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Ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî Ca2+-çîíäà Fura-2AM èññëåäîâàíî âëèÿíèå ìîäèôèêàòîðîâ àê-
òèíîâîãî öèòîñêåëåòà è èíãèáèòîðà âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà íà äåïîçàâèñèìûé âõîä Ca2+, âûçâàííûé
ïóðèíåðãè÷åñêèìè àãîíèñòàìè (ÀÒÔ èëè ÓÒÔ) è èíãèáèòîðàìè ýíäîïëàçìàòè÷åñêèõ Ca2+-ÀÒÔàç (òàï-
ñèãàðãèíîì è öèêëîïüÿçîíèêîâîé êèñëîòîé) â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Ïîêàçàíî, ÷òî âëèÿ-
íèå íà äåïîçàâèñèìûé âõîä Ca2+ äåïîëèìåðèçàòîðà ìèêðîôèëàìåíòîâ ëàòðóíêóëèíà B çàâèñèò îò âðåìå-
íè ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè êëåòîê ñ äàííûì àãåíòîì. Ïðè êîðîòêîì âðåìåíè èíêóáàöèè íàáëþäàåò-
ñÿ ïåðâîíà÷àëüíîå óñèëåíèå âõîäà Ca2+ â êëåòêó. Ïðè áîëåå äëèòåëüíîì âðåìåíè ïðåèíêóáàöèè âõîä
Ca2+ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîäàâëåí. Ñòàáèëèçàòîð êîðòèêàëüíûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ äæàñïëàêèíîëèä
ïðåäîòâðàùàåò àêòèâàöèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+, íî íå âëèÿåò íà âõîä Ca2+ ïîñëå îïóñòîøåíèÿ äå-
ïî. Èíãèáèòîð âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà áðåôåëüäèí A, èíàêòèâèðóþùèé ìàëûå G-áåëêè ñåìåéñòâà arf,
îêàçûâàåò àíàëîãè÷íîå äåéñòâèå. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïîäòâåðæäàþò ìîäåëü äåïîçàâèñèìîãî âõîäà
Ca2+ «ñâÿçûâàíèå ïî òèïó ñåêðåöèè», ïðåäïîëàãàþùóþ îáðàòèìóþ òðàíñëîêàöèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî
Ca2+-äåïî ê ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, ïðîèñõîäÿùóþ ñ ó÷àñòèåì ìèêðîôèëàìåíòîâ è áåëêîâ arf.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äåïîçàâèñèìûé âõîä Ca2+, ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè, ìèêðîôèëàìåíòû, èí-
ãèáèòîð âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà áðåôåëüäèí A.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÖÏÊ — öèêëîïüÿçîíèêîâàÿ êèñëîòà, ÝÐ — ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòè-
êóëóì, [Ca2+]i — âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ Ca2+.

Ïðàêòè÷åñêè âñå àãîíèñòû, ñâÿçûâàÿñü ñ ìåìáðàííû-
ìè ðåöåïòîðàìè, âûçûâàþò äâóõôàçíîå óâåëè÷åíèå
âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ â êëåòêàõ. Â êà÷åñò-
âå ïåðâîé ôàçû âûñòóïàåò êðàòêîâðåìåííàÿ ìîáèëèçà-
öèÿ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Âòîðàÿ ôàçà, áîëåå
äëèòåëüíàÿ, ñâÿçàíà ñ âõîäîì Ca2+ èç íàðóæíîé ñðåäû.
Â âîçáóäèìûõ êëåòêàõ âõîä Ca2+ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî ïî-
òåíöèàëçàâèñèìûì Ca2+-êàíàëàì. Â òî æå âðåìÿ ïóòè
âõîäà Ca2+ â íåâîçáóäèìûå êëåòêè èçó÷åíû çíà÷èòåëüíî
ìåíüøå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðåäïîëàãàþò, ÷òî îäíèì èç
îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ âõîäà Ca2+ â ýëåêòðè÷åñêè íåâîç-
áóäèìûå êëåòêè ÿâëÿåòñÿ òàê íàçûâàåìûé äåïîçàâèñè-
ìûé, èëè «åìêîñòíîé», âõîä Ca2+. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ìî-
äåëüþ «åìêîñòíîãî» âõîäà Ca2+ (Putney, 1990; Berridge,
1995; Parekh, Puthey, 2005) âõîä Ca2+ ðåãóëèðóåòñÿ ñòå-
ïåíüþ çàïîëíåíèÿ Ca2+-äåïî òàêèì îáðàçîì, ÷òî îïóñòî-
øåíèå äåïî àêòèâèðóåò âõîä Ca2+. Â òî æå âðåìÿ ìåõà-
íèçì, ïîñðåäñòâîì êîòîðîãî ìîáèëèçàöèÿ Ca2+ èç äåïî
ðåãóëèðóåò âõîä Ca2+, à òàêæå ìîëåêóëÿðíàÿ ïðèðîäà äå-
ïîçàâèñèìûõ Ca2+-êàíàëîâ îñòàþòñÿ íåÿñíûìè.

Âûäåëÿþò íåñêîëüêî ãðóïï ìîäåëåé äåïîçàâèñèìîãî
âõîäà Ca2+: ìîäåëè ñ ó÷àñòèåì âîäîðàñòâîðèìûõ âòîðè÷-
íûõ ïîñðåäíèêîâ, ìîäåëü «êîíôîðìàöèîííîãî ñâÿçûâà-
íèÿ» («conformational coupling» model), ìîäåëè, ïðåäïî-
ëàãàþùèå âñòðàèâàíèå â ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó
ìåìáðàííûõ âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ äåïîçàâèñèìûå
Ca2+-êàíàëû (Putney et al., 2001; Parekh, 2003). Òåì íå ìå-
íåå èñòèííûé ìåõàíèçì äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+ ìî-

æåò, ïî-âèäèìîìó, âêëþ÷àòü â ñåáÿ ýëåìåíòû âñåõ ðàçíî-
âèäíîñòåé ìîäåëåé, êàê ýòî ïîñòóëèðóåòñÿ â íåäàâíî
ïðåäëîæåííîé ìîäåëè ñâÿçûâàíèÿ ïî òèïó ñåêðåöèè
(secretion-like coupling model) (Patterson et al., 1999; Rosa-
do, Sage, 2000), ïðåäïîëàãàþùåé îáðàòèìóþ òðàíñëîêà-
öèþ ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (ÝÐ) ê ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíå, è ïîñëåäóþùèå áåëîê-áåëêîâûå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ìåæäó IP3-ðåöåïòîðîì è äåïîçàâèñèìûì
Ca2+-êàíàëîì, ïðèâîäÿùèå ê àêòèâàöèè åìêîñòíîãî âõî-
äà. Âñå ãðóïïû ìîäåëåé, êðîìå ìîäåëè ñ ó÷àñòèåì âîäî-
ðàñòâîðèìîãî âòîðè÷íîãî ìåññåíäæåðà, ïðåäïîëàãàþò
ó÷àñòèå ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà â ðåãóëÿöèè äåïîçàâèñè-
ìîãî âõîäà Ca2+ . Êðîìå òîãî, ìîäåëü âñòðàèâàíèÿ â ìåì-
áðàíó âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ äåïîçàâèñèìûå Ca2+-êàíàëû,
è ìîäåëü «ñâÿçûâàíèÿ ïî òèïó ñåêðåöèè» ïðåäïîëàãàþò
òàêæå è ó÷àñòèå ìåõàíèçìà âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà.
Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿëîñü öåëåñîîáðàçíûì èññëåäî-
âàòü âîçìîæíîå ó÷àñòèå ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà è ìåõà-
íèçìà âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â ðåãóëÿöèè Ca2+-ñèãíà-
ëîâ, â îñîáåííîñòè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+, â ìàêðî-
ôàãàõ.

Ðàíåå íà ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû íàìè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àãåíòû, íàðóøàþùèå ñòðóêòóðó ìèê-
ðîòðóáî÷åê (âèíáëàñòèí, êîëõèöèí è êîëöåìèä) è àêòè-
íîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ (öèòîõàëàçèíû è ôàëëîèäèí),
ñóùåñòâåííî óìåíüøàþò ôàçó ìîáèëèçàöèè Ca2+ èç äåïî
è ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿþò äåïîçàâèñèìûé
âõîä Ca2+, èíäóöèðîâàííûé èíãèáèòîðàìè ýíäîïëàçìà-
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òè÷åñêèõ Ca2+-ÀÒÔàç òàïñèãàðãèíîì è öèêëîïüÿçîíèêî-
âîé êèñëîòîé (Êðóòåöêàÿ è äð., 2001). Äàííûå ðåçóëüòà-
òû ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü â ïîëüçó ìîäåëåé «êîíôîð-
ìàöèîííîãî ñâÿçûâàíèÿ», âñòðàèâàíèÿ âåçèêóë â ïëàçìà-
òè÷åñêóþ ìåìáðàíó èëè ìîäåëè ñâÿçûâàíèÿ ïî òèïó ñåê-
ðåöèè.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå
âëèÿíèÿ íîâûõ ýôôåêòèâíûõ àãåíòîâ, âûçûâàþùèõ ðå-
îðãàíèçàöèþ ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà, — äåïîëèìåðèçà-
òîðà ìèêðîôèëàìåíòîâ ëàòðóíêóëèíà B è ñòàáèëèçàòîðà
ìèêðîôèëàìåíòîâ äæàñïëàêèíîëèäà, à òàêæå èíãèáèòî-
ðà âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà áðåôåëüäèíà A — íà äåïî-
çàâèñèìûé âõîä Ca2+ â ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè è
îïðåäåëåíèå äåéñòâóþùåé ìîäåëè «åìêîñòíîãî» âõîäà
Ca2+ â äàííîì òèïå êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà êóëüòèâèðóåìûõ ðåçè-
äåíòíûõ ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Êâàðöåâûå
ñòåêëà ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ êàìå-
ðó, çàïîëíåííóþ ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì ñëåäóþ-
ùåãî èîííîãî ñîñòàâà (â ìÌ): NaCl — 140, KCl — 5,
CaCl2 — 1, MgCl2 — 1 è HEPES-NaOH — 5, pH 7.3—7.4
(Alonso-Torre, Trautmann, 1993). Áåñêàëüöèåâàÿ ñðåäà ñî-
äåðæàëà 0 ìÌ CaCl2 è 1 ìÌ ÝÃÒÀ. Ïîäðîáíî ïðîöåäóðà
êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàêðîôàãîâ îïèñàíà ðàíåå (Êðóòåöêàÿ
è äð., 1997).

Â îïûòàõ èñïîëüçîâàëè ðåàêòèâû ôèðìû Sigma
(ÑØÀ). Ìàòî÷íûå ðàñòâîðû òàïñèãàðãèíà (500 ìêÌ),
öèêëîïüÿçîíèêîâîé êèñëîòû (2 ìÌ), áðåôåëüäèíà A
(50 ìÌ), ëàòðóíêóëèíà B (5 ìÌ) è äæàñïëàêèíîëè-
äà (2 ìÌ) ãîòîâèëè â äèìåòèëñóëüôîêñèäå. Ìàòî÷íûå
ðàñòâîðû ÀÒÔ (100 ìÌ) è ÓÒÔ (100 ìÌ) ãîòîâèëè íà
âîäå.

Äëÿ èçìåðåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè êàëü-
öèÿ ([Ca2+]i) èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé çîíä Fu-
ra-2AM. Ìàêðîôàãè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 45 ìèí â
ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 2 ìêÌ Fu-
ra-2AM, ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñòåêëà ñ îêðàøåí-
íûìè êëåòêàìè îòìûâàëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì è
ïåðåíîñèëè â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ êàìåðó, ðàñïîëîæåí-
íóþ íà ñòîëèêå ëþìèíåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà «Ëþ-
ìàì-ÊÔ». Ôëóîðåñöåíöèþ Fura-2 âîçáóæäàëè ïðè 337 íì
ñ ïîìîùüþ àçîòíîãî ëàçåðà ËÃÈ-503. Ëàçåð ðàñïîëàãàëè
ñáîêó îò ìèêðîñêîïà ïîä óãëîì 30° ê ýêñïåðèìåíòàëüíîé
êàìåðå, ÷òî ïîçâîëÿëî íàïðàâèòü ëó÷ ëàçåðà íåïîñðåäñò-
âåííî íà îáúåêò. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðåãèñò-
ðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôîòîíàñàäêè ÑÔÍ-10 ïðè
äëèíå âîëíû 510 íì. Ñèãíàë ñ ÔÝÓ-79 óñèëèâàëè ñïåöè-
àëüíî ñêîíñòðóèðîâàííûì óñèëèòåëåì è ðåãèñòðèðîâàëè
íà êîìïüþòåðå IBM PC ñ èñïîëüçîâàíèåì îðèãèíàëüíîãî
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçî-
âàëè îáúåêòèâ 10 � 0.40. Ïðè äàííîì óâåëè÷åíèè â ïëî-
ùàäü ôîòîìåòðèðóåìîãî ó÷àñòêà ïîïàäàëî 40—50 êëå-
òîê. Äëÿ èçáåæàíèÿ ôîòîâûãîðàíèÿ èçìåðåíèÿ ïðîâîäè-
ëè ÷åðåç êàæäûå 20 ñ ñ îáëó÷åíèåì îáúåêòà â òå÷åíèå
2.5 ñ. Ïðè äîáàâëåíèè ÀÒÔ è ÓÒÔ êëåòêè îáëó÷àëè íå-
ïðåðûâíî äî äîñòèæåíèÿ ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè.
Çíà÷åíèÿ [Ca2+]i ðàññ÷èòûâàëè ïî óðàâíåíèþ Ãðèíêåâè-
÷à (Grynkiewicz et al., 1985).

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå (22—24 °Ñ) íà 2—3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äîáàâëåíèå ê ïåðèòîíåàëüíûì ìàêðîôàãàì 200 ìêÌ
ÀÒÔ èëè ÓÒÔ âûçûâàåò äâóõôàçíûé Ca2+-ñèãíàë: êðàò-
êîâðåìåííûé ïèê, ñâÿçàííûé ñ ìîáèëèçàöèåé Ca2+ èç
äåïî, è âûðàæåííîå äëèòåëüíîå «ïëàòî» (ðèñ. 1, à, â).
Â ñëó÷àå äîáàâëåíèÿ ÀÒÔ îíî îòðàæàåò, ïî-âèäèìîìó,
îäíîâðåìåííóþ àêòèâàöèþ ïóðèíîðåöåïòîðîâ P2u- è
P2z-òèïîâ. Äðóãîé ïóðèíåðãè÷åñêèé àãîíèñò — ÓÒÔ —
ñâÿçûâàåòñÿ òîëüêî ñ ðåöåïòîðàìè P2u-òèïà è ñòèìóëèðó-
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Ðèñ. 1. Ca2+-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÀÒÔ (à, â) è òàïñèãàðãè-
íîì (ÒÃ; á, ã), â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ.

Çäåñü è íà ðèñ. 2—4: ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ, ìèí; ïî îñè îðäèíàò —
êîíöåíòðàöèÿ Ca2+ â öèòîçîëå, íÌ. à, á — êëåòêè ñòèìóëèðîâàëè
200 ìêÌ ÀÒÔ (à) èëè 0.5 ìêÌ ÒÃ (á) â íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì
ðàñòâîðå; â, ã — êëåòêè ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ (â) èëè 0.5 ìêÌ ÒÃ
(ã) â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíè-

åì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+.

Fig. 1. Ca2+-signals induced by ATP (à, â) and thapsigargin (TG; á,
ã) in peritoneal macrophages.

Abscissa — time, min; ordinate — intracellular Ca2+ concentration, [Ca2+]i,
nM. à, á — macrophages were stimulated with 200 mM ATP (à) or 0.5 mM TG
(á) in normal physiological solution; â, ã — cells were stimulated with 200 mM
ATP (â) or 0.5 mM TG (ã) in Ca2+-free solution, and 2—3 min later 2 mM Ca2+

was added to the external medium to initiate Ca2+ entry.



åò âõîä Ca2+, îáóñëîâëåííûé, âåðîÿòíî, îïóñòîøåíèåì
äåïî (Alonso-Torre, Trautmann, 1993).

Ñïåöèôè÷åñêèå èíãèáèòîðû ýíäîïëàçìàòè÷åñêèõ
Ca2+-ÀÒÔàç òàïñèãàðãèí (0.5 ìêÌ) (Thastrup et al., 1989) è
öèêëîïüÿçîíèêîâàÿ êèñëîòà (10 ìêÌ) (Goeger et al., 1988)
òàêæå âûçûâàþò äâóõôàçíûé Ca2+-ñèãíàë: ìåíåå áûñòðûé
è íå î÷åíü âûðàæåííûé ïèê, ñâÿçàííûé ñ ìîáèëèçàöèåé
Ca2+ èç äåïî, è äëèòåëüíóþ ôàçó, îòðàæàþùóþ äåïîçàâè-
ñèìûé âõîä Ca2+ èç íàðóæíîé ñðåäû (ðèñ. 1, á, ã).

Â èññëåäîâàíèÿõ èñïîëüçîâàëè äâà ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ ïîäõîäà. Ïðè ïåðâîì èññëåäîâàëè âëèÿíèå ôàðìà-
êîëîãè÷åñêèõ àãåíòîâ íà Ca2+-îòâåò, âûçûâàåìûé ÀÒÔ,
ÓÒÔ, òàïñèãàðãèíîì èëè öèêëîïüÿçîíèêîâîé êèñëîòîé
(ÖÏÊ) â ìàêðîôàãàõ, íàõîäÿùèõñÿ â íîðìàëüíîì ôèçèî-
ëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå. Àãåíòû ââîäèëè ëèáî äî äåéñòâèÿ
àãîíèñòîâ, ëèáî ïîñëå, âî âðåìÿ ôàçû ïëàòî Ca2+-ñèãíà-
ëà, îòðàæàþùåé âõîä Ca2+ èç íàðóæíîé ñðåäû. Âî âòî-
ðîì âàðèàíòå îïûòîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ è óñèëåíèÿ âõîäà
Ca2+ â êëåòêè èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùóþ ñõåìó ýêñïåðè-
ìåíòà. Ìàêðîôàãè èíêóáèðîâàëè â íîìèíàëüíî áåñêàëü-
öèåâîé ñðåäå, çàòåì íà íèõ äåéñòâîâàëè îäíèì èç àãîíè-
ñòîâ, âûçûâàÿ ìîáèëèçàöèþ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî. Ïîñëå äîáàâëåíèÿ â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+ è
âîññòàíîâëåíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêîãî ãðàäèåíòà êîíöåíòðà-
öèè Ca2+ íàáëþäàëîñü áûñòðîå ïîâûøåíèå [Ca2+]i, îòðà-
æàþùåå âõîä Ca2+ â êëåòêó. Ôàðìàêîëîãè÷åñêèå àãåíòû
äîáàâëÿëè äî ââåäåíèÿ àãîíèñòîâ, äî ââåäåíèÿ Ca2+ èëè
âî âðåìÿ ðàçâèâàþùåãîñÿ âõîäà Ca2+ èç íàðóæíîé ñðåäû.

Â ïîñëåäíèå ãîäû èäåíòèôèöèðîâàíû íîâûå âûñîêî-
ýôôåêòèâíûå àãåíòû, âûçûâàþùèå ðåîðãàíèçàöèþ àêòè-
íîâûõ ôèëàìåíòîâ, íàïðèìåð ëàòðóíêóëèí B. Ëàòðóíêó-
ëèí B õîðîøî ïðîíèêàåò ÷åðåç ìåìáðàíó è èíãèáèðóåò
ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, ñâÿçûâàÿñü ñ
ìîíîìåðàìè àêòèíà (Spector et al., 1983).

Â ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå íà âõîä Ca2+ ëàòðóí-
êóëèíà B â êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ, ïîñêîëüêó íà òðîìáî-
öèòàõ ÷åëîâåêà ïîêàçàíî, ÷òî ëàòðóíêóëèí A â êîíöåíò-
ðàöèè 5 ìêÌ óìåíüøàåò ñîäåðæàíèå F-àêòèíà â ñòèìóëè-
ðîâàííûõ òàïñèãàðãèíîì êëåòêàõ è ïîäàâëÿåò äåïîçàâèñè-
ìûé âõîä Ca2+ (Rosado et al., 2000). Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî
ëàòðóíêóëèí B (5 ìêÌ) íå âëèÿåò íà ôàçó ìîáèëèçàöèè
Ca2+ èç äåïî, íî îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà

äåïîçàâèñèìûé âõîä Ca2+, èíäóöèðîâàííûé ïóðèíåðãè-
÷åñêèìè àãîíèñòàìè èëè èíãèáèòîðàìè ýíäîïëàçìàòè-
÷åñêèõ Ca2+-ÀÒÔàç, â ìàêðîôàãàõ. Íà ðèñ. 2, à ïðåä-
ñòàâëåíî âëèÿíèå ëàòðóíêóëèíà B íà Ca2+-ñèãíàëû, èí-
äóöèðîâàííûå òàïñèãàðãèíîì, â ïåðèòîíåàëüíûõ
ìàêðîôàãàõ. Êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå-
÷åíèå 1 ìèí ñ 5 ìêÌ ëàòðóíêóëèíà B â íîìèíàëüíî áåñ-
êàëüöèåâîé ñðåäå, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ñòèìóëèðîâàëè
0.5 ìêÌ òàïñèãàðãèíà. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ôàçû ìîáèëèçà-
öèè Ca2+ èç äåïî âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì
â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+. Ïðè ýòîì íàáëþäàëè íå-
êîòîðîå (íà 20 %) ïåðâîíà÷àëüíîå óâåëè÷åíèå âõîäà Ca2+

â ìàêðîôàãè. Â òî æå âðåìÿ ïðè áîëåå äëèòåëüíîé
(25 ìèí) ïðåèíêóáàöèè ìàêðîôàãîâ ñ 5 ìêÌ ëàòðóíêóëè-
íà B ïðîèñõîäèëî ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ïîäàâëåíèå âõîäà
Ca2+, èíäóöèðîâàííîãî òàïñèãàðãèíîì (ðèñ. 2, á). Ñõîä-
íîå âëèÿíèå îêàçûâàë ëàòðóíêóëèí B (5 ìêÌ) íà âõîä
Ca2+, èíäóöèðîâàííûé ÀÒÔ èëè ÓÒÔ. Íà ðèñ. 2, â, ã
ïðåäñòàâëåíû äàííûå î âëèÿíèè ëàòðóíêóëèíà B íà
Ca2+-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÀÒÔ. Â ïåðâîì ñëó÷àå
ìàêðîôàãè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
20 ìèí ñ 5 ìêÌ ëàòðóíêóëèíà B â áåñêàëüöèåâîé ñðå-
äå (ðèñ. 2, â). Çàòåì êëåòêè àêòèâèðîâàëè ââåäåíèåì

200 ìêÌ ÀÒÔ è ïîñëå îêîí÷àíèÿ ôàçû ìîáèëèçàöèè
Ca2+ èç äåïî âõîä Ca2+ èíäóöèðîâàëè äîáàâëåíèåì 2 ìÌ
Ca2+ â íàðóæíóþ ñðåäó. Âèäíî, ÷òî âõîä Ca2+ ïðàêòè÷å-
ñêè ïîëíîñòüþ ïîäàâëåí. Äîáàâëåíèå ëàòðóíêóëèíà B
íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+ (ðèñ. 2, ã) ïðèâîäèò ê
ïîñòåïåííîìó ñíèæåíèþ [Ca2+]i, è ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ëàòðóíêóëèí B ïîäàâëÿåò òàêæå è óæå ðàçâèâ-
øèéñÿ âõîä Ca2+ â ìàêðîôàãè.

Âëèÿíèå ëàòðóíêóëèíà B íà äåïîçàâèñèìûé âõîä Ca
2+

â ìàêðîôàãè 869

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ëàòðóíêóëèíà Â (ËÂ) íà Ca2+-ñèãíàëû, âûçâàí-
íûå ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãèíîì, â ìàêðîôàãàõ.

à—â — êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè ñ 5 ìêÌ ËÂ â òå÷åíèå 1 (à),
25 (á) èëè 20 (â) ìèí, çàòåì äîáàâëÿëè 0.5 ìêÌ ÒÃ (à, á) èëè 200 ìêÌ
ÀÒÔ (â), âõîä Ca2+ èíäóöèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ
Ca2+; ã — êëåòêè ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ â íîìèíàëüíî áåñêàëü-
öèåâîé ñðåäå, çàòåì ââîäèëè 2 ìÌ Ca2+ â íàðóæíóþ ñðåäó, 5 ìêÌ ËÂ äî-

áàâëÿëè âî âðåìÿ ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+.

Fig. 2. Effect of latrunculin B (LB) on ATP- or thapsigargin-evo-
ked Ca2+-signals in macrophages.

à—â — cells were preincubated with 5 mM LB for 1 (à), 25 (á) or 20 (â) min
after that macrophages were stimulated with 0.5 mM TG (à, á) or 200 mM ATP
(â) in Ca2+-free solution and then 2 mM Ca2+ was added to the medium to initi-
ate Ca2+ entry; ã — macrophages were stimulated with 200 mM ÀÒÐ in
Ca2+-free solution and 2—3 min later 2 mM Ca2+ was added to the external

medium; 5 mM LB was added during the phase of developed Ca2+ entry.



Òàêèì îáðàçîì, íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî ëàòðóíêóëèí
B, âûçûâàþùèé äåïîëèìåðèçàöèþ àêòèíîâûõ ôèëàìåí-
òîâ, íå âëèÿåò íà ôàçó ìîáèëèçàöèè Ca2+ èç äåïî, íî îêà-
çûâàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà äåïîçàâèñèìûé âõîä
Ca2+ â ìàêðîôàãè. Ýôôåêò ëàòðóíêóëèíà B çàâèñèò îò
âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ. Ïðè êðàòêîâðåìåííîé (1—5 ìèí)
èíêóáàöèè ìàêðîôàãîâ ñ ëàòðóíêóëèíîì B äî âîçäåéñò-
âèÿ àãîíèñòîâ íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå íà 20—30 %
ôàçû âõîäà Ca2+. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè ìàëîì
âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ ëàòðóíêóëèí B âûçûâàåò ðåîðãàíè-
çàöèþ ïðèìåìáðàííîãî àêòèíà è îáëåã÷àåò âçàèìîäåéñò-
âèå Ca2+-äåïî ñ äåïîçàâèñèìûìè Ca2+-êàíàëàìè â ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Íàïðîòèâ, ïðè äëèòåëüíîé
(20—30 ìèí) èíêóáàöèè êëåòîê ñ ëàòðóíêóëèíîì B ïðî-
èñõîäèò ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ïîäàâëåíèå ôàçû âõîäà
Ca2+ â ìàêðîôàãè. Ïî-âèäèìîìó, ïðè äëèòåëüíîì âîçäåé-
ñòâèè ëàòðóíêóëèíà B ïðîèñõîäèò ïîëíàÿ ðàçáîðêà àêòè-
íîâûõ ôèëàìåíòîâ, è âñïîìîãàòåëüíàÿ ðîëü àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà â ïðîöåññå âçàèìîäåéñòâèÿ Ca2+-äåïî ñ
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíîé.
Êðîìå òîãî, ëàòðóíêóëèí B íå òîëüêî ïðåäîòâðàùàåò àê-
òèâàöèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+, íî è ïîäàâëÿåò óæå
ðàçâèâøèéñÿ âõîä Ca2+, èíäóöèðîâàííûé èíãèáèòîðàìè
ýíäîïëàçìàòè÷åñêèõ Ca2+-ÀÒÔàç èëè ïóðèíåðãè÷åñêèìè
àãîíèñòàìè. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè èññëåäîâà-
íèé, âûÿâèâøèõ âàæíóþ ðîëü ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà â
ìîäóëÿöèè àêòèâíîñòè ðàçëè÷íûõ òèïîâ èîííûõ êàíàëîâ
êëåòîê (Negulyaev et al., 1996; Gomez et al., 2000), è ñâè-
äåòåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà íå òîëü-
êî â àêòèâàöèè, íî è â ïîääåðæàíèè äåïîçàâèñèìîãî âõî-
äà Ca2+ â ìàêðîôàãè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè, ïî-
ëó÷åííûìè íà êëåòêàõ äðóãèõ òèïîâ. Òàê, èíãèáèðîâà-
íèå ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà ïðè äåéñòâèè ëàòðóíêóëè-
íà A îêàçûâàåò çàâèñÿùåå îò âðåìåíè âëèÿíèå íà äåïîçà-
âèñèìûé âõîä Ca2+ â òðîìáîöèòû ÷åëîâåêà. Êàê è â ñëó÷àå
ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãîâ, êðàòêîâðåìåííàÿ (1 ìèí)
ïðåèíêóáàöèÿ ïðèâîäèò ê ïîòåíöèàöèè âõîäà Ca2+, â òî
âðåìÿ êàê äëèòåëüíàÿ (1 ÷) ïðåèíêóáàöèÿ âûçûâàåò çíà-
÷èòåëüíîå (íà 70 %) ïîäàâëåíèå äåïîçàâèñèìîãî âõîäà
Ca2+, èíäóöèðîâàííîãî òàïñèãàðãèíîì (Rosado et al.,
2000; Rosado, Sage, 2000). Â ïîñëåäóþùåé ðàáîòå àâòîðû
ïîêàçàëè, ÷òî ëàòðóíêóëèí A óâåëè÷èâàåò âõîä Ca2+, âû-
çâàííûé îïóñòîøåíèåì 2,5-äè-(òðåò-áóòèë)-1,4-ãèäðîõè-
íîí (TBHQ)-÷óâñòâèòåëüíîãî Ca2+-äåïî, è ïîäàâëÿåò
âõîä Ca2+, èíäóöèðîâàííûé îïóñòîøåíèåì TBHQ-íå÷óâ-
ñòâèòåëüíîãî äåïî (Rosado et al., 2004).

Â ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòêàõ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìîð-
ñêîé ñâèíêè ëàòðóíêóëèí A óâåëè÷èâàåò äåïîçàâèñèìûé
âõîä Ca2+, èíäóöèðîâàííûé òàïñèãàðãèíîì, â òî âðåìÿ
êàê äæàñïëàêèíîëèä åãî ïîäàâëÿåò (Morales et al., 2005).
Â àöèíàðíûõ êëåòêàõ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ìûøè èí-
ãèáèðîâàíèå ïîëèìåðèçàöèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ïðè
äåéñòâèè ëàòðóíêóëèíà A è öèòîõàëàçèíà D ïðåäîòâðà-
ùàåò àêòèâàöèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+, à òàêæå ïî-
äàâëÿåò óæå ðàçâèâøèéñÿ âõîä Ca2+ (Redondo et al.,
2003). Àâòîðû èíòåðïðåòèðóþò ïîëó÷åííûå äàííûå â
ðàìêàõ ìîäåëè «ñâÿçûâàíèå ïî òèïó ñåêðåöèè» (Rosado
et al., 2000; Rosado, Sage, 2000; Redondo et al., 2003) èëè
ìîäåëè «êîíôîðìàöèîííîãî ñâÿçûâàíèÿ» (Morales et al.,
2005).

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ íà ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðî-
ôàãàõ êðûñû ïîêàçàíî, ÷òî äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ ïðè äëèòåëüíîì äåéñòâèè ëàòðóíêóëèíà
B ïðåäîòâðàùàåò àêòèâàöèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà

Ca2+, âûçâàííîãî èíãèáèòîðàìè ýíäîïëàçìàòè÷åñêèõ
Ca2+-ÀÒÔàç è ïóðèíåðãè÷åñêèìè àãîíèñòàìè, à òàêæå
ïîäàâëÿåò óæå ðàçâèâøèéñÿ âõîä Ca2+. Òàêèì îáðàçîì,
â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ íàòèâíàÿ ôóíêöèîíàëüíàÿ
îðãàíèçàöèÿ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ íåîáõîäèìà íå òîëü-
êî äëÿ àêòèâàöèè, íî è äëÿ ïîääåðæàíèÿ äåïîçàâèñèìîãî
âõîäà Ca2+.

Èçâåñòíî, ÷òî êîðòèêàëüíûé àêòèí ïðåïÿòñòâóåò ýê-
çîöèòîçó è ÷òî ðàçáîðêà ýòèõ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ïðè
äåéñòâèè öèòîõàëàçèíà D óâåëè÷èâàåò ñòèìóëèðóåìóþ
ñåêðåöèþ, ñïîñîáñòâóÿ ïîäõîäó ñåêðåòîðíûõ ãðàíóë ê
ïëàçìàëåììå (Muallem et al., 1995). Ýòèì ìîæíî îáúÿñ-
íèòü ïîòåíöèàöèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+ ïîñëå
êðàòêîâðåìåííîé ïðåèíêóáàöèè ìàêðîôàãîâ ñ ëàòðóíêó-
ëèíîì B. Âåðîÿòíî, ëàòðóíêóëèí B âíà÷àëå âûçûâàåò äå-
ïîëèìåðèçàöèþ ïîäìåìáðàííûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ, îá-
ëåã÷àÿ òåì ñàìûì ñâÿçûâàíèå ÝÐ ñ ïëàçìàëåììîé.

Òàêèì îáðàçîì, ýêñïåðèìåíòû ñ èñïîëüçîâàíèåì ëàò-
ðóíêóëèíà B ïîäòâåðæäàþò ìîäåëü «ñâÿçûâàíèå ïî òèïó
ñåêðåöèè» äëÿ ìàêðîôàãîâ.

Â ìîäåëè «ñâÿçûâàíèå ïî òèïó ñåêðåöèè» àêòèíîâûé
öèòîñêåëåò, ðàñïîëîæåííûé ïîä ïëàçìàëåììîé, èãðàåò
êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè âõîäà Ca2+, ïîäîáíî òîìó
êàê ýòî ïðîèñõîäèò ïðè ñåêðåöèè. Îáðàçîâàíèå ïëîòíîãî
ñëîÿ êîðòèêàëüíîãî àêòèíà ïðåïÿòñòâóåò âõîäó Ca2+, äåé-
ñòâóÿ â êà÷åñòâå ôèçè÷åñêîãî áàðüåðà, êîòîðûé ïðåäîò-
âðàùàåò ñâÿçûâàíèå ÝÐ ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé è
ïîñëåäóþùåå êîíôîðìàöèîííîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó
IP3-ðåöåïòîðîì â ìåìáðàíå ÝÐ è Ca2+-êàíàëîì â ïëàçìà-
ëåììå.

Óäîáíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè êîðòè-
êàëüíîãî àêòèíà â àêòèâàöèè è ðåãóëÿöèè äåïîçàâèñèìî-
ãî âõîäà Ca2+ ÿâëÿåòñÿ äæàñïëàêèíîëèä, âûäåëÿåìûé èç
ìîðñêîé ãóáêè Jaspis johnstoni. Ýòî õîðîøî ïðîíèêàþ-
ùèé ÷åðåç ìåìáðàíó ïåïòèä, âûçûâàþùèé ïîëèìåðèçà-
öèþ è ñòàáèëèçàöèþ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ (Bubb et al.,
1994). Íà êëåòêàõ ñêåëåòíûõ ìûøö êðîëèêà óñòàíîâëå-
íî, ÷òî äæàñïëàêèíîëèä èíäóöèðóåò ïîëèìåðèçàöèþ è
ñòàáèëèçàöèþ ïðåèìóùåñòâåííî êîðòèêàëüíûõ àêòèíî-
âûõ ôèëàìåíòîâ (Cooper, 1987; Patterson et al., 1999), ïðè
ýòîì îí ñâÿçûâàåòñÿ ñ òåìè æå ó÷àñòêàìè ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ, ÷òî è ôàëëîèäèí (Bubb et al., 1994; Bakowski et
al., 2001).

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíî âëèÿíèå 10 ìêÌ äæàñïëàêè-
íîëèäà íà Ca2+-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÓÒÔ â ìàêðî-
ôàãàõ. Ïîñëå ñòèìóëÿöèè ìàêðîôàãîâ 200 ìêÌ ÓÒÔ â
ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé Ca2+, âõîä Ca2+ âûçûâàëè ââåäåíè-
åì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðåäâà-
ðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ 10 ìêÌ äæàñïëàêèíîëèäà
â òå÷åíèå 30 ìèí äî âîçäåéñòâèÿ ÓÒÔ íå âëèÿåò íà ôàçó
ìîáèëèçàöèè Ca2+ èç äåïî, íî ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó
(íà 80—90 %) ïîäàâëåíèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+

(ðèñ. 3, à). Ñõîäíîå âëèÿíèå îêàçûâàåò äæàñïëàêèíîëèä
íà ôàçû Ca2+-ñèãíàëîâ, âûçâàííûõ òàïñèãàðãèíîì èëè
ÖÏÊ (íå ïîêàçàíî). Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî äæàñïëàêèíîëèä íå âëèÿåò íà ìîáèëèçà-
öèþ Ca2+ èç äåïî, à òàêæå î òîì, ÷òî îáðàçîâàíèå ïëîòíî-
ãî ñëîÿ êîðòèêàëüíîãî àêòèíà ïðåïÿòñòâóåò ñâÿçûâàíèþ
Ca2+-äåïî ñ ïëàçìàëåììîé.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â ïîä-
äåðæàíèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+ áûëî èññëåäîâàíî
âëèÿíèå äæàñïëàêèíîëèäà íà óæå àêòèâèðîâàííûå îïóñ-
òîøåíèåì äåïî ìåõàíèçìû âõîäà Ca2+ â ìàêðîôàãè.
Â îïûòå, ïðåäñòàâëåííîì íà ðèñ. 3, á, ìàêðîôàãè âíà÷à-
ëå ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÓÒÔ â íîìèíàëüíî áåñêàëü-

870 Ë. Ñ. Êóðèëîâà, Ç. È. Êðóòåöêàÿ, Î. Å. Ëåáåäåâ
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èç äåïî, âûçâàííîé ÓÒÔ, êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ 10 ìêÌ
äæàñïëàêèíîëèäà â òå÷åíèå 20 ìèí äî ââåäåíèÿ 2 ìÌ
Ca2+. Âèäíî, ÷òî â äàííûõ óñëîâèÿõ äæàñïëàêèíîëèä
ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà âõîä Ca2+.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî äæàñïëàêèíîëèä
ïðåäîòâðàùàåò àêòèâàöèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+,
íî íå âëèÿåò íà âõîä Ca2+, ïîñëå òîãî êàê ïðîöåññû, ïðè-
âîäÿùèå ê àêòèâàöèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+, óæå
áûëè çàïóùåíû îïóñòîøåíèåì äåïî. Ñõîäíûå äàííûå
ïîëó÷åíû íà òðîìáîöèòàõ ÷åëîâåêà (Rosado et al., 2000,
2002, 2004; Rosado, Sage, 2000, 2001), ãëàäêîìûøå÷íûõ
êëåòêàõ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìîðñêîé ñâèíêè (Morales et al.,
2005), àöèíàðíûõ êëåòêàõ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ìûøè
(Redondo et al., 2003) è ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòêàõ ëèíèé
DDT1 MF-2 è A7r5 (Patterson et al., 1999). Òàê, íà òðîìáî-
öèòàõ ÷åëîâåêà ïîêàçàíî, ÷òî ñòàáèëèçàöèÿ êîðòèêàëüíî-
ãî àêòèíà ïðè äåéñòâèè äæàñïëàêèíîëèäà èíãèáèðóåò
âûçûâàåìîå òàïñèãàðãèíîì èëè òðîìáèíîì ñâÿçûâàíèå
ìåæäó IP3-ðåöåïòîðîì è hTrp1-êàíàëîì è äåïîçàâè-
ñèìûé âõîä Ca2+, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî, êàê è â
ñëó÷àå ñåêðåöèè, ïîäìåìáðàííûå àêòèíîâûå ôèëàìåíòû
âûñòóïàþò â êà÷åñòâå ôèçè÷åñêîãî áàðüåðà, ïðåïÿòñòâóþ-
ùåãî ñâÿçûâàíèþ ìåæäóIP3-ðåöåïòîðîì II òèïà è hTrp1-êà-
íàëîì (Rosado, Sage, 2001; Rosado et al., 2002). Â ïîñëå-
äóþùåé ðàáîòå àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî äæàñïëàêèíîëèä
ñóùåñòâåííî ïîäàâëÿåò äåïîçàâèñèìûé âõîä Ca2+, èíäó-
öèðîâàííûé îïóñòîøåíèåì TBHQ-÷óâñòâèòåëüíûõ è
TBHQ-íå÷óâñòâèòåëüíûõ Ca2+-äåïî â òðîìáîöèòàõ, è ýòî
ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êîðòèêàëüíûé àêòèí äîëæåí

áûòü ðåîðãàíèçîâàí ïîñëå îïóñòîøåíèÿ äåïî äëÿ îáëåã-
÷åíèÿ ïîäõîäà Ca2+-äåïî ê ïëàçìàëåììå (Rosado et al.,
2004).

Â òî æå âðåìÿ äæàñïëàêèíîëèä íå âëèÿåò íà àêòèâà-
öèþ crac-êàíàëîâ â ëåéêåìè÷åñêèõ áàçîôèëàõ êðûñû ëè-
íèè RBL-1 (Bakowski et al., 2001). Ðàçëè÷èÿ âî âëèÿíèè
äæàñïëàêèíîëèäà è äðóãèõ àãåíòîâ, âûçûâàþùèõ ðåîð-
ãàíèçàöèþ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, íà äåïîçàâèñèìûé
âõîä Ca2+ â êëåòêàõ ðàçíûõ òèïîâ, ìîãóò áûòü ñâÿçàíû
ñ ðàçëè÷íîé îðãàíèçàöèåé àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â
ýòèõ êëåòêàõ. Â ìàêðîôàãàõ (Reaven, Axline, 1973; Amato
et al., 1983), òðîìáîöèòàõ ÷åëîâåêà (Hartwig, 1992; Ro-
sado, Sage, 2000), ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ñîñóäîâ (Hol-
da, Blatter, 1997) è àöèíàðíûõ êëåòêàõ ïîäæåëóäî÷íîé
æåëåçû (Redondo et al., 2003) àêòèíîâûå ôèëàìåíòû
ëîêàëèçîâàíû ïðåèìóùåñòâåííî íà ïåðèôåðèè êëåòîê
â âèäå ïîäìåìáðàííîãî öèòîñêåëåòà. Â òî æå âðåìÿ
â ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòêàõ, ôèáðîáëàñòàõ NIH 3T3 è
äðóãèõ êëåòêàõ èìååòñÿ ðàçâåòâëåííàÿ ñåòü àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ (Pedrosa-Ribeiro et al., 1997; Patterson et al.,
1999). Ñëåäîâàòåëüíî, äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ÝÐ ñ ïëàçìàëåì-
ìîé è àêòèâàöèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+ íåîáõîäèìà
ðåîðãàíèçàöèÿ êîðòèêàëüíîãî àêòèíà â êëåòêàõ íå âñåõ
òèïîâ.

Â ìîäåëè «ñâÿçûâàíèå ïî òèïó ñåêðåöèè» êîðòèêàëü-
íûé F-àêòèí ïðåäîòâðàùàåò àêòèâàöèþ äåïîçàâèñèìîãî
âõîäà Ca2+, ïîäîáíî òîìó êàê ïðè ýêçîöèòîçå ïîäìåìá-
ðàííûé àêòèí ïðåïÿòñòâóåò ïîäõîäó ñåêðåòîðíûõ ãðàíóë
ê ìåìáðàíå (Muallem et al., 1995). Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì
äæàñïëàêèíîëèä, ñïåöèôè÷åñêè ñòàáèëèçèðóþùèé êîð-

Âëèÿíèå ëàòðóíêóëèíà B íà äåïîçàâèñèìûé âõîä Ca
2+

â ìàêðîôàãè 871

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå äæàñïëàêèíîëèäà (ÄÏ) íà Ca2+-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÓÒÔ, â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ.

à — êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ 10 ìêÌ ÄÏ â òå÷åíèå 30 ìèí, çàòåì àêòèâèðîâàëè 200 ìêÌ ÓÒÔ â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, âõîä Ca2+ èíèöèèðî-
âàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+; á — êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ 10 ìêÌ ÄÏ â òå÷åíèå 20 ìèí ïîñëå äåéñòâèÿ ÓÒÔ è äî ââåäåíèÿ 2 ìÌ Ca2+ â

íàðóæíóþ ñðåäó.

Fig. 3. Effect of jasplakinolide (JP) on UTP-evoked Ca2+-signals in peritoneal macrophages.

à — macrophages were preincubated with 10 mM JP for 30 min, then stimulated with 200 mM UTP in Ca2+-free solution, after that 2 mM Ca2+ was added to the
external medium to initiate Ca2+ entry; á — macrophages were stimulated with 200 m(M UTP, and then incubated for 20 min with 10 m(M JP, later on 2 mM Ca2+

was added to the external medium to initiate Ca2+ entry.



òèêàëüíûé àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, ïðåäîòâðàùàåò âõîä
Ca2+, èíäóöèðîâàííûé ïóðèíåðãè÷åñêèìè àãîíèñòàìè è
èíãèáèòîðàìè Ca2+-ÀÒÔàç, â ìàêðîôàãàõ. Äæàñïëàêèíî-
ëèä èíãèáèðóåò åìêîñòíîé âõîä Ca2+, îáðàçóÿ ïëîòíûé
ñëîé ïîäìåìáðàííîãî àêòèíà, êîòîðûé âûòåñíÿåò îðãà-
íåëëû èç ýòîé îáëàñòè è ïðåäîòâðàùàåò âçàèìîäåéñòâèå
ìåæäó ïëàçìàëåììîé è âíóòðèêëåòî÷íûìè îðãàíåëëàìè,
êàê ýòî áûëî ðàíåå ïîêàçàíî äëÿ ïðîöåññîâ ñåêðåöèè
(Shurety et al., 1998).

Òàêèì îáðàçîì, ýêñïåðèìåíòû ñ èñïîëüçîâàíèåì
äæàñïëàêèíîëèäà ïîäòâåðæäàþò òî, ÷òî ñòàáèëèçàöèÿ
êîðòèêàëüíîãî àêòèíà ïðåïÿòñòâóåò àêòèâàöèè, íî íå
ïîääåðæàíèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+, è ñâèäåòåëüñò-
âóþò â ïîëüçó ìîäåëè «ñâÿçûâàíèå ïî òèïó ñåêðåöèè»
äëÿ ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãîâ.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìà äåïîçàâèñèìîãî âõîäà
Ca2+ áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå èíãèáèòîðà âåçèêóëÿðíîãî
òðàíñïîðòà áðåôåëüäèíà A, êîòîðûé èíàêòèâèðóåò ìà-
ëûå G-áåëêè ñåìåéñòâà arf (Fernando et al., 1997), èãðàþ-

ùèå êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè âåçèêóëÿðíîãî òðàíñ-
ïîðòà â êëåòêàõ (Moss, Vaughan, 1999).

Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëå-
òîê ñ 50 ìêÌ áðåôåëüäèíà A â òå÷åíèå 1 ÷ äî ââåäåíèÿ
ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãèíà ïðèâîäèò ê ïðàêòè÷åñêè ïîëíîìó
ïîäàâëåíèþ âõîäà Ca2+ â ìàêðîôàãè (ðèñ. 4, à, á). Îáðà-
áîòêà ìàêðîôàãîâ áðåôåëüäèíîì A â òå÷åíèå 1 ÷ ïîñëå
àêòèâàöèè êëåòîê òàïñèãàðãèíîì íå âëèÿåò íà âõîä Ca2+,
èíäóöèðîâàííûé ââåäåíèåì 2 ìÌ Ca2+ â íàðóæíóþ ñðå-
äó (ðèñ. 4, â), è ýòî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî
ìåõàíèçì, ñõîäíûé ñ âåçèêóëÿðíûì òðàíñïîðòîì, íåîá-
õîäèì äëÿ àêòèâàöèè, íî íå äëÿ ïîääåðæàíèÿ åìêîñòíî-
ãî âõîäà â ìàêðîôàãàõ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò îá ó÷àñòèè arf-áåëêîâ — îáÿçàòåëüíûõ ñîñòàâëÿþùèõ
ìåõàíèçìà âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà — â àêòèâàöèè äå-
ïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+ â ìàêðîôàãàõ.

Âåçèêóëÿðíûé òðàíñïîðò êàê ÷àñòü ìåõàíèçìà äåïî-
çàâèñèìîãî âõîäà Ca2+ ïîêàçàí òàêæå íà êëåòêàõ äðóãèõ
òèïîâ. Òàê, ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê ðîãîâèöû áûêà ñ áðåôåëüäèíîì A (100 ìêÌ) íå
âëèÿåò íà ôàçó ìîáèëèçàöèè Ca2+ èç äåïî, íî ïðàêòè÷å-
ñêè ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò äåïîçàâèñèìûé âõîä Ca2+, èí-
äóöèðîâàííûé ÖÏÊ (Xie et al., 2002). Â òðîìáîöèòàõ ÷å-
ëîâåêà áðåôåëüäèí A (100 ìêÌ) ïðåäîòâðàùàåò àêòèâà-
öèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+, íî íå âëèÿåò íà óæå
ðàçâèâøèéñÿ âõîä Ca2+. Êðîìå òîãî, áðåôåëüäèí A íå
îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà ìîáèëèçàöèþ Ca2+ èç äåïî, âûçâàí-
íóþ òàïñèãàðãèíîì (Rosado et al., 2000; Rosado, Sage,
2000). Â ãåïàòîöèòàõ êðûñû áðåôåëüäèí A (18 ìêÌ) èí-
ãèáèðóåò äåïîçàâèñèìûé âõîä Ca2+, èíäóöèðîâàííûé
òàïñèãàðãèíîì, ÖÏÊ èëè âàçîïðåññèíîì. Ïðåäïîëàãàþò,
÷òî ìàëûé G-áåëîê (ïî-âèäèìîìó, arf-áåëîê) íåîáõîäèì
äëÿ àêòèâàöèè åìêîñòíîãî âõîäà Ca2+ è ñïîñîáñòâóåò ëî-
êàëèçàöèè ó÷àñòêîâ ÝÐ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê
äåïîçàâèñèìûì Ca2+-êàíàëàì â ïëàçìàëåììå (Fernando et
al., 1997). Â òî æå âðåìÿ áðåôåëüäèí A íå âëèÿåò íà äå-
ïîçàâèñèìûé âõîä Ca2+ â îîöèòàõ Xenopus (Yao et al.,
1999) è êëåòêàõ ãåïàòîìû êðûñû (Auld et al., 2000) è òîëü-
êî ÷àñòè÷íî ïîäàâëÿåò åìêîñòíîé âõîä â êëåòêàõ ëèíèè
HEK 293 (Alderton et al., 2000). Ðàçíàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+ ê äåéñòâèþ áðåôåëüäèíà A â
ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ñóùåñòâîâàíè-
åì â êëåòêàõ ðåçåðâíîãî ïóëà âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ äåïî-
çàâèñèìûå Ca2+-êàíàëû, èëè ñ ñóùåñòâîâàíèåì ïàðàëëå-
ëüíûõ ïóòåé âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà, â êîòîðûõ ó÷à-
ñòâóþò ÷óâñòâèòåëüíûå è íå ÷óâñòâèòåëüíûå ê áðåôåëü-
äèíó A arf-áåëêè (Alderton et al., 2000).

Èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ àãåíòîâ, âûçûâàþùèõ ðåîðãà-
íèçàöèþ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ è èíãèáèðóþùèõ âåçè-
êóëÿðíûé òðàíñïîðò, íà àêòèâàöèþ è ïîääåðæàíèå äåïî-
çàâèñèìîãî âõîäà Ca2+ ïîçâîëÿåò âûñêàçàòü ïðåäïîëîæå-
íèå î ìåõàíèçìå (äåéñòâóþùåé ìîäåëè) åìêîñòíîãî
âõîäà Ca2+ â ìàêðîôàãè. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî àêòèíîâûå
ôèëàìåíòû è G-áåëêè ìàëîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ñåìåé-
ñòâà arf, íåîáõîäèìûå äëÿ ìåõàíèçìà âåçèêóëÿðíîãî
òðàíñïîðòà â öåëîì, ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè ðåãóëÿòîðíûìè
ó÷àñòíèêàìè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+ â ìàêðîôàãàõ.
Ðåîðãàíèçàöèÿ ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà ìîæåò ó÷àñòâî-
âàòü â ïðîöåññå òðàíñëîêàöèè Ca2+-äåïî ê ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíå, arf-áåëêè òàêæå âîâëå÷åíû â ýòîò ïðî-
öåññ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ðåîðãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà,
ðàñïîëîæåííîãî íåïîñðåäñòâåííî ïîä ïëàçìàëåììîé
êëåòêè, ìîæåò ðåãóëèðîâàòü ñâÿçûâàíèå ìåæäó IP3-ðå-
öåïòîðîì è äåïîçàâèñèìûì Ca2+-êàíàëîì â ïëàçìàòè÷å-
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå áðåôåëüäèíà À (ÁÀ) íà Ca2+-ñèãíàëû, èíäóöè-
ðîâàííûå ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãèíîì, â ìàêðîôàãàõ.

à — êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ñ 50 ìêÌ ÁÀ, çàòåì àêòèâèðîâà-
ëè 200 ìêÌ ÀÒÔ, ïîñëå ÷åãî âõîä Ca2+ èíäóöèðîâàëè ââåäåíèåì â íà-
ðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+; á — ìàêðîôàãè, íàõîäÿùèåñÿ â íîðìàëüíîì
ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ñ 50 ìêÌ ÁÀ, çà-
òåì ñòèìóëèðîâàëè 0.5 ìêÌ ÒÃ; â — êëåòêè àêòèâèðîâàëè 0.5 ìêÌ ÒÃ,
çàòåì èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ñ 50 ìêÌ ÁÀ, ïîñëå ÷åãî ââîäèëè 2 ìÌ

Ca2+ â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâóþ ñðåäó.

Fig. 4. Effect of brefeldin A (BA) on ATP- or thapsigargin-evoked
Ca2+-signals in macrophages.

à — macrophages were preincubated for 1 h with 50 m(M BA and then stimula-
ted with 200 m(M ATP, 3 min later 2 mM Ca2+ was added to the medium to ini-
tiate Ca2+ entry; á — macrophages were preincubated for 1 h with 50 m(M BA
in normal physiological solution and then stimulated with 0.5 mM TG; â —
macrophages were stimulated with 0.5 m(M TG, and then incubated for 1 h
with 50 m(M BA before addition of 2 mM Ca2+ to the external medium to initia-

te Ca2+ entry.



ñêîé ìåìáðàíå. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ
ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî íàèáîëåå âåðîÿòíîé ìîäåëüþ åì-
êîñòíîãî âõîäà Ca2+ â ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè êðûñû
ÿâëÿåòñÿ ìîäåëü «ñâÿçûâàíèå ïî òèïó ñåêðåöèè», ïðåä-
ïîëàãàþùàÿ îáðàòèìóþ òðàíñëîêàöèþ ÝÐ ê ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
03-04-49091) è Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ ÐÔ (ãðàíò
4681; 2005).
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EFFECT OF LATRUNCULIN B, JASPLAKINOLIDE AND BREFELDIN A

ON THE STORE-DEPENDENT Ca2+ ENTRY IN MACROPHAGES

L. S. Kurilova, Z. I. Krutetskaya, O. E. Lebedev

Chair of Biophysics, St. Petersburg State University; e-mail: cozzy@mail.ru

Using Fura-2AM microfluorimetry, effect of actin filament modifiers and vesicular trafficking inhibitor on
the store-dependent Ca2+ entry induced by purinergic agonists (ATP, UTP) and endoplasmic Ca2+-ATPase inhi-
bitors (thapsigargin, cyclopiazonic acid) in rat peritoneal macrophages was investigated. It was shown that inhi-
bition of actin polymerization by latrunculin B had a biphasic time-dependent effect on Ca2+ entry, showing an
initial potentiation followed by inhibition of Ca2+ entry. Moreover, addition of latrunculin B after induction of
store-dependent Ca2+ entry inhibited the Ca2+ influx. Jasplakinolide, which reorganizes actin filaments into a
tight cortical layer adjacent to the plasma membrane, prevented activation of store-dependent Ca2+ entry but did
not modify this process after its activation. Vesicular transport inhibitor brefeldin A, which inactivates arf prote-
ins, inhibited activation of store-dependent Ca2+ entry but did not alter this mechanism once being initiated.
These data are compatible with the sectretion-like coupling model for store-dependent Ca2+ entry in macropha-
ges based on a reversible trafficking and coupling of Ca2+ store with the plasma membrane.

K e y w o r d s: peritoneal macrophages, store-dependent Ca2+ entry, microfilaments, vesicular transport in-
hibitor brefeldin A.
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