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Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ïàò÷-êëàìï èññëåäîâàëè ìåõàíîçàâèñèìóþ ðåãóëÿöèþ èîííûõ êàíàëîâ â
êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëàñòàõ 3Ò3 è 3T3-SV40. Â îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ íàáëþäàëè àêòèâíîñòü ìå-
õàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàòèîííûõ êàíàëîâ ñ ïðîâîäèìîñòüþ îêîëî 25 ïÑì â îòâåò íà ðàñòÿæåíèå ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíû. Íåñìîòðÿ íà î÷åâèäíûå ðàçëè÷èÿ àêòèíîâîé ñåòè â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòêàõ, ïîðîãîâûå çíà÷åíèÿ ñòèìóëà, íåîáõîäèìîãî äëÿ àêòèâàöèè êàíàëîâ, áûëè áëèçêè
è ñîñòàâëÿëè îêîëî 55 ìì ðò. ñò. ×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè êàíàëîâ áûëà ñóùåñòâåííî âûøå â òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ 3Ò3-SV40, ÷åì â èõ íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ àíàëîãàõ 3Ò3. Â îáåèõ êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ îáíàðóæåíà ñîïðÿæåííàÿ àêòèâàöèÿ ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàëüöèéïðîíèöàåìûõ êàíàëîâ è êà-
ëèåâûõ êàëüöèéóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ. Àíàëèç òîêîâ ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ôóíê-
öèîíàëüíîå âçàèìîäåéñòâèå ðàçíûõ êàíàëîâ: ñòðåò÷èíäóöèðîâàííûé ëîêàëüíûé âõîä êàëüöèÿ àêòèâè-
ðóåò êàëèåâûå êàíàëû, êîòîðûå íå îáëàäàþò ñîáñòâåííîé ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ. Ðåçóëüòàòû ñðàâ-
íèòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ äåìîíñòðèðóþò ïðèíöèïèàëüíîå ñõîäñòâî èîííûõ ìåõàíèçìîâ êëåòî÷íîé
ìåõàíîòðàíñäóêöèè â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ. Êîëè÷åñòâåííûå ðàçëè÷èÿ êà-
ñàþòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü óðîâíÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ, îáåñïå-
÷èâàþùèõ ôîðìèðîâàíèå ëîêàëüíîãî êàëüöèåâîãî ñèãíàëà â ïðèìåìáðàííîé îáëàñòè êëåòêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòî÷íàÿ ìåìáðàíà, ïàò÷-êëàìï, ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå êàíàëû, êàëüöèåâàÿ
ñèãíàëèçàöèÿ, ôèáðîáëàñòû 3Ò3 è 3T3-SV40.

Ìåõàíîçàâèñèìûå ðåàêöèè èãðàþò âàæíåéøóþ ðîëü
â æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê è òêàíåé ìëåêîïèòàþùèõ.
Èçìåíåíèÿ êëåòî÷íîé ìåõàíèêè âîâëå÷åíû â ðåãóëÿöèþ
ïåðåäà÷è ñèãíàëà è ñîïðÿæåííîãî âõîäà êàòèîíîâ â íå-
âîçáóäèìûõ êëåòêàõ. Ìåõàíîóïðàâëÿåìûå (mechanically
gated) êàòèîííûå êàíàëû, àêòèâèðóþùèåñÿ ïðè äåôîð-
ìàöèè ìåìáðàíû, ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûìè ó÷àñòíèêàìè
êëåòî÷íîé ìåõàíîòðàíñäóêöèè (Arnadottir, Chalfie, 2010).
Â íàøèõ ïðåäøåñòâóþùèõ ðàáîòàõ íà êëåòêàõ ìèåëî-
èäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè K562 áûëè èçó÷åíû
ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà êàíàëîâ, àêòèâèðóþùèõñÿ
ïðè ëîêàëüíîì ðàñòÿæåíèè (stretch) ìåìáðàíû. Êëåòêè
K562 îêàçàëèñü óäîáíîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ
äëÿ èññëåäîâàíèÿ õàðàêòåðèñòèê îäèíî÷íûõ êàíàëîâ.
Áûëà ïîêàçàíà ïðîâîäèìîñòü ñòðåò÷àêòèâèðóåìûõ êà-
íàëîâ äëÿ äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ — êàëüöèÿ è ìàãíèÿ
(Staruschenko, Vedernikova, 2002; Staruschenko et al.,
2006). Ïðîàíàëèçèðîâàíà ðîëü ëèïèäíîãî áèñëîÿ, ìåìá-
ðàííîãî õîëåñòåðèíà è àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ðå-
ãóëÿöèè ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàëüöèéïðîíèöàåìûõ êà-
íàëîâ (Staruschenko et al., 2005; Morachevskaya et al.,
2007; Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2011). Ðåçóëüòàòû íà-
øèõ ïîñëåäóþùèõ ðàáîò è äàííûå ëèòåðàòóðû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî èññëåäóåìûå êàíàëû ìîãóò îáåñïå-
÷èâàòü ëîêàëüíûé âõîä êàëüöèÿ ïðè ïåðåäà÷å ñèãíàëà ñ
êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ê öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ñòðóêòó-

ðàì (Gilbert et al., 2014; Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2014,
2017).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîëåêóëÿðíûå îñíîâû ìåõàíî-
òðàíñäóêöèè âûçûâàþò ïîâûøåííûé èíòåðåñ â ñâÿçè ñ
èçó÷åíèåì ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ïàòîëîãèé, âêëþ÷àÿ
çëîêà÷åñòâåííóþ òðàíñôîðìàöèþ. Èçâåñòíî, ÷òî ìåõàíè-
÷åñêèå ñâîéñòâà ðàêîâûõ êëåòîê ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñÿ
îò íîðìàëüíûõ, âçÿòûõ èç òåõ æå îðãàíîâ è òêàíåé (Su-
resh, 2007). Â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ýòî îáóñëîâëåíî ðàç-
ëè÷èÿìè â îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Ðîâåí-
ñêèé, Âàñèëüåâ, 2004). Îáñóæäàåòñÿ ðîëü ìåõàíî÷óâñòâè-
òåëüíûõ êàòèîííûõ êàíàëîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû â
îíêîòðàíñôîðìàöèè è ìåòàñòàçèðîâàíèè îïóõîëåâûõ
êëåòîê (Maroto, Hamill, 2007; Li et al., 2015). Ïîëàãàþò,
÷òî ïîâûøåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ ïðè ìåõàíîçà-
âèñèìîé àêòèâàöèè êàíàëîâ ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì çâåíîì,
îïðåäåëÿþùèì ðîëü ýòèõ êàíàëîâ â êëåòî÷íîé ïîäâèæíî-
ñòè, è âíîñèò ñóùåñòâåííûé âêëàä â ìåòàñòàòè÷åñêóþ àê-
òèâíîñòü è ïîâûøåííóþ èíâàçèâíóþ ñïîñîáíîñòü ðàêî-
âûõ êëåòîê (Maroto, Hamill, 2007). Â ñâÿçè ñ ýòèì êàòèîí-
íûå êàíàëû, ñâÿçàííûå ñ ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ,
ïðåäëàãàþò êàê ïåðñïåêòèâíóþ ìèøåíü â ïðîòèâîîïóõî-
ëåâîé òåðàïèè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñðåäè íàèáîëåå âåðî-
ÿòíûõ ìîëåêóëÿðíûõ êîððåëÿòîâ ñòðåò÷àêòèâèðóåìûõ
êàíàëîâ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ðàññìàòðèâàþò òðàíñ-
ìåìáðàííûå áåëêè ñåìåéñòâà TRP è Piezo1/2. Êîíêðåò-
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íûå ìåõàíèçìû, îïîñðåäóþùèå ó÷àñòèå ýòèõ êàíàëîâ â
ïðîöåññàõ ïåðåäà÷è ñèãíàëà, îñòàþòñÿ íåÿñíûìè.

Ðàíåå íàìè áûëà îáíàðóæåíà ôóíêöèîíàëüíàÿ ñâÿçü
ñòðåò÷àêòèâèðóåìûõ êàíàëîâ ñ êàëüöèéçàâèñèìûìè êà-
ëèåâûìè êàíàëàìè, íå îáëàäàþùèìè ïðÿìîé ìåõàíî÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòüþ, â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ
ìûøè (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2014; ×óáèíñêèé-Íà-
äåæäèí, 2016). Âûñêàçûâàþòñÿ ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî
òàêèå ñèãíàëüíûå êîìïëåêñû èîííûõ êàíàëîâ â ìåìáðàíå
ñïåöèôè÷íû èìåííî äëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê
(Gu*eguinou et al., 2014).

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïðîâåäåíèå ñðàâíè-
òåëüíîãî àíàëèçà ìåõàíîçàâèñèìîé ðåãóëÿöèè êàíàëîâ â
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ 3T3-SV40 è èõ ïñåâäîíîð-
ìàëüíûõ àíàëîãàõ 3Ò3.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû
ìûøè ëèíèé 3T3 («ïñåâäîíîðìàëüíûé ôåíîòèï») è
3T3-SV40 («òðàíñôîðìèðîâàííûé ôåíîòèï») áûëè ïîëó-

÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ýìá-
ðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (Áèîëîò, Ðîññèÿ, èëè
HyClone, ÑØÀ) è 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà.

Ð à ñ ò â î ð û. Â ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ ñòàíäàðòíûé íàðóæíûé ðàñòâîð ñîäåðæàë (â ìÌ):
145 NaCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2 è 10 HEPES/TrisOH. Ïðè ðåãè-
ñòðàöèè cell-attached ðàñòâîð â êàìåðå áûë àíàëîãè÷åí
ñòàíäàðòíîìó íàðóæíîìó ðàñòâîðó ñ ýêâèâàëåíòíîé çà-
ìåíîé èîíîâ Na+ íà K+. Â ýòèõ óñëîâèÿõ ïîòåíöèàë ïî-
êîÿ êëåòî÷íîé ìåìáðàíû áëèçîê ê íóëþ. Â êîíôèãóðàöèè
inside-out ðàñòâîð â êàìåðå, èìèòèðóþùèé âíóòðèêëå-
òî÷íûé, ñîäåðæàë (â ìÌ): 140 K-Àñïàðòàò, 5 NaCl,
2 EGTA/KOH, 1 MgCl2, 20 HEPES/TrisOH è ñîîòâåòñòâó-
þùåå êîëè÷åñòâî CaCl2 äëÿ óñòàíîâëåíèÿ êîíöåíòðàöèè
ñâîáîäíîãî èîíèçèðîâàííîãî êàëüöèÿ [Ca2+]i â ðàñòâîðå
íà óðîâíå 0.01 (pCa8) èëè 0.1 (pCa7) ìêÌ. pH âñåõ ðàñò-
âîðîâ ïîääåðæèâàëè íà óðîâíå 7.3.

Ð å ã è ñ ò ð à ö è ÿ è î í í û õ ò î ê î â. Ýëåêòðîôèçèî-
ëîãè÷åñêàÿ óñòàíîâêà íà áàçå óñèëèòåëÿ HEKA EPC 8
(HEKA, Ãåðìàíèÿ), àíàëîãî-öèôðîâîãî ïðåîáðàçîâàòå-
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Ðèñ. 1. Ðåãèñòðàöèÿ ìåõàíîçàâèñèìîé àêòèâàöèè èîííûõ êàíàëîâ â êëåòî÷íîé ìåìáðàíå ìåòîäîì ïàò÷-êëàìï.

à — êëåòêè 3T3B-SV40 è ðåãèñòðèðóþùàÿ ñòåêëÿííàÿ ìèêðîïèïåòêà (ÌÏ); ôàçîâûé êîíòðàñò, îá. 16�. á — âàðèàíòû ìåòîäà ïàò÷-êëàìï («cell-atta-
ched» è «inside-out» ñ ôðàãìåíòîì ìåìáðàíû). â — ìåõàíîàêòèâèðóåìûå èîííûå òîêè è ñõåìà ïåðåõîäà ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíîãî êàíàëà (Ì×Ê, 1) â îò-
êðûòîå (Î, 3) ñîñòîÿíèå â îòâåò íà ïîäà÷ó ñòèìóëà — «îòðèöàòåëüíîãî» äàâëåíèÿ (DP < 0) ÷åðåç ðåãèñòðèðóþùóþ ïèïåòêó (2). Ñ (3) — çàêðûòîå ñîñòî-

ÿíèå êàíàëîâ, ñîîòâåòñòâóþùåå óðîâíþ íóëåâîãî òîêà.



ëÿ L-Card (Ìîñêâà, Ðîññèÿ) è ïåðñîíàëüíîãî êîìïüþòåðà
óêîìïëåêòîâàíà ñïåöèàëèçèðîâàííûì ïðîãðàììíûì
îáåñïå÷åíèåì äëÿ óïðàâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòîì è çàïèñè
äàííûõ. Â íà÷àëå ýêñïåðèìåíòà ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåò-
êàìè ïîìåùàëè â êàìåðó îáúåìîì 0.15 ìë, çàïîëíåííóþ
ñòàíäàðòíûì íàðóæíûì ðàñòâîðîì (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðè-
àë è ìåòîäèêà. Ð à ñ ò â î ð û») è ïîìåùåííóþ íà àíòèâèá-
ðàöèîííûé ñòîëèê. Îïòè÷åñêèå íàáëþäåíèÿ îñóùåñòâ-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà ñ äèô-
ôåðåíöèàëüíûì êîíòðàñòîì ïî Íîìàðñêîìó (îá. 16�).
Äàëåå ñ ïîìîùüþ ìèêðîìàíèïóëÿòîðà ñòåêëÿííóþ ìèê-
ðîïèïåòêó ïîäâîäèëè ê êëåòêå (ðèñ. 1, à) äëÿ ôîðìè-
ðîâàíèÿ ñâåðõïëîòíîãî êîíòàêòà ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíîé. Ïèïåòêè èçãîòàâëèâàëè èç áîðîñèëèêàòíûõ ñòåê-
ëÿííûõ êàïèëëÿðîâ (BF-150-110-10) íà ïóëëåðå
Flaming/Brown P-97 (Sutter Instruments, ÑØÀ) è çàïîëíÿ-
ëè ñòàíäàðòíûì íàðóæíûì ðàñòâîðîì, êîíòàêòèðóþùèì
ñ âíåêëåòî÷íîé ñòîðîíîé ó÷àñòêà ìåìáðàíû. Ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà (patch-clamp) ðå-
ãèñòðèðîâàëè èîííûå òîêè ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû â
ó÷àñòêå ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû íåïîâðåæäåííîé
êëåòêè (âàðèàíò cell-attached) èëè â èíâåðòèðîâàííîì
ìåìáðàííîì ôðàãìåíòå (inside-out) (ðèñ. 1, á). Â êîíôèãó-
ðàöèè inside-out öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ñòîðîíà ìåìáðàííî-
ãî ôðàãìåíòà ýêñïîíèðîâàíà â ðàñòâîð, èìèòèðóþùèé
âíóòðèêëåòî÷íûé, ÷òî ïîçâîëÿåò âàðüèðîâàòü åãî ñîñòàâ â
õîäå ýêñïåðèìåíòà. Âñå îïûòû ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå (22—23° Ñ).

Ì å õ à í è ÷ å ñ ê à ÿ ñ ò è ì ó ë ÿ ö è ÿ è à í à ë è ç ä à í -
í û õ. Èñïîëüçîâàëè èçâåñòíûé ñïîñîá ìåõàíè÷åñêîé ñòè-
ìóëÿöèè, êîòîðûé ñîñòîÿë â ðàñòÿæåíèè ó÷àñòêà ìåìáðà-
íû êëåòîê ïîñðåäñòâîì óìåíüøåíèÿ ãèäðîñòàòè÷åñêîãî
äàâëåíèÿ â ðåãèñòðèðóþùåé ïèïåòêå (DP < 0), ñîåäèíåí-
íîé ñ ìàíîìåòðîì äëÿ ðåãèñòðàöèè óðîâíÿ ñòèìóëà, íåîá-
õîäèìîãî äëÿ àêòèâàöèè êàíàëîâ. Âåëè÷èíó äàâëåíèÿ
âàðüèðîâàëè â ïðåäåëàõ 20—80 ìì ðò. ñò.; ïðè áîëåå âû-
ñîêîì äàâëåíèè ñ âûñîêîé âåðîÿòíîñòüþ ïðîèñõîäèëî
ðàçðóøåíèå ãèãàîìíîãî êîíòàêòà. Â îòâåò íà ïîäà÷ó ñòè-
ìóëà ðåãèñòðèðîâàëè ìåõàíîçàâèñèìûå òîêè ïðè ðàçëè÷-
íûõ ïîòåíöèàëàõ íà ìåìáðàíå. Ñõåìà àêòèâàöèè êàíàëîâ
â îòâåò íà ðàñòÿæåíèå ìåìáðàíû è ïðèìåð çàïèñè ìåõà-
íîàêòèâèðóåìûõ òîêîâ ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 1, â. Èç çàïèñåé òîêîâ ïðè ðàçëè÷-
íûõ óðîâíÿõ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïîëó÷àëè õàðàê-
òåðèñòèêè îäèíî÷íûõ êàíàëîâ, èäåíòèôèöèðîâàëè èõ ïî
ïðîâîäèìîñòè è ñåëåêòèâíîñòè. Àìïëèòóäû òîêîâ ðàñ-
ñ÷èòûâàëè èç àìïëèòóäíûõ ãèñòîãðàìì, îïèñàííûõ
ôóíêöèåé Ãàóññà, èëè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
Clampfit 10.5 èç çàïèñåé òîêîâ. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû
â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è èõ îøèáêè.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Äëÿ âûÿâëå-
íèÿ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûé ñïî-
ñîá îêðàøèâàíèÿ ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà
(TRITC-phalloidin, Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ). Ïàðàôîðì-
àëüäåãèä, Òðèòîí X-100 è ðîäàìèí-ôàëëîèäèí ðàçâîäè-
ëè â 1�PBS äî ðàáî÷èõ êîíöåíòðàöèé. Êëåòêè ôèêñèðî-
âàëè 10 ìèí 3.7%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà,
ïåðìåàáèëèçèðîâàëè 8 ìèí 0.1%-íûì Òðèòîíîì X-100
(ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå) è èíêóáèðîâàëè ñ êðàñèòå-
ëåì (1 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °C. Ïîñëå êàæäîé
ïðîöåäóðû êëåòêè ïðîìûâàëè 3 ðàçà ôîñôàòíûì áóôåð-
íûì ðàñòâîðîì PBS. Ïðåïàðàòû ìîíòèðîâàëè íà ïðåä-
ìåòíûå ñòåêëà ïðè ïîìîùè Vectashield (Vector Laboratori-
es, ÑØÀ). Èñïîëüçîâàëè êîíôîêàëüíûé ñêàíèðóþùèé
ìèêðîñêîï Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Ãåðìàíèÿ)

ñ îáúåêòèâîì 100�/1.4 N.A. Ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè
ëàçåðîì ñ äëèíîé âîëíû 543 íì, èñïóñêàíèå ðåãèñòðèðî-
âàëè â äèàïàçîíå âîëí 580—670 íì.

Ðåçóëüòàòû

Ì å õ à í î ÷ ó â ñ ò â è ò å ë ü í û å ê à ò è î í í û å ê à í à -
ë û â ô è á ð î á ë à ñ ò à õ. Â íà÷àëå ýëåêòðîôèçèîëîãè÷å-
ñêîãî ýêñïåðèìåíòà ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ ïëîòíîãî êîí-
òàêòà ïèïåòêè ñ ìåìáðàíîé ðåãèñòðèðîâàëè èîííûå òîêè
â äèàïàçîíå ïîääåðæèâàåìûõ ìåìáðàííûõ ïîòåíöèàëîâ
îò –70 äî 40 ìÂ â îòñóòñòâèå ñòèìóëà (êîíôèãóðàöèÿ
cell-attached, ñì. ðèñ. 1, á). Â ïîäàâëÿþùåì ÷èñëå îïûòîâ
ôîíîâàÿ àêòèâíîñòü êàíàëîâ áûëà ìèíèìàëüíîé èëè îò-
ñóòñòâîâàëà. Â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ â ïîëîæèòåëüíîé îáëà-
ñòè ïîòåíöèàëîâ íàáëþäàëè òîêè âûõîäÿùåãî íàïðàâëå-
íèÿ, ñêîðåå âñåãî ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ñïîíòàííóþ àê-
òèâíîñòü êàëèåâûõ êàíàëîâ. Ñîãëàñíî ñòàíäàðòíîìó
ïðîòîêîëó, ìåõàíè÷åñêèé ñòèìóë («îòðèöàòåëüíîå» äàâ-
ëåíèå, D< P 0) ïîäàâàëè ïðè çíà÷åíèÿõ ïîääåðæèâàåìîãî
ïîòåíöèàëà íà ìåìáðàíå –(20—50) ìÂ. Â îòâåò íà ïîäà÷ó
ñòèìóëà, îáåñïå÷èâàþùåãî ðàñòÿæåíèå ó÷àñòêà ìåìáðà-
íû, îãðàíè÷åííîãî îòâåðñòèåì ïèïåòêè, íàáëþäàëè òè-
ïè÷íóþ ñòðåò÷-àêòèâàöèþ êàíàëîâ êàê â êëåòêàõ 3T3, òàê
è â èõ òðàíñôîðìàíòàõ 3T3-SV40 (ðèñ. 2, à).

Ïîñëå îòäåëåíèÿ îò êëåòêè èíâåðòèðîâàííîãî ìåìá-
ðàííîãî ôðàãìåíòà (inside-out) â ðàñòâîðå, íå ñîäåðæà-
ùåì àíèîíîâ õëîðà, àìïëèòóäà îäèíî÷íûõ îòêðûâàíèé
êàíàëîâ îñòàâàëàñü íåèçìåííîé, ÷òî ïîäòâåðæäàåò êàòè-
îííóþ ïðèðîäó òîêîâ. Ââåäåíèå â ðåãèñòðèðóþùóþ ïè-
ïåòêó ãàäîëèíèÿ (10 ìêÌ GdCl3), òèïè÷íîãî èíãèáèòîðà
ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ, ïîëíîñòüþ áëîêèðîâàëî
àêòèâíîñòü êàíàëîâ.

Íà îñíîâå èçìåðåííûõ àìïëèòóä òîêîâ ïðè ðàçëè÷-
íûõ ïîòåíöèàëàõ ïîëó÷åíû âîëüò-àìïåðíûå õàðàêòåðè-
ñòèêè ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ 3T3 è
3T3-SV40 (ðèñ. 2, á). Ïîòåíöèàë ðåâåðñèè áûë áëèçîê ê
íóëþ, ÷òî îçíà÷àåò îòñóòñòâèå íàòðèé-êàëèåâîé èçáèðà-
òåëüíîñòè è õàðàêòåðíî äëÿ ñòðåò÷àêòèâèðóåìûõ êàòèîí-
íûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Çíà÷åíèÿ ïðîâî-
äèìîñòè îäèíî÷íîãî êàíàëà â îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
áûëè áëèçêè è ñîñòàâëÿëè îêîëî 25 ïÑì. Â êëåòêàõ 3T3
ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå êàíàëû íàáëþäàëè â 9 èç 27 ñòà-
áèëüíûõ ïàò÷åé (30 % ýêñïåðèìåíòîâ), â òî âðåìÿ êàê â
êëåòêàõ 3T3-SV40 — â 20 èç 28 ïàò÷åé (71 %) (ðèñ. 2, â).
Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî â òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ôèáðîáëàñòàõ óðîâåíü ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ çíà÷èòåëüíî âûøå ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïñåâäîíîðìàëüíûìè àíàëîãàìè.

Ï à ð à ì å ò ð û à ê ò è â à ö è è è è í à ê ò è â à ö è è ê à -
í à ë î â. Àíàëèç ìåõàíîçàâèñèìûõ òîêîâ ïîêàçàë ñõîäñò-
âî ïàðàìåòðîâ àêòèâàöèè èññëåäóåìûõ êàíàëîâ â íîð-
ìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ, íåñìîòðÿ
íà èçâåñòíûå ðàçëè÷èÿ ñèñòåìû ìèêðîôèëàìåíòîâ
è ñòðåññ-ôèáðèëë (ðèñ. 2, ã). Â ÷àñòíîñòè, îêàçàëèñü
áëèçêèìè ïîðîãîâûå çíà÷åíèÿ ñòèìóëà, íåîáõîäèìîãî
äëÿ àêòèâàöèè êàíàëîâ â êëåòêàõ 3T3 (55 � 4) è 3T3-SV40
(57 � 5 ìì ðò. ñò.). Êèíåòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè, âêëþ-
÷àÿ çíà÷åíèÿ âåðîÿòíîñòè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ êàíàëîâ è
âûðàæåííóþ çàäåðæêó èíàêòèâàöèè, â îáåèõ êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ òàêæå ñóùåñòâåííî íå ðàçëè÷àëèñü.

Ô ó í ê ö è î í à ë ü í î å ñ î ï ð ÿ æ å í è å ê à í à ë î â.
Ïðè àíàëèçå èîííûõ òîêîâ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèá-
ðîáëàñòàõ ìû îáíàðóæèëè ïîñëåäîâàòåëüíóþ àêòèâàöèþ

16 Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí è äð.



ðàçëè÷íûõ òèïîâ êàíàëîâ â ïðîöåññå ìåõàíîòðàíñäóêöèè
(Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2014). Â ñâÿçè ñ ýòèì â íà-
ñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ñïåöèàëüíîå âíèìàíèå áûëî óäå-
ëåíî ôåíîìåíó ôóíêöèîíàëüíîãî ñîïðÿæåíèÿ êàíàëîâ
(functional coupling). Íà ðèñ. 3 ïîêàçàíû òèïè÷íûå çàïèñè
ìåõàíîçàâèñèìûõ òîêîâ, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé ñîïðÿ-
æåííóþ àêòèâàöèþ êàíàëîâ â êëåòêàõ 3T3 è 3T3-SV40
ïðè ïîòåíöèàëå –20 ìÂ. Ïàò÷-êëàìï-ðåãèñòðàöèÿ òîêîâ
ïèêîàìïåðíîãî äèàïàçîíà â ó÷àñòêå ìåìáðàíû (cell-attac-
hed) ïîçâîëÿåò ðàçëè÷èòü ðàçâèòèå àêòèâíîñòè êàíàëîâ
äâóõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ. Ïîäà÷à ìåõàíè÷åñêîãî ñòèìóëà
âûçûâàëà ñòðåò÷-àêòèâàöèþ òîêîâ âõîäÿùåãî íàïðàâëå-
íèÿ ÷åðåç ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå êàíàëû. ×åðåç 2—3 ñ
íàáëþäàëè òîêè âûõîäÿùåãî íàïðàâëåíèÿ, îòðàæàþùèå
àêòèâíîñòü êàëüöèéçàâèñèìûõ êàëèåâûõ êàíàëîâ (KCa,
ïðîâîäèìîñòü îêîëî 10 ïÑì), âûçâàííóþ âõîäîì êàëüöèÿ
â öèòîçîëü ÷åðåç ñòðåò÷àêòèâèðóåìûå Ñà2+-ïðîâîäÿùèå
êàíàëû. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî KCa-êàíàëû íå ïðîÿâëÿëè

ñîáñòâåííîé ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíîñòè. Â ýêñïåðèìåíòàõ
íà èçîëèðîâàííûõ ìåìáðàííûõ ôðàãìåíòàõ ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàíà õàðàêòåðíàÿ çàâèñèìîñòü àêòèâíîñòè êàëèåâûõ
êàíàëîâ îò óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ (Chubins-
kiy-Nadezhdin et al., 2014). Â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ ìû íàáëþäàëè ñõîäíóþ êàðòèíó
ñîïðÿæåííîé ìåõàíîçàâèñèìîé àêòèâàöèè êàëüöèéïðîâî-
äÿùèõ è êàëüöèéóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ (ðèñ. 3). Íà êëåò-
êàõ 3T3-SV40 ôåíîìåí ñîïðÿæåííîé àêòèâàöèè íàáëþäà-
ëè â 10 èç 20 ñòàáèëüíûõ ïàò÷åé ñ ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíû-
ìè êàíàëàìè, â êëåòêàõ 3T3 — â 2 èç 8.

Îáñóæäåíèå

Â íàøåé ðàáîòå èçó÷åíû ìåõàíîçàâèñèìûå èçìåíå-
íèÿ èîííûõ òîêîâ ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû â êóëüòèâèðó-
åìûõ ôèáðîáëàñòàõ 3T3 (ïñåâäîíîðìàëüíûé ôåíîòèï) è

Ñîïðÿæåííàÿ àêòèâàöèÿ ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ è êàëüöèéçàâèñèìûõ êàëèåâûõ êàíàëîâ... 17

Ðèñ. 2. Ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå êàòèîííûå êàíàëû â ìåìáðàíå íîðìàëüíûõ (3Ò3) è òðàíñôîðìèðîâàííûõ (3Ò3-SV40) ôèáðîáëà-
ñòîâ.

à — ðåãèñòðàöèÿ «cell-attached» àêòèâíîñòè îäèíî÷íûõ êàíàëîâ â îòâåò íà ïîäà÷ó ñòèìóëà (DP, ïîêàçàíî æèðíîé ëèíèåé) ïðè ðàçëè÷íûõ óðîâíÿõ ïîä-
äåðæèâàåìîãî ïîòåöèàëà íà ìåìáðàíå. á — âîëüò-àìïåðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà êàíàëîâ â êëåòêàõ 3T3 (òðåóãîëüíèêè) è 3T3-SV40 (êðóæêè); ïðîâî-
äèìîñòü îäèíî÷íîãî êàíàëà 25 ïÑì. â — ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ (óêàçàíà öèôðàìè â ïðîöåíòàõ îò îáùåãî ÷èñëà

ñòàáèëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ). ã — âûÿâëåíèå àêòèíîâûõ ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 30 ìêì.



3T3-SV40 (òðàíñôîðìèðîâàííûé ôåíîòèï). Àêòèâàöèÿ
ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ èîííûõ êàíàëîâ â ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäèí èç ñàìûõ ðàííèõ
ýòàïîâ ïåðåäà÷è ñèãíàëà ïðè âíåøíèõ âîçäåéñòâèÿõ,
âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ èçìåíåíèÿ ìåõàíè÷åñêîãî ñòàòóñà
íàòèâíîé êëåòêè. Â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ
ôèáðîáëàñòàõ çàðåãèñòðèðîâàíà òèïè÷íàÿ ñòðåò÷-àêòèâà-
öèÿ êàíàëîâ ïðè ðàñòÿæåíèè ó÷àñòêà êëåòî÷íîé ìåìáðà-
íû. Ïîëó÷åíû õàðàêòåðèñòèêè îäèíî÷íûõ êàíàëîâ â èîí-
íûõ óñëîâèÿõ, áëèçêèõ ê ôèçèîëîãè÷åñêèì: ïðîâîäè-
ìîñòü ñîñòàâëÿëà îêîëî 25 ïÑì, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò
ïðåäøåñòâóþùèì äàííûì íà êëåòêàõ 3T3-SV40 (Ñhubins-
kiy-Nadezhdin et al., 2014). Ðàíåå ñîîáùàëîñü î ñòðåò÷àê-
òèâèðóåìûõ êàíàëàõ, âîâëå÷åííûõ â ïîäâèæíîñòü ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, ïðîâîäèìîñòü êîòîðûõ â
55 ïÑì îöåíèâàëè â áåñêàëüöèåâîì ðàñòâîðå (Lee et al.,
1999).

Íàìè íå áûëî îáíàðóæåíî äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé
óðîâíåé ñòèìóëà, íåîáõîäèìîãî äëÿ àêòèâàöèè êàíàëîâ â
ïñåâäîíîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ, íå-
ñìîòðÿ íà ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â îðãàíèçàöèè àêòèâ-
íîãî öèòîñêåëåòà è ñòåïåíè ðàçâèòèÿ ñòðåññ-ôèáðèëë.
Íàøè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ òåçèñîì î òîì, ÷òî èìåííî
äåôîðìàöèÿ ëèïèäíîãî áèñëîÿ êëåòî÷íîé ìåìáðàíû
îïðåäåëÿåò ïåðåõîä ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ ñòðåò÷àêòè-
âèðóåìûõ êàíàëîâ â îòêðûòîå ñîñòîÿíèå (Ñhubinskiy-Na-
dezhdin et al., 2011). Ïðè ýòîì êëåòî÷íàÿ ìåõàíèêà, â ÷àñò-
íîñòè äåôîðìèðóåìîñòü ìåìáðàíû â íàòèâíûõ êëåòêàõ,
çàâèñèò â ïåðâóþ î÷åðåäü îò ñîñòîÿíèÿ ïðèìåìáðàí-
íîãî öèòîñêåëåòà. Êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå íà êëåòêàõ
K562, âëèÿíèå ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà íà êëåòî÷íóþ
ìåõàíèêó è ïàðàìåòðû àêòèâàöèè ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ
êàíàëîâ îïîñðåäîâàíû ïåðåñòðîéêàìè àêòèíà (Ñhubin-

skiy-Nadezhdin et al., 2011; ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí è äð.,
2012). Îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ ïîâåäåíèÿ ìåõà-
íî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ â ôèáðîáëàñòàõ ïî ñðàâíåíèþ
ñ êëåòêàìè K562 (Ñhubinskiy-Nadezhdin et al., 2011) ÿâ-
ëÿëàñü çàäåðæêà èõ èíàêòèâàöèè ïîñëå ñíÿòèÿ ñòèìóëà,
êîòîðàÿ ñîñòàâëÿëà 1—2 ñ è áîëåå êàê â íîðìàëüíûõ,
òàê è â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ (ðèñ. 2, à). Íàáëþ-
äàåìàÿ çàäåðæêà èíàêòèâàöèè ìåõàíîçàâèñèìûõ òîêîâ
ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ó÷àñòèåì ñòðóêòóð âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà è (èëè) ïðèìåìáðàííîãî àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà.

Îäèí èç îñíîâíûõ èòîãîâ ñðàâíèòåëüíîãî èññëåäîâà-
íèÿ â íàñòîÿùåé ðàáîòå — îòñóòñòâèå çíà÷èìûõ ðàçëè-
÷èé áèîôèçè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ìåõàíî÷óâñòâèòåëü-
íûõ êàíàëîâ, èõ êèíåòè÷åñêîãî ïîâåäåíèÿ â íîðìàëüíûõ
è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ. Îñíîâíîå ðàçëè÷èå ñî-
ñòîÿëî â ÷àñòîòå âñòðå÷àåìîñòè èññëåäóåìûõ êàíàëîâ, êî-
òîðàÿ áûëà ñóùåñòâåííî âûøå â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
ôèáðîáëàñòàõ ìûøè 3T3-SV40 ïî ñðàâíåíèþ ñ íåòðàíñ-
ôîðìèðîâàííûìè 3T3. Ñîïðÿæåííàÿ ìåõàíîçàâèñèìàÿ
àêòèâàöèÿ êàíàëîâ îáíàðóæåíà òàêæå â íîðìàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòàõ, õîòÿ ÷àùå íàáëþäàëàñü â òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòêàõ. Ýòè êîëè÷åñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìîãóò îòðà-
æàòü íå òîëüêî ðàçíèöó â ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ è êàëèåâûõ êàëüöèéçàâèñèìûõ
êàíàëîâ, íî òàêæå è ðàçëè÷íóþ ñòåïåíü èõ êëàñòåðèçàöèè
â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòîê.

Ðàíåå âûñêàçàíà ãèïîòåçà î òîì, ÷òî ôóíêöèîíàëüíîå
ñîïðÿæåíèå êàëüöèéïðîâîäÿùèõ è êàëüöèéóïðàâëÿåìûõ
êàíàëîâ ïðèñóùå èìåííî òðàíñôîðìèðîâàííûì è îïóõî-
ëåâûì êëåòêàì (Gueguinou et al., 2014). Â ñâÿçè ñ ýòèì
ñïåöèàëüíîãî âíèìàíèÿ çàñëóæèâàåò ñàì ôàêò âûÿâëåíèÿ

18 Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí è äð.

Ðèñ. 3. Ñîïðÿæåííàÿ àêòèâàöèÿ ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàëüöèéïðîâîäÿùèõ êàíàëîâ è êàëüöèéçàâèñèìûõ êàëèåâûõ (KÑa) êàíàëîâ
â êëåòêàõ 3T3 è 3T3-SV40.

Ðåãèñòðàöèÿ «cell-attached» ïðè ïîòåíöèàëå –20 ìÂ. Àêòèâíîñòü KÑa-êàíàëîâ íà ó÷àñòêå çàïèñè (ïîêàçàí ñòðåëêàìè) ïðåäñòàâëåíà â ðàñøèðåííîì
ìàñøòàáå. Ñ — çàêðûòîå ñîñòîÿíèå êàíàëîâ.



àíàëîãè÷íîãî ôåíîìåíà ñîïðÿæåííîé àêòèâàöèè â êóëü-
òèâèðóåìûõ êëåòêàõ 3T3 (ïñåâäîíîðìàëüíûé ôåíîòèï), à
òàêæå â ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà (Ñhu-
binskiy-Nadezhdin et al., 2017).

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ íàìè ðåçóëüòàòîâ è äàí-
íûõ ëèòåðàòóðû ìû ìîæåì ïîëàãàòü, ÷òî ìîëåêóëÿðíûì
êîððåëÿòîì èññëåäóåìûõ ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ
ÿâëÿþòñÿ íåäàâíî îòêðûòûå ìåìáðàííûå áåëêè Piezo
(Coste et al., 2010). Ðÿä àâòîðîâ ñîîáùàåò î âåðîÿòíîé
ðîëè êàòèîííûõ êàíàëîâ Piezo â êàëüöèåâîé ðåãóëÿöèè,
êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè, â òîì ÷èñëå â ìèãðàöèè è èíâà-
çèè îïóõîëåâûõ êëåòîê (McHugh et al., 2012). Ïðè ýòîì
îñòàþòñÿ îòêðûòûìè âîïðîñû î òîì, êàêèì îáðàçîì ðåà-
ëèçóåòñÿ âêëàä êàíàëîâ Piezo â æèçíåäåÿòåëüíîñòü êëå-
òîê. Îáíàðóæåííàÿ ñîïðÿæåííàÿ àêòèâàöèÿ èîííûõ òîêîâ
äåìîíñòðèðóåò êîíêðåòíûé âàðèàíò ó÷àñòèÿ ìåõàíî-
÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ â ëîêàëüíîé êàëüöèåâîé ñèãíà-
ëèçàöèè è ïåðåäà÷å ìåõàíè÷åñêîãî ñèãíàëà. Ðåçóëüòàòû
îïûòîâ ïàò÷-êëàìï ïîêàçûâàþò, ÷òî ñòðåò÷àêòèâèðóåìûå
êàíàëû, íå îáëàäàþùèå êàòèîííîé ñåëåêòèâíîñòüþ, â ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ìîãóò îáåñïå÷èâàòü âõîä êàëü-
öèÿ â öèòîçîëü, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò ìîäóëèðîâàòü
àêòèâíîñòü ðàçëè÷íûõ êàëüöèéçàâèñèìûõ ïðèìåìáðàí-
íûõ ýôôåêòîðíûõ ñòðóêòóð, âêëþ÷àÿ áåëêè öèòîñêåëåòà
è ìîëåêóëû àäãåçèè (Mamoune et al., 2003; Franco, Hutten-
locher, 2005).

Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ïîçâîëÿþò ñäåëàòü
âûâîä îá óíèâåðñàëüíîñòè îáíàðóæåííîãî ìåõàíèçìà,
îïîñðåäóþùåãî ó÷àñòèå ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ
â ìåõàíîòðàíñäóêöèè è êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè. Êàê
ïîêàçàíî íà ñõåìå (ðèñ. 4), ñòðåò÷àêòèâèðóåìûé ëîêàëü-
íûé âõîä êàëüöèÿ âûçûâàåò àêòèâàöèþ êîëîêàëèçîâàí-
íûõ êàëüöèéóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ, íå îáëàäàþùèõ ñîá-
ñòâåííîé ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ. Â íîðìàëüíûõ è
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè îáíàðóæåíî
ôóíêöèîíàëüíîå ñîïðÿæåíèå ìåæäó êàëüöèéïðîâîäÿùè-
ìè ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûìè êàíàëàìè è KCa-êàíàëàìè
íèçêîé ïðîâîäèìîñòè (êàíàëû SK, IK). Â òî æå âðåìÿ â

ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà âõîä êàëüöèÿ
÷åðåç ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå êàíàëû ñòèìóëèðîâàë àê-
òèâíîñòü êàëüöèéçàâèñèìûõ êàëèåâûõ êàíàëîâ âûñîêîé
ïðîâîäèìîñòè (BK-êàíàëû), íî íå âëèÿë íà SK-êàíàëû
(Ñhubinskiy-Nadezhdin et al., 2017). Â ñîâîêóïíîñòè íàøè
íàáëþäåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î ïðèñóòñòâèè ôóíêöèî-
íàëüíûõ êëàñòåðîâ êàëüöèéïðîâîäÿùèõ è êàëüöèéóïðàâ-
ëÿåìûõ êàíàëîâ, êîòîðûå ðàçëè÷àþòñÿ ïî ìîëåêóëÿðíîìó
ñîñòàâó â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå
äåìîíñòðèðóþò âêëàä èññëåäóåìûõ ìåõàíî÷óâñòâèòåëü-
íûõ êàíàëîâ â ãåíåðàöèþ ëîêàëüíûõ êàëüöèåâûõ îòâåòîâ,
âåðîÿòíî, îáåñïå÷èâàþùèõ ñïåöèôè÷íîñòü ïåðåäà÷è ñèã-
íàëîâ è ôîðìèðîâàíèå èíòåãðàëüíûõ ìåõàíîçàâèñèìûõ
ðåàêöèé â íàòèâíûõ êëåòêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí,
ïðîåêò 17-74-10123).
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COUPLED ACTIVATION OF MECHANOSENSITIVE AND CALCIUM-DEPENDENT POTASSIUM

CHANNELS IN 3T3 AND 3T3-SV40 CELLS

V. I. Chubinskiy-Nadezhdin,1 T. N. Efremova,1 Yu. A. Negulyaev,1, 2 E. A. Morachevskaya1
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Mechano-dependent activation of ion channels in cultured fibroblasts 3T3 and 3T3-SV40 was examined
using patch clamp technique. In both cell lines, we observed the activity of mechanosensitive cationic channels
with unitary conductance of about 25 pS in response to plasma membrane stretch. Despite evident differences
in actin network organization in normal and transformed cells, the level of stimulus needed for channel activa-
tion was similar (about 55 mm Hg). The percentage of patches with channel activity was significantly higher in
transformed fibroblasts 3T3-SV40 comparing to its «normal» 3T3 counterpart. In both cell lines, we found co-
upled activation of mechanosensitive calcium-permeable channels and potassium calcium-activated channels.
Cell-attached and inside-out single current recordings reveal functional coupling of the channels: stretch-indu-
ced local calcium entry activates potassium channels that have no intrinsic mechanosensitivity. The results of
comparative study demonstrate principal similarity of ionic mechanisms of cellular mechanotransduction in
normal and transformed fibroblasts. We found that transformed cells were characterized with higher level of
functional activity of mechanosensitive channels that could provide local submembrane calcium signalling in
the cell.

K e y w o r d s: cell membrane, mechanosensitive channels, calcium signaling, patch-clamp, 3T3 and
3T3-SV40 cells.
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