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Ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ íà÷àëüíûì ýòàïîì ïðîâåðêè ãèïîòåçû, ñîãëàñíî êîòîðîé ðåãóëÿöèÿ ãëèöèíîâûõ ðå-
öåïòîðîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç íåèçâåñòíûé Ñà-câÿçûâàþùèé áåëîê (Fucile et al., 2000). Ïðîâåäåííûé
ñêðèíèíã êÄÍÊ áèáëèîòåêè ìîçãà ÷åëîâåêà âûÿâèë Ñà-ñâÿçûâàþùèé áåëîê (ÑàÁ), êîòîðûé ìîæåò áûòü
êàíäèäàòîì íà ðîëü ôóíêöèîíàëüíîãî ðåãóëÿòîðà ðàáîòû ãëèöèíîâûõ ðåöåïòîðîâ (ÃëèÐ). Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå ìû àíàëèçèðîâàëè âëèÿíèå óêîðî÷åííîé ôîðìû ýòîãî áåëêà (ÑàÁ-1) íà èîííûå òîêè, âûçûâàåìûå
áûñòðîé àïïëèêàöèåé ãëèöèíà ê ïîâåðõíîñòè êëåòîê HEK-293 è ÑÍÎ, ýêñïðåññèðóþùèõ ëèáî ãëèöèíî-
âûé ðåöåïòîð ÷åëîâåêà (ÃëèÐ-1), ëèáî ÃëèÐ-1 è ÑaÁ-1. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè âëèÿíèÿ ÑàÁ-1 íà
÷óâñòâèòåëüíîñòü ÃëèÐ-1 ê ãëèöèíó îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ, âûçûâàþùóþ 50%-íûé îòâåò (ÅÄ50).
×åðåç 40—72 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòîê êÄÍÊ áûëè îáíàðóæåíû äîñòîâåðíûå (Ð < 0.01, ANOVA-òåñò)
ðàçëè÷èÿ â ÅÄ50 êîíòðîëüíûõ ÍÅK-293 (ýêñïðåññèðóþùèõ òîëüêî ÃëèÐ-1) è êëåòîê, êîýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ÃëèÐ-1 è ÑàÁ-1. Çíà÷åíèå ÅÄ50 â êîíòðîëå ñîñòàâëÿëî â ñðåäíåì 68 ± 49 ìêÌ (n = 29). Ñðåäíèé êî-
ýôôèöèåíò Õèëëà (nH) ñîñòàâëÿë 3.3 ± 1.3. Äëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ÃëèÐ-1 è ÑàÁ-1, çíà÷åíèå EÄ50
ñîñòàâëÿëî â ñðåäíåì 409 ± 421 ìêÌ (ï = 60), à êîýôôèöèåíò nH áûë ðàâåí 2.9 ± 1.2. Äëÿ êîíòðîëüíûõ
êëåòîê ÑÍÎ ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ÅÄ50 è êîýôôèöèåíò nH ñîñòàâëÿëè ñîîòâåòñòâåííî 54 ± 43 ìêÌ (ï = 25)
è 2.9 ± 1.3. Äëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ÃëèÐ-1 è ÑàÁ-1, ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ÅÄ50 è nH áûëè ðàâíû ñîîò-
âåòñòâåííî 123 ± 104 ìêÌ (ï = 28) è 2.4 ± 1.2. Òàêèì îáðàçîì, íàëè÷èå â êëåòêàõ ÑàÁ-1 ïðèâîäèò ê äî-
ñòîâåðíîìó ñíèæåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ÃëèÐ-1 ê àãîíèñòó. Ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ÑàÁ-1 ìîäóëèðóåò ðàáîòó ÃëèÐ, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ èõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì äîìåíîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãëèöèíîâûé ðåöåïòîð, âíóòðèêëåòî÷íûé êàëüöèé, êàëüöèéñâÿçûâàþùèé áå-
ëîê, êëåòêè ëèíèé HEK-293 è ÑÍÎ, èîííûå òîêè.

Ðåöåïòîðû ãëèöèíà (ÃëèÐ) îáåñïå÷èâàþò òîðìîçíóþ
íåéðîïåðåäà÷ó â ñïèííîì ìîçãå, ñòâîëå è â íåêîòîðûõ
ñåíñîðíûõ ñèñòåìàõ (Lynch, 2004). Ýòè ðåöåïòîðû èãðà-
þò âàæíóþ ðîëü â êîíòðîëå äâèæåíèÿ, áîëåâûõ îùóùå-
íèé, îáðàáîòêå ñåíñîðíîé èíôîðìàöèè. Àêòèâíîñòü ãëè-
öèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ðåãóëèðóåòñÿ ÷åðåç ñïåöèàëèçè-
ðîâàííûå ìîëåêóëÿðíûå äîìåíû, ðàñïîëîæåííûå ñ
íàðóæíîé è âíóòðåííåé ñòîðîí (Bregestovski et al., 2003)
òðàíñìåìáðàííûõ áåëêîâ, âñòðîåííûõ â ïëàçìàòè÷åñêóþ
ìåìáðàíó êëåòêè (Lynch, 2004; Diana, Bregestovski,
2005). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èîíû êàëüöèÿ (Ñà2+) ÿâëÿþòñÿ
ìîùíûìè ðåãóëÿòîðàìè àêòèâíîñòè ãëèöèíîâûõ ðåöåï-
òîðîâ (Fucile et al., 2000). Ïîâûøåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî
Ñà2+ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ äëèòåëüíîñòè ðàáîòû ãëè-
öèíàêòèâèðóåìûõ êàíàëîâ è êàê ñëåäñòâèå — âîçðàñòà-
íèþ àìïëèòóäû èíòåãðàëüíûõ òîêîâ. Ýòîò îáðàòèìûé
ýôôåêò ðàçâèâàåòñÿ áûñòðî, ìåíåå ÷åì çà 100 ìñ. Áûëà
âûñêàçàíà ãèïîòåçà, ñîãëàñíî êîòîðîé ðåãóëÿöèÿ ÃëèÐ
îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç íåèçâåñòíûé äèôôóçèîííûé ôàê-
òîð, âîçìîæíî Ñà-ñâÿçûâàþùèé áåëîê (ÑàÁ) (Fucile
et al., 2000). Â îòñóòñòâèå Ñà2+ ýòîò áåëîê âçàèìîäåéñòâó-
åò ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì äîìåíîì ÃëèÐ è ïîääåðæèâàåò
åãî â ñîñòîÿíèè íåïîëíîé àêòèâàöèè. Âîçðàñòàíèå âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî Ñà2+ ñòèìóëèðóåò îñâîáîæäåíèå ðåöåïòîðà
ãëèöèíà îò ÑàÁ, ÷òî ïðèâîäèò ê áîëåå ýôôåêòèâíîé àêòè-

âàöèè ãëèöèíóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ (Fucile et al., 2000).
Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ íà÷àëüíûì ýòàïîì ïðîâåðêè
ýòîé ãèïîòåçû.

Èñïîëüçóÿ äâóõãèáðèäíóþ ñèñòåìó äðîææåé (Field,
Song, 1989; Uetz et al., 2000), ìû âûÿâèëè, ÷òî ñðåäè íåñ-
êîëüêèõ áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèì äîìåíîì ÃëèÐ ÷åëîâåêà, îäèí îòíîñèòñÿ ê êëàññó ÑàÁ
(Bregestovski et al., 2003).

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ óêî-
ðî÷åííîãî âàðèàíòà ÑàÁ (ÑàÁ-1) íà èîííûå òîêè ãëèöèí-
àêòèâèðóåìûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ëèíèé HEK-293 è CHO.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è è ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ. Îïûòû
ïðîâîäèëè íà äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ — HEK-293 (ëè-
íèÿ êëåòîê ïî÷åê ÷åëîâåêà) è ÑÍÎ (ëèíèÿ ÿéöåêëåòîê
õîìÿêà). Êëåòêè ðàñòèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Fucile
et al., 1999, 2000; Medina et al., 2000). Êëåòêè îáåèõ ëè-
íèé òðàíñôèöèðîâàëè ëèáî êÄÍÊ, êîäèðóþùåé á1-cóáú-
åäèíèöó ÃëèÐ ÷åëîâåêà (ÃëèÐ-1), ëèáî ÃëèÐ-1 ñîâìåñòíî
ñ ÑàÁ-1. Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ýêñïðåññèè
ÑàÁ-1 áûëà ñîçäàíà IRES-êîíñòðóêöèÿ ýòîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ñ çåëåíûì ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì (GFP).
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Ýòîò âåêòîð îáåñïå÷èâàåò îäíîâðåìåííóþ ýêñïðåññèþ
äâóõ áåëêîâ â îäíîé êëåòêå (Rhodes et al., 1998). ×òîáû
îáëåã÷èòü èäåíòèôèêàöèþ êîíòðîëüíûõ êëåòîê, â êîòî-
ðûõ ýêñïðåññèðîâàí òîëüêî ÃëèÐ-1, ýòè êëåòêè êîòðàíñ-
ôèöèðîâàëè ñ GFP. Äëÿ ýêñïðåññèè èñïîëüçîâàëè ëèïî-
ôåêòàìèí-ðåàãåíò + (ïëþñ)-ìåòîä (Life Technology,
ÑØÀ).

Ý ë å ê ò ð î ô è ç è î ë î ã è ÷ å ñ ê à ÿ ð å ã è ñ ò ð à ö è ÿ.
Ãëèöèíàêòèâèðóåìûå òîêè èññëåäîâàëè â êîíôèãóðàöèè
«öåëàÿ êëåòêà», èñïîëüçóÿ óñèëèòåëü EPC-9 (HEKA Elec-
tronics, Lambrecht, Ãåðìàíèÿ). Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (20—24 °Ñ). Êëåòêè èíêóáè-
ðîâàëè â ðàñòâîðå (â ìÌ): NaCl — 140, CaCl2 — 2, KCl —
2.8, MgCl2 — 4, HEPES/NaOH — 40, ãëþêîçà — 10,
ðÍ 7.4, 330—340 ìîñìîëü. Äëÿ áûñòðîé ñìåíû ðàñòâî-
ðîâ èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó ñ òðåìÿ ïàðàëëåëüíûìè ïðÿ-
ìîóãîëüíûìè òðóáî÷êàìè äèàìåòðîì 100 ìêì, ðàñïîëî-
æåííûìè â 40—50 ìêì îò èññëåäóåìîé êëåòêè. Ïîëîæå-
íèå òðóáî÷åê óïðàâëÿëîñü êîìïüþòåðîì, êîíòðîëèðóþ-
ùèì ñèñòåìó áûñòðîé ïåðôóçèè (SF 77A Perfusion
Fast-Step, Warner, ÑØÀ).

Èîííûå òîêè ðåãèñòðèðîâàëè ïðè ïîääåðæèâàåìîì
ïîòåíöèàëå –20 ìÂ. Äëÿ àíàëèçà îòîáðàíû òîëüêî êëåò-
êè, âõîäíîå ñîïðîòèâëåíèå êîòîðûõ ïðåâûøàëî 200 ÌÎì.
Ïèïåòêè èìåëè ñîïðîòèâëåíèå 3—8 ÌÎì. Â ðàáîòå èñ-
ïîëüçîâàëè äâà îñíîâíûõ «âíóòðèêëåòî÷íûõ» ðàñòâîðà.
«Áåñêàëüöèåâûé» ðàñòâîð èìåë ñëåäóþùèé ñîñòàâ (â
ìÌ): CsCl — 140, BAPTA — 20, MgCl2 — 2, MgATP —
2, Na2GTP — 0.4, HEPES/CsOH — 10, pH 7.2, 280—
290 ìîñìîëü. «Êàëüöèåâûé» âíóòðèêëåòî÷íûé ðàñòâîð
ñîäåðæàë (â ìÌ): ÑsCl — 140, MgCl2 — 2, MgATP — 2,
Na2GTP — 0.4, HEPES/CsOH — 10, à òàêæå 50 ìêÌ
ÑàÑl2, pH 7.2, 280—290 ìîñìîëü.

Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ANOVA-
òåñò. Äàííûå ïðèâåäåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è èõ
ñðåäíåñòàòèñòè÷åñêèõ îòêëîíåíèé.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

È ä å í ò è ô è ê à ö è ÿ C a Á. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ïî-
òåíöèàëüíûõ áåëêîâ-ïàðòíåðîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ
ÃëèÐ, ìû èñïîëüçîâàëè äâóõãèáðèäíóþ ñèñòåìó äðîæ-
æåé, ïîçâîëÿþùóþ âûÿâëÿòü ôèçè÷åñêè âçàèìîäåéñòâó-
þùèå ïàðû áåëêîâ (Field, Song, 1989; Uetz et al., 2000).
Ïîñêîëüêó ïîòåíöèàëüíîé ìèøåíüþ äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ
ñ ãèïîòåòè÷åñêèì ÑàÁ ÿâëÿåòñÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèé äî-
ìåí ðåöåïòîðà, ýòîò ó÷àñòîê (àëüôà-1-ñóáúåäèíèöû ÃëèÐ
÷åëîâåêà, àìèíîêèñëîòû 311—392) áûë èñïîëüçîâàí â
êà÷åñòâå «íàæèâêè». Ïðîâåäåííûé ñêðèíèíã êÄÍÊ áèá-
ëèîòåêè ìîçãà ÷åëîâåêà ñ ýòèì äîìåíîì ïîçâîëèë âû-
ÿâèòü 5 áåëêîâ — ïîòåíöèàëüíûõ êàíäèäàòîâ íà ðîëü
ôóíêöèîíàëüíîãî ðåãóëÿòîðà ðàáîòû ãëèöèíîâûõ ðåöåï-
òîðîâ (Bregestovski et al., 2003).

Àíàëèç áèáëèîòåêè áàíêà äàííûõ ïîçâîëèë îïðåäå-
ëèòü, ÷òî îäèí èç áåëêîâ îòíîñèòñÿ ê êëàññó ÑàÁ. Â àìè-
íîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîãî áåëêà ñîäåðæàò-
ñÿ äâå «EF-ðóêè». Áûëè ïîëó÷åíû äâå ôîðìû ýòîãî áåë-
êà: óêîðî÷åííàÿ, â êîòîðîé «EF-äîìåíû» îòñóòñòâóþò
(CaÁ-1), è ïîëíàÿ (ÑàÁ-2).

Ïðèâåäåííûé â íàñòîÿùåé ðàáîòå ýëåêòðîôèçèîëî-
ãè÷åñêèé àíàëèç ïîñâÿùåí âûÿñíåíèþ âëèÿíèÿ óêîðî-
÷åííîãî áåëêà ÑàÁ-1 íà èîííûå òîêè ãëèöèíàêòèâèðó-
åìûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ëèíèé HEK-293 è ÑÍÎ.

Ý ë å ê ò ð î ô è ç è î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ä å é ñ ò -
â è ÿ Ñ à Á - 1. Ïðè ðåãèñòðàöèè òîêîâ ïèïåòêàìè, çàïîë-
íåííûìè «áåñêàëüöèåâûì» ðàñòâîðîì, êîíòðîëüíûå
êëåòêè HEK-293, ýêñïðåññèðóþùèå òîëüêî ÃëèÐ-1, èìå-
ëè ïîðîã àêòèâàöèè ïðè äåéñòâèè ãëèöèíà 10—50 ìêÌ.
Ýòè äàííûå ñîîòâåòñòâóþò ïîëó÷åííûì ðàíåå íàáëþäå-
íèÿì äëÿ ÃëèÐ, ýêñïðåññèðóåìûõ â ýòèõ êëåòêàõ (Fucile
et al., 1999, 2000). Â òå÷åíèå ïåðâûõ 24 ÷ ïîñëå òðàíñ-
ôåêöèè êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ÃëèÐ-1 è ÑàÁ-1, ìàëî
îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëüíûõ. Îäíàêî ÷åðåç 40—72 ÷ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ìíîãèå êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ÃëèÐ-1 è
ÑàÁ-1, â îòâåò íà àïïëèêàöèþ ãëèöèíà èìåëè óæå ïîðîã
àêòèâàöèè â ïðåäåëàõ 50—300 ìêÌ (ðèñ. 1, à).

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè âëèÿíèÿ ÑàÁ-1 íà ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü ÃëèÐ-1 ê ãëèöèíó ìû îïðåäåëÿëè êîíöåíò-
ðàöèþ àãîíèñòà, âûçûâàþùóþ 50%-íûé îòâåò (ÅÄ50).
×åðåç 40—72 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòîê áûëè îáíàðó-
æåíû çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â âåëè÷èíå ÅÄ50 ìåæäó
êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè ÍÅK-293 è HEK-293, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèìè ÃëèÐ-1 è ÑàÁ-1. Ðèñ. 1, á, íà êîòîðîì ïðåä-
ñòàâëåíû êîíöåíòðàöèîííûå çàâèñèìîñòè ãëèöèíàêòè-
âèðóåìûõ òîêîâ îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê è êëåòîê, ýêñï-
ðåññèðóþùèõ ÑàÁ-1, èëëþñòðèðóåò ýòè ðàçëè÷èÿ.
Âåëè÷èíà ÅÄ50 ãëèöèíà äëÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê âàðüè-
ðîâàëà îò 16 äî 330 ìêÌ, ñîñòàâëÿÿ â ñðåäíåì 68 ± 49
(n = 29). Ñðåäíèé êîýôôèöèåíò Õèëëà (nH) cîñòàâëÿë
3.3 ± 1.3. Ñðåäè êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ÃëèÐ-1 è
ÑàÁ-1, áûëè îáíàðóæåíû äâå ïîïóëÿöèè: êëåòêè, áëèç-
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Ðèñ. 1. Ìîäóëÿöèÿ Ca-ñâÿçûâàþùèì áåëêîì (CaÁ-1) ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ãëèöèíîâûõ ðåöåïòîðîâ (ÃëèÐ-1) ÷åëîâåêà, ýêñïðåñ-

ñèðîâàííûõ â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ëèíèè HEK-293.

à — òîêè, çàðåãèñòðèðîâàííûå â êëåòêå, òðàíñôèöèðîâàííîé ÃëèÐ-1
(ââåðõó, 1), è â êëåòêå, òðàíñôèöèðîâàííîé ÃëèÐ-1 è CaÁ-1 (âíèçó, 2), â îò-
âåò íà àïïëèêàöèþ ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ãëèöèíà (êîíöåíòðàöèÿ
óêàçàíà íàä êàæäûì îòâåòîì); êàëèáðîâêà — 500 ïÀ, 1 ñ. á — êðèâûå çà-
âèñèìîñòè òîêîâ îò êîíöåíòðàöèè ãëèöèíà äëÿ êëåòîê, ïîêàçàííûõ íà
ðèñ. 1, à: äëÿ êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùåé ÃëèÐ-1, êîíöåíòðàöèÿ ãëèöèíà
ÅÄ50 ñîñòàâëÿåò 82 ìêÌ (1), äëÿ êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííîé ÃëèÐ-1 è

CaÁ-1, — 627 ìêÌ (2).



êèå ïî ãëèöèíîâîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê êîíòðîëüíûì, è
êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ÃëèÐ, ñ íèçêîé ÷óâñòâèòåëü-
íîñòüþ ê ýòîìó àãîíèñòó. Âåëè÷èíà ÅÄ50 âàðüèðîâàëà îò
35 äî 800 ìêÌ, ñîñòàâëÿÿ â ñðåäíåì 409 ± 421 ìêÌ (ï =
= 60), à nH áûë ðàâåí 2.9 ± 1.2. Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè
Ð < 0.01.

Íà êëåòêàõ ÑÍÎ áûëè ïîëó÷åíû ìåíüøèå, íî äîñ-
òîâåðíûå ðàçëè÷èÿ. Ïîäîáíî êëåòêàì ÍÅK-293, êëåò-
êè ÑÍÎ, ýêñïðåññèðóþùèå ÃëèÐ-1 è ÑàÁ-1, â òå÷åíèå
ïåðâûõ 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè ìàëî îòëè÷àëèñü îò
êîíòðîëüíûõ. Îäíàêî ÷åðåç 40—80 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ìíîãèå êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ÃëèÐ-1 è ÑàÁ-1, ïîâû-
øàëè ïîðîã àêòèâàöèè äî êîíöåíòðàöèè ãëèöèíà 50—
100 ìêÌ.

Ðèñ. 2, à, íà êîòîðîì ïðåäñòàâëåíû êîíöåíòðàöèîí-
íûå çàâèñèìîñòè ãëèöèíàêòèâèðóåìûõ òîêîâ îò êîíò-
ðîëüíûõ êëåòîê è êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ÑàÁ-1, äå-
ìîíñòðèðóåò ýòè ðàçëè÷èÿ. Çíà÷åíèå ÅÄ50 äëÿ êîíò-
ðîëüíîé êëåòêè ñîñòàâëÿåò 34 ìêÌ, à äëÿ êëåòêè,
ýêñïðåññèðóþùåé ÃëèÐ-1 è ÑàÁ-1, — 523 ìêÌ. Çíà÷åíèÿ
ÅÄ50 äëÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê ÑÍÎ âàðüèðîâàëè îò 14
äî 209 ìêÌ, ñîñòàâëÿÿ â ñðåäíåì 54 ± 43 (ï = 25). Êîýô-
ôèöèåíò nH áûë ðàâåí 2.9 ± 1.3. Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäå-
ëåíèÿ êëåòîê ïî âåëè÷èíå ÅÄ50 äëÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê
ïîêàçàíà íà ðèñ. 2, á.

Äëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ÃëèÐ-1 è ÑàÁ-1, çíà-
÷åíèÿ ÅÄ50 âàðüèðîâàëè îò 10 äî 523 ìêÌ, ñîñòàâëÿÿ â
ñðåäíåì 123 ± 104 ìêÌ (n = 28), à êîýôôèöèåíò nH áûë
ðàâåí 2.4 ± 1.2. Èç ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ýòèõ êëå-
òîê ïî âåëè÷èíå EÄ50 (ðèñ. 2, â) âèäíî, ÷òî ñðåäíåå óâå-
ëè÷åíèå ÅÄ50 â ðåçóëüòàòå òðàíñôåêöèè îáóñëîâëåíî
ïîÿâëåíèåì ïîïóëÿöèè êëåòîê ñ î÷åíü íèçêîé ÷óâñòâè-
òåëüíîñòüþ ê ãëèöèíó.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàñòâîðà, ñî-
äåðæàùåãî 50 ìêÌ Ca2+, ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîíòðîëüíûìè
êëåòêàìè è êëåòêàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ÃëèÐ-1 è

ÑàÁ-1, áûëè íåäîñòîâåðíû. Çíà÷åíèÿ ÅÄ50 ñîñòàâëÿëè
ñîîòâåòñòâåííî 35 ± 28 (n = 7) è 64 ± 38 ìêÌ (ï = 7).

Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî áåëîê ÑàÁ-1 ìîäóëèðóåò ðàáîòó ÃëèÐ, âçàèìî-
äåéñòâóÿ ñ åãî öèòîïëàçìàòè÷åñêèì äîìåíîì. Ýòè äàí-
íûå ïîäòâåðæäàþò âûñêàçàííóþ ðàíåå ãèïîòåçó î ìåõà-
íèçìå Ñà-çàâèñèìîé ìîäóëÿöèè ÃëèÐ (Fucile et al., 2000)
è ïîçâîëÿþò îáúÿñíèòü ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè ýòèõ ðåöåïòîðîâ ê ãëèöèíó, êîòîðûå áûëè
îïèñàíû âî ìíîãèõ ðàáîòàõ (Grenningloh et al., 1990;
Mascia et al., 1998; Moorhouse et al., 1999; Wick et al.,
1999; Imboden et al., 2001) è ñóììèðîâàíû íàìè ðàíåå
(De Saint Jan et al., 2001). Îäíàêî äëÿ ïîëó÷åíèÿ îêîí÷à-
òåëüíûõ âûâîäîâ òðåáóþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâà-
íèÿ.
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Ðèñ. 2. Ìîäóëÿöèÿ Ca-ñâÿçûâàþùèì áåëêîì ÷óâñòâèòåëüíîñòè ãëèöèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ÷åëîâåêà, ýêñïðåññèðîâàííûõ â êóëüòèâè-
ðóåìûå êëåòêè ëèíèè CHO.

à — êðèâûå çàâèñèìîñòè òîêîâ îò êîíöåíòðàöèè ãëèöèíà: äëÿ êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííîé ÃëèÐ-1 (÷åðíûå êðóæêè), è äëÿ êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííîé
ÃëèÐ-1 + CaÁ-1 (áåëûå êðóæêè). Çíà÷åíèÿ ÅÄ50 ãëèöèíà óêàçàíû âîçëå êðèâûõ. á, â — ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî âåëè÷èíå ÅÄ50 ãëèöèíà

äëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ òîëüêî ÃëèÐ-1 (á), è äëÿ êëåòîê, òðàíñôèöèðîâàííûõ ÃëèÐ-1 + CaÁ-1 (â).
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Glycine receptors (GlyRs) provide the main inhibitory neurotransmission in spinal cord and brainstem sy-
napses of vertebrates. Fucile et al. (2000) discovered that elevation of intracellular Ca2+ caused rapid potentiati-
on of GlyRs. This modulation develops in less than 100 ms. It is characterized by an increase in GlyR apparent
affinity for glycine. It has been suggested that the phenomenon of Ca-induced potentiation involves an unknown
Ca2+-binding protein (CaBP). Using the yeast two-hybrid system, screening of human brain cDNA library aga-
inst the cytoplasmic loop of human alpha 1 subunit (GlyRh1) allowed us to identify five new interactors. One of
them belongs to a family of Ca-binding proteins. We analyzed effect of «short» forms of this protein (CaBP-S)
on functional properties of GlyRh1 expressed in HEK-293 and CHO cells. Using whole-cell recordings and ra-
pid agonist application we constructed concentration dependencies of glycine-induced currents. This analysis
revealed statistical differences in EC50s between control cells (expressing only GlyRh1) and those expressing
CaBP-S. In HEK-293 cells recorded under conditions of low intracellular Ca concentration (BAPTA 20 mM in
the recording pipette), EC50 for glycine in control cells and expressing GlyRh1 + CaBP-S were, correspondent-
ly, 68 ± 49 ìM (n = 29) and 409 ± 421 ìM (n = 60). In CHO cells EC50 were 54 ± 43 ìM (n = 25) and 123 ±
104 ìM (n = 28). These differences were statistically not significant at recording with intracellular solution con-
taining high Ca concentration (50 ìM). In this case EC50 were correspondently 35 ± 28 ìM (n = 7) and 64 ±
38 ìM (n = 7). These results suggest that CaBP-S causes decrease of GlyR sensitivity to agonist through interac-
tion with cytoplasmic domain of GlyR.

K e y w o r d s: glycine receptor, intracellular calcium, Ca2+-binding protein, cell lines HEK-293 and CHO,
ion currents.
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