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Ôóíêöèîíàëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíîé àäåíèëàòöèêëàçû

×óâñòâèòåëüíûå ê êàëüöèþ ôîðìû àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) âûÿâëåíû ó áîëüøèíñòâà ïîçâîíî÷íûõ è
áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, à òàêæå ó íåêîòîðûõ ïðåäñòàâèòåëåé îäíîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ, â òîì ÷èñ-
ëå èíôóçîðèé. Íàìè âïåðâûå îáíàðóæåíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè êàòèîíîâ êàëüöèÿ ìåíÿåòñÿ àêòèâíîñòü ÀÖ
èíôóçîðèè Tetrahymena pyriformis. Â êîíöåíòðàöèè 0.2—20 ìêÌ êàòèîíû êàëüöèÿ ñòèìóëèðîâàëè àêòèâ-
íîñòü ôåðìåíòà, ïðè÷åì ìàêñèìóì ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà íàáëþäàëè ïðè 2 ìêÌ Ca2+. Â êîíöåíòðà-
öèè 100 ìêÌ è âûøå êàòèîíû êàëüöèÿ èíãèáèðîâàëè àêòèâíîñòü ÀÖ. Àíòàãîíèñòû êàëüìîäóëèíà W-5 è
W-7 â êîíöåíòðàöèè 20—100 ìêÌ èíãèáèðîâàëè ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò 5 ìêÌ Ca2+, à â áîëåå âûñîêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ ïîëíîñòüþ áëîêèðîâàëè åãî. Äðóãîé àíòàãîíèñò êàëüìîäóëèíà — õëîðïðîìàçèí — ñíè-
æàë ñòèìóëèðîâàííóþ Ca2+ àêòèâíîñòü ÀÖ òîëüêî â êîíöåíòðàöèè 200—1000 ìêÌ. Ñòèìóëèðóþùåå
âëèÿíèå ñåðîòîíèíà, ÝÔÐ è öÀÌÔ íà àêòèâíîñòü ÀÖ óñèëèâàëîñü â ïðèñóòñòâèè 5 ìêÌ Ca2+. Ñòèìóëè-
ðóþùåå äåéñòâèå ÝÔÐ, öÀÌÔ è èíñóëèíà íà ÀÖ ñíèæàëîñü â ïðèñóòñòâèè 100 ìêÌ Ca2+, à ýôôåêò
öÀÌÔ — åùå è â ïðèñóòñòâèè àíòàãîíèñòîâ êàëüìîäóëèíà (500 ìêÌ). Â òî æå âðåìÿ ñòèìóëèðóþùåå
äåéñòâèå D-ãëþêîçû â ïðèñóòñòâèè Ca2+ è àíòàãîíèñòîâ êàëüìîäóëèíà íå èçìåíÿëîñü. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ó èíôóçîðèè T. pyriformis ïðèñóòñòâóþò êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûå ôîðìû ÀÖ,
êîòîðûå îïîñðåäóþò ñòèìóëÿöèþ ôåðìåíòà ïðè äåéñòâèè ÝÔÐ, öÀÌÔ, èíñóëèíà è ñåðîòîíèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àäåíèëàòöèêëàçà, àíòàãîíèñò êàëüìîäóëèíà, èíôóçîðèÿ, êàëüöèé, ñåðîòîíèí,
öèêëè÷åñêèé àäåíîçèíìîíîôîñôàò, ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, Tetrahymena pyriformis.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÖ — àäåíèëàòöèêëàçà, ÝÔÐ — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà.

Àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé øèðîêî-
ðàñïðîñòðàíåííóþ ãðóïïó ôåðìåíòîâ, êàòàëèçèðóþùèõ
ïðåâðàùåíèå ÀÒÔ âî âòîðè÷íûé ïîñðåäíèê öÀÌÔ, êîòî-
ðûé îñóùåñòâëÿåò ðåãóëÿöèþ øèðîêîãî ñïåêòðà
öÀÌÔ-çàâèñèìûõ ýôôåêòîðíûõ ñèñòåì êëåòêè è êîíòðî-
ëèðóåò òàêèå ôóíäàìåíòàëüíûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, êàê
ðîñò, ìåòàáîëèçì, äèôôåðåíöèðîâàíèå, àïîïòîç, àãðåãà-
öèÿ è äâèæåíèå. Ïî ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíè-
çàöèè è ëîêàëèçàöèè â êëåòêå ÀÖ äåëÿòñÿ íà äâà áîëüøèõ
ñóïåðñåìåéñòâà — ìåìáðàííî-ñâÿçàííûå è öèòîçîëüíûå
(ðàñòâîðèìûå) ôîðìû. Ìåìáðàííî-ñâÿçàííûå ÀÖ â ñâîþ
î÷åðåäü ïîäðàçäåëÿþòñÿ íà äâå ãðóïïû — Ca2+-÷óâñòâè-
òåëüíûå è Ca2+-íå÷óâñòâèòåëüíûå ôîðìû ôåðìåíòà.
Ó ìëåêîïèòàþùèõ ê ãðóïïå Ca2+-÷óâñòâèòåëüíûõ ìåìá-
ðàííî-ñâÿçàííûõ ôîðì ôåðìåíòà îòíîñÿòñÿ ÀÖ 1, 3, 5, 6 è
8-ãî òèïîâ (Taussig, Gilman, 1995; Sunahara, Taussig,
2002). Êàòèîíû êàëüöèÿ èíãèáèðóþò àêòèâíîñòü ÀÖ 5-ãî
è 6-ãî òèïîâ è ñòèìóëèðóþò àêòèâíîñòü ÀÖ 1-ãî è 8-ãî òè-
ïîâ, ïðè÷åì êëþ÷åâóþ ðîëü â ïðîöåññå ñòèìóëÿöèè ïî-
ñëåäíèõ êàòèîíàìè êàëüöèÿ èãðàåò Ca2+-ñâÿçûâàþùèé áå-
ëîê êàëüìîäóëèí, âñëåäñòâèå ÷åãî ÀÖ 1-ãî è 8-ãî òèïîâ
îòíîñÿò ê Ca2+-êàëüìîäóëèíçàâèñèìûì ôîðìàì ÀÖ.

Êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûå ôîðìû ÀÖ âûÿâëåíû òàêæå
ó îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò — èíôóçîðèé Paramecium tet-
raurelia è Dileptus anser (Gustin, Nelson, 1987; Øïàêîâ è
äð., 2007), òðèïàíîñîì Trypanosoma brucei è T. cruzi (Pain-

davoine et al., 1992; D’Angelo et al., 2002) è ãðèáà Neuros-
pora crassa (Reig et al., 1984). Ïîêàçàíî, ÷òî àíòàãîíèñòû
êàëüìîäóëèíà èíãèáèðóþò ñòèìóëèðîâàííóþ Ca2+ àêòèâ-
íîñòü ÀÖ ó ïðåäñòàâèòåëåé îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò, ÷òî
ïîçâîëÿåò âûñêàçàòü ïðåäïîëîæåíèå îá ó÷àñòèè êàëüìî-
äóëèíà èëè ðîäñòâåííûõ åìó Ca2+-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ â
ìåõàíèçìàõ ðåãóëÿòîðíîãî âëèÿíèÿ êàòèîíîâ êàëüöèÿ íà
àêòèâíîñòü ôåðìåíòà (Gustin, Nelson, 1987; D’Angelo et
al., 2002; Øïàêîâ è äð., 2007). Íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî â
êóëüòóðàõ èíôóçîðèè D. anser íåêîòîðûå ãîðìîíàëüíûå
àãåíòû ðåàëèçóþò ñâîå äåéñòâèå ÷åðåç êàëüöèé-÷óâñòâè-
òåëüíûå ôîðìû ÀÖ. Íà ýòî óêàçûâàåò ñíèæåíèå ñòèìóëè-
ðóþùèõ ýôôåêòîâ ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ)
è ðåëàêñèíà â ïðèñóòñòâèè ñðàâíèòåëüíî âûñîêèõ
(100 ìêÌ) êîíöåíòðàöèé Ca2+ è ïîñëå îáðàáîòêè ìåìá-
ðàííûõ ôðàêöèé êîìïëåêñîîáðàçîâàòåëÿìè.

Ðàíåå íàìè áûëà âûÿâëåíà è ôóíêöèîíàëüíî îõàðàê-
òåðèçîâàíà ÀÖ â êóëüòóðàõ ñâîáîäíîæèâóùèõ èíôóçîðèé
Tetrahymena pyriformis (Äåðêà÷ è äð., 2003; Øïàêîâ è äð.,
2003, 2004à, 2004á). Ïîêàçàíî, ÷òî íåêîòîðûå ãîðìîíû
âûñøèõ ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ (ïåïòèäû èíñóëèíîâîé
ãðóïïû, ãëþêàãîí è áèîãåííûå àìèíû) ñòèìóëèðóþò àê-
òèâíîñòü ôåðìåíòà, ïðè÷åì èõ äåéñòâèå ðåàëèçóåòñÿ ÷å-
ðåç ïîñðåäñòâî ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, ñõîäíûõ ïî
íåêîòîðûì õàðàêòåðèñòèêàì ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåë-
êàìè âûñøèõ ýóêàðèîò. Îäíàêî âëèÿíèå êàòèîíîâ êàëü-
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öèÿ íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ èíôóçîðèè T. py-
riformis è èõ ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ôåðìåíòà ãîðìîíàìè è
ãîðìîíîïîäîáíûìè âåùåñòâàìè â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå
èçó÷åíû. Â òî æå âðåìÿ âûÿñíåíèå ðîëè êàëüöèÿ è êàëü-
öèéñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ â ðåãóëÿöèè àäåíèëàòöèêëàçíîé
ñèãíàëüíîé ñèñòåìû ó îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò íåîáõî-
äèìî äëÿ ïîíèìàíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ îñíîâ ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ ýòîé ñèñòåìû è ñîïðÿæåííûõ ñ íåé öÀÌÔ-çàâèñè-
ìûõ êàñêàäîâ, êîòîðûå, ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâ-
ëåíèÿì, êîíòðîëèðóþò æèçíåííî âàæíûå ïðîöåññû ó
íèçøèõ ýóêàðèîò (Shpakov, Pertseva, 2008).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ÀÖ èíôóçîðèè T. pyriformis ê êàòèîíàì êàëü-
öèÿ è ðîëè Ca2+ è êàëüìîäóëèíà â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè
ôåðìåíòà ãîðìîíàìè è ãîðìîíîïîäîáíûìè âåùåñòâàìè.
Èññëåäîâàëè ó÷àñòèå Ca2+ â ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìàõ
âëèÿíèÿ ñåðîòîíèíà, èíñóëèíà, ÝÔÐ, öÀÌÔ è D-ãëþêîçû
íà àêòèâíîñòü ÀÖ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñòèìóëèðóþùåå
âëèÿíèå ñåðîòîíèíà è èíñóëèíà íà ÀÖ èíôóçîðèè áûëî
îáíàðóæåíî íàìè ðàíåå (Øïàêîâ è äð., 2004à, 2004á), â òî
âðåìÿ êàê ñòèìóëÿöèÿ ôåðìåíòà ÝÔÐ, öÀÌÔ è D-ãëþêî-
çîé âûÿâëåíà â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè äèíàòðèåâóþ ñîëü
êðåàòèíôîñôàòà, êðåàòèíôîñôîêèíàçó èç ìûøö êðîëèêà
(ÍÔ 2.7.3.2), ñåðîòîíèí, èíñóëèí ñâèíüè, ÝÔÐ ÷åëîâåêà,
êàëüìîäóëèí èç ñåðäöà áûêà, ÀÒÔ, öÀÌÔ, à òàêæå àíòà-
ãîíèñòû êàëüìîäóëèíà — õëîðïðîìàçèí, ñîëÿíîêèñëûé
N-(6-àìèíîãåêñèë)-1-íàôòàëåíñóëüôîíàìèä (W-5) è ñîëÿ-
íîêèñëûé N-(6-àìèíîãåêñèë)-5-õëîð-1-íàôòàëåíñóëüôî-
íàìèä (W-7) (Sigma, ÑØÀ). Äðóãèå ðåàêòèâû ïîëó÷å-
íû îò ôèðì Sigma (ÑØÀ) è Reanal (Âåíãðèÿ). Äëÿ ðàäèî-
èçîòîïíûõ ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè [a-32P]ÀÒÔ
(37 òÁê/ììîëü) ïðîèçâîäñòâà ÎÀÎ «Èíñòèòóò ðåàêòîðíûõ
ìàòåðèàëîâ» (Ðîññèÿ).

Îáúåêòîì ñëóæèëè êóëüòóðû èíôóçîðèé T. pyriformis
ñ ïëîòíîñòüþ 150—300 òûñ. êë./ìë. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãîìî-
ãåíàòà êëåòîê èíôóçîðèé èõ ñíà÷àëà îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì (600 g, 3 ìèí), ïîñëå ÷åãî òðèæäû îòìûâàëè
20 ìÌ áóôåðîì Tris-HCl, pH 7.5. Ãîìîãåíèçèðîâàíèå ïðî-
âîäèëè ïóòåì îáðàáîòêè êëåòîê óëüòðàçâóêîì íà ïðèáîðå
ÓÇÄÍ-2Ò ïðè ÷àñòîòå 20 êÃö â òå÷åíèå 1 ìèí ïðè îõëàæ-
äåíèè. Äîëÿ ðàçðóøåííûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå
95 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà.

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ÀÖ (ÀÒÔ-ïèðîôîñôàòëèàçà
öèêëèçóþùàÿ, ÍÔ 4.6.1.1) â ãîìîãåíàòàõ êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð èíôóçîðèé ïðîâîäèëè ïðè 30 °Ñ è âðåìåíè èíêóáà-
öèè 10 ìèí, êàê îïèñàíî ðàíåå (Äåðêà÷ è äð., 2003), â èí-
êóáàöèîííîé ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 50 ìM
Òðèñ-HCl, pH 7.5, 1 ìÌ ÀÒÔ, 20 ìÌ êðåàòèíôîñôàòà, 0.5
ìã/ìë êðåàòèíôîñôîêèíàçû, 5 ìÌ MgCl2, [a-32P]ÀÒÔ äî-
áàâëÿëè èç ðàñ÷åòà 37 êÁê íà ïðîáó. Îáùèé îáúåì ïðîáû
ñîñòàâëÿë 50 ìêë. Ðåàêöèþ íà÷èíàëè äîáàâëåíèåì áåëêà
(50—100 ìêã) è îñòàíàâëèâàëè âíåñåíèåì â ïðîáó
100 ìêë 0.5 M HCl, ïîñëå ÷åãî îáðàçöû ïîìåùàëè íà 6
ìèí â êèïÿùóþ âîäÿíóþ áàíþ. Çàòåì â êàæäóþ ïðîáó
âíîñèëè ïî 100 ìêë 1.5 M èìèäàçîëà è íàíîñèëè îáðàçöû
íà êîëîíêó ñ îêèñüþ àëþìèíèÿ. Îáðàçîâàâøèéñÿ â õîäå
ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè öÀÌÔ ýëþèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
10 ìë 10 ìÌ áóôåðà èìèäàçîë-HCl, pH 7.4. Ýëþàò ïîìå-
ùàëè â ñöèíòèëëÿöèîííûå ôëàêîíû è èçìåðÿëè â íèõ ðà-
äèîàêòèâíîñòü ïî ìåòîäó ×åðåíêîâà íà ñ÷åò÷èêå Rackbeta

(LKB, Øâåöèÿ). Àêòèâíîñòü ÀÖ âûðàæàëè â ïìîëü
öÀÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã áåëêà.

Ïðåèíêóáàöèþ ãîìîãåíàòîâ èíôóçîðèé ñ àíòàãîíè-
ñòàìè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 4 °Ñ. Íàôòàëåí-
ñóëüôîíàìèäû W-5 è W-7 ðàñòâîðÿëè â ÄÌÑÎ, â êîíò-
ðîëüíûå ïðîáû òàêæå äîáàâëÿëè ÄÌÑÎ â ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ êîíöåíòðàöèÿõ.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû ANOVA.
Êàæäûé ýêñïåðèìåíò áûë âûïîëíåí òðåõêðàòíî. Äàííûå
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è èõ ñòàíäàðòíûõ
îøèáîê èç íåñêîëüêèõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Ðàç-
ëè÷èÿ ìåæäó êîíòðîëüíûìè ïðîáàìè è ïðîáàìè, ïîäâåðã-
íóòûìè âîçäåéñòâèþ ãîðìîíîâ èëè íåãîðìîíàëüíûõ
àãåíòîâ, îöåíèâàëè êàê äîñòîâåðíûå ïðè P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Êàòèîíû êàëüöèÿ â êîíöåíòðàöèÿõ îò 0.2 äî 20 ìêÌ
ñòèìóëèðîâàëè áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ â êóëüòóðàõ èí-
ôóçîðèé T. pyriformis (ðèñ. 1). Ìàêñèìóì ñòèìóëèðóþùå-
ãî ýôôåêòà (+387 %) äîñòèãàëñÿ ïðè êîíöåíòðàöèè Ca2+

2 ìêÌ. Â êîíöåíòðàöèÿõ 100 ìêÌ è âûøå âûÿâëÿëîñü èí-
ãèáèðóþùåå âëèÿíèå êàòèîíîâ êàëüöèÿ íà àêòèâíîñòü
ôåðìåíòà. Àíòàãîíèñòû êàëüìîäóëèíà W-5 è W-7 â êîí-
öåíòðàöèè 20—100 ìêÌ îò÷åòëèâî ñíèæàëè ñòèìóëèðóþ-
ùåå äåéñòâèå 5 ìêÌ Ca2+ íà àêòèâíîñòü ÀÖ, à â êîíöåíò-
ðàöèÿõ âûøå 100 ìêÌ ïîëíîñòüþ åãî áëîêèðîâàëè è äàæå
ñíèæàëè àêòèâíîñòü ôåðìåíòà íèæå åå áàçàëüíîãî óðîâíÿ
(ðèñ. 2). Òàê, â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ W-5 è W-7 àêòèâíîñòü
ÀÖ ñíèæàëàñü íèæå åå áàçàëüíîãî óðîâíÿ íà 44 %. Çíà÷å-
íèÿ IC50 äëÿ èíãèáèðóþùèõ ýôôåêòîâ W-5 è W-7 ñîñòàâè-
ëè 102 è 128 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî. Èíãèáèðóþùåå âëèÿ-
íèå õëîðïðîìàçèíà, äðóãîãî àíòàãîíèñòà êàëüìîäóëèíà,
âûÿâëÿëîñü òîëüêî â êîíöåíòðàöèè 200—1000 ìêÌ, ïðè-
÷åì åñëè â êîíöåíòðàöèè 200 ìêÌ îí ñíèæàë ñòèìó-
ëèðóþùèé ýôôåêò 5 ìêÌ Ca2+ òîëüêî íà 37 %, òî â êîí-
öåíòðàöèè 1 ìÌ áëîêèðîâàë åãî ïîëíîñòüþ (ðèñ. 2).
Êàëüìîäóëèí èç ñåðäöà áûêà íå âëèÿë íà áàçàëüíóþ è
ñòèìóëèðîâàííóþ 5 ìêÌ êàòèîíàìè êàëüöèÿ àêòèâíîñòü
ÀÖ èíôóçîðèè (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ïðè-
ñóòñòâèÿ â êëåòêàõ èíôóçîðèé T. pyriformis êàëüöèé-÷óâ-

968 Ê. Â. Äåðêà÷, À. Î. Øïàêîâ è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå êàòèîíîâ êàëüöèÿ íà àêòèâíîñòü àäåíèëàòöè-
êëàçû (ÀÖ) èíôóçîðèè Tetrahymena pyriformis.



ñòâèòåëüíûõ ôîðì ÀÖ, êîòîðûå ñòèìóëèðóþòñÿ êàòèîíà-
ìè êàëüöèÿ â êîíöåíòðàöèè 0.2—20 ìêÌ è èíãèáèðóþòñÿ
ïðè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ. Íåëüçÿ èñêëþ÷èòü,
÷òî â ðåãóëÿòîðíûõ ýôôåêòàõ êàòèîíîâ êàëüöèÿ íà àêòèâ-
íîñòü ÀÖ ó÷àñòâóþò êàëüìîäóëèí èëè ðîäñòâåííûå åìó
Ca2+-ñâÿçûâàþùèå áåëêè, íà ÷òî óêàçûâàåò ñíèæåíèå èëè
äàæå ïîëíîå áëîêèðîâàíèå ñòèìóëèðîâàííîé Ca2+ àêòèâ-
íîñòè ôåðìåíòà â ïðèñóòñòâèè àíòàãîíèñòîâ êàëüìîäóëè-
íà W-5 è W-7, îòíîñÿùèõñÿ ê êëàññó íàôòàëåíñóëüôîíà-
ìèäîâ.

Äàëåå èññëåäîâàëè âëèÿíèå êàòèîíîâ êàëüöèÿ è àíòà-
ãîíèñòîâ êàëüìîäóëèíà íà ñòèìóëÿöèþ ÀÖ èíôóçîðèè T.
pyriformis ãîðìîíàìè è ãîðìîíîïîäîáíûìè âåùåñòâàìè.
Ñíà÷àëà áûëî èçó÷åíî ó÷àñòèå êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûõ
ôîðì ÀÖ â ðåàëèçàöèè ñòèìóëèðóþùèõ ýôôåêòîâ ãîðìî-
íîâ ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ — ñåðîòîíèíà è èíñóëèíà,
îáíàðóæåííûõ ðàíåå (Äåðêà÷ è äð., 2003; Øïàêîâ è äð.,
2004à). Ñòèìóëèðóþùèé ÀÖ ýôôåêò ñåðîòîíèíà (10–4 Ì),
êîòîðûé ñîñòàâèë 253 %, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè óñè-
ëèâàëñÿ (ïîòåíöèðîâàëñÿ) â ïðèñóòñòâèè 5 ìêÌ Ca2+

(ðèñ. 3). Ïîòåíöèðîâàíèå, êîòîðîå ðàññ÷èòûâàëè êàê ðàç-
íîñòü ìåæäó ñòèìóëèðóþùèì ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ñå-
ðîòîíèíà è 5 ìêÌ Ca2+ è àðèôìåòè÷åñêîé ñóììîé îòäåëü-
íûõ ýôôåêòîâ ñåðîòîíèíà è 5 ìêÌ Ca2+, ñîñòàâèëî 322 %.
Ïðè ýòîì ýôôåêò ñåðîòîíèíà ñëàáî ìåíÿëñÿ â ïðèñóòñò-
âèè 100 ìêÌ Ca2+ è àíòàãîíèñòîâ êàëüìîäóëèíà (ðèñ. 3,
4). Ñòèìóëèðóþùèé ÀÖ ýôôåêò èíñóëèíà (10–8 Ì), êîòî-
ðûé â îòñóòñòâèå êàòèîíîâ êàëüöèÿ ñîñòàâèë 78 %, ñîõðà-
íÿëñÿ â ïðèñóòñòâèè àíòàãîíèñòîâ êàëüìîäóëèíà, íî îò-
÷åòëèâî ñíèæàëñÿ èëè áëîêèðîâàëñÿ â ïðèñóòñòâèè Ca2+ â
îáåèõ èññëåäîâàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Òàê, â ïðèñóòñòâèè
100 ìêÌ Ca2+ ýôôåêò èíñóëèíà ñíèæàëñÿ äî 28 %, à â ñëó-
÷àå âëèÿíèÿ ãîðìîíà íà àêòèâíîñòü ÀÖ, ñòèìóëèðîâàí-
íóþ 5 ìêÌ Ca2+, ýôôåêò èíñóëèíà íå âûÿâëÿëñÿ. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ñåðîòîíèí è èíñóëèí
äåéñòâóþò íà öÀÌÔ-çàâèñèìûå êàñêàäû T. pyriformis ÷å-
ðåç Ca2+-çàâèñèìûå ôîðìû ÀÖ, êîòîðûå ðàçëè÷àþòñÿ ïî
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê êàòèîíàì êàëüöèÿ.

Ïðîâåäåííûé íàìè ñêðèíèíã øèðîêîãî ñïåêòðà ðîñ-
òîâûõ ôàêòîðîâ, ïðèðîäíûõ íóêëåîòèäîâ, ìîíî- è äèñà-
õàðèäîâ ïîçâîëèë óñòàíîâèòü, ÷òî ÝÔÐ, öÀÌÔ è D-ãëþ-
êîçà ñòèìóëèðóþò àêòèâíîñòü ÀÖ èíôóçîðèè T. pyrifor-

mis. Áûëà èçó÷åíà ðîëü êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûõ ôîðì
ôåðìåíòà â ýòîì ïðîöåññå è ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëü-
òàòû. Ñòèìóëèðóþùèé ÀÖ ýôôåêò D-ãëþêîçû (10–4 Ì),
êîòîðûé ñîñòàâèë 465 %, ñëàáî ìåíÿëñÿ â ïðèñóòñòâèè
Ca2+ è àíòàãîíèñòîâ êàëüìîäóëèíà (ðèñ. 3, 4). Ñòèìóëèðó-
þùèå ýôôåêòû ÝÔÐ ÷åëîâåêà (10–8 Ì) è öÀÌÔ (10–4 Ì),
êîòîðûå â îòñóòñòâèå êàòèîíîâ êàëüöèÿ ñîñòàâèëè 301 è
321 % ñîîòâåòñòâåííî, óñèëèâàëèñü â ïðèñóòñòâèè 5 ìêÌ
Ca2+ íà 158 è 113 % ñîîòâåòñòâåííî, íî ñíèæàëèñü â ïðè-
ñóòñòâèè 100 ìêÌ Ca2+ â 1.5—2 ðàçà (ðèñ. 3). Àíòàãîíè-
ñòû êàëüìîäóëèíà W-5, W-7 è õëîðïðîìàçèí â êîíöåíòðà-
öèè 500 ìêÌ ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿëè íà ñòèìóëèðóþùèé

Ôóíêöèîíàëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíîé àäåíèëàòöèêëàçû 969

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå àíòàãîíèñòîâ êàëüìîäóëèíà íà ñòèìóëÿöèþ àê-
òèâíîñòè ÀÖ èíôóçîðèè Tetrahymena pyriformis êàòèîíàìè êà-

ëüöèÿ (5 ìêÌ).

1 — W-5, 2 — W-7, 3 — õëîðïðîìàçèí.

Ðèñ. 3. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ãîðìîíîâ è ãîðìîíîïîäîáíûõ
âåùåñòâ íà àêòèâíîñòü ÀÖ â îòñóòñòâèå (À) è â ïðèñóòñòâèè êà-

òèîíîâ êàëüöèÿ â êîíöåíòðàöèÿõ 5 (Á) è 100 (Â) ìêÌ.

Ïî âåðòèêàëè — ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå ãîðìîíà èëè ãîðìîíîïîäîá-
íîãî âåùåñòâà íà ÀÖ, %, îòíåñåííîå ê áàçàëüíîé àêòèâíîñòè ôåðìåíòà,
ïðèíÿòîé çà 100 %; 1 — ñåðîòîíèí, 10–4 Ì; 2 — ÝÔÐ, 10–8 Ì; 3 — öÀÌÔ,
10–4 Ì; 4 — D-ãëþêîçà, 10–4 Ì. Ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò ðàññ÷èòûâàëè
êàê ðàçíîñòü ìåæäó àêòèâíîñòüþ ôåðìåíòà â îòñóòñòâèå âîçäåéñòâèÿ
(áàçàëüíîé èëè ïðåèíêóáèðîâàííîé ñ Ca2+) è àêòèâíîñòüþ ôåðìåíòà,
ñòèìóëèðîâàííîãî ãîðìîíîì èëè ãîðìîíîïîäîáíûì âåùåñòâîì. Çâåç-

äî÷êà — P < 0.05 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå àíòàãîíèñòîâ êàëüìîäóëèíà íà ñòèìóëèðóþ-
ùèå ÀÖ ýôôåêòû ãîðìîíîâ è ãîðìîíîïîäîáíûõ âåùåñòâ.

À — ñåðîòîíèí, 10–4 Ì; Á — èíñóëèí, 10–8 Ì; Â — ÝÔÐ, 10–8 Ì; Ã —
öÀÌÔ, 10–4 Ì; Ä — D-ãëþêîçà, 10–4 Ì. 1 — W-5, 500 ìêÌ; 2 — W-7,
500 ìêÌ; 3 — õëîðïðîìàçèí, 500 ìêÌ. Ýôôåêò ãîðìîíà èëè ãîðìîíîïî-
äîáíîãî âåùåñòâà â îòñóòñòâèå àíòàãîíèñòà ïðèíÿò çà 100 %. Çâåçäî÷-

êà — P < 0.05 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.



ýôôåêò ÝÔÐ, íî çàìåòíî ñíèæàëè ñîîòâåòñòâóþùèé ýô-
ôåêò öÀÌÔ (ðèñ. 4). Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì èíãèáèòî-
ðîì ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ öÀÌÔ íà àêòèâíîñòü ÀÖ
áûë õëîðïðîìàçèí, êîòîðûé ñíèæàë åãî íà 33 %. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòèìóëèðóþ-
ùåå äåéñòâèå ÝÔÐ è öÀÌÔ íà ÀÖ (âïåðâûå ïîêàçàííîå)
ðåàëèçóåòñÿ ïðè ó÷àñòèè Ca2+-÷óâñòâèòåëüíûõ ôîðì ôåð-
ìåíòà, ïðè÷åì â ñëó÷àå öÀÌÔ ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå
êàëüìîäóëèí èëè ðîäñòâåííûå åìó áåëêè.

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî â êëåòêàõ èíôóçîðèé T. pyriformis ïðèñóòñòâóþò êàëü-
öèé-÷óâñòâèòåëüíûå ôîðìû ÀÖ, êîòîðûå ñòèìóëèðó-
þòñÿ êàòèîíàìè êàëüöèÿ â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
(0.2—20 ìêÌ), íî èíãèáèðóþòñÿ ïðè áîëåå âûñîêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ. Ïî ýòîìó ïîêàçàòåëþ îíè áëèçêè ìåìáðàí-
íî-ñâÿçàííûì ôîðìàì ÀÖ ìëåêîïèòàþùèõ, êîòîðûå ñòè-
ìóëèðóþòñÿ Ca2+ â ñóáìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ
(ÀÖ 1-ãî è 8-ãî òèïîâ) è èíãèáèðóþòñÿ ïðè áîëåå âûñî-
êèõ, ñóáìèëëèìîëÿðíûõ, êîíöåíòðàöèÿõ (ÀÖ 5-ãî è 6-ãî
òèïîâ) (Taussig, Gilman, 1995; Sunahara, Taussig, 2002).
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå Ca2+ íà
àêòèâíîñòü ÀÖ T. pyriformis íàèáîëåå âûðàæåíî ïðè êîí-
öåíòðàöèÿõ Ca2+ 1—5 ìêÌ. Êàëüöèé â ýòèõ êîíöåíòðàöèè
îñîáåííî ýôôåêòèâåí â ñëó÷àå ñòèìóëÿöèè ÀÖ ìëåêîïè-
òàþùèõ è ðÿäà äðóãèõ îäíîêëåòî÷íûõ, â òîì ÷èñëå èíôó-
çîðèé P. tetraurelia è D. anser (Reig et al., 1984; Gustin, Ne-
lson, 1987; Paindavoine et al., 1992; D’Angelo et al., 2002;
Øïàêîâ è äð., 2007).

Îò÷åòëèâî âûðàæåííîå èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå àíòà-
ãîíèñòîâ êàëüìîäóëèíà íàôòàëåíñóëüôîíàìèäîâ W-5 è
W-7 íà ñòèìóëèðîâàííóþ 5 ìêÌ Ca2+ àêòèâíîñòü ÀÖ ïî-
çâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ðåãóëÿöèþ ôóíêöèîíàëüíîé
àêòèâíîñòè ÀÖ èíôóçîðèé T. pyriformis ìîãóò áûòü âîâëå-
÷åíû Ca2+-êàëüìîäóëèí èëè ðîäñòâåííûå åìó êàëü-
öèé-ñâÿçûâàþùèå áåëêè. W-5 è W-7 èíãèáèðóþò àêòèâ-
íîñòü ÀÖ â êîíöåíòðàöèÿõ, êîòîðûå ýôôåêòèâíû è äëÿ
Ca2+-êàëüìîäóëèí-÷óâñòâèòåëüíûõ ÀÖ ìëåêîïèòàþùèõ
(Ahlijanian, Cooper, 1987; Gross et al., 1987) è áåñïîçâî-
íî÷íûõ æèâîòíûõ (Bookbinder et al., 1990). Èçó÷åíèå
ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ ÀÖ ó äðóãèõ îäíîêëåòî÷íûõ
îðãàíèçìîâ — èíôóçîðèè P. tetraurelia, ãðèáà N. crassa è
òðèïàíîñîìû T. cruzi — óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ó íèõ, òàê æå
êàê ó ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ, èìåþòñÿ ôîðìû ôåð-
ìåíòà, êîòîðûå ðåãóëèðóþòñÿ Ca2+-êàëüìîäóëèíîì (Reig
et al., 1984; Gustin, Nelson, 1987; D’Angelo et al., 2002). Ïî-
êàçàíî, ÷òî àíòàãîíèñòû êàëüìîäóëèíà W-7, òðèôòîðïå-
ðàçèí è êàëüìèäàçîëèí èíãèáèðóþò áàçàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü ÀÖ â ìåìáðàíàõ èíôóçîðèè P. tetraurelia, ïðè÷åì
W-7 è òðèôòîðïåðàçèí â êîíöåíòðàöèÿõ âûøå 500 ìêÌ è
êàëüìèäàçîëèí â êîíöåíòðàöèÿõ âûøå 100 ìêÌ áëîêèðó-
þò åå ïîëíîñòüþ (Gustin, Nelson, 1987). Ó òðèïàíîñîìû T.
cruzi àíòàãîíèñòû êàëüìîäóëèíà õëîðïðîìàçèí, òðèôòîð-
ôåíàçèí è òðèôòîðïåðàçèí äîçîçàâèñèìûì ñïîñîáîì èí-
ãèáèðóþò êàê áàçàëüíóþ, òàê è ñòèìóëèðîâàííóþ êàòèî-
íàìè êàëüöèÿ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà (D’Angelo et al., 2002).
Âûÿâëåííîå â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ îòñóòñòâèå ñòèìóëè-
ðóþùåãî âëèÿíèÿ êàëüìîäóëèíà èç ñåðäöà áûêà íà àêòèâ-
íîñòü êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíîé ôîðìû ÀÖ T. pyriformis,
êàê ìû ïîëàãàåì, ñâÿçàíî ñ âûñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ
âçàèìîäåéñòâèÿ êàëüìîäóëèíîâ èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ
ñ ðåãóëÿòîðíûìè ó÷àñòêàìè ÀÖ è íå ÿâëÿåòñÿ âåñêèì àð-

ãóìåíòîì â ïîëüçó îòñóòñòâèÿ ó T. pyriformis ÷óâñòâèòåëü-
íûõ ê êàëüìîäóëèíó ôîðì ÀÖ.

Â ïîëüçó òåñíîé ôóíêöèîíàëüíîé âçàèìîñâÿçè ìåæäó
êàëüìîäóëèíîì è êîìïîíåíòàìè öÀÌÔ-çàâèñèìûõ ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé, â ïåðâóþ î÷åðåäü ÀÖ, ñâèäåòåëüñòâóþò
äàííûå î òîì, ÷òî ó íèçøèõ ýóêàðèîò, â òîì ÷èñëå ó èíôó-
çîðèé ðîäà Tetrahymena, êàëüìîäóëèí ðåãóëèðóåò ðÿä
æèçíåííî âàæíûõ ïðîöåññîâ, êîíòðîëèðóåìûõ ÷åðåç àäå-
íèëàòöèêëàçíóþ ñèãíàëüíóþ ñèñòåìó (Suzuki et al., 1982;
Moser et al., 1997; Gonda et al., 1999; Numata, Gonda, 2001;
Plattner, Klauke, 2001). Íàðÿäó ñ ýòèì ó èíôóçîðèé T. pyri-
formis è P. tetraurelia Ca2+-êàëüìîäóëèí ñòèìóëèðóåò àê-
òèâíîñòü ãóàíèëàòöèêëàç, êîòîðûå ïî ñâîåé ñòðóêòóð-
íî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè áëèçêè ìåìáðàííî-ñâÿ-
çàííûì ôîðìàì ÀÖ ( Gustin, Nelson, 1987; Kovacs et al.,
1989). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, ëå-
æàùèå â îñíîâå àêòèâàöèè êàëüìîäóëèíîì Ca2+-÷óâñòâè-
òåëüíûõ ôîðì ÀÖ è ãóàíèëàòöèêëàçû, ÿâëÿþòñÿ ñõîäíû-
ìè. Îäíàêî íåîáõîäèìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ, äëÿ
òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü, ðåãóëèðóþòñÿ ëè âûÿâëåííûå
íàìè êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûå ôîðìû ÀÖ T. pyriformis
Ca2+-êàëüìîäóëèíîì è äðóãèìè êàëüöèéñâÿçûâàþùèìè
áåëêàìè.

Ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íåêîòîðûå ãîðìî-
íû ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ (ïåïòèäû èíñóëèíîâîé ãðóï-
ïû, ãëþêàãîí è ñåðîòîíèí) ñïîñîáíû ÃÒÔ-çàâèñèìûì
ñïîñîáîì ñòèìóëèðîâàòü àêòèâíîñòü ÀÖ èíôóçîðèè T. py-
riformis (Äåðêà÷ è äð., 2003; Øïàêîâ è äð., 2003, 2004à,
2004á). Â õîäå âûïîëíåíèÿ íàñòîÿùåé ðàáîòû íàìè áûë
ïðîâåäåí ñêðèíèíã çíà÷èòåëüíîãî ÷èñëà ðîñòîâûõ ôàêòî-
ðîâ, ïðèðîäíûõ íóêëåîòèäîâ, ìîíî- è äèñàõàðèäîâ è îá-
íàðóæåíî, ÷òî ÝÔÐ ÷åëîâåêà, öÀÌÔ è D-ãëþêîçà ñòèìó-
ëèðóþò àêòèâíîñòü ÀÖ T. pyriformis. Â ýòîé ñâÿçè ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî ñòèìóëèðóþùèå ÀÖ ýôôåêòû ÝÔÐ è
öÀÌÔ, êîòîðûé â ýòîì ñëó÷àå âûïîëíÿåò ôóíêöèè íå
âòîðè÷íîãî, à ïåðâè÷íîãî ïîñðåäíèêà, áûëè îáíàðóæåíû
íàìè ðàíåå ó èíôóçîðèè D. anser, ïðè÷åì äåéñòâèå ÝÔÐ
ðåàëèçóåòñÿ ÷åðåç Ca2+-÷óâñòâèòåëüíûå ôîðìû ÀÖ (Øïà-
êîâ è äð., 2007, 2009). Äðóãèìè àâòîðàìè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî öÀÌÔ âûïîëíÿåò ôóíêöèþ âíåøíåãî ñèãíàëà ó àìå-
áû Dictyostelium discoideum è ãðèáà N. crassa (Kim et al.,
1998; Krystofova, Borkovich, 2006). Ýòîò öèêëè÷åñêèé
íóêëåîòèä ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàåòñÿ ñ öÀÌÔ-ðåöåïòîðà-
ìè, ðàñïîëîæåííûìè â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, è ÷åðåç
íèõ ðåãóëèðóåò øèðîêèé ñïåêòð ñèãíàëüíûõ ñèñòåì, â
òîì ÷èñëå ÀÖ À-òèïà, êîòîðàÿ îñóùåñòâëÿåò ñèíòåç
öÀÌÔ âíóòðè êëåòêè. Ïîñêîëüêó ó D. discoideum âíåêëå-
òî÷íûé öÀÌÔ ðåãóëèðóåò õåìîòàêñèñ è àãðåãàöèþ àìåá
â ìíîãîêëåòî÷íîå îáðàçîâàíèå (Dornmann et al., 2001),
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ó èíôóçîðèé T. pyriformis ýòîò
öèêëè÷åñêèé íóêëåîòèä òàêæå âîâëå÷åí â ïðîöåññû õåìî-
òàêñèñà è âíóòðèâèäîâîé õåìîêîììóíèêàöèè. Ïîêàçàíî,
÷òî ÝÔÐ â êîíöåíòðàöèÿõ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ôèçèîëîãè-
÷åñêèìè äëÿ ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, ðåãóëèðóåò ðîñòî-
âûå ïðîöåññû ó T. pyriformis (Øåìàðîâà è äð., 2002). Îá-
íàðóæåííàÿ íàìè ñòèìóëÿöèÿ ÀÖ ýòèì ðîñòîâûì ôàêòî-
ðîì, êàê ìû ïîëàãàåì, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìîëåêóëÿðíûõ
ìåõàíèçìîâ åãî ðåãóëÿòîðíîãî âëèÿíèÿ íà êëåòêè T. pyri-
formis, òåì áîëåå ÷òî ó ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ îäíîé èç
ìèøåíåé äåéñòâèÿ ÝÔÐ ÿâëÿåòñÿ àäåíèëàòöèêëàçíàÿ ñèã-
íàëüíàÿ ñèñòåìà. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå D-ãëþêîçû íà
àêòèâíîñòü ìåìáðàííî-ñâÿçàííûõ ôîðì ÀÖ âûÿâëåíî ó
ðàçëè÷íûõ âèäîâ äðîææåâûõ ãðèáîâ (Kraakman et al.,
1999; Welton, Hoffman, 2000). Ýôôåêò ðåàëèçóåòñÿ ÷åðåç
ðåöåïòîðû ñåðïàíòèííîãî òèïà, êîòîðûå ÃÒÔ-çàâèñèìûì
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ñïîñîáîì ñîïðÿæåíû ñ ÀÖ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ÷óâñòâè-
òåëüíûå ê ãëþêîçå ðåöåïòîðû èìåþòñÿ íå òîëüêî ó ãðè-
áîâ, íî è ó ïðåäñòàâèòåëåé öàðñòâà æèâîòíûõ, â ÷àñòíî-
ñòè ó ìëåêîïèòàþùèõ (Vigues et al., 2008). Îáíàðóæåíèå
íàìè ðåãóëèðóåìîé ãëþêîçîé ÀÖ ó èíôóçîðèè T. pyrifor-
mis ïîäòâåðæäàåò ýòî ïðåäïîëîæåíèå.

Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî ñòèìóëèðóþùèå ýôôåêòû
ÝÔÐ, öÀÌÔ, èíñóëèíà è ñåðîòîíèíà â êëåòêàõ T. pyrifor-
mis ðåàëèçóþòñÿ ÷åðåç êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûå ÀÖ, â òî
âðåìÿ êàê ñîîòâåòñòâóþùèé ýôôåêò D-ãëþêîçû îñóùåñò-
âëÿåòñÿ ÷åðåç íå÷óâñòâèòåëüíûå ê êàòèîíàì êàëüöèÿ ôîð-
ìû ÀÖ. Ïðè ýòîì ÝÔÐ è öÀÌÔ äåéñòâóþò ÷åðåç
Ca2+-÷óâñòâèòåëüíûå ôîðìû ÀÖ, êîòîðûå ñòèìóëèðóþòñÿ
íèçêèìè (5 ìêÌ) è èíãèáèðóþòñÿ ñðàâíèòåëüíî âûñîêè-
ìè (100 ìêÌ) êîíöåíòðàöèÿìè êàòèîíîâ êàëüöèÿ. Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âëèÿíèå ÝÔÐ è öÀÌÔ íà àêòèâíîñòü
öÀÌÔ-çàâèñèìûõ êàñêàäîâ ó T. pyriformis îñóùåñòâëÿåò-
ñÿ êàê ÷åðåç ôîðìû ôåðìåíòà, áëèçêèå ïî ñâîèì ðåãóëÿ-
òîðíûì ñâîéñòâàì ÀÖ 1-ãî è 8-ãî òèïîâ ìëåêîïèòàþùèõ
(ñòèìóëèðóþòñÿ ìèêðîìîëÿðíûìè êîíöåíòðàöèÿìè êàëü-
öèÿ), òàê è ÷åðåç ôîðìû ÀÖ, ðîäñòâåííûå ÀÖ 5-ãî è 6-ãî
òèïîâ ìëåêîïèòàþùèõ (èíãèáèðóþòñÿ ñóáìèëëèìîëÿð-
íûìè êîíöåíòðàöèÿìè êàëüöèÿ). Ñíèæåíèå ñòèìóëèðóþ-
ùåãî ýôôåêòà öÀÌÔ â ïðèñóòñòâèè àíòàãîíèñòîâ êàëü-
ìîäóëèíà ìîæåò óêàçûâàòü íà âîâëå÷åíèå â ñòèìóëÿöèþ
Ca2+-êàëüìîäóëèíçàâèñèìûõ ôîðì ÀÖ. Ñòèìóëèðóþùèé
ÀÖ ýôôåêò ñåðîòîíèíà çàìåòíî íå ìåíÿåòñÿ â ïðèñóòñò-
âèè 100 ìêÌ Ca2+, íî îò÷åòëèâî óñèëèâàåòñÿ â ïðèñóòñò-
âèè 5 ìêÌ Ca2+, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà ó÷àñòèå â äåéñò-
âèè ãîðìîíà Ca2+-÷óâñòâèòåëüíûõ ôîðì ÀÖ, ñõîäíûõ ñ
ÀÖ 1-ãî è 8-ãî òèïîâ ìëåêîïèòàþùèõ. Íàèáîëåå ñëîæíàÿ
êàðòèíà âûÿâëåíà ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ Ca2+ íà ñòèìóëè-
ðóþùèé ÀÖ ýôôåêò èíñóëèíà, êîòîðûé èíãèáèðóåòñÿ
Ca2+ êàê â ñóáìèêðîìîëÿðíûõ, òàê è ñóáìèëëèìîëÿðíûõ
êîíöåíòðàöèÿõ. Ýòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä îá ó÷àñòèè
Ca2+-÷óâñòâèòåëüíûõ ÀÖ â äåéñòâèè ãîðìîíà íà àäåíè-
ëàòöèêëàçíóþ ñèñòåìó èíôóçîðèé. Â òî æå âðåìÿ äëÿ ðàñ-
øèôðîâêè ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ïåðåäà÷è èíñóëè-
íîâîãî ñèãíàëà ê ÀÖ ÷åðåç Ca2+-÷óâñòâèòåëüíûå ôîðìû
ôåðìåíòà òðåáóþòñÿ äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ó èíôóçîðèè D. anser
ÝÔÐ è ðåëàêñèí ñòèìóëèðóþò êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûå
ôîðìû ÀÖ, â òî âðåìÿ êàê áèîãåííûå àìèíû ñåðîòîíèí è
îêòîïàìèí îêàçûâàþò ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå ÷åðåç
Ca2+-íå÷óâñòâèòåëüíûå ôîðìû ÀÖ (Øïàêîâ è äð., 2007).
Ñëåäîâàòåëüíî, ÝÔÐ ó èíôóçîðèé T. pyriformis è D. anser
äåéñòâóåò ÷åðåç Ca2+-÷óâñòâèòåëüíûå ôîðìû ÀÖ, â òî
âðåìÿ êàê ñåðîòîíèí, íàïðîòèâ, ó T. pyriformis ñòèìóëèðó-
åò Ca2+-÷óâñòâèòåëüíóþ ÀÖ, à ó D. anser — Ca2+-íå÷óâñò-
âèòåëüíóþ. Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî äàæå ó ñðàâíèòåëüíî
áëèçêèõ âèäîâ îäíîêëåòî÷íûõ ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ãîð-
ìîíîâ íà ÀÖ ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü,
÷òî ñâåäåíèÿ îá ó÷àñòèè êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûõ ôîðì
ÀÖ â ðåàëèçàöèè ðåãóëÿòîðíîãî âëèÿíèÿ ãîðìîíîâ è ãîð-
ìîíîïîäîáíûõ ìîëåêóë íà àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàç-
íîé ñèñòåìû ó äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé îäíîêëåòî÷íûõ îð-
ãàíèçìîâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ îòñóòñòâóþò, íåñìîòðÿ íà
èìåþùèåñÿ äàííûå îá ó÷àñòèè êàëüöèéñâÿçûâàþùèõ
áåëêîâ â öÀÌÔ-çàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäàõ ó àìåáû
D. discoideum, æãóòèêîíîñöåâ è ãðèáîâ (Shpakov, Pertseva,
2008).

Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêàõ ñâîáîäíîæèâóùèõ èíôóçî-
ðèé T. pyriformis âûÿâëåíû êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûå ôîð-
ìû ÀÖ, êîòîðûå ñòèìóëèðóþòñÿ êàòèîíàìè êàëüöèÿ â
íèçêèõ, ìèêðîìîëÿðíûõ, êîíöåíòðàöèÿõ è èíãèáèðóþòñÿ

ïðè áîëåå âûñîêèõ, à òàêæå àíòàãîíèñòàìè êàëüìîäóëèíà.
×åðåç ïîñðåäñòâî Ca2+-÷óâñòâèòåëüíûõ ôîðì ÀÖ ñâîå
âëèÿíèå íà àäåíèëàòöèêëàçíóþ ñèñòåìó èíôóçîðèé T. py-
riformis îêàçûâàþò ÝÔÐ, öÀÌÔ, èíñóëèí è ñåðîòîíèí, â
òî âðåìÿ êàê D-ãëþêîçà àêòèâèðóåò íå÷óâñòâèòåëüíûå ê
êàëüöèþ ôîðìû ôåðìåíòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-04-00692).
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FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF CALCIUM-SENSITIVE ADENYLYL CYCLASE

OF CILIATE TETRAHYMENA PYRIFORMIS
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Calcium-sensitive forms of adenylyl cyclase (AC) were revealed in most vertebrates and invertebrates and
also in some unicellular organisms, in particular ciliates. We have shown for the first time that calcium cations
influence the AC activity of ciliate Tetrahymena pyriformis. These cations at the concentrations of 0.2—20 mM
stimulated the enzyme activity, and maximum of catalytic effect was observed at 2 mM Ca2+. Calcium cations at
a concentrations of 100 mM or higher inhibited the AC activity. Calmodulin antagonists W-5 and W-7 at the
concentrations of 20—100 mM inhibited the catalytic effect induced by 5 mM Ca2+ and blocked the effect at hig-
her concentrations of Ca2+. Chloropromazine, another calmodulin antagonist, reduced Ca2+-stimulated AC acti-
vity only at the concentrations of 200—1000 mM. AC stimulating effects of serotonin, EGF and cAMP increa-
sed in the presence of 5 mM Ca2+. AC stimulating effects of EGF, cAMP and insulin decreased in the presence of
100 mM Ca2+, and AC stimulating effect of cAMP decreased also in the presence of calmodulin antagonists
(1 mM). At the same time, stimulating effect of D-glucose in the presence of Ca2+ and calmodulin antagonists
did not change essentially. The data obtained speak in favor of the presence of calcium-sensitive forms of AC in
ciliate T. pyriformis which mediate enzyme stimulation by EGF, cAMP, insulin, and serotonin.

K e y w o r d s: adenylyl cyclase, calmodulin antagonist, ciliate, calcium, serotonin, cyclic adenosine mo-
nophosphate, epidermal growth factor, Tetrahymena pyriformis.
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