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Óñòàíîâëåíî, ÷òî â êëåòêàõ èíôóçîðèé Tetrahymena pyriformis ïåðåäà÷à ïðîëèôåðàòèâíîãî ñèãíàëà,
èíäóöèðîâàííîãî ÝÔÐ, íå ñâÿçàíà ñ àâòîôîñôîðèëèðîâàíèåì ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç. Ó ýòèõ ìèêðî-
îðãàíèçìîâ ÝÔÐ èíèöèèðóåò ìèòîãåííûé ïóòü, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåáÿ ìåìáðàííûå áåëêè òèðîçèíêè-
íàçíîãî òèïà (áåç ñàéòîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó), àäåíèëàòöèêëàçó, òèðîçèí- è Ca2+-çàâèñèìûå
ERK-ïîäîáíûå êèíàçû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Tetrahymena pyriformis, âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ, ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî
òèðîçèíó, ïðîëèôåðàöèÿ, ÝÔÐ, Src-òèðîçèíêèíàçà, Ca2+, ERK.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÖ — àäåíèëàòöèêëàçà, öÀÌÔ — öèêëè÷åñêèé àäåíîçèíìîíîôîñôàò,
Gs — ãåòåðîòðèìåðíûé G-áåëîê ñòèìóëèðóþùåãî òèïà, EGF — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, ERK1 è
ERK2 — èíòåãðàëüíûå MAP-êèíàçû, MAP-êèíàçà — ìèòîãåíàêòèâèðóåìàÿ ïðîòåèíêèíàçà, PTK — ïðî-
òåèí(òèðîçèí)êèíàçà, Src-òèðîçèíêèíàçà — êëåòî÷íàÿ òèðîçèíêèíàçà.

Âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ èìååò äðåâíåå ýâî-
ëþöèîííîå ïðîèñõîæäåíèå, è ìíîãèå ñòðóêòóðíûå è
áèîõèìè÷åñêèå ýëåìåíòû ðåãóëÿòîðíûõ ñèãíàëüíûõ ìå-
õàíèçìîâ îáíàðóæèâàþòñÿ óæå ó íèçøèõ ýóêàðèîò. Ó îò-
äåëüíûõ ïðåäñòàâèòåëåé ïðîñòåéøèõ íà êëåòî÷íîé ïî-
âåðõíîñòè îáíàðóæåíû ðåöåïòîðîïîäîáíûå ñòðóêòóðû,
ñïîñîáíûå àêòèâèðîâàòüñÿ ïîä äåéñòâèåì ãîðìîíîâ è
ôàêòîðîâ ðîñòà ìëåêîïèòàþùèõ (Shemarova, 2006). Â ðå-
çóëüòàòå ðåöåïòîðíîé ñòèìóëÿöèè çàïóñêàþòñÿ êàñêàäû
ðåàêöèé, ëåæàùèõ â îñíîâå ïåðåäà÷è ïðîëèôåðàòèâíîãî
ñèãíàëà. Ïîìèìî ýëåìåíòîâ ñèãíàëèçàöèè, ôóíêöèî-
íàëüíî ñâÿçàííûõ ñ ðåöåïòîðàìè ôàêòîðîâ ðîñòà, ó îäíî-
êëåòî÷íûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ èìååòñÿ ïàðàëëåëüíûé,
ïî-âèäèìîìó íå çàâèñèìûé îò ÝÔÐ è äðóãèõ ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ, ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî ðîñòà, â êîòî-
ðîì àêòèâíàÿ ðîëü îòâîäèòñÿ öèêëè÷åñêèì íóêëåîòèäàì
(Øåìàðîâà è äð., 2002).

Ðàíåå (Øåìàðîâà è äð., 2004) íàì óäàëîñü ïîêàçàòü,
÷òî ÝÔÐ ìëåêîïèòàþùèõ îêàçûâàåò ñòèìóëèðóþùåå
âëèÿíèå íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü èíôóçîðèé
Tetrahymena pyriformis. Ìû âûÿñíèëè, ÷òî ÝÔÐ â êîí-
öåíòðàöèè 10–8 Ì óñêîðÿåò ñèíòåç áåëêà è ÐÍÊ è òåì ñà-
ìûì âíîñèò ñóùåñòâåííûé âêëàä â óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè
ñèíòåçà ÄÍÊ è ñîîòâåòñòâåííî ñêîðîñòè êëåòî÷íîãî ðîñ-
òà (Øåìàðîâà è äð., 2004). Îäíàêî ñèãíàëüíûå ìåõàíèç-
ìû, îáåñïå÷èâàþùèå ðåãóëÿöèþ ýòîãî ïðîöåññà ó ìèê-
ðîîðãàíèçìîâ, ïî-ïðåæíåìó íåÿñíû. Â ÷àñòíîñòè, îñòà-
åòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ î òîì, êàêèì îáðàçîì ìèêðî-
îðãàíèçìû ðàñïîçíàþò èíäóöèðîâàííûå ÝÔÐ ñèãíàëû.
ßâëÿþòñÿ ëè ýòè ñèãíàëû ïðîëèôåðàòèâíûìè, äåéñòâóþ-
ùèìè, êàê ó âûñøèõ ýóêàðèîò, ÷åðåç ìåõàíèçì àâòîôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðîâ ôàêòîðîâ ðîñòà, ëèáî îíè çà-

ïóñêàþò ïðîãðàììó ðîñòà ÷åðåç ñòèìóëÿöèþ ñèãíàëüíî-
ãî ïóòè, íåçàâèñèìîãî îò àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåï-
òîðíûõ òèðîçèíêèíàç. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ñäåëàëè
ïîïûòêó ïðîÿñíèòü ýòîò âîïðîñ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü ðàáîòû áûëà âûïîëíåíà íà
ýêñïîíåíöèàëüíî è ñòàöèîíàðíî ðàñòóùèõ êóëüòóðàõ
T. pyriformis (àìèêðîíóêëåóñíûé øòàìì GL), âûðàùèâàå-
ìûõ àêñåíè÷åñêè ïðè 28 °C â ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà:
100 ìã/ë NaCl, ïî 10 ìã/ë KCl, CaCl2 è MgCl2, 20 ìã/ë Na-
HCO3, 1 ã/ë ñóõîãî ýêñòðàêòà áû÷üåé ïå÷åíè (Difco,
ÑØÀ), 15 ã/ë ïåïòîíà (Richter, Âåíãðèÿ), 2 ã/ë ñóõîãî
äðîææåâîãî ýêñòðàêòà (Serva, Ãåðìàíèÿ) è 0.1 ìë/ë òðè-
ñóëüôîíà. Óñëîâèÿ âûðàùèâàíèÿ êëåòîê îïèñàíû ðàíåå
(Øåìàðîâà è äð., 2002). Â îïûòíîé ñåðèè èíîêóëóì èñ-
õîäíîé êóëüòóðû îáúåìîì 1 ìë, ñîäåðæàùèé 5.0�105—
7.5�105 êëåòîê, ïîìåùàëè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó îáúå-
ìîì 10 ìë, èç ñîñòàâà êîòîðîé áûëè èñêëþ÷åíû ýêñòðàêò
áû÷üåé ïå÷åíè è äðîææåâîé ýêñòðàêò è â êîòîðóþ áûë
äîáàâëåí ÝÔÐ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10–8 Ì. Â êîíò-
ðîëüíîé ñåðèè òåòðàõèìåí ïîìåùàëè â òàêóþ æå ñðåäó
áåç ÝÔÐ. ÝÔÐ áûë âûäåëåí èç ïîä÷åëþñòíûõ æåëåç ñàì-
öîâ ìûøè ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå (Ñîðêèí è äð.,
1989). Ñèíõðîíèçàöèþ äåëåíèé êëåòîê âûçûâàëè ïóòåì
ïåðåíîñà èíîêóëóìà êëåòîê, íàõîäèâøèõñÿ â ñðåäíåé ñòà-
öèîíàðíîé ôàçå ðîñòà êóëüòóðû (48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ), â
ñâåæóþ ðîñòîâóþ ñðåäó (Øåìàðîâà è äð., 2002).

Ãîìîãåíàò êëåòîê äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÀÖ ïîëó÷àëè èç
îñàæäåííûõ öåíòðèôóãèðîâàíèåì (600 g â òå÷åíèå 5 ìèí)
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òåòðàõèìåí. Îñàæäåííûå êëåòêè îñòîðîæíî îòìûâàëè
20 ìÌ Òðèñ-HCl-áóôåðîì (pH 7.5), ïîñëå ÷åãî èõ ðàçðó-
øàëè îçâó÷èâàíèåì â òå÷åíèå 30 ñ íà óëüòðàçâóêîâîì
äåçèíòåãðàòîðå ÓÇÄÍ-2Å ïðè ÷àñòîòå 20 êÃö. Àêòèâ-
íîñòü ÀÖ (ÊÔ 4.6.1.1) îïðåäåëÿëè ïî îáùåïðèíÿòîé ìå-
òîäèêå (Solomon et al., 1974).

Êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â ÿäðàõ îïðåäåëÿëè â ñòàðòîâîé
òî÷êå (0 ìèí), à â äàëüíåéøåì ÷åðåç êàæäûå 30 ìèí íà
ïðîòÿæåíèè 4 ÷ â ôèêñèðîâàííûõ æèäêîñòüþ Êàðíóà è
îêðàøåííûõ ïî Ô¸ëüãåíó ïðåïàðàòàõ ìåòîäîì àáñîðáöè-
îííîé öèòîôîòîìåòðèè (Øåìàðîâà è äð., 2002).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ðåöåïòîðîâ ê ÝÔÐ ñòèìóëèðîâàííûå
ÝÔÐ êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 600 g â òå÷åíèå
5 ìèí, ïðîìûâàëè 1 ðàç PBS è 2 ðàçà ðàñòâîðîì PBS, ñî-
äåðæàùèì 5 ìÌ NaF è 1 ìÌ Na3VO4. Òîòàëüíûé ëèçàò
ïîëó÷àëè äîáàâëåíèåì ê êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè 0.2 ìë ëè-
çèðóþùåãî áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 50 ìÌ Òðèñ-HCl-áóôå-
ðà (pH 7.5), 150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ Na3VO4, 1 ìÌ NaF, 1 ìÌ
ÝÄÒÀ, 0.5 ìÌ PMSF, ïî 1 ìêã/ìë ëåéïåïòèíà, àïðîòèíè-
íà è ïåïñòàòèíà, 10 % ãëèöåðèíà è 1 % Òðèòîíà X-100.
Êëåòêè èíêóáèðîâàëè 15—45 ìèí ïðè 4 °C. Êëåòî÷íûé
ëèçàò öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 10 000 g.
Ê ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè 0.25 áóôåðà äëÿ ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêèõ ïðîá (40 ìÌ Òðèñ, pH 6.8, 10 % äîäåöèëñóëü-
ôîíàòà íàòðèÿ — SDS, 20 % 2-ìåðêàïòîýòàíîëà è 40 %
ãëèöåðèíà) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 100 °C.
Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè ìå-
òîäîì ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðè-
ñóòñòâèè SDS â ìîäèôèêàöèè Ëýììëè (Laemmli, 1970).
Êîíöåíòðèðóþùèé ãåëü (pH 6.8) ñîäåðæàë 4 % ïîëè-
àêðèëàìèäà, ðàçäåëÿþùèé (pH 8.8) — 8 %. Ðàçäåëå-
íèå áåëêîâ ïðîâîäèëè â áëîêàõ ãåëÿ 90 � 60 � 1 ìì ïðè
ñèëå òîêà 30 ìÀ íà ïëàñòèíó â òå÷åíèå 2 ÷. Ðàçäåëåí-
íûå â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå áåëêè ïåðåíîñèëè íà íèò-
ðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó Hybond-C extra (Amersham
Pharmacia Biotech, Øâåöèÿ). Ýëåêòðîïåðåíîñ îñóùåñòâ-
ëÿëè ïðè ñèëå òîêà 0.8 ìÀ íà 1 ñì2 ãåëÿ â òå÷åíèå 1 ÷ â
áóôåðå äëÿ ïîëóñóõîãî ïåðåíîñà (48 ìÌ Òðèñ, 39 ìÌ
ãëèöèíà, 0.037 % SDS è 3 % ìåòàíîëà). Äëÿ âèçóàëèçà-
öèè áåëêîâûõ ïîëîñ èñïîëüçîâàëè Ponceau S (Sigma,
ÑØÀ).

Èììóíîáëîòèíã ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäè-
êîé ECL Western blotting protocois (Amersham). Èíêóáà-
öèþ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî òèðîçèíà
(êëîí PY20) ïðîâîäèëè ïðè 4 °C. Âñå îñòàëüíûå ïðî-
öåäóðû îñóùåñòâëÿëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ìåì-
áðàíó ïðîìûâàëè TIBS (20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5,
150 ìÌ NaCl è 0.1 % Tween-20), ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâà-
ëè ïîñëåäîâàòåëüíî â 5%-íîì ðàñòâîðå îáåçæèðåííîãî
ìîëîêà â TIBS â òå÷åíèå 1 ÷ è â ðàñòâîðå ïåðâè÷íûõ àí-
òèòåë â 1%-íîì ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-
ìèíà â TIBS â òå÷åíèå 1 ÷, çàòåì ïðîìûâàëè TIBS (3 ðàçà
ïî 5 ìèí). Äàëåå ìåìáðàíó ïîìåùàëè íà 1 ÷ â ðàñòâîð âòî-
ðè÷íûõ àíòèòåë â 5%-íîì ðàñòâîðå îáåçæèðåííîãî ìî-
ëîêà â TIBS, ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè TIBS (3 ðàçà ïî
5 ìèí). Äëÿ äåòåêöèè ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè âòî-
ðè÷íûõ àíòèòåë — êîçüèõ àíòèòåë, ïîëó÷åííûõ ïðîòèâ
èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, ñêîíúþãèðîâàííûõ ñ ïå-
ðîêñèäàçîé (GAM-HRP; Sigma, ÑØÀ), — èñïîëüçîâàëè
ðåàêöèþ óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåíöèè (ECL, Amer-
sham). Ìåìáðàíó ïðîìûâàëè âîäîé è èíêóáèðîâàëè
â òåìíîòå 1 ìèí â ñâåæåïðèãîòîâëåííîì ðàñòâîðå, ñî-
äåðæàùåì 100 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 8.5), 1.25 ìÌ ëþìè-
íîëà, 0.2 ìÌ êóìàðîâîé êèñëîòû è 0.01 % H2O2. Õåìè-
ëþìèíåñöåíòíîå èçëó÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè ïîñëå ýêñ-

ïîíèðîâàíèÿ íà ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêå (CEA AB, Øâå-
öèÿ).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè íåîðãàíè÷åñêèå ñîëè ïðîèç-
âîäñòâà «Âåêòîí» (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã); ðåàêòèâû ôèðìû
Sigma (ÑØÀ): èíãèáèòîð òèðîçèíêèíàçû ðåöåïòîðà ÝÔÐ
òèðôîñòèí AG1478 (5 ìêÌ), èíãèáèòîð MAP ERK1,2-êè-
íàç PD98059 (40 ìêÌ); èíãèáèòîð Src-êèíàçû CGP77675
(1 ìêÌ; Novartis, Øâåéöàðèÿ); ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòå-
ëà ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî òèðîçèíà PY20 (Cell Sig-
naling Technology, ÑØÀ); [32P]áÀÒÔ ôèðìû «Èçîòîï»
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ýêñïåðèìåíòàõ ïåðâîé ñåðèè ìû èññëåäîâàëè ìåì-
áðàííûå áåëêè, ñïîñîáíûå ê òðàíñìåìáðàííîé ïåðåäà÷å
â êëåòêó ñèãíàëà, èíäóöèðîâàííîãî ÝÔÐ, âûÿâëÿÿ èõ ñ
èñïîëüçîâàíèåì èììóíîáëîòèíãà òîòàëüíûõ ëèçàòîâ
êëåòîê T. pyriformis, ñòèìóëèðîâàííûõ ÝÔÐ. Ñòèìóëÿ-
öèþ êëåòîê ÝÔÐ îñóùåñòâëÿëè íà ïðîòÿæåíèè 15—
45 ìèí ïðè 28 °C. Ïî îêîí÷àíèè ïðîëèôåðàòèâíîé ñòè-
ìóëÿöèè èç êëåòîê ãîòîâèëè ëèçàòû, ïðîâîäèëè èììó-
íîáëîòèíã, ïîñëå êîòîðîãî ãåëè êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ïîä-
âåðãàëè îáðàáîòêå àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàí-
íîãî òèðîçèíà. Îêàçàëîñü, ÷òî íè ïðè êàêèõ îáðàáîòêàõ
ÝÔÐ — íè ïðè áîëåå êðàòêîâðåìåííûõ â òå÷åíèå 15 ìèí,
íè ïðè áîëåå äëèòåëüíûõ â òå÷åíèå 45 ìèí — íå íàáëþ-
äàåòñÿ äàæå íåçíà÷èòåëüíîãî îêðàøèâàíèÿ áåëêîâûõ ïî-
ëîñ íà ìåìáðàíå. Ïðè ýòîì âî âñåõ êîíòðîëüíûõ ïðîáàõ
ÝÔÐ âûçûâàë ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî òèðîçèíó ðåöåïòîðà
ÝÔÐ ìûøè ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ñ ïîñëåäóþ-
ùèì åãî ñíèæåíèåì (âèçóàëüíàÿ îöåíêà). Íà îñíîâàíèè
ïðîâåäåííîãî ýêñïåðèìåíòà, à òàêæå ñ ó÷åòîì äàííûõ î
òîì, ÷òî àíòèòåëà PY20 ñïåöèôè÷åñêè óçíàþò ôîñôîðè-
ëèðîâàííûé òèðîçèí â áåëêàõ æèâîòíûõ ðàçíîãî óðîâíÿ
îðãàíèçàöèè, â òîì ÷èñëå è â áåëêàõ îäíîêëåòî÷íûõ
ýóêàðèîò (Flores-Robles et al., 2003), ìû çàêëþ÷èëè, ÷òî â
ìåìáðàíàõ òåòðàõèìåí îòñóòñòâóþò ðåöåïòîðû, ñïîñîá-
íûå ê àâòîôîñôîðèëèðîâàíèþ ïî òèðîçèíó.

Èíòåðåñíî, ÷òî ðàíåå ó òåòðàõèìåí áûëè îáíàðóæå-
íû áåëêè, ñõîäíûå ñ â-öåïÿìè èíñóëèíîïîäîáíîãî ôàê-
òîðà ðîñòà I (Christopher, Sundermann, 1996), êîòîðûå íà
îñíîâàíèè ñòðóêòóðíîãî ñõîäñòâà áûëè îòíåñåíû ê ðå-
öåïòîðíûì òèðîçèíêèíàçàì. Êàê è ðåöåïòîð ÝÔÐ, îíè
ìîãóò àêòèâèðîâàòüñÿ ÝÔÐ. Îòñóòñòâèå òèðîçèíîâîãî
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â ìåìáðàííîé êëåòî÷íîé ôðàêöèè
òåòðàõèìåí ìîæåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ìåõàíèçì òðàíñ-
ìåìáðàííîé ïåðåäà÷è ñèãíàëà, èíäóöèðîâàííîãî ÝÔÐ, ó
ýòèõ îðãàíèçìîâ íå ñâÿçàí ñ àâòîôîñôîðèëèðîâàíèåì ðå-
öåïòîðîâ òèðîçèíêèíàçíîãî òèïà. Îäíàêî ôóíêöèîíàëü-
íîå ñõîäñòâî â äåéñòâèè ÝÔÐ íà íèñõîäÿùèå çâåíüÿ ìè-
òîãåííîãî ïóòè ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü âîçìîæíîñòü ñó-
ùåñòâîâàíèÿ ó ýòèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ðåöåïòîðîâ òèðî-
çèíêèíàçíîãî òèïà, àêòèâèðóþùèõñÿ ïðè ó÷àñòèè íåèç-
âåñòíîãî ïîêà àëüòåðíàòèâíîãî ìåõàíèçìà.

Ìèøåíüþ äåéñòâèÿ ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç ÿâ-
ëÿþòñÿ ðåãóëÿòîðíûå è ñèãíàëüíûå òèðîçèíñîäåðæàùèå
áåëêè, ìíîãèå èç êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ íà÷àëüíûìè çâåíüÿ-
ìè ìèòîãåíàêòèâèðóåìûõ ïðîòåèíêèíàçíûõ êàñêàäîâ.
Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, ìîãóò ëè âëèÿòü ôàêòîðû ðîñ-
òà, äåéñòâóþùèå ó ìëåêîïèòàþùèõ ÷åðåç òèðîçèíêèíà-
çû, íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü òåòðàõèìåí, ìû
ïðîâåëè ýêñïåðèìåíò ñ èñïîëüçîâàíèåì èíãèáèòîðîâ
PTK è àññîöèèðîâàííîé ñ ðåöåïòîðîì Src-òèðîçèíêèíà-
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çû. Ñ ýòîé öåëüþ èíôóçîðèé, ñòèìóëèðîâàííûõ ê ðîñòó
ÝÔÐ, â òå÷åíèå 1 ÷ èíêóáèðîâàëè ñ âûøåíàçâàííûìè èí-
ãèáèòîðàìè, à çàòåì îöåíèâàëè âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ íà
ðîñò êëåòîê ïî ñðåäíåìó ñîäåðæàíèþ â èõ ÿäðàõ ÄÍÊ.
Êàê âèäíî èç ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 1 äàííûõ, òåòðàõè-
ìåíû, ðàñòóùèå â ñâåæåé ñðåäå, â ñðåäå ñ ÝÔÐ, à òàêæå â
ñðåäå ñ èíãèáèòîðîì ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç, ñîäåð-
æàëè íåñêîëüêî áîëüøå ÄÍÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ íå ñòèìó-
ëèðîâàííûìè ê ðîñòó êëåòêàìè è êëåòêàìè, ðàñòóùèìè â
ñðåäå ñ èíãèáèòîðîì Src-òèðîçèíêèíàç. Ïî-âèäèìîìó,
íåêîòîðîå ïîäàâëåíèå ñèíòåçà ÄÍÊ, âûçâàííîå èíãèáè-
òîðîì Src-òèðîçèíêèíàç, â áîëüøåé ñòåïåíè îáóñëîâëå-
íî åãî öèòîòîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì è ëèøü íåçíà÷èòåëü-
íî ñâÿçàíî ñî ñïåöèôè÷åñêèì âëèÿíèåì íà ñèãíàëüíóþ
ôóíêöèþ. Íà ýòî ìîãóò óêàçûâàòü ãèáåëü ÷àñòè êëåòî÷-
íîé ïîïóëÿöèè ñðàçó ïîñëå âîçäåéñòâèÿ èíãèáèòîðà è
îòñóòñòâèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó â êëåòî÷íûõ
ëèçàòàõ. Òåì íå ìåíåå ïîëó÷åííûå â ýêñïåðèìåíòå äàí-
íûå íå èñêëþ÷àþò âîçìîæíîñòè ñóùåñòâîâàíèÿ ó òåòðà-
õèìåí áåëêà ñ ôóíêöèîíàëüíûìè ñâîéñòâàìè Src-òèðî-

çèíêèíàç è åãî ó÷àñòèÿ â ïåðåäà÷å ïðîëèôåðàòèâíîãî
ñèãíàëà. Òàêîå ó÷àñòèå, áóäó÷è íå ñâÿçàííûì ñ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèåì ýôôåêòîðíûõ áåëêîâ ïî òèðîçèíó, ìîæåò
íîñèòü îïîñðåäîâàííûé õàðàêòåð è âêëþ÷àòü â ñåáÿ ìå-
õàíèçì àëëîñòåðè÷åñêîé àêòèâàöèè.

Â öåëîì ïîëó÷åííûå â ýòèõ äâóõ ýêñïåðèìåíòàõ ðå-
çóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ó òåòðàõèìåí îò-
ñóòñòâóþò ñòðóêòóðíûå àíàëîãè òèðîçèíêèíàç ìëåêîïè-
òàþùèõ — ðåöåïòîðíûå êîìïîíåíòû ïðîëèôåðàòèâíîãî
ïóòè, àêòèâèðóåìîãî ÝÔÐ, è ñîãëàñóþòñÿ ñ ïðåäñòàâëå-
íèÿìè î áîëåå ïîçäíåì ýâîëþöèîííîì ïðîèñõîæäåíèè
ìåõàíèçìîâ ðåöåïòîðíîé ïåðåäà÷è ñèãíàëà ñ ïîìîùüþ
ïðîöåññîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó.

Â ýêñïåðèìåíòàõ 2-é ñåðèè ìû èçó÷àëè öèòîïëàçìà-
òè÷åñêîå çâåíî ïåðåäà÷è ïðîëèôåðàòèâíîãî ñèãíàëà, èí-
äóöèðîâàííîãî ÝÔÐ. Â ðàáîòå áûëî èñïîëüçîâàíî ñîåäè-
íåíèå PD98059, êîòîðîå ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì MAP
ERK1,2-êèíàç. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðåäîáðàáîòêà òåòðàõè-
ìåí â òå÷åíèå 1 ÷ íàçâàííûì èíãèáèòîðîì â çíà÷èòåëü-
íîé ñòåïåíè çàìåäëÿåò ñêîðîñòü ñèíòåçà ÄÍÊ â êëåòêàõ,
ñòèìóëèðîâàííûõ ÝÔÐ. Ìàêñèìàëüíîå äåéñòâèå èíãèáè-
òîðà ïðîÿâëÿëîñü ïåðåä çàâåðøåíèåì êëåòî÷íîãî öèê-
ëà — ê 3.5 ÷ ïîñëå íà÷àëà ñòèìóëÿöèè (ðèñ. 2). Òàê êàê
èíãèáèòîð îêàçûâàåò äåéñòâèå ïðåèìóùåñòâåííî íà êëåò-
êè â ôàçå S/G2, ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî ìèøåíüþ åãî äåéñò-
âèÿ ÿâëÿåòñÿ ôåðìåíò, òðåáóþùèéñÿ íà áîëåå ïîçäíèõ
ñòàäèÿõ ïðîõîæäåíèÿ ñèãíàëà. Ïîëó÷åííûå íàìè äàí-
íûå ñâèäåòåëüñòâóþò î íàëè÷èè ó òåòðàõèìåí ôåðìåíòà,
ôóíêöèîíàëüíî ïîäîáíîãî MAP ERK1,2-êèíàçàì ìëå-
êîïèòàþùèõ, è î åãî ó÷àñòèè â ïåðåäà÷å ïðîëèôåðàòèâ-
íûõ ñèãíàëîâ â ãåíîì. Èñõîäÿ èç èìåþùèõñÿ äàííûõ î
ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå è ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâàõ âû-
ÿâëåííîé ó òåòðàõèìåí åäèíñòâåííîé ERK1-ïîäîáíîé
êèíàçû MRK (40 % ãîìîëîãèè ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû ñ
ERK 1 ÷åëîâåêà — Nakashima et al., 1999) ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî èíãèáèòîð âîçäåéñòâóåò èìåííî íà ýòó êèíà-
çó. Îòìå÷åíî, ÷òî MRK-êèíàçà ó òåòðàõèìåí àêòèâèðóåò-
ñÿ â óñëîâèÿõ îñìîòè÷åñêîãî èëè òåìïåðàòóðíîãî ñòðåñ-
ñà (Nakashima et al., 1999). Òàê êàê â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
êëåòêè, îáðàáîòàííûå LaCl3 (èíãèáèòîðîì Ca2+-êàíàëîâ),
ðîñëè ñ ìåíüøåé ñêîðîñòüþ, ÷åì èíòàêòíûå êëåòêè (ðèñ. 2),
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èîíû Ca2+ íàðÿäó ñî ñòðåññèí-
äóöèðóåìûìè êëåòî÷íûìè ôàêòîðàìè, âûçâàííûìè èç-
ìåíåíèåì óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê, ìîãóò ó÷à-
ñòâîâàòü â àêòèâàöèè MRK. Òàêèå ïðèìåðû ìîæíî îáíà-
ðóæèòü ïðè àíàëèçå ìåõàíèçìîâ àêòèâàöèè ERK1,2-êèíàç
ìëåêîïèòàþùèõ (Schliess et al., 1996).

Â ýêñïåðèìåíòàõ 3-é ñåðèè ìû èçó÷àëè àêòèâíîñòü
ÀÖ â êëåòî÷íûõ ãîìîãåíàòàõ òåòðàõèìåí, ïðåäâàðèòåëü-
íî ñòèìóëèðîâàííûõ ÝÔÐ. Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà îïðå-
äåëÿëè â ãîìîãåíàòàõ ïîêîÿùèõñÿ (êîíòðîëü) è âñòóïèâ-
øèõ â êëåòî÷íûé öèêë êëåòîê. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî áîëüøèíñòâî ñòàöèîíàðíî ðàñòóùèõ êëåòîê
òåòðàõèìåí íàõîäèòñÿ â ñîñòîÿíèè ïðîëèôåðàòèâíîãî
ïîêîÿ (â G0-ôàçå), â òî âðåìÿ êàê ëîãàðèôìè÷åñêè ðàñòó-
ùèå êóëüòóðû êëåòîê ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãåòåðîãåííóþ
âîçðàñòíóþ ïîïóëÿöèþ, êîòîðóþ ÝÔÐ â çíà÷èòåëüíîé
ìåðå ñèíõðîíèçèðóåò (Øåìàðîâà è äð., 2004). Èñõîäÿ èç
òîãî ÷òî ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÝÔÐ á *îëüøàÿ
÷àñòü T. pyriformis óæå âñòóïèëà â íîâûé ãåíåðàòèâíûé
öèêë, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî â ñëó÷àå ó÷àñòèÿ öÀÌÔ-çà-
âèñèìîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû â ïåðåäà÷å ïðîëèôåðàòèâ-
íîãî ñèãíàëà àêòèâíîñòü ÀÖ ê ýòîìó ñðîêó äîëæíà ñóùå-
ñòâåííî âîçðàñòè. Äåéñòâèòåëüíî, ÝÔÐ â êîíöåíòðàöèÿõ
10–8 è 10–9 Ì îò÷åòëèâî ñòèìóëèðîâàë àêòèâíîñòü ÀÖ â
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàçû íà ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü Tetrahymena pyriformis, èíäóöèðîâàííóþ ÝÔÐ.

Ïî âåðòèêàëè — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â êëåòêàõ, îòí. åä. 1 — ïîêîÿùèåñÿ
êëåòêè (êîíòðîëü 1); 2 — êëåòêè, âñòóïèâøèå â êëåòî÷íûé öèêë áåç âîç-
äåéñòâèÿ ÝÔÐ (êîíòðîëü 2); 3—5 — êëåòêè ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ñòèìóëÿöèè
ÝÔÐ: 3 — ñòèìóëÿöèÿ êëåòîê ÝÔÐ, 4 — ñòèìóëÿöèÿ êëåòîê ÝÔÐ ïîñëå èõ
èíêóáàöèè ñ èíãèáèòîðîì ðåöåïòîðíîé òèðîçèíêèíàçû AG1478 (5 ìêÌ),
5 — ñòèìóëÿöèÿ êëåòîê ÝÔÐ ïîñëå èõ èíêóáàöèè ñ èíãèáèòîðîì Src-òè-

ðîçèíêèíàçû CGP77675 (1 ìêÌ).

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ERK1,2-êèíàç è Ca2+-êàíàëîâ íà
ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü Tetrahymena pyriformis, èíäóöè-

ðîâàííóþ ÝÔÐ.

Ïî âåðòèêàëè — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â êëåòêàõ, îòí. åä. 1 — ïîêîÿùèåñÿ
êëåòêè (êîíòðîëü 1); 2 — êëåòêè, âñòóïèâøèå â êëåòî÷íûé öèêë áåç âîç-
äåéñòâèÿ ÝÔÐ (êîíòðîëü 2): 3—5 — êëåòêè ÷åðåç 3.5 ÷ ïîñëå ñòèìóëÿöèè
ÝÔÐ: 3 — ñòèìóëÿöèÿ êëåòîê ÝÔÐ, 4 — ñòèìóëÿöèÿ êëåòîê ÝÔÐ ïîñëå èõ
èíêóáàöèè ñ èíãèáèòîðîì ERK1,2-êèíàç PD98059 (40 ìêÌ), 5 — ñòèìó-
ëÿöèÿ êëåòîê ÝÔÐ ïîñëå èõ èíêóáàöèè ñ èíãèáèòîðîì Ca2+-êàíàëîâ

LaCl3 (1 ìêÌ).



ãîìîãåíàòàõ êëåòîê, âñòóïèâøèõ â êëåòî÷íûé öèêë
(ðèñ. 3). Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â ãîìîãåíàòàõ, ïðèãîòîâ-
ëåííûõ èç òàêèõ êëåòîê, áûëà íà ïîðÿäîê âûøå, ÷åì â ãî-
ìîãåíàòàõ èç ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê. Ìàêñèìàëüíîå ñòèìó-
ëèðóþùåå âëèÿíèå ÝÔÐ íà ÀÖ äîñòèãàëîñü ïðè êîíöåí-
òðàöèè ÝÔÐ 10–8 Ì.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ïðåäñòàâëåíèÿìè
î òîì, ÷òî ó èíôóçîðèé ïðîöåññ êëåòî÷íîãî ðîñòà ÿâëÿåò-
ñÿ çàâèñèìûì îò àêòèâíîñòè ÀÖ (Kassis, Zeuthen, 1979).
Èçâåñòíî, ÷òî àêòèâíîñòü ÀÖ â êëåòêàõ òåòðàõèìåí,
âñòóïèâøèõ â êëåòî÷íûé öèêë, âûøå, ÷åì â ïîêîÿùèõñÿ
êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â ñòàöèîíàðíîé ôàçå ðîñòà (Kas-
sis, Zeuthen, 1979). Ïîëàãàþò, ÷òî âîçðàñòàíèå ðîëè óñè-
ëèòåëüíîãî ôåðìåíòà ÀÖ-ñèãíàëüíîé ñèñòåìû ó T. pyri-
formis, âñòóïèâøèõ â ãåíåðàòèâíûé öèêë, ñâÿçàíî ñ íåîá-
õîäèìîñòüþ ïðîäóêöèè öÀÌÔ êàê îñíîâíîãî ðåãóëÿòîðà
ìèòîãåíåçà â êëåòêàõ íèçøèõ ýóêàðèîò. Òàê êàê àêòèâ-
íîñòü ÀÖ ó òåòðàõèìåí, ïðåèíêóáèðîâàííûõ ñ ÝÔÐ, â
ñðåäíåì íà 15 % âûøå, ÷åì â èíòàêòíûõ êëåòêàõ, ìîæíî
ïîëàãàòü, ÷òî ÝÔÐ îêàçûâàåò íà ôåðìåíò ñòèìóëèðóþ-
ùåå äåéñòâèå.

Ïîêà òðóäíî ñêàçàòü, ñ ÷åì ñâÿçàí ìåõàíèçì ñòèìó-
ëèðóþùåãî äåéñòâèÿ ÝÔÐ íà ÀÖ òåòðàõèìåí. Ïîñêîëüêó
ó ýòèõ îäíîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ îòñóòñòâóþò ðåöåïòî-
ðû, 7 ðàç ïðîíèçûâàþùèå ìåìáðàíó, è ãåòåðîòðèìåðíûå
G-áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â àêòèâàöèè ÀÖ (Øåìàðîâà,
2005), íåëüçÿ ïðîâîäèòü ïàðàëëåëè â äåéñòâèè ÝÔÐ íà
êëåòêè âûñøèõ è íèçøèõ ýóêàðèîò. Îäíàêî äàííûå î íà-
ëè÷èè ôóíêöèîíàëüíîãî è áèîõèìè÷åñêîãî ñõîäñòâà â
ñòðîåíèè ÀÖ-ñèãíàëüíûõ ñèñòåì ìëåêîïèòàþùèõ è èí-
ôóçîðèé (Øïàêîâ è äð., 2003) ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü
ñóùåñòâîâàíèå ó èíôóçîðèé ñïîñîáà àêòèâàöèè ÀÖ ñ ïî-
ìîùüþ êîìïëåêñíîãî ñèãíàëüíîãî ìåõàíèçìà, çàïóñêàå-
ìîãî äåéñòâèåì ÝÔÐ, ÷åðåç àêòèâàöèþ òèðîçèí-ïîäîá-
íûõ êèíàç (÷åðåç àëüòåðíàòèâíûé ìåõàíèçì; ñì. âûøå).
Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ÝÔÐ ñòèìó-
ëèðóåò ÀÖ â ðåçóëüòàòå àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåï-
òîðíîé òèðîçèíêèíàçû è àêòèâàöèè ãåòåðîòðèìåðíîãî
Gs-áåëêà (Poppleton et al., 1996). Ó îòäåëüíûõ ïðåäñòàâè-
òåëåé ðàçëè÷íûõ òàêñîíîìè÷åñêèõ ãðóïï ïðîòèñòîâ îá-
íàðóæåíû òèðîçèí-ïîäîáíûå êèíàçû (áåç ñàéòîâ àâòî-

ôîñôîðèëèðîâàíèÿ), òèðîçèíñîäåðæàùèå áåëêè (Shema-
rova, 2006), ÀÖ è ãåòåðîòðèìåðíûå G-áåëêè (Øåìàðîâà,
2005), îäíàêî ïîêà âñå åùå íåäîñòàòî÷íî äàííûõ äëÿ
îáîñíîâàíèÿ ãèïîòåçû îá ó÷àñòèè ÀÖ èíôóçîðèé â ñèã-
íàëüíîì ïóòè, àêòèâèðóåìîì ÝÔÐ.

Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòà-
òîâ è ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â êëåòêàõ èíôóçîðèé T. pyriformis
èìååòñÿ ñèãíàëüíûé ïóòü, àêòèâèðóåìûé ÝÔÐ. Ýëåìåí-
òàìè ýòîãî ïóòè ìîãóò áûòü ìåìáðàííûå áåëêè òèðîçèí-
êèíàçíîãî òèïà (áåç ñàéòîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðî-
çèíó), ÀÖ, òèðîçèí- è Ca2+-çàâèñèìûå ERK-ïîäîáíûå
êèíàçû.

Àâòîðû âûðàæàþò ãëóáîêóþ ïðèçíàòåëüíîñòü Å. Á. Áó-
ðîâîé çà íåîöåíèìóþ ïîìîùü â ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåí-
òîâ ïî âûÿâëåíèþ ó òåòðàõèìåí ðåöåïòîðîâ ÝÔÐ è ñîò-
ðóäíèêàì Ëàáîðàòîðèè ìîëåêóëÿðíîé ýíäîêðèíîëîãèè
çà îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ÀÖ ó èíôóçîðèé.
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ÝÔÐ íà àêòèâíîñòü ÀÖ â ãîìîãåíòàòàõ Tetrahy-
mena pyriformis.

Ïî âåðòèêàëè — àêòèâíîñòü ÀÖ. 1 — ïîêîÿùèåñÿ êëåòêè áåç ÝÔÐ; 2 —
ïîêîÿùèåñÿ êëåòêè ñ ÝÔÐ, ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè; 3 — êëåòêè,
âñòóïèâøèå â öèêë, ñ ÝÔÐ, ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè è ñðàçó ïîñëå
ïåðåíîñà â ñâåæóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó; 4 — êëåòêè, âñòóïèâøèå â öèêë,
áåç ÝÔÐ, ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå ïåðåíîñà â ñâåæóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó; 5 —
êëåòêè, âñòóïèâøèå â öèêë, ñ ÝÔÐ â êîíöåíòðàöèè 10–9 Ì, ÷åðåç 15 ìèí
ïîñëå ïåðåíîñà â ñâåæóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó; 6 — òàêîé æå âàðèàíò, íî

ÝÔÐ â êîíöåíòðàöèè 10–8 Ì.



THE INFLUENCE OF THE EGF ON PROLIFERATIVE SIGNAL TRANSDUCTION

IN CILIATE TETRAHYMENA PYRIFORMIS

I. V. Schemarova, G. V. Selivanova, T. D. Vlasova

I. M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry RAS

and Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
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It has been shown that the transduction of the proliferative signal induced by EGF in ciliata Tetrahymena
pyriformis cells is not connected with autophosphorylation of the receptor tyrosine kinases. The results obtained
indicate that EGF in ciliata cells initiates the mitogenic pathway including the membrane proteins of the tyrosine
kinases-like type (without tyrosine phosphorylation sites), adenylate cyclase, tyrosine- and Ca2+-dependent
ERK-like kinases.

K e y w o r d s: Tetrahymena pyriformis, intracellular signaling, tyrosine phosphorylation, proliferation,
EGF, Src-tyrosine kinase, Ca2+, ERK.
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