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Белки семейства аноктаминов (ANO) формируют кальций-зависимые хлорные каналы (CaCC) 
и фосфолипидные скрамблазы. Белок ANO6 (TMEM16F), совмещающий в себе функции каль-
ций-зависимой скрамблазы и ионного канала, рассматривается в качестве молекулярной ми-
шени для лечения нарушений свертываемости крови, COVID-19-ассоциированной пневмонии, 
нейродегенеративных заболеваний и других патологий. В качестве потенциального фармаколо-
гического препарата рассматривается CaCCinh-A01, являющийся блокатором каналов семей-
ства ANO. Ранее эффект данного блокатора был исследован с использованием методов оценки 
интегральных токов ионов через мембрану, что не позволяло оценивать активность отдельных 
каналов. Поэтому остается неизвестным, какие характеристики каналов подвержены изменению 
под действием блокатора: вероятность открытого состояния, амплитуда тока через открытый ка-
нал, время жизни открытого состояния канала. Регистрируя одиночные нативные каналы ANO6 
в клетках HEK293, мы показали, что действие блокатора обусловлено уменьшением как ампли-
туды тока через одиночные каналы ANO6, так и их времени жизни, что, в свою очередь, ведет к 
снижению вероятности открытого состояния каналов. Полученные данные позволяют объяснить 
механизм снижения интегрального тока каналов ANO6 при действии блокатора CaCCinh-A01.
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ВВЕДЕНИЕ

Кальций-зависимые хлорные каналы (CaCC) 
участвуют в регуляции множества внутриклеточных 
процессов. Каналы образованы белками семейства 
аноктаминов (ANO). В семействе выделяют три 
гомолога, формирующих CaCC: хлорные каналы 
ANO1 (TMEM16A) и ANO2 (TMEM16B), участву-
ющие в секреции экзокринных желез и работе 
нервной системы, а также белок ANO6, совмеща-
ющий функции ионного канала и фосфолипидной 
скрамблазы [1–3].

Часть установленных функций ANO6, таких 
как слияние клеток при формировании трофоб-
ласта, регуляция активации лимфоцитов, участие 
в коагуляции крови, связаны с его скрамблазной 
активностью [2, 4, 5]. Другие функции, например, 
минерализация костной ткани, связаны с каналь-
ной активностью ANO6 [6]. В последние годы 

интерес к белкам семейства аноктаминов и к дан-
ному белку, в частности, сильно возрос в связи 
с ролью ANO6 во многих патофизиологических 
процессах, в том числе в образовании синцития 
легочной ткани при тяжелом течении COVID‑19, 
нарушении свертываемости крови, развитии ней-
родегенеративных заболеваний и в других патоло-
гиях [2, 7–9]. Таким образом, CaCC, в частности 
ANO6, представляют собой важную мишень для 
фармакологических препаратов.

В последние годы был разработан ряд селектив-
ных блокаторов CaCC, среди которых можно выде-
лить вещество CaCCinh-A01. Ингибитор эффективно 
подавляет ток через CaCC ANO1 (IC50 = 7.35 мкМ) 
и ANO6 (IC50 = 10 мкМ) [10, 11]. CaCCinh-A01 свя-
зывается с внеклеточной стороной канала [11]. Ме-
тодами молекулярной динамики было показано, 
что связывание CaCCinh-A01 вызывает переход 
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низкочастотного фильтра Бесселя 2 кГц. Для 
анализа амплитуды тока, вероятности открытого 
состояния каналов и презентации данных запи-
си дополнительно фильтровали при 110 Гц. При 
анализе времени открытого состояния каналов 
дополнительная фильтрация не применялась, при 
этом не учитывались события короче 0.5 мс.

Раствор регистрирующей пипетки содержал: 
105 мМ CaCl2; 10 мМ Tris-HCl, pH 7.4. Расчет кон-
центрации свободного кальция [Ca2+]i проводили 
в программе Max Chelator (Stanford University, США). 
Внутриклеточный раствор с расчетным содержа-
нием свободных ионов кальция 100 нМ [Ca2+]i со-
держал: 130 мМ Cs-глутамат, 3.3 мМ CaCl2, 5 мМ 
MgCl2, 1 мМ MgATP, 10 мМ EGTA, 10 мМ HEPES, 
pH 7.2. Внутриклеточный раствор с расчетным 
содержанием свободных ионов кальция 10 мкМ 
[Ca2+]i содержал: 130 мМ Cs-глутамат, 9.82 мМ 
CaCl2, 5 мМ MgCl2, 1 мМ MgATP, 10 мМ EGTA, 
10 мМ HEPES, pH 7.2. Эксперименты проводи-
лись при комнатной температуре. Сопротивление 
стеклянных микропипеток составляло 7–15 МОм. 
Смена внеклеточного раствора осуществлялась за 
10 с. В течение этого времени регистрация токов 
не производилась.

Для количественной оценки активности кана-
лов использовали величину (NPo), где N – число 
каналов, а Po – вероятность открытого состояния 
канала. NPo = (I)/i, где (I) – среднее значение тока 
через фрагмент мембраны, (i) – амплитуда тока 
через открытый канал. Для анализа использовали 
среднее NPo, измеренное в течение 30-ти секунд-
ного интервала до и после аппликации блокатора.

Статистическая обработка данных. Обработ-
ка данных выполнялась в программе Origin2018 
(Originlab, США) и Clampfit 10.3 (Molecular Devices, 
США). Данные проверяли на нормальность тестом 
Шапиро–Уилка, на равенство дисперсий тестом 
Левена. Для сравнения парных данных использо-
вали односторонний парный тест Стьюдента. Дан-
ные представлены как среднее ± ошибка среднего. 
Различия считались значимыми, если p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Добавление ингибитора CaCCinh-A01 

к  внутриклеточной стороне мембраны клеток 
HEK293 снижает вероятность открытого 

состояния каналов CaCC ANO6
Ранее при изучении эффективности действия 

CaCCinhA01 на активность каналов CaCC проводи-
лись исследования с оценкой интегрального ион-
ного тока без анализа активности одиночных кана-
лов. Нами были описаны электрофизиологические 

канала в закрытое состояние [11]. Данное веще-
ство представляет особый интерес для разработки 
лекарственных препаратов для лечения патофизи-
ологических состояний, связанных с нарушением 
работы каналов CaCC [11, 12].

Блокатор CaCCinh-A01 подавляет активность 
каналов ANO6 не только при добавлении с на-
ружной стороны мембраны, но и при добавлении 
с внутриклеточной стороны [13]. Механизм дей-
ствия блокатора с внутриклеточной стороны на 
настоящий момент является предметом дискуссий.

Подавление интегрального тока через CaCC 
может быть связано со следующими факторами: 
уменьшением вероятности открытого состояния 
канала, времени жизни или амплитуды тока через 
одиночный канал. В настоящий момент неизвестно, 
на какой именно параметр тока одиночных кана-
лов влияет вещество CaCCinh-A01 при добавлении 
с внутриклеточной стороны мембраны.

Ранее мы зарегистрировали одиночные на-
тивные CaCC ANO6 в клетках HEK293 [14, 15]. 
В работе мы использовали эти каналы в качестве 
модельного объекта для изучения влияния приме-
нения CaCCinh-A01 с внутриклеточной стороны 
на активность эндогенных каналов CaCC.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточная культура. Работа была проведена на 
клетках линии HEK293 из коллекции Институ-
та цитологии РАН (Санкт-Петербург, Россия). 
Клетки культивировались на модифицированной 
Дульбекко среде Игла (DMEM) (Россия, ПанЭко) 
с добавлением 10% эмбриональной сыворотки 
крупного рогатого скота, 1% пенициллина, 1% 
стрептомицина и 1% L‑глутамина. Клетки пере-
севали на покровные стекла (3 × 3 мм) за 16–48 ч 
до проведения опытов.

Реактивы. Все используемые реактивы произ-
ведены Sigma Aldrich (США). CaCCinh-A01 разво-
дили в DMSO до концентрации 20 мМ, хранили 
при температуре –20oC. Через 3 мес хранения 
при –20oC действие блокатора на активность ка-
налов ANO6 снижалось, вероятно, в связи с де-
градацией блокатора.

Электрофизиологические измерения токов. Токи 
через одиночные каналы регистрировали методом 
локальной фиксации потенциала (patch-clamp) 
в конфигурации inside-out с использованием уси-
лителя Axopatch 200B (Axon Instruments, США). 
Оцифровку данных осуществляли при помощи 
АЦП-ЦАП Digidata 1322A (Axon Instruments, США) 
с частотой дискретизации 5 кГц. Сигнал обра-
батывали при помощи встроенного в усилитель 
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свойства одиночных каналов ANO6 в клетках HEK293 
[14]. Данный подход позволяет нам выявить меха-
низмы подавления интегрального тока блокатором.

Опыты проводили в конфигурации inside-out, 
активируя каналы CaCC ANO6 добавлением 10 
мкМ [Ca2+]i при фиксированном потенциале на 
мембране +40 мВ. При активации каналов ANO6 
мы добавляли 20 мкМ ингибитора CaCCinh-A01 
к внутриклеточной стороне мембраны (рис. 1а). 
Применение блокатора незначительно меняло 
вольт-амперные характеристики одиночных ка-
налов ANO6 (рис. 1б, [14]). Для оценки влияния 
блокатора CaCCinh-A01 на вероятность открытого 
состояния каналов CaCC мы рассчитывали NPo.

NPo каналов CaCC ANO6, активированных 10 мкМ 
[Ca2+]i, составляла 1.30 ± 0.59 (n = 5). После добавле-
ния 20 мкМ ингибитора CaCCinh-A01 значение NPo 
снижалось на 36% до 0.83 ± 0.51 (n = 5) (рис. 1в).

Полученные нами данные отличаются от дан-
ных, опубликованных группой Канцельманна [13]. 
Так, было показано, что CaCCinh-A01 подавлял 

активность каналов эффективнее, чем в нашем 
исследовании – примерно на 70%. Возможное 
отличие в полученных экспериментальных дан-
ных может быть связано как с выбором объекта 
исследований, так и с дизайном эксперимента. 
Группа Канцельманна использовала в качестве 
объекта клетки линии Jurkat и A549. Известно, что 
эффективность CaCCinh-A01 различается в разных 
клеточных линиях [16]. Кроме того, в своей работе 
авторы добавляли блокатор к внутриклеточной 
стороне мембраны только на несколько секунд, 
после чего блокатор отмывали, что приводило 
к восстановлению активности каналов [13]. Мы 
оценивали активность каналов на протяжении 
как минимум 30 с после добавления. Также мы 
использовали раствор с большей концентрацией 
ионов кальция, чем в работе группы Канцельманна.

Таким образом, мы показали, что в наших 
условиях применение блокатора CaCCinh-A01 
с внутриклеточной стороны мембраны приводит 
к снижению вероятности открытого состояния 
каналов ANO6 в клетках HEK293.

Рис. 1. Влияние CaCCinh-A01 на вероятность открытого состояния одиночных каналов ANO6 клеток HEK293. 
Для анализа использовали эксперименты, проведенные в конфигурации inside-out, при потенциале +40 мВ. а – 
Фрагмент записи тока через каналы CaCC ANO6 после добавления 10 мкМ [Ca2+]i и последующей аппликации 20 
мкМ CaCCinh-A01. Расширенные фрагменты записи токов и амплитудные гистограммы указаны под фрагментом 
записи тока. б – Вольт-амперная характеристика каналов CaCC ANO6 после добавления 20 мкМ CaCCinh-A01 
к внутриклеточной стороне мембраны. в – Вероятность открытого состояния каналов CaCC ANO6, активирован-
ных добавлением 10 мкМ [Ca2+]i, в интервалах 30 с непосредственно до (1, черные квадраты) и после применения 
CaCCinh-A01 (2, серые квадраты) (p < 0.05).
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Снижение вероятности открытого 
состояния каналов CaCC ANO6 при действии 
CaCCinh-A01 обусловлено уменьшением времени 

жизни открытого состояния каналов
Снижение вероятности открытого канала может 

быть обусловлено несколькими факторами: либо 
уменьшается время жизни канала, либо канал 
реже открывается. Для оценки влияния ингиби-
тора CaCCinh-A01 на время жизни каналов ANO6 
клеток HEK293 мы сравнивали время открытого 
состояния каналов на промежутках длительно-
стью 8 с до и сразу после добавления блокатора 
(рис. 2а, 2б).

Мы обнаружили, что добавление 20 мкМ 
CaCCinh-A01 уменьшает время жизни каналов 
CaCC ANO6, активированных 10 мкМ [Ca2+]i, на 
34% с 1.43 ± 0.33 мс (n = 4) до 0.94 ± 0.17 мс (n = 4, 
p < 0.05) (рис. 2в).

Снижение времени открытого состояния кана-
лов на 34% коррелировало с уменьшением веро-
ятности открытого состояния каналов (рис. 1в – 
снижение на 36%). Исходя из полученных данных, 
мы можем заключить, что CaCCinh-A01 снижает 
вероятность открытого состояния каналов ANO6 
при добавлении к внутриклеточной стороне мем-
браны, в первую очередь, за счет уменьшения вре-
мени жизни канала в открытом состоянии.

Ингибитор CaCCinh-A01 снижает амплитуду 
тока через одиночные каналы CaCC ANO6
Величина интегрального тока через плазма-

тическую мембрану зависит не только от веро-
ятности открытого состояния и времени жизни, 
но также и от амплитуды тока через каналы. Для 
оценки влияния CaCCinh-A01 на амплитуду тока 
через каналы ANO6 мы сравнили амплитуду тока 
через канал непосредственно перед добавлением 
и сразу после применения ингибитора в конфи-
гурации inside-out.

Амплитуда тока через каналы ANO6 при по-
тенциале +40 мВ, активированные аппликацией 
10 мкМ [Са2+]i, составляла 1.44 ± 0.22 пА (n = 4). 
После добавления ингибитора CaCCinh-A01 ам-
плитуда тока через каналы ANO6 уменьшилась 
на 10%, до 1.29 ± 0.18 пА (n = 4, p < 0.05) (рис. 3).

Таким образом, наши данные позволяют пред-
положить, что подавление интегрального тока 
через каналы ANO6 при воздействии ингибито-
ра связано как с уменьшением времени жизни 
каналов, что приводит к снижению вероятности 
их открытого состояния, так и с изменением ам-
плитуды тока через каналы.

Рис. 2. Влияние CaCCinh-A01 на время жизни открытого состояния одиночных каналов ANO6 клеток HEK293. 
Для анализа использовали эксперименты, проведенные в конфигурации inside-out, при потенциале +40 мВ. а – 
Фрагмент записи тока через одиночные CaCC ANO6, активированные 10 мкМ [Са2+]i. б – Фрагмент записи тока 
через одиночные CaCC ANO6 в присутствии 20 мкМ CaCCinh-A01. Соответствующие гистограммы времени жиз-
ни каналов приведены под фрагментами записи тока. в – Суммарный график, отражающий изменение времени 
жизни одиночных каналов CaCC ANO6 при добавлении 10 мкМ [Са2+]i (1, черные квадраты) и после последующей 
аппликации 20 мкМ CaCCinh-A01 (2, серые квадраты) (n = 4, p < 0.05).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы показали, что при воздействии блокатора 
CaCCinh-A01 с внутриклеточной стороны мембра-
ны клеток HEK293 происходит уменьшение тока 
через каналы ANO6 за счет уменьшения времени 
жизни открытого состояния и амплитуды тока 
через каналы. В свою очередь, уменьшение вре-
мени жизни каналов ANO6 ведет к снижению их 
вероятности открытого состояния. Полученные 
данные объясняют механизмы действия блокатора 
на каналы ANO6.
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Proteins of the anoctamine family (ANO) form calcium-activated chloride channels (CaCC) and 
phospholilpid scramblases. The ANO6 (TMEM16F) protein, which combines the functions of a calcium-
dependent scramblase and those of an ion channel, is considered as a molecular target for the treatment 
of blood clotting disorders, COVID‑19-associated pneumonia, neurodegenerative diseases, and other 
pathologies. CaCCinh-A01, which is a channel blocker of the ANO family, is studied as a potential 
pharmacological drug. Previously, the effect of this inhibitor was studied using methods representing the 
integral ion current through the membrane, which does not allow the properties of single channels to be 
distinguished. Therefore, it remains unknown which characteristics of single channels are sensitive to the 
blocker: channel open probability, the current amplitude, or the dwelling time of the channel open state. 
By registration of single ANO6 channels in HEK293 cells, we showed that the action of the inhibitor 
is due to a decrease in both the current amplitude and the open state dwelling time of single ANO6 
channels, which, in turn, leads to a decrease in their open state probability. Thus, we have characterized 
the mechanism of current reduction through ANO6 channels by the inhibitor CaCCinh A01.

Keywords:  CaCCinh-A01, calcium-activated chloride channels (CaCC), ANO6 (TMEM16F), patch-
clamp, single-channel recording, HEK293 cells


