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Фоторецепторы сетчатки – колбочки и палочки – способны к световой адаптации
в широком диапазоне освещенностей за счет комплекса регулирующих механиз-
мов. Среди них наиболее изученными являются кальциевые обратные связи, спо-
собные объяснить примерно 50% реальной регулировки светочувствительности.
Есть и другие регуляторные механизмы, также способствующие настройке реак-
ции фоторецептора на свет в зависимости от уровня освещенности, в частности,
регулирование каскада фототрансдукции в течение суточного ритма. Во время
“темной” фазы суточного цикла в фоторецепторах увеличивается уровень цАМФ
и повышается чувствительность палочек, что можно считать адаптивным дей-
ствием. Для колбочек, которые работают при высоких освещенностях, а в сумер-
ках почти утрачивают свой вклад в зрение, увеличение чувствительности в “тем-
ную” фазу может не иметь адаптивного значения. В настоящей работе исследо-
валось, как изменение [цАМФ]in влияет на работу каскада фототрансдукции в
колбочках карася. Повышение [цАМФ]in достигалось путем инкубации клеток с
активатором аденилатциклазы – форсколином. Показано, что в колбочках фор-
сколин замедляет обе фазы фотоответа – нарастание и выключение. Как след-
ствие, в колбочках, в отличие от палочек, форсколин не увеличивает чувстви-
тельность к свету, но почти в два раза уменьшает темновой ток. Таким образом,
реакция каскада фототрансдукции колбочки на повышение [цАМФ]in суще-
ственно отличается от реакции в палочках. Для колбочек такой эффект
[цАМФ]in также может иметь адаптивное значение, но не в форме увеличения
чувствительности, а в форме уменьшения метаболической нагрузки на клетки,
не функционирующие в “темную” фазу.
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Фоторецепторы позвоночных способны к адаптации в очень широком диапазоне
интенсивностей. Способность к адаптации обеспечивается целым комплексом регу-
лирующих механизмов, использующих разные медиаторные системы. Исторически
первой и наиболее изученной является группа механизмов, регулируемых внутри-
клеточной концентрацией кальция [1–6]. Источником регулирующего воздействия
для всех этих механизмов является изменение баланса входа и выхода кальция через
плазматическую мембрану наружного сегмента фоторецептора. Активация фоторе-
цептора светом приводит к частичному или полному закрытию цГМФ-управляемых
каналов плазматической мембраны и к уменьшению или прекращению входа в на-
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ружный сегмент ионов натрия и кальция, в то время как откачка кальция из цито-
плазмы наружу при помощи Na,K/Ca обменника продолжается с прежней скоро-
стью и не зависит от уровня активации фоторецептора светом [7]. Концентрация
кальция в цитоплазме уменьшается, вследствие чего а) увеличивается активность ро-
допсинкиназы GRK1 (у палочек) или GRK7 (у колбочек), б) увеличивается активность
гуанилатциклазы (ГЦ) retGC1 и retGC2 и в) увеличивается сродство цГМФ-управляе-
мых каналов плазматической мембраны к цГМФ. Во всех трех случаях непосред-
ственными кальциевыми сенсорами являются не родопсинкиназа, гуанилатциклаза
и каналы, а специальные белки-посредники – рековерин, GCAP и кальмодулин.
В результате работы кальциевой обратной связи фоторецептор быстрее возвраща-
ется к пре-стимульному состоянию, а также уменьшается его возбуждение в ответ
на последующую стимуляцию, что позволяет ему оставаться в рамках динамиче-
ского диапазона реакции на свет. Конечный результат всех вышеперечисленных
механизмов – ускорение процесса выхода фоторецептора из состояния насыще-
ния и оптимальное сочетание реакции на постоянную и переменную составляю-
щую светового стимула.

Три вышеперечисленных механизма кальциевой обратной связи способны объ-
яснить примерно 50% реальной регулировки чувствительности, происходящей в
фоторецепторах в ответ на свет, что свидетельствует о существовании и других ре-
гуляторных механизмов. Так, нами показан механизм ускорения выключения ак-
тивированной светом фосфодиэстеразы (ФДЭ) [8]. Существуют и другие регуля-
торные механизмы, также способствующие настройке величины реакции фоторе-
цептора на свет в соответствии со средним уровнем освещенности. Эти механизмы
работают в существенно более медленной временной шкале, чем вышеописанные.
К ним относятся процессы светоиндуцированного транспорта некоторых ключе-
вых белков, участвующих в работе каскада фототрансдукции. Так, при очень высо-
ких уровнях освещенности неизвестный пока механизм запускает транспорт тран-
сдуцина из наружного сегмента во внутренний [9], уменьшая таким образом кон-
центрацию трансдуцина в наружном сегменте и снижая коэффициент усиления
каскада фототрансдукции. Другой механизм, также пока не идентифицированный,
запускает транспорт аррестина из внутреннего сегмента в наружный, усиливая тем
самым способность к выключению остаточной активности родопсина [10].

Регулирование работы каскада необязательно должно включать непосредствен-
ную реакцию на уровень светового фона. Так, другие механизмы могут регулиро-
вать работу каскада в течение суточного ритма, когда циклические изменения
цАМФ в палочковом фоторецепторе ([11, 12], обзор в [13]), приводят к изменению
чувствительности каскада фототрансдукции [14]. В указанной работе мы показали,
что аппликация 2 мкМ активатора аденилатциклазы (АЦ) форсколина в 2.5 раза
увеличивает внутриклеточную концентрацию цАМФ ([цАМФ]in) и в 2 раза увели-
чивает чувствительность палочки лягушки к свету. Детальный анализ показал, что
причинами изменения чувствительности являются изменение базальной активно-
сти ФДЭ, а также изменение светоиндуцированной активности ФДЭ и изменение
активности ГЦ. Последние два эффекта могли бы быть объяснены регулирующим
воздействием концентрации кальция, и действительно, в работе [15] было также
показано, что увеличение [цАМФ]in приводит к увеличению в 1.6 раза концентра-
ции кальция в цитоплазме. С другой стороны, в современной модели каскада фо-
тотрансдукции нет описания кальций-зависимой регулировки базальной активно-
сти ФДЭ, и природа этого эффекта остается неизвестной.

Рост чувствительности палочки в условиях повышенного [цАМФ]in сопровожда-
ется также усилением низкочастотной компоненты, так называемого непрерывного
темнового шума [16–18], однако общее отношение сигнал/шум увеличивается в два
раза и оказывается более благоприятным для детекции одноквантовых ответов.
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Этот эффект, очевидно, должен способствовать обеспечиваемому палочками зре-
нию в условиях низкой освещенности, в ночную фазу суточного цикла. Механизм,
обеспечивающий циклическое изменение [цАМФ]in в фоторецепторных клетках
является дофамин-зависимым. В соответствии с общими представлениями цир-
кадные ритмы в сетчатке основаны на реципрокных изменениях внеклеточной
концентрации двух нейромедиаторов – дофамина и мелатонина, которые регули-
руют многочисленные функции во всех клетках сетчатки. При этом мелатонин вы-
рабатывается в фоторецепторах и воздействует на дофаминергические амакриновые
клетки, вырабатывающие дофамин (обзоры [19, 20]). Фоторецепторы являются од-
ной из главных мишеней циркадной дофаминовой регуляции, однако эффекты ап-
пликации дофамина на палочки лягушки позволяют предположить, что регулятор-
ный эффект дофамина реализуется не только через изменения [цАМФ]in, но и,
возможно, через прямое, цАМФ-независимое регулирование [Ca2+]in [21].

Во время “темной” фазы циркадного цикла в фоторецепторных клетках увели-
чивается уровень [цАМФ]in и повышается чувствительность палочек, что можно
трактовать как полезный адаптивный эффект. Вклад колбочковой системы в обес-
печение чувствительности уменьшается с понижением общей освещенности, и по-
сле определенной величины исчезает совсем. Отсюда следует, что для колбочек
возможное повышение чувствительности в темновую фазу суточного цикла не
должно иметь адаптивного значения. С другой стороны, эффект увеличения
[цАМФ]in на каскад фототрансдукции в колбочках неизвестен, и нет оснований
полагать, что он должен быть идентичен эффекту увеличения [цАМФ]in в палоч-
ках. Репертуар элементов каскада фототрансдукции в палочках и колбочках очень
близок, однако каждый компонент каскада существует в соответствующей специ-
фической изоформе. Стехиометрическое соотношение между элементами каскада
также может сильно отличаться в палочках и колбочках, что в свою очередь выража-
ется в существенных функциональных различиях [22]. Кроме того, было показано,
что уровень экспрессии некоторых белков-участников каскада в палочках и кол-
бочках в ходе суточного цикла меняется противоположным образом [23]. Поэтому
целью настоящей работы было изучение повышения внутриклеточной концентра-
ции цАМФ на работу каскада фототрансдукции в колбочках. В качестве объекта
изучения были выбраны колбочки рыбы Carassius carassius, повышение [цАМФ]in
достигалось аппликацией во внеклеточную среду 2 мкМ активатора АЦ, форско-
лина. Мы выяснили, что в колбочках форсколин влияет на обе стадии, формирую-
щие фотоответ – развитие ответа и выключение ответа, замедляя каждую из них.
В результате, в колбочках, в отличие от палочек, форсколин достоверно не увели-
чивает чувствительность клеток. Кроме того, в колбочках форсколин существенно
(почти в два раза) уменьшает темновой ток фоторецептора. Таким образом, реак-
ция каскада фототрансдукции колбочки на повышение [цАМФ]in существенно от-
личается от реакции палочкового каскада. Такое поведение колбочкового каскада
во время темновой фазы суточного цикла также может иметь адаптивное значение,
но не в отношении увеличения чувствительности (как у палочек), а в отношении
уменьшения метаболической нагрузки на клетки, не функционирующие во время
темновой фазы.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор и подготовка экспериментальных животных
Все эксперименты выполнены на сетчатке рыб вида Carassius carassius, поскольку

в их сетчатке, как и у большинства рыб, преобладают колбочки. Колбочки Carassius
carassius достаточно крупные и хорошо переносят длительные экспериментальные
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протоколы. Содержание животных и забор материала производились в соответ-
ствии с Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (1996, National Academy of
Sciences, Washington, DC), а также с правилами, утвержденными биоэтической ко-
миссией ИЭФБ РАН. Рыбы содержались в аквариуме в лаборатории при темпера-
туре воды 24°С, с двенадцатичасовым циклом день/ночь.

Ночью перед экспериментом животные 12 ч адаптировались к темноте. Глаза
извлекались при свете красного фонаря, а дальнейшее отделение сетчатки от
остальных оболочек глаза и ее разделение на более мелкие части осуществлялось
под бинокулярной лупой с инфракрасной подсветкой. Полученная суспензия из
небольших фрагментов сетчатки и изолированных фоторецепторов перемеща-
лась в камеру для перфузии в составе экспериментальной установки, после чего
проводился поиск и всасывание клетки в пипетку. Все манипуляции выполнялись
при комнатной температуре (18°С).

Используемые растворы
Для перфузии и подготовки препаратов фоторецепторов применяли раствор Ринге-

ра следующего состава (концентрация в мМ): NaCl 102, KCl 2.6, MgCl2 1, D-глюкоза 5,
CaCl2 1, NaHCO3 28, HEPES 5 и БСА 50 мг/л, pH 7.8–8.0.

Растворы исследуемых фармакологических агентов – форсколин (2 мкМ) и ро-
липрам (10 мкМ) в растворе Рингера – получали из ранее приготовленных маточ-
ных растворов в диметилсульфоксиде (DMSO) с концентрацией 10 мМ. Все пере-
численные реагенты были приобретены у Sigma-Aldrich, США.

Регистрация тока фоторецепторов и стимуляция светом
В данном исследовании использовался метод, описанный D.A. Baylor с соавт.

[24]. Эксперимент включал регистрацию токовых ответов колбочек, прикреплен-
ных к сетчатке. При переключении входного потока перфузирующий раствор заме-
нялся во всей камере для перфузии в течение 2.5 мин. Стимуляция светом осуществля-
лась по двум каналам, в одном из которых источником света служил зеленый (519 нм),
а в другом – красный (632 нм) светодиод. Интенсивность, длительность и частота
следования световых стимулов контролировались программой и платой LabView
(National Instruments, Austin, TX). Световая стимуляция на двух разных длинах
волн применялась для определения спектрального типа колбочек. Контроль интен-
сивности световых стимулов осуществлялся с помощью серых нейтральных свето-
фильтров и тока светодиода. Стандартная длительность вспышки составляла 2 мс.

Экспериментальный протокол
После помещения во всасывающую пипетку у колбочек в определенном порядке

записывались ответы на световые стимулы возрастающей интенсивности, в том
числе насыщающей интенсивности, после чего перфузирующий раствор заменял-
ся на раствор, содержащий форсколин или ролипрам. В новом растворе клетки ин-
кубировались около 20 мин, после чего протокол записи ответов повторялся.

В ходе исследований оценивался эффект форсколина (2 мкМ) и ролипрама (10 мкМ)
на характеристики фотоответов, а также были проведены контрольные экспери-
менты с тем же протоколом, но без добавления исследуемых фармакологических
агентов для сравнения. В каждом эксперименте (с инкубацией в растворах форско-
лина и ролипрама) или при записи контрольных экспериментов в нормальном рас-
творе Рингера оценивались параметры фотоответов колбочек (описаны ниже) до и
после их двадцатиминутной инкубации в заданном растворе.



452 СИТНИКОВА и др.

Рис. 1. Ответы колбочек на стимулы возрастающей интенсивности в чистом растворе Рингера (A) и в рас-
творе Рингера с форсколином (2 мкМ) (В). Интенсивность вспышки для каждого ответа на рис. A совпадает
с интенсивностью для соответствующего ответа на рис. В. C – анализ изменения чувствительности колбоч-
ки по положению кривой ответ-интенсивность (сплошная кривая – ответы в нормальном растворе Ринге-
ра; пунктирная кривая - ответы после инкубации в течение 20 мин в растворе, содержащем форсколин).
Fig. 1. Responses of cones to stimuli of increasing intensity in normal Ringer’s solution (A) and in Ringer’s solu-
tion with forskolin (2 μМ) (B). The f lash intensity for each response from the panel A coincides with the intensity
for the corresponding response in the panel B. C – analysis of the sensitivity change by the shift of the response-
intensity curve (solid curve shows are responses in normal Ringer’s solution; the dashed curve shows responses
after incubation in forskolin-containing solution for 20 min).
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Результаты для контрольных колбочек по всем исследуемым параметрам фото-
ответов использовались для статистического сравнения с группами колбочек, под-
вергшихся воздействию форсколина или ролипрама.

Исследуемые параметры фотоответов
Мы оценивали эффекты исследуемых веществ на чувствительность колбочек к

свету, уровень темнового тока и кинетику фотоответа как на слабые, так и на насы-
щающие стимулы.

Изменение чувствительности клетки оценивалось двумя способами: по сдвигу
кривой “ответ–интенсивность” (рис. 1С), сдвиг кривой оценивался на уровне 50%
от максимального ответа клетки, и дополнительно – по изменению величины нор-
мированного фотоответа на слабые, ненасыщающие, стимулы.
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Рис. 2. Усредненные ответы всей группы клеток в растворе Рингера до инкубации, после инкубации (в
течение 20 мин) в чистом растворе Рингера (контроль) и после инкубации в растворе, содержащем
2 мкМ форсколина.
Fig. 2. Flash responses averaged over the entire group of cells in Ringer’s solution before incubation, after incubation
(for 20 min) in normal Ringer’s solution (control), and after incubation in a solution containing 2 μM Forskolin.
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Изменения уровня темнового тока определялись как отношение амплитуды на-
сыщенного ответа клетки после инкубации препарата с исследуемым веществом к
амплитуде ответа в нормальном растворе Рингера.

Для анализа кинетики ответов на ненасыщающие стимулы оценивалась восхо-
дящая фаза ответов, как усредненные значения всех фотоответов одной интенсив-
ности (до инкубации, после инкуации в растворе Рингера и после инкубации в рас-
творе с форсколином) (рис. 2), а нисходящая фаза фотоответа аппроксимирова-
лась одноэкспоненциальной функцией в программе Microsoft Excel (рис. 3),
участок нисходящей фазы ответа, пригодный для аппроксимации, выбирался на
основании визуальной оценки. Такая аппроксимация давала постоянную времени
выключения фотоответа. Кинетика выключения насыщенных ответов изучались
посредством оценки времени пребывания ответа в насыщении (время до 20% вос-
становления темнового тока после начала фотоответа, рис. 4). Для всех параметров
сравнительный анализ проводился на основе данных, зарегистрированных в стан-
дартном растворе Рингера и в растворе Рингера с добавлением 2 мкМ форсколина
или 10 мкМ ингибитора ФДЭ 4 типа, ролипрама.

Обработка данных
Обработка экспериментальных данных производилась при помощи программ

Microsoft Excel (Microsoft), GraphPad Prism 8 (GraphPad Software) и пакета про-
грамм LabVIEW (National Instruments).
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Рис. 3. Сравнение кинетики ненасыщенных ответов с использованием экспоненциального приближе-
ния нисходящей фазы, τoff – постоянная времени экспоненты.
Fig. 3. Comparison of the kinetics of non-saturated responses using the exponential approximation of the declin-
ing phase, τoff – time constant extracted from approximating exponent function.

normal Ringer,

forkolin,
T = 0.21

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

0.06

0.04

0.02

–0.02
0 0.20.1–0.1 0.40.3 0.60.5 0.8 0.90.7 1.0

N
or

m
al

iz
ed

 re
sp

on
se

Time, s

T = 0.05

Рис. 4. Время пребывания колбочки в насыщении после яркой вспышки света в растворе Рингера и в
растворе форсколина.
Fig. 4. Time in saturation after bright flash of light, in normal Ringer’s solution and in forskolin-containing solution.
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Статистическую обработку проводили при помощи пакета программ SPSS Sta-
tistics 22 (IBM). Нормальность распределения выборочных данных проверялась с
применением критерия Шапиро–Уилка. Поскольку многие из исследованных по-
казателей не имели нормального распределения, для сравнения групп использо-
вался H-критерий Краскела–Уоллиса с апостериорным попарным сравнением
критерием Манна–Уитни с поправкой Бонферрони на множественные сравнения.
Различия считались достоверными при уровне значимости нулевой гипотезы p ≤ 0.05
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(с поправкой Бонферрони p ≤ 0.025). Данные на рисунках представлены как медиа-
ны и квартили (рис. 5).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Всасывающая пипетка позволяет регистрировать внеклеточный ток. При работе
с палочками амфибий возможны варианты регистрации тока как в конфигурации at-
tached cell (клетка прикреплена к небольшому фрагменту сетчатки и относительно ин-
тактна), так и в конфигурации isolated cell. В последнем случае возможна конфигу-
рация inner segment in (внутренний сегмент внутри пипетки, наружный сегмент до-
ступен для фармакологического воздействия, в том числе для быстрой замены
перфузирующего раствора) или outer segment in. В настоящей работе для регистра-
ции тока фоторецептора использовалась конфигурация attached cell, при которой
наружный сегмент колбочки находится внутри регистрирующей пипетки, а внутрен-
ний сегмент экспонирован наружу. Ранее на изолированных препаратах палочек ля-
гушки мы показали, что эффект форсколина практически инвариантен к конфигу-
рации записи (outer segment in или inner segment in) [16], поэтому в рамках данной ра-
боты мы ожидали, что форсколин, воздействующий на внутренний сегмент
колбочки в конфигурации attached cell, вызывал такой же эффект, как если бы он
воздействовал на свободный наружный сегмент колбочки.

В ответ на стимуляцию короткой (2 мс) вспышкой света колбочка генерирует
однополярную волну уменьшения тока (рис. 1A, набор ответов на стимулы нарас-
тающей интенсивности в нормальном растворе Рингера). Для всех ответов были
проанализированы изменения величины темнового тока (Id), кинетика нарастания
и спада фотоответа (τoff), а также изменения чувствительности. Для всех колбочек
строились кривые чувствительности к красному и зеленому стимулу, после чего
протокол регистрации фотоответов на стимулы нарастающей интенсивности прово-
дился при стимуляции зеленым светом. Спектральный тип колбочки определялся
после окончания эксперимента при обработке данных. Общее количество красных
колбочек составляло ¼ от общего количества зеленых колбочек. В общей статисти-
ке данных (21 клетка), мы не делали разделения на красные и зеленые колбочки.

Контроль влияния всасывающей пипетки. В нормальном растворе Рингера за 20 мин,
что приблизительно соответствует времени полного развития реакции колбочки на
инкубацию в 2 мкМ растворе форсколина, темновой ток снижался на 13 ± 6% (n = 14).
Остальные параметры фотоответа – чувствительность и скорости нарастания и
спада, не показали статистически достоверных изменений.

Форсколин влияет на темновой ток колбочек и кинетику фотоответа. 20-минут-
ная инкубация в 2 мкМ форсколина приводит к почти двукратному уменьшению
темнового тока (табл. 1). Кроме того, в растворе с форсколином замедляются оба
процесса, формирующие фотоответ колбочки – нарастание ответа и спад ответа.
Этот эффект хорошо виден на рис. 2, на котором представлены ответы на стимул
одинаковой интенсивности, усредненные по всем включенным в анализ клеткам и
зарегистрированные в нормальном растворе Рингера до инкубации в любом из
растворов, после 20-минутной инкубации в нормальном растворе Рингера и после
20-минутной инкубации в растворе Рингера, содержащем 2 мкМ форсколина. Для
количественной оценки замедления спада ответа колбочки на вспышку света нис-
ходящая фаза ответа аппроксимировалась экспоненциальной функцией (рис. 3).
Постоянная времени спада ответа увеличивалась под действием форсколина более
чем в два раза (табл. 1).

Анализ эффекта форсколина на кинетику восходящей фазы ненасыщенного от-
вета проводился по усредненным для всех анализируемых клеток ответам на
вспышку одной и той же интенсивности до и после воздействия исследуемого ве-
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щества. У каждой индивидуальной колбочки такой анализ не представляется воз-
можным из-за шума фотоответа. Степень изменения скорости активации каскада
была оценена по усредненным для всех клеток ответам, в норме и после инкубации
в форсколине (рис. 2). Уменьшенный вследствие усреднения шум эксперимен-
тальной кривой делает возможным сравнение двух кривых и показывает замедле-
ние скорости нарастания ответа под действием форсколина.

Форсколин влияет на время насыщения колбочки, но не на чувствительность фото-
ответа. Известно, что достаточно яркая вспышка света вызывает гидролиз свобод-
ной фракции внутриклеточного пула цГМФ до уровня, при котором закрываются
все цГМФ-зависимые каналы плазматической мембраны. В результате цГМФ-за-
висимый фототок прекращается, и клетка входит в состояние насыщения, а время
пребывания в насыщении зависит от интенсивности вспышки и от чувствительно-
сти каскада фототрансдукции. Таким образом, время пребывания клетки в состоя-
нии насыщения косвенно характеризует чувствительность клетки. Наши результаты
показали, что инкубация в форсколине увеличивает время пребывания колбочки в
состоянии насыщения в 2.2 раза (табл. 1, рис. 4).

Изменение чувствительности оценивалось по изменению величины нормиро-
ванного фотоответа на вспышки стандартной интенсивности или по изменению по-
ложения полунасыщающей интенсивности стимула на кривой “нормированный от-
вет–интенсивность” (рис. 1С). Последнее является более объективной оценкой чув-
Рис. 5. Диаграммы сравнения изменения параметров под воздействием вещества относительно кон-
трольной группы клеток, n – количество колбочек в группе: A) изменение амплитуды темнового тока;
B) изменение чувствительности по амплитуде нормированного ответа; C) изменение чувствительности
по сдвигу кривой “ответ–интенсивность”; D) сравнение кинетики насыщенных фотоответов путем
определения времени ответа в насыщении; E) сравнение кинетики выключения фотоответа путем
определения постоянной времени выключения (τ). * – достоверные различия по U критерию Манна–
Уитни с поправкой Бонферрони (p ≤ 0.025) между контрольной группой клеток и группой клеток, инку-
бировавшихся в растворе с форсколином. Данные выражены как медиана и квартили.
Fig. 5. Comparison of parameter changes under the action of a substance relative to the control group of cells, n is
the number of cones in the group: A) change of the dark current; B) change of the sensitivity assessed by normal-
ized response amplitude; C) change of the sensitivity assessed by the shift of the “response vs. intensity” curve; D)
comparison the kinetics of saturated photoresponses by determining the time in saturation; E) the kinetics the
photoresponse turn-off by determining the time constant of the response decay (τ). * – significant differences in
the U Mann–Whitney test with Bonferroni correction (p ≤ 0.025) between the control group of cells and the
group of cells incubated in the solution with forskolin. The data presented as a Median and Interquartile range
Таблица 1. Сводная таблица результатов (среднее значение ± стандартная ошибка среднего
значения)
Table 1. Summary table of results (mean value ± standard error of the mean)

Отношение параметров
parameters ratio (after action/before action)

темновой ток
dark current

чувствительность
sensitivity

кинетика выключения фотоответа 
kinetic of turn-off photoresponse

сравнение амплитуд 
amplitude of normalized 

response

по сдвигу кривой
shift of “response–in-

tensity”-curve

постоянная времени 
выключения 
time constant 

of falling phase

время ответа
в насыщении 

time of stay
in saturation

Контроль
control

0.87 ± 0.06 0.98 ± 0.12 1.03 ± 0.02 0.83 ± 0.06 1.03 ± 0.02

Ролипрам
rolipram (10 μМ)

0.78 ± 0.11 1.00 ± 0.14 0.91 ± 0.11 1.12 ± 0.09 1.21 ± 0.05

Форсколин
forskolin (2 μМ)

0.58 ± 0.05 1.12 ± 0.1 0.87 ± 0.07 2.05 ± 0.26 2.23 ± 0,.0
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ствительности, так как принимает в расчет величину не одного, а нескольких
ответов клетки на стимулы разной интенсивности. Оказалось, что чувствитель-
ность статистически значимо не изменялась ни по одному из исследуемых пара-
метров (рис. 5, табл. 1).

Ролипрам не влияет на величину темнового тока, чувствительность и кинетиче-
ские параметры фотоответа колбочки. Возможное влияние ингибитора ФДЭ 4 ти-
па – ролипрама изучалось по протоколу, аналогичному протоколу с использовани-
ем форсколина. Сравнительный анализ параметров, описывающих работу каскада
фототрансдукции, показал, что уровень темнового тока в результате 20-минутной
перфузии раствором, содержащим ролипрам, уменьшается на 22 ± 11% (n = 8), что
сопоставимо с величиной 13 ± 6%, полученной в контрольных экспериментах с
перфузией раствором Рингера. Чувствительность под действием ролипрама упала до
91 ± 11% от контрольной (n = 7, р = 0.71). Выключение ответа колбочки на вспышку за
время перфузии с ролипрамом замедлилось в 1.12 ± 0.09 раза (n = 8, p = 0.13) (в 1.3 раза
в контрольных экспериментах). Таким образом, никакие из оцененных парамет-
ров работы каскада фототрансдукции не демонстрируют статистически значимой
зависимости от аппликации ролипрама (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Аппликация форсколина и повышение внутриклеточной концентрации цАМФ. Вли-
яние форсколина на уровень [цАМФ]in в наружных сегментах палочки лягушки
Rana ridibunda было нами ранее показано экспериментально [14]. Мы установили,
что инкубация изолированной сетчатки лягушки в течение 17 мин в растворе Ринге-
ра, содержащем 2 мкМ форсколина, увеличивает [цАМФ]in в наружных сегментах
фоторецепторов, которые представлены на 98% палочками, в 2.5 раза. В настоящей
работе мы не проводили прямое измерение [цАМФ]in в наружных сегментах фоторе-
цепторов рыбы, однако известно, что воздействие 1 и 10 мкМ форсколина на изоли-
рованную сетчатку курицы, в которой, как и в сетчатке рыбы, доминируют колбоч-
ки, вызывало рост уровня цАМФ в сетчатке в 2.1 и 2.3 раза соответственно [27].

Влияние повышения [цАМФ]in на работу каскада фототрансдукции в колбочках.
Основной вывод настоящей работы состоит в том, что реакция каскада фототранс-
дукции колбочек на повышение [цАМФ]in заметно отличается от реакции каскада
в палочках лягушки. Первое отличие заключается в реакции темнового тока фоторе-
цептора на увеличение [цАМФ]in – у палочек лягушки он достоверно не меняется, а
у колбочек рыбы уменьшается почти в два раза (рис. 1А, В, табл. 1).

Второе отличие состоит в изменении светочувствительности палочек и колбочек
в ответ на увеличение [цАМФ]in. С одной стороны, форсколин увеличивает время
пребывания колбочки в насыщенном состоянии (рис. 4, табл. 1) в 2.2 раза, что при-
мерно совпадает с реакцией палочек на форсколин [14]. Время пребывания в насы-
щении определяется интегралом фотоответа клетки, который, как хорошо видно
на рис. 4, значительно увеличивается под воздействием форсколина.

У палочки при увеличении [цАМФ]in не изменяется скорость нарастания ответа,
но замедляется его выключение. Вследствие этого ответ палочки на свет увеличи-
вается по амплитуде более чем в два раза [14]. У колбочек выключение фотоответа
также замедляется в два раза, однако достоверного увеличения амплитуды ответа
не происходит из-за того, что скорость нарастания ответа также уменьшается.
В результате чувствительность клетки, определяемая по амплитуде нормированно-
го ответа на ненасыщающий световой стимул, не изменяется.

Можно предложить следующее объяснение разницы в реакции каскада фото-
трансдукции палочек и колбочек на [цАМФ]in. У палочек форсколин и повышение
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[цАМФ]in приводит к увеличению в 1.6 раза внутриклеточной концентрации каль-
ция, однако уровень [цГМФ]in и темновой ток не изменяются из-за компенсаторно-
го влияния цАМФ на темновую активность ФДЭ6 (объяснения в [14]). К сожале-
нию, в колбочках, из-за особенностей кинетики их ответов, определить возможные
изменения [Ca2+]in тем же способом (по кинетике обменного тока) не представля-
ется возможным, однако можно предположить, что [Ca2+]in, как и в палочках, уве-
личивается. В таком случае, хорошо известный эффект уменьшения активности
ГЦ под воздействием повышенного [Ca2+]in [28, 29] и отсутствие у колбочек ком-
пенсаторного уменьшения активности ФДЭ6 объясняет уменьшение темнового
тока. Замедление выключения фотоответа у колбочек может быть объяснено, по
аналогии с палочками, увеличением внутриклеточной концентрации кальция.

Таким образом, принципиально различными остаются реакции на увеличение
[цАМФ]in темновой активности ФДЭ6 и скорости нарастания фотоответа, а имен-
но – повышенный уровень [цАМФ]in уменьшает темновую активность ФДЭ6 в па-
лочках, но не в колбочках, и повышенный уровень [цАМФ]in замедляет нарастание
фотоответа в колбочках, но не в палочках. Имеющиеся данные не позволяют сде-
лать окончательный вывод о причине этой разницы кроме общего аргумента о том,
что каскады фототрансдукции в палочках и колбочках представлены различными
наборами белков, хотя и с аналогичными функциями, но довольно различными
свойствами [22, 26]. Несомненно, однако, что описанное поведение каскада фото-
трансдукции колбочек может иметь адаптивное значение [29]. Концентрация
цАМФ в фоторецепторе повышается во время темной фазы суточного цикла, когда
уровень освещения недостаточен для работы колбочек. В таком случае снижение
уровня темнового тока и замедление всех реакций каскада фототрансдукции мож-
но интерпретировать как переход в режим метаболической экономии.

Ролипрам. Инкубация колбочек рыбы с ролипрамом в конфигурации “attached cell,
outer segment in” не приводила к статистически значимым изменениям ни одного из
исследуемых параметров фотоответов колбочек. Ролипрам является селективным
ингибитором ФДЭ4, и наличие реакции фоторецепторной клетки на ролипрам мог-
ло бы служить косвенным подтверждением присутствия ФДЭ4 в колбочках рыбы.
Такие доказательства были получены нами ранее для палочек лягушки – инкуба-
ция изолированных палочек в конфигурации “inner segment in” в 10 мкМ ролипрама
вызывала эффекты, близкие к эффекту инкубации в 2 мкМ форсколина. Возмож-
ным объяснением отсутствия эффекта ролипрама в случае колбочек могут быть 1)
недоступность мишени ролипрама, ФДЭ4, из-за инвертированной конфигурации
расположения клетки (наружный сегмент колбочки находится внутри пипетки),
или 2) отсутствие ФДЭ4 в колбочках. Против первого предположения говорит тот
факт, что другие агенты, также воздействующие на мишени, находящиеся в наруж-
ном сегменте фоторецептора, в конфигурации “inner segment in” вызывают сходный
эффект, как и в конфигурации “outer segment in” (форсколин, [14]; IBMX, неопуб-
ликованные данные). Поэтому более вероятно второе объяснение – контур синте-
за-гидролиза цАМФ в колбочках, в отличие от палочек, не включает ФДЭ 4 типа.
Возможно, в его состав входят другие цАМФ-специфичные ФДЭ.
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Specificity of cAMP-Dependent Regulation 
of the Phototransduction Cascade in Cone Photoreceptors
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aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
Saint Petersburg, Russia
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Retinal photoreceptor cells, rods and cones, are capable of light adaptation in a wide
range of illuminations due to a set of regulatory mechanisms. Among them, the most
studied are calcium feedbacks, and they may account approximately 50% of actual regu-
lation of photosensitivity. There are other regulating mechanisms that contribute to ad-
justing photoreceptor reaction to light depending on the level of illumination, for exam-
ple, regulation of phototransduction cascade under circadian cycle. During the dark
phase of the circadian cycle, the level of cAMP increases and the sensitivity of rods also
increases, which can be considered as an adaptive effect. In cone photoreceptors, oper-
ating under high light intensities and losing their contribution in the twilight, rise of pho-
tosensitivity may not have adaptive significance. In present study we investigated how
the change in [cAMP]in affect the function of phototransduction cascade in carp cones.
[cAMP]in in cones was elevated using adenylate cyclase activator forskolin. It has been
shown that in cones, forskolin slows down both rising and declining phases of photore-
sponse. As a result, in cones, unlike rods, forskolin does not increase photosensitivity but
causes nearly two-fold decrease of dark current. Thus, reaction of the cone phototrans-
duction cascade to an increase in cAMP level is distinctly different from reaction of rod
photoreceptors. For cones, this effect of [cAMP]in may also have an adaptive signifi-
cance, not in the sense of increasing sensitivity, but for the purpose of reduction of met-
abolic load on cells that do not function in the “dark” phase.
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