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Ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî Ñà2à-÷óâñòâèòåëüíîãî çîíäà Fura-2AM èññëåäîâàíî ó÷àñòèå
ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàç (ÔÈ-êèíàç) â ðåãóëÿöèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2à, âûçâàííîãî ïóðèíåðãè-
÷åñêèì àãîíèñòîì ÀÒÔ è èíãèáèòîðîì ýíäîïëàçìàòè÷åñêèõ Ñà2à-ÀÒÔàç òàïñèãàðãèíîì â ïåðèòîíåàëü-
íûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Ïîêàçàíî, ÷òî äâà ñòðóêòóðíî ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðà ÔÈ-3-êèíàçû è ÔÈ-4-êè-
íàçû âîðòìàííèí è ñîåäèíåíèå LY294002 âûçûâàþò äîçîçàâèñèìîå èíãèáèðîâàíèå âõîäà Ñà2à, èíäó-
öèðîâàííîãî òàïñèãàðãèíîì èëè ÀÒÔ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÔÈ-3-êèíàçà è
ÔÈ-4-êèíàçà èãðàþò âàæíóþ ðîëü â àêòèâàöèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2à â ìàêðîôàãè, ïðè÷åì èõ äåé-
ñòâèå ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíî âëèÿíèåì íà ýëåìåíòû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëü-
ñòâóþò â ïîëüçó ìîäåëè åìêîñòíîãî âõîäà Ñà2à «ñâÿçûâàíèå ïî òèïó ñåêðåöèè», ïðåäïîëàãàþùåé îáðà-
òèìóþ òðàíñëîêàöèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî äåïî Ñà2à ê ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, ïðîèñõîäÿùóþ ñ ó÷àñ-
òèåì àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ è ÔÈ-êèíàç.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè, äåïîçàâèñèìûé âõîä Ñà2à, ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-
êèíàçû, âîðòìàííèí, LY294002.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: [Ñà2à]i — âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ Ñà2à, ÔÈ — ôîñôàòèäèëè-
íîçèòîë.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðåäïîëàãàþò, ÷òî îäíèì èç îñíîâ-
íûõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëèðóåìîãî âõîäà Ñà2à â ýëåêòðè÷åñêè
íåâîçáóäèìûå êëåòêè ÿâëÿåòñÿ òàê íàçûâàåìûé äåïîçàâè-
ñèìûé, èëè «åìêîñòíîé», âõîä Ñà2à. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ìî-
äåëüþ «åìêîñòíîãî» âõîäà Ñà2à (Putney, 1990; Berridge,
1995; Putney et al., 2001; Parekh, Putney, 2005), âõîä Ñà2à ðå-
ãóëèðóåòñÿ ñòåïåíüþ çàïîëíåíèÿ Ñà2à-äåïî òàêèì îáðàçîì,
÷òî îïóñòîøåíèå äåïî àêòèâèðóåò âõîä Ñà2à. Â òî æå âðåìÿ
ìåõàíèçìû, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ èíôîðìàöèÿ îá îïóñòî-
øåíèè äåïî ïåðåäàåòñÿ ê Ñà2à-êàíàëàì â ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå, äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ íåÿñíûìè.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîäèôèêàòîðîâ àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà (öèòîõàëàçèíîâ, ôàëëîèäèíà, ëàòðóíêóëèíà Â è
äæàñïëàêèíîëèäà) è èíãèáèòîðà âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîð-
òà áðåôåëüäèíà À íàìè ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àêòèíî-
âûå ôèëàìåíòû è G-áåëêè ìàëîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ñå-
ìåéñòâà arf, íåîáõîäèìûå äëÿ ìåõàíèçìà âåçèêóëÿðíîãî
òðàíñïîðòà â öåëîì, ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè ðåãóëÿòîðíûìè
ó÷àñòíèêàìè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2à â ïåðèòîíåàëü-
íûå ìàêðîôàãè êðûñû (Êðóòåöêàÿ è äð., 2001; Êóðèëîâà
è äð., 2006). Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëü-
çó ìîäåëè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2à «ñâÿçûâàíèå ïî
òèïó ñåêðåöèè» (secretion-like coupling model) (Patterson
et al., 1999; Rosado, Sage, 2000b), ïðåäïîëàãàþùåé îáðà-
òèìóþ òðàíñëîêàöèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî Ñà2à-äåïî ê ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, ïðîèñõîäÿùóþ ñ ó÷àñòèåì ìèêðî-
ôèëàìåíòîâ è áåëêîâ arf.

Èçâåñòíî, ÷òî ôîñôîèíîçèòèäû ÿâëÿþòñÿ óíèâåðñàëü-
íûìè ñèãíàëüíûìè ìîëåêóëàìè â ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåò-

êàõ. Òàê, ÔÈ-4, 5-äèôîñôàò ñîñòàâëÿåò 3 % îò îáùåãî
÷èñëà êèñëûõ ëèïèäîâ è áîëåå ÷åì 99 % îò äâàæäû ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûõ ïðîèçâîäíûõ ÔÈ â êëåòêàõ ìëåêîïèòà-
þùèõ (McLaughlin et al., 2002). ÔÈ-4, 5-äèôîñôàò çàÿêî-
ðèâàåò ðàçëè÷íûå ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû è ýëåìåíòû öè-
òîñêåëåòà íà ìåìáðàíå, à ìåòàáîëèçì ÔÈ-4, 5-äèôîñôàòà
òåñíî ñâÿçàí ñ ìåìáðàííûì òðàíñïîðòîì. Îòíîñèòåëüíî
íåäàâíî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÔÈ-4, 5-äèôîñôàò ðåãóëèðóåò
àêòèâíîñòü èîííûõ êàíàëîâ ðàçëè÷íûõ òèïîâ (Hilgemann
et al., 2001; Suh, Hille, 2005). Îáíàðóæåíî, ÷òî ôîñôîèíî-
çèòèäû ìåìáðàí èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåîðãàíèçà-
öèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ
(Janmey, 1994; Ma, Abrams, 1999). Òàê, äåéñòâèå ôîñôî-
èíîçèòèä-ñïåöèôè÷åñêèõ êèíàç, òàêèõ êàê ôîñôàòèäè-
ëèíîçèòîë-3-êèíàçà (ÔÈ-3-êèíàçà) è ôîñôàòèäèëèíîçè-
òîë-4-êèíàçà (ÔÈ-4-êèíàçà), èãðàþùèõ êëþ÷åâóþ ðîëü â
ìåòàáîëèçìå ôîñôîèíîçèòèäîâ, ïðèâîäèò ê äèíàìè÷å-
ñêîé ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ (Rameh, Cant-
ley, 1999; Cantrell, 2001; Cantley, 2002; Foster et al., 2003).

ÔÈ-3- è ÔÈ-4-êèíàçû è èõ ïðîäóêòû îáíàðóæåíû âî
âñåõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ, âêëþ÷àÿ êëåòêè êðîâè
(Wymann et al., 2000; Stephens et al, 2002). Òàê, â ïå-
ðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ ìûøè èäåíòèôèöèðîâàíû
ÔÈ-3-êèíàçû êëàññà 1À, èãðàþùèå âàæíóþ ðîëü â ïðî-
öåññàõ õåìîòàêñèñà è ôàãîöèòîçà (Wymann et al., 2000;
Stephens et al., 2002; Sakai et al., 2006). Óñòàíîâëåíî, ÷òî
êèíàçû ÔÈ-3 è ÔÈ-4 ðåãóëèðóþòñÿ ìàëûìè G-áåëêàìè,
òàêèìè êàê Rac è Rho (Gasman et al., 1998). Ñ äðóãîé ñòî-
ðîíû, ÔÈ-3-êèíàçà ìîæåò òàêæå àêòèâèðîâàòü áåëêè Rac
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(Balla, 1998; Vanhaesebroeck, Waterfield, 1999; Cantrell,
2001).

Âûäåëÿþò äâà ðàçëè÷íûõ ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà,
âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ ó÷àñòèå ôîñôîèíîçèòèäîâ. Òàê, â
êëàññè÷åñêîì ôîñôîèíîçèòèäíîì êàñêàäå ÔÈ-4-êèíàçà
ôîñôîðèëèðóåò ìåìáðàííûå ôîñôîëèïèäû â ïîëîæåíèè
Ñ-4, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îáðàçóåòñÿ ÔÈ-4, 5-äèôîñôàò, ÿâ-
ëÿþùèéñÿ ñóáñòðàòîì äëÿ ôîñôîëèïàçû Ñ. Ñ äðóãîé ñòî-
ðîíû, ôîñôîèíîçèòèäû ìîãóò áûòü ôîñôîðèëèðîâàíû â
ïîëîæåíèè Ñ-3 äðóãèì ôåðìåíòîì — ÔÈ-3-êèíàçîé, ÷òî
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ðàçëè÷íûõ ëèïèäíûõ ìåññåíä-
æåðîâ, òàêèõ êàê ÔÈ-3-ôîñôàò, ÔÈ-3, 4-äèôîñôàò è
ÔÈ-3, 4, 5-òðèôîñôàò, êîòîðûå íå ÿâëÿþòñÿ ñóáñòðàòîì
äëÿ ôîñôîëèïàçû Ñ (Cantrell, 2001). Ïîêàçàíî, ÷òî
ÔÈ-4-ôîñôàò è ÔÈ-4, 5-äèôîñôàò âëèÿþò íà îðãà-
íèçàöèþ öèòîñêåëåòà ïóòåì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ íåêîòîðû-
ìè àêòèíñâÿçûâàþùèìè áåëêàìè, à ÔÈ-3, 4-äèôîñôàò è
ÔÈ-3, 4, 5-òðèôîñôàò ìîãóò âûçûâàòü îñâîáîæäåíèå êîí-
öîâ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, ñïîñîáñòâóÿ òåì ñàìûì èõ
ïîëèìåðèçàöèè (Hartwig et al., 1996).

Êðîìå òîãî, óñòàíîâëåíî, ÷òî ÔÈ-êèíàçû, â ïåðâóþ
î÷åðåäü ÔÈ-3-êèíàçû, è èõ ëèïèäíûå ïðîäóêòû èãðàþò
âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà è
ñåêðåöèè (Wymann et al., 2003; Roth, 2004).

Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ïåðèòîíåàëü-
íûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû èçó÷àëè ðîëü ÔÈ-êèíàç â ðåãóëÿ-
öèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2à â êëåòêè. Èññëåäîâàëè
âëèÿíèå äâóõ ñòðóêòóðíî ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðîâ ÔÈ-3-
è ÔÈ-4-êèíàçû âîðòìàííèíà è LY294002 íà Ñà2à-ñèãíà-
ëû, èíäóöèðîâàííûå ïóðèíåðãè÷åñêèì àãîíèñòîì ÀÒÔ è
èíãèáèòîðîì ýíäîïëàçìàòè÷åñêèõ Ñà2à-ÀÒÔàç òàïñèãàð-
ãèíîì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà êóëüòèâèðóåìûõ ðåçè-
äåíòíûõ ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Êâàðöåâûå
ñòåêëà ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ êà-
ìåðó, çàïîëíåííóþ ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì ñëå-
äóþùåãî èîííîãî ñîñòàâà (â ìÌ): NaCl — 140, ÊÑl — 5,
CaCl2 — 1, MgCl2 — 1, HEPES-NaOH — 5, ðÍ 7.3—7.4.
Áåñêàëüöèåâàÿ ñðåäà ñîäåðæàëà 0 ìÌ ÑàÑl2 è 1 ìÌ
ÝÃÒÀ. Ïîäðîáíî ïðîöåäóðà êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàêðîôà-
ãîâ îïèñàíà ðàíåå (Êðóòåöêàÿ è äð., 1997).

Â îïûòàõ ïðèìåíÿëè ðåàêòèâû ôèðìû Sigma (ÑØÀ).
Ìàòî÷íûå ðàñòâîðû òàïñèãàðãèíà (500 ìêÌ), âîðòìàííè-
íà (1 ìÌ) è ñîåäèíåíèÿ LY294002 (2-(4-ìîðôîëèíèë)-8-
ôåíèë-4Í-1-áåíçîïèðàí-4-îí; 2-(4-ìîðôîëèíèë)-8-ôåíèë-
õðîìîí) (50 ìÌ) ãîòîâèëè â äèìåòèëñóëüôîêñèäå. Ìà-
òî÷íûé ðàñòâîð ÀÒÔ (100 ìÌ) ãîòîâèëè íà âîäå. Äëÿ
èçìåðåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ
([Ñà2à]i) èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé çîíä Fura-2AM.
Ìàêðîôàãè èíêóáèðîâàëè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì 2 ìêÌ Fura-2AM, â òå÷åíèå 45 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå.

Ñòåêëà ñ îêðàøåííûìè êëåòêàìè îòìûâàëè ôèçèîëî-
ãè÷åñêèì ðàñòâîðîì è ïåðåíîñèëè â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ
êàìåðó, ðàñïîëîæåííóþ íà ñòîëèêå ëþìèíåñöåíòíîãî
ìèêðîñêîïà Ëþìàì-ÊÔ (ËÎÌÎ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ôëóî-
ðåñöåíöèþ Fura-2AM âîçáóæäàëè ïðè 337 íì ñ ïîìîùüþ
àçîòíîãî ëàçåðà ËÃÈ-503. Ëàçåð ðàñïîëàãàëè ñáîêó îò
ìèêðîñêîïà ïîä óãëîì 30° ê ýêñïåðèìåíòàëüíîé êàìå-
ðå, ÷òî ïîçâîëÿëî íàïðàâèòü ëó÷ ëàçåðà íåïîñðåäñòâåííî
íà îáúåêò. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðåãèñòðèðîâà-

ëè ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôîòîíàñàäêè ÑÔÍ-10 ïðè äëèíå
âîëíû 510 íì. Ñèãíàë ñ ÔÝÓ-79 óñèëèâàëè ñïåöèàëüíî
ñêîíñòðóèðîâàííûì óñèëèòåëåì è ðåãèñòðèðîâàëè íà
êîìïüþòåðå IBM PC ñ èñïîëüçîâàíèåì îðèãèíàëüíîãî
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëü-
çîâàëè îáúåêòèâ 10ç ñ àïåðòóðîé 0.4. Ïðè äàííîì óâåëè-
÷åíèè â ïëîùàäü ôîòîìåòðèðóåìîãî ó÷àñòêà ïîïàäàëî
40—50 êëåòîê. Äëÿ èçáåæàíèÿ ôîòîâûãîðàíèÿ èçìåðåíèÿ
ïðîâîäèëè ÷åðåç êàæäûå 20 ñ îáëó÷åíèåì îáúåêòà â òå÷å-
íèå 2.5 ñ. Ïðè äîáàâëåíèè ÀÒÔ êëåòêè îáëó÷àëè íåïðå-
ðûâíî äî äîñòèæåíèÿ ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè. Çíà÷å-
íèÿ [Ñà2à]i ðàññ÷èòûâàëè ïî óðàâíåíèþ Ãðèíêåâè÷à
(Grynkiewicz et al., 1985). Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (22—24 °Ñ) íà 2—3-è ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê.

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè äâà ïîäõîäà. Â ïåðâîì
èññëåäîâàëè âëèÿíèå ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ àãåíòîâ íà
Ñà2à-îòâåò, âûçûâàåìûé ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãèíîì, â ìàê-
ðîôàãàõ, íàõîäÿùèõñÿ â íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì
ðàñòâîðå. Àãåíòû ââîäèëè ëèáî äî äåéñòâèÿ àãîíèñòîâ,
ëèáî ïîñëå, âî âðåìÿ ôàçû ïëàòî Ñà2à-ñèãíàëà, îòðàæàþ-
ùåé âõîä Ñà2à èç íàðóæíîé ñðåäû. Âî âòîðîì âàðèàíòå
îïûòîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ è óñèëåíèÿ âõîäà Ñà2à â êëåòêè èñ-
ïîëüçîâàëè ñëåäóþùóþ ñõåìó ýêñïåðèìåíòà. Ìàêðîôàãè
èíêóáèðîâàëè â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì
íà íèõ äåéñòâîâàëè îäíèì èç àãîíèñòîâ, âûçûâàÿ ìîáèëè-
çàöèþ Ñà2à èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïîñëå äîáàâëåíèÿ â
íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ñà2à è âîññòàíîâëåíèÿ ôèçèîëîãè-
÷åñêîãî ãðàäèåíòà êîíöåíòðàöèè Ñà2à íàáëþäàëîñü áûñò-
ðîå ïîâûøåíèå [Ñà2à]i, îòðàæàþùåå âõîä Ñà2à â êëåòêó.
Âîðòìàííèí è LY294002 äîáàâëÿëè äî ââåäåíèÿ àãîíè-
ñòîâ èëè âî âðåìÿ ðàçâèâàþùåãîñÿ âõîäà Ñà2à èç íàðóæ-
íîé ñðåäû.

Ðåçóëüòàòû

Äîáàâëåíèå ê ïåðèòîíåàëüíûì ìàêðîôàãàì 200 ìêÌ
ÀÒÔ âûçûâàåò äâóõôàçíûé Ñà2à-ñèãíàë: êðàòêîâðåìåí-
íûé ïèê, ñâÿçàííûé ñ ìîáèëèçàöèåé Ñà2à èç äåïî, è âûðà-
æåííîå äëèòåëüíîå «ïëàòî», îòðàæàþùåå âõîä Ñà2à â
êëåòêó (Alonso-Torre, Trautmann, 1993) (ðèñ. 1, à, â).

Ñïåöèôè÷åñêèé èíãèáèòîð ýíäîïëàçìàòè÷åñêèõ
Ñà2à-ÀÒÔàç òàïñèãàðãèí (0.5 ìêÌ) (Thastrup et al., 1989)
òàêæå âûçûâàåò äâóõôàçíûé Ñà2à-ñèãíàë: ìåíåå áûñòðûé
è íå î÷åíü âûðàæåííûé ïèê, ñâÿçàííûé ñ ìîáèëèçàöèåé
Ñà2à èç äåïî, è äëèòåëüíóþ ôàçó, îòðàæàþùóþ äåïîçàâè-
ñèìûé âõîä Ñà2à èç íàðóæíîé ñðåäû (ðèñ. 1, á, ã).

Èññëåäîâàíî âëèÿíèå ýôôåêòèâíîãî èíãèáèòîðà
ÔÈ-3- è ÔÈ-4-êèíàç âîðòìàííèíà (100 íÌ, 0.5 ìêÌ), âû-
äåëÿåìîãî èç Penicillium wortmanni (Nakanishi et al., 1995;
Walker et al., 2000), íà Ñà2à-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå èí-
ãèáèòîðîì ýíäîïëàçìàòè÷åñêèõ Ñà2à-ÀÒÔàç òàïñèãàðãè-
íîì è ïóðèíåðãè÷åñêèì àãîíèñòîì ÀÒÔ, â ïåðèòîíåàëü-
íûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â êîíöåíòðàöèè
100 íÌ âîðòìàííèí íå âëèÿåò íà ôàçó ìîáèëèçàöèè Ñà2à

èç äåïî è íåçíà÷èòåëüíî (íà 20—30 %) ïîäàâëÿåò âõîä
Ñà2à â ìàêðîôàãè, èíäóöèðîâàííûé ÀÒÔ èëè òàïñèãàð-
ãèíîì. Íà ðèñ. 2, à ïðåäñòàâëåíî âëèÿíèå 100 íÌ âîðò-
ìàííèíà íà Ñà2à-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÀÒÔ, â ïåðè-
òîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ. Êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ñî 100 íÌ âîðòìàííèíà â
íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, çàòåì ñòèìóëè-
ðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ. Âèäíî, ÷òî âîðòìàííèí â äàííîé
êîíöåíòðàöèè íå âëèÿåò íà ôàçó ìîáèëèçàöèè Ñà2à èç
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äåïî è ëèøü íåçíà÷èòåëüíî ïîäàâëÿåò äåïîçàâèñèìûé
âõîä Ñà2à, èíäóöèðîâàííûé ÀÒÔ.

Íà ðèñ. 2, á—ã ïîêàçàíî âëèÿíèå 0.5 ìêÌ âîðòìàííè-
íà íà Ñà2à-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÀÒÔ èëè òàïñèãàð-
ãèíîì, â ìàêðîôàãàõ. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê
ñ 0.5 ìêÌ âîðòìàííèíà â òå÷åíèå 5 ìèí äî ñòèìóëÿöèè
êëåòîê 0.5 ìêÌ òàïñèãàðãèíà â íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè÷å-
ñêîì ðàñòâîðå íå îêàçûâàëà âëèÿíèÿ íà ôàçó ìîáèëèçàöèè
Ñà2à èç äåïî, íî âûçûâàëà ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ïîäàâëå-
íèå äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2à (ðèñ. 2, á). Ñõîäíûå ðåçóëü-
òàòû ïîëó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì áåñêàëüöèåâîé ñðåäû. Â
îïûòàõ, ïîêàçàííûõ íà ðèñ. 2, â, ã, ìàêðîôàãè ñòèìóëèðî-
âàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ (ðèñ. 2, â) èëè 0.5 ìêÌ òàïñèãàðãèíà
(ðèñ. 2, ã) â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå. Ïîñëå
îêîí÷àíèÿ ôàçû ìîáèëèçàöèè Ñà2à èç äåïî âõîä Ñà2à èí-
äóöèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ñà2à. Âèä-
íî, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ 0.5 ìêÌ âîðò-
ìàííèíà â òå÷åíèå 5 ìèí äî ââåäåíèÿ ÀÒÔ ïðèâîäèò ê
ïðàêòè÷åñêè ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ ôàçû âõîäà Ñà2à â
ìàêðîôàãè (ðèñ. 2, â). Äîáàâëåíèå 0.5 ìêÌ âîðòìàííèíà
íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ñà2à, èíäóöèðîâàííîãî òàï-
ñèãàðãèíîì (ðèñ. 2, ã), âûçûâàåò ïîñòåïåííîå ñíèæåíèå
[Ñà2à]i äî áàçàëüíîãî óðîâíÿ. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,

÷òî âîðòìàííèí ïîäàâëÿåò òàêæå è óæå ðàçâèâøèéñÿ âõîä
Ñà2à â ìàêðîôàãè.

Âî âñåõ âàðèàíòàõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîêàçàíî, ÷òî ñî-
åäèíåíèå LY294002 âûçûâàåò äîçîçàâèñèìîå ïîäàâëåíèå
âõîäà Ñà2à, èíäóöèðîâàííîãî òàïñèãàðãèíîì èëè ÀÒÔ.
Ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ ìàêðîôàãîâ â òå÷åíèå
15—30 ìèí ñ LY294002 â íèçêîé êîíöåíòðàöèè (10 ìêÌ),
ïðè êîòîðîé ïðîèñõîäèò ñïåöèôè÷åñêîå èíãèáèðîâàíèå
ÔÈ-3-êèíàçû (Vlahos et al., 1994), ïðèâîäèò ê íåçíà÷èòåëü-
íîìó (íà 20—30 %) èíãèáèðîâàíèþ äåïîçàâèñèìîãî âõî-
äà Ñà2à â ìàêðîôàãè (ðèñ. 3). Â òî æå âðåìÿ ïðè âîçäåéñò-
âèè LY294002 â áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ (50 è
100 ìêÌ), ïðè êîòîðûõ ïðîèñõîäèò èíãèáèðîâàíèå è
ÔÈ-4-êèíàçû, íàáëþäàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ïîäàâëå-
íèå âõîäà Ñà2à, èíäóöèðîâàííîãî ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãè-
íîì (ðèñ. 4).

LY294002 âî âñåõ èññëåäîâàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ íå
âëèÿë íà ôàçó ìîáèëèçàöèè Ñà2à-ñèãíàëîâ, âûçâàííûõ
òàïñèãàðãèíîì (ðèñ. 3, á; 4, á, ã). Â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ
LY294002 íå îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà ôàçó
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Ðèñ. 1. Ñà2à-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÀÒÔ (à, â) è òàïñèãàð-
ãèíîì (ÒÃ; á, ã), â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ.

Çäåñü è íà ðèñ. 2—4: ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ, ìèí; ïî îñè îðäèíàò — êîí-
öåíòðàöèÿ Ñà2à 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 íîìè-
íàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, âõîä Ñà2à èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â íà-

ðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ñà2à.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå âîðòìàííèíà (ÂÒ) íà Ñà2à-ñèãíàëû, âûçâàííûå
ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãèíîì, â ìàêðîôàãàõ.

à, á — ìàêðîôàãè, íàõîäÿùèåñÿ â íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå,
ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí â ïðèñóòñòâèè 100 íÌ (à)
èëè 0.5 ìêÌ (á) ÂÒ, çàòåì ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ (à) èëè 0.5 ìêÌ
ÒÃ (á); â — êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí â ïðèñóòñòâèè 0.5 ìêÌ
ÂÒ â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ
ÀÒÔ, ïîñëå ÷åãî âõîä Ñà2à èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðå-
äó 2 ìÌ Ñà2à; ã — ìàêðîôàãè ñòèìóëèðîâàëè 0.5 ìêÌ ÒÃ â íîìèíàëüíî
áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, âõîä Ñà2à èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ
ñðåäó 2 ìÌ Ñà2à, 0.5 ìêÌ ÂÒ äîáàâëÿëè âî âðåìÿ ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà

Ñà2à.



ìîáèëèçàöèè Ñà2à-ñèãíàëîâ, âûçâàííûõ ÀÒÔ (ðèñ. 3, à).
Â òî æå âðåìÿ ïðè äîáàâëåíèè ê ìàêðîôàãàì LY294002 â
êîíöåíòðàöèè 50 èëè 100 ìêÌ íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå
(íà 40—70 %) óìåíüøåíèå ôàçû ìîáèëèçàöèè Ñà2à-ñèã-
íàëîâ, èíäóöèðóåìûõ ÀÒÔ (ðèñ. 4, à, â). Ýòî ñâÿçàíî,
ïî-âèäèìîìó, ñ òåì, ÷òî LY294002 â êîíöåíòðàöèè
50—100 ìêÌ âëèÿåò íà àêòèâíîñòü ÔÈ-4-êèíàçû, ðåãóëè-
ðóþùåé ñèíòåç àãîíèñò-÷óâñòâèòåëüíîãî ïóëà ôîñôîèíî-
çèòèäîâ, ëèìèòèðóÿ òåì ñàìûì êîëè÷åñòâî ÔÈ-4, 5-äè-
ôîñôàòà, äîñòóïíîãî äëÿ ôîñôîëèïàçû Ñ è îáðàçîâàíèÿ
Ñà2à-ìîáèëèçóþùåãî ìåññåíäæåðà èíîçèòîë-1, 4, 5-òðè-
ôîñôàòà.

Îáñóæäåíèå

Íàøè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åí-
íûìè íà òðîìáîöèòàõ ÷åëîâåêà (Jenner et al., 1996; Rosa-
do, Sage, 2000a, 2000b). Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîðû
ÔÈ-3- è ÔÈ-4-êèíàç âîðòìàííèí è LY294002 íå âëèÿþò
íà ìîáèëèçàöèþ Ñà2à èç äåïî, íî çíà÷èòåëüíî ïîäàâëÿþò
äåïîçàâèñèìûé âõîä Ñà2à, èíäóöèðîâàííûé òàïñèãàðãè-
íîì (Rosado, Sage, 2000a, 2000b). Îáðàáîòêà òðîìáîöèòîâ
ñîåäèíåíèåì LY294002 â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ, â êîòî-
ðîé îíî âëèÿåò íà àêòèâíîñòü ÔÈ-3-êèíàçû, íå âëèÿåò íà
ìîáèëèçàöèþ Ñà2à èç äåïî, âûçûâàåìóþ ôèçèîëîãè÷å-
ñêèì àãîíèñòîì òðîìáèíîì. Â òî æå âðåìÿ ïðè âîçäåéñò-
âèè LY294002 â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ íàáëþäàåòñÿ çà-
ìåòíîå ïîäàâëåíèå (íà 26 %) ôàçû ìîáèëèçàöèè Ñà2à èç
äåïî, èíäóöèðóåìîé òðîìáèíîì (Rosado, Sage, 2000a,
2000b). Íà àöèíàðíûõ êëåòêàõ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû
êðûñû îáíàðóæåíî, ÷òî âîðòìàííèí è LY294002 ïîäàâëÿ-
þò îáå ôàçû Ñà2à-ñèãíàëà, èíäóöèðîâàííîãî õîëåöèñòî-
êèíèíîì èëè êàðáàõîëîì, íî íå âëèÿþò íà ìîáèëèçàöèþ,
âûçâàííóþ òàïñèãàðãèíîì (Fischer et al., 2004). Âîðòìàí-
íèí è LY294002 ïîäàâëÿþò òàêæå âõîä Ñà2à, èíäóöèðî-
âàííûé õåìîêèíîì, â êëåòêàõ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà (Kansra
et al., 2001). Êðîìå òîãî, èíãèáèòîðû ÔÈ-3- è ÔÈ-4-êèíàç

âîðòìàííèí è LY294002 ïîäàâëÿþò àíòèãåíñòèìóëèðóå-
ìûé âõîä Ñà2à â Ò-êëåòêàõ ëèíèè Jurkat (Hsu et al., 2000) è
ëåéêåìè÷åñêèõ áàçîôèëàõ ëèíèè RBL-2H3 (Ching et al.,
2001). Íà êëåòêàõ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ïîêàçàíî òàêæå,
÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ âîðòìàííèíîì
èëè LY294002 âûçûâàåò óìåíüøåíèå äåïîçàâèñèìîãî
âõîäà Ñà2à, èíäóöèðîâàííîãî ýíäîòåëèíîì-1. Îäíàêî äî-
áàâëåíèå âîðòìàííèíà èëè LY294002 ïîñëå ñòèìóëÿöèè
êëåòîê ýíäîòåëèíîì-1 íå ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ âõîäà
Ñà2à. Ïî-âèäèìîìó, â äàííîì ñëó÷àå ÔÈ-3-êèíàçà íåîá-
õîäèìà äëÿ àêòèâàöèè, íî íå äëÿ ïîääåðæàíèÿ äåïîçàâè-
ñèìîãî âõîäà Ñà2à (Kawanabe et al., 2002). Â òî æå âðåìÿ
âîðòìàííèí è LY294002 ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿþò íà ìîáè-
ëèçàöèþ èç äåïî è âõîä Ñà2à, èíäóöèðîâàííûå ëåéêîòðèå-
íîì Â4, â ëåéêåìè÷åñêèõ áàçîôèëàõ ëèíèè RBL-2H3 êðû-
ñû (Ito et al., 2002).

Ðåçóëüòàòû íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì
âîðòìàííèíà è LY294002 ñâèäåòåëúñòâóþò î òîì, ÷òî
ÔÈ-3- è ÔÈ-4-êèíàçû èãðàþò âàæíóþ ðîëü â àêòèâàöèè
äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2à â ìàêðîôàãè. Îäíàêî òî, ÷òî
îáà áëîêàòîðà äåéñòâóþò ìåíåå ýôôåêòèâíî â ìàëûõ
êîíöåíòðàöèÿõ, êîòîðûå ñïåöèôè÷åñêè èíãèáèðóþò
ÔÈ-3-êèíàçû, ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÔÈ-4-êèíàçà
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ñîåäèíåíèÿ LY294002 â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ
íà Ñà2à-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãèíîì,

â ìàêðîôàãàõ.

à — ìàêðîôàãè, íàõîäÿùèåñÿ â íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå,
ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí â ïðèñóòñòâèè 10 ìêÌ
LY294002, çàòåì ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ; á — êëåòêè èíêóáèðîâà-
ëè â òå÷åíèå 15 ìèí ñ 10 ìêÌ LY294002 â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé
ñðåäå, çàòåì ñòèìóëèðîâàëè 0.5 ìêÌ ÒÃ, ïîñëå ÷åãî âõîä Ñà2à èíäóöèðî-

âàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ñà2à.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ñîåäèíåíèÿ LY294002 â êîíöåíòðàöèè 50 èëè
100 ìêÌ íà Ñà2à-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÀÒÔ èëè òàïñèãàð-

ãèíîì, â ìàêðîôàãàõ.

à, á — êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí â ïðèñóòñò-
âèè 50 ìêÌ LY294002 â íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, çàòåì
ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ (à) èëè 0.5 ìêÌ ÒÃ (á); â, ã — êëåòêè èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí â ïðèñóòñòâèè 100 ìêÌ LY294002 â áåñêàëü-
öèåâîé ñðåäå, çàòåì ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ (â) èëè 0.5 ìêÌ ÒÃ (ã)

è ââîäèëè â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ñà2à.



â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì ÔÈ-3-êèíàçà, âëèÿåò íà àêòèâà-
öèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2à â êëåòêàõ ýòîãî òèïà.
Âîçìîæíî òàêæå, ÷òî ÔÈ-4-êèíàçà ìîæåò îñëàáëÿòü èíãè-
áèðîâàíèå ÔÈ-3-êèíàçû, ôîñôîðèëèðóÿ ÔÈ-3-ôîñôàò,
îñòàþùèéñÿ â êëåòêå (Rosado, Sage, 2000à).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî ñèíòåç ôîñôîèíîçèòèäîâ íåîáõîäèì
äëÿ àêòèâàöèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2à â ìàêðîôàãè.
Àêòèâíîñòü ÔÈ-3- è ÔÈ-4-êèíàç ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíèì
èç ôàêòîðîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè ïóëà ôîñôîèíîçè-
òèäîâ, íåîáõîäèìîãî äëÿ àêòèâàöèè äåïîçàâèñèìîãî âõî-
äà Ñà2à, ïðè÷åì äåéñòâèå êèíàç ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíî
âëèÿíèåì íà ýëåìåíòû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, êàê ýòî
áûëî ïîêàçàíî íà òðîìáîöèòàõ ÷åëîâåêà (Rosado, Sage,
2000a, 2000b). Â ïîëüçó ýòîãî ñâèäåòåëüñòâóþò òàêæå äàí-
íûå î òîì, ÷òî ÔÈ-3-êèíàçû âûçûâàþò ðåîðãàíèçàöèþ àê-
òèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ
ìûøè (Miller et al., 2003; Allen et al., 2005).

Ìîæíî òàêæå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÔÈ-êèíàçû èëè
ôîñôîðèëèðîâàííûå ïðîèçâîäíûå ÔÈ, îáðàçóþùèåñÿ
ïðè äåéñòâèè ýòèõ êèíàç, ìîãóò ïðÿìî âçàèìîäåéñòâîâàòü
ñ äåïîçàâèñèìûìè Ñà2à-êàíàëàìè è ìîäóëèðîâàòü èõ àê-
òèâíîñòü. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðåäñòàâèòåëè òðåõ îñíîâíûõ
ñåìåéñòâ (TRPC, TRPM è TRPV) áîëüøîãî ñóïåðñåìåéñò-
âà TRP (transient receptor potential)-êaíaëoâ, á :îëüøàÿ
÷àñòü êîòîðûõ àêòèâèðóåòñÿ ïðè îïóñòîøåíèè äåïî, ñî-
äåðæàò îäèí èëè íåñêîëüêî ó÷àñòêîâ ñâÿçûâàíèÿ SÍ2-äî-
ìåíà ÔÈ-3-êèíàçû (Li et al., 2002; Nilius, 2003; Pedersen
et al., 2005). Âîçìîæíà òàêæå ïðÿìàÿ ìîäóëÿöèÿ àêòèâíî-
ñòè TRP-êaíaëoâ ôîñôîðèëèðîâàííûìè ïðîèçâîäíûìè
ÔÈ. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî ÔÈ-4, 5-äèôîñôàò ïðÿìî ñâÿçûâà-
åòñÿ ñ TRPV1-êaíàëîì â íåéðîíàõ è èíãèáèðóåò åãî àê-
òèâíîñòü (Chuang et al., 2001; Clapham, 2003; Prescott, Juli-
us, 2003; Dubyak, 2004; Clapham et al., 2005). Â òî æå âðå-
ìÿ ÔÈ-4, 5-äèôîñôàò àêòèâèðóåò TRÐÌ5-êàíàëû (Liu,
Liman, 2003) è TRPM4-êaíaëû (Zhang et al., 2005; Nilius
et al., 2006), ýêñïðåññèðîâàííûå â êëåòêàõ ëèíèè
ÍÅÊ-293, ÒRÐÌ7-êàíàëû â êëåòêàõ ñåðäöà êðûñû (Run-
nels et al., 2002; Clapham, 2003), TRPV5-êàíàëû â êëåòêàõ
ýïèòåëèÿ ïî÷êè (Lee et al., 2005) è TRPM8-êàíàëû, ýêñ-
ïðåññèðîâàííûå â îîöèòàõ Xenopus (Liu, Qin, 2005; Ro-
hacs et al., 2005; Balla, 2006). Ïîêàçàíî, ÷òî ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü TRPM8- è ÒRÐÌ5-êàíàëîâ ê ÔÈ-4, 5-äèôîñôàòó
ñâÿçàíà ñ ïðèñóòñòâèåì âûñîêîêîíñåðâàòèâíîãî TRP-äî-
ìåíà, ëîêàëèçîâàííîãî â ïðîêñèìàëüíîé ÷àñòè Ñ-òåðìè-
íàëüíîãî ôðàãìåíòà êàíàëîâ. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ÒRP-äî-
ìåí ìîæåò ñëóæèòü ó÷àñòêîì ñâÿçûâàíèÿ ÔÈ-4, 5-äèôîñ-
ôàòà è ÷òî ðåãóëÿöèÿ ÔÈ-4, 5-äèôîñôàòîì ìîæåò
ÿâëÿòüñÿ îáùèì ñâîéñòâîì ñóïåðñåìåéñòâà ÒRP-êàíàëîâ
(Pedersen et al., 2005; Rohacs et al., 2005).

Ïðîäóêò ÔÈ-3-êèíàçû ÔÈ-3, 4, 5-òðèôîñôàò òàêæå
âûñòóïàåò â êà÷åñòâå ëèïèäíîãî ìåññåíäæåðà è àêòèâèðó-
åò TRPC6-êàíàëû, ýêñïðåññèðîâàííûå â êëåòêàõ ëèíèè
ÍÅÊ-293 (Tseng et al., 2004). Ìíîãèå êàíàëû ñåìåéñòâà
TRPC øèðîêî ýêñïðåññèðîâàíû â êëåòêàõ êðîâè. Â ñâÿçè
ñ ýòèì ïîèñê ñïåöèôè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ Ñà2à-êàíàëîâ,
àêòèâèðóåìûõ ÔÈ-3, 4, 5-òðèôîñôàòîì, ìîæåò èìåòü
ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå äëÿ òåðàïèè áîëåçíåé êðîâè.

Ïîòåíöèàëçàâèñèìûå Ñà2à-êàíàëû òàêæå ÿâëÿþòñÿ
ìèøåíüþ äëÿ ÔÈ-êèíàç è ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïðîèçâîä-
íûõ ÔÈ, îáðàçóþùèõñÿ ïðè èõ äåéñòâèè. Íà êàðäèîìèî-
öèòàõ ìûøè ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå Ñà2à-êàíàëîâ
L-òèïà aq-ñóáúåäèíèöåé Gq-áåëêà îïîñðåäîâàíî èíãèáè-
ðîâàíèåì ÔÈ-3-êèíàçû (Lu et al., 2005). Ðåöåïòîðçàâèñè-
ìàÿ àêòèâàöèÿ Ñà2à-êàíàëîâ L-òèïà â íåéðîíàõ (Blair,

Marshall, 1997) è ìèîöèòàõ ñîñóäîâ êðûñû (Viard et al.,
1999; Macrez et al., 2001;Quignard et al., 2001; Steinberg,
2001; Callaghan et al., 2004) îïîñðåäîâàíà àêòèâàöèåé
ÔÈ-3-êèíàçû. Íà ìèîöèòàõ âîðîòíîé âåíû êðûñû îáíàðó-
æåíî, ÷òî ïðîäóêò ÔÈ-3-êèíàçû ÔÈ-3, 4, 5-òðèôîñôàò
ïðÿìî àêòèâèðóåò Ñà2à-êàíàëû L-òèïà (Le Blanc et al.,
2004). Óñòàíîâëåíî òàêæå, ÷òî ÔÈ-4, 5-äèôîñôàò íåîáõî-
äèì äëÿ ïîëíîöåííîé àêòèâíîñòè Ñà2à-êàíàëîâ P/Q-òèïà â
íåéðîíàõ ëÿãóøêè (Wu et al., 2002) è Ñà2à-êàíàëîâ N-òèïà
â ñèìïàòè÷åñêèõ íåéðîíàõ êðûñû (Gamper et al., 2004).

Èçâåñòíî, ÷òî ÔÈ-êèíàçû è èõ ëèïèäíûå ïðîäóêòû
èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè âåçèêóëÿðíîãî òðàíñ-
ïîðòà è ñåêðåöèè (Roth, 2004). Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì îá-
íàðóæåíî, ÷òî â êëåòêàõ ëèíèè ÍÅÊ-293 ÔÈ-3-êèíàçû
ó÷àñòâóþò â âûçâàííîé ýïèäåðìàëüíûì ôàêòîðîì ðîñòà
òðàíñëîêàöèè âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ TRPC5-êàíàëû, èç
ïîäìåìáðàííîãî ïóëà ê ïëàçìàëåììå è âñòðàèâàíèè êà-
íàëîâ â ìåìáðàíó (Bezzerides et al., 2004). Íà íåéðîíàõ
êðûñû ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâàöèÿ ÔÈ-3-êèíàç ñïîñîáñòâó-
åò òðàíñëîêàöèè ê ïëàçìàëåììå ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ
Ñà2à-êàíàëîâ N-òèïà (Viard et al., 2004).

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè ÔÈ-3- è ÔÈ-4-êèíàç â àêòèâàöèè è
ðåãóëÿöèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2à â ïåðèòîíåàëüíûå
ìàêðîôàãè êðûñû. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àêòèíî-
âûå ôèëàìåíòû è ìàëûå G-áåëêè ñåìåéñòâà arf, íåîáõîäè-
ìûå äëÿ ìåõàíèçìà âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â öåëîì,
ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè ðåãóëÿòîðíûìè ó÷àñòíèêàìè äåïîçà-
âèñèìîãî âõîäà Ñà2à â ìàêðîôàãè (Êðóòåöêàÿ è äð., 2001;
Êóðèëîâà è äð., 2006). Ðåîðãàíèçàöèÿ ýëåìåíòîâ öèòîñêå-
ëåòà ìîæåò ó÷àñòâîâàòü â ïðîöåññå òðàíñëîêàöèè Ñà2à-äå-
ïî ê ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, arf-áåëêè òàêæå âîâëå-
÷åíû â ýòîò ïðîöåññ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ðåîðãàíèçàöèÿ
öèòîñêåëåòà, ðàñïîëîæåííîãî íåïîñðåäñòâåííî ïîä ïëàç-
ìàëåììîé êëåòêè, ìîæåò ðåãóëèðîâàòü ñâÿçûâàíèå ìåæäó
IÐ3-ðåöåïòîðîì è äåïîçàâèñèìûì Ñà2à-êàíàëîì â ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíå. Ðîëü ìàëûõ G-áåëêîâ â ìåõàíèçìå
ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ìîæåò áûòü äî-
ïîëíåíà èëè äàæå îïîñðåäîâàíà àêòèâàöèåé ÔÈ-3- è
ÔÈ-4-êèíàç, ïðèâîäÿùåé ê ñèíòåçó ôîñôîèíîçèòèäîâ.
Ïî-âèäèìîìó, âñå ýòè êîìïîíåíòû òåñíî ñâÿçàíû è âîâëå-
÷åíû â êîìïëåêñíûé ñèãíàëüíûé êàñêàä, ïðèâîäÿùèé ê
äåïîçàâèñèìîìó âõîäó Ñà2à â ìàêðîôàãàõ è äðóãèõ íåâîç-
áóäèìûõ êëåòêàõ.

Íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ â íàñòîÿùåé
ðàáîòå è ðàíåå (Êðóòåöêàÿ è äð., 2001; Êóðèëîâà è äð.,
2006), ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî íàèáîëåå âåðîÿòíîé ìîäå-
ëüþ åìêîñòíîãî âõîäà Ñà2à â ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè
êðûñû ÿâëÿåòñÿ ìîäåëü «ñâÿçûâàíèå ïî òèïó ñåêðåöèè»,
ïðåäïîëàãàþùàÿ îáðàòèìóþ òðàíñëîêàöèþ Ñà2à-äåïî ê
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, ïðîèñõîäÿùóþ ñ ó÷àñòèåì àê-
òèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, áåëêîâ arf è ÔÈ-êèíàç.

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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THE EFFECT OF PHOSPHATIDYLINOSITOL KINASE INHIBITORS

ON STORE-DEPENDENT Ca2à-ENTRY IN MACROPHAGES

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

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

Using Fura-2AM microfluorimetry the role of phosphatidylinositol kinases in the regulation of Ca2à sig-
nals induced by purinergic agonist ATP and endoplasmic Ca2à-ATPase inhibitor thapsigargin in rat peritoneal
macrophages was investigated. It was shown that two structurally distinct phosphatidylinositol 3- and phospha-
tidylinositol-4-kinases inhibitors wortmannin and LY294002 showed a dose- dependent effect on store-depen-
dent Ca2à-entry, induced by thapsigargin or ATP. The data suggest that phosphatidylinositol 3- and phosphati-
dylinositol-4-kinases play an important role in the activation of store-dependent Ca2à-entry in macrophages and
that their effect might be mediated by their influence on actin cytoskeleton. The results are compatible with the
«secretion-like coupling model» for store-dependent Ca2à-entry in macrophages based on a reversible traffic-
king and coupling of the Ca2à store with the plasma membrane which suggests the involvement of microfila-
ments and phosphatidylinositol kinases.

K e y w o r d s: peritoneal macrophages, store-dependent Ca2à-entry, phosphatidylinositol kinases, wort-
mannin, LY294002.
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