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Норадреналин играет важную роль в регуляции широкого круга физиологических процессов и рас-
познается клетками различных типов с помощью адренергических рецепторов, которые сопряжены
с фосфолипазным и аденилатциклазным сигнальными путями. В данной работе мы исследовали
адренергическую систему клеток HEK 293 с использованием генетически кодируемых сенсоров
GEM-GECO1 и Pink Flamindo для мониторинга внутриклеточных Ca2+ и cAMP соответственно.
Нами показано, что в одиночных клетках HEK 293 норадреналин одновременно стимулирует и
Са2+-сигнализацию, и продукцию cAMP. Интересной особенностью сАМР- и Са2+-сигналов ока-
залось то, что с повышением дозы норадреналина амплитуда cAMP-ответов росла градуально, в то
время как величина Са2+-ответов не зависела от концентрации агониста. Физиологическая значи-
мость таких зависимостей обсуждается.
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ВВЕДЕНИЕ
Адреналин и норадреналин представляют со-

бой катехоламины и функционируют как гормоны
и нейромедиаторы, модулирующие активность
различных органов и тканей, включая сердечно-
сосудистую систему, почки, печень и мозг. Самые
разнообразные клетки, от нейронов и кардио-
миоцитов до мезенхимных стромальных клеток,
экспрессируют гены, кодирующие адренорецеп-
торы. Последние принадлежат к суперсемейству
гептаспиральных рецепторов, сигнальная функция
которых во многом обеспечивается взаимодей-
ствием с G-белками (G-protein coupled receptors).
Идентифицировано девять генов, кодирующих
адренорецепторы, которые на основе структур-
ных и функциональных свойств отнесены к
трем группам: α1 (α1A, α1B, α1D), α2 (α2A, α2B, α2C)
и β (β1, β2, β3) [1]. Традиционно считалось, что
α1-адренорецепторы преимущественно сопряже-
ны с Gq/11-белком, стимулирующим фосфоли-
пазу С (PLC), α2-адренорецепторы – с Gi/0-бел-
ком, ингибирующим активность аденилатцик-
лазы (AC), а β-адренорецепторы связываются с
Gs-белком, активирующим аденилатциклазу. Меж-
ду тем данные, накопленные к настоящему мо-

менту, свидетельствуют о том, что варианты со-
пряжения адренергических рецепторов с внутри-
клеточными сигнальными каскадами куда более
разнообразны [2, 3]. Так, например, показано,
что активация β-адренорецепторов может приво-
дить к мобилизации внутриклеточного Са2+ по
cAMP-независимому пути [4].

В наших исследованиях адренергической систе-
мы мезенхимных стромальных клеток (МСК), вы-
деленных из жировой ткани человека, было показа-
но, что норадреналин инициирует Ca2+-сигнализа-
цию в МСК. Интересной особенностью этих
Са2+-сигналов было то, что в малых концентра-
циях норадреналин не вызывал детектируемого
увеличения уровня внутриклеточного Са2+, но
начиная с пороговой дозы инициировал Са2+-от-
веты, величина которых фактически не зависела
от концентрации агониста [5]. Иными словами,
клетки генерировали Са2+-ответы на норадрена-
лин по принципу “всё или ничего”; такой харак-
тер ответа ставит вопрос о том, как в МСК коди-
руется информация о величине приходящего сти-
мула для формирования адекватной реакции на
него. Было также неясно, насколько универсален
данный тип клеточных ответов на агонисты. В
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данной работе мы установили, что клетки HEK
293 также отвечают на норадреналин мобилиза-
цией Са2+ в цитозоле, при этом Са2+-ответы гене-
рируются по принципу “всё или ничего” (рис. 1а,
верхняя кривая, 1б). Таким образом, данный тип
Са2+-ответа может быть достаточно универсаль-
ным, и в этом случае вопрос о кодировании ин-
тенсивности адренергических стимулов уже не
сводился к анализу физиологических процессов в
МСК. Возможно, клетки экспрессируют такой
набор адренорецепторов, что норадреналин спо-
собен запускать в их цитозоле параллельные про-
цессы, один из которых – мобилизация Са2+, а
другой – например, генерация сАМР, каждый из
которых нацелен на решение специфических за-
дач клеточной физиологии. Нам представлялось
интересным выяснить, вовлекает ли адренерги-
ческая сигнализация в клетках параллельные
процессы, например Са2+-сигнализацию и сА-
МР-сигнализацию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Мониторинг cAMP в живой клетке в режиме
реального времени возможен только с помощью
генетически кодируемых сенсоров, поскольку
синтетических флуоресцентных cAMP-зондов
на сегодняшний день не разработано. Поэтому
для исследования внутриклеточных cAMP- и
Ca2+-сигналов мы использовали генетически ко-
дируемые сенсоры внутриклеточного cAMP Pink
Flamindo [6] и цитозольного Са2+ GEM-GECO1 [7].
Эти молекулярные сенсоры были гетерологиче-
ски экспрессированы в клетках линии HEK 293.
Клетки культивировали в среде DMEM (Gibco),
содержащей 4.5 г/л глюкозы, 10% эмбриональной
бычьей сыворотки (HyClone), 100 мг/мл гентами-
цина (Sigma), 2 мМ глутамина (Sigma) во влажной
атмосфере c 5% содержанием CO2 в воздухе при
37̊°C. Клетки трансфицировали плазмидными
векторами Pink Flamindo и CMV-GEM-GECO1
(оба Addgene) с целью индукции экспрессии Pink
Flamindo и GEM-GECO1. Для трансфекции ис-
пользовали набор для липофекции Lipofectamine
3000 (Invitrogen) по оптимизированному со-
гласно рекомендациям производителя протоко-
лу. В физиологических экспериментах использо-
вали клетки через 24–48 ч после трансфекции.
Для мониторинга внутриклеточных cAMP и Са2+

клетки прикрепляли ко дну фотометрической ка-
меры с помощью адгезивного материала Cell Tak
(Corning) и инкубировали при комнатной темпе-
ратуре 30 мин. Внеклеточный раствор содержал
(мМ): NaCl – 130, KCl – 5, CaCl2 – 2, MgCl2 – 1,
HEPES – 10, глюкозу – 10. Фотометрические экс-
перименты проводили с использованием инвер-
тированного флуоресцентного микроскопа Axio-
vert 135 (Zeiss), оборудованного объективом Plan

NeoFluar 20×/0.75 и цифровой EMCCD камерой
LucaR (Andor Technology). Флуоресценцию Pink
Flamindo и GEM-GECO1 возбуждали поочередно
на длинах волн 480 ± 10 нм и 572 ± 17.5 нм, эмис-
сию регистрировали в области 520 ± 20 нм и 634 ±
± 34 нм соответственно. Изменение концентрации
cAMP и Са2+ в цитоплазме оценивали по относи-
тельному изменению интенсивности флуоресцен-
ции Pink Flamindo и GEM-GECO1 соответственно.
Количественный фотометрический анализ изобра-
жений осуществляли с использованием программы
NIS Elements (Nikon). Полученные эксперимен-
тальные данные обрабатывали с помощью про-
граммы Sigma Plot 12.5 (Systat Software).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В общей сложности было проанализировано
226 клеток, для которых была характерна флуо-
ресценция, индуцированная экспрессией одно-
временно обоих флуоресцентных белков – Pink
Flamindo и GEM-GECO1. Оказалось, что стиму-
ляция таких клеток норадреналином в различных
дозах инициировала увеличение концентраций
cAMP и/или Ca2+ в их цитозоле. Так, 152 клетки
(67%) генерировали исключительно cAMP-отве-
ты, 25 клеток (11%) генерировали только Ca2+-от-
веты, а в 49 клетках (22%) наблюдалось увеличе-
ние уровня обоих вторичных медиаторов в ответ
на норадреналин (рис. 1а). Таким образом, зна-
чительное большинство (89%) клеток HEK 293,
чувствительных к норадреналину, генерировали
cAMP-ответы, тогда как агонист-зависимая мо-
билизация внутриклеточного Ca2+ наблюдалась
лишь в 33% субпопуляции. Такая функциональ-
ная гетерогенность клеток HEK 293, видимо, от-
ражает их молекулярную гетерогенность в том от-
ношении, что индивидуальная клетка характери-
зуется специфическим паттерном экспрессии
генов адренорецепторов и/или специфическими
механизмами их сопряжения с внутриклеточны-
ми сигнальными каскадами. С этих позиций
можно объяснить количественное противоречие,
состоящее в том, что адренорецепторы экспрес-
сируются в большинстве МСК [8], в то время как
норадреналин мобилизует Ca2+ лишь в неболь-
шой (5–15%) популяции этих клеток [5].

Генерация Ca2+-ответов на норадреналин
клетками HEK 293 подчинялась принципу “всё
или ничего”, т.е. при стимуляции агонистом в
подпороговых концентрациях ответы не детекти-
ровались, тогда как амплитуда ответов на агонист
в любых концентрациях, превышающих порого-
вую, была практически одинаковой (рис. 1а,
верхняя кривая, 1б). Пороговая концентрация
норадреналина варьировалась от клетки к клетке
и лежала в пределах 1–5 мкМ. Описанный тип до-
зозависимости Ca2+-ответов на агонисты был
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обнаружен в МСК в наших предыдущих исследо-
ваниях [5, 9, 10]. Результаты этих работ свиде-
тельствовали о том, что ключевым механизмом,
обеспечивающим инвариантность формы Са2+-
сигналов, индуцированных агонистами в различ-
ных дозах, является Са2+-индуцированный вы-

брос депонированного Са2+ (Сa2+-induced Сa2+

release, CICR). По-видимому, универсальность
величины и формы Ca2+-ответов на норадрена-
лин в клетках HEK 293 (рис. 1а, верхняя кривая)
также обеспечивает CICR. Отметим, что дозоза-
висимость cAMP-ответов клеток HEK 293 носила

Рис. 1. Ca2+- и cAMP-ответы одиночных клеток HEK 293 на стимуляцию норадреналином в различных концентрациях. 
а – Репрезентативная регистрация Ca2+- и cAMP-ответов одиночной клетки HEK 293 на норадреналин (Нор) в различных
концентрациях (n = 226). Моменты и продолжительность аппликаций норадреналина обозначены горизонтальными ли-
ниями выше экспериментальной кривой. Изменение внутриклеточного Ca2+ характеризовали относительной флуорес-
ценцией GEM-GECO1 ΔF/F0, где ΔF = F0 – F, изменение внутриклеточного cAMP характеризовали относительной флуо-
ресценцией Pink Flamindo ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F и F0 – текущая интенсивность эмиссии индикатора и его эмиссии в на-
чале регистрации соответственно. 
б – Дозозависимость Ca2+-ответов клеток HEK 293, характеризующихся одинаковым порогом чувствительности к норад-
реналину 3 мкМ (n = 14–20). Каждый ответ был нормирован на ответ, вызванный в соответствующей клетке норадренали-
ном в концентрации 10 мкМ. Экспериментальная зависимость (точки) аппроксимирована функцией Хевисайда cо скачком
в точке 3 мкМ (непрерывная линия). Экспериментальные данные представлены как среднее ± стандартное отклонение.
в – Дозозависимость cAMP-ответов на норадреналин клеток HEK 293 (n = 201). Каждый ответ был нормирован на ответ,
вызванный в данной клетке 10 мкМ норадреналина. Экспериментальная зависимость (точки) аппроксимирована уравне-

нием Хилла: R = Ah/(  + Ah), где R – нормированный клеточный ответ, A – концентрация норадреналина, A0.5 – концен-
трация полуэффекта, h – коэффициент Хилла. Непрерывная линия получена при h = 2 и A0.5 = 2.5 мкМ. Эксперименталь-
ные данные представлены как среднее ± стандартное отклонение.
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совершенно иной характер: пороговая концентра-
ция норадреналина лежала в области 1–3 мкМ, а ам-
плитуда сАМР-ответов росла пропорционально
концентрации агониста (рис. 1а, нижняя кривая, 1в).

Таким образом, использование генетически

кодируемых сенсоров Ca2+ и cAMP позволило
продемонстрировать, что норадреналин спосо-
бен инициировать в клетках HEK 293 сложный
паттерн внутриклеточных событий, стимулируя

как минимум мобилизацию Са2+ и генерацию

cAMP. Поскольку Ca2+-ответы, инициированные
короткими аппликациями норадреналина, были
инвариантны по форме при разных дозах агони-
ста, то кодирование информации об интенсивно-
сти стимула могло осуществляться на уровне
cAMP-сигналов, амплитуда которых зависела от
концентрации норадреналина (рис. 1). Скорее

всего, клетки, которые генерируют Са2+-сигналы
в ответ на агонисты по принципу “всё или ничего”,
например МСК, могут использовать сходную
стратегию кодирования внешних стимулов, гене-

рируя не только Са2+-сигналы, но и сигналы другой
природы, например, в форме импульсов cAMP,
градуально зависящих от силы стимуляции.
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Responsiveness of HEK 293 Cells to Norepinephrine Analyzed by the On-line 
Monitoring of Intracellular Ca2+ and cAMP

E. N. Kochkina1, *, O. A. Rogachevskaja1, P. D. Kotova1

1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, FRC PSCBR RAS, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia
*e-mail: kate-kochkina@yandex.ru

Norepinephrine plays an important role in the regulation of a variety of physiological processes. Cells of var-
ious types recognize this hormone by employing adrenergic receptors that can be coupled to the phospholi-
pase and adenylate cyclase signaling pathways. Here we investigated the adrenergic system of HEK 293 cells
using genetically encoded sensors GEM-GECO1 and Pink Flamindo for on-line monitoring of intracellular
concentrations of Ca2+ and cAMP, respectively. We found that in single HEK 293 cells, norepinephrine stim-
ulated both Ca2+ signaling and cAMP production. An interesting feature of the cAMP and Ca2+ signals was
that the magnitude of cAMP responses gradually increased with the dose of norepinephrine, while Ca2+ re-
sponses exhibited nearly the same magnitude at different agonist concentrations above the threshold value.
The physiological significance of such dose dependencies is discussed.

Keywords: adrenergic receptors, norepinephrine, Ca2+ signaling, cAMP signaling, genetically encoded sensors
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