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Аннотация:Мы изучили влияние экдистерона на концентрацию внутриклеточного
кальция в со-культуре нейронов и астроцитов среднего мозга крыс линии Sprague-
Dawley. Наши экспериментальные данные показывают, что экдистерон активирует
кальциевые сигнальные пути, в результате чего увеличивается концентрация
внутриклеточного кальция. Возможным механизмом запуска кальциевой сигнализации
является взаимодействие экдистерона с эстрогеновыми рецепторами бета (ER-β) на
мембране нейронов и антрацитов культуры среднего мозга крыс.
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Экдистероиды - класс полигидроксистероидов природного происхождения, широко
распространенных как в животном, так и в растительном мире. Зооэкдистероиды
синтезируются беспозвоночными, в частности насекомыми, для контроля процессов
линьки, метаморфоза и диапаузы. Соединения этой группы веществ встречаются и среди
растений. Фитоэкдистероиды играют важную роль в растительных организмах, защищая
их от поедания насекомыми-фитофагами. Экдистероиды на протяжении многих лет
привлекают интерес исследователей благодаря физиологическим и фармакологическим
эффектам на клетках млекопитающих. Одним из самых распространенных
экдистероидов является экдистерон или 20-гидроксиэкдизон (20-Е). Хорошо изучено
действие экдистерона на экспрессию генов через ядерные рецепторы клетки во время
линьки и метаморфоза насекомых. Известно, что помимо ядерных рецепторов 20-Е
имеет мембранные рецепторы на поверхности клеток насекомых (1).
Экспериментальные данные показывают, что в клетках насекомых взаимодействие 20-Е
в качестве сигнальной молекулы с мембранными рецепторами, сопряженными GPCR
белками, приводит к активации кальциевых сигнальных путей. Работами ученых
доказано, что экдистерон регулирует экспрессию генов во время линьки и метаморфоза у
чешуекрылых через взаимодействие с мембранными рецепторами при участии Gαq-
белков, которые приводят к увеличению внутриклеточного кальция (2). Другие
исследования показывают, что экдистерон запускает кальциевые сигнальные пути,
вызывая фосфорилирование Ca2/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II (CaMKII) для
регулирования экспрессии генов у насекомых (3, 4). Активация кальциевой
сигнализации в клетках млекопитающих под действием экдистерона до нынешнего
времени не изучено.

Мы изучили влияние экдистерона на концентрацию внутриклеточного кальция в со-
культуре нейронов и астроцитов среднего мозга крыс линии Sprague-Dawley. Наши
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экспериментальные данные показывают, что экдистерон активирует кальциевые
сигнальные пути, в результате чего увеличивается концентрация внутриклеточного
кальция. Возможным механизмом запуска кальциевой сигнализации является
взаимодействие экдистерона с эстрогеновыми рецепторами бета (ER-β) на мембране
нейронов и астроцитов культуры среднего мозга крыс.

Для выполнения работы мы использовали метод кальциевой визуализации с помощью
флуоресцентной микроскопии. Измерение концентрации внутриклеточного кальция
проводилось с использованием флуоресцентного кальциевого зонда Fluo-4 AM
(Invitrogen). Измерение проводилось на инвертированном флуоресцентном микроскопе
EVOS FL Color. Добавка экдистерона (50мкМ) приводила к увеличению
внутриклеточного кальция, о чем свидетельствовало повышение интенсивности
свечения кальциевого индикатора Fluo-4 AM. В культуре клеток нейронов и астроцитов
инкубированные классическим ингибитором эстрогеновых рецепторов бета PHTPP
после добавки экдистерона увеличение интенсивности свечения флуорофора не
наблюдалось, т.е концентрация внутриклеточного кальция не повышалась.
Соответственно можно сделать выводы что предполагаемыми метаботропными
рецепторами, с которыми взаимодействует экдистерон на поверхности клеточной
мембраны нейронов и астроцитов являются эстрогеновые рецепторы бета.

Рис.1. Экдистерон увеличивает
концентрацию внутриклеточного
кальция в со-культуре нейронов и
астроцитов мозга крыс

Рис.2. Экдистерон не увеличивает
концентрацию внутриклеточного
кальция в со-культуре нейронов и
астроцитов мозга крыс после
инкубации с PHTPP

В настоящей работе нами было
продемонстрировано, что экдистерон
(20-Е) может увеличивать
концентрацию внутриклеточного
кальция в клетках нейронов и

астроцитов мозга крыс, что еще не было
показано до сегодняшнего дня на клетках млекопитающих.
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Эксперименты доказывают, что приток кальция в цитоплазму после добавки
экдистерона происходит из люмена эндоплазматического ретикулума, что предполагает
запуск IP3 сигнального пути через взаимодействие экдистерона с метаботропными
рецепторами на поверхности нервных клеток. Одним из предполагаемых мембранных
рецепторов, с которыми может взаимодействовать экдистерон являются эстрогеновые
рецепторы бета. Но вопрос через какие именно метаботропные рецепторы экдистерон
оказывает свое действие остается открытым.
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