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Аннотация

В обзоре впервые проведен анализ данных литературы и результатов собственных
исследований авторов о Са2+-сигнальных системах растений, животных и низших эука-
риот, о механизмах кальциевых потоков в клетках и роли кальцийсвязывающих белков
в этих процессах. Детально рассмотрены вопросы передачи внешних сигналов на Са2+-
ответ и методы измерения кальциевых вспышек в цитозоле. В статье описаны данные
литературы по использованию рекомбинантного экворина для определения внутрикле-
точного кальция у животных, растений и микромицетов, а также приведены собственные
результаты измерения пула Са2+ в клетках микромицетов с использованием мутантного
штамма Aspergillus awamori c рекомбинантным Са2+-зависимым фоточувствительным
белком экворином. Авторами установлена динамика Са2+-ответа микромицета на стрес-
совые воздействия. С использованием различных блокаторов Са2+-каналов, а также аго-
нистов, специфически повышающих их активность, было установлено, что повышение
уровня Са2+ в цитозоле микромицета Aspergillus awamori обеспечивается за счет его
поступления как из среды, так и из внутриклеточных резервуаров. Основную роль
в поступлении Са2+ в клетки микромицетов играют потенциалзависимые транспортные
системы.
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Введение

В концепции о вторичных посредниках регуляции клеточного метаболизма
особое место отводится универсальной роли кальция. В клетках эукариот фор-
мирование пула Са2+, вовлеченного в регуляторные процессы, осуществляется
разными путями. В мембранах клетки функционируют структуры, обеспечи-
вающие вход Са2+ в цитоплазму по градиенту его концентрации (Са2+-каналы),
а также системы активного транспорта Са2+ против градиента концентрации,
использующие для этого либо энергию АТФ (Са2+-насос), либо градиенты дру-
гих ионов (например, Na-/Ca-переносчик).

В литературе широко представлена информация о Са2+-каналах в клетках
животных и растений [1–3]. Данные о роли кальция в клеточной регуляции
умикромицетов не многочисленны, что обусловлено в том числе различиями
в архитектонике клеток низших и высших эукариот. Между тем в этой проблеме
остается много неясного, что делает ее одной из наиболее актуальных в совре-
менной физиологии мицелиальных грибов. Фактором, сдерживающим детальные
исследования функций кальция у микромицетов, было отсутствие практичных
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и надежных методов мониторинга внутриклеточных свободных ионов Са2+

в живых клетках. Выявление микроконцентраций Са2+ с помощью флуорес-
центных красителей оказалось технически трудно выполнимым, а результаты –
не слишком надежными. Только благодаря использованию клеток мицелиаль-
ного гриба Aspergillus awamori, трансформированных с помощью гена эквори-
на, стало возможным детектировать изменения содержания Са2+ в ответ на раз-
нообразные внешние стимулы, что позволяет установить регуляторную роль
изменений пула Са2+ у микромицетов в процессах преобразования внеклеточ-
ных стимулов в клеточный ответ.

1. Кальциевые сигнальные системы у эукариот

Кальций является убиквитарной внутриклеточной сигнальной молекулой,
контролирующей целый ряд процессов, происходящих внутри клетки [4–6].
В течение своей жизнедеятельности клетка должна отвечать на самые разнооб-
разные, часто прямо противоположные внешние стимулы, многие из которых
используют Ca2+ в качестве вторичного мессенджера. В этой связи возникает
вопрос: как такая простая сигнальная молекула может регулировать разнооб-
разные клеточные процессы? Вероятно, что ряд факторов, таких, как история
эволюции клетки, присутствие других сигнальных молекул и место располо-
жения в клетке элементов, обрабатывающих кальциевый сигнал, вносят свой
вклад в процессы контроля кальциевых сигнальных систем эукариот [7, 8].

Существует несколько гипотез, позволяющих ответить на вопрос, почему
в процессе эволюции именно кальций стал универсальной молекулой внутри-
клеточной сигнализации. Согласно одной из гипотез клетки сначала выработали
механизмы поддержания очень низкого уровня свободного внутриклеточного
Са2+, намного ниже миллимолярной концентрации в морской воде [9]. Это могло
быть связано с тем, что Са2+ способен связываться с фосфатными группами
АТФ, АДФ и АМФ, которые жизненно важны для энергетического метаболизма
клеток [10], то есть поддержание очень низкого уровня концентрации Са2+ было
необходимым условием фосфатного метаболизма [11]. Таким образом, уже на
ранней стадии эволюции клетка имела систему транспортировки Са2+ из цито-
золя для поддержания постоянной концентрации Са2+ на микромолярном уровне.

Другoй причиной, побудившей рассматривать Са2+ в качестве вторичного
посредника, является его способность координировать взаимодействие боль-
шого числа атомов кислорода (6–8), что позволяет осуществлять структурные
изменения белков, приводящие к поступательным изменениям в сигнальных
последовательностях [9]. Соответственно, даже незначительные изменения пула
Са2+ могут активировать самые разнообразные сигнальные процессы.

Предпосылкой к возникновению третьей гипотезы, рассматривающей Са2+

в качестве сигнальной молекулы, явился факт низкой скорости проникновения
Са2+ в цитозоль, а также негомогенное распределение внутриклеточных запасов
Са2+, формирующее органеллы с различным его содержанием. Эти факторы
обеспечивают пространственное изменение концентрации Са2+ в различных
частях цитозоля, что позволяет разным кальциевым сигналам быть пространст-
венно разделенными внутри одной клетки [12, 13].
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Специфика кальциевых сигнальных систем в клетках растений и животных
прежде всего зависела от того, насколько клетка могла ответить на определен-
ный стимул. В тех случаях, когда клетка была способна это сделать, следующим
шагом дифференцирования Ca2+-активирующих стимулов являлось сравнение
амплитуды, пространственных и временных характеристик кальциевого сигнала,
отраженных в так называемых Ca2+-профилях. Кинетика стимулиндуцирован-
ных изменений концентрации Ca2+ может существенно различаться как в рас-
тительных, так и в животных клетках [8, 14].

Стимулиндуцированные увеличения концентрации Ca2+ могут возникать
в виде спайков (единичных непродолжительных ответов на определенные сти-
мулы), вибраций (повторяющихся клеточных ответов Ca2+) и волн, то есть про-
странственного коррелята одного спайка Ca2+, при котором концентрация Ca2+

сначала повышается в каком-то одном месте, а затем распространяется по всей
клетке как регенеративное увеличение концентрации [6, 9]. Было также уста-
новлено, что механизмы возникновения и сохранения этих видов увеличения
концентрации Ca2+ обладают потенциалом кодирования сигнальной информа-
ции. Показано, что сигнальная информация может кодироваться в различных
характеристиках «профиля» кальциевой вспышки: амплитуде, ее частоте и про-
должительности [8, 14]. Различают четыре разных параметра Ca2+-вспышки:
время подъема, пиковая концентрация, время спада и уровень концентрации
в состоянии покоя после вспышки. В период повышения концентрации Ca2+

в цитозоле поступление его превышает выход из цитозоля. В момент пика каль-
циевой вспышки количество Ca2+, поступающего в цитозоль, равно количеству
Ca2+, вытекающего из него. В период спада пика, несмотря на то что увеличе-
ние концентрации Ca2+ все еще продолжается, его выход из цитозоля преобла-
дает над поступлением в цитозоль. Концентрация Ca2+ после вспышки может
оставаться на более высоком уровне, чем до нее, и может сохраняться на этом
уровне в течение значительного промежутка времени.

В клетке, пребывающей в состоянии покоя, уровень Са2+ находится в преде-
лах 50–200 нM [12]. Концентрация Са2+ во внеклеточной среде в 104 раза выше,
чем 200 нM [15]. Трансдукция кальциевого сигнала обычно сопровождается
временным увеличением концентрации Са2+, которое часто происходит в опре-
деленной части клетки [13, 16]. Общая схема трансдукции кальциевого сигнала
в клетках эукариот приведена на рис. 1.

[Внеклеточный стимул ⇒ Рецептор ⇒ Са2+-канал ⇒
⇒ Са2+ ± Кальмодулин ⇒ Белки ⇒ Ответ]

Рис. 1. Схема сигнальной Са2+-цепи [10]

Степень увеличения концентрации Са2+ часто зависит от силы сигнала [17].
Стимулы, поступающие из окружающей среды, передаются через один из ре-
цепторов плазматической мембраны [18]. Эти рецепторы связаны главным обра-
зом с G-белком. В ответ на стимуляцию концентрация Са2+ увеличивается либо
вследствие его проникновения в клетки через кальциевые каналы плазматиче-
ской мембраны, либо за счет высвобождения из внутриклеточных органелл [16].
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Рис. 2. Схема кальциевого обмена в клетке [21]

Согласно рис. 2, когда внеклеточный лиганд связывается с рецептором мем-
браны, соединенным с G-белком, он изменяет свою структуру и обычно активи-
рует фосфолипазу С, что приводит к гидролизу 4,5-бифосфата фосфотидилино-
зитола (ФИФ2) в диацилглицерол (ДАГ) и 1,4,5-трифосфат инозитол (ИТФ).
ИТФ выступает в качестве вторичного сигнала и диффундирует с места своего
образования в соответствующую органеллу, которая аккумулирует Са2+. Здесь
он присоединяется к рецептору на мембране органеллы, что приводит к изме-
нению его структуры и в результате взаимодействия с интегральным каналом
способствует проникновению Са2+ через него в цитоплазму [19, 20]. ИТФ был
найден в клетках животных, растений и грибов. В клетках животных ИТФ вызы-
вал высвобождение Са2+ из эндоплазматического ретикулума (ЭПР), являюще-
гося важным кальциевым депо. В клетках микромицетов ИТФ индуцировал от-
ток Са2+ из вакуолей, которые в гифах грибов выполняют роль Са2+-депо.

Свободные ионы Са2+ взаимодействуют с различными кальцийсвязываю-
щими белками, что имеет важное значение для регуляции концентрации Са2+

в цитозоле. Во многих случаях Са2+ присоединяется к кальмодулину (КМ), ко-
торый в свою очередь взаимодействует с различными белками, участвующими
в окончательном клеточном ответе, и регулирует их деятельность. Помимо этого,
Са2+ может напрямую регулировать активность определенных белков, напри-
мер таких, как протеинкиназы или белки ионных каналов [21, 22].

С учетом того что концентрация свободного Са2+ в цитозоле приблизительно
на 4 порядка ниже, чем во внешней среде или в органеллах, аккумулирующих
Са2+ [20, 21], выброс Са2+ из цитозоля должен обеспечиваться энергией, обра-
зующейся в результате гидролиза АТФ [23].

2. Механизмы кальциевых потоков в клетках

Несмотря на то что механизмы потоков кальция в клетках разнообразны,
основной механизм действия Са2+ довольно прост. Когда уровень внутрикле-
точного Са2+ находится в норме, клетка пребывает в состоянии покоя, но при
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повышении концентрации внутриклеточного Са2+ клетка становится активной и
выполняет определенные функции. Изменение степени активности клетки опре-
деляется действием двух различных механизмов. Один из них (приток Са2+)
обеспечивает поступление Са2+ в цитоплазму из внутренних хранилищ и внеш-
ней среды. Эти два источника могут использоваться вместе или по отдельности.
Другой механизм (отток Са2+) способствует уменьшению содержания Са2+

в цитозоле вследствие перекачивания его либо во внутренние хранилища, либо
за пределы клетки [24].

Высокий электрохимический градиент Са2+, существующий внутри клетки,
требует жесткого регулирования притока Са2+, который проникает в цитоплазму
в основном через кальциевые каналы. При поступлении кальциевого сигнала
тотчас включаются механизмы оттока Са2+ и начинается процесс восстановле-
ния его нормального уровня за счет перекачивания во внутренние депо либо
в окружающую среду. Эти процессы должны происходить очень активно, так
как для проникновения Са2+ сквозь мембраны необходимо преодолеть сопро-
тивление электрохимического градиента.

В литературе достаточно полно описаны условия притока и оттока Са2+

у дрожжевых организмов на генетическом и биохимическом уровнях [25], тогда
как у нитчатых грибов Magnaporthe oryzae [26], Penicillium notatum [27], Tricho-
derma viride [28] и Aspergillus nidulans [29] установлены лишь некоторые части
системы транспорта Са2+. В сложном механизме поступления Са2+ в клетку од-
ним из важнейших условий является осмотический градиент Са2+. Другой воз-
действующей силой служит антипортер Са2+/nH+ [12, 30], хотя унипорт Са2+

также может играть некоторую роль. Антипорт H+/Са2+ обнаружен у дрожжевых
клеток [31] и в вакуолярных мембранах растений [31, 32]. Описан также отток
кальция из гифы Trichoderma viride [33], происходящий одновременно с его
притоком, но с участием в этих процессах разных транспортных систем. Отток
большей части Са2+ у Ustilago maydis наблюдался в результате деятельности
Са2+-ATФаз [34].

Кальциевые каналы у животных и растений классифицируются по их место-
нахождению в клетке. Те, которые локализованы на плазматической мембране,
относятся к каналам, контролирующим приток Са2+, а находящиеся на внутри-
клеточной мембране – к контролирующим отток Са2+ [12, 14]. Са2+-каналы, рас-
положенные на плазматической мембране, классифицируют также в зависимо-
сти от того, как контролируется их деятельность. По этому признаку различают
3 типа каналов: потенциалоперируемые, работающие за счет разности потен-
циалов, лигандоперируемые и активируемые механическим растяжением мем-
браны. Большинство каналов на плазматической мембране животных клеток
относятся к первому типу, то есть открываются в результате деполяризации
мембраны. Многие из этих каналов также регулируются фосфорилированием
или белками, связывающими ГТФ. Каналы лигандоперируемые активируются
присоединением внеклеточных агонистов, таких, например, как глутамат и
АТФ. Каналы третьего типа активируются за счет растяжения плазматической
мембраны [23]. Причем плазматические мембраны клеток животных содержат
Са2+-каналы, которые активируются также самим Са2+. Механизм действия по-
следних пока еще не ясен, но существует гипотеза, что пустые хранилища Са2+
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высвобождают мессенджер, который проникает в мембрану и способствует ак-
тивации этих каналов [24, 35].

Высвобождение Са2+ из внутренних депо может происходить через каналы,
открываемые либо лигандом, либо за счет разности потенциалов. В животных
клетках различают два семейства рецепторов, отвечающих за высвобождение
Са2+: рецепторы 1,4,5-трифосфата инозитола (ИТФ) и рецепторы рианодина
(RyRs). Информация, контролирующая открывание этих каналов, передается
либо с поверхности клетки через прямое взаимодействие между белками, либо
через способного к диффузии внутриклеточного мессенджера, который моби-
лизует Са2+, например ИТФ или циклическую рибозу дифосфата аденозина
(цАДФ-рибоза) [24]. Считается, что в животных клетках каналы, открываемые
ИТФ, находятся главным образом в ЭПР. У растений эти каналы отвечают за
высвобождение Са2+ из везикул и интактных вакуолей [23]. Для растений пока-
зано два различных типа кальциевых каналов плазматической мембраны, из ко-
торых один реагирует на дигидропиридин (ДГП), другой – на фенилалкиламин.
Каналы Са2+ на эндомембранах подобны тем, которые известны у животных [35].

Относительно микромицетов имеются сведения, что у них Са2+ проникает
в цитозоль через каналы всех трех типов [10], причем каналы третьего типа
(активируемые растяжением мембраны) реагируют на различные механические
воздействия и гипоосмотический шок [36]. У дрожжевых организмов были об-
наружены два гена, продукты которых выполняют роль переносчиков Са2+:
CCH1 и MIDI. MIDI является трансмембранным белком, обладающим некото-
рой гомологией с катионными каналами, активируемыми циклическими нук-
леотидами. CCH1 обладает высокой степенью гомологии с белками гена α1
субъединицы Са2+-каналов животных клеток. Вероятно, оба эти белка участву-
ют в одном и том же процессе поглощения Са2+ [37, 38]. Присутствие MIDI бы-
ло также показано у мицелиалного гриба Neurospora crassa [39].

В транспорте кальция у животных и растений участвуют два крупных
класса АТФаз: Са2+-АТФазы, локализованные в ЭПР, переносяшие два иона
кальция на каждую гидролизованную молекулу АТФ, не стимулируемые КМ, и
Са2+-АТФаза, находящаяся в плазматической мембране (ПМ), переносящая
один ион кальция на одну гидролизованную молекулу АТФ, стимулируемая КМ.
Значение Са2+-АТФаз для клеток дрожжей было продемонстрировано на примере
мутации pms1 гена, который кодирует ПМ Са2+-АТФазу, находящуюся в дрож-
жевой тонопластной мембране. Ca2+-АТФаза, обнаруженная в клетках дрожжей
Schizosaccharomyces pombe [40, 41], кодируется геном cta3 и во многом напоми-
нает ЭПР Ca2+-АТФазные гены млекопитающих. В результате экспериментов,
проведенных в условиях задерживания вакуолярного поглощения Ca2+, а также
при использовании протонофора для разобщения протонового градиента и сти-
муляции проницаемости плазматической мембраны (с использованием ниста-
тина), удалось установить, что белок гена cta3 является невакуолярным внут-
ренним кальциевым каналом, зависящим от АТФ. Остаточное АТФ-зависимое
поглощение Ca2+ наблюдалось у нулевого мутанта cta3, что предполагает су-
ществование другой невакуолярной Ca2+-АТФазы [42]. У микромицетов Ca2+-
переносящая АТФаза была обнаружена в плазматической мембране [34].
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Другой важный тип переносчиков Ca2+ за пределы клетки – это Ca2+-/nH+-
антипортеры, которые являются вторичными транспортировщиками, не тре-
бующими АТФ. Они активизируются за счет протонового градиента, который
вырабатывается H+-АТФазами [12, 23]. Антипортные транспортеры Ca2+/H+,
находящиеся в плазматической мембране, индуцируют выход Ca2+ из цитозоля
в обмен на H+.

Показано, что у микромицетов, у которых главным хранилищем Са2+ явля-
ются вакуоли [43], высвобождение избыточного Са2+ происходит через вакуо-
лярные мембраны за счет Ca2+-/nН+-антипортной системы, приводимой в дейст-
вие протонным градиентом, создающимся в результате действия Н+-АТФазы
вакуолярной мембраны [44, 45]. Как показано на мутантах дрожжей S. сerevisiae,
у которых отсутствует функциональный ген для вакуолярной Н+-АТФазы, они
не способны контролировать концентрацию Ca2+ [46], что свидетельствует о важ-
ности поддержания протонового градиента и о значимости вакуоли как Ca2+-депо.
Особое внимание уделяется значению вакуоли для гомеостаза Cа2+, так как функ-
ционирование вакуоли позволяет микромицетам расти в среде при концентрации
CaCl2 до 100 мM [46].

У дрожжевых организмов также обнаружен Са2+-насос, ассоциированный
с комплексом Гольджи, который кодируется pmr1 геном, способствующим
транспортировке Са2+ в аппарат Гольджи для выполнения специфических сек-
реторных функций [47]. Постоянная концентрация Ca2+ в ЭПР у Saccharomyces
cerevisiae была установлена в размере 10 мкM. У мутантов, не имеющих гена
pmr1, который, как известно, кодирует насос Гольджи, обнаружен значительно
сниженный уровень Ca2+ в ЭПР, что свидетельствует по крайней мере о час-
тичном контролировании насосом концентрации Са2+ в ЭПР дрожжей [48]. Было
также показано, что выход кальция из ЭПР клеток дрожжей осуществляется
путем активизации сигнального пути с участием Ire1p и Hac1p. Когда концен-
трация кальция в ЭПР уменьшается, происходит увеличение притока Ca2+ через
плазматическую мембрану через Cch1p–Mid1p Ca2+-каналы [49]. Показано, что
у Penicillium notatum в ЭПР, аппарате Гольджи, вакуолях и компонентах плаз-
матической мембраны концентрация Са2+ низкая, а основным депо свободных
ионов Са2+ у этих плесневых грибков являются митохондрии [50].

3. Кальцийсвязывающие белки эукариотных клеток

Клетки обладают огромным количеством разнообразных белков, связы-
вающих Са2+, которые либо способствуют процессу кальциевой сигнализации
посредством буферирования свободных ионов кальция, таким образом формируя
ответ клетки, либо исполняют роль сенсоров, которые передают сигнальную
функцию Са2+ [24]. Большинство белков связывают Са2+ с помощью шести или
семи атомов кислорода, имеющихся в аминоостатках глутамата или аспартата.
Другой чертой, характерной для связывающих кальций белков, является нали-
чие вторичной структуры, так называемой EF-структуры, которая включает две
α-спирали, расположенные таким образом, что имеют вид указательного и боль-
шого пальцев правой руки. Между α-спиралями находится Са2+-связывающая
петля, которая содержит активные остатки Са2+-связывающего глутамата и ас-
партата [21].
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Са2+-связывающие белки условно делятся на две группы: растворимые (не-
мембранные) белки и интегральные мембранные белки [11]. Последние связы-
вают ионы Са2+ на одной стороне плазматической мембраны или мембраны
клеточной органеллы, переносят их через нее, возвращаются обратно, и цикл
возобновляется. В ряду растворимых белков выделяют две категории, первая из
которых может выступать только в роли буфера, связывая Са2+ для поддержания
его низкой концентрации в цитозоле. Вторая категория белков не только служит
буфером, но также может, изменяя свою структуру, взаимодействовать с фер-
ментами и тем самым способствовать передаче сигналов. Поэтому эти белки
также называют Са2+-модулирующими. Одним из наиболее важных белков этой
группы является первичный внутриклеточный Са2+-связывающий белок КМ.

КМ – это небольшой кислый белок, который у многих клеток может связы-
вать 4 молекулы кальция, хотя в клетках дрожжей в период их почкования он
может связывать только 3 молекулы [51]. Его сродство с Са2+ составляет при-
близительно 10–6 моль/л. Молекула белка по форме напоминает колокол и имеет
две глобулярные области, соединенные длинной гибкой и очень подвижной
α-спиралью. Как показали авторы [51], в каждой из этих шаровидных областей
выделяются два EF-отдела, состоящие из двух спиралей с петлей между ними,
каждая из которых может связываться с одной молекулой Са2+. Несмотря на то
что эти две EF-структуры связаны внутри каждой шаровидной области корот-
ким непараллельным β-слоем и во многом сходны, их сродство с Са2+ различно.
По данным [52], С-конец домена имеет такое высокое сродство с кальцием, ко-
торое приводит к важным изменениям в структуре молекулы. В результате
этих структурных изменений проявляются гидрофобные бляшки, по одной
в каждой молекуле. Эти бляшки затем взаимодействуют с КМ-стимулирован-
ными белками, такими, как киназы, фосфатазы, аденилатциклазы, фосфодиэ-
стеразы и Са2+-АТФазы. Сродство комплекса Са2+–КМ с данными белками на
4 порядка выше, чем самого Са2+.

КМ участвует в качестве посредника в большом количестве сигнальных
систем. Иногда он составляет неотъемлемую часть ферментного комплекса. Со-
вместно с цАМФ кальмодулин может активировать и аденилатциклазу, которая
отвечает за синтез цАМФ, и Ca2+-/КМ-фосфодиэстеразу, что приводит к расщеп-
лению цАМФ. В клетках дрожжей этот белок участвует в выполнении важных
функций, таких, как разрастание клеток, контролирование клеточного цикла и
деление ядра [44]. КМ обнаружен также у многих видов микромицетов, в том
числе в клетках S. cerevisiae, S. pombe, Aspergillus nidulans, Neurospora crassa,
Candida albicans и Coprinus cinereus [10, 15, 53–56]. По Са2+-связывающим
свойствам КМ Neurospora crassa невозможно отличить от КМ клеток позво-
ночных, хотя у микромицета этот белок менее кислый, чем в клетках живот-
ных, и его аминокислотный состав напоминает состав этого фермента у расте-
ний [53].

Итак, белки, связывающие и транспортирующие Са2+, выполняют важней-
шие для жизнедеятельности клетки функции, изолируя и удаляя из цитозоля
ионы Са2+, токсичные для клетки в высоких концентрациях.



КАЛЬЦИЕВЫЕ СИГНАЛЫ У МИКРОМИЦЕТОВ И ДЕТЕКЦИЯ ИХ… 103

Табл. 1
Участие Са2+ в регуляции различных физиологических процессов у микромицетов

Виды Процессы с участием Са2+ Ссылки
Aspergillus nidulans Клеточный цикл [57]
A. fumigatus Гиперветвление [58]
Botrytis cinerea Разветвление и рост гиф микромице-

тов (фитопаразитизм)
[59]

Paracoccidioides brasiliensis Диморфизм [60]
Fusarium graminearum Растяжение [61]
Magnaporthe oryzae Формация аппрессория [62]
Microsporum gypseum Фосфоролипидный синтез [63]
Neurospora сrassa Доминирование верхушки

Цикадный ритм
Конидиальное развитие
Разветвление гиф

[64–66]

Penicillium notatum,
Penicillium sp.

Индукция конидиации [27, 67]

Sporothrix schenckii Прорастание спор [68]

4. Регуляторная роль Са2+ в передаче сигналов

Как уже было сказано, кальций играет важную роль в передаче ответа
на сигнал внутри клетки и участвует в процессе распространения сигнала и его
усиления. Имеются сведения, что кальций регулирует многие важные процессы
у микромицетов (табл. 1), хотя мало что известно о конкретных этапах процесса
передачи сигналов и их последовательности.

В настоящее время существует несколько методов измерения кальция в жи-
вых клетках: с помощью микроэлектродов, реагирующих на кальций, с помощью
флуоресцентных красителей или люминесцентных. Каждый из этих методов
имеет свои преимущества [69, 70].

При измерении Ca2+ микроэлектродами в цитоплазму отдельной клетки вво-
дят два микроэлектрода: один – чувствительный к кальцию, другой – эталонный,
которые могут быть объединены в один двуствольный микроэлектрод [70]. Этот
метод использовался для анализа гомеостаза Ca2+ в гифах Neurospora crassa [43],
но не получил широкого применения для микромицетов из-за технических труд-
ностей. Использование флуоресцентных красителей для измерения концентра-
ции Ca2+ в гифах микромицетов связано со следующими трудностями: введением
в клетку красителей и изоляцией красящих веществ в органеллах [71–73]. Дру-
гими проблемами, возникающими в этой связи, являются избирательность цве-
тообесцвечивания между другими двухвалентными катионами, такими, как
Mn2+, Fe2+, Zn2+, Co2+, Ni2+ и Mg2+, и введение красителей, которое иногда про-
исходит очень медленно [74].
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5. Использование экворина для измерения кальция
в цитозоле эукариотных клеток

Наиболее эффективный подход к измерению содержания Са2+ в цитозоле
связан с использованием Са2+-чувствительных фотобелков, например таких, как
экворин, обелин [74]. Ранее экворин широко использовался в животных и расти-
тельных клетках [75] и лишь недавно нашел применение при исследовании Са2+

в клетках микромицетов [76]. Экворин имеет несколько преимуществ по срав-
нению с другими белковыми молекулами, используемыми для измерения кон-
центрации Ca2+.

1. Не токсичен для клеток и не мешает выполнению Ca2+-зависимых функ-
ций.

2. pH в физиологической области (6.6–7.4) не оказывает значительного
влияния на чувствительность экворина к кальцию [74].

3. Белок позволяет проводить измерение свободных ионов кальция в пре-
делах от 0.1 до 100 мкM и от 0.3 до 300 мкM в клетках пресноводных и мор-
ских эукариот соответственно. Такой широкий динамический диапазон экво-
рина очень важен, так как колебания в концентрации Ca2+ и Ca2+-градиент меж-
ду цитоплазмой и внешней средой in vivo очень велик.

4. Экворин имеет сверхнизкий фоновый сигнал, поскольку аутолюминес-
ценция из клеток и тканей практически отсутствует, и единственные фоновые
сигналы поступают исключительно от инструментов [77]. Известно, что экворин
представляет собой Са2+-чувствительный фотобелок медузы Aequorea victoria
с молекулярной массой 21400 [78], состоящий из одной полипептидной цепи,
апоэкворина, гидрофобного люминофора, селентразина и связанного кислорода
[79]. Как только ионы кальция присоединяются к двум из трех кальцийсвязы-
вающих сайтов в молекуле экворина, белок превращается в оксигеназу. Послед-
няя катализирует окисление субстратного селентразина с помощью связанного
кислорода, что приводит к излучению голубого света (λmax = 470 нм), интен-
сивность которого зависит от концентрации свободных ионов кальция (рис. 3).
Таким образом, экворин, введенный в клетку, позволяет проводить наиболее
точные измерения концентрации Са2+ в цитозоле. Экворин состоит из 189 ами-
нокислот и имеет три EF-структуры, характерные для Са2+-связывающих сай-
тов. Кроме того, он имеет гидрофобные участки, которые могут взаимодейст-
вовать с селентразином [80]. Нативный экворин состоит из девяти различных
молекулярных форм (изоэкворинов), которые обозначаются как экворин A–H.
Константы относительного веса, светоизлучения и скорости реакции первого
порядка у этих изоформ несколько различны. Наиболее чувствительным из них
считается экворин-D [81].

Свойства экворина также могут быть изменены при помощи различных син-
тетических аналогов селентразина. Такой экворин называется полусинтетиче-
ским. Например, применение cp-, f- или h-селентразина приводит к образованию
экворин-репортера в 10–20 раз более чувствительного к Са2+, чем апоэкворин,
реконструированный с помощью нативного селентразина. Hcp-селентразин
имеет такие ценные свойства, как быстрая реакция на связывание Са2+ и наибо-
лее высокий квантовый выход по сравнению со всеми имеющимися аналогами.
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Рис. 3. Схематичная иллюстрация светоизлучения и регенерации экворина [82]

Слабая чувствительность к Са2+ у n-селентразина позволяет использовать его
для измерения высоких концентраций кальция. Реконструкция экворина с e-се-
лентразином дает полусинтетический экворин с бимодальным спектром свето-
вой эмиссии (рис. 3). Это обеспечивает более простой способ измерения количе-
ства Ca2+ in vivo с использованием отношений светоизлучения 2 длин волн. При
таком подходе нет необходимости в получении информации об уровнях экспрес-
сии рекомбинантного экворина, о реконструкции или потреблении экворина,
которая обычно требуется для калибровки экворином [83].

Ген экворина был получен в результате клонирования и генной инженерии,
что позволило ему экспрессироваться в различных организмах [80, 84]. В зави-
симости от используемого промотора экворин может экспрессироваться во всех
или только в определенных клетках организма. Рекомбинантный экворин может
быть экспрессирован в различных органеллах и уже использовался для измере-
ния Ca2+ в ядре, ЭПР, митохондриях, вакуоле и хлоропластах [85]. По мнению
авторов, основным недостатком использования экворина по сравнению с флуо-
ресцентными красителями является то, что из-за низкого квантового выхода
его света микроскопическое изображение люминесценции и измерение кон-
центрации Са2+ на субклеточном уровне обычно не возможно.

Микроинъекции экворина широко использовались для измерения Ca2+ в жи-
вотных и растительных клетках [86, 87]. Для проведения такой процедуры тре-
буется экворин высокой степени очистки, и, что важно отметить, в ходе экспе-
римента могут травмироваться клетки. Клонирование и выявление характери-
стик двух генов апоэкворина – AQ440 [66] и AEQ1 [84] – привело к созданию
новой технологии использования рекомбинантного экворина для измерения кон-
центрации Ca2+. Этот подход применяется в настоящее время для измерения
количества ионов кальция в растениях [83] и различных клеточных культурах
млекопитающих [88, 85]. Инкубация трансгенных организмов с селентразином
позволяет создать функциональный экворин в цитозоле клеток, что приводит
к появлению светящихся трансгенных организмов, свет, излучаемый которыми,
свидетельствует о наличии Ca2+ [73].
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Табл. 2
Исследование кальциевых сигнальных систем у дрожжевых культур c использованием
рекомбинантного экворина

Предмет исследования Организмы Ссылки
Экспрессия экворина в дрожжевых культурах S. cerevisiae [78]
Внутриклеточный Ca2+ и Ca2+-потоки S. cerevisiae [89, 90]
Гипоосмотический шок S. cerevisiae [36]
Щелочной шок S. cerevisiae [91]
Митохондриальный Ca2+ S. cerevisiae [92, 93]

6. Использование рекомбинантного экворина
в исследованиях кальциевого ответа микромицетов

на физико-химические воздействия

С начала 90-х годов XX в. был проведен ряд исследований кальциевых
сигнальных систем у растений и животных, в ходе которых использовался ре-
комбинантный экворин. По сравнению с многочисленными исследованиями
растительных и животных клеток лишь незначительное число работ посвящено
исследованию Са2+-сигнальной системы у микромицетов. Работы на микроми-
цетах проводились в основном с использованием дрожжевых культур. Некото-
рые данные из этих исследований приведены в табл. 2.

Было установлено, что экворин в дрожжевой культуре S. cerevisiae может
экспрессироваться под контролем GAL1-промотора [78], причем клетки накап-
ливают достаточно большое количество экворина, позволяющее выявить Ca2+-
сигнал. Применение этой системы показало, что обработка α-клеток S. сerevisiae
ферамоном (α-фактором) вызывала внеклеточную Ca2+-зависимую люминесцен-
цию только в клетках противоположного типа. Было подсчитано, что макси-
мальное увеличение концентрации Ca2+ составляет 590 ± 200 нM и происходит
через 45–50 мин после добавления α-фактора. Другим использованным в работе
стимулом было добавление глюкозы в клетки, испытывающие в ней дефицит.
Это стимулировало Ca2+-ответ с максимальной амплитудой 340 ± 4  нM, который
проявлялся через 2 мин после внесения глюкозы [89].

С помощью рекомбинантного экворина также было показано, что гипоос-
мотический шок в размножающейся дрожжевой культуре почти сразу вызывает
вспышку концентрации Ca2+ от исходного значения, равного 200 нM, до пиковой
концентрации в 1100 нM. Установлено, что при такой вспышке Ca2+ поступает
в клетку как из внутренних резервуаров, так и из внешних среды. Сначала про-
исходит выброс Са2+ из внутренних резервуаров, который затем подкрепляется
активацией каналов плазматической мембраны, реагирующих на растяжение.
Изотонический шок не вызывает увеличения концентрации Ca2+ [36].

Первая попытка трансформировать микромицеты с помощью гена нативного
апоэкворина была осуществлена на клетках Neurospora crassa. Уровень экспрес-
сии был очень низким, приблизительно в 365 раз ниже, чем в трансгенных куль-
турах Nicotiana plumbaginifolia. На основании этого было высказано предполо-
жение, что блокирование экспрессии апоэкворина происходит на стадии транс-
ляции или после нее. Затем было обнаружено, что нативный ген апоэкворина
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содержит 44 кодона, редко встречающиеся в N. сrassa, и только один редкий
кодон, выявленный у N. plumbaginifolia. Исходя из полученных результатов
было сделано предположение, что кодоновая склонность является наиболее
вероятной причиной низкого уровня экспрессии экворина [76]. Кодоновая
склонность может встречаться у любой аминокислоты, потому что они могут
кодироваться несколькими кодонами. Выбор кодонов коррелирует с большим
количеством соответствующего тРНК. У высоко экспрессируемых генов преоб-
ладание кодонов более выражено, чем у генов с низкой экспрессией. Для реше-
ния этой проблемы был разработан и получен синтетический ген апоэкворина
(aeqS) с оптимизированным кодоном, используемым для экспрессии в Aspergillus
и Neurospora. Этот синтетический ген вызывал увеличение уровня экспрессии
апоэкворина в N. сrassa в 5⋅105 раз в сравнении с нативным геном. Позднее
вектор экспрессии (pAEQ1-15), удерживающий этот ген под контролем промо-
тора конститутивной глюкоза-6-фосфатдегидрогеназы, использовался для
трансформации A. niger и A. аwamori. Высокий уровень экспрессии апоэкворина
был достигнут и с помощью преинкубации трансгенного микромицета с люми-
нофорным селентразином, в результате чего был получен активный экворин.
Применение этого метода позволило обнаружить появление внутриклеточных
Ca2+-вспышек в ответ на высокую концентрацию внеклеточных ионов кальция
на изменения внеклеточного pH, на гипоосмотические стимулы и механическое
воздействие [76]. При помощи экворина с оптимизированным кодоном было
трансформировано несколько других организмов. Наиболее успешной была
трансформация A. nidulans и фитопатогена Phyllosticta ampelicida [86].

Для исследования сигнальных систем животных клеток использовалось
большое разнообразие фармакологических ингибиторов, некоторые из которых
обладали высокой селективностью действия и способностью блокировать кон-
кретные пути передачи сигналов, в то время как другие этого сделать не могли.
Более того, селективная способность практически всех таких соединений по
отношению к клеткам растений и микромицетов обычно снижена. Это указыва-
ет на необходимость соблюдения осторожности при интерпретации результатов,
полученных с помощью фармакологических агентов, если они применялись
в исследованиях на микромицетах. Основные работы такого рода, при прове-
дении которых использовались Ca2+-модулирующие фармакологические агенты,
представлены в табл. 3 и 4.

Зачастую концентрация соединений, используемых для достижения эффекта
блокирования Ca2+-вспышек на микромицетах, была намного выше, чем в рас-
тительных клетках. В связи с этим возникает вопрос о фактической специфич-
ности наблюдаемого процесса торможения. Например, показано, что La3+ (инги-
битор кальциевых каналов) вызывает деполяризацию мембраны также за счет
несвязанных с кальцием процессов [99]. Вместе с тем обработка клеток микро-
мицетов Ca2+-модулирующими агентами при прямом подсчете [Ca2+]c с помощью
рекомбинантного экворина позволяет получать результаты с большей точностью,
поскольку параметры Ca2+-профилей, характерные для различных сигнальных
путей (например, скорость повышения и снижения концентрации Ca2+ и ее ам-
плитуда), легче анализируются.
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Табл. 3
Агонисты кальциевых сигнальных систем, используемые в исследованиях на микро-
мицетах

Препа-
рат

Селективность
агониста

Организмы Процессы, подвергающиеся
воздействию

Ссылки

A23187 Ca2+-избирательный
ионофор

Penicillium
notatum

Выброс Са2+ из митохондрий [27]

Neurospora
crassa

Повышение скорости прорас-
тания спор и разветвления
гиф

[39, 94]

Fusarium
oxysporium

Стимуляция выработки
липазы

[95]

Кофеин Вызывает выброс Ca2+

из внутренних каль-
циевых резервуаров

Микромицеты,
вызывающие
гниение древе-
сины

Ингибирование роста [96]

ЦПК1 Ингибирует
Ca2+-ATФазы
в обратном направле-
нии, что приводит
к заполнению внут-
ренних резервуаров
Ca2+

Saccharomyces
cerevisiae

Neurospora
crassa

Ингибирование разрастания
колоний микромицета

Расширение гиф и их гипер-
ветвление

[97]

[98]

Табл. 4
Некоторые антагонисты, используемые в исследованиях кальциевых сигнальных сис-
тем у микромицетов

Препа-
рат

Избирательное
действие ингибитора

Организмы Ингибируемый процесс Ссылки

BAPTA Хелирует Ca2+ S. cerevisiae Гипоосмотический шок [36]
Цинари-
зин

Ингибирует актив-
ность кальциевых
каналов

Fusarium
graminearum

Разветвление гиф [61]

Gd3+ Ингибирует актив-
ность кальциевых
каналов

S. cerevisiae Гипоосмотический шок [36]

La3+ Ингибирует актив-
ность кальциевых
каналов

Neurospora
crassa

Приток Ca2+ [99, 100]

Нифе-
дипин

Ингибирует актив-
ность Ca2+-каналов
L-типа

Fusarium
graminearum,
Botrytis
cinerea

Разветвление гиф [59, 61]

Верапа-
мил

Ингибирует актив-
ность Ca2+-каналов
L-типа

Neurospora
crassa, Botrytis
cinerea

Разветвление и рост гиф [59, 101]

W-52 Антагонист КМ, ин-
гибирует КМ-за-
висимую фосфодиэ-
стеразу

Zoophthora
radicans

Формирование апре-
сcория

[102]

                                                     
1 Циклопиазоновая кислота.
2 N-(6-Аминогексил)-1-нафталенсульфонамид.
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Единственным пока известным ингибитором Ca2+-каналов, специфичным
для микромицетов, является KP4. Это токсиноубийца, продуцируемый Ustilago
maydis, который в природе эффективен прежде всего против представителей
семейства Ustilaginaceae [103]. На примере U. maydis показано, что KP4 дейст-
вует аналогично кальциевым хелаторам (ЭГТА) и ингибитору Ca2+-канала Cd2+

[104]. Поскольку KP4 препятствовал поступлению в Ustilago изотопа 45Ca2+, было
высказано предположение, что KP4 блокирует кальциевые каналы микромице-
тов. Интересно отметить, что KP4 был эффективен при концентрации 0.33 мкM,
a для достижения такого же уровня блокировки с помощью ЭГТА требуется
его миллимолярная концентрация. Такая разница в эффективности, вероятно,
связана с тем, что KP4 выбирает мишенью именно Ca2+-каналы, тогда как ЭГТА
приходится хелировать все ионы кальция, присутствующие в питательной среде.
Установлено также, что KP4 эффективно блокирует потенциалзависимые каль-
циевые каналы в нейронах млекопитающих [105].

Резюмируя изложенные данные литературы, можно заключить, что до недав-
него времени не существовало удобного метода для измерения микроконцентра-
ций Ca2+ в цитозоле живых клеток микромицетов, хотя имеющаяся информация
доказывает, что Са2+ играет важную роль в регуляции жизнедеятельности этих
эукариотных микроорганизмов. Использование метода рекомбинантного экво-
рина в качестве эффективного инструмента для фундаментального изучения
пула свободных ионов кальция у микромицетов и изменения их концентрации
в ответ на внешние воздействия позволит получить новую информацию о функ-
ционировании Са2+-сигнальных систем. В связи с этим в настоящей работе
представлены некоторые наши экспериментальные данные, полученные в ходе
исследований кальциевых ответов мицелиальных грибов на внешние воздейст-
вия, которые были определены методом рекомбинантного экворина.

7. Использование рекомбинантного экворина для измерения кальциево-
го ответа микромицета Aspergillus аwamori на внешние воздействия

В наших исследованиях [106] был проведен анализ результатов воздействия
различных стимулов на содержание кальция в клетках Aspergillus аwamori,
трансформированных с помощью синтетического экворина с оптимизированным
кодоном. Высокая степень экспрессии экворина в клетках A. аwamori позволила
эффективно измерять незначительные изменения концентрации Ca2+. Микро-
мицет A. аwamori подвергали механическому воздействию (перемешивание),
существенному увеличению концентрации внеклеточного CaCl2 и гипоосмоти-
ческому шоку. Кальциевый ответ микромицета на каждый стимул имел свою
характерную особенность, которая выражалась в уникальном сочетании четы-
рех факторов: лаг-периода, времени подъема, амплитуды и продолжительности
ответа в момент, когда амплитуда равнялась половине максимальной. Реакция
клеток на каждый вид воздействия была мгновенной. Время подъема содержа-
ния кальция менялось в зависимости от воздействующего стимула. Наибольшие
вариации времени подъема наблюдались в случае стимуляции клеток экзоген-
ным CaCl2 в концентрации 0.05 мМ. Амплитуды и продолжительность Ca2+-
ответов были различными при всех видах воздействия. Кальциевые вспышки
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в ответ на все примененные виды стимуляции были очень короткими, и содер-
жание Ca2+ в гифах восстанавливалось в течение нескольких минут.

Анализ кальциевых резервуаров, пополняющих уровень Ca2+ в клетках мик-
ромицета во время каждой Ca2+-вспышки, был произведен с помощью ряда ком-
мерчески доступных фармакологических ингибиторов, обладающих известным
механизмом избирательного действия, а также при использовании КР4-ингибитора.

Важно подчеркнуть, что механизмы действия почти всех фармакологиче-
ских ингибиторов были изучены на клетках животных. Многие из них использо-
вались также в работах с растительными клетками [23], но у растений эффектив-
ные концентрации ингибиторов кальциевых каналов были, как правило, значи-
тельно выше, чем у животных клеток, а в экспериментах на клетках микроми-
цета они были выше, чем на клетках растений. В связи с этим возникает вопрос
о фактической селективности данных ингибиторов по отношению к микроми-
цетам и растениям. Следует также помнить о том, что в клетках микромицетов
и растений мишени для данных ингибиторов могут либо полностью отсутство-
вать, либо иметь отличную структуру, которая не позволяет Ca2+-антагонисту
связываться с ними.

Результаты экспериментов, приведенные в табл. 5, показывают, что из
шести исследованных коммерчески доступных антагонистов (кроме КР4) только
два (La3+ и BAPTA) ингибировали Ca2+-ответы на воздействие физико-химиче-
скими стимулами. Особый интерес представляли данные, характеризующие
влияние КР4 на функционирование Ca2+-каналов, так как именно он является
единственно известным блокатором Ca2+-каналов, который продуцируется мик-
ромицетом [105]. Интересно отметить в этой связи, что показатели IC50 для КР4

выражаются в мкM, а IC50 для LaCl3 – в мМ. Представляется вполне вероятным,
что КР4 имеет большую специфичность для Ca2+-каналов микромицетов, чем
LaCl3. На основании полученных данных можно заключить, что важнейшим
источником повышения концентрации внутриклеточного Ca2+ в ответ на меха-
ническое воздействие, гипоосмотический шок и стимулирование внеклеточным
CaCl2 является транспорт Ca2+ из внешней среды через цитоплазматическую
мембрану микромицета, ввиду того что LaCl3 эффективно ингибировал Ca2+-
каналы L-типа, локализованные в плазматической мембране клеток, а препарат
ВАРТА изменял концентрацию внеклеточного Ca2+ путем его хелирования. Что
касается КР4, точная степень специфичности его воздействия пока не известна.
Вместе с тем установлено, что это вещество действует аналогично кальциевым
хелаторам (ЭГТА) и Cd2+ – ингибитору Ca2+-каналов [107], то есть препятствует
проникновению в цитозоль внеклеточного Ca2+.

В доступной литературе нет сведений относительно того, что внутрикле-
точные резервуары Ca2+ играют важную роль в развитии кальциевого ответа
у A. аwamori на физико-химические воздействия. Частично это подтверждается
данными литературы: рианодин, вызывающий выход Са2+ из внутриклеточных
органелл, и ТМВ-8, ингибирующий выброс Ca2+ из внутренних резервуаров,
не оказывали влияния на формирование Ca2+-ответа [108]. Тем не менее к этим
результатам следует подходить с осторожностью, поскольку рианодин, ТМВ-8,
нифедипин и верапамил могут не являться  эффективными  модуляторами  Ca2+
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Табл. 5
Влияние ингибиторов Са2+-транспорта на концентрацию кальция в цитозоле A. awamori
при стрессорных воздействиях

Препарат Избирательное дейст-
вие ингибитора

IC50, мM*

BAPTA [1,2-бис-
(d-мино-5-броифе-
нокси) этан-
N,N,N,N-тетрааце-
тиловая кислота]

Хелирует, связывает
ионы Ca2+, которые
становятся недоступ-
ными клетке

Внекле-
точный
кальций

Механиче-
ский сти-

мул

Гипоосмо-
тический
шок

Нифедипин
(из группы дигид-
ропиринов)

Ингибирует выброс
Ca2+ из внутренних
резервуаров Ca2+

НКП*** 0.5–5.0 0.5–5.0

Верапамил
(гидрохлорид)

Вызывает выход Са2+

из внутриклеточных
органелл

– – –

Хлорид ланатана
(LaCl3 · 7H20)

Блокатор Ca2+-
каналов L-типа – – –

КР4 10–14 –** 10–14
Примечание. Результаты – среднее из 5 измерений.
* IC50 – концентрация, вызывающая снижение уровня внутриклеточного Са2+ на 50% от максимального

уровня в контроле (без ингибитора).
** Не ингибирует.
*** Некорректное применение.

у A. аwamori. Следует также учитывать, что Ca2+-каналы, на которые они наце-
лены, могут и не участвовать в формировании Ca2+-ответа на механическое
воздействие, гипоосмотический шок и стимуляцию экзогенным CaCl2.

Избирательность действия La3+, который ингибировал Ca2+-ответ на гипо-
осмотический шок и внесение экзогенного CaCl2, нуждается в проверке. Со-
гласно данным [99], La3+ вызывает деполяризацию плазматической мембраны
в клетках Neurospora crassa, что может оказывать влияние на поток Ca2+ в цито-
плазму. При стимуляции клеточного ответа экзогенным CaCl2 в низких концен-
трациях (0.1 и 0.5 мМ) LaCl3 (5 мМ) индуцировал увеличение амплитуды каль-
циевой вспышки. При более высокой концентрации CaCl2 (5 мМ) LaCl3 в тех же
дозах (5 мМ) вызывал уменьшение амплитуды кальциевой вспышки. Вероятно,
это объясняется тем, что при низких концентрациях CaCl2, побочные эффекты
La3+, вызываемые деполяризацией мембраны, более выражены, чем при увели-
ченных в 10–50 раз концентрациях CaCl2. Данные по кинетике изменений каль-
циевых вспышек у микромицета свидетельствуют о сложном характере действия
La3+ на клетки. Это выражается в том, что La3+ не только уменьшает амплитуду
клеточного ответа, но при концентрации 20 мМ также вызывает вторичную Ca2+-
вспышку, соответствующую выходу Ca2+ из клеточных органелл, и при любой
концентрации, превышающей 5 мМ, приводит к увеличению конечного уровня
содержания Ca2+ в отличие от нормы. Отмеченное выше воздействие La3+ согла-
суется с эффектом подавления активности Ca2+-АТФазы, которая отвечает за
транспорт Ca2+ из цитозоля. В животных клетках La3+, как известно,  препятствует
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Табл. 6
Влияние препаратов-агонистов на динамику внутриклеточного Ca2+ у A. аwamori при
механическом воздействии на клетки

Ca2+-агонист Механизм действия Увеличение
концентрации

Ca2+

Минимальная
эффективная
концентрация

A23187
(кальцимицин)

Ca2+-избирательный
ионофор

+ 1 мкМ

Кофеин Вызывает выброс Ca2+

из внутренних резервуаров
(плазматического ретику-
лума)

+ 5 мМ

ЦПК (циклопиа-
зоновая кислота,
выделенная из
клеток Penicillium
cyclopium)

Ингибирует Ca2+-ATФазы
в обратном направлении,
что приводит к наполне-
нию внутренних резервуа-
ров Ca2+

+ 20 мкМ

формированию фосфорилированного посредника Ca2+-АТФазы ЭПР-типа [12].
Интересно отметить, что побочные эффекты добавления LaCl3, то есть увели-
чение уровня Ca2+ в отличие от нормы и вторичная Ca2+-вспышка, наблюдались
при механическом воздействии. Это свидетельствует о том, что данные эффек-
ты не связаны с активностью La3+ как ингибитора кальциевых каналов.

Еще одним интересным моментом является тот факт, что La3+ и КР4 инги-
бировали развитие кальциевого ответа как на гипоосмотический шок, так и
на стимуляцию экзогенным CaCl2, но не оказывали влияния в случае механиче-
ского воздействия. Это указывает на то, что в развитии Ca2+-ответа на гипоос-
мотический шок и внесение экзогенного CaCl2 участвуют совсем другие систе-
мы транспорта Ca2+. Высказанное предположение подтверждается результата-
ми наших исследований, полученных при воздействии на A. аwamori Ca2+-
агонистов [106] (табл. 6). Установлено, что кофеин, который стимулирует вы-
ход Ca2+ из внутриклеточных резервуаров, индуцировал снижение амплитуды
кальциевой вспышки при механическом воздействии, но не в случае гипоосмо-
тического шока или стимуляции экзогенным CaCl2. На основании этого можно
предположить, что в формировании кальциевого ответа на механические сти-
мулы может частично участвовать выход ионов кальция из клеточных орга-
нелл, чувствительных к действию кофеина.

Добавление в среду культивирования A. аwamori таких препаратов, как
A23187, кофеин и ЦПК, вызывало увеличение концентрации Ca2+ в клетках
микромицета. Особо следует отметить, что кальциевый ответ на воздействие
этих агонистов был бифазным: первичный ответ, очень быстрый, являлся ре-
зультатом механической стимуляции клеток микромицетов вследствие внесе-
ния препарата. В результате этого происходило поступление Ca2+ в цитозоль
из внешней среды и, возможно, также из клеточных органелл. Вторичный ответ
был более продолжительным. В случае добавления кофеина вторая и третья
Ca2+-вспышки могли быть результатом выхода Ca2+ из внутриклеточных резер-
вуаров. Известно, что ЦПК ингибирует активность Ca2+-АТФаз и, таким обра-
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зом, препятствует поступлению Ca2+ в клеточные органеллы, которые опусто-
шаются при повышении концентрации Ca2+ в цитозоле. Кофеин оказывает та-
кое же действие, стимулируя выход Ca2+ из клеточных органелл A. аwamori.
Эти данные свидетельствуют о наличии специального механизма для регуля-
ции транспорта Ca2+ из клеточных органелл A. аwamori в цитозоль.

A23187 является мобильным переносчиком ионов, который образует устой-
чивые комплексы с двухвалентными катионами [107]. Известно, что в клетках
животных при концентрации в 10 мкM A23187 стимулирует поступление Ca2+

в цитозоль из внешней среды [61, 107]. При стимулировании этим препаратом
клеток микромицета в них наблюдались продолжительные периоды повышения
концентрации Ca2+. Затем следовало восстановление до исходного уровня Ca2+,
возможно, в результате прекращения действия A23187 или в результате акти-
визации деятельности Ca2+-АТФаз и Ca2+-/H+-антипорта. Продолжительность
Ca2+-вспышек у микромицета в ответ на стимуляцию А23187 говорит о том,
что клетки с трудом восстанавливают нормальный уровень концентрации Ca2+.
Поскольку А23187 имеет способность со временем образовывать нерастворимый
осадок в жидкой среде [107], препарат мог локализоваться в клетках в большой
концентрации и оказывать на них токсическое действие. Продолжительный Ca2+-
ответ мог быть результатом выхода экворина из мертвых клеток и его после-
дующего взаимодействия с Са2+, присутствующим в питательной среде. Возвра-
щение уровня Ca2+ к норме может указывать на то, что клетки микромицета
адаптировались к присутствию А23187 в среде роста. Важно отметить, что
в конце Ca2+-вспышки, вызванной действием А23187, в клетках оставалось еще
много активного экворина, поэтому восстановление исходного уровня концен-
трации Ca2+ в цитозоле нельзя объяснить недостаточным содержанияем актив-
ного экворина в клетках микромицета.

Кофеин, как известно, также выпадает в осадок в жидкой среде (как правило,
через 1–3 ч). В связи с этим третья Са2+-вспышка, наблюдавшаяся после добав-
ления в среду роста кофеина, могла быть вызвана гибелью клеток, как и в случае
действия А23187. Другим объяснением данного результата может быть тот факт,
что в растительных клетках кофеин вызывает временную гиперполяризацию
плазматической мембраны [108]. То же самое может происходить и в клетках
микромицетов.

В случае применения ЦПК проблемы с восстановлением нормального
уровня Ca2+ в гифах микромицета возникают в связи с подавлением активности
Са2+-АТФазы. Приблизительно через 5 ч после начала стимуляции восстанов-
ление исходного уровня Са2+ все-таки происходит, вероятно, благодаря восста-
новлению активности Са2+-/Н+-антипорта или Са2+-АТФазы. Поскольку ЦПК
не выпадает в осадок в растворе, вторичный клеточный ответ на стимуляцию
ЦПК, вероятно, развивается иначе, чем при воздействии А23187. Вторичная
Ca2+-вспышка при воздействии ЦПК достигала своего пика через 1 ч, после чего
концентрация Са2+ начинала сразу же снижаться. В случае с А23187 интенсив-
ность люминесценции достигала максимального пика приблизительно через
50 мин и оставалась на том же уровне свыше 1 ч. Это вновь дает основание
предположить, что продолжительность вспышки, скорее всего, обусловлена
гибелью клеток в результате выпадения А23187 в осадок с течением времени.
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Влияние Са2+-агонистов так же, как и антагонистов, изучали в их сочетании
с физико-химическими стимулами. Через 5 мин инкубации с кофеином наблю-
далось повышение исходного уровня Ca2+ в цитоплазме клеток. Однако после
механического воздействия амплитуда клеточного ответа значительно снижа-
лась. В противоположность этому ни гипоосмотический шок, ни высокая кон-
центрация внеклеточного CaCl2 не изменяли амплитуды Ca2+-ответа. Этот факт
указывает на то, что внутриклеточные хранилища Са2+, чувствительные к ко-
феину, могут играть определенную роль в Са2+-ответе клеток на механическое
воздействие. Кальциевые резервуары, участвующие в Са2+-ответе на механиче-
скую стимуляцию, отличаются от резервуаров, участвующих в Са2+-ответе
на два других физико-химических стимула. Восстановление уровня Ca2+ про-
исходило с задержкой после всех трех видов воздействия. Вторичный ответ
клеток микромицета на внешнее воздействие наблюдался в случае стимулиро-
вания кофеином и полностью отсутствовал при сочетании воздействия кофеина
и физико-химических стимулов.

В случае применения ЦПК совместно с физико-химическими стимулами
исходный уровень Ca2+ в клетках значительно повышался. Несмотря на это,
Ca2+-ответы были приблизительно такими же (время подъема, амплитуда
и продолжительность), как при воздействии отдельно физико-химическими сти-
мулами. Хотя присутствие ЦПК истощило запасы кальция в зависящих от него
клеточных органеллах, Ca2+-ответ клеток на физико-химические воздействия
был нормальным. Данные результаты подтверждают предположение, что основ-
ным источником повышения внутриклеточного пула Са2+ в ответ на исследо-
вавшиеся физико-химические виды воздействия (за исключением механического
стимулирования) является поступление в клетки экзогенного Са2+.

Заключение

Резюмируя описанные результаты осцилляции ионов Са2+ в цитозоле мик-
ромицета с использованием рекомбинантного фоточувстчительного белка экво-
рина, можно сделать следующие заключения.

Три физико-химических стимула (механическое воздействие, гипоосмоти-
ческий шок и внесение в среду высокой концентрации СаС12) индуцировали
временное увеличение содержания Са2+ в клетках микромицета, и каждый
из этих кальциевых ответов имел характерные особенности, которые выража-
лись в уникальном сочетании времени подъема, лаг-периода, амплитуды и про-
должительности ответа.

Источником Са2+ для клеточных ответов на гипоосмотический шок, стиму-
ляцию внеклеточным СаС12 и, возможно, на механическое воздействие является
в основном внешняя среда. Внутриклеточные резервуары Са2+ также могут иг-
рать определенную роль в ответе клеток на механическую стимуляцию.

Из ряда исследованных Са2+ -ингибиторов только два (La3+ и препарат
ВАРТА) эффективно ингибировали кальциевый ответ. Значения их показателей
IС50 находились в миллимолярном диапазоне, в то время как для ингибитора
КР4, выделенного из клеток микромицета вида Ustilago, значения IС50 находи-
лись в микромолярном диапазоне.
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Стимуляция Са2+-ответа с помощью таких Са2+-агонистов, как А23187, кофеин
и ЦПК, вызывала бифазный ответ клеток: первичная Са2+-вспышка была резуль-
татом механического воздействия, вторичная – результатом действия агонистов.

Метод рекомбинантного экворина может рассматриваться как эффективный
инструмент фундаментальных исследований функционирования Са2+-сигналь-
ных систем у микромицетов.

Summary

O.V. Kozlova, S.Yu. Egorov, F.G. Kupriyanova-Ashina. Analysis of Calcium Signalling
in Filamentous Fungi Using Recombinant Aequorin.

This article provides a review of data from literature sources and authors’ research on
Ca2+ signalling including the role of calcium in microbial, plant and animal cells, calcium
fluxes and calcium modulating proteins, with the particular focus on the role of Ca2+ in fila-
mentous fungi. The authors describe in detail the function of transient increases in intercellu-
lar calcium concentration in mediating the cellular response to external stimuli.

The research described in this article was carried out using a strain of Aspergillus
awamori transformed with the recombinant aequorin gene to allow real-life measurements of
cytosolic free calcium. It was demonstrated that physico-chemical stimuli caused transient
increases in the intracellular Ca2+ concentration. Using a number of Ca2+ blockers and Ca2+

agonists, it was determined that these increases were caused by the influx of calcium ions rom
the external environment as well as from calcium storage organelles. The main role in the
elevation of Ca2+ concentration was attributed to the voltage gated calcium channels.

Key words: Ca2+ signalling, filamentous fungi, Aspergillus awamori, recombinant
aequorin, Ca2+ dynamics.
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