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Âïëèâ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ââåäåííÿ òðèïñèíó
íà õàðàêòåðèñòèêè ïîòåíö³àëçàëåæíî¿ ³íàêòèâàö³¿
õëîðíîãî ñòðóìó â êë³òèíàõ ðàêó ïðîñòàòè

Íà ýïèòåëèàëüíûõ ðàêîâûõ êëåòêàõ ëèíèè LNCaP ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ÷åëîâåêà áûë èñ-
ñëåäîâàí ýôôåêò âíóòðèêëåòî÷íî ïðèëîæåííîãî ïðîòåîëåòè÷åñêîãî ôåðìåíòà òðèïñèíà íà
îáú¸ìàêòèâèðîâàííûé õëîðíûé òîê ICl,swell. Ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ, ïåðôóçèðîâàííûõ òðèï-
ñèíîì, çíà÷èòåëüíî èçìåíÿþòñÿ ïîêàçàòåëè ðàçâèòèÿ è èñ÷åçíîâåíèÿ òîêà â îòâåò íà èçìå-
íåíèå òîíè÷íîñòè âíåêëåêòî÷íîé ñðåäû, à òàêæå ñâîéñòâà åãî ïîòåíöàëçàâèñèìîé èíàêòèâà-
öèè. Íà îñíîâàíèè àíàëèçà ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ âûäâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî êàíàëû,
ïåðåíîñÿùèå ICl,swell (îáú¸ìðåãóëèðóåìûå àíèîííûå êàíàëû � VRAC) îáëàäàþò çíà÷èòåëüíûì
ôóíêöèîíàëüíûì è ñòðóêòóðíûì ïîäîáèåì ñ ïîòåíöèàëçàâèñèìûìè íàòðèåâûìè, êàëèåâûìè
è êàëüöèåâûìè êàíàëàìè, è èíàêòèâàöèÿ ó íèõ ïðîèñõîäèò ïî ïðèíöèïó �ball-and-chain� èíàê-
òèâàöèîííîé ìîäåëè
.
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ÂÑÒÓÏ

Íåçâàæàþ÷è íà ð³çíîìàí³òí³ñòü ïåðâèííèõ
ìåõàí³çì³â, ùî ñïðè÷èíÿþòü â³äêðèâàííÿ òà
çàêðèâàííÿ ð³çíèõ òèï³â ³îííèõ êàíàë³â ïëàç-
ìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè, ìàéæå âñ³ ç íèõ ò³ºþ ÷è
³íøîþ ì³ðîþ ïðîÿâëÿþòü òàêîæ îçíàêè ïî-
òåíö³àëçàëåæíîãî êåðóâàííÿ. Ïîòåíö³àëçà-
ëåæí³ ³îíí³ êàíàëè (íàòð³ºâ³, êàëüö³ºâ³, êàë³º-
â³), ôóíêö³îíàëüíèé ñòàí ÿêèõ âèçíà÷àºòüñÿ
âèêëþ÷íî ìåìáðàííèì ïîòåíö³àëîì, ÿâëÿþòü
ñîáîþ êðàéí³é âèïàäîê òàêîãî êåðóâàííÿ.
Ïîïåðåäí³ á³îô³çè÷í³ äîñë³äæåííÿ ïîñòóëþ-
âàëè íàÿâí³ñòü ïðèíàéìí³ òðüîõ ôóíêö³îíàëü-
íèõ äîìåí³â, ÿê³ ïîâèíí³ áóòè çàä³ÿí³ â ïî-
òåíö³àëçàëåæíîìó êåðóâàíí³: ñåíñîð ïîòåí-
ö³àëó, àêòèâàö³éí³ òà ³íàêòèâàö³éí³ âîðîòà.
Ïåðø³ åêñïåðèìåíòàëüí³ äîêàçè ùîäî ³ñíó-
âàííÿ öèõ ôóíêö³îíàëüíèõ äîìåí³â áóëî îò-
ðèìàíî ïðè âèâ÷åíí³ ÿâèùà óñóâàííÿ ³íàê-
òèâàö³¿ íàòð³ºâèõ êàíàë³â (ïðîöåñó, ñïðÿ-
ìîâàíîãî íà çàêðèòòÿ êàíàëó ïðè ï³äòðèìó-
âàí³é äåïîëÿðèçàö³¿) ó â³äïîâ³äü íà âíóòð³-
øíüîêë³òèííå ïðèêëàäàííÿ ïðîòåîë³òè÷íèõ ôåð-

ìåíò³â [3]. Ðåçóëüòàòè öèõ äîñë³äæåíü áóëè
³íòåðïðåòîâàí³, ÿê äîêàç íàÿâíîñò³ ç öèòîï-
ëàçìàòè÷íîãî áîêó íàòð³ºâîãî êàíàëó ñïåöèô³÷-
íîãî ñòðóêòóðíîãî óòâîðåííÿ, ÿêå â³äïîâ³äàº
çà éîãî ³íàêòèâàö³þ. Â³äùåïëåííÿ öüîãî óò-
âîðåííÿ â ðåçóëüòàò³ ïðîòåîë³òè÷íî¿ îáðîáêè
³ ïðèçâîäèòü äî âòðàòè ³íàêòèâàö³¿. Áóëî âè-
ñóíóòî ã³ïîòåçó, ùî öå óòâîðåííÿ ñêëàäàºòü-
ñÿ ç ÷àñòî÷êè (íàçâàíî¿ �ball� - ì�ÿ÷èê), çâ�ÿ-
çàíî¿ ç âíóòð³øíüîêë³òèííèì áîêîì êàíàëó
ëàíöþæêîì (�chain�) ³ çäàòíîþ çàêðèâàòè
ïîðó êàíàëó ÷åðåç âçàºìîä³þ ç ðåöåïòîðíîþ
ä³ëÿíêîþ, ðîçòàøîâàíîþ â ¿¿ âíóòð³øíüîìó
ãèðë³ (�ball-and-chain� ìîäåëü) [2,5]. Äàí³
ïî óñóíåííþ ³íàêòèâàö³¿ ó ðàç³ âíóòð³øíüîê-
ë³òèííîãî ââåäåííÿ òðèïñèíó áóëè îäåðæàí³
òàêîæ äëÿ êàëüö³ºâèõ êàíàë³â L-òèïó [10,25]
³ êàë³ºâèõ êàíàë³â [18,28,35]. Çàãàëîì ö³ äàí³
ñâ³ä÷àòü, ùî ìîäèô³êàö³ÿ ³íàêòèâàö³¿ ïðîòåî-
ë³òè÷íèìè ôåðìåíòàìè ìîæå ðîçãëÿäàòèñÿ ÿê
äîêàç ³ñíóâàííÿ ñïåöèô³÷íî¿ âíóòð³øíüîêë³-
òèííî¿ äåòåðì³íàíòè, ÿêà â³äïîâ³äàº çà öåé
ïðîöåñ. Äîñÿãíåííÿ îñòàíí³õ ðîê³â â á³îõ³ì³-
÷íîìó âèä³ëåíí³, ìîëåêóëÿðíîìó êëîíóâàíí³,
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âèçíà÷åíí³ ïåðâèííî¿ ñòðóêòóðè ³ ñòðóêòóð-
íî-ôóíêö³îíàëüíîìó àíàë³çó îñíîâíèõ êàíàëî-
óòâîðþâàëüíèõ ñóáîäèíèöü íàòð³ºâèõ, êàëü-
ö³ºâèõ ³ êàë³ºâèõ êàíàë³â äàëè çìîãó áåçïî-
ñåðåäí³é ô³çè÷í³é ³äåíòèô³êàö³¿ ñòðóêòóðíèõ
åëåìåíò³â, ÿê³ â³äïîâ³äàþòü çà òó ÷è ³íøó
ôóíêö³þ, âêëþ÷àþ÷è ò³, ÿê³ âïëèâàþòü íà
ïîòåíö³àëçàëåæíó ³íàêòèâàö³þ. Á³ëüøå òîãî,
áóëî äîâåäåíî, ùî ìîëåêóëÿðí³ ãðóïè, çâåð-
íåí³ â öèòîçîëü ³, ñõîæå, çàä³ÿí³ â ïîòåíö³àë-
çàëåæí³é ³íàêòèâàö³¿ íàòð³ºâèõ ³ êàë³ºâèõ
êàíàë³â, ä³éñíî ôóíêö³îíóþòü çã³äíî ç �ball-
and-chain� àáî �hinged-lid� (�êðèøêà íà ïåò-
ë³�) ìåõàí³çìàìè [4,6,11].

Õëîðí³ ñòðóìè, ùî àêòèâóþòüñÿ ó â³äïî-
â³äü íà íàáóõàííÿ êë³òèíè (ICl,swell), õî÷à
³ ðàäèêàëüíî â³äð³çíÿþòüñÿ â³ä ñòðóì³â òðàíñ-
ïîðòîâàíèõ ïîòåíö³àëêåðîâàíèìè ³îííèìè
êàíàëàìè ñòîñîâíî ìåõàí³çìó àêòèâàö³¿, ïðî-
òå âèÿâëÿþòü ïîì³òíó ïîòåíö³àëçàëåæíó ³íàê-
òèâàö³þ ïðè ìåìáðàííèõ ïîòåíö³àëàõ, âèùèõ
çà +50 ìÂ [13,15,16,23]. Öåé ñòðóì ïðèòàìàí-
íèé áàãàòüîì òèïàì êë³òèí, äå â³í çàä³ÿíèé ó
ðåãóëÿòîðíîìó çìåíøåíí³ êë³òèííîãî îá�ºìó
(RVD � Regulatory Volume Decrease) � ïðî-
öåñó, ùî äîçâîëÿº â³äíîâëåííÿ îá�ºìó êë³òè-
íè çà óìîâ ã³ïîîñìîòè÷íîãî ñòðåñó [21, 23,30].

Ìîëåêóëÿðíà ïðèðîäà îá�ºìðåãóëüîâà-
íîãî àí³îííîãî êàíàëó (VRAC � Volume
Regulated Anion Channel), ÿêèé ïåðåíîñèòü
ICl,swell, äîñ³ íå â³äîìà, ùî óíåìîæëèâëþº
³äåíòèô³êàö³þ ñòðóêòóðíèõ ÷àñòèí, ÿê³ â³äïî-
â³äàþòü çà éîãî ñïåöèô³÷í³ âëàñòèâîñò³, âêëþ-
÷àþ÷è ³íàêòèâàö³þ. Ââàæàºòüñÿ, ùî ³íàêòè-
âàö³ÿ ICl,swell çà ñâîºþ ïðèðîäîþ º ïîòåí-
ö³àëçàëåæíîþ, îäíàê äîòåïåð íå ³ñíóº í³ÿ-
êèõ äîêàç³â íàÿâíîñò³ â ñêëàä³ VRAC ñïåö³à-
ë³çîâàíèõ ³íàêòèâàö³éíèõ äîìåí³â. Öå íå âèê-
ëþ÷àº ìîæëèâîñò³ òîãî, ùî ³íàêòèâàö³ÿ VRAC
íå º éîãî âíóòð³øíüîþ âëàñòèâ³ñòþ, à ìîæå
çóìîâëþâàòèñü ÿêèìîñü äîäàòêîâèìè åíäîãåí-
íèìè ðåãóëÿòîðíèìè ôàêòîðàìè. Õî÷à ³íàê-
òèâàö³ÿ ICl,swell  â³äáóâàºòüñÿ çà äîñèòü âèñî-
êèõ ìåìáðàííèõ ïîòåíö³àë³â, ùî íå äîç-
âîëÿº ïðèïóñòèòè ¿¿ ñóòòºâó ðîëü â ô³ç³îëîã-
³÷íèõ ôóíêö³ÿõ öüîãî ñòðóìó, ïîäàëüø³ äîñ-
ë³äæåííÿ ìåõàí³çì³â ³íàêòèâàö³¿ òà ôàêòîð³â,

ùî íà íå¿ âïëèâàþòü, äîçâîëÿòü ñêëàñòè ïî-
âí³øå óÿâëåííÿ ïðî ìîëåêóëÿðíó îðãàí³çà-
ö³þ VRAC.

Íåùîäàâíî ìè âïåðøå îïèñàëè VRAC-
îïîñåðåäêîâàíèé ICl,swell â ë³í³¿ åï³òåë³àëüíèõ
êë³òèí êàðöèíîìè ïðîñòàòè ëþäèíè, LNCaP
(Lymph Node Carcinoma of the Prostate), ³
íàìè áóëî ïîêàçàíî ÷óòëèâ³ñòü öüîãî ñòðóìó
äî ðåãóëÿö³¿ ÷åðåç òèðîçèíîâå ôîñôîðèëþ-
âàííÿ [26]. Ó ö³é ðîáîò³ ìè çîñåðåäèëè óâàãó
íà äîñë³äæåíí³ âïëèâó âíóòð³øíüîêë³òèííî
ââåäåíîãî òðèïñèíó íà âëàñòèâîñò³ ICl,swell
ó êë³òèíàõ LNCaP. Îòðèìàí³ íàìè ðåçóëüòà-
òè ñâ³ä÷àòü ïðî ³ñíóâàííÿ ó VRAC ñòðóêòóð-
íîãî âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ³íàêòèâàö³éíîãî
äîìåíó, ôåðìåíòàòèâíå ðîçùåïëåííÿ ÿêîãî íå
ëèøå óñóâàº ³íàêòèâàö³þ ICl,swell, àëå ³ çì³íþº
õàðàêòåðèñòèêè àêòèâàö³¿ ñòðóìó ó â³äïîâ³äü
íà íàáóõàííÿ êë³òèíè.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Êë³òèíè ë³í³¿ LNCaP (American Type Culture
Collection) êóëüòèðóâàëè â ñåðåäîâèù³ RPMI
1640 ç äîäàâàííÿì 5 ììîëü/ë L-ãëóòàì³íó,
10%-¿ åìáð³îíàëüíî¿ áè÷à÷î¿ ñèðîâàòêè (�Gib-
co BRL, ÑØÀ�), 50000 îä/ë ïåí³öèë³íó òà
50 ìã/ìë ñòðåïòîì³öèíó. Êë³òèíè âèðîùó-
âàëè â ôëàêîíàõ ì³ñòê³ñòþ 50 ìë ïðè 37°Ñ â
³íêóáàòîð³ ç³ çâîëîæåíîþ àòìîñôåðîþ 95% Î2
òà 5% ÑÎ2. Äëÿ åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèõ åêñïå-
ðèìåíò³â êë³òèíè âèñàäæóâàëè â ÷àøêè Ïåòð³,
ïîêðèò³ ïîë³îðí³òèíîì, ³ âèêîðèñòîâóâàëè
ïðîòÿãîì 4 - 6 ä³á.

Ìåìáðàíí³ ñòðóìè â LNCaP êë³òèíàõ
ðåºñòðóâàëè ç âèêîðèñòàííÿì ìåòîäèêè pàtch-
clamp ó êîíô³ãóðàö³¿ �ö³ëà êë³òèíà�. Â³äî-
ìî, ùî â LNCaP-êë³òèíàõ íàÿâíèé ïîòåíö³àë-
çàëåæíèé ÒÅÀ-÷óòëèâèé êàë³ºâèé ñòðóì [27].
Äëÿ òîãî, ùîá â³äîêðåìèòè äîñë³äæóâàíèé
îá�ºìàêòèâîâàíèé õëîðíèé ñòðóì â³ä êàë³º-
âîãî, ìè âèêîðèñòîâóâàëè ÒÅÀ ÿê îñíîâíèé
êàò³îí äëÿ çîâí³øíüîêë³òèííèõ ðîç÷èí³â. Îñìî-
òè÷í³ñòü ³çî- òà ã³ïîòîí³÷íèõ ðîç÷èí³â ñòàíî-
âèëà 310 ³ 190 ìîñìîëü/ë â³äïîâ³äíî. Ñêëàä
çîâí³øíüîêë³òèííèõ ðîç÷èí³â áóâ òàêèì:
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Ðåºñòðóâàëüíó ï³ïåòêó çàïîâíþâàëè âíóò-
ð³øíüîêë³òèííèì ðîç÷èíîì íàñòóïíîãî ñêëà-
äó (ììîëü/ë): KOH � 100, KCl � 40,
MgCl2 � 1, HEPES � 10, EGTA � 10,
Mg-ATÔ � 5; ðÍ 7,2 (äîâîäèëè ãëóòàì³íî-
âîþ êèñëîòîþ). Îï³ð ðåºñòðóâàëüíèõ ï³ïå-
òîê êîëèâàâñÿ â ìåæàõ 3-5 ÌÎì. Òðèïñèí
(1 ìã/ìë, òèï-²², �Sigma�, ÑØÀ) òà ñîºâèé
³íã³á³òîð òðèïñèíó (10 ìã/ìë, òèï-²²-S) äî-
äàâàëè áåçïîñåðåäíüî ó âíóòð³øíüîêë³òèííèé
ðîç÷èí, áåç ³ñòîòíèõ çì³í îñìîòè÷íîñò³. Çàì³-
íè çîâí³øí³õ ðîç÷èí³â ïðîâîäèëè çà äîïîìî-
ãîþ áàãàòîñòâîëüíî¿ ì³êðîï³ïåòêè ç³ ñï³ëüíèì
âèòîêîì, ÿêèé ðîçòàøîâóâàëè â áåçïîñåðåäí³é

áëèçüêîñò³ äî äîñë³äæóâàíî¿ êë³òèíè. Ïîâíà
çì³íà çîâí³øíüîãî ðîç÷èíó â³äáóâàëàñÿ çà ÷àñ
íå á³ëüøèé í³æ 1ñ. Óñ³ ðåàêòèâè, ÿê³ âèêîðè-
ñòîâóâàëè äëÿ ïðèãîòóâàííÿ ðîç÷èí³â áóëè
â³ä ô³ðìè �Sigma�, ÑØÀ.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ

Ó ðàç³ çàì³íè íîðìàëüíîãî çîâí³øíüîêë³òèí-
íîãî ðîç÷èíó íà ðîç÷èí ç³ çíèæåíîþ íà
40% òîí³÷í³ñòþ â êë³òèíàõ LNCaP ðîçâèâàâ-
ñÿ ñòðóì ç îçíàêàìè çîâí³øíüîãî âèïðÿìëåí-
íÿ òà ïîòåíö³àëîì ðåâåðñ³¿ �20 ìÂ, ùî çà çíà-
÷åííÿì áóâ äîñèòü áëèçüêèì äî ðîçðà-
õóíêîâîãî ð³âíîâàæíîãî ïîòåíö³àëó äëÿ ³îí³â
Cl- (ðèñ. 1,à). Öåé ñòðóì (ICl,swell) ïî÷èíàâ
ðîçâèâàòèñÿ ï³ñëÿ çàòðèìêè (ëàòåíòíèé
ïåð³îä) 93,3 ìñ±38,4 ìñ  ³ íàáóâàâ ìàêñèìàëü-
íî¿ ãóñòèíè â 63 ïÀ/ïÔ ± 7 ïÀ/ïÔ ïðè
+120 ìÂ ïðîòÿãîì íàñòóïíèõ 298 ñ ± 55 ñ
(ðèñ. 2,à,á), â òîé ÷àñ, êîëè ïîâåðíåííÿ â
³çîòîí³÷íèé ðîç÷èí ïðèçâîäèëî äî äîñèòü
øâèäêîãî òà ôàêòè÷íî ïîâíîãî çìåíøåííÿ
ICl,swell ïðîòÿãîì 103 ñ ± 28 ñ. Ó â³äïîâ³äü
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NaCl 145 70 - -
KCl 5 5 - -
CaCl2 2 2 2 2
MgCl2 2 2 2 2
Ãëþêîçà 5 5 10 10
HEPES 10 10 10 10
TEA-Cl - - 145 80

Ñêëàä
ðîç÷èíó Norm

Hypo-
Norm

Iso-
TEA

Hypo-
TEA

Ðèñ. 1. Ïîòåíö³àçàëåæí³ñòü õëîðíîãî ñòðóìó, âèêëèêàíîãî ã³ïîòîí³÷í³ñòþ â êë³òèíàõ LNCaP: à � âîëüò-
àìïåðí³ õàðàêòåðèñòèêè ñòðóì³â âèêëèêàíèõ ã³ïîòîí³÷í³ñòþ, îäåðæàí³ çà çàïèñàìè 1 òà 2 â êîíòðîë³ (1) ³ çà
íàÿâíîñò³ òðèïñèíó (2); á � çàïèñè ñòðóì³â îäåðæàí³ â ³çîòîí³÷íîìó ðîç÷èí³ IsoTEA (3, 4) òà ï³ñëÿ ðîçâèòêó
åôåêòó ã³ïîòîí³÷íîñò³ â êîíòðîë³ (1) ³ ï³ñëÿ ä³¿ òðèïñèíó (2).
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íà ñòóï³í÷àñòó äåïîëÿðèçàö³þ äî ïîòåíö³àë³â
âèùèõ çà +60 ìÂ ñïîñòåð³ãàëàñÿ çàëåæíà â³ä
÷àñó ³íàêòèâàö³ÿ öüîãî ñòðóìó, ð³âåíü ÿêî¿
çá³ëüøóâàâñÿ ç ï³äâèùåííÿì äåïîëÿðèçàö³¿.
Ïðè ïîòåíö³àë³ +120 ìÂ çìåíøåííÿ ñòðóìó
âíàñë³äîê ³íàêòèâàö³¿ ìîæíà áóëî îïèñàòè ÿê
ñóìó ñïàäàþ÷î¿ åêñïîíåíòè òà ¿¿ ïîñò³éíîãî
êîìïîíåíòà ç³ ñòàëîþ ÷àñó åêñïîíåíòè (τ in)
67 ìñ ±5 ìñ  ³ àìïë³òóäîþ (Aexp), ÿêà á³ëüøå,
í³æ â 5 ðàç³â ïåðåâèùóº àìïë³òóäó ïîñò³éíî-
ãî ñòðóìó (Asus) (ðèñ. 3,â). Îñê³ëüêè ICl,swell
íå ìàº æîäíèõ îçíàê ïîòåíö³àëçàëåæíî¿ àêòè-
âàö³¿, à éîãî ³íàêòèâàö³ÿ äîñèòü ïîâ³ëüíà, íà
âîëüò-àìïåðí³é õàðàêòåðèñòèö³ ìàêñèìàëüíî-
ãî ñòðóìó íå âèäíî âïëèâó æîäíîãî ç öèõ
ïðîöåñ³â. Ç ³íøîãî áîêó, âîëüò-àìïåðíà õà-
ðàêòåðèñòèêà ïîñò³éíîãî êîìïîíåíòó çàëåæà-
ëà íå ëèøå â³ä ðóø³éíî¿ ñèëè äëÿ ³îí³â õëî-
ðó, àëå ³ â³ä ïîñò³éíîãî ð³âíÿ ³íàêòèâàö³¿.
Òàêèì ÷èíîì, ïîä³ëèâøè ñòàë³ çíà÷åííÿ

âîëüò-àìïåðíî¿ õàðàêòåðèñòèêè íà ìàêñè-
ìàëüí³, ìîæíà îòðèìàòè êðèâó çàëåæíîñò³
ñòàö³îíàðíî¿ ³íàêòèâàö³¿, óñåðåäíåí³ çíà÷åí-
íÿ ÿêî¿ íàâåäåí³ íà ðèñ. 3,ã. Àïðîêñèìàö³ÿ
ð³âíÿííÿì Áîëüöìàíà, ùî âèêîðèñòîâóºòüñÿ
äëÿ îïèñó ðîçïîä³ëó çàðÿäæåíèõ âîðîòíèõ
÷àñòèíîê ì³æ äâîìà åíåðãåòè÷íèìè ð³âíÿìè
â åëåêòðè÷íîìó ïîë³, äîçâîëÿº âèçíà÷èòè òàê³
ïîêàçíèêè ñòàö³îíàðíî¿ ³íàêòèâàö³¿ êîíòðîëü-
íîãî ñòðóìó, ÿê ïîòåíö³àë ïîëîâèííî¿ ³íàê-
òèâàö³¿ V1/2=+59,76 ìÂ ± 2,9 ìÂ, ôàêòîð
íàõèëó (ùî âèçíà÷àº åôåêòèâíèé çàðÿä âî-
ðîòíèõ ÷àñòèíîê) k = -26,13 ìÂ ± 1,8 ìÂ ³
ì³í³ìàëüíèé ð³âåíü ³íàêòèâàö³¿ ²   =0,20±0,03.

Âêëþ÷åííÿ â pàtch-ï³ïåòêó 1 ìã/ìë
òðèïñèíó íå âèêëèêàëî ïîì³òíèõ çì³í áàçî-
âî¿ ë³í³¿ ñòðóìó (äèâ.ðèñ. 1,á,â) çà óìîâ ³çî-
òîí³÷íîñò³ ïðîòÿãîì 10 õâ ä³àë³çó. Çâàæàþ÷è
íà òå, ùî òðèïñèí º äîñèòü âåëèêîþ ìîëåêó-
ëîþ ç ìîëåêóëÿðíîþ ìàñîþ 20 êÄà ïåðåä

Âïëèâ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ââåäåííÿ òðèïñèíó
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Ðèñ. 2. Âïëèâ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî òðèïñèíó íà àêòèâàö³éí³ õàðàêòåðèñòèêè ICl,swell : à - ÷àñîâà çàëåæí³ñòü
ðîçâèòêó ñòðóì³â ó â³äïîâ³äü íà çì³íó çîâí³øíüîêë³òèííî¿ òîí³÷íîñò³ â êîíòðîë³ (ñâ³òë³ ñèìâîëè) ³ çà
íàÿâíîñò³ òðèïñèíó (òåìí³ ñèìâîëè); á � ëàòåíòíèé ïåð³îä (I), ÷àñ ðîçâèòêó (II) ³ ÷àñ çìåíøåííÿ (III)
ñòðóìó â êîíòðîë³ (1) ³ â êë³òèíàõ ïðåä³àë³çîâàíèõ òðèïñèíîì (2).
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Ðèñ. 3. Ìîäèô³êàö³ÿ ïîòåíö³àëçàëåæíî¿ ³íàêòèâàö³¿ õëîðíîãî ñòðóìó, âèêëèêàíîãî ã³ïîòîí³÷í³ñòþ, â êë³òè-
íàõ LNCaP: à � çàïèñè ïîâí³ñòþ ðîçâèíåíîãî ñòðóìó, îäåðæàí³ â êîíòðîë³ (çë³âà) òà çà íàÿâíîñò³ òðèïñèíó
(ñïðàâà) ó â³äïîâ³äü íà âêàçàíó çâåðõó ñõåìó ñòèìóëÿö³¿ êë³òèíè ïðÿìîêóòíèìè ³ìïóëüñàìè ïîòåíö³àëó â³ä
ð³âíÿ ï³äòðèìóþ÷îãî ïîòåíö³àëó �50 ìÂ; á � ïðîíîðìîâàí³ ñòðóìè ïðè ïîòåíö³àë³ + 120 ìÂ ó êîíòðîë³ (1)
òà â êë³òèíàõ ç òðèïñèíîì (2); â � óñåðåäíåí³ çíà÷åííÿ ñòàö³îíàðíî¿ ³íàêòèâàö³¿ â êîíòðîë³ (êðóæå÷êè) ³
äëÿ òðèïñèíìîäèô³êîâàíèõ êë³òèí (êâàäðàòèêè); ñóö³ëüí³ ë³í³¿ íàéêðàùèì ÷èíîì àïðîêñèìóþòü åêñïåðè-
ìåíòàëüí³ òî÷êè çà ð³âíÿííÿì Áîëüöìàíà.
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ïðèêëàäàííÿì ã³ïîòîí³÷íîãî ðîç÷èíó ìè çàç-
âè÷àé ÷åêàëè ùîíàéìåíøå 8 õâ, ùîá êîíöåíò-
ðàö³ÿ òðèïñèíó â êë³òèí³ íàáëèçèëàñÿ äî éîãî
êîíöåíòðàö³¿ â ï³ïåòö³. Çà äîñë³äæåííÿìè  Push
³ Neher [24] ñòàëà ÷àñó åêñïîíåíö³éíîãî ðîñòó
êîíöåíòðàö³¿ âíóòð³øíüîï³ïåòî÷íîãî ðîç÷èíó
â êë³òèí³ çàëåæèòü â³ä ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè m
(Äà), îïîðó äîñòóïó ï³ïåòêè (Ra) òà îá�ºìó
êë³òèíè (V), çã³äíî ç òàêèì åìï³ðè÷íèì ð³âíÿí-
íÿì: τ = 0,6 . Ra . m1/3 . V . 1897-1. Ñåðåäí³
çíà÷åííÿ äëÿ îá�ºìó LNCaP êë³òèí
V = 4000 ìêì3, îïîðó äîñòóïó ï³ïåòêè
Ra = 6 . 10-6 Îì (îï³ð çâè÷àéíî âèùèé çà
îï³ð ï³ïåòêè áåç êë³òèíè). Â³äòàê, ð³âåíü τ
äëÿ òðèïñèíó ñòàíîâèòü áëèçüêî 3,5 õâ. Òà-
êèì ÷èíîì, 8 õâ ä³àë³çó äîñòàòíüî äëÿ òîãî,
ùîá êîíöåíòðàö³¿ òðèïñèíó â ï³ïåòö³ òà â
êë³òèí³ çð³âíÿëèñÿ.

Çà íàÿâíîñò³ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî òðèï-
ñèíó â êë³òèíàõ LNCaP ó â³äïîâ³äü íà ïðè-
êëàäàííÿ ã³ïîòîí³÷íîãî ðîç÷èíó àêòèâóâàâñÿ
ñòðóì, ïîòåíö³àë ðåâåðñ³¿ ÿêîãî áóâ ïîä³áíèì
äî êîíòðîëüíîãî ICl,swell, àëå ç³ çíà÷íî çì³-
íåíèìè ïîêàçíèêàìè ðîçâèòêó, ³íàêòèâàö³¿ òà
ìàêñèìàëüíî¿ àìïë³òóäè. Íà ðèñ. 2,à íàâå-
äåíî ïîð³âíÿííÿ óñåðåäíåíèõ ïðîíîðìîâàíèõ
÷àñîâèõ çàëåæíîñòåé ðîçâèòêó õëîðíèõ ñòðó-
ì³â, àêòèâîâàíèõ ó â³äïîâ³äü íà çì³íó çîâí³ø-
íüîêë³òèííî¿ òîí³÷íîñò³, â êîíòðîëüí³é êë³-
òèí³ òà â êë³òèí³ ïðåä³àë³çîâàí³é òðèïñèíîì.
Íàÿâí³ñòü òðèïñèíó, ïåðø çà âñå, ïðèçâîäè-
ëà äî çíà÷íîãî ïðèñêîðåííÿ ðåàêö³é ICl,swell
íà çì³íè çîâí³øíüîêë³òèííî¿ îñìîòè÷íîñò³. Âñ³
òðè ÷àñîâ³ ïîêàçíèêè, ÿê³ õàðàêòåðèçóþòü ïî-
âåä³íêó ñòðóìó ó â³äïîâ³äü íà ïðèêëàäàííÿ
ã³ïîòîí³÷íîñò³ òà â³äíîâëåííÿ ³çîòîí³÷íîñò³ - ëà-
òåíòíèé ïåð³îä, ÷àñ ðîçâèòêó ñòðóìó òà ÷àñ
éîãî çìåíøåííÿ ñêîðî÷óâàëèñÿ á³ëüø í³æ óò-
ðè÷³, ïîð³âíÿííî ç êîíòðîëåì  (Tlat â³ä 93,33 ±
38,4 äî 23,33 ñ ± 3,3 ñ, Tdev â³ä 298,33 ±
55,04  äî 68 ñ ± 12,4 ñ, Tdim â³ä 103,33 ±
28,48 äî 40 ñ ± 15,27 ñ; äèâ. ðèñ. 1,ä).

Âíóòð³øíüîêë³òèííå ââåäåííÿ òðèïñèíó
ñïðè÷èíþâàëî òàêîæ çíà÷íå çíèæåííÿ ³íàê-
òèâàö³¿ ICl,swell ïðè âèñîêèõ ïîçèòèâíèõ ïî-
òåíö³àëàõ (ðèñ. 3) òà äî á³ëüø í³æ äâîðàçî-
âîãî çá³ëüøåííÿ éîãî ìàêñèìàëüíî¿ ãóñòè-

íè (â³ä 62,6±6,9 ïðè + 120 ìÂ ó êîíòðîë³ äî
138,25 ïÀ/ïÔ ± 10,3 ïÀ/ïÔ ïðè àïë³êàö³¿
òðèïñèíó ). Íà ðèñ. 3,â ïîð³âíþþòüñÿ ïðî-
íîðìîâàí³ çàïèñè ñòðóì³â ICl,swell ïðè
+120 ìÂ, îòðèìàí³ â³ä êîíòðîëüíèõ ³ òðèï-
ñèíä³àë³çîâàíèõ êë³òèí. Àíàë³ç ôàçè åêñïî-
íåíö³éíîãî ñïàäó öèõ ñòðóì³â ñâ³ä÷èòü ïðî
òå, ùî òàêå ñïîâ³ëüíåííÿ ³íàêòèâàö³¿ ï³ä ä³ºþ
âíóòð³øíüîêë³òèííîãî òðèïñèíó â³äáóâàºòü-
ñÿ çàâäÿêè çíà÷íîìó çá³ëüøåííþ ñòàëî¿ ÷àñó
êîìïîíåíòè åêñïîíåíö³éíîãî ñïàäó (â³ä 67 ±
5 äî 170 ìñ±29 ìñ), çìåíøåííþ ¿¿ àìïë³òóäè
òà îäíî÷àñíîìó çá³ëüøåííþ àìïë³òóäè ïîñò-
³éíî¿ êîìïîíåíòè íàñò³ëüêè, ùî âíåñîê îáîõ
êîìïîíåíò â çàãàëüíèé ICl,swell ñòàâàâ ïðèáëèç-
íî îäíàêîâèì (äèâ. ðèñ. 3,â).

Àïðîêñèìàö³ÿ ð³âíÿííÿì Áîëüöìàíà êðè-
âî¿ ñòàö³îíàðíî¿ ³íàêòèâàö³¿ ìîäèô³êîâàíîãî
òðèïñèíîì ICl,swell (äèâ.ðèñ. 3,ã), îòðèìàíî¿
³ç ñï³ââ³äíîøåííÿ éîãî ïîñò³éíî¿  òà ìàêñè-
ìàëüíî¿ âîëüò-àìïåðíèõ õàðàêòåðèñòèê, ïî-
êàçàëà, ùî òàêà ìîäèô³êàö³ÿ òàêîæ ïðèç-
âîäèòü äî ïîçèòèâíîãî çñóâó ïîòåíö³àëó ïî-
ëîâèííî¿ ³íàêòèâàö³¿ ìàéæå íà 10 ìÂ (äî V1/2=
+69,3 ìÂ ± 7,3 ìÂ), çìåíøåííÿ ïîòåíö³àë-
÷óòëèâîñò³  íà 12% (k= -29,2 ìÂ ± 3,8 ìÂ) ³
äî çá³ëüøåííÿ ì³í³ìàëüíîãî ð³âíÿ ³íàêòèâà-
ö³¿ ìàéæå âòðè÷³ ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì
(I   =0,53±0,4).

Äîäàâàííÿ äî âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ðîç-
÷èíó ðàçîì ç 1ìã/ìë òðèïñèíó 10 ìã/ìë
³íã³á³òîðà òðèïñèíó óñóâàëî ïðîòåîë³òè÷í³
ìîäèô³êàö³¿ ICl,swell òàêèì ÷èíîì, ùî âñ³ éîãî
õàðàêòåðèñòèêè íå â³äð³çíÿëèñÿ â³ä êîíò-
ðîëüíèõ. Ïðèãí³÷åííÿ åôåêò³â òðèïñèíó ³íãè-
á³òîðîì òðèïñèíó âêàçóº íà òå, ùî ö³ åôåêòè
ä³éñíî ïîâ�ÿçàí³ ç ïðîòåîë³òè÷íîþ àêòèâí³-
ñòþ ôåðìåíòó.

ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Îòðèìàíí³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî
âíóòð³øíüîêë³òèííà àêòèâí³ñòü òðèïñèíó ïðè-
çâîäèòü äî: 1) ïðèñêîðåííÿ ðåàêö³é ICl,swell
íà çì³íè çîâí³øíüîêë³òèííî³ îñìîòè÷íîñò³; 2)
óñóâàííþ éîãî ³íàêòèâàö³¿ òà 3) çá³ëüøåííþ
àìïë³òóäè. Ïðîòåîë³òè÷íà ìîäèô³êàö³ÿ ñòðó-

Âïëèâ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ââåäåííÿ òðèïñèíó
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ì³â áóëà ðàí³øå îïèñàíà äëÿ ïîòåíö³àëçàëåæ-
íèõ íàòð³ºâèõ [3,8], êàë³ºâèõ [18,28,35] ³
êàëüö³ºâèõ êàíàë³â [10,25]. Îñíîâíîþ ðèñîþ
òàêî¿ ìîäèô³êàö³¿ áóëî çíà÷íå óïîâ³ëüíåííÿ
³íàêòèâàö³¿ ñòðóì³â, ÿêå ÷àñòî ñóïðîâîäæó-
âàëîñÿ ïîòåíö³àö³ºþ àìïë³òóäè [8]. Òàêà ïî-
âåä³íêà ö³ëêîì óçãîäæóºòüñÿ ç ìîäåëëþ Õîä-
æê³íà ³ Õàêñë³, â ÿê³é ïåðåäáà÷àºòüñÿ, ùî
óñóíåííÿ ³íàêòèâàö³¿ ïîâèííî ïðèçâîäèòè äî
çá³ëüøåííÿ ñòðóìó. Îäíàê ïðîãðåñèâíå çìåí-
øåííÿ íàòð³ºâîãî ñòðóìó â ã³ãàíòñüêîìó àê-
ñîí³ êàëüìàðà ï³ä ÷àñ âèêëèêàíîãî ïðîòåà-
çîþ óïîâ³ëüíåííÿ ³íàêòèâàö³¿ [10], òàê ñàìî
ÿê ³ ðîçä³ëåííÿ â ÷àñ³ ³íäóêîâàíèõ òðèïñè-
íîì ïðîöåñ³â ï³äâèùåííÿ àìïë³òóäè òà óïîâ-
³ëüíåííÿ ³íàêòèâàö³¿ êàëüö³ºâîãî ñòðóìó â
êàðä³îì³îöèòàõ [3], ãîâîðèòü ïðî òå, ùî ³íàê-
òèâàö³éí³ âîðîòà º íå ºäèíîþ ñòðóêòóðîþ,
ÿêà çàçíàº âïëèâó ç áîêó âíóòð³øíüîêë³òèí-
íèõ ïðîòåàç ³, ùî, íàïåâíî, ³ñíóþòü äåÿê³
³íø³ âàæëèâ³ äåòåðì³íàíòè, êîòð³ òåæ çàçíà-
þòü öüîãî âïëèâó.

Åêñïåðåìåíòè ç³ ñòðóêòóðíî-ôóíêö³î-
íàëüíîãî àíàë³çó ïðèíöèïîâèõ α1-ñóáîäèíèöü
íàòð³ºâèõ, êàë³ºâèõ ³ êàëüö³ºâèõ êàíàë³â,
åêñïðåñîâàíèõ ó øòó÷íèõ ñèñòåìàõ, äîçâîëè-
ëè ³äåíòèô³êóâàòè ñòðóêòóðí³ äîìåíè öèõ
êàíàë³â, çàä³ÿí³ â ³íàêòèâàö³¿. Áóëî âèÿâëå-
íî, ùî ãîëîâíó ðîëü â ¿õ ³íàêòèâàö³¿ íàòð³ºâèõ
êàíàë³â â³ä³ãðàº âíóòð³øíüîêë³òèííà ïåòëÿ
ì³æ ãîìîëîã³÷íèìè äîìåíàìè III i IV ¿õ α1-ñóá-
îäèíèö³. Âîíà çàêðèâàº ïîðó ³ç âíóòð³øíü-
îêë³òèííîãî áîêó çàâäÿêè âçàºìîä³¿ ¿¿ êëàñ-
òåðà ³ç òðüîõ àì³íîêèñëîòíèõ çàëèøê³â, ùî
óòâîðþþòü ³íàêòèâàö³éíó ÷àñòêó, ç ðåöåïòîð-
íîþ ä³ëÿíêîþ âíóòð³øíüîãî ãèðëà êàíàëó
[32]. Ìåõàí³çì ³íàêòèâàö³¿ íàòð³ºâèõ êàíàë³â
á³ëüø àäåêâàòíî îïèñóºòüñÿ �hinged lid�, í³æ
�ball-and-chain� ìîäåëëþ òîìó, ùî çãàäàíà
ïåòëÿ º äîñèòü êîðîòêîþ, ðîçì³ùóþ÷è ³íàê-
òèâàö³éíó ÷àñòêó äóæå áëèçüêî äî âíóòð³ø-
íüîãî ãèðëà êàíàëó [6].

Ð³çí³ òèïè êàëüö³ºâèõ êàíàë³â äåìîíñò-
ðóþòü çíà÷í³ â³äì³ííîñò³ â ð³âí³ ïîòåíö³àëçà-
ëåæíî¿ ³íàêòèâàö³¿, ÿêà, îäíàê, çàâæäè çíà÷-
íî ïîâ³ëüí³øà çà ³íàêòèâàö³þ íàòð³ºâèõ êà-
íàë³â. Êð³ì òîãî, äåÿê³ òèïè êàëüö³ºâèõ êà-

íàë³â ìàþòü ñïåöèô³÷íèé ìåõàí³çì êàëüö³é-
çàëåæíî¿ ³íàêòèâàö³¿. Õî÷à ïåðâèíí³ α1-ñóá-
îäèíèö³ íàòð³ºâèõ ³ êàëüö³ºâèõ êàíàë³â ìà-
þòü ïîä³áíó ñòðóêòóðó, íåìàº æîäíèõ äîêàç³â
òîãî, ùî ä³ëÿíêà ì³æ äîìåíàìè ²²² ³ ²V, ÷è
áóäü ÿêà ³íøà öèòîïëàçìàòè÷íà ïåòëÿ àáî òåð-
ì³íàëü çàä³ÿíà â ïîòåíö³àëçàëåæí³é ³íàêòè-
âàö³¿ êàëüö³ºâèõ êàíàë³â. Äîñèòü íåñïîä³âà-
íî ïîòåíö³àëçàëåæíà ³íàêòèâàö³ÿ êàëüö³ºâèõ
êàíàë³â áóëà ïîâ�ÿçàíà ç òðàíñìåìáðàííèì
ñåãìåíòîì S6 ãîìîëîã³÷íîãî äîìåíó ² òà áåç-
ïîñåðåäíüî ïðèëÿãàþ÷èõ äî íüîãî çîâí³øíüî-
òà âíóòð³øíüîêë³òèííèõ ä³ëÿíîê [36]. Íà
ïðîòèâàãó, ñòðóêòóðí³ ä³ëÿíêè α1-ñóáîäèíèö³
êàëüö³ºâîãî êàíàëó, çàä³ÿí³ â êàëüö³éçàëåæ-
í³é ³íàêòèâàö³¿, ì³ñòÿòüñÿ ñåðåä äåÿêèõ öè-
òîïëàçìàòè÷íèõ ñòðóêòóð, à ñàìå ²-²² ³ ²²-²²²
ïåòë³ òà Ñ-òåðì³íàëü [1].

Ñõîæå, ùî ò³ëüêè ïîòåíö³àëçàëåæíà ³íàê-
òèâàö³ÿ êàë³ºâèõ êàíàë³â â³äïîâ³äàº êëàñè÷-
íîìó �ball-and-chain� ìåõàí³çìó. Âèêîðèñ-
òîâóþ÷è Shaker B-êàë³ºâèé êàíàë ÿê ìîäåëü
äëÿ âèâ÷åííÿ ïîòåíö³àëçàëåæíî¿ ³íàêòèâàö³¿,
áóëî ïîêàçàíî, ùî ïåðø³ 20 çàëèøê³â éîãî
N-òåðì³íàë³ ôîðìóþòü ³íàêòèâàö³éíó ÷àñòêó
(�ball�), ùî ç�ºäíàíà ç êàíàëîì çà äîïîìî-
ãîþ ëàíöþæêà (�chain�), óòâîðåíîãî íàñòóï-
íèìè 63 çàëèøêàìè [11].

Òàêèì ÷èíîì, ÿêùî ìîëåêóëÿðí³ ñóá-
ñòðàòè äëÿ ïðîòåîë³òè÷íî¿ ìîäèô³êàö³¿ ïîòåí-
ö³àëçàëåæíî¿ ³íàêòèâàö³¿ íàòð³ºâèõ ³ êàë³º-
âèõ êàíàë³â ìîæóòü áóòè ëåãêî ³äåí-
òèô³êîâàí³, äëÿ êàëüö³ºâèõ êàíàë³â òàêà ³äåí-
òèô³êàö³ÿ º äàëåêî íå î÷åâèäíîþ. Òîé
ôàêò, ùî ³íàêòèâàö³éíèé äîìåí êàëüö³ºâîãî
êàíàëó âàæêî äîñÿæíèé ç öèòîïëàçìàòè÷íî-
ãî áîêó, à çá³ëüøåííÿ àìïë³òóäè êàëüö³ºâîãî
ñòðóìó ï³ä ä³ºþ òðèïñèíó çíà÷íî âèïåðåä-
æàº â ÷àñ³ óïîâ³ëüíåííÿ ³íàêòèâàö³¿ [10] ãî-
âîðèòü ïðî òå, ùî ãîëîâíèìè ì³øåíÿìè äëÿ
ïðîòåîë³òè÷íî¿ ìîäèô³êàö³¿ êàëüö³ºâèõ êà-
íàë³â ìîæóòü áóòè âíóòð³øíüîêë³òèííî îáåð-
íåí³ ãðóïè, çàä³ÿí³ â êàëüö³éçàëåæí³é ³íàê-
òèâàö³¿, ðåãóëÿö³¿ òà/àáî ïðîâ³äíîñò³.

Âèçíà÷åííÿ ìîëåêóëÿðíèõ äåòåðì³íàíò,
ÿê³ â³äïîâ³äàþòü çà ïðîòåîë³òè÷íó ìîäèô³êà-
ö³þ ICl,swell, îïèñàíó â íàøîìó äîñë³äæåíí³,
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º ùå á³ëüø óìîâíèì. Òàêå âèçíà÷åííÿ óñê-
ëàäíþºòüñÿ òèì ôàêòîì, ùî ìîëåêóëÿðíà
ïðèðîäà êàíàë³â, ùî ëåæàòü â îñíîâ³ îá�ºì
àêòèâîâàíèõ ïðîâ³äíîñòåé, çîâñ³ì íåâ³äîìà.
Åêñïåðèìåíòàëüíà ïåðåâ³ðêà òðüîõ êëîíîâà-
íèõ á³ëê³â ³ç äîñèòü ð³çíîþ ñòðóêòóðîþ, êîòð³
ðîçãëÿäàëèñÿ ÿê ìîæëèâ³ êàíäèäàòè íà ðîëü
îá�ºìàêòèâîâàíîãî êàíàëó - ClC-2, P-gly-
coprotein òà plCln, äàëà íåãàòèâí³ ðåçóëüòà-
òè [20,23,29]. ²ñòîòí³ ñóìí³âè âèíèêàþòü òà-
êîæ ùîäî ÷ëåíà ClC ðîäèíè ïîòåí-
ö³àëçàëåæíèõ õëîðíèõ êàíàë³â ClC-3, ÿêèé
ùå äîíåäàâíà áóâ äîñèòü ïåðñïåêòèâíèì êàí-
äèäàòîì [7]. Îñòàíí³ äàí³ ñâ³ä÷àòü ïðî òå,
ùî CIC-3 íàâðÿä ÷è áåðå ó÷àñòü ÿê ó ãåíå-
ðàö³¿ ICl,swell, òàê ³ ó RVD [17,34], ùî ñïî-
íóêàº ïîøóêè íîâèõ ïîòåíö³éíèõ êàíäèäàò³â
íà ðîëü VRAC.

Ñòîñîâíî õëîðòðàíñïîðòóþ÷èõ êàíàë³â
âçàãàë³, òî òðèïñèí³íäóêîâàíà ìîäèô³êàö³ÿ
áóëà ïðîäåìîíñòðîâàíà äëÿ åíäîãåíèõ CFTR
[33]. Öÿ ìîäèô³êàö³ÿ ïîëÿãàëà â ïåðìàíåí-
òí³é àêòèâàö³¿ CFTR êàíàëó â ³çîëüîâàíèõ
ìåìáðàííèõ ôðàãìåíòàõ ó â³äïîâ³äü íà ïðè-
êëàäàííÿ òðèïñèíó ç âíóòð³øíüîêë³òèííîãî
áîêó, ùî áóëî ïîÿñíåíå â³äùåïëåííÿì òðèï-
ñèíîì ä³ëÿíêè, ÿêà çàä³ÿíà â ³íàêòèâàö³¿.
Ìóòàö³éí³ äîñë³äæåííÿ êàíàëó ClC-2, ÿêî-
ìó ïðèòàìàííà âëàñòèâ³ñòü îá�ºìçàëåæíîñò³,
÷åðåç ùî â³í ðîçãëÿäàâñÿ ÿê ïîòåíö³éíèé êà-
íàëîóòâîðþâàëüíèé VRAC-á³ëîê, ïîêàçàëè,
ùî éîãî ôóíêö³îíóâàííÿ íåïîãàíî óçãîä-
æóºòüñÿ ç ìåõàí³çìîì �ball-and-chain�. Ïðè
öüîìó N-òåðì³íàëü ³ìîâ³ðíî â³ä³ãðàº ðîëü
³íàêòèâàö³éíî¿ ÷àñòî÷êè, à öèòîïëàçìàòè÷íà
ïåòëÿ ì³æ òðàíñìåìáðàíèìè äîìåíàìè Ä7 ³
Ä8 óòâîðþº ðåöåïòîðíó ä³ëÿíêó [9,14]. Çíè-
ùåííÿ N-òåðì³íàë³ àáî ìóòàö³¿ Ä7-Ä8 ïåòë³
óíåìîæëèâëþâàëè êåðóâàííÿ êàíàëó ÿê îá�º-
ìîì, òàê ³ ïîòåíö³àëîì, ùî ïðèçâîäèëî äî
éîãî ïîñò³éíîãî çíàõîäæåííÿ ó â³äêðèòîìó ñòàí³.

Ïîêàçàíà íàìè êîìïëåêñíà ä³ÿ âíóòð³-
øíüîêë³òèííîãî òðèïñèíó íà ICl,swell ñâ³ä-
÷èòü ïðî òå, ùî äåòåðì³íàíòè VRAC, ÿê³
â³äïîâ³äàþòü çà îá�ºìçàëåæí³ñòü, ïîòåíö³àë-
çàëåæíó ³íàêòèâàö³þ òà ïðîâ³äí³ñòü, ðîçòà-
øîâàí³ ç âíóòð³øíüîãî áîêó ìåìáðàíè òà º

ëåãêî äîñòóïíèìè äëÿ ïðîòåîë³òè÷íîãî ðîç-
ùåïëåííÿ. Ïðîòå ìè íå ìîæåìî âèçíà÷èòè,
ÿêà ç öèõ õàðàêòåðèñòèê ICl,swell ïåðøîþ
çàçíàº ìîäèô³êàö³¿, ÿê öå áóëî çðîáëåíî äëÿ
êàëüö³ºâèõ ñòðóì³â ó êàðä³îì³îöèòàõ [10],
àäæå àêòèâàö³ÿ ICl,swell ï³ä âïëèâîì ã³ïî-
òîí³÷íîñò³ â³äáóâàºòüñÿ çà òåðì³í, ÿêèé ïî-
ð³âíÿíèé ç ÷àñîì, íåîáõ³äíèì äëÿ çá³ëüøåí-
íÿ êîíöåíòðàö³¿ òðèïñèíó â êë³òèí³. Òàêå âèç-
íà÷åííÿ äîïîìîãëî á ñóäèòè ïðî â³äíîñíó
äîñòóïí³ñòü îêðåìèõ äåòåðì³íàíò ³ç âíóòð³ø-
íüîêë³òèííîãî áîêó òà çðîáèòè îáãðóíòîâàí³
âèñíîâêè ñòîñîâíî ¿õ ëîêàë³çàö³¿.

Çàãàëîì, ìàéæå ïîâíå óñóíåííÿ ïîòåí-
ö³àëçàëåæíî¿ ³íàêòèâàö³¿ ICl,swell òðèïñèíîì
ñâ³ä÷èòü ïðî òå, ùî ïîä³áíî äî íàòð³ºâèõ ³
êàë³ºâèõ êàíàë³â, îá�ºìàêòèâîâàíèé êàíàë
ìîæå ôóíêö³îíóâàòè â³äïîâ³äíî äî �ball-and-
chain� àáî �hinged-lid� ìåõàí³çì³â òà ìàòè ó
ñâî¿é ñòðóêòóð³ â³äïîâ³äí³ äåòåðì³íàíòè. Ïðè
öüîìó, çâàæàþ÷è íà ìîæëèâó ñõîæ³ñòü ñòðóê-
òóðè VRAC ³ ÷ëåí³â ÑlÑ ðîäèíè õëîðíèõ
êàíàë³â ìîæíà âèñóíóòè ïðèïóùåíÿ, ùî N-
òåðì³íàëü VRAC â³ä³ãðàº ðîëü �ball-and-
chain� âîð³ò ç ðåöåïòîðíîþ ä³ëÿíêîþ äëÿ
�ball�, ðîçòàøîâàíîþ íà îäí³é ç âíóòð³øíü-
îêë³òèííèõ ïåòåëü, ÿê³ ç�ºäíóþòü òðàíñìåì-
áðàíí³ äîìåíè, ÿê öå ïåðåäáà÷àëîñÿ äëÿ ClC-
2 êàíàëó [14]. Ñõîæå, ùî çá³ëüøåííÿ ãóñòèíè
ICl,swell ó â³äïîâ³äü íà ä³þ òðèïñèíó, º âòî-
ðèííèì äî óñóíåííÿ ³íàêòèâàö³éíèõ âîð³ò,
ùî ïðèçâîäèòü äî çá³ëüøåííÿ éìîâ³ðíîñò³
ïåðåáóâàííÿ êàíàë³â ó â³äêðèòîìó ñòàí³.

Íèí³ äîñèòü óìîâíèìè º ñóäæåííÿ ïðî
ïðèðîäó äåòåðì³íàíò, â³äùåïëåííÿ ÿêèõ òðèï-
ñèíîì ñïðè÷èíþº çá³ëüøåííÿ ÷óòëèâîñò³
ICl, swell äî çì³í êë³òèííîãî îá�ºìó, àäæå ìå-
õàí³çìè îá�ºìî÷óòëèâîñò³ VRAC äîñ³ íåâ³äîì³.
Íàïðèêëàä, äëÿ ClC-2-êàíàëó îäí³ ³ ò³ æ
ñòðóêòóðí³ äåòåðì³íàíòè, à ñàìå N-òåðì³íàëü
òà D7-D8-ïåòëÿ, º ³ñòîòíèìè äëÿ àêòèâàö³¿
êàíàëó ÿê îá�ºìîì, òàê ³ ïîòåíö³àëîì [9,14].
Ìîæíà ïðèïóñòèòè, ùî öå ñïðàâåäëèâî ³ äëÿ
VRAC, ³ ùî ÷óòëèâ³ñòü ICl,swell äî çì³í îá�ºìó
êë³òèíè º íàñë³äêîì â³äùåïëåííÿ âñüîãî ³íàê-
òèâàö³éíîãî äîìåíó, ÿêèé çà íîðìàëüíèõ óìîâ
ìîæå âèêîíóâàòè àóòî³íã³áóþ÷ó ôóíêö³þ.

Âïëèâ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ââåäåííÿ òðèïñèíó
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Òàêèì ÷èíîì, íàø³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü,
ùî îá�ºìàêòèâîâàí³ àí³îíí³ êàíàëè, êîòð³
ïåðåíîñÿòü ICl,swell , ìàþòü âåëèêèé ñòóï³íü
ôóíêö³îíàëüíî¿ ³, íàéâ³ðîã³äí³øå, ñòðóêòóð-
íî¿ ãîìîëîã³¿ ç ïîòåíö³àëçàëåæíèìè íàòð³ºâè-
ìè, êàë³ºâèìè òà õëîðíèìè êàíàëàìè.

Y.M. Vitko, R.N. Lazarenko,
N.C. Pogorelaya

INTRACELLULAR TRYPSIN EFFECTS ON
THE VOLTAGE-DEPENDANT
INACTIVATION OF VOLUME-SENSITIVE
CHLORIDE CURRENT IN PROSTATE
CELLS

By means of the patch-clamp technique we have stu-
died the effects of intracellular applied trypsin, a
known modulator of membrane channel function, on
the properties of the Cl- current induced by hypo-
tonicity-obliged cell swelling (ICl, swell) in human
prostate cancer epithelial cells, LNCaP. Intracellular
infusion of 1 mg/ml of trypsin into LNCaP cells via
the patch pipette shortened the delay for the onset
and the time of development of ICl, swell in response to
hypotonicity as well as accelerated the rate of current
diminution following the return to isotonic conditions.
The maximal density of ICl, swell in the presence of
intracellular trypsin was 2-fold higher while the cur-
rent voltage-dependent inactivation at high depo-
larizing potentials was virtually eliminated. Intra-
cellular co-application of the trypsin inhibitor together
with trypsin abolished all effects of trypsin. We con-
clude that VRACs share a great degree of functional
and structural homology to voltage-gated Na+, K+ and
Cl- channels by having intracellular inactivation
domain subjected to proteolytic cleavage that func-
tion in conformity with �ball-and-chain� inactivation
model.

A.A. Bogomoletz Institute of Physiology National
Academy of Sciences of Ukraine, Kiev

Ðîáîòà ï³äòðèìàíà ãðàíòîì INTAS-99-01248.
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