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Âõîä êàëüöèÿ â êëåòêè êðîâè ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ñîáûòèåì â çàïóñêå ìíîæåñòâà òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ïðîãðàìì, ðàçâèòèè èììóííîãî îòâåòà, ïðîëèôåðàöèè, ðîñòå è êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêå. Â êà-
÷åñòâå îñíîâíîãî ïðîâîäíèêà èîíîâ êàëüöèÿ â êëåòêàõ êðîâè âûñòóïàþò êàíàëû ñóïåðñåìåéñòâà TRP,
ìíîãèå ýëåìåíòû ðåãóëÿöèè êîòîðûõ äî ñèõ ïîð íåÿñíû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà êëåòêàõ ëèíèè Jurkat ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà patch-clamp ìû ïîêàçàëè, ÷òî àêòèâíîñòü êàëüöèåâûõ êàíàëîâ TRPV5 è TRPV6 (transi-
ent receptor potential vanilloid) ñóïåðñåìåéñòâà TRP çàâèñèò îò ðÍ âíåøíåé ñðåäû. Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé
óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî Ñà2+ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíîãî çîíäà Fluo-4
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî âõîä Ñà2+ â êëåòêè Jurkat òàêæå ðåãóëèðóåòñÿ âíåêëåòî÷íûì ðÍ. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî èçìåíåíèÿ ðÍ ñðåäû, âëèÿÿ íà àêòèâíîñòü êàëüöèåâûõ êàíàëîâ
TRPV5 è TRPV6, ìîãóò ðåãóëèðîâàòü âõîä è óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íîãî Ñà2+ â êëåòêàõ Jurkat. Ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ, ÷òî òàêîé ìåõàíèçì ðåàãèðîâàíèÿ íà èçìåíåíèÿ êèñëîòíî-ùåëî÷íîãî ðàâíîâåñèÿ íåîáõîäèì
êëåòêàì èììóííîé ñèñòåìû äëÿ çàïóñêà çàùèòíûõ ðåàêöèé, â òîì ÷èñëå â ìåñòàõ ðàçâèòèÿ ðàçëè÷íûõ
âîñïàëåíèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàíàëû TRPV5 è TRPV6, âõîä Ñà2+, pH, ïàò÷-êëàìï, êëåòêè Jurkat.

Ðåãóëèðîâàíèå êèñëîòíî-ùåëî÷íîãî áàëàíñà è ïîä-
äåðæàíèå âîäîðîäíîãî ïîêàçàòåëÿ (pH) âíóòðåííåé ñðåäû
îðãàíèçìà â ïðåäåëàõ çíà÷åíèé, áëèçêèõ ê 7.4, ÿâëÿåòñÿ
âàæíîé ñîñòàâëÿþùåé êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà. Ýòîò áà-
ëàíñ ìîæåò áûòü íàðóøåí â ðåçóëüòàòå ðàçâèòèÿ ðàçëè÷-
íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â îðãàíèçìå, âêëþ÷àÿ ìå-
òàáîëè÷åñêèé àöèäîç, àöèäîç âñëåäñòâèå èøåìèè, íåî-
ïëàñòè÷åñêèé ðîñò, âîñïàëèòåëüíûå ïðîöåññû è ïð. Äëÿ
îãðàíè÷åíèÿ ïîâðåæäåíèÿ òêàíåé îðãàíèçìà, à òàêæå äëÿ
ïîääåðæàíèÿ êèñëîòíî-ùåëî÷íîãî ðàâíîâåñèÿ è âûÿâëå-
íèÿ ìåñò ñ èçìåíåííûì çíà÷åíèåì ðÍ ñóùåñòâóþò ðàç-
ëè÷íûå ìåõàíèçìû ôèçèîëîãè÷åñêîãî êîíòðîëÿ è èíèöè-
àöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ îòâåòíûõ ðåàêöèé îðãàíèçìà.

Îäíèì èç òàêèõ ýâîëþöèîííî ñëîæèâøèõñÿ ìåõàíèç-
ìîâ ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü ðÿäà èîííûõ êàíàëîâ ðåàãèðî-
âàòü íà èçìåíåíèå ðÍ ñðåäû â êèñëóþ èëè ùåëî÷íóþ ñòî-
ðîíó. Ê òàêèì ðÍ-÷óâñòâèòåëüíûì èîííûì êàíàëàì îòíî-
ñÿòñÿ, íàïðèìåð, êàíàëû ASIC (acid-sensing ion channels)
(Lingueglia et al., 1997; Waldmann et al., 1997; Chen et al.,
1998), à òàêæå âàíèëîèäíûå ðåöåïòîðû TRPV (transient
receptor potential vanilloid channels) ñóïåðñåìåéñòâà TRP
(Martenson et al., 1994; Kress et al., 1996; Caterina et al.,
1997; Tominaga et al., 1998; Jordt et al., 2000). Êàíàëû
ASIC àêòèâèðóþòñÿ âíåêëåòî÷íûìè èçìåíåíèÿìè ðÍ, è
ïîðîã äëÿ àêòèâàöèè ó íèõ ñðàâíèòåëüíî íèçêèé (îò 6.8)
(Kress, Waldmann, 2006; Wemmie et al., 2006). Êàíàë
TRPV1, íàïðîòèâ, îòêðûâàåòñÿ è ïðîâîäèò òîêè òîëüêî
ïðè ñèëüíîì àöèäîçå, êîãäà ðÍ äîñòèãàåò çíà÷åíèé íèæå
6.0 (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998; Jordt et al.,
2000). Êðîìå òîãî, ìÿãêèé àöèäîç (â äèàïàçîíå ðÍ 7.0—
6.0) ìîæåò ïîâûøàòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü TRPV1 ê òàêèì

ñòèìóëàì, êàê êàïñàèöèí è èçìåíåíèå òåìïåðàòóðû (To-
minaga et al., 1998; McLatchie, Bevan, 2001; Ryu et al.,
2003; Neelands et al., 2005).

Êàëüöèåâûå êàíàëû TRPV5 è TRPV6 (ïåðâîíà÷àëüíî
èçâåñòíûå êàê ÑàÒ2 è CaT1, èëè ÅÑàÑ1 è ECaC2) áûëè
âïåðâûå êëîíèðîâàíû èç ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ïî÷êè
êðîëèêà è òîíêîãî êèøå÷íèêà êðûñû (Peng et al., 1999;
Hoenderop et al., 2000, 2001), à ïîçäíåå áûëè îòíåñåíû ê
ïîäñåìåéñòâó âàíèëîèäíûõ ðåöåïòîðîâ (TRPV) è èäåíòè-
ôèöèðîâàíû â êëåòêàõ äðóãèõ ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷àÿ
÷åëîâåêà (Nijenhuis et al., 2003). Êàíàëû TRPV5 è TRPV6
èìåþò âûñîêóþ ñòåïåíü ãîìîëîãèè (ïðèìåðíî 75 %
èäåíòè÷íûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ) è îáëàäàþò ñõîä-
íûìè ôóíêöèîíàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè (Hoenderop
et al., 2001). Ïîêàçàíî, ÷òî ýòè êàíàëû ìîãóò îáåñïå÷è-
âàòü ñòðîãî äîçèðîâàííîå ïîñòóïëåíèå Ñà2+ è ó÷àñòâîâàòü
â àêòèâíîé (ðå)àáñîðáöèè Ñà2+ â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ
ïî÷åê, òîíêîãî êèøå÷íèêà è ïëàöåíòû (Hoenderop et al.,
2001; Nijenhuis et al., 2003).

Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ñåëåêòèâíûå Ca2+-êàíàëû
TRPV5 è TRPV6 ýêñïðåññèðóþòñÿ â êëåòêàõ ìèåëîèä-
íîé (K562) è ëèìôîèäíîé (Jurkat) ëåéêåìèè ÷åëîâåêà, à
òàêæå â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà (Semenova et
al., 2009; Òîìèëèí è äð., 2013; Vassilieva et al., 2013). Ìå-
õàíèçìû ðåãóëÿöèè ýòèõ êàíàëîâ äî ñèõ ïîð íå èçó÷åíû.
Â îòëè÷èå îò äðóãèõ ÷ëåíîâ ïîäñåìåéñòâà TRPV êàíàëû
íå÷óâñòâèòåëüíû ê äåéñòâèþ òàêèõ ñòèìóëîâ, êàê êàïñàè-
öèí, âûñîêàÿ òåìïåðàòóðà, ìåõàíè÷åñêèé è îñìîòè÷åñêèé
ñòðåññû è ïðî÷. Îäíàêî â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëèñü ðàç-
ðîçíåííûå äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè êàíàëîâ TRPV5/6 ê èçìåíåíèþ âåëè÷èíû âíåêëå-
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òî÷íîãî ðÍ (Yeh et al., 2003, 2005; Lambers et al., 2007).
Ïîýòîìó â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëà ïîñòàâëåíà çàäà÷à èñ-
ñëåäîâàòü, âëèÿåò ëè èçìåíåíèå ðÍ âíåøíåé ñðåäû íà
àêòèâíîñòü Ñà2+-êàíàëîâ TRPV5/6 è íà âõîä Ñà2+ â ëèì-
ôîöèòû ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ëèíèè Jurkat èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã) êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °C â ñðåäå RPMI 1640,
ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è
0.008 % ãåíòàìèöèíà.

Ð å ã è ñ ò ð à ö è þ ò î ê î â ïðîâîäèëè ìåòîäîì ëîêàëü-
íîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà â ðåæèìå whole-cell. Çà 20 ìèí
äî îïûòà êëåòêè ïåðåñåâàëè íà ñòåêëà, ïîêðûòûå ïîëèëè-
çèíîì. Ñòåêëà ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè â ðåãèñòðèðóþùóþ
êàìåðó îáúåìîì 0.1 ìë, îñíàùåííóþ ñèñòåìîé ñìåíû
ðàñòâîðîâ, ðàñïîëîæåííóþ íà ïðåäìåòíîì ñòîëèêå èí-
âåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà AxioVert (Carl Zeiss, Ãåð-
ìàíèÿ). Òðàíñìåìáðàííûå òîêè ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ óñèëèòåëÿ Axopatñh 200B (Molecular Devices,
ÑØÀ). Ñèãíàë èç óñèëèòåëÿ çàïèñûâàëè íà äèñê êîìïüþ-
òåðà ÷åðåç 12-ðàçðÿäíûé àíàëîãî-öèôðîâîé ïðåîáðàçîâà-
òåëü ñ ÷àñòîòîé îöèôðîâêè 5 êÃö. 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 ïðî-
ãðàììû Microcal Origin 6.0 (Microcal Software). Îñíîâíîé
íàðóæíûé ðàñòâîð ñîäåðæàë (â ìÌ): 140 ìåòàíñóëüôîíà-
òà Na+, 5 KCl, 10 HEDTA, 10 HEPES/Tris è 10 D-ãëþêîçû.
Îñíîâíîé ðàñòâîð â ïèïåòêå èìåë ñîñòàâ (â ìÌ) : 140 àñ-
ïàðòàòà K+, 5 NaCl, 10 Bapta, 10 HEPES/Tris è 10 D-ãëþ-
êîçû.

È ç ì å ð å í è ÿ ó ð î â í ÿ â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î é ê î í -
ö å í ò ð à ö è è Ñ à 2 + ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
òî÷íîãî öèòîìåòðà ÑytoFlex (Beckman Coulter, ÑØÀ).
Êëåòêè (1 ìëí/ìë) íàãðóæàëè ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòå-
ëåì Fluo-4 AM â êîíöåíòðàöèè 2 ìêÌ (Molecular Probes,
ÑØÀ) â ñðåäå RPMI 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. Äàëåå êëåòêè îòìûâàëè îò èçëèøêîâ êðàñèòåëÿ è ïî-
ìåùàëè â ðåãèñòðèðóþùóþ êþâåòó. Êîíöåíòðàöèþ ñâî-
áîäíîãî êàëüöèÿ è íåîáõîäèìûé îáúåì äëÿ ââåäåíèÿ
â ðåãèñòðèðóþùóþ êþâåòó ñ êëåòêàìè ðàññ÷èòûâàëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû Maxchelator (http://web.stanford.
edu). Ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë èçìåðÿëè íà êàíàëå FL1
(FITC 525/40) ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷å-
íèÿ ÑytExpert software äëÿ ÑytoFlex (Beckman Coulter,
ÑØÀ). Êèíåòè÷åñêèé ïëîò áûë ïîñòðîåí ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû FlowJo 7.5 (Tree Star, Inc., Ashland, OR, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Âëèÿíèå èçìåíåíèé âíåêëåòî÷íîãî ðÍ íà ðåãóëÿ-
öèþ àêòèâíîñòè êàëüöèåâûõ êàíàëîâ TRPV5 è TRPV6
(TRPV5/6) èññëåäîâàëè â ðåæèìå ôèêñàöèè ïîòåíöèà-
ëà (ìåòîä ïàò÷-êëàìï) íà öåëîé êëåòêå (êîíôèãóðàöèÿ
whole-cell) â ðàñòâîðàõ, íå ñîäåðæàùèõ äâóõâàëåíòíûõ
êàòèîíîâ (DVF — divalent free solution). Â êà÷åñòâå
îñíîâíîãî íîñèòåëÿ òîêà èñïîëüçîâàëè 140 ìÌ Na+. Ïðè
ðåãèñòðàöèè òîêà îò öåëîé êëåòêè è ïîääåðæèâàåìûõ
îòðèöàòåëüíûõ ïîòåíöèàëàõ íà ìåìáðàíå çàïèñûâàëè

ñïîíòàííûå òîêè âõîäÿùåãî íàïðàâëåíèÿ. Íà ðèñ. 1 ïðåä-
ñòàâëåíî ðàçâèòèå èíòåãðàëüíîé àêòèâíîñòè òîêîâ ñ ïîñëå-
äîâàòåëüíûì îòêðûâàíèåì îäèíî÷íûõ êàíàëîâ è ïîñòå-
ïåííûì óâåëè÷åíèåì òîêà. Àìïëèòóäà òîêà ÷åðåç îäè-
íî÷íûé êàíàë, ïîñ÷èòàííàÿ ñ ïîìîùüþ àìïëèòóäíûõ ãè-
ñòîãðàìì è îïèñàííàÿ ôóíêöèåé Ãàóññà, èìåëà çíà÷åíèÿ
~ 2.1 ± 0.3 ïÀ (ïðè –70 ìÂ), ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî àìïëè-
òóäå òîêîâ ÷åðåç êàíàëû TRPV5/6, çàðåãèñòðèðîâàííûå
íàìè ðàíåå â êëåòêàõ Jurkat â êîíôèãóðàöèè outside-out â
àíàëîãè÷íûõ èîííûõ óñëîâèÿõ (Vassilieva et al., 2013).

Àêòèâíîñòü êàíàëîâ ðàçâèâàëè â 90 % ñëó÷àåâ â òå÷å-
íèå ïåðâûõ íåñêîëüêèõ ìèíóò ïîñëå îáðàçîâàíèÿ êîíôè-
ãóðàöèè whole-cell (n = 30). Êîëè÷åñòâî îòêðûâàíèé êàíà-
ëîâ óâåëè÷èâàëîñü ïî ìåðå ïðîíèêíîâåíèÿ êàëüöèåâîãî
õåëàòîðà BAPTA èç ïèïåòêè â öèòîïëàçìó êëåòêè è ïî-
ñëåäóþùåãî ñíèæåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè
ñâîáîäíîãî êàëüöèÿ. Çíà÷åíèÿ èíòåãðàëüíûõ òîêîâ çàâè-
ñåëè îò êîëè÷åñòâà îòêðûòûõ êàíàëîâ è âàðüèðîâàëè â
ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàõ îò 15 äî 50 ïÀ. Ïîñëå ñòàáèëü-
íîãî ðàçâèòèÿ àêòèâíîñòè êàíàëîâ ïðîèçâîäèëè ñìåíó
íàðóæíîãî ðàñòâîðà ñî çíà÷åíèåì ðÍ 7.3 íà ðàñòâîðû ñ
òàêèì æå èîííûì ñîñòàâîì, íî ñî ùåëî÷íûì (8.2) èëè
êèñëûì (6.0) çíà÷åíèåì ðÍ. Ïðîòî÷íàÿ ñèñòåìà ðåãèñòðè-
ðóþùåé êàìåðû ïîçâîëÿëà â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ñåêóíä
äîáèòüñÿ ñìåíû ðàñòâîðîâ ñ ðàçëè÷íûìè çíà÷åíèÿìè
ðÍ. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 2, à, á, çàìåíà ðàñòâîðà ñ ðÍ 7.3
íà ðàñòâîð ñ ðÍ 8.2 â ðåãèñòðèðóþùåé êàìåðå ïðèâî-
äèëà ê ñóùåñòâåííîìó óâåëè÷åíèþ àêòèâíîñòè êàíàëîâ
TRPV5/6. Óñðåäíåííîå çíà÷åíèå àìïëèòóäû óíèòàðíûõ
òîêîâ, ïîñ÷èòàííîå èç àìïëèòóäíûõ ãèñòîãðàìì, ïðàêòè-
÷åñêè íå ìåíÿëîñü ïîñëå ñìåíû ðÍ ðàñòâîðà, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâîâàëî îá óâåëè÷åíèè ÷èñëà îòêðûòûõ êàíàëîâ, à
íå îá èçìåíåíèè ïðîâîäèìîñòè çàðåãèñòðèðîâàííûõ êà-
íàëîâ. Â ýêñïåðèìåíòàõ ñî ñìåíîé íåéòðàëüíîãî ðàñòâîðà
íà ðàñòâîð ñ íèçêèì çíà÷åíèåì ðÍ (6.0) íàáëþäàëè ïðî-
òèâîïîëîæíóþ êàðòèíó. Çàìåíà íà ðàñòâîð ñ êèñëûì ðÍ
ïðèâîäèëà ê áûñòðîìó èíãèáèðîâàíèþ ðàáîòû êàíàëîâ
TRPV5/6 è ïîäàâëåíèþ èíòåãðàëüíûõ òîêîâ â êëåòêàõ
Jurkat (ðèñ. 3, à, á).

Èçâåñòíî, ÷òî êàíàëû TRPV5/6 èìåþò êîíñòèòóòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü è ìîãóò èãðàòü âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿ-
öèè óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ. Ñîãëàñíî íàøèì

596 À. Ë. ×åðåçîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ðàçâèòèå èíòåãðàëüíîé àêòèâíîñòè êàëüöèåâûõ êàíà-
ëîâ TRPV5/6 âî âðåìåíè â êëåòêàõ Jurkat.

Àêòèâíîñòü êàíàëîâ ðåãèñòðèðîâàëè ìåòîäîì patch-clamp â êîíôèãóðà-
öèè whole-cell. Ïðåäñòàâëåíû êîðîòêèå îòðåçêè çàïèñåé òîêîâ ïî

200—400 ìñ. Ïîääåðæèâàåìûé ïîòåíöèàë –70 ìÂ.
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ùåëî÷íîãî çíà÷åíèÿ ðÍ íà èíòåãðàëüíóþ àêòèâíîñòü êàíàëîâ TRPV5/6 â êëåòêàõ Jurkat.

à — òèïè÷íûå çàïèñè òîêîâ â ðåæèìå whole-cell â ðàñòâîðå ñ ðÍ 7.3 è ïîñëå ïîäà÷è ðàñòâîðà ñ ðÍ 8.2. á — ñîîòâåòñòâóþùèå àìïëèòóäíûå ãèñòîãðàì-
ìû, îïèñàííûå ôóíêöèåé Ãàóññà. Âèäíî, ÷òî ïîâûøåíèå âåëè÷èíû ðÍ ðàñòâîðà óâåëè÷èâàåò òîê ÷åðåç êàíàëû TRPV5/6. Îáùàÿ àêòèâíîñòü êàíàëîâ

(NPO), ïîñ÷èòàííàÿ äëÿ äàííîãî ýêñïåðèìåíòà, âûðîñëà ñ 4.2 (ðÍ 7.2) äî 6.8 (ïîñëå ñìåíû íà ðÍ 8.2). Ïîääåðæèâàåìûé ïîòåíöèàë –70 ìÂ.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå êèñëîãî çíà÷åíèÿ ðÍ íà èíòåãðàëüíóþ àêòèâíîñòü êàíàëîâ TRPV5/6 â êëåòêàõ Jurkat.

à — òèïè÷íûå çàïèñè òîêîâ â ðåæèìå whole-cell äî è ïîñëå ïîäà÷è ðàñòâîðà ñ ðÍ 6.0. á — ñîîòâåòñòâóþùèå àìïëèòóäíûå ãèñòîãðàììû, îïèñàííûå
ôóíêöèåé Ãàóññà. Âèäíî, ÷òî ïîíèæåíèå ðÍ ñíèæàåò òîê ÷åðåç êàíàëû TRPV5/6. Çíà÷åíèå NPO ñíèçèëîñü ñ 21.9 äî 10.8 ïîñëå ïîäà÷è ðàñòâîðà ñ

ðÍ 6.0. Ïîääåðæèâàåìûé ïîòåíöèàë –70 ìÂ.



ïðåäïîëîæåíèÿì, ðÍ âíåøíåé ñðåäû ÷åðåç âîçäåéñòâèå
íà êàíàëû TRPV5/6 ìîæåò ðåãóëèðîâàòü âõîä Ñà2+ è ïîä-
äåðæèâàòü îïðåäåëåííûé óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íîãî Ñà2+

â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû ìû
ïðîâåëè èçìåðåíèÿ óðîâíÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî Ñà2+ ñ
ïîìîùüþ Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà
Fluo-4. Àëèêâîòó êëåòîê (500 ìêë), çàãðóæåííûõ Fluo-4
(êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»), ïîìåùà-
ëè â ðåãèñòðèðóþùóþ êþâåòó è àíàëèçèðîâàëè íà ïðî-
òî÷íîì öèòîìåòðå. Â ïðîöåññå ýêñïåðèìåíòà èç íàðóæ-
íîé ñðåäû óáèðàëè Ñà2+ (ñ ïîìîùüþ êàëüöèé-ñâÿçûâàþ-
ùåãî õåëàòîðà EGTA), ÷òî ñðàçó ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ
óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ â êëåòêàõ
Jurkàt. Ïîñëåäóþùåå äîáàâëåíèå 2 ìÌ Ñà2+ âî âíåøíþþ
ñðåäó âûçûâàëî ïîäúåì âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè
Ñà2+. Ýòîò ïîäúåì óêàçûâàë íà âõîä Ñà2+ â êëåòêó ÷åðåç
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó è âîññòàíîâëåíèå âíóòðèêëå-
òî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ äî èñõîäíîãî óðîâíÿ. Äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ âåëè÷èíû ðÍ íà âõîä Ñà2+ â ëèìôî-
öèòû â êþâåòó ñ êëåòêàìè, íàõîäÿùèìèñÿ â ðàñòâîðå áåç
Ñà2+, äîáàâëÿëè ðàñòâîðû, ñîäåðæàùèå Ñà2+ (2 ìÌ), êîòî-
ðûå èìåëè êèñëûé, ùåëî÷íîé èëè íîðìàëüíûé ðÍ. Â êà-
÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ ïðîòåêàíèÿ ðåàêöèè èñ-
ïîëüçîâàëè êàëüöèåâûé èîíîôîð èîíîìèöèí â ôèíàëü-
íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Êàê ïîêàçàëè ðåçóëüòàòû, èçìåíåíèå ðÍ íàðóæíîãî
ðàñòâîðà â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè âëèÿëî íà âõîä è óðî-
âåíü Ñà2+ â êëåòêàõ Jurkàt (ðèñ. 4, à, á). Ïðè äîáàâëåíèè â

êàìåðó êàëüöèåâîãî ðàñòâîðà, ðÍ 8.2, óðîâåíü âíóòðèêëå-
òî÷íîãî Ñà2+ ñóùåñòâåííî âîçðàñòàë â ðåçóëüòàòå àêòèâà-
öèè âõîäà êàëüöèÿ â êëåòêè. Åãî çíà÷åíèå ïðåâûøàëî
âõîä Ñà2+, íàáëþäàåìûé ïîñëå ïîäà÷è êàëüöèé-ñîäåðæà-
ùèõ ðàñòâîðîâ, èìåþùèõ ðÍ 7.3 (n = 3). Ïîäà÷à â ðåãèñò-
ðèðóþùóþ êàìåðó ñ êëåòêàìè ðàñòâîðà Ñà2+ ñ íèçêèì ðÍ
(6.0) ïðèâîäèëà ê óìåíüøåíèþ èëè áëîêèðîâàíèþ âõîäà
Ñà2+ â êëåòêè Jurkat (n = 3).

Îáñóæäåíèå

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå íà ëèì-
ôîöèòàõ ÷åëîâåêà ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíîñòü êàíàëîâ
TRPV5/6 è âõîä Ñà2+ â êëåòêè íàõîäÿòñÿ ïîä êîíòðîëåì
âíåêëåòî÷íîãî ðÍ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðå-
çóëüòàòàìè èññëåäîâàíèé äðóãèõ àâòîðîâ, êîòîðûå îáíà-
ðóæèëè, ÷òî èçìåíåíèÿ âíåêëåòî÷îãî ðÍ ìîãóò ðåãóëèðî-
âàòü ðàáîòó êàíàëîâ TRPV5, ýêñïðåññèðîâàííûõ â êëåò-
êàõ HEK293T (Yeh et al., 2003, 2005; Lambers et al., 2007).
Ýòè àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî èçìåíåíèå ðÍ íàðóæíûõ ðàñ-
òâîðîâ ìîæåò ïðèâîäèòü ê êîíôîðìàöèîííûì èçìåíå-
íèÿì ïîðû êàíàëà TRPV5 è âëèÿòü íà åå ïðîâîäÿùèå
ñâîéñòâà. Ïðè ýòîì ñíèæåíèå ðÍ ðàñòâîðà èíãèáèðîâàëî,
à ïîâûøåíèå ðÍ ñòèìóëèðîâàëî àêòèâíîñòü êàíàëîâ
TRPV5 (Yeh et al., 2003, 2005).

Êðîìå òîãî, ñóùåñòâóþò ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå
äðóãèõ àâòîðîâ, êîòîðûå îáíàðóæèëè, ÷òî ðÍ íàðóæíîé

598 À. Ë. ×åðåçîâà è äð.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå âíåêëåòî÷íîãî ðÍ íà âõîä Ñà2+ â êëåòêè Jurkat.

à, á — ãèñòîãðàììû àíàëèçà äàííûõ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè îáðàçöîâ êëåòîê, çàãðóæåííûõ Fluo-4. Ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ, ñ; ïî âåðòèêàëè —
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè Fluo-4; àíàëèç íà äëèíå âîëíû 525 íì (à — ëîãàðèôìè÷åñêàÿ øêàëà; á — ëèíåéíàÿ øêàëà). Âèäíî, ÷òî âõîä Ñà2+

â êëåòêè ñóùåñòâåííî âûøå â ùåëî÷íûõ ñðåäàõ (ðÍ 8.2) è ñóùåñòâåííî íèæå â êèñëûõ (ðÍ 6.0) ïî ñðàâíåíèþ ñî âõîäîì Ñà2+ ïðè íåéòðàëüíûõ çíà÷å-
íèÿõ ðÍ âíåêëåòî÷íîé ñðåäû (ðÍ 7.3).



ñðåäû âëèÿåò íà ïðîöåññû, ñâÿçàííûå ñ âíóòðèêëåòî÷íûì
òðàíñïîðòîì êàíàëîâ. Òàê, ïðè ñëàáîì çàùåëà÷èâàíèè
ðàñòâîðîâ óâåëè÷èâàëèñü ñêîðîñòü äîñòàâêè è âñòðàè-
âàíèå â ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó êàíàëîâ TRPV5,
ýêñïðåññèðîâàííûõ â êëåòêàõ HEK293T (Lambers et al.,
2007). Çàêèñëåíèå íàðóæíîé ñðåäû, íàïðîòèâ, ïðèâîäèëî
ê ïåðåìåùåíèþ êàíàëîâ TRPV5 èç ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíû â ïîäìåìáðàííûå êîìïàðòìåíòû êëåòîê HEK293T
(Lambers et al., 2007). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ìåõàíèçìû
äåéñòâèÿ ðÍ íà êàíàëû TRPV5 â ðàçíûõ ðàáîòàõ ïðèíöè-
ïèàëüíî ðàçëè÷àþòñÿ, àâòîðû òåì íå ìåíåå ñõîäÿòñÿ â
òîì, ÷òî èçìåíåíèÿ ðÍ ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ àêòèâíîñòè
êàëüöèåâûõ êàíàëîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî êèñëîòíî-ùåëî÷íîé ãîìåîñòàç íåîáõî-
äèì äëÿ ïîääåðæàíèÿ íîðìàëüíûõ êëåòî÷íûõ îòâåòîâ è
ôèçèîëîãè÷åñêîé öåëîñòíîñòè êëåòîê æèâîãî îðãàíèçìà.
Ìíîãèå êëåòî÷íûå îòâåòû, âêëþ÷àÿ àêòèâíîñòü öèòî-
çîëüíûõ è ìåìáðàííî-ñâÿçàííûõ ôåðìåíòîâ, àêòèâíîñòü
òðàíñïîðòà èîíîâ, ñèíòåç áåëêà è ÄÍÊ, óðîâåíü öÀÌÔ è
âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ, ìåíÿþòñÿ ïðè èçìåíåíèè âíå-
êëåòî÷íîãî pH (ñì. îáçîð: Madshus, 1988). ×òî êàñàåòñÿ
èììóííîé ñèñòåìû, òî èçìåíåíèÿ ðÍ â ìåñòàõ èíôåêöèé
è âîñïàëåíèé èçâåñòíû íà ïðîòÿæåíèè äîëãîãî âðåìåíè
(Rotstein et al., 1987, 1988; Grinstein et al., 1991). Òàê, õà-
ðàêòåðíîé ÷åðòîé âîñïàëèòåëüíîãî î÷àãà ÿâëÿåòñÿ ëî-
êàëüíûé àöèäîç (Grinstein et al., 1991). Âíóòðèòêàíåâûå
çíà÷åíèÿ ðÍ ìîãóò óïàñòü äî 4.7 â ãåìàòîìàõ, äî 5.4 â ìå-
ñòàõ âîñïàëåíèé è äî 5.7 â ìèîêàðäå (ïðè ñåðäå÷íîé èøå-
ìèè) (Steen et al., 1992; Kress, Waldmann, 2006; Wemmie
et al., 2006). Àöèäîç íàáëþäàåòñÿ òàêæå âíóòðè è âîêðóã
çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé (Vaupel et al., 1989; Newell
et al., 1993). Êðîìå òîãî, êèñëîå ìèêðîîêðóæåíèå ìîæåò
èãðàòü âàæíóþ ðîëü â èíãèáèðîâàíèè èììóííîé ôóíêöèè
ïðè òÿæåëûõ çàáîëåâàíèÿõ, òàêèõ êàê ìóêîâèñöèäîç è íåî-
ïëàñòè÷åñêèé ðîñò, à òàêæå ïðè ðàçëè÷íûõ âèäàõ èíâàçèè
(Kraus, Wolf, 1996; Helmlinger et al., 1997).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî âíåêëåòî÷íûé ðÍ ìîæåò ðåãóëèðîâàòü àêòèâíîñòü êà-
ëüöèåâûõ êàíàëîâ TRPV5/6 è âõîä Ñà2+ â ëèìôîöèòû ÷å-
ëîâåêà. Âûñîêèé ðÍ íàðóæíîé ñðåäû óâåëè÷èâàåò àêòèâ-
íîñòü êàëüöèåâûõ êàíàëîâ TRPV5/6 è ïîâûøàåò âõîä
Ñà2+ â êëåòêè Jurkat. Íèçêèé ðÍ ðåäóöèðóåò âõîäÿùèå
òîêè ÷åðåç êàíàëû TRPV5/6 è ñíèæàåò âõîä Ñà2+ â êëåòêè.
Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î
òîì, ÷òî èçìåíåíèÿ âíåêëåòî÷íîãî ðÍ, âëèÿÿ íà âõîä
êàëüöèÿ â ëèìôîöèòû, ìîãóò çàïóñêàòü öåïü ñèãíàëüíûõ
ñîáûòèé, ñâÿçàííûõ ñ êàëüöèåâûì îòâåòîì. Ìû ïðåä-
ïîëàãàåì, ÷òî òàêàÿ ðåãóëÿöèÿ ìîæåò áûòü íåîáõîäèìà
êëåòêàì èììóííîé ñèñòåìû äëÿ ïîëó÷åíèÿ è ïåðåäà÷è
ñèãíàëà îá èçìåíåíèè òêàíåâîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ è äëÿ
ïîñëåäóþùåãî ôîðìèðîâàíèÿ ñîîòâåòñòâóþùåãî èììóí-
íîãî îòâåòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
15-04-00938) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ãðàíòà Ñàíêò-Ïåòåðáóð-
ãà â ñôåðå íàó÷íîé è íàó÷íî-òåõíè÷åñêîé äåÿòåëüíîñòè.
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EXTRACELLULAR pH REGULATES THE CALCIUM INFLUX IN JURKAT-CELLS

A. L. Cherezova, Yu. A. Negulyaev, V. V. Zenin, S. B. Semenova1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064;
1 e-mail: svsem@incras.ru

The calcium influx in blood cells is a key event in the launch of a multitude of transcriptional programs,
including the development of an immune response, proliferation, growth and cell differentiation. The main con-
ductors of calcium ions in blood cells are the superfamily TRP channels, elements of regulation of which are
still not clear. In the present work on Jurkat cells, using the patch-clamp method, we showed that the activity of
calcium channels TRPV5 and TRPV6 (transient receptor potential vanilloid) superfamily TRP, depends on the
environment pH. Measurement of the level of intracellular Ca2+ with a fluorescent Ca2+-sensitive Fluo-4 probe
revealed that the Ca2+ influx in human lymphocytes is also controlled by the external pH. Thus, changes in
extracellular pH, affecting the activity of calcium channels TRPV5 and TRPV6, can regulate the entry and level
of intracellular Ca2+ in Jurkat cells. It is supposed, that such a mechanism of response to changes of acid-base
balance is necessary for immune system to trigger the protective reactions, including the places of development
of various inflammations.

K e y w o r d s: TRPV5 and TRPV6 channels, Ca2+ influx, pH, patch-clamp, Jurkat cells.
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