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Íîâûé ìåõàíèçì àêòèâàöèè àêòèíóïðàâëÿåìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562

Ðàáîòà íàïðàâëåíà íà ïîèñê âíåêëåòî÷íûõ ïóòåé àêòèâàöèè àêòèíóïðàâëÿåìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ
â êëåòêàõ ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562. Íàòðèåâûå êàíàëû ïî ñâîèì õàðàêòåðèñòèêàì áëèçêè ê ñåìåéñòâó
ENaC, íî íå îáëàäàþò ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê àìèëîðèäó è åãî ïðîèçâîäíûì. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ äåéñòâèÿ
ïîòåíöèàëüíûõ àêòèâàòîðîâ êàíàëîâ ìû èñïîëüçîâàëè âîçìîæíîñòè ðåãèñòðàöèè è àíàëèçà óíèòàðíûõ
òîêîâ ïðè îòâåäåíèè òîêîâ îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû âñåé êëåòêè (whole-cell). Â ðåæèìå whole-cell
ïîêàçàíî ðàçâèòèå àêòèâíîñòè îäèíî÷íûõ êàíàëîâ ïðè ðàçáîðêå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â îòâåò íà ïî-
äà÷ó öèòîõàëàçèíà Ä; áèîôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà êàíàëîâ ïðîàíàëèçèðîâàíû íà óðîâíå óíèòàðíûõ òîêîâ.
Àêòèâàöèþ êàíàëîâ íàáëþäàëè â îòâåò íà äîáàâëåíèå â íàðóæíûé ðàñòâîð ñåðèíîâîé ïðîòåàçû òðèïñè-
íà, èçâåñòíîãî ñòèìóëÿòîðà àêòèâíîñòè êàíàëîâ ENaC ïî÷å÷íîãî ýïèòåëèÿ. Ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòå-
ðèñòèêè êàíàëîâ, àêòèâèðîâàííûõ ðàçáîðêîé öèòîñêåëåòà èëè âíåêëåòî÷íîé ïðîòåàçîé, ñîâïàäàëè. Áëà-
ãîäàðÿ óíèêàëüíûì îñîáåííîñòÿì êëåòî÷íîé ìîäåëè, ïîçâîëÿþùåé àíàëèçèðîâàòü õàðàêòåðèñòèêè îäè-
íî÷íûõ êàíàëîâ ïðè îòâåäåíèè îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû âñåé êëåòêè, áûë âûÿâëåí íîâûé ïóòü
âíåêëåòî÷íîé àêòèâàöèè àêòèíóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, îäèíî÷íûå íàòðèåâûå êàíàëû, whole-cell, àêòèíî-
âûé öèòîñêåëåò, ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ àêòèâàöèÿ

Òðàíñïîðò íàòðèÿ ÷åðåç èîííûå êàíàëû èç âíåêëåòî÷-
íîé ñðåäû â öèòîïëàçìó ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåòîê, â
÷àñòíîñòè êëåòîê êðîâè, ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëÿþùèì â ðåãó-
ëÿöèè âîäíî-ñîëåâîãî îáìåíà, êëåòî÷íîãî îáúåìà, ïðîëè-
ôåðàöèè è íàõîäèòñÿ ïîä æåñòêèì êîìïëåêñíûì êîíòðî-
ëåì êàê âíåêëåòî÷íûõ, òàê è âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ.

Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ íàìè èññëåäîâàíû èîííûå êà-
íàëû, îáåñïå÷èâàþùèå âõîä êàòèîíîâ, â êëåòêàõ ìèåëî-
èäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 è ëèìôîìû U937, êîòî-
ðûå ïî ïðîèñõîæäåíèþ îòíîñÿòñÿ ê ìèåëîèäíîìó ðÿäó
êëåòîê êðîâè (ñì., íàïðèìåð: Negulyaev et al., 2000; Ñóäà-
ðèêîâà è äð., 2012; Sudarikova et al., 2015). Ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà ïàò÷-êëàìï ïðè îòâåäåíèè îò ó÷àñòêà íåïîâðåæ-
äåííîé êëåòî÷íîé ìåìáðàíû (cell-attached) èëè îò ìåìá-
ðàííîãî ôðàãìåíòà (inside-out) îáíàðóæåíû íàòðèé-ñå-
ëåêòèâíûå êàíàëû, áëèçêèå ïî ñâîèì õàðàêòåðèñòèêàì
ê êàíàëàì ENaC, íî íå îáëàäàþùèå ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê
àìèëîðèäó è åãî ïðîèçâîäíûì. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
âñå èçó÷åííûå ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïóòè ðåãóëÿöèè àê-
òèâíîñòè àìèëîðèä-íå÷óâñòâèòåëüíûõ íàòðèåâûõ êàíà-
ëîâ ENaC â êëåòêàõ ëåéêåìèè ÷åëîâåêà ÿâëÿþòñÿ âíóòðè-
êëåòî÷íûìè è ñâÿçàíû ñ ñîñòîÿíèåì êîðòèêàëüíîãî àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà (Negulyaev et al., 2000; Shumilina
et al., 2000b; Sudarikova et al., 2015). Êðîìå òîãî, áûëî îá-

íàðóæåíî, ÷òî Ca2+, à òàêæå ìàëûå G-áåëêè ìîãóò ðåãóëè-
ðîâàòü àêòèâíîñòü íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562,
à âíóòðèêëåòî÷íûé ìåõàíèçì, îïîñðåäóþùèé èõ äåéñò-
âèå, âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà (Maximov et al., 1997; Shumilina et al., 2003a). Ïîëó÷åí-
íàÿ ñîâîêóïíîñòü äàííûõ ïîçâîëÿåò íàçâàòü íàòðèåâûå
êàíàëû ENaC â êëåòêàõ ëåéêåìèè K562 àêòèíóïðàâëÿå-
ìûìè.

Â ïîñëåäíèå ãîäû îáíàðóæåí ñïåöèôè÷íûé ìåõà-
íèçì ðåãóëÿöèè êëàññè÷åñêèõ ýïèòåëèàëüíûõ íàòðèåâûõ
êàíàëîâ ENaC âíåêëåòî÷íûìè ïðîòåàçàìè (Rossier, Stutts,
2009). Ïðîòåîëèòè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå a- è g-ñóáúåäèíèö
êàíàëà, âûçâàííîå äåéñòâèåì òàêèõ ñåðèíîâûõ ïðîòåàç,
êàê òðèïñèí, õèìîòðèïñèí è äð., ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè
ENaC è óâåëè÷åíèþ Na+-òîêà. Ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ ýòèõ
ðàáîòàõ (ñì., íàïðèìåð: Diakov et al., 2008; Haerteis et al.,
2014) ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè ïðè îòâåäåíèè òîêîâ îò
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû âñåé êëåòêè (whole-cell). Òðà-
äèöèîííî êîíôèãóðàöèÿ whole-cell ìåòîäà ïàò÷-êëàìï
ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ ðåãèñòðàöèè èíòåãðàëüíûõ òîêîâ â êëå-
òî÷íîé ìåìáðàíå áåç èäåíòèôèêàöèè îòäåëüíûõ êàíàëîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè óíèêàëüíûå
âîçìîæíîñòè ðåãèñòðàöèè àêòèâíîñòè îäèíî÷íûõ êàíà-
ëîâ â êëåòêàõ K562 ïðè îòâåäåíèè ñèãíàëà whole-cell. Ýòî
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ïîçâîëÿëî îñóùåñòâëÿòü ìíîãîêðàòíóþ çàìåíó âíåêëå-
òî÷íîãî ðàñòâîðà è âûÿâèòü íîâûé âíåêëåòî÷íûé ìåõà-
íèçì ðåãóëÿöèè àêòèíóïðàâëÿåìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 áûëè
ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè êó-
ëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå RPMI-1640, ñîäåðæàùåé 10 % ýì-
áðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è
80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, ïðè 37 °Ñ è 5 % CO2. Çà 1—3 ÷ äî
ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè âûñåâàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà
(4�4 ìì), ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòûå L-ïîëèëèçèíîì
(Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ).

Ý ë å ê ò ð î ô è ç è î ë î ã è ÿ. Ðåãèñòðàöèþ òîêîâ ÷åðåç
èîííûå êàíàëû êëåòî÷íîé ìåìáðàíû îñóùåñòâëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà
ïàò÷-êëàìï íà áàçå îïåðàöèîííîãî óñèëèòåëÿ AxoPatch
200B (Molecular Devices Corp., ÑØÀ). Â êîíôèãóðàöèè
inside-out ðåãèñòðèðîâàëè èîííûå òîêè â èçîëèðîâàííîì
ôðàãìåíòå ìåìáðàíû êëåòîê K562. Ïðè îòâåäåíèè ñèãíà-
ëà îò öåëîé êëåòêè (whole-cell) èçìåðÿëè òîêè ÷åðåç âñþ
êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó. Ïèïåòêè èçãîòàâëèâàëè èç ñòåêëÿí-
íûõ êàïèëëÿðîâ íà ìèêðîêóçíèöå Ð-97 (Sutter Instrument,
ÑØÀ). Óíèêàëüíîé îñîáåííîñòüþ ýêñïåðèìåíòîâ â ðå-
æèìå whole-cell íà êëåòêàõ êðîâè áûëà ðåãèñòðàöèÿ òîêîâ
÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû (Sudarikova et al., 2012, 2015).

Àìïëèòóäû òîêîâ, ïðîòåêàþùèõ ÷åðåç îäèíî÷íûå êà-
íàëû, ðàññ÷èòûâàëè èç àìïëèòóäíûõ ãèñòîãðàìì, îïèñàí-
íûõ ôóíêöèåé Ãàóññà (ðàññòîÿíèå ìåæäó ïèêàìè ñîîò-
âåòñòâóåò àìïëèòóäå îäèíî÷íîãî îòêðûâàíèÿ êàíàëà),
èëè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû pClamp 10.5 èç çà-
ïèñåé òîêîâ (Molecular Devices Corp., ÑØÀ). Äëÿ êîëè÷å-
ñòâåííîé îöåíêè óðîâíÿ àêòèâíîñòè êàíàëîâ â ìåìáðàí-
íîì ôðàãìåíòå èñïîëüçîâàëè çíà÷åíèå âåðîÿòíîñòè èõ
îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ Ðî = I/Ni, ãäå N — ÷èñëî ðàáîòàþ-
ùèõ êàíàëîâ â ïàò÷å, I — ñðåäíèé òîê äëÿ çàäàííîãî âðå-
ìåíí*îãî èíòåðâàëà (ðàññ÷èòûâàëè èç àìïëèòóäíûõ ãèñ-
òîãðàìì), i — ñðåäíèé òîê ÷åðåç îòêðûòûé êàíàë.

Â ýêñïåðèìåíòàõ whole-cell ñòàíäàðòíûé íàðóæíûé
ðàñòâîð â êàìåðå ñîäåðæàë (â ìÌ): 145 NaCl, 2 CaCl2,
1 MgCl2 è 10 HEPES/TrisOH; ðàñòâîð â ðåãèñòðèðóþ-
ùåé ïèïåòêå, èìèòèðóþùèé âíóòðèêëåòî÷íûé, ñîäåð-
æàë (â ìÌ): 140 KAspartate, 5 NaCl, 2 EGTA, 1 MgCl2 è
20 HEPES/TrisOH, pCa = 8. Ïðè îòâåäåíèè inside-out èñ-
ïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûé íàðóæíûé ðàñòâîð â ïèïåòêå
(â ìÌ): 145 NaCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2 è 10 HEPES/TrisOH.
Ðàñòâîð, êîíòàêòèðóþùèé ñ âíóòðèêëåòî÷íîé ñòîðîíîé
ìåìáðàííîãî ôðàãìåíòà, ñîäåðæàë (â ìÌ): 140 àñïàðòàòà
êàëèÿ (KAsp), 5 NaCl, 2 EGTA, 1 MgCl2 è 20 HEPES/TrisOH,
pCa = 8. Âåëè÷èíà pH âñåõ ðàñòâîðîâ ñîñòàâëÿëà 7.3.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ïðåäøåñòâóþùèõ ðàáîòàõ íàì óäàëîñü çàðåãèñòðè-
ðîâàòü àêòèâíîñòü îäèíî÷íûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ëåéêå-
ìèè ÷åëîâåêà â ýêñïåðèìåíòàõ ïðè îòâåäåíèè òîêîâ îò
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû âñåé êëåòêè whole-cell (Ñóäà-
ðèêîâà è äð., 2012; Sudarikova et al., 2015), ÷òî ÿâèëîñü
ïðåäïîñûëêîé äëÿ ïðîâåäåíèÿ áîëåå äåòàëüíîãî àíàëèçà
âîçìîæíîñòåé äàííîé ìîäåëè. Íà ïåðâîì ýòàïå ðàáîòû
ìû ñðàâíèëè ýôôåêòû àêòèâàöèè íàòðèåâûõ êàíàëîâ â îò-

âåò íà ðàçáîðêó àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ýêñïåðèìåíòàõ
íà ìåìáðàííûõ ôðàãìåíòàõ è â êîíôèãóðàöèè whole-cell.

Êàê áûëî îïèñàíî ðàíåå (Negulyaev et al., 2000; Shu-
milina et al., 2003a) è ïîäòâåðæäåíî â íàøèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ inside-out, äîáàâëåíèå âî âíóòðèêëåòî÷íûé ðàñòâîð
äåñòðóêòîðà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ öèòîõàëàçèíà Ä
(ÖèòÄ, 10 ìêã/ìë) ïðèâîäèëî ê àêòèâàöèè íàòðèåâûõ êà-
íàëîâ (ðèñ. 1, à, á). Âîçðàñòàíèå àêòèâíîñòè ïðîèñõîäèëî
â ñðåäíåì ÷åðåç 2—3 ìèí ïîñëå ïîäà÷è ÖèòÄ. Â äàííîé
êîíôèãóðàöèè ó íàñ åñòü âîçìîæíîñòü ðåãèñòðèðîâàòü
òîëüêî êàíàëû, íàõîäÿùèåñÿ íåïîñðåäñòâåííî âî ôðàã-
ìåíòå ìåìáðàíû ïîä ïèïåòêîé (ðèñ. 1, à). Â ýêñïåðèìåí-
òàõ whole-cell, ò. å. ïðè ðåãèñòðàöèè òîêîâ îò âñåé ìåìá-
ðàíû êëåòêè, òàêæå èññëåäîâàëè äåéñòâèå ÖèòÄ. Íà ýòîì
æå ðèñóíêå (á) ïðåäñòàâëåí ïðèìåð àêòèâàöèè îäèíî÷-
íûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â îòâåò íà ïîäà÷ó ÖèòÄ âî âíå-
êëåòî÷íûé ðàñòâîð. Áèîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè íàò-
ðèåâûõ êàíàëîâ, àêòèâèðóþùèõñÿ ïðè ðàçáîðêå àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà, â ýêñïåðèìåíòàõ íà ìåìáðàííûõ
ôðàãìåíòàõ (inside-out) è ïðè ðåãèñòðàöèè òîêîâ îò âñåé
ìåìáðàíû êëåòîê K562 (whole-cell) ñîâïàäàëè, ïðîâîäè-
ìîñòü ñîñòàâëÿëà îêîëî 15 ïÑì, ïîòåíöèàë ðåâåðñèè
25—30 ìÂ (ðèñ. 1, â). Ðèñ. 2, à äåìîíñòðèðóåò ðàçâèòèå
àêòèâíîñòè íàòðèåâûõ êàíàëîâ, àêòèâèðîâàííûõ ÖèòÄ,
âî âðåìåíè (âåðîÿòíîñòü îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ êàíàëîâ Po

âîçðàñòàëà). Po, ðàññ÷èòàííàÿ äëÿ âðåìåíí*ûõ ïðîìåæóò-
êîâ, êîòîðûå ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2, à ïîä îñíîâíîé çà-
ïèñüþ, ñîñòàâèëà 0.1, 0.12, 0.33 è 0.5 ñîîòâåòñòâåííî.
Àíàëèç çàðåãèñòðèðîâàííûõ òîêîâ ÷åðåç îäèíî÷íûå êà-
íàëû â ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàõ whole-cell ïîêàçàë, ÷òî â
ðàçíûõ êëåòêàõ êîëè÷åñòâî ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ êà-
íàëîâ çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àëîñü è âàðüèðîâàëî îò 3—5
(ðèñ. 2, à) äî 50—100 (íå ïîêàçàíî). Òàêîå ðàçíîå ÷èñëî
êàíàëîâ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî ôóíêöèîíàëüíûì ñòà-
òóñîì êëåòîê, â ÷àñòíîñòè íàõîæäåíèåì èõ â ðàçíûõ ôà-
çàõ êëåòî÷íîãî öèêëà (Rooj et al., 2012).

Èçâåñòíî, ÷òî õàðàêòåðíûì ñâîéñòâîì êëàññè÷åñêèõ
ýïèòåëèàëüíûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ ENaC ÿâëÿåòñÿ àêòè-
âàöèÿ â îòâåò íà äåéñòâèå ñåðèíîâûõ ïðîòåàç (Rossier,
Stutts, 2009). Ïîñêîëüêó àêòèíóïðàâëÿåìûå íàòðèåâûå êà-
íàëû â êëåòêàõ K562 áëèçêè ê ñåìåéñòâó ENaC (Ñóäàðè-
êîâà è äð., 2012), â ñëåäóþùåé ñåðèè whole-cell ýêñïåðè-
ìåíòîâ èññëåäîâàëè âëèÿíèå âíåêëåòî÷íîé ïðîòåàçû
òðèïñèíà íà àêòèâíîñòü íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ
K562. Äîáàâëåíèå òðèïñèíà (5 ìêã/ìë) â ðàñòâîð ñ íàðóæ-
íîé ñòîðîíû ìåìáðàíû àêòèâèðîâàëî îäèíî÷íûå íàòðèå-
âûå êàíàëû (ðèñ. 2, á). Êàíàëû àêòèâèðîâàëèñü ÷åðåç
2—3 ìèí ïîñëå ïîäà÷è òðèïñèíà. Ðèñ. 2, á äåìîíñòðèðóåò
ðàçâèòèå ýôôåêòà âî âðåìåíè. Óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè êà-
íàëîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå áûëî ñâÿçàíî ñ ðîñòîì
÷èñëà ôóíêöèîíèðóþùèõ êàíàëîâ (ïàðàìåòð N = 12 äëÿ
ïðåäñòàâëåííîãî ýêñïåðèìåíòà), â òî âðåìÿ êàê èíäèâè-
äóàëüíàÿ âåðîÿòíîñòü îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ Po, ðàññ÷èòàí-
íàÿ èç àìïëèòóäíûõ ãèñòîãðàìì, ñóùåñòâåííî íå èçìåíÿ-
ëàñü è ñîñòàâëÿëà îêîëî 0.4.

Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëÿåò çàêëþ-
÷èòü, ÷òî âíåêëåòî÷íàÿ ïðîòåàçà òðèïñèí àêòèâèðóåò àê-
òèíóïðàâëÿåìûå êàíàëû â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëå-
òîê K562: áèîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êàíàëîâ, àêòè-
âèðóþùèõñÿ â îòâåò íà ðàçáîðêó öèòîñêåëåòà ñ ïîìîùüþ
ÖèòÄ èëè ïðè äåéñòâèè òðèïñèíà, áûëè ïðàêòè÷åñêè
èäåíòè÷íûìè. Âàæíûì îòëè÷èåì áûëî óâåëè÷åíèå âåðî-
ÿòíîñòè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ êàíàëîâ (Po) ïðè äåéñòâèè
ÖèòÄ ïî ñðàâíåíèþ ñ óâåëè÷åíèåì ÷èñëà ôóíêöèîíàëüíî
àêòèâíûõ êàíàëîâ (N), íî íå Po ïðè àêòèâàöèè òðèïñèíîì.

822 À. Â. Ñóäàðèêîâà è äð.
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Ðèñ. 1. Àêòèâàöèÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â ìåìáðàííîì ôðàãìåíòå (inside-out) è â ìåìáðàíå öåëîé êëåòêè (whole-cell), âûçâàííàÿ
ðàçáîðêîé àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Çàïèñè òîêîâ äî (à) è ïîñëå (á) ïîäà÷è ÖèòÄ (10 ìêã/ìë).

à: â óãëàõ ñëåâà è ñïðàâà ïîêàçàíà ñõåìà êîíôèãóðàöèè; ïîääåðæèâàåìûå ïîòåíöèàëû íà ìåìáðàíå óêàçàíû ðÿäîì ñ çàïèñÿìè òîêîâ: ç — çàêðûòîå ñî-
ñòîÿíèå (óðîâåíü íóëåâîãî òîêà), î — îòêðûòîå ñîñòîÿíèå êàíàëà. â — ñîîòâåòñòâóþùèå âîëüò-àìïåðíûå õàðàêòåðèñòèêè; ïðîâîäèìîñòü êàíàëîâ —

15.4 (inside-out) è 15.1 (whole-cell) ïÑì, ïîòåíöèàëû ðåâåðñèè ñîñòàâèëè –25.3 è –27.1 ìÂ ñîîòâåòñòâåííî.



Òàêèì îáðàçîì, áëàãîäàðÿ óíèêàëüíûì îñîáåííîñòÿì
êëåòî÷íîé ìîäåëè, ïîçâîëÿþùåé àíàëèçèðîâàòü õàðàêòå-
ðèñòèêè îäèíî÷íûõ êàíàëîâ ïðè îòâåäåíèè îò ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû âñåé êëåòêè, áûë îáíàðóæåí íîâûé
âíåêëåòî÷íûé ïóòü ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè àêòèíóïðàâëÿ-
åìûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562.
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NOVEL ACTIVATORY MECHANISM OF ACTIN-GATED SODIUM CHANNELS IN K562 CELLS
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The work is aimed to search for extracellular regulatory pathways of actin-gated sodium channel activation
in human K562 leukemia cells. The characteristics of sodium channels are close to the ENaC family except
the sensitivity to amiloride and its derivatives. To study the effect of potential channel activators, we used the
opportunity of recording and analyzing unitary currents in plasma membrane of K562 cells by whole-cell
patch-clamp technique. The development of single channel activity induced by the disassembly of the actin cy-
toskeleton in response to application of cytochalasin D was shown in whole-cell experiments; biophysical pro-
perties of the channels were analyzed on unitary currents level. Activation of the channels was observed in res-
ponse to the application of serine protease trypsin, a known activator of the ENaC channels in the renal epithe-
lium, to the extracellular solution. The functional characteristics of the channels activated by the disruption of
the cytoskeleton or by trypsin protease were identical. The unique feature of the cell model allowed us to analy-
ze single channel currents in whole-cell membrane and to reveal a novel pathway of extracellular activation of
actin-gated channels.

K e y w o r d s: plasma membrane, single sodium channels, whole-cell, actin cytoskeleton, proteolytic acti-
vation
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