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Ионизированный кальций (Са2+) является универсальным сигнальным посредником, участвующим в пе-
редаче внеклеточного сигнала к внутриклеточным структурам и молекулам. С помощью Са2+ обеспечива-
ется регуляция множества клеточных процессов, включая транскрипцию генов, пролиферацию, диффе-
ренцировку, секрецию и апоптоз. Причина столь множественных ответов клетки кроется в сложной про-
странственно-временной организации подъема внутриклеточного Са2+ (Ca2+-сигнала), который,
действуя на определенные эффекторы, инициирует конкретные сигнальные события в клетке. Когда на-
рушаются механизмы, ответственные за регулирование внутриклеточного Ca2+, либо возникает чрезмер-
ная стимуляция рецепторов, клетка погибает. В обзорной статье рассмотрены главные механизмы, лежа-
щие в основе клеточного формирования Ca2+-сигналов. Представлена краткая ретроспектива развития
современных представлений о Са2+-сигнализации и ее роли в жизнедеятельности организма. Специаль-
ное внимание уделено основным внутриклеточным системам, обеспечивающим формирование, про-
странственно-временную регуляцию и кодирование Ca2+-сигналов.
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Ключевой принцип передачи Ca2+-сигналов за-
ключается в том, что изменение внутриклеточной
концентрации Ca2+ ([Ca2+]i) приводит к формирова-
нию клеточного ответа (Berridge et al., 2000). В не-
стимулированных клетках [Ca2+]i поддерживается на
уровне около 100 нМ. Стимуляция клеток гормонами,
нейротрансмиттерами, факторами роста, антителами,
механическими, электрическими, температурными и
другими раздражителями существенно повышает уро-
вень [Ca2+]i. Увеличение Ca2+ является стимулом для
активации широкого спектра клеточных процессов,
включая генерацию и передачу нервных импульсов,
мышечное сокращение, секрецию, транскрипцию ге-
нов, пролиферацию клеток. Установлено, что [Ca2+]i в
стимулированных клетках может достигать пиковых

уровней в 0.5–1 мкМ. Достигнутый уровень [Ca2+]i
зависит от характера стимула, его концентрации,
интенсивности, продолжительности, от присут-
ствия Ca2+-связывающих белков (Schwaller, 2010) и
работы митохондрий (Wacquier et al., 2019). Суммар-
ный подъем [Ca2+]i > 1 мкМ считается превышением
физиологического диапазона и, как правило, связан
с повреждением клеток.

Сверхпороговые повышения [Ca2+]i могут приве-
сти к губительным для клетки эффектам, особенно,
если они сохраняются в течение продолжительного
времени. В этот период может происходить запуск
активации Ca2+-зависимых протеаз, продукция актив-
ных форм кислорода, ремоделирование органелл и из-
менение проницаемости митохондрий (Orrenius et al.,
2003). Ионы Ca2+ вовлечены в многочисленные па-
тологии (Parys, Bultynck, 2018), а также в процессы,
лежащие в основе естественного старения клеток
(Verkhratsky, 2019). Нарушение регуляции передачи
Са2+-сигналов связывают с развитием таких заболе-
ваний как рак (Roderick, Cook, 2008) и сердечная недо-
статочность (Goonasekera, Molkentin, 2012).

Таким образом, с одной стороны, Ca2+ является ди-
намическим и универсальным сигналом (Clapham,
2007), с другой стороны, в зависимости от концентра-

Принятые сокращения: СР – саркоплазматический ретикулум;
ЭР – эндоплазматический ретикулум; [Ca2+]i – концентрация
свободного Ca2+ в цитозоле; CRAC – каналы, активируемые
опустошением Са2+-депо (Са2+-release activated Са2+-chan-
nels); InsP3R – рецептор инозитол 1,4,5-трифоcфата; NAADP
– адениндинуклеотидфосфат никотиновой кислоты; NCX –
Na+/Ca2+-обменник; PMCA – Ca2+-АТФаза плазматической
мембраны; RyR – рианодиновый рецептор; SERCA – Ca2+-
АТФазa внутриклеточных мембран; TRP – рецептор переход-
ного потенциала (transient receptor potential); VOC – потенци-
ал-управляемые Са2+-каналы.
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ции (слишком большая или слишком маленькая),
влияет на поведение и судьбу клетки (Giorgi et al.,
2018).

Настоящий обзор посвящен анализу и обобще-
нию устоявшихся научных данных, касающихся ме-
ханизмов, участвующих в сложной системе форми-
рования и контроля Са2+-сигналов в живых клетках.

ИСТОРИЯ ИССЛЕДОВАНИЙ
Ca2+-СИГНАЛИЗАЦИИ

Важность ионов Ca2+ в проведении сигнала от по-
верхностных рецепторов внутрь клетки впервые бы-
ла обнаружена Сиднеем Рингером с коллегами
(Ringer, Buxton, 1887). В их работе довольно система-
тически была изучена роль Ca2+ в функционирова-
нии тканей и органов живых организмов. Проведен-
ные исследования показали, что Ca2+ имеет решаю-
щее значение для сокращения сердца (Ringer, 1883) и
скелетной мышцы лягушки (Ringer, Buxton, 1887),
для оплодотворения яиц и развития головастиков
(Ringer, Sainsbury, 1894). Много позднее появилась
серия открытий, подтвердивших необходимость
свободного Ca2+ для сокращения скелетных мышц
(Ebashi, Ebashi, 1964). Было обнаружено, что вы-
званное Ca2+ сокращение клеток связано с сократи-
тельным белком тропонином С. Кроме того, было
показано, что свободный Ca2+ может быть быстро
секвестирован саркоплазматическим ретикулумом
(СР). Эти исследования привели к пониманию того,
что величина Ca2+-сигнала внутри клеток может ме-
няться. Значение [Ca2+]i может увеличиваться, при-
водя к активации конкретного эффектора, а затем
уменьшаться, давая возможность системе реагиро-
вать на следующий стимул.

Позднее, когда появился метода патч-кламп и
чувствительные к ионам Ca2+ флуоресцентные ин-
дикаторы, произошел настоящий прорыв в области
исследования Ca2+-сигнализации. Так, техника
патч-клампа, изобретенная Нейером и Сакманом
(Neher, Sakmann, 1976; Neher et al., 1978), увенчала
почти 20-летний поиск методов детектирования
ионных токов, протекающих по одиночным кана-
лам. За короткое время метод распространился по
всему миру и стал основным инструментом совре-
менной клеточной физиологии.

Примерно в то же время, когда появился метод
патч-кламп, физиологические исследования были
существенно усилены появлением флуоресцентных
индикаторов ионов Ca2+. Открытие Ca2+-чувстви-
тельного люминесцентного белка экворина (ae-
quorin) (Shimomura et al., 1962) сыграло важную роль
в первых реальных записях цитозольного Ca2+, вы-
полненных на гигантских мышечных волокнах
усоногих раков Balanus nubilus (Ridgway, Ashley,
1967). Однако высокая травматичность клеток, свя-
занная с условиями введения белкового зонда, и

низкая интенсивность флуоресценции не позволили
методу получить широкое распространение.

Эти проблемы были решены, когда был разрабо-
тан первый флуоресцентный Ca2+-зонд квин-2
(quin-2). Особенно важно, что этот новый зонд имел
проницаемую для мембраны, ацетометилэфирную
форму (Tsien, 1981). С этого времени появилась воз-
можность легко загружать в клетку флуоресцентный
краситель и избегать разрушения водорастворимого
флуоресцентного компонента. Однако реальный
прорыв пришелся на второе поколение флуорес-
центных Ca2+-индикаторов, таких как Fura-2 и Indo-1,
которые имели гораздо лучшие характеристики, чем
quin-2 и могли использоваться в более низких кон-
центрациях (Grynkiewicz et al., 1985; Tsien, 1988).

И, наконец, в последние годы появился концеп-
туально новый класс клеточных индикаторов Ca2+, ос-
нованных на вариантах флуоресцентных белков с раз-
личными спектральными свойствами (Zhang et al.,
2002). Эти зонды появились в результате принципи-
ально нового подхода к изучению проблемы, суть
которого состоит в том, что зонды могут быть экс-
прессированы в живых клетках, как in vitro, так и
in vivo, и их экспрессия может контролироваться ин-
дуцируемыми промоторами. Эти новые флуорес-
центные индикаторы могут быть также использова-
ны для измерения Са2+ во внутриклеточных орга-
неллах (Pozzan et al., 2003; Tsien, 2003).

В целом, появление метода патч-клампа и уни-
версальных внутриклеточных индикаторов Ca2+

позволили проводить измерения [Ca2+]i и трансмем-
бранных потоков Ca2+ с большой точностью и высо-
ким разрешением. Эти методы привели к новому по-
ниманию сложных механизмов Ca2+-сигнализации в
клетках живых организмов.

ЛОКАЛЬНЫЕ КАЛЬЦИЕВЫЕ СИГНАЛЫ

Известно, что свободный Ca2+ воспринимается
клеткой, как сигнал, когда его концентрация в цито-
золе (обычно очень низкая в покое – около 100 нМ)
повышается. Как правило, стимуляция клеток при-
водит к резкому росту [Ca2+]i вокруг мест располо-
жения активированных Ca2+-каналов. Области вы-
сокой концентрации Ca2+ вокруг таких каналов име-
ют различные сигнальные функции (Barak, Parekh,
2019). Их часто называют “сигнальные Ca2+-микро-
домены”, иногда в литературе используют термины
“горячие Ca2+-точки”, “локальные Ca2+-сигналы”
или “Ca2+-вспышки”. Высокая способность цито-
плазмы связывать ионы Ca2+ и очень низкая ско-
рость диффузии Ca2+ (10–50 мкМ2/с) в пределах
клетки (Allbritton, 1992), с одной стороны, и способ-
ность субклеточных структур поглощать и высво-
бождать Ca2+, с другой стороны, а также кластериза-
ция Ca2+-каналов в дискретных мембранных доме-
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нах, по-видимому, обеспечивают условия для
генерации локальных Са2+-сигналов.

Локальные Са2+-сигналы, как установлено, воз-
никают при открывании пространственно-ограни-
ченной группы Са2+-каналов (Parker, Ivorra, 1990).
Низко аффинный мутант экворина помог устано-
вить, что в синапсе гигантских аксонов кальмара во
время разряда потенциала действия [Ca2+]i на пике в
горячих точках достигает значений порядка 200–
300 мкМ (Llinas et al., 1992). Кроме того, было уста-
новлено, что значения [Ca2+]i вблизи каналов в си-
наптических терминалах биполярных клеток сетчат-
ки достигают 100–200 мкМ (Heidelberger et al., 1994).
Генерирование локальных горячих точек в устье
Ca2+-каналов критически контролирует ряд различ-
ных клеточных функций, среди них наиболее иссле-
дованной является секреция нейромедиаторов в си-
наптическую щель (Felmy et al., 2003).

Однако экзоцитоз не единственное физиологиче-
ское событие, которое зависит от амплитуды горя-
чих Са2+-точек, возникающих вблизи Са2+-каналов.
Модуляция самих Са2+-каналов также зависит от
амплитуды локального Ca2+-сигнала в устье самого
канала (Findlay, 2004). Кроме того, локальные Ca2+-
сигналы могут активировать Ca2+-чувствительные
K+-каналы плазматической мембраны в клетках
гладких мышц, приводя к их гиперполяризации и
расслаблению – эффекту, противоположному тому,
который вызывается глобальным повышением
[Ca2+]i и выражается в сокращении миофиламентов
(Petkov et al., 2001).

По мере увеличения расстояния от активного ка-
нала [Ca2+]i резко падает из-за рассеяния в результа-
те диффузии и связывания со специфическими бел-
ками (Thul, Falcke, 2004). Поэтому некоторые Ca2+-
чувствительные эффекторы локализуются очень
близко к Ca2+-каналам, обеспечивая возможность
для реализации быстрых и специфических клеточ-
ных ответов. Другие эффекторы, в зависимости от их
чувствительности к Ca2+, могут располагаться даль-
ше (Berridge, 2006). Специфическая архитектура
клетки обеспечивает условия для того, чтобы необ-
ходимый Ca2+-сигнал попадал в определенное время
в нужное место. Однако для индукции физиологиче-
ского ответа клетке требуется слияние элементар-
ных Са2+-событий в глобальный Са2+-сигнал.

ГЛОБАЛЬНЫЕ КАЛЬЦИЕВЫЕ СИГНАЛЫ

Устойчивое увеличение [Ca2+]i является энерге-
тически невыгодным для клетки, поскольку для это-
го необходим постоянный энергозависимый транс-
порт Ca2+. Кроме того, продолжительное повыше-
ние Ca2+ может привести к негативным для клетки
эффектам. Поэтому клетки часто используют энер-
гетически более выгодные колебательные (осцилли-

рующие) Ca2+-сигналы, с широким частотным спек-
тром для передачи информации. Считается, что в
системах, использующих сигнализацию с частотным
кодированием точность воспроизведения выше, чем
там, где сигнал передается в виде градиентных изме-
нений амплитуды (Berridge, 1997). Кроме того, клет-
ки имеют механизмы для декодирования и реагирова-
ния на кратковременное увеличение Ca2+, предпочи-
тая их устойчивым Ca2+-сигналам (Hajnóczky et al.,
1995).

Характер Ca2+-колебаний может варьировать
между клетками различных типов или даже между
клетками в пределах одного типа в зависимости от
стимула. Но в большинстве случаев Ca2+-колебания
представляют собой кратковременное увеличение
[Ca2+]i, которое длится несколько секунд, достигая
максимальных значений, а затем возвращается к ис-
ходной [Ca2+]i в покое.

Алгоритм клеточного генерирования колебаний
Ca2+ до сих пор не вполне ясен. Особенно это каса-
ется ситуаций, когда интервалы времени между по-
следовательными увеличениями [Ca2+]i составляют
несколько десятков секунд или даже минут (Skupin
et al., 2008). В стимулированных гормонами клетках
Ca2+-осцилляции чаще всего связывают с работой
кластеров рецепторов инозитол 1,4,5-трифосфата
(InsP3R), активация которых критически зависит от
уровня [Ca2+]i (Prole, Taylor, 2019). Фактически, ини-
циирование и распространение глобального Са2+-
сигнала зависит от совокупного накопления Са2+-
сигналов, поскольку рост [Ca2+]i в клетке сенсиби-
лизирует соседние рецепторы, увеличивая тем са-
мым вероятность возникновения Са2+-сигналов и их
последующее слияние в распространяющиеся Са2+-
волны (Marchant et al., 1999).

Ранее было продемонстрировано, что частота ко-
лебаний [Ca2+]i в клетке (Rooney et al., 1989) и после-
дующие клеточные ответы (Dolmetsch et al., 1998)
пропорциональны концентрации применяемого
стимула. Соответственно, передача Ca2+-сигналов
может рассматриваться как информация, представ-
ленная в частотно-кодированном виде, когда после-
довательные импульсы цитозольного Ca2+ вызывают
кумулятивный клеточный ответ (Roy, Cyert, 2019).

В основе огромной изменчивости характеристик
Са2+-сигналов, необходимых для обеспечения кон-
кретных функций в клетках разных типов лежит
большое разнообразие белков, транспортирующих
Са2+. Ни один из двух разных типов клеток не экс-
прессирует одинаковый набор проводников Са2+, в
результате чего клетки разных типов имеют уни-
кальную Са2+-сигнализацию, соответствующую их
физиологии (Berridge et al., 2003). Например, сердеч-
ным миоцитам человека необходим быстрый подъем
[Ca2+]i в клетке, чтобы каждую секунду поддержи-
вать сердечно-мышечное сокращение (Bers, 2002).
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Эти быстрые Са2+-сигналы возникают в результате
входа Са2+ через потенциал-управляемые Са2+-кана-
лы плазматической мембраны и выхода Са2+ из СР
через рианодиновые рецепторы (Fearnley et al., 2011).
Напротив, в электрически невозбудимых клетках
возникают достаточно медленные Са2+-колебания,
которые зависят от выброса Са2+ из эндоплазмати-
ческого ретикулума (ЭР) в результате активации
InsP3R и входа Са2+ через каналы TRP или CRAC,
расположенные в плазматической мембране клеток.
Такие медленные осцилляции Са2+ необходимы для
контроля экспрессии генов или обеспечения кле-
точного метаболизма (Dupont et al., 2011).

Даже незначительных изменений в передаче
Ca2+-сигналов достаточно, чтобы вызвать драмати-
ческие или патологические эффекты в клетке. Так,
при чрезмерном усилении Ca2+-сигнализации в мио-
цитах нарушается транскрипция генов, приводящая к
патологической гипертрофии сердца (Higazi et al.,
2009). Превышение физиологических потребностей
в Ca2+ также становится патологическим фактором
для нейронов при развитии эксайтотоксичности
мозга в результате гиперактивации NMDA-рецепто-
ров (Arundine, Tymianski, 2003). Кроме того, Ca2+

также может играть ключевую роль в развитии рака,
хотя его реальная роль пока недостаточна изучена.
Существует точка зрения, что больные клетки могут
ремоделировать Ca2+-сигналы для достижения не-
контролируемого клеточного роста. Это может быть
достигнуто, например, с помощью активации Ca2+-
входа, стимулирующего транскрипцию генов, свя-
занных с клеточным циклом (Lipskaia et al., 2009).
Или, напротив, клетки могут уменьшать Ca2+-сигна-
лы, предотвращая Ca2+-зависимый апоптоз (Bergner,
Huber, 2008).

КАЛЬЦИЕВЫЕ ТРАНСПОРТЕРЫ

Известно, что на плазматической мембране всех
клеток эукариот существует крутой (104) градиент
концентрации Ca2+. Как сообщалось выше, значе-
ния [Ca2+]i поддерживается примерно на уровне
100 нМ, в то время, как концентрация Ca2+ во вне-
клеточной среде обычно больше 1 мМ. Такой гради-
ент поддерживается согласованным действием
транспортных Ca2+-АТФаз плазматической мембра-
ны (PMCA), Ca2+-АТФаз внутриклеточных мембран
(SERCA), ионных Na+/Ca2+-обменников (Na+/Ca2+

exchanger, NCX ) и K+-зависимых Na+/Ca2+-обмен-
ников (K+-dependent Na+/Ca2+-exchangers, NCKX).

PMCA млекопитающих, которые присутствуют
практически во всех клетках, кодируются 4 генами.
Еще существует примерно 30 сплайс-вариантов
РНК первичных транскриптов гена (Strehler, Trei-
man, 2004). NCX, которые преимущественно экс-
прессируются в возбудимых тканях, кодируются

тремя разными генами. Для них также известны не-
сколько сплайс-вариантов (Philipson et al., 2002).
Энергия для переноса Ca2+ против его электрохими-
ческого градиента имеет различное происхождение.
В случае PMCA – это гидролиз АТФ, причем на один
откаченный ион Ca2+ приходится одна потреблен-
ная молекула ATP. В случае NCX – это электрохими-
ческий градиент ионов Na+ с выкачиванием одного
иона Ca2+ за счет трех ионов Na+ (и четырех Na+ в
случае NCKX) (Philipson et al., 2002; Strehler, Trei-
man, 2004).

Семейство АТФаз SERCA включает продукты
трех генов: SERCA1 (ATP2A1), SERCA2 (ATP2A2) и
SERCA3 (ATP2A3). Каждый из них подвергается аль-
тернативному сплайсингу, что приводит к появлению
новых мРНК и белковых изоформ (Gélébart et al.,
2003). В мышечных клетках SERCA (в отличие от
PMCA) гидролизует одну молекулу АТФ, чтобы
транспортировать два иона Ca2+ против градиента их
электрохимического потенциала из цитоплазмы в
просвет (эндо)саркоплазматического ретикулума
(ЭР/СР) (Inesi, Tadini-Buoninsegni, 2014). SERCA и
равновесная утечка Ca2+ регулируют уровень Ca2+ во
внутриклеточных Ca2+-депо (ЭР/СР), митохондри-
ях, везикулярных органеллах, аппарате Гольджи, эн-
досомах (лизосомах) и секреторных везикулах.

КАЛЬЦИЕВЫЕ КАНАЛЫ 
ВНУТРИКЛЕТОЧНЫХ МЕМБРАН

Активный перенос ионов Ca2+ с помощью
SERCA способствует накоплению Ca2+ в люмене
ЭР/СР и внутриклеточных органелл, а Ca2+-каналы
внутриклеточных хранилищ возвращают Ca2+ обрат-
но в цитоплазму. К каналам, освобождающим Ca2+

из ЭР/СР и внутриклеточных везикул, относятся
следующие белки: инозитол 1,4,5-трифосфатные ре-
цепторы (InsP3R), рианодиновые рецепторы (RyR),
рецепторы NAADP и некоторые члены суперсемей-
ства TRP (рис. 1).

Рецептор InsP3R. При стимуляции поверхност-
ных рецепторов клетки и активации фосфолипазы C
(PLCβ или PLCγ) происходит гидролиз фосфатиди-
линозитол-4,5-дифосфата (PIP2) на два вторичных
медиатора: 1,4,5-инозитолтрифосфат (InsP3) и диа-
цилглицерин (DAG). На мембране эндоплазматиче-
ского ретикулума InsP3 связывается с достаточно
массивным рецепторным комплексом InsP3R (мол.
масса ~1200 кДа), который состоит из четырех субъ-
единиц. Как только медиатор InsP3 занимает все че-
тыре мономера, происходит конформационное из-
менение InsP3R, которое сенсибилизирует сайт свя-
зывания с Ca2+. При связывании Ca2+ с этим сайтом
канал открывается и Ca2+ высвобождается в цито-
плазму. Активация InsP3R имеет колоколообразную
зависимость от [Ca2+]i. Относительно низкие значе-
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ния [Ca2+]i (250–500 нМ) способствуют высвобож-
дению ионов Ca2+, тогда как более высокие значения
[Ca2+]i (~1 мкМ) ингибируют высвобождение ионов
Ca2+ (Prole, Taylor, 2019). Двойное регулирование
InsP3R с помощью InsP3 и ионов Ca2+ необходимо
для многочисленных функций клеточной сигнали-
зации. Например, зависимость активности InsP3R от
[Ca2+]i имеет решающее значение для генерации
сложных осциллирующих Ca2+-сигналов, наблюдае-
мых во многих клетках.

Несмотря на то, что для активации InsP3R требу-
ется связывание с InsP3, на самом деле они открыва-
ются и закрываются при связывании Са2+ с дискрет-
ными сайтами активации и ингибирования рецепто-
ра. При низкой клеточной стимуляции и,
следовательно, низких уровнях InsP3 возникают ло-
кальные Ca2+-сигналы. Однако при более значи-
тельной стимуляции клетки ионы Ca2+ могут диф-
фундировать к соседнему, оккупированному InsP3,
кластеру InsP3R и запускать следующий Ca2+-сиг-
нал, захватывая новые кластеры InsP3R и распро-

страняя далее Ca2+-волны. Кальциевые волны, отра-
жающие эту схему распространения Ca2+-сигналов
(Thul et al., 2008), были визуализированы в цитозоле
ряда клеток, включая невозбудимые клетки (Boot-
man et al., 1997; Callamaras et al., 1998), миоциты
сердца (Kockskämper et al., 2001), а также нанотонне-
ли, соединяющие цитоплазму соседних клеток
(Smith et al., 2011). Кроме того, Ca2+-волны могут
проникать в нуклеоплазму путем диффузии через
ядерные поры (Bootman et al., 2009) и модулировать
в ядре транскрипцию генов (Hagenston et al., 2019).

Рецепторы RyRs. RyR представляет собой массив-
ный, проницаемый для Ca2+ тетрамерный канал, ко-
торый расположен в мембране ЭР или СР. Белки
RyR кодируются тремя независимыми генами и экс-
прессируются в трех различных изоформах (Sorrenti-
no, 1995). Первичным природным агонистом RyR
является ион Ca2+. А свое название RyR получили
из-за высокой аффинности к растительному алкало-
иду рианодину. Низкий уровень Ca2+ в цитоплазме
открывает канал, позволяя Ca2+ вытекать из ЭР/СР.
Более высокий Ca2+ вблизи устья канала инактивирует

Рис. 1. Механизмы формирования Са2+-сигнала в живых клетках. Внешние стимулы активируют вход Са2+ через потенциал-
активируемые Са2+-каналы VOC (voltage-operated Ca2+ channels), рецептор-активируемые каналы ROC (receptor-operated
Ca2+ channels), каналы переходного рецепторного потенциала TRP (transient receptor potential) и каналы, активируемые опу-
стошением Са2+-депо CRAC (Ca2+-release activated Ca2+ channels,). Связывание гормонов с G-белок-сопряженными рецеп-
торами (GPCR) приводит к генерации инозитол-1,4,5-трифосфата (InsP3), который, связываясь с рецептором InsP3R, высво-
бождает Са2+ из Са2+-депо эндоплазматической сети (ЭР). Опустошение Са2+-депо активирует каналы CRAC (Orai1 и STIM)
и запускает вход Са2+ в клетку. Вход Са2+ через каналы VOC стимулирует выброс Са2+ через рианодиновые рецепторы (RyR)
саркоплазматического ретикулума (СР). Кроме того, Са2+ выходит из ЭР через двухпоровые каналы (ТРС) и через
некоторые каналы суперсемейства TRP (TRPML, TRPP, TRPM). Действуя на различные эффекторы (тропонин, кальцинев-
рин, кальмодулин и др.) Са2+ осуществляет регуляцию многочисленных клеточных функций. Уровень внутриклеточного
Са2+ поддерживается согласованной работой Са2+-АТФаз (РМСА и SERCA) и Na+/Ca2+-обменников (по: Bootman, 2012 c
изменениями).
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каналы, предотвращая перегрузку клеток свободным
Ca2+. При низких концентрациях рианодина (100 нМ)
связывание с рецептором запирает канал RyR в долго-
живущем субпроводящем состоянии, тогда как более
высокие концентрации (>10 мкМ) препятствуют от-
крыванию канала. RyR также активируются милли-
молярными концентрациями кофеина. Механизм
этой модуляции заключается в повышении чувстви-
тельности рецепторов к Ca2+ в присутствии кофеина
таким образом, что даже базальные концентрации
Ca2+ становятся активирующими.

Структурно и функционально RyR похожи на
InsP3R, хотя имеют примерно в два раза большие
мол. массу и проводимость, чем InsP3R. RyR обнару-
живаются, главным образом, в возбудимых типах
клеток, таких как мышцы и нейроны. В клетках сер-
дечной мышцы потенциал действия вызывает крат-
ковременную деполяризацию сарколеммы, что при-
водит к активации потенциал-управляемых Ca2+-ка-
налов L-типа и входу Ca2+ в клетку извне
в специфическую мембранно-ограниченную об-
ласть – диадическую щель (dyadic cleft) (Eisner et al.,
2017). В этой области сарколемма Т-трубочек и мем-
брана СР находятся в пределах 10–15 нм друг от дру-
га, что способствует быстрой диффузии монов Ca2+

через каналы L-типа к RyR (Fearnley et al., 2011). Ак-
тивация RyRs приводит к запуску Ca2+-индуциро-
ванного высвобождения Ca2+ и быстрому росту
[Ca2+]i в диадической щели. Далее Ca2+-сигнал диф-
фундирует в цитоплазму, где взаимодействует с тро-
понином C, участвующем в ассоциации актина с
миозином и сердечно-мышечном сокращении. При
некоторых сердечных заболеваниях сарколемма и
мембраны СР разобщаются, теряется связь между
потенциал-зависимыми Ca2+-каналами и RyRs, что
приводит к серьезному нарушению сокращения
миоцитов (Louch et al., 2004; Heinzel et al., 2011).
Важнейшую функцию сопряжения потенциала дей-
ствия с мышечным сокращением RyR выполняет
также и в других типах мышечных клеток (Suntulli,
Marks, 2015).

Рецепторы NAADP. Этот рецептор адениндинук-
леотидфосфат никотиновой кислоты может моби-
лизовать Ca2+ из внутриклеточных хранилищ, акти-
вируя семейство белков, известных как двухпоровые
каналы (two-pore channels, TPC) (Galione, 2019).
TPC появились недавно как новый класс неселек-
тивных катионных каналов в (эндо)лизосомной си-
стеме. В геноме человека существует два гена, коди-
рующие каналы TPC1 и TPC2 (Grimm et al., 2017).
Субъединицы TPC состоят из 12 трансмембранных
доменов (TMD) с предполагаемыми петлями пор
между доменами TMD5/6 и TMD11/12.

Двухпоровые каналы активируются NAADP в на-
номолярных концентрациях, тогда как NAADP в
микромолярных концентрациях фактически инги-
бируют работу канала (Galione et al., 2009). Откры-

тие TPC регулируется, по-видимому, как величиной
люминального рН, так и величиной свободного Ca2+

в (эндо)лизосомах. Важным отличительным свой-
ством NAADP-чувствительных Ca2+-хранилищ яв-
ляется их нечувствительность к ингибитору Ca2+-
АТФазы тапсигаргину (Galione, 2019).

Показано, что TPC участвуют в регуляции нейро-
нального возбуждения, сокращении гладкомышеч-
ных клеток, оплодотворении и высвобождении ин-
сулина из бета-клеток поджелудочной железы. Не-
давнее исследование продемонстрировало, что
активность TPC необходима для высвобождения ви-
руса Эбола из эндосомы (лизосомы) в цитозоль
клетки-хозяина. Было обнаружено, что нокдаун
TPC1 или TPC2 предотвращал инфицирование Эбо-
лой in vitro, что делает TPC потенциальными мишеня-
ми для лечения этой инфекции (Sakurai et al., 2015).

Каналы TRP в мембранах внутриклеточных орга-
нелл. Изначально TRP считали каналами, обеспечи-
вающими вход Ca2+ исключительно через плазмати-
ческую мембрану клеток. Позднее было обнаруже-
но, что некоторые члены суперсемейства могут
формировать каналы выхода Ca2+ из внутриклеточ-
ных хранилищ (см. обзоры: Gees et al., 2010; Семено-
ва, 2017). Классическим представителем (эндо)лизо-
сомных каналов является подсемейство муколипи-
новых рецепторов, в состав которого входят каналы
TRPML1, TRPML2 и TRPML3. Название подсемей-
ство получило от первого члена подсемейства муко-
липинового канала тип 1 (TRPML1), который был
клонирован при поиске генетических детерминант
заболевания муколипидоза IV типа.

Молекулярная структура каналов TRPML, как и
всех TRP, имеет сходства с потенциал-управляемы-
ми калиевыми каналами. Канал образуется в резуль-
тате объединения четырех молекул TRP в гомо- или
гетеротетрамеры. Пороформирующий участок нахо-
дится между 5 и 6 трансмембранными доменами.
Аминокислотные последовательности самой поры у
членов подсемейства TRPML1–TRPML3 почти
идентичны, поэтому разница биофизических харак-
теристик и механизмов регуляции определяется
структурными особенностями, находящимися вне
поры канала.

Доказано, что каналы TRPML распределены,
главным образом, по эндосомным путям, где они
участвуют в сортировке различных липидов и бел-
ков. Несмотря на то, что каналы TRPML1 не облада-
ют селективностью к ионам Са2+, считается, что ос-
новная их функция заключается в обеспечении вы-
хода Са2+ из эндосом (лизосом) в цитоплазму
клеток. Например, выходящий через каналы
TRPML1 люминальный Сa2+ является основным ре-
сурсом Сa2+, необходимого для формирования лизо-
сом из (эндо)лизосомных гибридов (Luzio et al.,
2007).
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В настоящее время представлены доказательства
того, что и другие каналы суперсемейства TRP также
функционируют во внутриклеточных органеллах.
Например, меластатиновые рецепторы TRPM2
идентифицированы в поздних эндоцитозных ком-
партментах, как каналы, высвобождающие Ca2+ из
эндосом в ответ на действие цитозольной ADP-ри-
бозы (Lange et al., 2009). В терминалях симпатиче-
ских нейронов в комплексе с транспортными белка-
ми, такими, как снапин, синаптотагмин и синапсин
были обнаружены другие меластатиновые рецепторы-
каналы TRPM7 (Krapivinsky et al., 2006). Проведенные
исследования выявили корреляцию между экспресси-
ей TRPM7 в нейронах и высвобождением нейромеди-
атора в синаптическую щель (Krapivinsky et al., 2006).

КАЛЬЦИЕВЫЕ КАНАЛЫ 
ПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ МЕМБРАНЫ

Фаза высвобождения ионов Са2+ из внутрикле-
точных депо довольно короткая и, как правило, пол-
ностью инактивируется в течение нескольких десят-
ков секунд, что обусловлено кальций- и лиганд-зави-
симой инактивацией Са2+-каналов внутриклеточных
мембран, а также работой SERCA, PMCA и Na/Са2+-
обменника. Однако для многих ключевых клеточ-
ных процессов требуется устойчивое увеличение
[Ca2+]i, что достигается путем входа ионов Са2+ в клет-
ку через Са2+-каналы плазматической мембраны.

Создание удобной классификации каналов явля-
ется пока ещe не решeнной проблемой. Мембран-
ные белки трудно классифицировать по их структу-
ре. Поэтому часто каналы подразделяют по типу их ак-
тивации. Активация каналов может зависеть от
изменения мембранного потенциала (в случае VOC –
voltage-operated Ca2+ channels) (Catterall, 2000), от свя-
зывания с лигандом (в случае ROC – receptor-operat-
ed Ca2+ channels) (Meldolesi, Pozzan , 1987) и от опу-
стошения внутриклеточных Ca2+-депо (в случае
CRAC – Ca2+-release activated Ca2+ channels). Кроме
того, группа каналов, относящаяся к суперсемейству
TRP, может быть активирована множеством факто-
ров, включая механическое растяжение, изменение
осмолярности или температуры, вторичные мессен-
джеры, G-белки и т.д. (см. обзор: Montell et al., 2002).

Потенциал-управляемые Ca2+-каналы. Одними из
наиболее исследованных являются каналы VOC, ко-
торые впервые были обнаружены в мембране кле-
ток, обладающих электрической возбудимостью
(сердечная мышца, гладкомышечные клетки, ней-
роны, эндокринные клетки). Каналы VOC условно
делятся на три основных семейства: CaV1, CaV2 и
CaV3. Каждое семейство включает несколько типов
Са2+-каналов, отличающихся друг от друга уровня-
ми активации и инактивации, временем нахождения
в открытом состоянии, величиной проводимости и
фармакологическими свойствами (Catterall et al.,

2005). Если в клетке сохраняется потенциал покоя,
то VOC находятся в неактивном состоянии, но при
деполяризации мембраны каналы активируются,
обеспечивая быстрый вход ионов Ca2+ в клетку.

В структуру VOC входит большая α1-субъедини-
ца, формирующая собственно проводящую часть ка-
нала, а также вспомогательные субъединицы – α2δ,
β и иногда γ. Субъединицы α2δ и β имеют регулятор-
ные функции и могут влиять на свойства α1-субъ-
единицы. В настоящее время выделяют несколько
типов кальциевых каналов (L, T, N, P, Q, R), облада-
ющих разными свойствами и имеющих разную тка-
невую локализацию. Субъединица α1 является клю-
чевым определителем подтипа кальциевого канала
(Weber et al., 2010).

Так, семейство каналов CaV1 (CaV1.2, CaV1.3,
CaV1.4 и изоформа CaV1.1) включает в себя Ca2+-ка-
налы L-типа (long-lаsting – долгоживущие) (Bech-
Hansen et al., 1998). Семейство каналов CaV2, состоя-
щее из трeх подсемейств (CaV2.1, CaV2.2 и CaV2.3)
объединяет каналы P- Q- N- и R-типа (Richards et al.,
2007). В семейство каналов Cav3 (Cav3.1, Cav3.2 и
Cav3.3) входят кальциевые каналы T-типа (transient –
кратковременные) (Cribbs et al., 1998).

Представительство тех или иных типов кальцие-
вых каналов в различных клетках определяется, по
всей видимости, соответствующими функциями.
Так, Ca2+-каналы L-типа участвуют в электромеха-
ническом сопряжении в скелетных, гладких и сер-
дечных мышцах. Члены семейства CaV2 локализуют-
ся в зернистых нейронах мозжечка, пирамидных
клетках гиппокампа, клетках эндокринной системы
и пр. Основной их функцией является освобождение
нейротрансмиттера (Hillman, 1991). Ca2+-каналы
Т-типа участвуют в генерации коротких пачек им-
пульсов в клетках сердца, нейронах, и различных
секреторных клетках (см. обзор: Мельников, 2007).

Депо-управляемые Са2+-каналы. Концепция де-
по-управляемых Са2+-каналов была предложена в
1986 году Патни с соавторами (Putney, 1986). Соглас-
но этой концепции, вход Са2+ в невозбудимые клетки
регулируется степенью опустошения внутриклеточ-
ных Са2+-депо. В клетках, в основном гемопоэтиче-
ского ряда, был зарегистрирован исключительно се-
лективный для Са2+ ток, характеризующийся входя-
щим выпрямлением, который получил название ICRAC
(calcium release activated Са2+ current) (Hoth, Penner,
1992). Сейчас очевидно, что депо-управляемый вход
в различных типах клеток реализуется при участии
не только каналов CRAC, а также семейства Са2+-
проницаемых каналов SOCЕ (store-operated calcium
entry), с различными биофизическими и фармако-
логическими свойствами (Soboloff, Romanin, 2019).

Депо-управляемые Ca2+-каналы включают в себя
комплекс белков Orai и STIM (stromal interaction
molecule). Каналы Orai локализуются в плазматиче-
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ской мембране и представляют собой порообразую-
щую структуру канала CRAC. Они формируются пу-
тем сборки из четырех субъединиц (Hogan et al.,
2010). Селективный фильтр Orai состоит из четверки
глутаматных остатков, которые образуют высоко
аффинный сайт связывания с Ca2+, формируя кана-
лы с высокой Ca2+-селективностью (Prakriya et al.,
2006). Анализ выстилающих пору остатков в транс-
мембранных доменах указывает на то, что поры ка-
нала Orai очень узкие (Zhou et al., 2010), что потен-
циально объясняет его низкую проводимость и яв-
ляется лимитирующим фактором роста [Ca2+]i при
открывании канала. Цитоплазматический С-конец
Orai имеет специфический спиральный домен (CC),
который содержит сайт связывания с белком STIM.

Белки STIM1 и STIM2 были идентифицированы
как сенсоры концентрации Ca2+ в люмене хранилищ
ЭР. Нокдаун, с помощью siRNA, более чем 2300 ге-
нов человека в клеточных линиях HeLa и Jurkat по-
мог установить, что STIM1 и STIM2 участвуют в ра-
боте SOCE (Liou et al., 2005). N-конец белков STIM,
содержащий Ca2+-связывающий домен EF-hand,
располагается в просвете ЭР. Когда концентрация
Ca2+ в люмене ЭР падает ниже порогового уровня,
Ca2+ диссоциирует от STIM, что приводит к конфор-
мационным изменениям сенсора, в результате кото-
рого С-концевой домен STIM разворачивается и
взаимодействует с каналом Orai в областях, где мем-
брана ЭР наиболее близко подходит к плазматиче-
ской мембране (в пределах 15 нм) (Zhou et al., 2017).
Далее происходит активация депо-управляемых
Ca2+-каналов, которая сопровождается входом
ионов Ca2+ в клетку (Kawasaki et al., 2009).

Каналы суперсемейства TRP. Каналы, относящие-
ся к этому суперсемейству, делятся на несколько
подсемейств: канонические (TRPC), ванилоидные
(TRPV), меластатиновые (TRPM), анкириновые
(TRPA), полицистиновые (TRPP) и муколипиновые
(TRPML) (см. обзор: Nilius, Owsianik, 2011). Все чле-
ны суперсемейства состоят из шести трансмембран-
ных доменов (S1–S6) с обращенными в цитоплазму
N- и C –концами и порообразующей петлей между
доменами S5 и S6. Длина цитозольных концов, на
которых находятся регуляторные сайты, сильно ва-
рьирует между членами суперсемейства TRP (см. об-
зор: Owsianik et al., 2006).

Накопленные данные указывают на то, что кана-
лы TRP играют заметную роль в регуляции Са2+, как
в возбудимых, так и невозбудимых клетках. Боль-
шинство каналов TRP пропускают ионы Ca2+ непо-
средственно через плазматическую мембрану, а дру-
гие члены суперсемейства создают движущую силу,
облегчая вход ионов Ca2+ снаружи внутрь клетки че-
рез Са2+-проводящие каналы. Например, в эндоте-
лиальных клетках (Bollimuntha et al., 2005), тромбо-
цитах (Adebiyi et al., 2011) и клетках гладких мышц
(Lussier et al., 2008) вход Са2+ может обеспечиваться

каналами TRPC1. Каналы TRPC1 тесно взаимодей-
ствуют с Са2+-каналом Orai1 и Са2+-сенсором STIM
(Cheng et al., 2011). Истощение Са2+-депо и образова-
ние комплексов STIM1/Orai приводит к встраиванию
TRPC в плазматическую мембрану и продлению ак-
тивности каналов SOCЕ в клетках (Desai et al., 2015).

Каналы суперсемейства TRP демонстрируют раз-
ную степень проницаемости для Ca2+ – от умеренно
проницаемых до полностью непроницаемых. Но два
члена этого подсемейства (каналы TRPV5 и TRPV6)
признаны самыми высокоселективными кальцие-
выми каналами (РСа/РNa > 100) среди всего суперсе-
мейства TRP (Owsianik et al., 2006). Высокая Ca2+-се-
лективность каналов, строгое входящее выпрямле-
ние и Ca2+/кальмодулин-зависимая инактивация
(Owsianik et al., 2006; Derler et al., 2012) была причи-
ной, по которой TRPV6 ранее относили к белкам,
формирующим пору CRAC (Yue et al., 2001). Позднее
проведенный анализ показал, что TRPV6 имеют бо-
лее высокую проводимость, чем CRAC, они не акти-
вируются истощением Ca2+-депо и потенциал-зави-
симым образом блокируются ионами Mg2+, что не
характерно для каналов CRAC (Voets et al., 2001). По-
следующее открытие белков Orai и STIM оконча-
тельно сформировало мнение, что именно они, а не
каналы TRPV6/5 обеспечивают депо-управляемый
вход Ca2+.

Каналы TRPV5 и TRPV6 имеют схожие функцио-
нальные характеристики, они конститутивно актив-
ны и обеспечивают вход Са2+ в клетку при потенци-
але покоя, не требуя активации внеклеточными ли-
гандами. Каналы могут обеспечивать строго
дозированное поступление Са2+ и участвовать в ак-
тивной (ре)абсорбции ионов Са2+ в эпителиальных
клетках почек, тонкого кишечника и плаценты (Ni-
jenhuis et al., 2003). Показано, что TRPV6 является
важным элементом в транспорте кальция между ма-
терью и плодом, и его функционирование необходи-
мо для поддержания нормального протекания бере-
менности (Choi et al., 2009). Кроме того, каналы
TRPV5 и TRPV6, по-видимому, участвуют в обеспе-
чение Са2+-зависимых функций в лимфоцитах чело-
века (Vassilieva et al., 2013).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Активация входа Ca2+ в клетку в результате от-

крывания Ca2+-каналов приводит к локальному
всплеску [Ca2+]i. Из этих локальных точек Ca2+-сиг-
налы могут диффузно рассеиваться, быть секвести-
рованы или могут объединяться в глобальные Ca2+

сигналы. По существу, глобальные Ca2+-сигналы
возникают в результате скоординированного дей-
ствия кластера Ca2+-каналов, обеспечивающих вход
и (или) выброс Ca2+ из внутриклеточных хранилищ.
Глобальные Ca2+-сигналы далее распространяются
между скоплениями клеток для координации взаи-
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модействия тканей и органов. Система Ca2+-сигна-
лов организована таким образом, что позволяет
клеткам использовать Ca2+ в качестве средства одно-
временного управления различными процессами.
Особенно важно, что Ca2+-сигнализация тесно ин-
тегрируется с другими путями передачи внутрикле-
точного сигнала. Поэтому сигнализация в клетке
может кардинально меняться в зависимости от из-
менений Ca2+-сигналов или Ca2+-гомеостаза.

Формирования Ca2+-сигналов обеспечивается
слаженной работой внутренних систем регулирова-
ния Ca2+ с участием Ca2+-каналов, Ca2+-насосов и
обменников. Эти системы тончайшим образом мо-
дулируют амплитуду и временно-пространственное
распределение Ca2+-сигналов, которые в свою оче-
редь влияют на множество Ca2+-чувствительных
процессов внутри клетки. Нарушение этих механиз-
мов и сбой в регуляции Ca2+-сигналов может приво-
дит к их ремоделированию и вызывать патологиче-
ские процессы, которые ведут к нарушениям функ-
ций и гибели клеток. Понимание того, как
изменение Ca2+-сигнала влияет на развитие опреде-
ленного заболевания и, напротив, как патологии ре-
моделируют Ca2+-сигнал, необходимо для совер-
шенствования современных терапевтических стра-
тегий.

Настоящий обзор включает лишь некоторые
ключевые аспекты клеточной Ca2+-сигнализации. В
него не вошли данные из литературы, касающиеся
огромной роли митохондрий и кальций-связываю-
щих белков в формировании и проведении Ca2+-сиг-
нала. К сожалению, несмотря на то, что многие во-
просы, связанные с Са2+-сигнализацией до сих пор
не раскрыты, в последнее время наблюдалось не-
оправданное снижение интереса к этой области ис-
следования. Стоит надеяться, что современные,
стремительно развивающиеся технологии в области
молекулярной биологии и флуоресцентной микро-
скопии дадут новый импульс изучению процессов,
связанных с формированием Ca2+-сигнала и его
влиянием на важнейшие функции клетки.
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The Principles of Organization of Calcium Signal in Eukaryotic Cells
S. B. Semenova*

Institute of Cytology, Russia Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: svsem@incras.ru

Ionized calcium (Ca2+) is a universal signaling element that transmits an extracellular stimulus from the surface of
cells to intracellular structures and molecules. Ca2+ regulates many cellular processes, including gene transcription,
proliferation, differentiation, secretion and apoptosis. The key to this pleiotropic activity is the complex spatiotem-
poral organization of the rise of intracellular Ca2+ (Ca2+ signal), which, acting on certain effectors, initiates specific
signaling events in the cell. Violation of the mechanisms responsible for the regulation of cellular Ca2+ or exceeding
stimulation of receptors leads to cell death. The review article addresses the main mechanisms underlying the cellular
organization of Ca2+ signals. A brief retrospective of the development of modern concept of Ca2+ signaling and its
role in the vital functions of the organism is presented. Special attention is given to the basic intracellular systems
that provide the organization, spatio-temporal regulation and encoding of Ca2+ signals.

Keywords: Ca2+ signaling, Ca2+ microdomains, InsP3R, RyR, and NAADP receptors, Ca2+ channels of VOCs,
TRP, CRAC



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


