäîé RPMI-1640 áåç àí-
òèáèîòèêîâ è ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå ìàòðàöû, ïðåäâà-
ðèòåëüíî 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 (2 ìëí/ìë) ðàçëèâàëè âî ôëàêîíû ïî 40—50 ìë. Íà
ñëåäóþùèå ñóòêè ñóñïåíçèþ ïåðåíîñèëè âî ôëàêîíû ïî
10—15 ìë ïðè êîíöåíòðàöèè êëåòîê 1.5—2 ìëí/ìë. Ëèì-
ôîöèòû èñïîëüçîâàëè íà ñëåäóþùèé äåíü ïîñëå âûäå-
ëåíèÿ.

Ð å ã è ñ ò ð à ö è þ ò î ê î â ïðîâîäèëè ìåòîäîì ëîêàëü-
íîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà íà èçîëèðîâàííûõ ìåìáðàí-
íûõ ôðàãìåíòàõ â êîíôèãóðàöèè outside-out (êîãäà íà-

ðóæíàÿ ïîâåðõíîñòü ìåìáðàíû îáðàùåíà â ðåãèñòðèðóþ-
ùóþ êàìåðó). Ñòåêëÿííûå ìèêðîýëåêòðîäû áûëè èçãî-
òîâëåíû íà ìèêðîêóçíèöå Ð-97 (Sutter Instrument, ÑØÀ) è
èìåëè ñîïðîòèâëåíèå 5—15 ìÎì. Òðàíñìåìáðàííûå èîí-
íûå òîêè ðåãèñòðèðîâàëè âûñîêîòî÷íûì èçìåðèòåëüíûì
óñèëèòåëåì Axopatñh 200B (Molecular/Devices, ÑØÀ).
Ñèãíàë èç óñèëèòåëÿ çàïèñûâàëè íà äèñê êîìïüþòåðà â
ðåàëüíîì ìàñøòàáå âðåìåíè ÷åðåç 12-ðàçðÿäíûé àíàëî-
ãî-öèôðîâîé ïðåîáðàçîâàòåëü ñ ÷àñòîòîé îöèôðîâêè
5 êÃö. Ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë èçìåðÿëè îòíîñèòåëüíî
ïîòåíöèàëà íàðóæíîãî ðàñòâîðà. Àêòèâíîñòü êàíàëîâ âû-
÷èñëÿëè ïî ôîðìóëå NÐÎ = I/i, ãäå I — ñðåäíèé òîê, ïðî-
òåêàþùèé ÷åðåç ôðàãìåíò ìåìáðàíû çà îïðåäåëåííûé
ïðîìåæóòîê âðåìåíè, i — àìïëèòóäà òîêà îäèíî÷íîãî êà-
íàëà, N — ÷èñëî çàðåãèñòðèðîâàííûõ êàíàëîâ. Îáðàáîòêó
äàííûõ è ïîäãîòîâêó ãðàôèêîâ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè
ïðîãðàììû äëÿ îáðàáîòêè çàïèñåé òîêîâ îäèíî÷íîãî
èîííîãî êàíàëà pClamp 6 (Molecular/Devices, ÑØÀ)
è ãðàôè÷åñêîé ïðîãðàììû Microcal Origin 6.0 (Microcal
Software). Âñå îïûòû ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå (21—23 °C). Îñíîâíîé íà ð ó æ í û é ð à ñ ò â î ð â
ýêñïåðèìåíòàëüíîé êàìåðå ñîäåðæàë (â ìÌ): 140 ìåòàí-
ñóëüôîíàòà Na+, 5 KCl, 10 N-2-ãèäðîêñèýòèë-ýòèëåí-
äèàìèí òðèóêñóñíîé êèñëîòû (HEDTA), 10 HEPES/Tris
è 10 D-ãëþêîçû. Îñíîâíîé ð à ñ ò â î ð â ï è ï å ò ê å äëÿ
ðåãèñòðàöèè â ðåæèìå outside-out èìåë ñîñòàâ (â ìÌ):
140 àñïàðòàòà K+, 5 NaCl, 10 õåëàòîðà Ca2+ 1,2-áèñ(î-àìè-
íîôåíîêñè) ýòàí-N, N, NR, NR-òåòðàóêñóñíîé êèñëî-
òû (Bapta), 10 HEPES/Tris è 10 D-ãëþêîçû. Âåëè÷èíó
pH âñåõ ðàñòâîðîâ ïîääåðæèâàëè íà óðîâíå 7.3. Â ðàáîòå
èñïîëüçîâàëè ð å à ê ò è â û ôèðìû Sigma-Aldridge
(ÑØÀ).

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 (Î Ò - Ï Ö Ð) áûëè ïðîâåäåíû â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ðàíåå îïóáëèêîâàííûì ïðîòîêîëîì (Âàñèëüå-
âà è äð., 2008). Îáùóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç êëåòîê ñòàíäàð-
òíûì ìåòîäîì ñ ïðèìåíåíèåì ãóàíèäèí-èçîòèîöèíàòà ñ
ïîñëåäóþùåé ýêñòðàêöèåé ôåíîë-õëîðîôîðìîì (Chomc-
zynski, Sacchi, 1987). Ïðàéìåðû äëÿ PCR áûëè ñèíòåçèðî-
âàíû ñîãëàñíî îïóáëèêîâàííûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì
(Hoenderop et al., 2001).

Ï î ë è ì å ð à ç í ó þ ö å ï í ó þ ð å à ê ö è þ â ð å à ë ü -
í î ì â ð å ì å í è (Ï Ö Ð-ÐÂ) ïðîâîäèëè äëÿ êîëè÷åñòâåí-
íîãî àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ ãåíîâ TRPV5 è TRPV6 â
êëåòêàõ êðîâè, íà äåòåêòèðóþùåì àìïëèôèêàòîðå
Bio-Rad iQ5 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
Hercules, ÑØÀ). Èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷íûå ïðàéìåðû è
ëèíåéíûå ðàçðóøàåìûå ïðîáû TaqMan, ìå÷åííûå ôëóî-
ðîôîðîì è ãàñèòåëåì ôëóîðåñöåíöèè. Â êà÷åñòâå ðåôå-
ðåíñíûõ ãåíîâ (housekeeping genes) áûëè âûáðàíû ãåíû,
êîäèðóþùèå ãèïîêñàíòèí ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçó 1
(HPRT1) è a-ñóáúåäèíèöó ñóêöèíàòäåãèäðîãåíàçû (SDHA).
Ïðàéìåðû è TagMan-ïðîáû áûëè ñèíòåçèðîâàíû â êîì-
ïàíèè Ñèíòîë (Ðîññèÿ). Äëÿ ÏÖÐ-ÐÂ èñïîëüçîâàëè ñëåäó-
þùèå ïðàéìåðû è çîíäû ê óêàçàííûì ãåíàì (âñå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè íàïèñàíû â îðèåíòàöèè 5R-3R): TRPV5
(TCACAGAGATCGACTCCTG, CCTTCACTGGGGTCT-
GTTC, FAM-TCTGATAAACGAGAGGCTCGCCA-BHQ1);
TRPV6 (ATGAGCGGGATGAGCTGTG, ATACTCCCGT-
CCGCAGATC, FAM-CCCAGATTGTGGCCACCACGG-
BHQ1); HPRT1 (GTCAGGCAGTATAATCCAAAG, GAA-
TTTCAAATCCAACAAAGTC, HEX-AAGCTTGCGACC-
TTGACCATCTT-BHQ1); SDHA (CCACTCGCTATTGCA-
CACC, CACTCCCCGTTCTCCATCA, JOE-ACGGTCTCT-
GCGATATGATACCA-BHQ).
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Ïîñëå îïòèìèçàöèè óñëîâèé ÏÖÐ, âêëþ÷àþùåé â ñå-
áÿ ïîäáîð òåìïåðàòóðû îòæèãà è ïîäáîð êîíöåíòðàöèé
ïðàéìåðîâ è ïðîá, ýôôåêòèâíîñòü àìïëèôèêàöèè áûëà
áëèçêà ê 100 %. ÏÖÐ ïðîâîäèëè â ðåàêöèîííîì îáúåìå
20 ìêë, ñîäåðæàùåì 2 ìêë ðàçâåäåííîé êÄÍÊ, 2.5 ìÌ
MgCl2, 0.2 ìÌ dNTP, Hot-Taq-áóôåð, 2 åä. Hot-Taq-ïîëè-
ìåðàçû. Óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè: 95 °C 10 ìèí, 48 öèê-
ëîâ, 63 °C 60 ñ, 95 °C 20 ñ. Ôëóîðåñöåíöèþ äåòåêòèðîâà-
ëè â êàæäîì öèêëå â êîíöå ñòàäèè îòæèãà (ýëîíãàöèè)
(63 °C). Äëÿ àíàëèçà äàííûõ èñïîëüçîâàëè âåëè÷èíó ïî-
ðîãîâîãî öèêëà ðåàêöèè (cycle threshold, Ct). Ëèíèþ ïîðî-
ãà âûñòàâëÿëè ïî ëîãàðèôìè÷åñêîé øêàëå òàêèì îáðàçîì,
÷òîáû åå óðîâåíü ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâîâàë ñåðåäèíå ó÷à-
ñòêà ëèíåéíîãî íàêîïëåíèÿ ëîãàðèôìà ñèãíàëà (ñåðåäèíà
ôàçû ýêñïîíåíöèàëüíîãî ðîñòà). Ðàñ÷åò áàçîâîé ëèíèè
ïðîâîäèëè àâòîìàòè÷åñêè.

Ðåçóëüòàòû

Èçâåñòíî, ÷òî Ñà2+-ñåëåêòèâíûå êàíàëû îáëàäàþò
÷ðåçâû÷àéíî íèçêîé ïðîâîäèìîñòüþ â ôèçèîëîãè÷åñêèõ
ðàñòâîðàõ, ÷òî çíà÷èòåëüíî çàòðóäíÿåò èññëåäîâàíèå èõ
ôóíêöèé è ïàðàìåòðîâ. Ïðè îòñóòñòâèè äâóõâàëåíòíûõ
èîíîâ ýòè êàíàëû ñòàíîâÿòñÿ ïðîíèöàåìûìè äëÿ îäíîâà-
ëåíòíûõ êàòèîíîâ (Na+, K+) è àìïëèòóäà òîêà ÷åðåç ýòè
êàíàëû âîçðàñòàåò â íåñêîëüêî ðàç (Hoth, Penner, 1993;
Premack et al., 1994). Èñõîäÿ èç ýòîãî â ýêñïåðèìåíòàõ
ïàò÷-êëàìï äëÿ èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ êàíàëîâ TRPV5 è
TRPV6 ìû èñïîëüçîâàëè ðàñòâîðû, íå ñîäåðæàùèå èîíîâ
êàëüöèÿ è ìàãíèÿ.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè 140 ìÌ Na+ â êà÷åñòâå îñíîâíîãî
íîñèòåëÿ òîêà è ïîääåðæèâàåìîì ïîòåíöèàëå íà ìåìáðà-
íå –70 ìÂ àêòèâíîñòü êàíàëîâ ðàçâèâàëàñü ñðàçó, â íà÷àëå
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Ðèñ. 1. Êàíàëû, çàðåãèñòðèðîâàííûå â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ è êëåòêàõ Jurkat, èìåþò ñõîäíûå õàðàêòåðèñòèêè ñ êàíàëàìè
TRPV5 è TRPV6.

à, á — ðåãèñòðàöèÿ òîêîâ îò öåëîé êëåòêè (whole-cell ) ëèìôîöèòà ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè è ïîñëå îòäåëåíèÿ îò ëèìôîöèòà ìåìáðàííîãî ôðàãìåíòà
(outside-out) ñîîòâåòñòâåííî; â — òîêè, çàðåãèñòðèðîâàííûå â êëåòêàõ Jurkat (êîíôèãóðàöèÿ outside-out); ã — îáîáùåííàÿ âîëüò-àìïåðíàÿ õàðàêòåðè-
ñòèêà òîêîâ, çàðåãèñòðèðîâàííûõ â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ (÷åðíûå òðåóãîëüíèêè ) è â êëåòêàõ Jurkat (áåëûå òðåóãîëüíèêè) (äàííûå 5—19 ýêñïåðè-
ìåíòîâ). Ðàñòâîð â ïèïåòêå ñîäåðæàë 140 ìÌ K+-àñïàðòàòà/10 ìÌ Ca2+-õåëàòîðà Âàðòà, ïîääåðæèâàåìûé ïîòåíöèàë íà ìåìáðàíå — 70 ìÂ. Ïðåä-

ñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà. Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.05.



ðåãèñòðàöèè òîêîâ îò öåëîé êëåòêè (whole-cell) è ïîñòå-
ïåííî óâåëè÷èâàëàñü ïî ìåðå ïðîíèêíîâåíèÿ êàëüöèåâî-
ãî õåëàòîðà Bapta èç ðåãèñòðèðóþùåé ïèïåòêè âíóòðü
êëåòêè (ðèñ. 1, à). Ïîñëå îòäåëåíèÿ ôðàãìåíòà ìåìáðàíû
îò êëåòêè è îáðàçîâàíèÿ outside-out êîíôèãóðàöèè ÷èñëî
êàíàëîâ ñóùåñòâåííî óìåíüøàëîñü, íî àêòèâíîñòü êà-
íàëîâ ñîõðàíÿëàñü íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñïåðèìåíòà
(ðèñ. 1, à—â). Óñðåäíåííûå çíà÷åíèÿ àìïëèòóä óíè-
òàðíûõ òîêîâ, ðàññ÷èòàííûå ïî àìïëèòóäíûì ãèñòîãðàì-
ìàì, äëÿ êëåòîê Jurkat è ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòîâ áûëè
áëèçêè: –2.3 � 0.1 ïÀ (n = 11) è –2.0 � 0.1 (n = 8) ñîîò-
âåòñòâåííî. Çíà÷åíèÿ âåðîÿòíîñòè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ
êàíàëîâ (ÐÎ), ïîëó÷åííûå èç àíàëèçà çàïèñåé òîêîâ îäè-
íî÷íûõ êàíàëîâ, çíà÷èòåëüíî óìåíüøàëèñü ïðè äåïîëÿ-
ðèçàöèè ìåìáðàíû, è ïðè ìåìáðàííîì ïîòåíöèàëå âûøå
–20 ìÂ àêòèâíîñòü êàíàëîâ ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâîâàëà
(n = 15). Âîëüò-àìïåðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà (ÂÀÕ), ïîñòðî-
åííàÿ ïî óñðåäíåííûì äàííûì (n = 5—19), îòðàæàëà âõî-
äÿùåå âûïðÿìëåíèå óíèòàðíûõ òîêîâ (ðèñ. 1, ã). Ïîòåí-
öèàë ðåâåðñèè òîêîâ, ïîëó÷åííûé ïóòåì ýêñòðàïîëÿöèè,
èìåë çíà÷åíèå îêîëî 0 ìÂ.

Çíà÷åíèÿ ïðîâîäèìîñòè êàíàëîâ, ðàññ÷èòàííûå ïî
íàêëîíó ÂÀÕ ïðè îòðèöàòåëüíûõ ïîòåíöèàëàõ, ñîñòàâëÿ-
ëè â êëåòêàõ Jurkat è ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòàõ 38.0 � 0.3
è 36 � 0.2 ïÑì ñîîòâåòñòâåííî è áûëè áëèçêè ê çíà÷åíè-
ÿì ïðîâîäèìîñòè êàíàëîâ TRPV5 è TRPV6, çàðåãèñòðè-
ðîâàííûì íàìè ðàíåå â êëåòêàõ K562 (Semenova et al.,
2009). Àêòèâíîñòü îäèíî÷íûõ êàíàëîâ áûëà çàðåãèñòðè-

ðîâàíà â 63 % ýêñïåðèìåíòîâ (â 19 èç 30), ïðîâåäåííûõ
íà èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòàõ êëåòîê Jurkat, è â 28 % ýê-
ñïåðèìåíòîâ (â 9 èç 32), ïðîâåäåííûõ íà ïîêîÿùèõñÿ
ëèìôîöèòàõ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ÷èñëî àêòèâíûõ êà-
íàëîâ, îáíàðóæåííûõ â êëåòêàõ Jurkat, áûëî çíà÷èòåëüíî
áîëüøå, ÷åì â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà. Îáùàÿ
àêòèâíîñòü êàíàëîâ (NÐÎ) â èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòàõ
ìåìáðàíû êëåòîê Jurkat îêàçàëàñü âûøå (2.18 � 0.27;
n = 19), ÷åì â ëèìôîöèòàõ êðîâè ÷åëîâåêà (1.15 � 0.13;
n = 9).

Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, êàíàëû TRPV6 è
TRPV5 èìåþò ñõîäíûå áèîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè,
îäíàêî èõ ìîæíî äèôôåðåíöèðîâàòü ïî ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè ê èçâåñòíîìó èíãèáèòîðó ýòèõ êàíàëîâ ðóòåíèåâîìó
êðàñíîìó (ÐÊ). Ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ÐÊ â ðàçëè÷íûõ
êîíöåíòðàöèÿõ íà àêòèâíîñòü êàíàëîâ â êëåòêàõ Jurkat.
Òðàíñìåìáðàííûå òîêè ðåãèñòðèðîâàëè ïðè ïîñòîÿííîì
çíà÷åíèè ðàçíîñòè ïîòåíöèàëîâ íà ìåìáðàíå (–70 ìÂ).
Ïîñëå àêòèâàöèè êàíàëîâ â ðåæèìå outside-out â ðåãèñò-
ðèðóþùóþ êàìåðó ïîäàâàëè ðàñòâîðû ñ ñîäåðæàíèåì ÐÊ
îò 0.1 äî 50 ìêM. Íà ðèñ. 2, à—ã ïðåäñòàâëåíû òèïè÷íûå
çàïèñè òîêîâ ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû, èç êîòîðûõ âèäíî,
÷òî àêòèâíîñòü êàíàëîâ ïîñòåïåííî ïîäàâëÿåòñÿ ïðè äî-
áàâëåíèè ÐÊ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â êëåòêàõ Jurkat ðå-
ãèñòðèðóåìûå êàíàëû îáëàäàëè ðàçíîé ÷óâñòâèòåëü-
íîñòüþ ê èíãèáèòîðó ÐÊ. Âñåãî áûëî ïðîâåäåíî 18 íåçà-
âèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ íà èçîëèðîâàííûõ (outside-out)
ôðàãìåíòàõ êëåòîê Jurkat ñ èñïîëüçîâàíèåì ÐÊ. Èç íèõ â
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Ðèñ. 2. Ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè êàíàëîâ â êëåòêàõ Jurkat èíãèáèòîðîì êàíàëîâ TRPV5 è TRPV6 ðóòåíèåâûì êðàñíûì (ÐÊ).

Ïðåäñòàâëåíû çàïèñè òîêîâ ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû (êîíôèãóðàöèÿ outside-out) â êëåòêàõ Jurkat äî (à) è ïîñëå äîáàâëåíèÿ (á) â ðàñòâîð ÐÊ. Âèäíî,
÷òî äîáàâëåíèå 20 ìêÌ ÐÊ ê íàðóæíîé ñòîðîíå ìåìáðàííîãî ôðàãìåíòà ñóùåñòâåííî ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü êàíàëîâ. â, ã — ñîîòâåòñòâóþùèå àìïëè-
òóäíûå ãèñòîãðàììû, îïèñàííûå ôóíêöèåé Ãàóññà. Ðàññòîÿíèå ìåæäó ïèêàìè ãèñòîãðàìì ñîîòâåòñòâóåò àìïëèòóäå îäèíî÷íîãî îòêðûâàíèÿ êàíàëà

(ïÀ). Ðàñòâîð â ïèïåòêå ñîäåðæàë 140 ìÌ K+-àñïàðòàòà/10 ìÌ Ca2+-õåëàòîðà Âàðòà. Ïîääåðæèâàåìûé ïîòåíöèàë íà ìåìáðàíå — 70 ìÂ.



7 ýêñïåðèìåíòàõ ïîëíîå èíãèáèðîâàíèå êàíàëîâ ïðîèñ-
õîäèëî ïðè äåéñòâèè 500 íÌ ÐÊ, ðàññ÷èòàííàÿ êîíöåíò-
ðàöèÿ ïîëóìàêñèìàëüíîãî èíãèáèðîâàíèÿ òîêà (IC50 =
= 190 � 9.3 íÌ) ñîîòâåòñòâîâàëà âåëè÷èíå IC50, ïîëó÷åí-
íîé äëÿ êàíàëîâ TRPV5. Â 6 ýêñïåðèìåíòàõ ïîëíîå ïî-
äàâëåíèå àêòèâíîñòè êàíàëîâ ïðîèñõîäèëî ïðè äåéñòâèè
50 ìêÌ ÐÊ, è êîíöåíòðàöèÿ ïîëóìàêñèìàëüíîãî èíãèáè-
ðîâàíèÿ (IC50 = 8.5 � 1.5 ìêM) ñîîòâåòñòâîâàëà âåëè÷èíå
IC50, ðàññ÷èòàííîé äëÿ êàíàëîâ TRPV6. Â îñòàëüíûõ 5 ýêñ-
ïåðèìåíòàõ êàíàëû èíàêòèâèðîâàëèñü ïðè ýñòðàêëåòî÷-
íîì äîáàâëåíèè 200 íÌ, 10 è 20 ìêÌ ÐÊ.

Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ýëåêòðîôèçèîëîãè-
÷åñêèå äàííûå âûÿâèëè áîëåå âûñîêóþ àêòèâíîñòü êàíà-
ëîâ TRPV5 è TRPV6 â êëåòêàõ Jurkat, ÷åì â íîðìàëüíûõ
ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà. Ïî íàøåìó ïðåäïîëîæåíèþ, ýòî
ìîãëî áûòü ðåçóëüòàòîì ïîâûøåííîé ýêñïðåññèè ýòèõ
áåëêîâ â ïîñòîÿííî ïðîëèôåðèðóþùåé ëèíèè Jurkat ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïîêîÿùèìèñÿ ëèìôîöèòàìè. Ðàíåå íàìè
áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà ýêñïðåññèè ãåíîâ TRPV6 è TRPV5
íà óðîâíå ìÐÍÊ â êëåòêàõ K562 (Semenova et al., 2009),
êëåòêàõ Jurkat è íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà (Âà-
ñèëüåâà è äð., 2008). ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèç ñ êîíå÷íîé ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîé äåòåêöèåé ïðîäóêòîâ ðåàêöèè ïîêàçàë àìï-
ëèôèêàöèþ ôðàãìåíòîâ îæèäàåìûõ ðàñ÷åòíûõ ðàçìåðîâ
(ðèñ. 3, à), ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î íàëè÷èè òðàíñêðèï-
òîâ ãåíîâ TRPV5 è TRPV6 â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ êðîâè.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû îöåíèâàëè óðîâíè ýêñïðåññèè

TRPV5 è TRPV6 â ðàçíûõ êëåòêàõ êðîâè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì êîëè÷åñòâåííîãî ÏÖÐ-àíàëèçà â ðåàëüíîì âðåìåíè
(ÏÖÐ-ÐÂ).

Àíàëèç çíà÷åíèé ïîðîãîâûõ öèêëîâ (Ct) äëÿ ðåôåðåí-
ñíûõ ãåíîâ HPRT è SDHA, ïîëó÷åííûé â îáðàçöàõ ïîêîÿ-
ùèõñÿ ëèìôîöèòîâ, êëåòîê Jurkat è êëåòîê ëèíèè K562 ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû BestKeeper 1.0 (Pfaffl et al.,
2004), ïîêàçàë, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãåíà SDHA ÿâëÿåòñÿ áîëåå
ñòàáèëüíîé (Ct = 23.83�0.63) ïî ñðàâíåíèþ ñ HPRT (Ct =
= 25.91 � 1.02). Èñõîäÿ èç ýòèõ äàííûõ íîðìèðîâàíèå ñî-
äåðæàíèÿ ìÐÍÊ èññëåäóåìûõ ãåíîâ ïðîâîäèëè îòíîñèòå-
ëüíî ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ ãåíà SDHA. Â îáðàçöàõ êëåòîê
K562 ñðåäíèå çíà÷åíèÿ Ct ñîñòàâèëè: äëÿ ãåíà TRPV5
31.77 � 0.15 (n = 3), äëÿ ãåíà TRPV6 29.68�0.11 (n = 3),
äëÿ ãåíà SDHA 23.16 � 0.12 (n = 6). Çíà÷åíèÿ Ct â îáðàç-
öàõ êëåòîê Jurkat ñîñòàâèëè: äëÿ ãåíà TRPV5 32.22 � 0.18
(n = 3), äëÿ ãåíà TRPV6 33.96 � 0.16 (n = 3), äëÿ ãåíà
SDHA 24.49 � 0.15 (n = 6). Çíà÷åíèÿ Ct â îáðàçöàõ ëèì-
ôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ñîñòàâèëè: äëÿ ãåíà
TRPV5 34.11 � 0.74 (n = 6), äëÿ ãåíà TRPV6 35.62 � 0.48
(n = 6), äëÿ ãåíà SDHA 23.67 � 0.81 (n = 12). Ïðè îáðàáîò-
êå ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ-ÐÂ âû÷èñëÿëè çíà÷åíèå 2–DDCT, êîòî-
ðîå ïîêàçàëî îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ
TRPV5 è TRPV6 â ðàçíûõ êëåòêàõ êðîâè. DDCt ðàññ÷èòû-
âàëè êàê DDCt = (Ctèññëåäóåìîãî ãåíà – CtSDHA)èññëåäóåìîãî îáðàçöà –
(CtTRPV6 – CtSDHA)êëåòîê K562. Íà ãèñòîãðàììàõ ðèñ. 3, á ïðåä-
ñòàâëåíû óñðåäíåííûå äàííûå, èç êîòîðûõ ñëåäóåò, ÷òî â
êëåòêàõ Jurkat è êëåòêàõ K562 îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýê-
ñïðåññèè ãåíà TRPV5 âûøå, ÷åì â íîðìàëüíûõ ëèìôîöè-
òàõ ÷åëîâåêà. Òàêæå ãèñòîãðàììû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî
óðîâåíü ãåíà TRPV6 â êëåòêàõ K562 è êëåòêàõ Jurkat çíà-
÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà,
ãäå îí åäâà äåòåêòèðóåòñÿ.

Îáñóæäåíèå

Íàøè ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëÿþò ïåðâóþ ôóíêöèîíà-
ëüíóþ èäåíòèôèêàöèþ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ TRPV5 è
TRPV6 â êëåòêàõ ëèíèè Jurkat è íîðìàëüíûõ ëèìôîöè-
òàõ, âûäåëåííûõ èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà. Ðà-
íåå íàìè áûëà ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ êàíàëîâ TRPV5 è
TRPV6 íà óðîâíå ìÐÍÊ è áåëêà â êëåòêàõ K562 (Semeno-
va et al., 2009), êëåòêàõ Jurkat è íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ
êðîâè ÷åëîâåêà (Âàñèëüåâà è äð., 2008). Â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå ìåòîäîì ïàò÷-êëàìï â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå
êëåòîê Jurkat è íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòîâ êðîâè ÷åëîâåêà
áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû êàíàëû, îáëàäàþùèå áèîôèçè÷å-
ñêèìè ñâîéñòâàìè, ïîäîáíûìè ñâîéñòâàì êàíàëîâ TRPV5
è TRPV6. Ðàññ÷èòàííûå ïðîâîäèìîñòè êàíàëîâ èìåëè
áëèçêèå çíà÷åíèÿ â êëåòêàõ Jurkat è ïîêîÿùèõñÿ ëèìôî-
öèòàõ. Èõ âåëè÷èíû ñîîòâåòñòâîâàëè ïðîâîäèìîñòè êàíà-
ëîâ TRPV5 è TRPV6 â êëåòêàõ K562 (Semenova et al.,
2005, 2009) è ïðîâîäèìîñòè ðåêîìáèíàíòíûõ êàíàëîâ
TRPV5 è TRPV6 â èäåíòè÷íûõ èîííûõ óñëîâèÿõ (Nilius
et al., 2000; Yue et al., 2001).

Èçâåñòíî, ÷òî êàëüöèåâûå êàíàëû TRPV5 è TRPV6
ïðîÿâëÿþò ñâîéñòâî ñåëåêòèâíîñòè äëÿ Ca2+ äàæå â ñðàâ-
íåíèè ñ äðóãèìè äâóõâàëåíòíûìè êàòèîíàìè, òàêèìè,
êàê íàïðèìåð Ba2+ è Sr2+, íî â îòñóòñòâèå äâóõâàëåíòíûõ
êàòèîíîâ êàíàëû TRPV5 è TRPV6 äåìîíñòðèðóþò ïîòåí-
öèàëçàâèñèìóþ êèíåòèêó, à òàêæå ñâîéñòâî âõîäÿùåãî
âûïðÿìëåíèÿ òîêîâ (Hoenderop et al., 2001; Voets et al.,
2001, 2003; Yue et al., 2001). Çàðåãèñòðèðîâàííûå íàìè â
êëåòêàõ Jurkat è ëèìôîöèòàõ êðîâè ÷åëîâåêà óíèòàðíûå

304 Â. Í. Òîìèëèí è äð.

Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ãåíîâ TRPV5 è TRPV6 â êëåòêàõ
K562, Jurkat è ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà.

à — ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåí-ñïåöèôè÷íûõ ïðàéìåðîâ
ïîêàçàíà àìïëèôèêàöèÿ TRPV5 è TRPV6 â ðàçíûõ êëåòêàõ êðîâè; äî-
ðîæêè: 1 — TRPV5 (312), 2 — TRPV6 (301ï. í.), Ì — ìàðêåðíàÿ ÄÍÊ
(300 ï. í.). á — óðîâíè ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ TRPV5 è TRPV6 â ðàçíûõ
êëåòêàõ êðîâè, îòí. åä., ïî äàííûì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè. Ïðåäñòàâ-
ëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà (Standard Error Means,

SEM). Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.05.



òîêè òàêæå èìåëè âõîäÿùåå âûïðÿìëåíèå è ïî ýòîìó ïà-
ðàìåòðó áûëè ïîõîæè íà ðåêîìáèíàíòíûå êàíàëû TRPV5
è TRPV6. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî âõîäÿùåå âûïðÿìëåíèå
ñîõðàíÿåòñÿ ïîñëå èçîëÿöèè ôðàãìåíòà ìåìáðàíû â ðàñò-
âîð, íå ñîäåðæàùèé äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Ýòî, ïî-âè-
äèìîìó, îáóñëîâëåíî îñîáåííîñòÿìè âîðîòíîãî ìåõàíèç-
ìà êàíàëîîáðàçóþùåé ìîëåêóëû, à íå ïîòåíöèàëçàâèñè-
ìîé áëîêàäîé êàíàëà èîíàìè ìàãíèÿ èëè ïîëèàìèíàìè,
êàê ýòî õàðàêòåðíî, íàïðèìåð, äëÿ êàëèåâûõ êàíàëîâ (Kir
channels) âõîäÿùåãî âûïðÿìëåíèÿ (Ficker et al., 1994; Lo-
patin et al., 1994; Matsuda, 2001).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàíàëû TRPV5 è TRPV6
èìåþò ðàçíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ðóòåíèåâîìó êðàñíîìó
(ÐÊ) (Hoenderop et al., 2001). Êàíàëû TRPV5 ïðèìåðíî â
100 ðàç îêàçàëèñü ÷óâñòâèòåëüíåå ê ÐÊ, ÷åì êàíàëû
TRPV6 (Hoenderop et al., 2001). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
íà êëåòêàõ Jurkat è ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòàõ àêòèâíîñòü
êàíàëîâ ïîäàâëÿëàñü ÐÊ â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðà-
öèé (îò 500 íÌ äî 50 ìêÌ). Òàê, êîíöåíòðàöèÿ ïîëó-
ìàêñèìàëüíîãî äåéñòâèÿ (IC50) ÐÊ â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ
îêàçàëàñü ðàâíîé 190 íÌ è áûëà áëèçêà ê çíà÷åíèþ IC50,
ïîëó÷åííîìó äëÿ ðåêîìáèíàíòíûõ êàíàëîâ TRPV5
(130 íÌ) (Hoenderop et al., 2001). Â äðóãèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ îêàçàëîñü, ÷òî äëÿ ïîäàâëåíèÿ àêòèâíîñòè êàíàëîâ
òðåáîâàëèñü áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ÐÊ. Çíà÷åíèå
IC50 (8.5 ìêÌ) â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ áûëî äîñòàòî÷íî
áëèçêî çíà÷åíèþ IC50 (9 ìêÌ), ïîëó÷åííîìó äëÿ ðåêîì-
áèíàíòíûõ êàíàëîâ TRPV6 (Hoenderop et al., 2001). Â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ýòèìè äàííûìè áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî
â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòîê Jurkat ïðèñóòñòâóþò
îáà òèïà êàíàëîâ — TRPV5 è TRPV6.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ êàíàëû
èíàêòèâèðîâàëèñü ÐÊ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ áîëåå âûñîêèõ,
÷åì ýòî áûëî íåîáõîäèìî äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ TRPV5, è â
òî æå âðåìÿ íåäîñòàòî÷íûõ äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ TRPV6.
Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà ïðèñóòñòâèå êàíàëîâ ñ îñîáåí-
íûìè ñâîéñòâàìè ïîðû, êîòîðûå ìîãëè áûòü ñôîðìèðî-
âàíû â ðåçóëüòàòå îáúåäèíåíèÿ ñóáúåäèíèö ðàçíûõ áåë-
êîâ TRPV5 è TRPV6 â îäèí ãåòåðîìóëüòèìåðíûé êàíàë.
Âîçìîæíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ òàêèõ êîìïëåêñîâ ìåæäó
TRPV5 è TRPV6 áûëà ïîêàçàíà â èñêóññòâåííûõ ýêñïðåñ-
ñèîííûõ ñèñòåìàõ (Hoenderop et al., 2003). Áîëåå òîãî,
óâåëè÷åíèå ñóáúåäèíèö TRPV6 â òàêèõ ãåòåðîòåòðàìåð-
íûõ êîìïëåêñàõ ïî îòíîøåíèþ ê TRPV5 ïðèâîäèëî ê óìå-
íüøåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè êàíàëîâ ê ÐÊ (Hoenderop et al.,
2003). Âïîëíå âåðîÿòíî, ÷òî ñîîòíîøåíèå ñóáúåäèíèö
TRPV5/TRPV6, ôîðìèðóþùèõ ãåòåðîòåòðàìåðíûå êàíà-
ëû, ìîæåò îáåñïå÷èâàòü ìåõàíèçì äëÿ òîíêîé ðåãóëÿöèè
òðàíñïîðòà Ca2+ è êàëüöèéçàâèñèìûõ ôóíêöèé, òàêèõ êàê
ïðîëèôåðàöèÿ è äèôôåðåíöèðîâêà, â êëåòêàõ êðîâè.

Â ïîñëåäíèå ãîäû íàêàïëèâàþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî
íåêîòîðûå êàíàëû TRP ó÷àñòâóþò êàê â ïîääåðæàíèè
íîðìàëüíîãî ãîìåîñòàçà Ca2+, òàê è â ðàçâèòèè è ïðîãðåñ-
ñèè îïóõîëåé. Ñòðîãàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó óâåëè÷åíèåì
ýêñïðåññèè ìÐÍÊ êàíàëîâ TRPV6 è ñòàäèåé ìàëèãíèçà-
öèè êëåòîê âïåðâûå áûëà ïîêàçàíà â èññëåäîâàíèÿõ íà
êëåòêàõ ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû (Wissenbach et al., 2001).
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ êàíàëîâ
TRPV6 îáíàðóæåíà â êàðöèíîìàõ ïðåäñòàòåëüíîé è ùè-
òîâèäíîé æåëåç, êèøå÷íèêà è ÿè÷íèêîâ (Peng et al.,
2001). Òàêæå ïîÿâëÿþòñÿ ðàáîòû, óêàçûâàþùèå íà òî, ÷òî
âõîä Ca2+ ÷åðåç êàíàëû TRPV6 ìîæåò ìîäóëèðîâàòü ïðî-
ëèôåðàöèþ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê è ìåíÿòü èõ ðå-
çèñòåíòíîñòü ê àïîïòîçó (Schwarz et al., 2006; Lehen’kyi
et al., 2007).

Â íàøåé ðàáîòå àêòèâíîñòü êàíàëîâ TRPV5/TRPV6
áûëà çàðåãèñòðèðîâàíà â 63 % îïûòîâ, ïðîâåäåííûõ íà
êëåòêàõ Jurkat, è â 28 % îïûòîâ íà íîðìàëüíûõ ëèìôîöè-
òàõ. Áîëåå òîãî, àêòèâíîñòü êàíàëîâ, ïðåäñòàâëåííàÿ êàê
NPO, îêàçàëàñü ñóùåñòâåííî íèæå â íîðìàëüíûõ ëèìôî-
öèòàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè.
Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè áîëåå âûñîêóþ ïëîòíîñòü êàíàëîâ
TRPV5 è TRPV6 â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ, ÷åì â
íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîâû-
øåííîì óðîâíå ýêñïðåññèè ýòèõ êàíàëîâ â òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ. Ïðîâåäåííûé àíàëèç ÏÖÐ-ÐÂ ïîä-
òâåðäèë ýêñïðåññèþ îáîèõ ãåíîâ TRPV5 è TRPV6 â èññëå-
äóåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ è âûÿâèë çíà÷èòåëüíîå
óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ â òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòêàõ K562 è êëåòêàõ Jurkat ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîêîÿ-
ùèìèñÿ ëèìôîöèòàìè.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè,
÷òî èäåíòèôèöèðîâàííûå â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà êàëü-
öèåâûå êàíàëû TRPV5 è TRPV6 ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíû
è èõ àêòèâíîñòü êîððåëèðóåò ñ ïðîëèôåðàòèâíûì ñòàòó-
ñîì êëåòîê êðîâè. Ñîãëàñíî ýòèì äàííûì, ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî êàíàëû TRPV5 è (èëè) TRPV6 ìîãóò ïîòåí-
öèàëüíî ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè, à âîç-
ìîæíî, è çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê êðîâè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01030-a) è ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è
êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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THE FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF TRPV5 AND TRPV6 CHANNELS IN NORMAL

AND TRANSFORMED HUMAN BLOOD LYMPHOCYTES

V. N. Tomilin, I. O. Vassilieva, I. I. Marakhova, Yu. A. Negulyaev, S. B. Semenova1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; 1 e-mail: svsem@mail.cytspb.ru

Calcium signaling and Ca2+-conducting channels are involved in the development of immune response,
cell proliferation, growth and differentiation of lymphocytes. In this paper the calcium channels TRPV5 and
TRPV6 (transient receptor potential vanilloid channels) were studied in the plasma membrane of T cell line Jur-
kat and normal human blood lymphocytes. The channels were activated by removing Ca2+ and Mg2+ from sur-
rounding solution, characterized by inward rectification, and were inactivated by the effective blocker of
TRPV5 and TRPV6, ruthenium red. Channel activity was significantly higher in Jurkat cells, than in normal hu-
man lymphocytes. Quantitative PCR analysis revealed higher levels of mRNA genes encoding channels
TRPV5 and TRPV6 in the proliferation cells com pared with resting lymphocytes. In general these data showed
that TRPV5/TRPV6 in human lymphocytes are functionally active, and their activity is associated with prolife-
rative status of blood cells.

K e y w o r d s: channels TRPV5 and TRPV6, patch-clamp technique, real-time RT-PCR analysis, prolifera-
tion, lymphocytes.
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