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Èçìåíåíèå Ca

2+
-îòâåòîâ êóëüòèâèðóåìûõ áóðûõ àäèïîöèòîâ

Òåðìîãåííàÿ ñïîñîáíîñòü áóðîé æèðîâîé òêàíè íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì íîðàäðåíàëèíà. Íîðàäðå-
íàëèí (ÍÀ), âçàèìîäåéñòâóÿ ñ a1- è b-àäðåíîðåöåïòîðàìè àäèïîöèòîâ, âûçûâàåò óâåëè÷åíèå âíóòðèêëå-
òî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ ([Ca2+]i) è ñÀÌÐ. Èçìåíåíèÿ [Ca2+]i ïîä äåéñòâèåì ÍÀ è ñåëåêòèâíûõ àãîíè-
ñòîâ a1- è b-àäðåíîðåöåïòîðîâ öèðàçîëèíà è èçîïðîòåðåíîëà (ÈÏ) çàðåãèñòðèðîâàíû íà îäèíî÷íûõ
êëåòêàõ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû àäèïîöèòîâ â 1-å, íà 3-è è 6-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Èçìåíåíèå [Ca2+]i ïîä
äåéñòâèåì ÈÏ ïî ñðàâíåíèþ ñ îòâåòîì íà öèðàçîëèí â êëåòêàõ 1-õ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ
áîëüøåé àìïëèòóäîé è ìåíüøåé äëèòåëüíîñòüþ èìïóëüñà âî âñåì äèàïàçîíå èñïîëüçóåìûõ ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ êîíöåíòðàöèé. ×åðåç 3 ñóò ýòè ðàçëè÷èÿ íåçíà÷èòåëüíû, ÷åðåç 6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ðàçëè÷èÿ â
êèíåòèêå ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò. Äëÿ âñåõ òðåõ àãîíèñòîâ êèíåòèêà èçìåíåíèÿ [Ca2+]i â ïðîëèôåðèðó-
þùèõ è äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ: ñ âîçðàñòîì êóëüòóðû àìïëèòóäà îòâå-
òà óâåëè÷èâàåòñÿ, äëèòåëüíîñòü òðàíçèòîðíîãî îòâåòà ïðè ïîëóìàêñèìàëüíîé àìïëèòóäå óìåíüøàåòñÿ è
óâåëè÷èâàåòñÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê àãîíèñòàì àäðåíîðåöåïòîðîâ. Ïî óâåëè÷åíèþ [Ca2+]i ïðè äåéñòâèè
èíãèáèòîðà Ca2+-ÀÒÐàçû ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà òàïñèãàðãèíà â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå ïîêàçà-
íî, ÷òî çàïàñ èîíîâ êàëüöèÿ â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ìåðå ðîñòà è ðàçâèòèÿ
êëåòîê â êóëüòóðå, à ñêîðîñòü îòêà÷êè Ñà2+ èç êëåòîê, õàðàêòåðèçóþùàÿ àêòèâíîñòü Ca2+-ÀÒÐàçû ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíû, âîçðàñòàåò.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áóðûå ïðåàäèïîöèòû, àäðåíåðãè÷åñêèå ðåöåïòîðû, âíóòðèêëåòî÷íûé Ñà2+,
ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÆÒ — áóðàÿ æèðîâàÿ òêàíü, ÈÏ — èçîïðîòåðèíîë, ÍÀ — íîðàäðå-
íàëèí, ÒÃ — òàïñèãàðãèí.

Áóðàÿ æèðîâàÿ òêàíü (ÁÆÒ) ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííîé
òêàíüþ, îñóùåñòâëÿþùåé íåñîêðàòèòåëüíûé òåðìîãåíåç
(Nicholls, Locke, 1984; Cannon, Nedergaard, 2004). Àêòèâà-
öèÿ òåïëîïðîäóêöèè íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì íîðàäðå-
íàëèíà (ÍÀ), âûñâîáîæäàþùåãîñÿ èç îêîí÷àíèé ñèìïà-
òè÷åñêèõ íåðâíûõ âîëîêîí ïîä äåéñòâèåì õîëîäà (Jansky,
1973; Foster, Frydman, 1979; Bukowiecki et al., 1982; Astrup
et al., 1985; Golozoubova et al., 2001; Klingenspor, 2003;
Cannon, Nedergaard, 2004). Ïðîèçâîäñòâî òåïëîïðîäóêöèè
îñóùåñòâëÿþò ìèòîõîíäðèè, êîòîðûõ â çðåëûõ áóðûõ
àäèïîöèòàõ, êàê è â êàðäèîìèîöèòàõ, îãðîìíîå êîëè÷åñò-
âî (Cannon, Nedergaard, 2008).

Â îòëè÷èå îò êëåòîê ñåðäöà, ìèòîõîíäðèè êîòîðûõ ãå-
íåðèðóþò ÷ðåçâû÷àéíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ÀÒÐ, íåîáõî-
äèìîå äëÿ ïîñòîÿííûõ ñåðäå÷íûõ ñîêðàùåíèé, â ìèòî-
õîíäðèÿõ áóðûõ àäèïîöèòîâ ïðîèñõîäèò ðàçîáùåíèå ïðî-
öåññîâ îêèñëåíèÿ è ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê
ãåíåðàöèè òåïëà. Ðàçîáùàþùèé áåëîê (UCP1), ðàñïîëî-
æåííûé íà âíóòðåííåé ìåìáðàíå ìèòîõîíäðèé, êàòàëèçè-
ðóåò ýòîò ïðîöåññ, îáåñïå÷èâàÿ òðàíñïîðò ïðîòîíîâ èç
ìåæìåìáðàííîãî ïðîñòðàíñòâà â ìàòðèêñ (Klingenberg,
1999). Ïàäåíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà îáåñïå÷èâàåò
âûñîêèå ñêîðîñòè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ýëåêòðîííîãî
òðàíñïîðòà, êîòîðîå ïðîèñõîäèò â îñíîâíîì çà ñ÷åò îêèñ-

ëåíèÿ ëèïèäîâ, çàïàñåííûõ â áóðûõ àäèïîöèòàõ (Kozak et
al., 1988). Ýôôåêòèâíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîèçâîäèìîãî
òåïëà äîñòèãàåòñÿ íå òîëüêî çà ñ÷åò ðàñïîëîæåíèÿ ÁÆÒ
âáëèçè âàæíûõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, íî è çà ñ÷åò áîëü-
øîãî êîëè÷åñòâà ñîñóäîâ è ìåëêèõ êàïèëëÿðîâ â ñàìîé
òêàíè.

Óâåëè÷åíèå òåðìîãåííîé ñïîñîáíîñòè îáåñïå÷èâàåò-
ñÿ òàêæå çà ñ÷åò ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè ïðî-
ãåíèòîðíûõ êëåòîê áóðîãî æèðà. Èîíû êàëüöèÿ ÿâëÿþòñÿ
îñíîâíûì âòîðè÷íûì ìåññåíäæåðîì â ðåãóëÿöèè ýòèõ
ôóíäàìåíòàëüíûõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Ñâåæåâûäå-
ëåííûå ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè áóðîãî æèðà îáëàäàþò
îðèãèíàëüíîé ñèñòåìîé êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè, òàê
êàê â îòëè÷èå îò çðåëûõ êëåòîê ôîñôîèíîçèòèäíûé ïóòü â
ïðåàäèïîöèòàõ èãðàåò íåçíà÷èòåëüíóþ ðîëü â óâåëè÷åíèè
[Ñà2+]i ïîä äåéñòâèåì àãîíèñòîâ a-àäðåíîðåöåïòîðîâ.
Ãëàâåíñòâóþùóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè êàëüöèåâîãî ñèã-
íàëà ïîä äåéñòâèåì ÍÀ èãðàåò àäåíèëàòöèêëàçíûé ïóòü,
àêòèâèðóåìûé àãîíèñòàìè b-àäðåíîðåöåïòîðîâ (Äîëãà÷å-
âà è äð., 2000, 2002). Â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ è äèôôåðåíöè-
ðîâêè àäèïîöèòîâ ìåíÿþòñÿ ñòðóêòóðà êëåòêè, ñîñòàâ, êî-
ëè÷åñòâî è ñâîéñòâà àäðåíîðåöåïòîðîâ è ôåðìåíòîâ âíóò-
ðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè, ÷òî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ
ôèçèîëîãè÷åñêîãî îòâåòà êëåòêè íà äåéñòâèå ÍÀ.
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Â ðàáîòå ñòîÿëè ñëåäóþùèå çàäà÷è: óñòàíîâèòü çàêî-
íîìåðíîñòè èçìåíåíèÿ Ñà2+-îòâåòîâ â ïðîöåññå ðîñòà áó-
ðûõ àäèïîöèòîâ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ïðè àäðåíåðãè÷å-
ñêîé ñòèìóëÿöèè, âûÿñíèòü ðîëü a1- è b-àäðåíîðåöåïòî-
ðîâ â ôîðìèðîâàíèè êàëüöèåâîãî îòâåòà íà äåéñòâèå ÍÀ,
à òàêæå îöåíèòü èçìåíåíèÿ êàëüöèåâîãî ïóëà â ýíäîïëàç-
ìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå àäèïîöèòîâ â ïðîöåññå èõ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ÷åðåç 1, 3 è 6 ñóò.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìûøåé-ñàìöîâ ëèíèè NMRI â âîçðàñòå 3—5 íåä ñî-
äåðæàëè â îòñóòñòâèå õîëîäîâîãî ñòðåññà ïðè 23—25 °Ñ.
Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ñâåæåâûäåëåííóþ
ñóñïåíçèþ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ áóðîãî æèðà èëè
ïðåàäèïîöèòîâ (Bronnikov et al., 1992).

Â û ä å ë å í è å ï ð å à ä è ï î ö è ò î â. Âñå îïåðàöèè
ïðîõîäèëè â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ íà ëüäó. Äåçèíôåêöèþ
æèâîòíûõ ïåðåä âñêðûòèåì îñóùåñòâëÿëè 70%-íûì ýòà-
íîëîì. Çàáîð ÁÆÒ ïðîèçâîäèëè èç ìåæëîïàòî÷íîé îáëàñ-
òè. Êóñî÷êè òêàíè ïîìåùàëè â ÷àøêó Ïåòðè, ñîäåðæà-
ùóþ 2 ìë îõëàæäåííîé ñðåäû DMEM, î÷èùàëè îò áåëîé
æèðîâîé òêàíè, ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè è êðîâè, çàòåì
òùàòåëüíî èçìåëü÷àëè ñ ïîìîùüþ íîæíèö è ïåðåíîñèëè
â ïðîáèðêè ñî ñðåäîé DMEM (20 ìë), ñîäåðæàùåé áû÷èé
ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (BSA, 3 %) è êîëëàãåíàçó
(200 U/ìë), pÍ 7.4, ïðè 37 °C. Ïðåïàðàò èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 20 ìèí íà âîäÿíîé áàíå ïðè 37 °Ñ, âñòðÿõèâàÿ
ñìåñü êàæäûå 5 ìèí íà âîðòåêñå, à çàòåì îõëàæäàëè íà
ëüäó â òå÷åíèå 15—30 ìèí. Ïîñëå ýòîãî âåðõíèé ñëîé, ñî-
ñòîÿùèé ïðåèìóùåñòâåííî èç æèðîâûõ êàïåëü è çðåëûõ
àäèïîöèòîâ, óäàëÿëè øïðèöåì ñ òîëñòîé èãëîé. Îñòàâøó-
þñÿ ñóñïåíçèþ êëåòîê ôèëüòðîâàëè íà íåéëîíîâîì ôèëü-
òðå (ñ ðàçìåðîì ïîð 250 ìêì) è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
2700 îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí íà öåíòðèôóãå K-23 (MLW,
Ãåðìàíèÿ). Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ñëîé áåëîãî æèðà
óäàëÿëè, ñóïåðíàòàíò îòáèðàëè øïðèöåì ñ äëèííîé èã-
ëîé, à ïîëó÷åííûé îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå
DMEM (9 ìë íà ã òêàíè) ñ äîáàâëåíèåì 10 ìÌ HEPES è
BSA (0.5 ìã/ìë), ðÍ 7.4, îòôèëüòðîâûâàëè íà íåéëîíîâîì
ôèëüòðå (ñ ðàçìåðîì ïîð 25 ìêì) è öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîëó÷åííàÿ ñóñïåíçèÿ ñîäåðæàëà
ìîëîäûå ïðåàäèïîöèòû, òàê êàê çðåëûå àäèïîöèòû ñîäåð-
æàò æèðîâûå êàïëè è íå îñàæäàþòñÿ ïðè äàííûõ óñëîâè-
ÿõ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å à ä è ï î ö è ò î â. Êëåòêè
(300 òûñ.) ñåÿëè íà ïîêðîâíûå êðóãëûå ñòåêëà (äèàìåòðîì
25 ìì), êîòîðûå ïîìåùàëè â ÷àøêè Ïåòðè (35 ìì, îáúåì
ñðåäû 500 ìêë) è îñòàâëÿëè íà 8 ÷ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå äëÿ
ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê. Ïîñëå ýòîãî îáúåì ñðåäû êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ äîâîäèëè äî 1 ìë. Êëåòêè âûðàùèâàëè ïðè 37 °Ñ,
8 % ÑÎ2 è 100%-íîì íàñûùåíèè àòìîñôåðû âîäÿíûìè
ïàðàìè.

Èñïîëüçîâàëè ñòåðèëüíóþ ñðåäó DMEM (Sigma,
ÑØÀ) c äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâî-
ðîòêè (Gibco, ÑØÀ), 4 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 4 íÌ èíñóëèíà,
50 IU/ìë ïåíèöèëëèíà, 50 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà è
25 ìêã/ìë àñêîðáàòà Na (Sigma).

Ä ë ÿ â è ç ó à ë è ç à ö è è æ è ð î â û õ â ê ë þ ÷ å í è é
èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü Oil Red (Fasshauer et al., 2000;
Zhang et al., 2006). Ñ ýòîé öåëüþ êóëüòóðó êëåòîê ïåðåâî-
äèëè â ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð (PBS). Äàëåå
êëåòêè ôèêñèðîâàëè 10%-íûì ôîðìàëèíîì â òå÷åíèå 1 ÷,

îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì Oil Red (0.3 % â 60%-íîì èçîïðî-
ïàíîëå, 1 ÷), îòìûâàëè îò êðàñèòåëÿ ñ ïîìîùüþ PBS è âû-
ñóøèâàëè ïðè 37 °Ñ â ñóøèëüíîì øêàôó. Ôîòîñúåìêó
êëåòîê ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ óñòàíîâêè Cell observer
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ âûñîêîñêîðîñòíîé ÷åðíî-áå-
ëîé CCD-êàìåðîé AxioCam HSm è îáúåêòèâîì Plan Neo-
fluar 40�/0.3. Íà êàæäîì èç 5 ñòåêîë âûáèðàëè 10 ïðîèç-
âîëüíûõ îáëàñòåé. Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ â ôîðìàòå
zvi èñïîëüçîâàëè äëÿ äàëüíåéøåé êîìïüþòåðíîé îáðà-
áîòêè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ ñ ïëàãèíîì Analyze
Particles.

È ç ì å ð å í è å ê î í ö å í ò ð à ö è è Ñ à 2 + â ö è ò î ç î ë å
îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ñ
ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà Fura—2/ÀÌ (Grynkie-
wicz et al., 1985). Êëåòêè íàãðóæàëè çîíäîì â ñáàëàíñèðî-
âàííîì ñîëåâîì ðàñòâîðå Õýíêñà (HBSS), ñîäåðæàùåì
10 ìÌ HEPES, pH 7.4, ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 40 ìèí ñ ïî-
ñëåäóþùåé îòìûâêîé îò êðàñèòåëÿ â òå÷åíèå 15 ìèí.

Äëÿ ðåãèñòðàöèè êàëüöèåâûõ ñèãíàëîâ èñïîëüçîâàëè
óñòàíîâêó Cell observer (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ âûñîêî-
ñêîðîñòíîé ÷åðíî-áåëîé CCD-êàìåðîé AxioCam HSm.
Èñòî÷íèêîì ñâåòà ñëóæèëà ðòóòíàÿ ëàìïà ÍÂÎ 100. Âîç-
áóæäåíèå ôëóîðåñöåíöèè Fura-2 ïðîâîäèëè ïðè äâóõ
äëèíàõ âîëí (340 è 387 íì) ñ èñïîëüçîâàíèåì çàïèðàþ-
ùèõ ñâåòîôèëüòðîâ BP 340/30 è BP 387/15, ðåãèñòðèðî-
âàëè â îáëàñòè 465—555 íì (ñâåòîôèëüòð ÂÐ 510/90).
Ñ öåëüþ ïðåäóïðåæäåíèÿ ôîòîäåñòðóêöèè çîíäà èñïîëü-
çîâàëè 50 % ìîùíîñòè ðòóòíîé ëàìïû è íåéòðàëüíûå
ôèëüòðû (25 è 5 %). Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ Plan Neofluar
40�/0.3. Ñåðèè öèôðîâûõ èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ ñ
èíòåðâàëîì â 5 ñ, îáðàáàòûâàëè â ïðîãðàììå ImageJ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïëàãèíîâ Time Series Analyzer è RatioPlus.
Ïîñòðîåíèå ãðàôèêîâ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìû Origin.

Ðåçóëüòàòû

Èçâåñòíî, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè ñòàíäàðòíîé ñðåäû
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ äîáàâëåíèåì 5 íM èíñóëèíà è 10 %
ñûâîðîòêè íîâîðîæäåííûõ òåëÿò áóðûå àäèïîöèòû ìûøè
â òå÷åíèå 4 ñóò àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþò, íà 5-å ñóò êóëü-
òóðà ñòàíîâèòñÿ ïðåêîíôëóýíòíîé. Â ðåçóëüòàòå êîíòàêò-
íîãî òîðìîæåíèÿ àêòèâèçèðóåòñÿ ïðîöåññ äèôôåðåíöè-
ðîâêè êëåòîê, ñîïðîâîæäàþùèéñÿ óñèëåíèåì íàêîïëåíèÿ
æèðîâûõ êàïåëü è ýêñïðåññèåé ðàçîáùàþùåãî áåëêà
UCP1. Íà 6-å ñóò êëåòêè îáðàçóþò ìîíîñëîé è ñòàíîâÿòñÿ
äèôôåðåíöèðîâàííûìè (Bronnikov et al., 1992).

Íà ðèñ. 1 ïîêàçàíà ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà êëåòîê ÁÆÒ
÷åðåç 1, 3 è 6 ñóò ïîñëå ïîñåâà ïðåàäèïîöèòîâ. Â 1-ñóòî÷-
íîé êóëüòóðå ïðèáëèçèòåëüíî 5 % êëåòîê áûëè áîëüøåãî
ðàçìåðà. Äëÿ óñòðàíåíèÿ çàãðÿçíåíèÿ êóëüòóðû ôèáðî-
áëàñòàìè äîáàâëÿëè èíãèáèòîð èõ ðîñòà — öèòîçèí àðà-
áèíîçèä â êîíöåíòðàöèè 10 íÌ.

Âàæíûì ìîðôîëîãè÷åñêèì îòëè÷èåì çðåëûõ áóðûõ
àäèïîöèòîâ îò äðóãèõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå ìíî-
æåñòâåííûõ æèðîâûõ êàïåëü. Êîíòðàñòèðîâàòü æèðîâûå
âêëþ÷åíèÿ èëè êàïëè ìîæíî ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ Oil
Red. Â 1-å ñóò êëåòêè íå ñîäåðæàò æèðîâûõ êàïåëü è èìå-
þò ìàëûé ðàçìåð. Òèïè÷íàÿ êëåòêà ïîêàçàíà íà ðèñ. 2, à.
Íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê âîçðàñòàåò
âñëåäñòâèå àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè, èõ ðàçìåð óâåëè÷è-
âàåòñÿ, è ïîÿâëÿþòñÿ êëåòêè ñ æèðîâûìè âêëþ÷åíèÿìè.
Òèïè÷íàÿ êëåòêà ïîêàçàíà íà ðèñ. 1, á. Íà 6-å ñóò âèäíû
çðåëûå àäèïîöèòû áîëüøîãî ðàçìåðà ñ ìíîãî÷èñëåííûìè

Èçìåíåíèå Ca
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æèðîâûìè âêëþ÷åíèÿìè (ðèñ. 1, â), êîòîðûå çàíèìàþò íå
ìåíåå 80 % ïîëÿ çðåíèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî àêòèâàöèÿ àäèïîöèòîâ ïðîèñõîäèò
âñëåäñòâèå âçàèìîäåéñòâèÿ ÍÀ ñ a1- è b-àäðåíîðåöåïòî-
ðàìè è ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì âíóòðèêëåòî÷íîé
êîíöåíòðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ ([Ñà2+]i). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
âêëàäà a1- è b-àäðåíîðåöåïòîðîâ â óâåëè÷åíèå [Ñà2+]i â
ïåðâè÷íîé êóëüòóðå áóðûõ àäèïîöèòîâ ïîä äåéñòâèåì
ÍÀ è îöåíêè ïóëà Ñà2+ â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå
(ÝÐ) ìû âûáðàëè òðè ôàçû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê:
1-å ñóò, êîãäà êëåòêè èìåþò íàèáîëüøåå ñõîäñòâî ñ ïðî-
ãåíèòîðíûìè êëåòêàìè; 3-è ñóò, êîãäà êëåòêè îáëàäàþò
ñàìûì âûñîêèì óðîâíåì ïðîëèôåðàöèè; 6-å ñóò, êîãäà
êëåòêè óæå ñòàëè äèôôåðåíöèðîâàííûìè.

Êëåòêè 1-ñóòî÷íîé êóëüòóðû îòâå÷àþò íà äåéñòâèå
ÍÀ íåáîëüøèìè èçìåíåíèÿìè [Ca2+]i (ðèñ. 3), íî â îòëè-
÷èå îò Ca2+-îòâåòà ñâåæåâûäåëåííûõ ïðîãåíèòîðíûõ êëå-
òîê (Äîëãà÷åâà è äð., 1999) ýòîò îòâåò ÿâëÿåòñÿ òðàíçèòîð-
íûì, â íåì îòñóòñòâóåò ëàã-ïåðèîä, ñêîðîñòü ðîñòà [Ca2+]i

óâåëè÷åíà â 8—10 ðàç. Äëèòåëüíîñòü òðàíçèòîðíîãî îòâå-
òà, èçìåðåííàÿ ïðè ïîëóìàêñèìàëüíîé àìïëèòóäå, ñîñòàâ-
ëÿåò 100—220 ñ ïðè äåéñòâèè ÍÀ â êîíöåíòðàöèè îò 0.3
äî 10 ìêÌ. Ýòè êîíöåíòðàöèè ÿâëÿþòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêè-
ìè (Bukowiecki et al., 1982; Bronnikov et al., 1992, 1999;

Tuchiya, Nagai, 1994; Dolgacheva et al., 2003) è àêòèâèðó-
þò â êëåòêàõ áóðîãî æèðà ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè è äèô-
ôåðåíöèðîâêè, ñèíòåç ðàçîáùàþùåãî áåëêà UCP1 è
òåðìîãåíåç. Ìàêñèìàëüíûé êàëüöèåâûé îòâåò äëÿ êëåòîê
1-ñóòî÷íîé êóëüòóðû áûë çàðåãèñòðèðîâàí ïðè 10 ìêÌ
ÍÀ (ðèñ. 3).

Àìïëèòóäà èçìåíåíèÿ [Ca2+]i â êëåòêàõ ÷åðåç 3 ñóò ïî-
ñëå ïîñåâà óâåëè÷èëàñü â 1.7—4 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ 1-ñó-
òî÷íûìè êëåòêàìè, à äëèòåëüíîñòü òðàíçèòîðíîãî îòâåòà
ïî÷òè íå èçìåíèëàñü — 100—200 ñ. Íåñêîëüêî óâåëè÷è-
ëèñü ñêîðîñòü ðîñòà [Ca2+]i è ñêîðîñòü îòêà÷êè êàëüöèÿ èç
öèòîçîëÿ. Êðîìå òîãî, óâåëè÷èëàñü ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëå-
òîê ê íåéðîòðàíñìèòòåðó ÍÀ — ìàêñèìàëüíûé îòâåò êëå-
òîê ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà çàðåãèñòðèðîâàí ïðè 10 ìêÌ
ÍÀ, òîãäà êàê ìàêñèìàëüíûé îòâåò äëÿ êëåòîê, êóëüòèâè-
ðóåìûõ 3 ñóò, çàðåãèñòðèðîâàí ïðè 3 ìêÌ ÍÀ.

Ïî èñòå÷åíèè 6 ñóò ïî÷òè âñå àäèïîöèòû ñòàëè äèô-
ôåðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè ñ ìíîãî÷èñëåííûìè æèðî-
âûìè âêëþ÷åíèÿìè (ðèñ. 1, â), ãîòîâûìè âûïîëíèòü ñâîþ
îñíîâíóþ òåðìîãåííóþ ôóíêöèþ. Ìàêñèìàëüíàÿ àìïëè-
òóäà êàëüöèåâîãî îòâåòà íà äåéñòâèå ÍÀ (ðèñ. 3) ýòèõ
àäèïîöèòîâ óâåëè÷èëàñü áîëåå ÷åì â 2 ðàçà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êëåòêàìè, êóëüòèâèðóåìûìè 3 ñóò, à äëèòåëüíîñòü
òðàíçèòîðíîãî îòâåòà ïðè ïîëóìàêñèìàëüíîé àìïëèòó-

468 Å. À. Òóðîâñêèé, Ì. Â. Êîíàêîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà áóðûõ àäèïîöèòîâ ÷åðåç 1 (à), 3 (á) è 6 (â) ñóò ïîñëå ïîñåâà.

Ïðîõîäÿùèé ñâåò, îá. 10�.

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê áóðîé æèðîâîé òêàíè â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà.

Ëîêàëèçàöèÿ æèðîâûõ êàïåëü â êëåòêàõ ÷åðåç 1 (à), 3 (á) è 6 (â) ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ, âûÿâëåííàÿ ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ Oil Red. Ïðîõîäÿùèé ñâåò,
îá. 10�.



äå óìåíüøèëàñü â 10 ðàç è ñîñòàâèëà 10—20 ñ. Íà äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ áîëåå âûðàæåíî ïîäàâëåíèå
êàëüöèåâîãî ñèãíàëà ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ÍÀ,
÷òî óêàçûâàåò íà âêëþ÷åíèå îòðèöàòåëüíîé îáðàòíîé
ñâÿçè.

Òàêèì îáðàçîì, êàëüöèåâûé îòâåò íà äåéñòâèå ÍÀ
(ðèñ. 3) äèôôåðåíöèðîâàííûõ àäèïîöèòîâ ñóùåñòâåííî
îòëè÷àåòñÿ îò îòâåòà ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê êàê ïî
àìïëèòóäå, òàê è ïî äëèòåëüíîñòè èìïóëüñà, ñêîðîñòÿì
ðîñòà è ñíèæåíèÿ êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ â öèòîçîëå. Àíà-
ëèçèðóÿ îòâåòû àäèïîöèòîâ ÷åðåç 1, 3 è 6 ñóò êóëüòèâèðî-
âàíèÿ, ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïî ìåðå äèôôåðåíöèðîâêè
àäèïîöèòîâ âîçðàñòàåò íå òîëüêî àêòèâíîñòü Ñà2+-ìîáè-
ëèçóþùèõ ñèñòåì (êàëüöèåâûõ êàíàëîâ) è óâåëè÷èâàåòñÿ
èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ÍÀ, íî è àêòèâèðóþòñÿ ñèñòåìû
àêòèâíîé îòêà÷êè èîíîâ êàëüöèÿ èç öèòîçîëÿ.

Óâåëè÷åíèå [Ca2+]i â öèòîçîëå ïðè àêòèâàöèè êëåòîê
îïðåäåëÿåòñÿ è óïðàâëÿåòñÿ âûáðîñîì èîíîâ êàëüöèÿ èç
ÝÐ. Äëÿ îöåíêè âíóòðèêëåòî÷íûõ çàïàñîâ êàëüöèÿ îáû÷-
íî èñïîëüçóþò ñåëåêòèâíûé èíãèáèòîð Ñà2+-ÀÒÔàçû ÝÐ
òàïñèãàðãèí (Thastrup et al., 1990). Íà ðèñ. 4 ïîêàçàíû èç-
ìåíåíèÿ [Ca2+]i â àäèïîöèòàõ ÷åðåç 1, 3 è 6 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ïðè îïóñòîøåíèè ÝÐ â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå ïîä
äåéñòâèåì òàïñèãàðãèíà. Àìïëèòóäà ñèãíàëà â ýòèõ óñëî-
âèÿõ ïðîïîðöèîíàëüíà çàïàñàì êàëüöèÿ â ÝÐ, à ñêîðîñòü
óìåíüøåíèÿ ñèãíàëà îòðàæàåò àêòèâíîñòü êàëüöèåâîé
ÀÒÐàçû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû (PMCA).

Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ ðèñ. 4, âíóòðèêëåòî÷íûé çàïàñ
èîíîâ êàëüöèÿ ñàìûé ìàëåíüêèé â ìîëîäûõ êëåòêàõ
(1-å ñóò). Â ïðîöåññå ïðîëèôåðàöèè è äàëüíåéøåãî ðàçâè-
òèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè ýòîò çàïàñ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷è-
âàåòñÿ. Óâåëè÷èâàåòñÿ è ñêîðîñòü îòêà÷êè èîíîâ Ñà2+ èç
êëåòîê.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ñâåæåâûäåëåííûõ
ïðåàäèïîöèòàõ b-àäðåíîðåöåïòîðû âíîñÿò áîëüøèé âêëàä
â ãåíåðàöèþ Ñà2+-ñèãíàëà, ÷åì a1-àäðåíîðåöåïòîðû (Dol-
gacheva et al., 2003). Äëÿ âûÿñíåíèÿ âîïðîñà î òîì, êàêèå

òèïû àäðåíîðåöåïòîðîâ îòâåòñòâåííû çà ãåíåðàöèþ
[Ca2+]i ïðè äåéñòâèè ÍÀ è êàê ìåíÿåòñÿ âêëàä ýòèõ ðåöåï-
òîðîâ â ïðîöåññå ðîñòà è ðàçâèòèÿ êëåòîê â êóëüòóðå,
ìû èñïîëüçîâàëè ñåëåêòèâíûå àãîíèñòû b- è a1-àäðåíî-
ðåöåïòîðîâ èçîïðîòåðåíîë (ÈÏ) è öèðàçîëèí ñîîòâåòñò-
âåííî.

Íà ðèñ. 5 è 6 ïîêàçàíû èçìåíåíèÿ [Ca2+]i â êëåòêàõ ïîä
äåéñòâèåì ÈÏ è öèðàçîëèíà ÷åðåç 1, 3 è 6 ñóò â êóëüòóðå.
Îáà àãåíòà âûçûâàþò ïîâûøåíèå [Ca2+]i. Íåáîëüøîé ïî
àìïëèòóäå è äëèòåëüíûé êàëüöèåâûé îòâåò ÷åðåç 1 ñóò ïî
ìåðå ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ïðåâðàùàåòñÿ â
êðàòêîâðåìåííûé, èìïóëüñíûé ñ áîëüøîé àìïëèòóäîé
÷åðåç 6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êàê âèäíî íà ðèñ. 5 è 6, èç-
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå [Ca2+]i â öèòîçîëå áóðûõ àäèïîöèòîâ ïîä äåéñòâèåì íîðàäðåíàëèíà (ÍÀ, 0.3—10 ìêÌ) ÷åðåç 1, 3 è 6 ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ.

Ïî îñè îðäèíàò — îòíîøåíèå ôëóîðåñöåíöèè Fura-2 ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì â äëèíàìè âîëí 340 è 380 íì; ñòðåëêîé óêàçàí ìîìåíò äîáàâëåíèÿ ÍÀ.
×èñëà ó êðèâûõ óêàçûâàþò êîíöåíòðàöèþ ÍÀ. Çäåñü è äàëåå: êàæäàÿ êðèâàÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé óñðåäíåííûé îòâåò îò 10—20 êëåòîê äëÿ 1-ñóòî÷íîé

êóëüòóðû, îò 20—40 êëåòîê äëÿ 3-ñóòî÷íîé è îò 50—70 êëåòîê äëÿ 6-ñóòî÷íîé êóëüòóðû.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå [Ca2+]i â êóëüòèâèðóåìûõ àäèïîöèòàõ ïîä
äåéñòâèåì 0.5 ìêÌ òàïñèãàðãèíà (ÒÃ) â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå.

1—3 — êëåòêè 1-, 3- è 6-ñóòî÷íîé êóëüòóð ñîîòâåòñòâåííî; ñòðåëêîé óêà-
çàí ìîìåíò äîáàâëåíèÿ ÒÃ.



ìåíåíèå [Ca2+]i ïîä äåéñòâèåì ÈÏ ïî ñðàâíåíèþ ñ èçìå-
íåíèåì ïðè äåéñòâèè öèðàçîëèíà â êëåòêàõ ÷åðåç 1 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëüøåé àìïëèòóäîé è
ìåíüøåé äëèòåëüíîñòüþ èìïóëüñà âî âñåì äèàïàçîíå èñ-
ïîëüçóåìûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèé. ×åðåç 3 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ àìïëèòóäû [Ca2+]i ïîä äåéñòâèåì ÈÏ è
öèðàçîëèíà ðàçëè÷àþòñÿ ìàëî. Äëèòåëüíîñòü èìïóëüñîâ,
èçìåðåííàÿ ïðè ïîëóìàêñèìàëüíîé àìïëèòóäå, íåñêîëüêî
ìåíüøå â ñëó÷àå ÈÏ (20—140 ñ), ÷åì â ñëó÷àå öèðàçîëèíà
(110—200 ñ). ×åðåç 6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ îòâåòû íà îáà
àãîíèñòà ïðåâðàùàþòñÿ â èìïóëüñíûå. Â ñëó÷àå öèðàçî-
ëèíà âûÿâëÿåòñÿ ïîäàâëåíèå êàëüöèåâîãî ñèãíàëà ïðè
óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè àãîíèñòà, òîãäà êàê â ñëó÷àå
ÈÏ ýòîãî ýôôåêòà íå íàáëþäàåòñÿ. Äðóãèå ðàçëè÷èÿ â êè-

íåòèêå ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò, ÷òî îçíà÷àåò ðàâíî-
ïðàâíîå ó÷àñòèå êàæäîãî èç ïóòåé â ôîðìèðîâàíèè
êàëüöèåâîãî ñèãíàëà ïîä äåéñòâèåì ïðèðîäíîãî íåéðî-
òðàíñìèòòåðà íîðàäðåíàëèíà.

Îáñóæäåíèå

Ñà2+-ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà êëåòîê áóðîãî æèðà èçó÷åíà
íåäîñòàòî÷íî, íî áîëåå 20 ëåò íàçàä áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
àêòèâàöèÿ a1-àäðåíåðãè÷åñêèõ ðåöåïòîðîâ âûçûâàåò ãèä-
ðîëèç ôîñôîèíîçèòèäîâ (Mohell et al., 1984; Nanberg, Put-
ney, 1986). Ïîçæå íà áóðûõ àäèïîöèòàõ ïîêàçàëè, ÷òî êè-
íåòèêà èçìåíåíèÿ [Ca2+]i ïîä äåéñòâèåì ÍÀ — ãëàâíîãî

470 Å. À. Òóðîâñêèé, Ì. Â. Êîíàêîâ è äð.

Ðèñ. 5. Èçìåíåíèå [Ca2+]i â êóëüòèâèðóåìûõ àäèïîöèòàõ ÷åðåç 1, 3 è 6 ñóò ïîñëå ïîñåâà ïîä äåéñòâèåì èçîïðîòåðåíîëà (ÈÏ) â êîí-
öåíòðàöèè 0.3, 1, 3 èëè 10 ìêÌ.

×èñëà ó êðèâûõ óêàçûâàþò êîíöåíòðàöèþ àãåíòà, ñòðåëêîé óêàçàí ìîìåíò åãî äîáàâëåíèÿ.

Ðèñ. 6. Èçìåíåíèå [Ca2+]i â êóëüòèâèðóåìûõ àäèïîöèòàõ ÷åðåç 1, 3 è 6 ñóò ïîñëå ïîñåâà ïîä äåéñòâèåì öèðàçîëèíà (Öèð) â êîíöåí-
òðàöèè 0.3, 1, 3 èëè 10 ìêÌ.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 5.



íåéðîòðàíñìèòòåðà òåðìîãåíåçà — âûãëÿäèò òèïè÷íîé
äëÿ ìåòàáîòðîïíûõ ðåöåïòîðîâ íåâîçáóäèìûõ êëåòîê
(Wilcke, Nedergaard, 1989; Thonberg et al., 1994). Â ýòèõ
ðàáîòàõ áûëè ñäåëàíû âûâîäû î òîì, ÷òî óâåëè÷åíèå
[Ca2+]i â àäèïîöèòàõ, êàê è â äðóãèõ íåâîçáóäèìûõ êëåò-
êàõ, îïîñðåäîâàíî a1-àäðåíîðåöåïòîðàìè, íî óðîâåíü
[Ca2+]i ïîçèòèâíî ðåãóëèðóþòñÿ öÀÌÔ-çàâèñèìûìè ïðî-
öåññàìè. Â òîé æå ëàáîðàòîðèè (Thonberg et al., 1994)
áûëà ïîäòâåðæäåíà ôóíäàìåíòàëüíàÿ ðîëü ÍÀ â êîíòðîëå
çà ðîñòîì è ðàçâèòèåì êëåòîê áóðîãî æèðà ïî åãî ñïîñîá-
íîñòè èíèöèèðîâàòü ýêñïðåññèþ c-fos, îïîñðåäîâàííóþ
ñèíåðãèçìîì ñèãíàëüíûõ ïóòåé îò b-àäðåíîðåöåïòîðîâ
÷åðåç öÀÌÔ è îò a1-àäðåíîðåöåïòîðîâ ÷åðåç [Ca2+]i.

Ïåðâûå èññëåäîâàíèÿ Ñà2+-ñèãíàëüíîé ñèñòåìû ìîëî-
äûõ êëåòîê — ïðåàäèïîöèòîâ — áûëè îïóáëèêîâàíû â
1994 ã. (Tuchiya, Nagai, 1994). Â ýòîé ðàáîòå ïîêàçàíà êè-
íåòèêà óâåëè÷åíèÿ [Ca2+]i â îäèíî÷íûõ áóðûõ ïðåàäèïî-
öèòàõ êðûñû ïîä äåéñòâèåì ÍÀ. Ýòà êèíåòèêà çíà÷èòåëü-
íî îòëè÷àëàñü îò îòâåòà çðåëîé êëåòêè è ïî àìïëèòóäå, è
ïî îòñóòñòâèþ òðàíçèòîðíîãî ñèãíàëà. Ïîçæå áûëè îïóá-
ëèêîâàíû áîëåå ïîäðîáíûå ðåçóëüòàòû, èç êîòîðûõ ñëå-
äîâàëî, ÷òî óâåëè÷åíèå [Ca2+]i â ñóñïåíçèè ïðåàäèïîöèòîâ
ìûøè ïîä äåéñòâèåì ÍÀ íà÷èíàåòñÿ ëèøü ïîñëå 5-ìèíóò-
íîé ëàã-ôàçû, îòâåò ðàçâèâàåòñÿ î÷åíü ìåäëåííî (D [Ñà2+]i =
= 0.03 íÌ/ñ), è åãî âåëè÷èíà åäâà äîñòèãàåò 100—150 íÌ
çà 20 ìèí (Bronnikov et al., 1997; Äîëãà÷åâà è äð., 1999).
Â ýòèõ ðàáîòàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî çàïàñû âíóòðèêëåòî÷-
íîãî Ca2+ â ìîëîäûõ êëåòêàõ âåñüìà íåçíà÷èòåëüíû è â
íèõ ïðàêòè÷åñêè íå ôóíêöèîíèðóåò ìåõàíèçì èíäóêöèè
âõîäà Ca2+ â êëåòêè ñíàðóæè, àêòèâèðîâàííûé âûáðîñîì
Ñà2+ èç ÝÐ (Äîëãà÷åâà è äð., 1999). Â ñâåæåâûäåëåííûõ
ïðåàäèïîöèòàõ áóðîãî æèðà ìûøè íàðÿäó ñ a1-àäðåíîðå-
öåïòîðàìè â ãåíåðàöèè Ñà2+-ñèãíàëà ó÷àñòâóþò è b-àäðå-
íîðåöåïòîðû (Äîëãà÷åâà è äð., 2000). Êðîìå òîãî, èçìåíå-
íèå [Ca2+]i, èíèöèèðóåìîå b-àäðåíîðåöåïòîðàìè â îòâåò
íà äîáàâëåíèå ñîîòâåòñòâóþùåãî àãîíèñòà, èìååò áîëü-
øóþ àìïëèòóäó, ÷åì èçìåíåíèå, ôîðìèðóåìîå a1-àäðå-
íîðåöåïòîðàìè. Áîëåå òîãî, íåïîñðåäñòâåííàÿ àêòèâàöèÿ
àäåíèëàòöèêëàçû ôîðñêîëèíîì èëè èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ
ïðîíèêàþùèì àíàëîãîì öÀÌÔ (Br-öÀÌÔ) ïðèâîäèëà ê
ðîñòó [Ca2+]i äî áîëåå âûñîêèõ âåëè÷èí, ÷åì äîáàâêà ÍÀ.
Èíãèáèòîð ïðîòåèíêèíàçû À Í-89 óìåíüøàë, à èíãèáè-
òîð îáùåé ôîñôîäèýñòåðàçíîé àêòèâíîñòè IBMX èëè èí-
ãèáèòîð ïðîòåèíôîñôàòàç îêàäàèêîâàÿ êèñëîòà óâåëè÷è-
âàëè êàëüöèåâûå îòâåòû íà äåéñòâèå ÍÀ è ÈÏ. Àâòîðàìè
áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî öÀÌÔ è îïîñðåäîâàííîå
ïðîòåèíêèíàçîé À ôîñôîðèëèðîâàíèå ÿâëÿþòñÿ âòîðûì
ïóòåì àêòèâàöèè êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè ïðè àäðåíåð-
ãè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè áóðûõ ïðåàäèïîöèòîâ (Äîëãà÷åâà è
äð., 2002).

Â òî æå âðåìÿ ïîÿâèëàñü ðàáîòà î ïîâûøåíèè [Ca2+]i â
äèôôåðåíöèðîâàííûõ àäèïîöèòàõ êðûñû ïðè àêòèâàöèè
b-àäðåíîðåöåïòîðîâ (Leaver, Pappone, 2002). Àâòîðû ïî-
êàçàëè, ÷òî â áóðûõ àäèïîöèòàõ êðûñû öÀÌÔ àêòèâèðóåò
âûõîä èîíîâ êàëüöèÿ èç IP3-÷óâñòâèòåëüíîãî ïóëà è ÈÏ â
êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ íåçíà÷èòåëüíî àêòèâèðóåò a1-àäðå-
íîðåöåïòîðû. C ïîìîùüþ àíòàãîíèñòîâ a-àäðåíîðåöåï-
òîðîâ ïîêàçàíî, ÷òî b-àäðåíåðãè÷åñêèé êîìïîíåíò ÈÏ ÿâ-
ëÿåòñÿ âàæíûì ôàêòîðîì, ïðè÷àñòíûì ê óâåëè÷åíèþ
[Ca2+]i (Leaver, Pappone, 2002). Àêòèâàöèÿ IP3-îïîñðåäî-
âàííîãî Ñà2+-âûõîäà ïðè óâåëè÷åíèè öÀÌÔ óñòàíîâëåíà
òàêæå íà ãåïàòîöèòàõ (Burgess et al., 1991; Schofl et al.,
1991; Somogyi et al., 1992; Hajnoczky et al., 1993), ïàíêðåà-
òè÷åñêèõ êëåòêàõ (Liu et al., 1996) è ñóñòàâíûõ õîíäðîöè-
òàõ (D’Andrea et al., 1996).

Â äàííîé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû êèíåòèêè èçìåíåíèÿ
[Ca2+]i â êóëüòèâèðóåìûõ áóðûõ àäèïîöèòàõ ïîä äåéñòâè-
åì ïðèðîäíîãî íåéðîòðàíñìèòòåðà ÍÀ è àãîíèñòîâ a1- è
b-àäðåíîðåïòîðîâ (öèðàçîëèíà è ÈÏ ñîîòâåòñòâåííî).
Ïîä äåéñòâèåì êàæäîãî èç óêàçàííûõ àãîíèñòîâ â ïðîöåñ-
ñå ðîñòà è ðàçâèòèÿ êëåòîê â êóëüòóðå ïðîèñõîäÿò óâåëè-
÷åíèå àìïëèòóäû [Ca2+]i è óìåíüøåíèå äëèòåëüíîñòè
òðàíçèòîðíîãî îòâåòà.

Ñ ïîìîùüþ òàïñèãàðãèíà ìû ïîêàçàëè, ÷òî çàïàñ Ñà2+

â ÝÐ óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ìåðå ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåí-
öèðîâêè êëåòîê, è ýòî ìîæåò îáúÿñíèòü ðîñò àìïëèòóäû
ñèãíàëà ó äèôôåðåíöèðîâàííûõ àäèïîöèòîâ. Óâåëè÷åíèå
[Ca2+]i, âûçâàííîå àêòèâàòîðîì àäåíèëàòöèêëàçíîãî ïóòè
ÈÏ, íåñêîëüêî ïðåâûøàåò óâåëè÷åíèå [Ca2+]i ïîä äåéñò-
âèåì ÍÀ è öèðàçîëèíà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè îò-
ðèöàòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè, îñîáåííî ïðîÿâëÿþùåéñÿ
ïðè àêòèâàöèè a1-àäðåíîðåöåïòîðîâ àãîíèñòîì (ÍÀ, öè-
ðàçîëèíîì) â áîëüøîé êîíöåíòðàöèè.

Èçâåñòíî íåñêîëüêî ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ îòðè-
öàòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè, êîòîðûå ìîãëè áû îáúÿñíèòü
íàáëþäàåìûé ýôôåêò: óìåíüøåíèå óðîâíÿ öÀÌÔ âñëåä-
ñòâèå àêòèâàöèè Ñà2+-çàâèñèìûõ ôîñôîäèýñòåðàç èëè
äåñåíñèòèçàöèè b-àäðåíîðåöåïòîðîâ (Leaver, Pappone,
2002); íàëè÷èå âòîðîãî ìåñòà ñâÿçûâàíèÿ àãîíèñòà (Mo-
lenaar et al., 2007); èçìåíÿþùàÿñÿ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ãå-
òåðîãåííîñòü ñâÿçûâàþùèõ ñàéòîâ (Maksay, 1996); äå-
ñåíñèòèçàöèÿ ðåöåïòîðîâ ïîä äåéñòâèåì ïðîòåèíêèíàç
(Tertyshnikova, Fein, 1998) è äðóãèå ýôôåêòû âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ñèãíàëüíûõ ïóòåé (Kurosaki, 1997; Bronnikov et al.,
1999; Dolgacheva et al., 2003). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ÍÀ
âçàèìîäåéñòâóåò íå òîëüêî ñ a1- è b-, íî è ñ a2-àäðåíîðå-
öåïòîðàìè, âûçûâàÿ ïðè ýòîì àêòèâàöèþ ãåòåðîòðèìåð-
íîãî áåëêà Gi. Ñóáúåäèíèöû GiaGTP ïîäàâëÿþò àêòèâ-
íîñòü àäåíèëàòöèêëàçû è ñèíòåç öÀÌÔ, ïîíèæàÿ òåì ñà-
ìûì äîëþ âêëàäà b-àäðåíîðåöåïòîðîâ â [Ca2+]i (Marzo et
al., 2009).

Â ïîñëåäíèå íåñêîëüêî ëåò ðàçíûå ãðóïïû èññëåäîâà-
òåëåé ïîêàçàëè, ÷òî ÁÆÒ ïðèñóòñòâóåò íå òîëüêî ó íîâî-
ðîæäåííûõ ëþäåé, íî è ó âçðîñëûõ (Ravussin, 2010).
Ó âçðîñëûõ ëþäåé ñ ïîìîùüþ FDG PE-òîìîãðàôèè (fluo-
rodeoxyglucose positron emission tomography) íàéäåíà ëî-
êàëüíàÿ ãèïåðìåòàáîëè÷åñêàÿ ÁÆÒ â çàòûëî÷íîé, íàä-
êëþ÷è÷íîé, îêîëîïîçâîíî÷íîé, ìåäèàñòèàëüíîé, ïàðàà-
îðòàëüíîé è íàäïî÷å÷íîé îáëàñòÿõ (Truong et al., 2004;
Cannon, Nedergaard, 2010). Óñòàíîâëåíà îíòîãåíåòè÷åñêàÿ
âçàèìîñâÿçü ìåæäó ÁÆÒ è ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðîé (Seale
et al., 2008). Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî áóðûå æèðîâûå êëåòêè
(íî íå áåëûå æèðîâûå) îáðàçóþòñÿ èç ïðåäøåñòâåííèêîâ,
êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ãåí myf5, õàðàêòåðíûé äëÿ ìèî-
ãåííûõ ëèíèé, è ÷òî ðåãóëÿòîð òðàíñêðèïöèè PRDM16
êîíòðîëèðóåò äâóíàïðàâëåííîå ìåòàáîëè÷åñêîå ïåðåêëþ-
÷åíèå êëåòêè ìåæäó ñêåëåòíûìè ìèîáëàñòàìè è êëåòêàìè
áóðîãî æèðà. Ýòè îòêðûòèÿ âíîâü àêöåíòèðóþò âíèìàíèå
íà òîì, ÷òî ÁÆÒ âíîñèò âêëàä â ýíåðãåòè÷åñêèé áàëàíñ
÷åëîâåêà è ìîæåò áûòü òåðàïåâòè÷åñêîé ìèøåíüþ â áîðü-
áå ñ îæèðåíèåì, ñâÿçàííûì ñ ìåòàáîëè÷åñêèìè íàðóøå-
íèÿìè (Cannon, Nedergaard, 2009; Nedergaard, Cannon,
2010). Îäíà èç ñòðàòåãèé áîðüáû ñ îæèðåíèåì ïðåäïîëà-
ãàåò ïðåîáðàçîâàíèå áåëîé æèðîâîé òêàíè â áóðóþ (Lan-
gin, 2010). Àâòîðû èäåíòèôèöèðîâàëè ìåõàíèçì, ñ ïî-
ìîùüþ êîòîðîãî ïîêàçàëè, ÷òî PRDM16 — îñíîâíîé
ðåãóëÿòîð ôîðìèðîâàíèÿ è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ áóðûõ
àäèïîöèòîâ — ìîæåò îäíîâðåìåííî èíäóöèðîâàòü ýêñ-
ïðåññèþ ãåíîâ ÁÆÒ è ïîäàâëÿòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ áåëîé
æèðîâîé òêàíè (Kajimura et al., 2008).

Èçìåíåíèå Ca
2+

-îòâåòîâ êóëüòèâèðóåìûõ áóðûõ àäèïîöèòîâ 471
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ALTERATION OF BROWN ADIPOCYTE Ca2+ RESPONSES IN CULTURE

BY ADRENERGIC ACTIVATION

E. A. Turovsky, M. V. Konakov, A. V. Berezhnov, V. P. Zinchenko, G. E. Bronnikov, L. P. Dolgacheva

Institute of Cell Biophysics RAS, Pushchino, Moscow Region;

e-mail: Dolgacheva@mail.ru

Thermogenic capability of brown adipose tissue is controlled by norepinephrine. Interaction of norepineph-
rine with adipocyte á1- and â-adrenergic receptors results in the increase of Ca2+ and cAMP concentrations. The
[Ca2+]i changes initiated by norepinephrine and selective agonists of á1- and â-adrenergic receptors, cirazolin
and isoproterenol, were recorded in single cells of primary culture on the 1st, 3rd and 6th days in vitro. On the
first day, isoproterenol-induced [Ca2+]i changes as compared to cirazolin-induced ones were characterized by
greater amplitude and lesser impulse duration over the entire range of physiological concentrations used. These
differences were negligible after 3 days and kinetic differences were practically absent after 6 days of cultivati-
on. The agonist-induced [Ca2+]i changes in proliferating and differentiated cells differed significantly: in the
process of cell growth in culture, the amplitude of calcium response increased, the duration of impulse signal
decreased and the sensitivity to adrenergic agonists increased. The Ca2+ store in endoplasmic reticulum increa-
sed during the cell growth and development in culture, according to thapsigargin-induced Ca2+ response ampli-
tude increase in Ca2+ free medium. The rate of Ca2+ pumping out of cell characterizing PMCA-activity also inc-
reased.

K e y w o r d s: brown preadipocytes, adrenergic receptors, intracellular Ca2+, primary culture.
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