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Растущее количество исследований указывает на взаимосвязь развития нейродегенеративных забо-
леваний со структурой и липидным составом мембран нейронов. Одними из элементов структуры
клеточных мембран, которым в этой связи уделяется особое внимание, являются жидко-упорядо-
ченные липидные домены, или рафты. Изучение рафтов и возрастных изменений липидного соста-
ва нейрональных клеток становится все более актуальным и постоянно пополняется новыми иссле-
дованиями. В данном обзоре мы постарались осветить возможную роль липидной компоненты кле-
точных мембран, их структуры и физико-химических характеристик в развитии заболеваний,
связанных со старением. Рассматриваются свидетельства, подтверждающие возможную роль раф-
тов при заболеваниях, приводящих к долговременным нарушениям функционирования нейронов.
Есть основания предполагать, что терапевтические эффекты различных молекул, таких как лизоли-
пиды и ганглиозиды, обусловлены их физико-химическими свойствами и реализуются опосредо-
ванно, через влияние на организацию липидных доменов в мембранах. По мере более полного
определения роли липидных доменов и вообще механизмов взаимодействия и взаимного влияния
липидного состава и развития заболеваний, эти знания можно будет использовать для разработки
новых терапевтических или профилактических методов борьбы с заболеваниями, связанными со
старением.

Ключевые слова: нейродегенеративные заболевания, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона,
боковой амиотрофический склероз, липидные мембраны, рафты, лизолипиды, ганглиозиды, холе-
стерин, белок-предшественник бета-амилоида, Аβ-пептид
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ВВЕДЕНИЕ
Значительное увеличение средней продолжи-

тельности жизни в мире, произошедшее за послед-
ние 100 лет, вывело на передний план проблему
возрастных нейродегенеративных заболеваний.
По данным Всемирной организации здравоохра-
нения, в настоящее время около 8% населения
Земли старше 60 лет страдает теми или иными фор-
мами деменции, и этот показатель может удво-
иться к 2030 году. При этом наше понимание при-
чин развития нейродегенеративных заболеваний
все еще недостаточно. Так, например, болезнь
Альцгеймера в настоящее время является самым
распространенным нейродегенеративным забо-
леванием в мире (каждые три секунды обнаружи-
вается новый пациент с этим диагнозом), что
приводит к колоссальному ущербу для экономи-

ки. На сегодняшний день не существует ни спо-
соба лечения этой болезни, ни возможности ее
диагностирования на ранних стадиях, а использу-
емые для борьбы с ней терапевтические стратегии
могут лишь незначительно замедлить скорость ее
развития. Последние исследования ставят под со-
мнение распространенные в течение последних
16 лет представления о ключевой роли олигомер-
ной формы бета-амилоидного пептида в механиз-
мах возникновения болезни Альцгеймера. В июле
2022 года в журнале Science была опубликована
статья, согласно которой наличие особых форм
амилоидных олигомеров, являющееся подтвер-
ждением основной гипотезы развития болезни
Альцгеймера, с большой вероятностью является
результатом недобросовестности авторов [1]. По-
этому становится ясна причина неэффективно-
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сти клинических испытаний, пытавшихся через
таргетное воздействие на бета-амилоид (моноте-
рапию) вылечить заболевание [2].

Одновременно с этим растущее количество
свидетельств указывает на связь развития различ-
ных нейродегенеративных заболеваний со струк-
турой и липидным составом мембран нейрональ-
ных клеток. В связи с этим особое внимание
уделяется жидко-упорядоченным липидным до-
менам, или рафтам [3, 4]. Поэтому изучение раф-
тов и возрастных изменений липидного состава
нейрональных клеток становится все более акту-
альным и постоянно пополняется новыми иссле-
дованиями различного характера, результаты ко-
торых часто противоречат друг другу [5–9]. Тем
не менее эти работы действительно показывают
взаимосвязь развития возрастных нейродегене-
ративных заболеваний с процессами, влияющи-
ми и на липидный состав мембраны, и на ее фи-
зико-химические свойства. В данном обзоре мы
постарались осветить возможную роль липидной
компоненты клеточных мембран, их структуры и
физико-химических характеристик в развитии
заболеваний, связанных со старением.

ЖИДКО-УПОРЯДОЧЕННЫЕ ЛИПИДНЫЕ 
ДОМЕНЫ (РАФТЫ)

Гетерогенность липидного состава клеточных
мембран приводит к тому, что даже при физиоло-
гических значениях температуры в них могут
формироваться более упорядоченные липидные
домены (рафты), отличающиеся по структуре и
свойствам от остальной части мембраны [10–12].
Эти домены влияют на функционирование раз-
личных клеточных белков [13–16], участвуют в
передаче сигналов в клетке [17, 18], процессах эн-
доцитоза [19] и экзоцитоза при синаптической
передаче [20–22]. Было показано, что ассоциация
ряда нейрональных мембранных белков с липид-
ными рафтами необходима для активации сиг-
нальных каскадов [23–25]. По этой причине раф-
ты могут играть важную роль в передаче сигнала в
нервных клетках и значительно влиять на нейро-
нальные функции [26].

Впервые липид-белковые домены в мембранах
клеток были обнаружены в 1973 году в печени
кролика с помощью метода спиновых меток [27].
В 1982 году Клаузнер и Карновский выпустили
статью, в которой проанализировали данные
экспериментов, свидетельствующих о наличии в
мембране липидных доменов с использованием
различных методов: рентгеновской дифракции,
электронной микроскопии, диффузионных и ка-
лориметрических измерений [28]. Обнаруженные
домены различались по составу; один из типов
доменов характеризовался повышенным (по срав-
нению с окружающей мембраной) содержанием
холестерина и сфинголипидов. Такие домены

формируются из-за того, что данные липиды со-
бираются в отдельную фазу, что было продемон-
стрировано с помощью калориметрических изме-
рений на модельных мембранах [29]. Следующим
шагом было обнаружение таких доменов с помо-
щью рентгеновской дифракции и нескольких ме-
тодов флуоресцентной микроскопии [30].

Позже Кай Симмонс и Геррит ван Меер иссле-
довали домены клеточных мембран, обогащенные
холестерином, гликолипидами и сфинголипида-
ми [11]. Они заинтересовались такими доменами,
чтобы объяснить механизм переноса холестерина
в эпителиальной клетке из комплекса Гольджи
внутри клетки в наружную мембрану клетки.
Впоследствии они назвали эти домены липидны-
ми “рафтами” (от английского raft – плот). Идея
была разработана в 1997 году Симонсом и Элиной
Иконен [13]. В своей статье, ставшей одной из
фундаментальных для дальнейшего изучения
рафтов, они подробно обсудили специфическую
растворимость рафтов, а также основания для
следующих предполагаемых функций рафтов в
клетке:

1. Мембранный транспорт
○ биосинтетический – перенос различных ли-

пидных и белковых молекул внутри клетки (глав-
ным образом изнутри на клеточную мембрану);

○ эндоцитозный – захват наружной мембра-
ной клетки различных специфических веществ.

2. Транспортная селективность. В процессе
биосинтетического транспорта из комплекса
Гольджи на мембрану идут два принципиально
разных пути с разными промежуточными этапа-
ми, которые, по-видимому, определяются благо-
даря различию между рафтовыми и нерафтовыми
везикулами.

3. Передача сигнала – накопление различных
сигнальных молекул в силу особенностей состава
и структуры рафта.

На симпозиуме 2006 года по липидным рафтам
и их клеточным функциям сами рафты были фор-
мально определены как малые (10–200 нм), гете-
рогенные, высокодинамичные, обогащенные
стеринами и сфинголипидами домены, которые
опосредуют клеточные процессы. Небольшие
рафты иногда взаимодействуют с образованием
более крупных платформ посредством белок-бел-
ковых и белок-липидных взаимодействий [15].

В последние годы исследования липидных раф-
тов, в частности размер и время жизни рафтов,
остаются предметом дискуссий [5]. Эксперимен-
тальные наблюдения макроскопических доменов
в модельных мембранах с составом, подобным
липидному составу внешнего монослоя плазма-
тических мембран, свидетельствуют в пользу
идеи липидных доменов [31–33]. Однако в мо-
дельных системах липидные домены находились
в жидком, но более упорядоченном состоянии,
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чем окружающая мембрана. Это состояние часто
называется в литературе жидко-упорядоченной
фазой (Lo, liquid-ordered). Попытки оптически ви-
зуализировать липидные домены в клетке не при-
вели к успеху [34]. Авторы отмечают, что при оп-
тическом наблюдении разрешение определяется
пределом дифракции света, и неоднородности
размером менее сотен нанометров обнаружить
невозможно. Другим важным фактором для су-
ществования рафтов и фазового разделения явля-
ется температура. Отмечено, что характерная
критическая температура мембраны составляет
около 20°C [33], т.е. при более высоких темпера-
турах, например температуре человеческого тела,
фазовое разделение невозможно. Однако, даже
если физиологическая температура слишком вы-
сока для полного фазового разделения липидной
подсистемы, домены упорядоченной фазы все
еще могут образовываться локально, например,
вокруг мембранных белков благодаря эффекту
“смачивания” [35, 36]. Другой моделью формиро-
вания рафтов является флуктуационная модель,
предполагающая, что рафты представляют собой
локальные флуктуации состава мембран, в ре-
зультате которых на короткие промежутки време-
ни собираются упорядоченные липидные доме-
ны [33].

Несмотря на вышеупомянутые трудности, ис-
следования показывают, что липидные домены
играют важную роль во многих клеточных про-
цессах, таких как эндо- и экзоцитоз, апоптоз и
т.д., а также при вирусном инфицировании клет-
ки [37–42]. Роль липидных доменов отмечается в
функционировании множества рецепторных си-
стем [43]. Например, в работе рецептора иммуно-
глобулина E [44], белка инсулиноподобного фак-
тора роста (IGF – insulin-like growth factor), роль
липидных доменов заключается не только в рас-
положении самого рецептора IGF-IR внутри упо-
рядоченной фазы, но и в накоплении его сиг-
нальных молекул [45]. Также известно о связыва-
нии с рафтами сигнальных молекул и самого
комплекса T-клеточного рецептора [46, 47] и
B-клеточного рецептора [48]. О роли рафтов в
различных процессах, непосредственно связан-
ных с развитием нейродегенеративных заболева-
ний, речь пойдет в следующих разделах обзора.

Отметим, что жидко-упорядоченные липид-
ные домены, или рафты, – не единственный фак-
тор неоднородности биомембран. Например,
плазматическая мембрана эукариот соединена с
цитоскелетом посредством множества опорных
белков, создающих таким образом более плотные
участки мембраны [49]. Одним из наиболее изу-
ченных подобных мембранных каркасов является
плазматическая мембрана эритроцитов, белко-
вый каркас которой организован в виде пра-
вильной гексагональной решетки [50]. Извест-
но также об относительно стабильных доменах,

сформированных белками, связанными с глико-
зилфосфатидилинозитолом [51], и множестве
других структур и моделей функциональных не-
однородностей мембран [52]. В данном обзоре
рассматриваются физико-химические свойства
жидко-упорядоченных липидных доменов, обо-
гащенных сфинголипидами и холестерином, и их
взаимодействия с различными молекулами. Мы
будем использовать термины “рафты” и “липид-
ные домены” как синонимы.

РОЛЬ СТРУКТУРЫ И СОСТАВА 
ЛИПИДНОГО МАТРИКСА КЛЕТОЧНЫХ 
МЕМБРАН В РАЗВИТИИ ВОЗРАСТНЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЙ
Болезнь Альцгеймера (БА) является самым

распространенным нейродегенеративным забо-
леванием в мире. Хотя прошло более 100 лет с тех
пор, как впервые были описаны симптомы этой
болезни [53], все еще мало известно о последова-
тельности явлений, которые приводят к ее разви-
тию. В настоящее время установлено, что амило-
идный пептид (бета-амилоид, или Аβ), который
агрегирует с образованием амилоидных бляшек
в головном мозге, является продуктом последова-
тельного расщепления мембранного гликопроте-
ина, белка-предшественника бета-амилоида (PBA
или APP, amyloid-precursor protein) β- и γ-секрета-
зами в плазматической мембране нейронов [54].
Трансмембранный гликопротеин APP экспрес-
сируется почти во всех изученных в настоящее
время клетках животных. Хотя существуют тыся-
чи исследований, посвященных изучению APP,
его клеточные функции еще не выяснены до кон-
ца. Недавно было сделано несколько предположе-
ний, а именно, что APP является рецептором холе-
стерина в рафтах мембран нейронов [55, 56], регу-
лирует метаболизм железа в нейронах [57, 58], а
также в некотором смысле является одним из ком-
понентов врожденной иммунной системы в нерв-
ной системе человека [59, 60].

При БА изменяется соотношение Aβ-пепти-
дов разной длины, и их количество сильно увели-
чивается, что впоследствии приводит к формиро-
ванию амилоидных бляшек, образование которых
основано на структурном изменении бета-амило-
ида [61]. Именно с образованием бляшек обычно
связывают изменения в тканях при БА. Однако
в настоящее время также имеются эксперимен-
тальные данные о том, что некоторые формы Aβ
оказывают слабое токсическое действие еще до
образования фибрилл и бляшек [62, 63]. Согласно
ряду исследований, нейротоксическое действие
зависит от степени агрегирования молекул Aβ
[64]. При этом во множестве работ не было найде-
но свидетельств того, что сами по себе амилоид-
ные бляшки являются патогенными: во-первых,
они могут присутствовать и в тканях людей, не
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страдающих БА, во-вторых, клинические иссле-
дования показали, что воздействия, направлен-
ные на устранение амилоидных бляшек, не при-
носят удовлетворительных терапевтических ре-
зультатов [65–67]. В связи с этим в настоящее
время существует две точки зрения: болезнь
Альцгеймера либо никак не связана с Аβ, либо
связана, но не на этапе формирования бляшек.

Несмотря на определенные успехи в структур-
ных и динамических исследованиях Αβ пептидов,
подробный молекулярный механизм иницииро-
вания их образования из APP еще не предложен,
а результаты и выводы различных исследователь-
ских групп не всегда согласуются друг с другом.
Вопрос о структуре, динамике и характере диме-
ризации фрагментов APP в норме и патологии
остается открытым. Нет определенности и в по-
нимании конформационных перестроек мем-
бранных фрагментов APP после их расщепления
в мембране даже в мономерном состоянии: на-
пример, разворачивается ли C-концевая часть
спирали, или сегмент с околомембранной обла-
стью в виде амфифильной спирали последова-
тельно погружается в мембрану. APP имеет, по
всей видимости, два типа процессинга: неамило-
идогенный (участвует в регуляции нейронных
функций: регулирует возбудимость, синаптиче-
скую пластичность, рост и выживание клеток) и
собственно амилоидогенный, в котором образу-
ются свободные пептиды Аβ, состоящие, как пра-
вило, из 38–43 аминокислот. Примечательным в
данном случае является то, что процессинг APP
зависит от его локализации в рафтовой или не-
рафтовой части мембраны. Трансмембранный
участок APP может быть расщеплен двумя основ-
ными путями: ɑ-секретазой или ансамблем β- и
γ-секретазы. При этом ɑ-секретаза расщепляет
APP, находящийся в нерафтовой фазе мембраны,
а β-секретаза BACE-1 и γ-секретаза – в рафтовой
(рис. 1) [68]. Отщепленные участки Аβ относятся

к белкам с природной (внутренней) неупорядо-
ченностью (intrinsically disordered proteins, IDP [69]),
и во внеклеточной водной среде они формируют
структуры с большим количеством бета-листов,
которые составляют большую часть тех самых
амилоидных бляшек [70]. Примечательно, что бо-
лее половины мутаций семейства APP, которые
связывают с предрасположенностью к болезни
Альцгеймера, происходят именно в его транс-
мембранном домене, приблизительно соответ-
ствующем остаткам 700–723 белка APP (например,
мутации A713V, T714I/A, V717F/I/L/G), а также
часть на мембранной области 688–694, которая
располагается в виде амфифильной альфа-спира-
ли сразу после металл-связывающего домена (на-
пример, мутации A692G, E693Q/K/G, D694N)
[71–73]. Таким образом, выяснение простран-
ственной структуры трансмембранных фрагмен-
тов APP, мутации в которых коррелируют с раз-
витием БА, все еще является актуальной темой
исследований, необходимых для выявления мо-
лекулярных механизмов начальных стадий пато-
генеза данной болезни.

Помимо образования амилоидных бляшек,
другие аспекты нейротоксичности продуктов по-
следовательного протеолиза белка APP остаются
нераскрытыми, в частности неизвестен молеку-
лярный механизм образования ион-проводящих
пор бета-амилоидом [74, 75], хотя существуют мо-
лекулярные модели, основанные на эксперимен-
тальных структурных данных [76]. Формирование
сквозных пор в мембранах нейронов считается
одним из возможных механизмов нейротоксич-
ности бета-амилоидов. По результатам различ-
ных исследований фибриллам приписываются
как нейротоксичные свойства (участие в гибели
нейронов по не вполне понятному механизму),
так и протекторные: они рассматриваются в каче-
стве резервуара, связывающего свободные бета-
амилоиды, либо как защитная реакция организма

Рис. 1. Взаимодействие APP с ферментами в зависимости от положения в мембране: а – APP в рафте, б – APP вне рафта.
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в попытке закрыть образующиеся под действием
бета-амилоидов поры в нейрональных мембранах
[74, 75].

Известно, что цепочки Аβ имеют свойство свя-
зываться с гликосфинголипидами [77]. Жидко-
упорядоченные липидные домены являются теми
мембранными структурами, в которых содержа-
ние таких липидов выше по сравнению с остальной
(жидко-неупорядоченной) мембраной. Таким об-
разом, находящимся в межклеточном простран-
стве Аβ-пептидам должно быть выгодно связы-
ваться с липидными доменами в мембранах
нейронов. В этом случае из-за локального повы-
шения концентрации Аβ-пептидов по сравнению
с внеклеточной средой данные пептиды, по-ви-
димому, могут приобретать вторичную структуру
амилоидной природы [78]. Кроме того, есть осно-
вания полагать, что “нормальный” процессинг
APP происходит тогда, когда его трансмембран-
ная часть располагается в жидко-неупорядочен-
ной области мембраны, а амилоидогенный – если
трансмембранная часть APP оказывается в жид-
ко-упорядоченном домене мембраны [79, 80].
В некоторых исследованиях это объясняют отно-
сительно высоким содержанием в рафтах холе-
стерина, уменьшение доли которого в мембране
может уменьшать и количество получаемого ами-
лоида [79]. Примечательно, что в качестве генети-
ческого фактора риска для БА была предложена
дисфункция аполипопротеина E4 (apoE4) [81],
роль которого заключается в перераспределении
липидов между клетками и регуляции уровня хо-
лестерина в мембране.

Биофизическим исследованиям болезни Альц-
геймера и, в частности, амилоидной агрегации и
взаимодействию бета-амилоидов с мембранами
посвящено большое количество научных работ
[82–87]. Основные результаты получены в мо-
дельных системах различной степени сложности:
от мицелл детергента до клеточных культур. На
мицеллах, сформированных их различных детер-
гентов, было показано, что бета-амилоиды Аβ-40
и Аβ-42, хотя и отличаются лишь двумя гидро-
фобными аминокислотными остатками, ведут се-
бя совершенно различно [88]. При одних и тех же
соотношениях концентраций пептида и детер-
гента Аβ-40 формирует протяженные агрегаты –
фибриллы, хорошо видимые на электронных
микрофотографиях, в то время как Аβ-42 образует
относительно небольшие олигомеры. При встра-
ивании мицелл с такими олигомерами в плоскую
липидную мембрану образуются сквозные поры.
В большинстве случаев мембрана с реконструи-
рованными мицеллами имеет дискретные уровни
проводимости, что соответствует фиксированной
стехиометрии пор и олигомеров. Характерно, что
при аналогичном встраивании Аβ-40 поры нико-
гда не образовывались [88]. В этой же работе было
установлено, что формирующий пору олигомер

имеет структуру бета-листа. Однако при наличии
в мембране холестерина адсорбированный пеп-
тид, по-видимому, может принимать альфа-спи-
ральную конформацию [89, 90]. Поры имеют диа-
метр приблизительно 1.5 нм [91] и обладают селек-
тивной проницаемостью для ионов кальция [92].

Рассмотрим возможные нарушения в работе
сигнальных систем, связанных с липидными раф-
тами и развитием БА, но не связанных напрямую
с процессами расщепления APP.

Примером липидов, которым посвящено мно-
жество работ в связи с нейродегенеративными и
онкологическими заболеваниями, являются це-
рамиды, также участвующие в формировании и
регуляции работы липидных доменов [93]. Ис-
следования указывают на повышенные уровни
церамидов на самой ранней клинической стадии
БА [94], некоторых случаях бокового амиотрофи-
ческого склероза [95] и в общем случае с возрас-
том [96]. Подчеркнем, что церамид и церамид-1-
фосфат, накапливающиеся в головном мозге при
БА, являются производными сфинголипидов.
Их накопление может активировать цитозольную
фосфолипазу А2 (cPLA2), что приводит к измене-
ниям текучести и проницаемости мембран, а про-
дукты работы cPLA2 могут стимулировать воспа-
лительные процессы [97]. Воспалительные про-
цессы такого рода являются характерными для
БА [98], и таким образом подтверждается, что
компоненты липидных рафтов, в данном случае
сфинголипиды, влияют на БА в том числе и не за-
висимым от APP образом.

Другим примером изменений в функциониро-
вании рафтов, связанных с развитием БА, являет-
ся холинергическая система (холинергический
путь передачи сигнала). Холинергическая систе-
ма играет важную роль в нейроиммунной комму-
никации: участвует в регуляции иммунного ответа.
Она включает в себя нейромедиаторы, ацетилхо-
лин, его рецепторы (AChR) и различные фермен-
ты [99]. Известно, что холестерин, являясь одним
из основных компонентов липидных рафтов,
влияет на структурные и функциональные свой-
ства AChR [100]. Более того, липидные рафты
участвуют в кластеризации AChR, необходимой
для передачи сигнала, и изменения размеров и ха-
рактера взаимодействия рафтов уменьшают кла-
стеризацию и функционирование рецепторов [101].
Наконец, согласно многим исследованиям, имен-
но гипофункция холинергической системы явля-
ется одним из главных признаков БА [102–104].

Болезнь Хантингтона (БХ), характеризующая-
ся нейродегенерацией полосатого тела и коры го-
ловного мозга [105], обусловлена экспрессией
тринуклеотида CAG в экзоне 1 гена БХ, что при-
водит к включению удлиненной последователь-
ности остатков глутамина в N-концевую часть
белка хантингтина (htt) [106]. Исследования
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постсинаптических мембран, выделенных из мы-
шей с моделью БХ, показали, что данный белок
до появления симптомов накапливался в мембра-
нах клеток и, как было показано впоследствии,
связывался с липидными доменами [107]. Те же
исследователи затем обнаружили, что мутантный
htt от мышей с бессимптомной БХ более явно
связывался с рафтами, чем htt дикого типа.

Болезнь Паркинсона (БП) характеризуется
прогрессирующей потерей дофаминергических
нейронов. Примерно у трети больных на завер-
шающей стадии развивается деменция [108]. В то
время как большинство случаев перечислены как
спорадические, 10–15% имеют определенную
генетическую причину, согласно исследованию
В. Бонифати [109]. Всего им было определено
шесть генов, мутации в которых вызывают БП.
Согласно предположению автора, взаимодей-
ствие мутантного белка с липидными рафтами
влияет на передачу сигнала и со временем спо-
собствует разрушению нейронов в черной суб-
станции (substantia nigra). Эта идея поддерживает-
ся наблюдениями, что по крайней мере четыре
белка, мутации в которых связаны с БП, ассоци-
ированы с рафтами. В частности, было установ-
лено, что причиной аутосомно-доминантной БП,
одной из наиболее распространенных форм на-
следуемой БП, являются мутации в гене LRRK2
[110]. Преобладающая мутантная форма LRRK2
(G2019S) обладает повышенной киназной актив-
ностью, вызывающей нейротоксичность [111].
Белок (мутантный и дикого типа) преимуще-
ственно локализуется в рафтах, где, согласно
предположению, мутант нарушает нормальную
передачу сигнала, что приводит к дегенерации
нейронов substantia nigra [110]. Причиной редкого
аутосомно-доминантного типа БП могут также
являться мутации в α-синуклеине [112], а также
сверхэкспрессия α-синуклеина дикого типа [113].
В то время как α-синуклеин связывается с моле-
кулами липидов в рафтах, в частности фосфати-
дилсерином, имеющим остаток олеиновой кис-
лоты и остаток полиненасыщенной жирной кис-
лоты, мутант A30P α-синуклеин нарушает эту
связь [114], что приводит к потере функции. Ис-
следования 2007 года показали, что когда α-си-
нуклеин связывается с ганглиозидом GM1, он
способствует сворачиванию белка в α-спираль и
уменьшает образование α-фибрилл синуклеина
[115]. Согласно этому исследованию, GM1 оказы-
вает подобное действие на мутант A53T α-си-
нуклеина, однако его влияние на мутант A30P ми-
нимально. Можно предположить, что изменения
в связи взаимодействий GM1–рафт могут вызы-
вать изменения в α-синуклеине, которые способ-
ствуют симптомам БП. Это также может объяс-
нить положительное действие GM1 на некоторых
больных БП в клинических испытаниях [116].

Боковой амиотрофический склероз (БАС) –
нейродегенеративное заболевание, характеризу-
ющееся прогрессирующей потерей функции дви-
гательных нейронов в головном и спинном мозге,
что приводит к параличу мышц, ответственных за
произвольные движения. Известно, что только
около 10% случаев обусловлены генетическими
нарушениями [117]. На возможную роль липид-
ных рафтов в БАС указывают наблюдения, что
активация TrkB и экспрессия нейротрофина в
мышцах крыс дифференцированно регулируется
сигналами, получаемыми от моторных нейронов
[118]. После разрушения рафтов с использовани-
ем метил-бета-циклодекстрина (mβCD) культура
исследуемых двигательных нейронов стала не-
чувствительной к эксайтотоксичности BDNF.
Эти наблюдения в сочетании с рядом ранних ис-
следований, указывающих на то, что люди с дви-
гательными невропатиями могут экспрессировать
антитела к ганглиозидам [119–121], поддерживают
идею о том, что нормальное функционирование
липидных доменов необходимо для деятельности
двигательных нейронов. Чрезмерная экспрессия
BDNF, малое количество GM1 или другие изме-
нения могут способствовать медленному сниже-
нию функциональности нейронов, что в конеч-
ном итоге приводит к гибели клеток.

ВОЗМОЖНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ЛИПИДНОЙ РЕГУЛЯЦИИ ВОЗРАСТНЫХ 

НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
Различные реакции, происходящие снаружи и

внутри клетки, могут изменять липидный состав
ее мембраны, например, в случае перекисного
окисления липидов при воспалении и окисли-
тельном стрессе, нарушении функции белков и
нарушении липидного обмена. Установлено, что
эти изменения для нескольких видов липидов
коррелируют с уже упомянутыми заболеваниями.
Например, показано, что фосфолипиды модифи-
цируются в мозге, пораженном БА [122]. В част-
ности, изменения состава липидов коры головного
мозга происходят на ранней стадии спорадиче-
ской БА [123]. Липидный состав также изменяется
в лобной и зрительной коре при БП [124–127], а
в спинном мозге – при БАС [128, 129]. Существу-
ет несколько исследований, в которых сообщается
об использовании изменения уровня фосфоли-
пидов, циркулирующих в плазме крови, в каче-
стве возможного биомаркера БА [130–132]. В част-
ности, большое внимание привлекают лизолипи-
ды [133].

Изменение уровня лизолипидов в клетках и в
плазме крови может быть результатом окислитель-
ного стресса и воспалений, связанных с развитием
нейродегенеративных заболеваний [134, 135]. Бо-
лее того, хорошо известно, что высокий уровень
лизолипидов способствует образованию пор в ли-
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пидном матриксе клеточных мембран [136]. Од-
нако до сих пор неясно, каким может быть дей-
ствие небольшого количества лизолипидов в
клетках, которые с помощью разных механизмов
поддерживают целостность своих мембран за счет
динамического изменения липидного состава, на-
пример, за счет изменения содержания холестери-
на [137]. Мембраны нейронов содержат относи-
тельно большое количество разнообразных глико-
липидов, и в первую очередь, ганглиозидов [138].
В структуре Аβ-42 имеется участок 5–16, обеспечи-
вающий связывание пептида с ганглиозидом GM1
[139]. Сам по себе короткий пептид Аβ-5-16 поры
не формирует. Однако он эффективно связывает
ганглиозид GM1, и при последующей добавке
полноразмерного пептида Аβ-42 к клеточной
культуре эффективность образования пор оказы-
вается значительно снижена, по-видимому, за
счет слабой адсорбции Аβ-42 на мембрану, не
имеющей свободного ганглиозида. Схожий эф-
фект достигается при подавлении синтеза гангли-
озидов в клетках [140].

Состав ганглиозидов в тканях головного моз-
га также подвержен возрастным изменениям
[141–143]. В целом, содержание ганглиозидов по-
степенно снижается с возрастом, с некоторой диф-
ференциацией по разделам головного мозга. Инте-
ресно, что в масштабном исследовании испытуе-
мых в возрастном диапазоне от 20 до 100 лет общее
содержание ганглиозидов оказалось примерно
постоянным в период от 20 до 70 лет, однако ме-
нялось соотношение различных молекул гангли-
озида, а именно – наблюдалось уменьшение доли
GM1 и GD1a [138]. GM1 является важным регу-
ляторным липидом, и изменение его уровня свя-
зано с нейродегенеративными расстройствами,
особенно с БА [145–147], и индуцированным опу-
холью апоптозом Т-клеток [148]. Кроме того,
GM1 может быть фактором, способствующим аг-
регации Aβ на плазматической мембране [149–151].

В работах [91, 152] было показано, что в струк-
туре Аβ-42 имеется участок 22–35, ответственный
за связывание с холестерином за счет образова-
ния водородной связи с его OH-группой. Более
эффективное связывание Аβ-42 с мембраной,
содержащей холестерин, было также продемон-
стрировано методами молекулярной динамики
[153]. Было показано, что короткий пептид
Аβ-22–35 способен самостоятельно формиро-
вать поры в мембранах клеток SH-SY5Y [90]. Если
из мембран предварительно частично удалить хо-
лестерин, то поры под действием как Аβ-22-35,
так и Аβ-42 образуются значительно реже [140].
В работе [91] показано, что структурно схожий с
холестерином бексаротен (bexarotene) может кон-
курентно связываться с участком 22–35. При ин-
кубации клеток с бексаротеном в концентрации
220 нМ эффективность порации мембран корот-
ким пептидом Аβ-22–35 снижалась приблизи-

тельно в 10 раз, а эффективность порации полно-
размерным пептидом Аβ-42 снижалась в 2 раза.

На основании данных о структуре Аβ-42 в ра-
боте [140] была предложена так называемая двой-
ная терапевтическая стратегия, направленная на
подавление связывания Аβ-42 как с ганглиози-
дом GM1, так и с холестерином. Для этого пред-
лагалось применять химерный пептид Аβ-5–16,
связывающий практически весь свободный ган-
глиозид на мембране, а также бексаротен, конку-
рирующий с холестерином за связывание с Аβ-42.
Было показано, что инкубация клеток SH-SY5Y с
химерным пептидом Аβ-5–16 снижает эффектив-
ность образования пор полноразмерным Аβ-42
приблизительно в 3 раза, инкубация с бексароте-
ном – в 2 раза [90], а “двойная инкубация” как с
химерным пептидом, так и с бексаротеном – в 10 раз.
Однако, хотя предложенная стратегия оказалась
эффективна в культуре клеток SH-SY5Y, ее при-
менение для профилактики и лечения БА, по-ви-
димому, практически не осуществимо. Ганглио-
зид GM1 является линейно-активным веществом:
даже в малых концентрациях (доли мольных про-
центов) он способен существенно (на порядок)
изменять граничную энергию мембранных доме-
нов, участвующих в передаче клеточных сигналов
[154, 155], что, в свою очередь, приводит к значи-
тельному изменению распределения доменов по
размерам. Кроме того, установлено, что вызывае-
мые ганглиозидами изменения физико-химиче-
ских свойств мембранных доменов могут приво-
дить к запуску апоптоза клеток [138, 156, 157].
Связывание ганглиозидов химерными пептида-
ми в рамках применения терапевтической страте-
гии, вероятнее всего, приведет к хаотической
потере нейронами их функций или гибели
вследствие глобальной перестройки сложного
равновесия мембранных доменов. Поскольку
бексаротен в относительно высокой концентра-
ции (220 нМ) снижает эффективность образова-
ния пор Аβ-42 всего в 2 раза, для эффективной за-
щиты нейронов необходимо использование более
высоких концентраций бексаротена. Согласно
результатам работ [158, 159], замена холестерина
его ближайшим аналогом и метаболическим пред-
шественником 7-дегидрохолестерином, отлича-
ющимся от холестерина лишь одной двойной
связью, приводит к значительным изменениям
динамики мембранных доменов. Если домены,
образованные в мембране, содержащей холесте-
рин, сливаются практически при каждом столк-
новении, то после замены холестерина на 7-де-
гидрохолестерин домены при столкновениях не
сливаются и не расходятся, образуя протяженные
цепные агрегаты круглых доменов. Накопление
7-дегидрохолестерина у человека происходит при
синдроме Смита–Лемли–Опица, проявление ко-
торого варьирует от мягких нарушений поведе-
ния и проблем с обучением до летального исхода.
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Таким образом, эффективность интенсивной те-
рапии нейронов высокими концентрациями бек-
саротена, структурно схожего с холестерином, со-
мнительна.

Липидные рафты представляют собой дина-
мические структуры, обогащенные липидами с
насыщенными углеводородными цепями (в ос-
новном, сфингомиелином) в комплексе с холе-
стерином [13, 31, 160, 161]. Они толще остальной
части мембраны [160, 162, 163], и потому на их
границе возникают деформации мембраны, при-
званные минимизировать контакт гидрофобной
части липидного бислоя с водой. Кроме того, раз-
личия в плотности упаковки и составе рафта и
окружающей мембраны приводят к различию хи-
мических потенциалов липидов внутри домена и
вне его. Сумма этих вкладов в свободную энергию
системы, отнесенная к длине границы липидного
домена, называется линейным натяжением [31, 32].
Линейное натяжение регулирует равновесные
размеры и форму рафтов и зависит от химической
структуры липидов и состава мембраны [159, 164].
По сути, этот энергетический параметр представ-
ляет собой двумерный аналог поверхностного на-
тяжения, и существуют липидные компоненты,
аккумулирующиеся на границе рафтов и действу-
ющие как двумерные поверхностно-активные ве-
щества. Такие молекулы были названы линейно-
активными компонентами [165, 166], и они, в за-
висимости от концентрации, могут значительно
изменять размеры рафтов в мембране. Ранее было
показано, что вблизи границы липидного домена
существует переходная зона размером несколько
нанометров, в пределах которой монослои рафта
смещены друг относительно друга [167]. Амфи-
фильным молекулам с определенной геометрией,
а именно большей полярной частью по сравне-
нию с гидрофобной, энергетически выгодно на-
капливаться в этих зонах, за счет чего они способ-
ны значительно изменять линейное натяжение и
размеры рафтов, присутствуя в мембране в доста-
точно малых количествах [155, 168]. Характерным
примером таких молекул является моносиалган-
глиозид GM1, широко встречающийся в нервных
клетках [169], и, как было показано, способный
вызывать агрегацию бета-амилоидов [170]. Этот
гликолипид может значительно изменять харак-
терные размеры рафтов, причем в концентрациях
порядка десятых долей мольного процента [154,
155]. Этот процесс зависит от соотношения между
количеством основных рафтовых липидов, сфин-
гомиелина и холестерина. При низком относи-
тельном содержании холестерина линейное натя-
жение границы рафтов и, соответственно, их размер
снижаются с ростом концентрации ганглиозида
[154]. При более высоком относительном содер-
жании холестерина линейное натяжение снижа-
ется при увеличении концентрации GM1 до
0.5 мол. %, а затем повышается, превосходя зна-

чения для системы без ганглиозида [155]. Такое
поведение системы может объяснить наблюдае-
мые противоречия в функциях ганглиозида при
развитии БА: с одной стороны, кластеры GM1
могут вызывать формирование амилоидных фиб-
рилл [170], с другой – ганглиозид GM1 в малых
концентрациях может выполнять и нейропротек-
торную функцию [171, 172]. Если в мембране на-
блюдается избыток сфингомиелина, равно как и
других липидов с насыщенными углеводородными
хвостами, по отношению к холестерину, то при-
сутствие ганглиозида, имеющего высокое срод-
ство к липидным доменам, приведет к практиче-
ски полному исчезновению рафтов [154] и, как
следствие, формированию кластеров ганглиози-
да, вызывающих амилоидную агрегацию, даже
при физиологических концентрациях [151, 173].
С другой стороны, при равных долях сфингомие-
лина и холестерина в мембране рафты в присут-
ствии GM1 должны укрупняться [155], что будет
препятствовать образованию кластеров ганглио-
зида и мешать формированию амилоидных фиб-
рилл. Таким образом, возрастные и патологиче-
ские изменения содержания холестерина, сфин-
гомиелина и насыщенных липидов в мембранах
нейрональных клеток [26] могут изменять роль
GM1 с нейропротекторной на амилоидогенную
по рафтозависимому механизму.

Как уже было сказано выше, влияние GM1 на
морфологию рафтов определяется в основном его
молекулярной геометрией, а именно соотноше-
нием размеров полярной и гидрофобной частей
молекулы, за счет которых данный гликолипид,
располагаясь в переходной зоне вблизи границы
рафта, может заметно влиять на его размеры.
Аналогичным образом любые амфипатические
пептиды должны собираться вблизи границы ли-
пидных доменов в мембране, причем такое срод-
ство будет регулироваться соотношением числа
гидрофобных и полярных аминокислот в струк-
туре пептида. Если на границе рафтов происходит
аккумуляция бета-амилоидов, то этот процесс бу-
дет способствовать росту амилоидных фибрилл в
этих зонах, причем, как и в случае с ганглиозида-
ми, этот процесс будет зависеть от липидного со-
става мембраны.

Лизолипиды имеют только один углеводород-
ный хвост в каждой молекуле вместо двух, как у
обычных липидов. Следовательно, аналогично
ганглиозидам, монослои лизолипидов будут ха-
рактеризоваться более высокой положительной
спонтанной кривизной, чем таковые из обычных
липидов и, согласно предложенному механизму,
также должны влиять на линейное натяжение
границы липидных доменов. Таким образом, с
физической точки зрения их влияние на распре-
деление размеров липидных доменов должно
быть сходно с влиянием GM1. Эта гипотеза согла-
суется с имеющимися экспериментальными сви-
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детельствами влияния лизофосфолипидов непо-
средственно на образование жидко-упорядочен-
ных доменов в липидных мембранах [174, 175].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рассмотренные в настоящем обзоре исследо-
вания указывают на возможную роль рафтов и со-
става липидного матрикса клеточных мембран
при заболеваниях, которые приводят к наруше-
нию функционирования нейронов. Из этих работ
следует, что изменения структуры липидных раф-
тов могут привести к нарушениям в передаче сиг-
нала и, как следствие, к гибели клеток. В этом
контексте мы находимся в начале пути к понима-
нию возможной связи некоторых мутаций и бо-
лезней, обусловленных ими. Можно видеть, что
изменения содержания холестерина и гликоли-
пидов в мембранах могут существенно влиять на
функционирование клеток. Так, изменения кон-
центрации холестерина в клетках коррелируют с
повреждением нейронов [176, 177]; ганглиозиды,
присутствующие в высокой концентрации в сером
веществе мозга, участвуют в развитии нейродеге-
неративных заболеваний [178–180]. Хотя причин-
но-следственная связь возрастных изменений
липидного состава мембран нейрональных кле-
ток и развития нейродегенеративных заболева-
ний пока не установлена, есть основания предпо-
лагать, что различные молекулы, такие как обсуж-
денные выше лизолипиды и ганглиозиды могут
оказывать терапевтическое действие, обуслов-
ленное их физическими свойствами (в данном
случае, например, выраженной положительной
спонтанной кривизной монослоя их молекул), и
их влияние на развитие заболеваний опосредова-
но организацией липидных доменов в мембранах
клеток.

По мере более полного определения роли ли-
пидных доменов и вообще механизмов взаимо-
действия и взаимного влияния липидного состава
и развития заболеваний, эти знания можно будет
использовать для разработки новых терапевтиче-
ских или профилактических методов борьбы с за-
болеваниями, связанными со старением.
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The Role of Lipid Domains and Physical Properties of Membranes in the Development 
of Age-Related Neurodegenerative Diseases

V. D. Krasnobaev1, 2, O. V. Batishchev1, *
1Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

2Moscow Institute of Physics and Technology (NRU), Dolgoprudny, 141701 Russia
*e-mail: olegbati@gmail.com

A growing number of studies indicate the relationship between the development of neurodegenerative diseas-
es and the structure and lipid composition of neuronal membranes. One of the structural elements of cell
membranes, which in this regard attracts special attention, are liquid-ordered lipid domains, or rafts. The
study of rafts and age-related changes in the lipid composition of neuronal cells is becoming increasingly rel-
evant and is constantly being updated. In this review, we tried to highlight the possible role of the lipid com-
ponent of cell membranes, their structure, and physicochemical characteristics in the development of diseas-
es associated with aging. The reviewed evidence supports the possible role of rafts in diseases, which lead to
disruption of the functioning of neurons over a long period of time. There is reason to believe that the thera-
peutic effects of various molecules, such as lysolipids and gangliosides, are due to their physicochemical
properties and are realized indirectly, through their influence on the organization of lipid domains in mem-
branes. As the role of lipid domains and, in general, the mechanisms of interaction and mutual influence of
lipid composition and disease development are more fully understood, this knowledge can be used to develop
new therapeutic or preventive methods to combat diseases associated with aging.

Keywords: neurodegenerative diseases, Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, amyotrophic lateral sclero-
sis, lipid membranes, rafts, lysolipids, gangliosides, cholesterol, amyloid precursor protein, Aβ-peptide
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Многие клеточные процессы порождают механические напряжения. Деление клеток, их сократи-
тельная активность, а также адгезия создают внутренние напряжения в клетках, в то время как изме-
нения во окружающей среде, такие как осмотический стресс, прямое механическое давление, сдви-
говые деформации или звук, представляют собой внешние возмущения, силу которых клетки оцени-
вают и на которые реагируют. Механочувствительные (МЧ) ионные каналы являются самыми
быстрыми механoэлектрическими преобразователями (сенсорами) и представляют собой полифиле-
тическую группу, характеризуемую многообразием белковых структур. В этом обзоре мы кратко про-
следим историю этой области, стараясь придерживаться хронологии в представлении основных ре-
зультатов, опишем структурные особенности различных групп МЧ-каналов и проиллюстрируем не-
которые общие физические принципы механизмов их функционирования.

Ключевые слова: механочувствительный канал, ионный канал, сила, натяжение мембраны, давле-
ние, цитоскелет, внеклеточный матрикс, воротный процесс, адаптация, инактивация
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ВВЕДЕНИЕ

Клетки сами генерируют напряжения и испы-
тывают внешние механические воздействия раз-
ных масштабов. Они неизбежно генерируют силы
по мере продвижения по клеточному циклу в ре-
зультате сократительной активности, миграции в
ходе дифференцировки и эмбрионального роста,
а также в результате метаболической активности,
которая создает осмотический дисбаланс. Клетки
также воспринимают внешние силы, характер-
ные для их конкретной среды, их локализации и
функции в ткани. В то время как обычные сома-
тические клетки, например, клетки хрящей или
сосудистых стенок, испытывают значительное
давление или растяжение, что является частью их
нормальной среды, высокоспециализированные
сенсорные клетки, такие как волосковые клетки

внутреннего уха, настроены на гораздо меньшие
механические стимулы.

Механочувствительные (МЧ) ионные каналы –
не единственные клеточные сенсоры, реагирую-
щие на механические напряжения. Другими та-
кими структурами являются молекулы, которые
соединяют цитоскелет с фокальными контактами
(талин), а также связанные с фокальными кон-
тактами киназы. Они чувствительны к напряже-
ниям в цитоскеклете и способны запускать пере-
стройку и дифференцировку клеток [1]. Есть со-
общения о рецепторах, связанных с G-белками,
которые в отсутствие лигандов реагируют на рас-
тяжение мембран, запуская каскады вторичных
мессенджеров [2]. В качестве еще одного примера
может быть приведена бактериальная осмосен-
сорная киназа EnvZ, которая меняет активность
в ответ на гидратационные стрессы, вызываемые

УДК 577.352
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изменениями ионной силы и концентрации мак-
ромолекул в цитоплазме [3].

МЧ-каналы отличаются от других рецепторов,
потому что они находятся в мембранах, разделя-
ющих различные компартменты, и непосредствен-
но реагируют либо на силы в окружающем их
липидном бислое, либо в ассоциированных эле-
ментах цитоскелета или внеклеточного матрикса.
Они используют энергию уже существующих
градиентов концентраций ионов или других
растворенных веществ для преобразования меха-
нических напряжений в электрические или хи-
мические сигналы. МЧ-каналы открываются не-
посредственно механическими силами без каких-
либо промежуточных химических стадий, поэтому
являются самые быстрыми преобразователями
механических стимулов. Например, время откли-
ка слуховых каналов на смещение пучков волос-
ковых клеток, вызванных давлением света, со-
ставляет 10 мкс [4]. Это позволяет нам слышать
широкий диапазон частот и наслаждаться музы-
кой. Тактильные рецепторы в коже также ха-
рактеризуются коротким латентным периодом
и демонстрируют спектр адаптивных реакций,
включающий кратковременные (фазовые) или
продолжительные (тонические) сигналы [5], что
позволяет нам детально определять наощупь жест-
кость и текстуру поверхности. Бактериальные ме-
ханочувствительные каналы призваны компенси-
ровать летальный эффект клеточного набухания
при внезапном осмотическом шоке. Они работа-
ют как быстродействующие клапаны, которые
снижают градиенты осмотически активных ком-
понентов и гидростатическое давление в бактери-
ях за ∼30 мс [6], тем самым предотвращая осмоти-
ческое повреждение.

В отличие от каналов, управляемых электри-
ческим потенциалом, МЧ-каналы не являются
монофилетическим семейством с характерной
мембранной топологией и консервативными
последовательностями, неизменно наблюдае-
мыми в сенсорах напряжения. МЧ-каналы, об-
наруженные во всех доменах филогенетического
древа организмов, принадлежат к нескольким
структурно неродственным семействам и объ-
единены только функционально. Говоря об об-
щем физическом принципе функционирования
МЧ-каналов, их процесс открытия под действи-
ем внешней силы базируется на том, что они
имеют домены и сегменты, способные двигаться
в направлении приложенной силы. С термоди-
намической точки зрения вклад работы внешней
силы смещает вероятность нахождения в прово-
дящем (открытом) по сравнению с покоящемся
(закрытом) состоянием.

РАЗНООБРАЗИЕ МЧ-КАНАЛОВ 
И КРАТКИЙ ИСТОРИЧЕСКИЙ ОБЗОР
Возможность существования ионных каналов,

управляемых механическими напряжениями, была
высказана в конце 1970-х годов, когда Кори и
Хадспет зарегистрировали быстрые токи в волос-
ковых клетках лягушки-быка, появлющиеся в от-
вет на смещение пучка сенсорных волосков [7].
С тех пор эта область расширилась и включила
другие объекты. Функциональные и структурные
данные были получены на различных организ-
мах, таких как Escherichia coli, Chlamydomonas rein-
hardtii, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogas-
ter, Arabidopsis thaliana, Danio rerio, Xenopus laevis,
Mus musculus, Homo sapiens и некоторых других.
Многие МЧ-каналы оказались белковыми ком-
плексами, собранными из одинаковых субъеди-
ниц (гомомультимерами), которые при гетероло-
гичной экспрессии в удобных клеточных системах
часто сохраняют ключевые электрофизиологиче-
ские свойства. Некоторые стабильные каналы
также могут быть выделены в чистом виде и функ-
ционально реконструированы в липосомные мем-
браны из раствора в детергенте. Такие системы ил-
люстрируют минимальный набор компонентов,
необходимых для работы канала, а также позво-
ляют исследовать роль специфических липидов в
функционировании системы [8]. Некоторые ме-
ханосенсорные комплексы, такие как слуховой
канал, включают несколько различных белков,
что практически исключает наблюдение функци-
ональных каналов в системах, экспрессирующих
отдельные компоненты.

Большое количество структурной информа-
ции, накопленное за последние несколько лет с
помощью метода криоэлектронной микроскопии
(крио-ЭМ), в настоящее время позволяет прово-
дить точные структурные эксперименты и значи-
тельно повысило предсказательную силу моде-
лирования методами молекулярной динамики.
В последнее время были открыты несколько но-
вых классов МЧ-каналов (Piezo, OSCA/TMEM,
MSA, SWELL) в дополнение к недавно иденти-
фицированным представителям уже существую-
щих семейств (Flycatcher из семейства MscS). Эти
новые структуры вызывают массу вопросов об их
фундаментальных механизмах. Не менее важную
часть этой научной области составляет исследо-
вание функциональной роли МЧ-каналов в
нормальных физиологических и патологических
процессах, дифференцировке клеток, развитии
тканей и органов и даже в процессах канцероге-
неза [9].

Механорецепторный (преобразующий) слуховой
канал. Изучение механизмов слуха сосредоточено
на волосковых слуховых клетках внутреннего уха
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(улитки), характерно оснащенных апикальными
пучками отростков (стереоцилий), кончики кото-
рых связаны между собой. О ионном характере
рецепторного потенциала волосковых клеток,
индуцируемого отклонением волосков, впервые
сообщили Кори и Хадспет (1979) [10], установив,
что первичным слуховым преобразователем дол-
жен быть ионный канал. Канал располагается на
кончиках стереоцилий вблизи мест прикрепле-
ния концевых связок (tip link – концевая связы-
вающая нить) [11]. Его катионная проводимость
варьирует между 100 и 200 пСм в зависимости от
положения в улитке. Кинетика адаптации в этих
каналах также меняется в зависимости от поло-
жения в улитке в соответствии с частотой, на ко-
торую они натроены [12]. Молекулярная иденти-
фикация механорецепторных каналов долго
оставалась нерешенной проблемой, но прорыв
был сделан в результате генетического анализа
групп населения, где распространены семейные
мутации, вызывающие глухоту. В результате, бы-
ли клонированы белок TMHS, (четырежды про-
низывающий мембрану стереоцилий волосковых
клеток) и трансмембранные каналоподобные
белки TMC1 и TMC2 [13, 14]. Были приведены
убедительные данные, что TMC1 образует пору
слуховых каналов, собираясь в комплекс с не-
сколькими другими белками на кончиках сте-
реоцилий [15]. Также было предсказано, что не-
большой белок TMIE, ассоциированный с TMC,
является частью поры [16]. Белки TMC1 и TMC2
гомологичны белкам семейства TMEM16/OSCA,
которые формируют хлорные каналы, в то время
как некоторые представители этого семейства
также работают как скрамблазы, т.е. переносят
фосфолипиды между монослоями мембраны [17].
Подобно ТМС, в функциональном состоянии эти

белки представляют собой димеры субъединиц с
десятью трансмембранными спиралями каждая
(рис. 1а). Интересно, что в активном состоянии
слуховой канал пропускает краситель FM1-43
(611 Да) в кончик стереоцилума, что может яв-
ляться проявлением рудиментарной функции
транспорта липидов. Недавнее исследование с
помощью крио-ЭМ позволило визуализировать
комплекс TMC1 C. elegans и идентифицировать
два тесно связанных ним белка: TMIE, белок с од-
ной трансмембранной спиралью, и связывающий
Ca2+ и интегрин белок CALM-1, присоединенный
к цитоплазматической стороне комплекса [18].
Считается, что ионы проходят в TMC1 по щели
между спиралями 6, 7 и 8. Эта щель покрыта TMIE,
но в нее частично проникают липиды. Концевые
связывающие нити являются важными внекле-
точными элементами; они соединяют соседние
стереоцилии и передают механические усилия на
канал. Нити образованы димерами протокадге-
рина 15 и кадгерина 23, соединенными между со-
бой кальциевыми мостиками [19]. Смещение
пучка создает напряжение в концевых связываю-
щих нитях, что приводит к открытию каналов.
Встраивание протокадгерина 15 в мембрану, по-
видимому, опосредуется трансмембранным белком
LHFPL5 [20]. Подробнее о функции механоре-
цепторного слухового канала будет сказано ниже.

Феноменологические исследования МЧ-каналов
в несенсорных клетках. Первоначальное обнару-
жение катионных каналов, активируемых давле-
нием, было сделано в куриных миобластах груп-
пой Сакса [21], после чего активность МЧ-кана-
лов была обнаружена в бактериях [22], дрожжах [23],
амфибиях [24] и высших растениях [25]. Последу-
ющие попытки применить фармакологию для
характеристики механоактивируемых токов по-

Рис. 1. Структуры представителей трех семейств механочувствительных каналов. а – механочувствительный канал
OSCA1.2 (идентификатор PDB 6MGW), представляющий семейство TMEM16/OSCA/TMC; б – кислоточувствитель-
ный ASIC-канал (PDB ID 6AVE), член семейства DEG/MEC/ENaC; в – механочувствительный канал TRAAK (PDB ID
4WFE), представляющий семейство двухпоровых калиевых (K2P) каналов.

а б в
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казали, что ионы гадолиния (Gd3+), амилорид,
аминогликозидные антибиотики, рутениевый крас-
ный и пептид из яда паука Граммостола GsMTx4
блокируют различные типы МЧ-каналов [26, 27].
Не оправдались надежды найти универсальный
блокирующий агент, который, подобно тетродо-
токсину, прочно связывающемуся с нейронными
натриевыми каналами, мог бы послужить биохи-
мической меткой для выделения загадочных
МЧ-каналов. Молекулярная природа механо-
чувствительных каналов в разных типа клеток
долго осталась неизвестной.

Семейство DEG/ENaC/MEC. Первые молеку-
лы – кандидаты на роль МЧ-каналов были выяв-
лены в результате циклов мутагенеза и генетиче-
ского скрининга нематод C. elegans [28]. Критерием
отбора была неспособность мутантов реагировать
на легкое прикосновение волоском к боковой ча-
сти тела, где проходят механосенсорные нейроны.
Комплементарное скрещивание выявило 18 ге-
нов mec (механосенсорные аномалии), необходи-
мых для осязания, опосредованного шестью спе-
циализированными механосенсорными нейро-
нами червя. Двенадцать генов mec кодируют
компоненты, ответственные именно за механо-
перобразование, в том числе тубулины (mec-7,
mec-12), элементы внеклеточного матрикса (mec-5,
mec-9), параоксоназоподобные (mec-6), связы-
вающие холестерин стоматиноподобные белки
(mec-2), и mec-4 и mec-10, что по структуре напо-
минают каналы из семейства DEG/ENaC [29].
Белковые субъединицы mec-4 и mec-10 дважды
пронизывают мембрану с цитоплазматическими
N- и C-концами и большим внеклеточным доме-
ном, который обеспечивает сборку субъединиц в
тримеры (рис. 1б). Электрофизиологические из-
мерения на миниатюрных нейронах червей были
сложными, но они показали, что из этих двух ге-
нов mec-4 строго необходим для сенсорной функ-
ции [30]. Предполагается, что у C. elegans и Dro-
sophila механопреобразующие каналы связаны со
структурами микротрубочек внутри клетки и с
кутикулой снаружи, по-видимому, для фокуси-
ровки напряжений собранных с целого “рецеп-
торного поля”. Другие члены семейства, чувстви-
тельные к кислоте ионные каналы (ASIC-1) (рис. 1б)
и, в частности, DEG-1, необходимы для механо-
рецепции в других механочувствительных нейро-
нах у C. elegans [31]. В Drosophila рецепторы щети-
нок и мультидендритные сенсорные нейроны
используют ENaC-подобные каналы Pickpocket
(Ppk) [32].

Бактериальные каналы. Разработка метода
получения гигантских бактериальных сферопла-
стов [33] сделало возможным прямое исследование
бактерий с помощью электрофизиологического

метода пэтч-кламп. Приложение отрицательно-
го (всасывающего) давления к микропипетке,
которое растягивает закрепленную на кончике
мембрану, позволило обнаружить присутствие
МЧ-каналов в бактериях [22]. Исследования ци-
топлазматической мембраны E. coli и реконстру-
ированных протеолипосом этим методом [34, 35]
выявили три основных фенотипических класса
МЧ-каналов, различающихся по проводимости
и активирующему давлению: большие (MscL,
3 нСм), малые (MscS, 1 нСм) и мини (MscM, 100–
300 пСм). Механочувствительный канал большой
проводимости MscL был идентифицирован и
клонирован путем биохимического фракциони-
рования мембранных белков E. coli, реконструи-
рования в липидных мембранах и определения
методом пэтч-кламп [36]. Механочувствитель-
ный канал малой проводимости MscS был клони-
рован по гомологии с белком KefA, обеспечиваю-
щим выход калия из E. coli [37]. Позже было обна-
ружено, что сам KefA является K-зависимым
МЧ-каналом; а затем переименован в MscK [38].
Последующий анализ генома E. coli выявил еще
четыре паралога MscS: YnaI, YbdG, YbiO и YjeP.
Активность мини-каналов была приписана про-
дуктам экспрессии генов ynaI, yjeP и ybdG [39].
Вместе эти бактериальные каналы составляют
адаптивную систему, которая регулирует тургор-
ное давление в клетке, высвобождая небольшие
метаболиты из цитоплазмы. MscS и MscL, два
структурно неродственных канала из разных се-
мейств, являются основными клапанами, спаса-
ющими бактерии от лизиса, и, таким образом,
только делеция обоих генов приводит к “хрупкому”
фенотипу E. coli, сильно восприимчивому к осмо-
тическому стрессу [37].

MscL и MscS были очищены, функционально
реконструированы в липидных мембранах, и бы-
ло показано, что они открываются непосред-
ственно натяжением липидного бислоя [8, 40].
Структуры гомологов MscL из M. tuberculosis и
MscS из E. coli были получены кристаллографиче-
ски [41]. В то время как семейство каналов MscL
распространено в первую очередь в прокариотах
(бактерии и археи), многие гомологи MscS были
обнаружены у эукариот в клетках с клеточными
стенками, включая делящиеся дрожжи, водорос-
ли, жгутиконосцы и высшие растения [42]. Кана-
лы, схожие с MscS, присутствуют не только в
плазматических мембранах грибов, протистов и
растений, но и во внутренних мембранах и мем-
бранах органелл, где они стабилизируют пласти-
ды, митохондрии и сократительные вакуоли [43].
Структуры и механизмы функционирования
MscL и MscS будут описаны ниже.
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Механочувствительные каналы растений. Пер-
вые исследования протопластов растений с по-
мощью методики пэтч-кламп позволили зареги-
стрировать различные ионные токи, переносимые
Cl–, K+ и Ca2+, возникающие при приложении
давления [25, 44]. Каналы в клетках листового
эпидермиса, проводящие Ca2+ и Mg2+, блокиро-
вались ионами Gd3+ в микромолярных концен-
трациях, что приводило к прекращению реакций
на гравитацию в корнях растений [45]. Геномные
данные показывают, что высшие растения Arabi-
dopsis thaliana обладают десятью гомологами бак-
териального MscS (MSL1-10) [43]. Из них MSL9 и
MSL10 расположены в плазматической мембране
клеток корней, тогда как MSL8 специфически
экспрессируется в пыльце, где он способствует
нормальному прорастанию и росту пыльцевых
трубок [43]. Каналы MSL2 и MSL3 специфически
локализованы в пластидах, и делеция обоих этих
генов приводит к морфологическим изменениям
и набуханию пластид, которые, как предполага-
ется, постоянно испытывают гиперосмотический
стресс вследствие накопления сахаров. MSC1, го-
молог MscS у одноклеточной водоросли Chlam-
ydomonas reinhadtii [46], сходным образом регули-
рует форму и деление хлоропластов, подтверждая
роль каналов из семейства MscS в поддержании
эндосимбиотических органелл. Недавно в плото-
ядном растении венериной мухоловке был иден-
тифицирован МЧ-канал Flychatcher (FLYC1) –
близкий гомолог MscS. Каналы локализуются в
специфических истонченных участках сенсорных
волосков, вблизи их оснований. Волоски реаги-
руют на шевелящуюся добычу и запускают по-
тенциал действия, приводящий к закрытию ло-
вушки [47].

Калиевые каналы, характеризуемые наличием
двух порообразующих сегментов (K2P) были так-
же обнаружены в растениях. A. thaliana обладает
пятью двухпоровыми K+ каналами (TPK1-5), из
которых механочувствительный канал TPK1 был
локализован в устьичных клетках, реагирующих
на осмотический стресс [48]. В геномах высших
растений обнаружен единственный ген Piezo
(PZO1). Кроме того, были идентифицированы
два MCA канала, (MCA1 и MCA2) проводящие
Са2+. MCA каналы пока не обнаружены в других
организмах и характерны для высших растений.
Генетически было показано, что каналы Piezo и
MCA помогают корням реагировать на твердость
почвы и способствуют более глубокому проник-
новению [43]. Семейство новых механочувстви-
тельных каналов OSCA (рис. 1а) также характер-
но для растений. Эти каналы участвуют в обеспе-
чении притока Са2+ при гиперосмотическом
стрессе [49]. Интересно, что в геномах A. thaliana

и других наземных растений полностью отсут-
ствуют TRP-подобные каналы. Однако, в отли-
чие от наземных растений, зеленая одноклеточ-
ная водоросль Chlamydomonas reinhardtii обладает
несколькими TRP-каналами; один из них, МЧ
канал TRP11, расположен в основании жгутиков
и обеспечивает обратное вращение жгутиков при
столкновении клетки с твердым объектом [46].

Калиевые каналы с двумя порообразующими до-
менами (K2P, TPK). Первые завершенные геном-
ные базы данных для эукариотических организ-
мов привели к открытию нового класса калиевых
каналов, в аминокислотной последовательности
которых присутствуют два поробразующих сег-
мента (K2P). Эти сегменты не формируют отдель-
ных ионных пор, они встречаются в димерном
комплексе канала и формируют единую пору.
K2P встречаются повсеместно и играют роль ка-
налов утечки, регулирующих потенциал покоя во
многих возбудимых и невозбудимых клетках.
Среди них каналы TREK 1, TREK 2 и TRAAK ак-
тивируются растяжением мембраны и в ответ на
ступеньку натяжения отвечают кратковремен-
ным током с быстрой адаптацией [50]. Мультимо-
дальный TREK1 уникален тем, что он реагирует
на множество различных типов стимулов, вклю-
чая pH, температуру, полиненасыщенные жир-
ные кислоты, фосфоинозитидные липиды и об-
щие анестетики [51].

Реконструкция TRAAK человека и TREK-1
рыб Danio rerio [52] показала, что открытие этих
каналов управляется непосредственно натяжением
липидного бислоя. Полученные кристаллические
структуры TRAAK (рис. 1в) показали необычную
связь внутренней части пор с алифатическим яд-
ром мембраны через открытые “боковые отвер-
стия” в стенке канала. Предполагается, что липи-
ды, попадающие во внутреннюю полость через
эти отверстия, действуют как механически акти-
вируемые “ворота”, они уходят в бислой при на-
тяжении и закрывают пору в отсутствие натяже-
ния [53].

K2P-каналы высокоселективно проводят K+

и, следовательно, являются гиперполяризующи-
ми и ингибирующими. Являясь частью популя-
ции каналов “утечки”, K2P выполняет регуляцию
возбудимости путем настройки потенциала покоя,
установку порогов возбуждения и предоставляют
защиту, подавляя гипервозбудимость в случаях
ишемии и сотрясения мозга [51]. Неудивительно,
что ингибирующие каналы TREK являются фар-
макологическими мишенями для нескольких об-
щих анестетиков и антидепрессантов.

TRP-каналы. Исключительноe разнообразное
каналов из семейства TRP (transient receptor po-
tential), изначально идентифицированного в пло-
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довой мушке Drosophila, выполняет множество
функций, таких как прямое восприятие темпе-
ратуры, ноцицепция и боль, вкус и обоняние.
TRP-каналы также участвуют в регуляции внут-
риклеточного Са2+, определении редокс-статуса
клетки, осмо- и механочувствительности [54].
Дрожжевой вакуолярный канал TRPY1, признан-
ный предковым преставителем всего семейства
TRP (рис. 2а), открывается непосредственно на-
тяжением мембраны и вдобавок регулируется
фосфоинозитидными липидами и Са2+ [55, 56].
Осмочувствительный канал TRPV4, активируе-
мый набуханием клеток, также активируется в
участках с приложенным натяжением [57]. Мно-
гие TRPV-каналы активируются набором различ-
ных стимулов, что делает их “интеграторами” ме-
ханических стимулов с температурой, осмолярно-
стью и присутствием таких внешних компонентов,
как анионные липиды, полиненасыщенные жир-
ные кислоты или Ca2+.

TRPN1 (NompC), первоначально идентифи-
цированный в Drosophila, участвует в восприятии
движения и вибраций щетинок. В его крио-ЭМ
структуре выявлен протяженный N-концевой
цитоплазматический домен, состоящий из анки-
риновых повторов [58] (рис. 2б). Эти анкирино-

вые повторы в TRPN1 напрямую связаны со
специальными микротрубочками в механочув-
ствительных органах мушки [59]. Изначально пред-
полагалось, что тянущая сила, приложенная к
концу цитоплазматического домена, активирует
канал, однако, согласно данным молекулярно-
динамического моделирования, не тянущая сила,
а сила, толкающая анкириновый пучок в мембран-
ный домен, приводит к активации канала [60].
Было показано, что TRP-4, гомолог TRPN1 у не-
матоды C. elegans, является преобразующим ка-
налом, генерирующим быстрые электрические
ответы в реснитчатых механосенсорных нейро-
нах [31].

В млекопитающих каналы TRPP1, проницае-
мые по Ca2+ (также известные как PC2, Pkd2 или
polycystin 2), собираются с другим мембранным
белком Pkd1 с образованием канала, чувствитель-
ного к потоку жидкости вдоль мембраны; канал
располагается у основания первичной реснички
на апикальной стороне почечного эпителия [61].
Канал отвечает на отклонение ресничек и таким
образом вызывает приток Са2+ в клетку. Интерес-
но что Pkd2 также играет роль на ранних стадиях
развития позвоночных, устанавливая лево-пра-
вую симметрию тела [62].

Рис. 2. Структуры представителей семейства механочувствительных каналов TRP. Дрожжевой канал TRPY1 (а), кото-
рый считается родоначальным представителем семейства каналов TRP (PDB ID 6WHG), и механочувствительный ка-
нал NompC дрозофилы (б) (PDB ID 5VKQ), открывающийся посредством ассоциации с микротрубочками через удли-
ненные цитоплазматические анкириновые домены.
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Анионные каналы, регулируемые объемом клетки.
Бестрофин-1 (BEST1) был идентифицирован у
людей как локус мутации, связанный с вителли-
формной макулярной дистрофией Беста. Функ-
ционально BEST1 оказался хлорным (Cl–) кана-
лом, активируемым как повышенным внутрикле-
точным Ca2+, так и осмотическим набуханием
клетки [63]. Структурные данные показали, что
BEST1 является пентамером субъединиц, каждая
из которых имеет 4 трансмембранных и 5 цито-
плазматических спиралей. Последние образуют
полый цитоплазматический вестибюль (рис. 3а).
Гомологи BEST1 обнаружены во многих организ-
мах и, предположительно, являются сенсорами,
опосредующими изменение объема клетки в от-
вет на изменение концентрации внутриклеточно-
го Ca2+.

Примером другого семейства анионных кана-
лов, регулируемых объемом клетки (VRAC), яв-
ляются белки LRRC8 (LRRC8A-E). У человека
функциональные VRAC представляют собой ге-
терогенное семейство комплексов, образованных
совместной сборкой пяти гомологичных субъ-
единиц (LRRC8B-E) с главной субъединицей
LRRC8A (SWELL1) [64]. Эти каналы опосредуют
регуляторное уменьшение объема за счет выхода
неорганических анионов и небольших органиче-
ских осмолитов из клеток в случае гипоосмотиче-
ского набухания. Структура SWELL1 была опре-
делена с помощью крио-ЭМ [65]. При ее анализе
было обнаружено, что гексамерная сборка на са-
мом деле представляет собой тример димеров.
Трансмембранный домен SWELL1 образован ше-

стью субъединицами с четырьмя трансмембран-
ными спиралями, С-концевая часть каждой субъ-
единицы несет 16 повторов, обогащенных лейци-
ном (LRR), которые складываются в полую
структуру (вестибюль) в цитоплазме (рис. 3б).
SWELL1 активируется при снижении ионной си-
лы в цитоплазме. Набухание клетки, с очевидно-
стью, сопровождается снижением концентрации
всех внутриклеточных компонентов и макромо-
лекул. Для сравнения с BEST1 и LRRC8A на
рис. 3в показан бактериальный MscS с его цито-
плазматическим доменом. Все три белка имеют
сходство в том, что все они имеют полые цито-
плазматические вестибюли, структурно связан-
ные с воротами. Представляется возможным, что
снижение общей концентрации веществ и, как
следствие, исключенного объема, занимаемого
макромолекулами (crowding pressure), в цитоплаз-
ме является решающим активирующим факто-
ром, тогда как увеличение концентрации должно
вызывать дезактивацию вследствие дегидратации
и увеличения давления.

Пьезоканалы. Семейство Piezo было открыто в
2010 г. группой Патапутьяна (Patapoutian) [66]
с помощью технологии SiRNA нокдауна в соче-
тании с электрофизиологией. Они обнаружили
прямую корреляцию между наличием быстро
адаптируемых механоактивируемых токов в клет-
ках нейробластомы с продуктом гена Fam 38A
(теперь называемого Piezo1). Было обнаружено,
что белок экспрессируется в мочевом пузыре,
толстой кишке, почках, легких и коже. Гомологи
Piezo1 обнаружены у большинства эукариот,

Рис. 3. Каналы, активируемые осмотическим набуханием клетки, характеризуются полыми цитоплазматическими ве-
стибюлями с относительно узкими порталами, непроницаемыми для крупных цитоплазматических компонентов. Все
три структуры показаны в виде вертикальных сечений моделей с заполненным пространством, чтобы проиллюстри-
ровать внутренние объемы цитоплазматических доменов. а – Бестрофин-1 (PDB ID 6N24); б – SWELL1 (PDB ID 6DJB);
в – бактериальный MscS (PDB ID 6PWP). Желтые области обозначают гидрофобные ворота, горизонтальные линии
очерчивают положение липидной мембраны.
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включая простейших, растения и всех многокле-
точных животных, но не найдены в дрожжах. В то
время как большинство геномов содержат один
гомолог Piezo1, у позвоночных есть второй, Piezo 2,
который активно экспрессирован в нейронах
сенсорного ганглия задних корешков спинного
мозга (DRG). Piezo 1 и 2 представляют собой не-
селективные и проницаемые для кальция катион-
ные каналы с проводимостью 20–45 пСм, кото-
рые генерируют устойчивые затухающие токи в
ответ на надавливание на поверхность клетки за-
кругленным стеклянным зондом. Такие же по ха-
рактеру токи популяция каналов генерирует в от-
вет на ступенчатое давление, приложенное к
участку мембраны на отверстии стеклянной пи-
петки (patch-clamp). В патч-кламп эксперимен-
тах показано, что натяжение мембраны, является
основным физическим фактором, вызывающим
открытие каналов. Для Piezo 1 средняя точка от-
крывающего натяжения оценивалась между 2 и
6 мН/м [67, 68]. В дополнение к натяжению, Piezo 1
активируется сдвиговым напряжением, создавае-
мым потоком жидкости, параллельным поверх-
ности клетки [69].

Гигантские белки Piezo1 и Piezo2 очень похо-
жи, оба имеют длину ~2500 аминокислот, в зави-
симости от варианта сплайсинга. Структуры
Piezo1 и Piezo2 были получены несколькими
группами [65, 70, 71], которые обнаружили сход-
ную тримерную архитектуру, напоминающую
пропеллер. Предполагается, что каждый мономер
имеет 38 трансмембранных спиралей, организо-
ванных в виде повторов по четыре спирали. Цен-
тральная пора образована С-концевыми обла-
стями каждой субъединицы, которая покрыта

внеклеточным “колпачком” с одной стороны и
внутриклеточной “пробкой” с ее центральными
и латеральными сегментами – с другой. Более
крупные N-концевые части каждого мономера
образуют встроенные в мембрану “руки”, поэто-
му тример напоминает изогнутый 3-лопастной
пропеллер (рис. 4). Было высказано предположе-
ние, что погруженный в мембрану тримерный
комплекс придает мембране локальную кривиз-
ну, которая образует мембранный купол высотой
~10 нм относительно плоской части и имеет диа-
метр ~24 нм в плоскости мембраны. Предполага-
ется, что натяжение мембраны уплощает купол и
вызывает латеральное расширение изогнутого
мембранно-белкового комплекса на площадь до
120 нм2 [70]. Если это латеральное расширение
напрямую связано с открытием, этот механизм
обеспечил бы исключительную чувствительность
канала к натяжению (см. следующий раздел).

Несмотря на сильное сходство, Piezo1 и 2 экс-
прессируются в разных типах клеток. Piezo1 экс-
прессируются преимущественно в несенсорных
тканях, тогда как Piezo2 функционируют в сен-
сорных нейронах и их окончаниях, в тактильных
рецепторах (клетки Меркеля). Piezo 1 и 2 экс-
прессируются одновременно только в некоторых
нейронах DRG, суставных хондроцитах [72] и в
барорецепторных окончаниях дуги аорты и каро-
тидных телец [73], где требуется скоординирован-
ное действие двух каналов. Тканеспецифические
нокауты Piezo1 и 2 вызывают серьезные сенсор-
ные аномалии, а также дефекты развития. Мута-
ции в Piezo связаны по крайней мере с 18 наслед-
ственными болезнями, затрагивающими разви-
тие, включая артрогрипоз, стоматоцитоз и

Рис. 4. Структура канала Piezo1, (идентификатор PDB 6B3R), вид сбоку (а) и сверху (б). Тримерный канал (окрашена
каждая субъединица) образует структуру в форме пропеллера с изогнутыми лопастями. Согласно сегодняшним пред-
ставлениям, молекула придает кривизну мембране, формируя куполообразную структуру. Натяжение уплощает изо-
гнутый белково-мембранный комплекс и временно открывает пору.
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лимфатическую дисплазию. По этой причине ка-
налы стали важными объектами фармакологии.
Каналы неспецифически блокируются ионами
Gd3+ и рутениевым красным, тогда как пептид из
яда паука Grammostola GsMTx4 действует как мо-
дулятор открытия, сдвигая направо кривые акти-
вации по шкале натяжения [74]. Индуцированные
потоком токи Piezo1 не подвержены влиянию
GsMTx4, но эффективно блокируются амфипати-
ческими пептидами Aβ, высвобождение которых
связано с травмой головного мозга [69]. Фармако-
логические скрининги идентифицировали два
специфических активатора Piezo1 Yoda1 и Jedi 1,2,
тогда как Dooku1 действует как специфический
блокатор. Сайты связывания этих веществ в

структуре канала были недавно идентифицирова-
ны методами крио-ЭМ [75].

СПОСОБЫ ПЕРЕДАЧИ ВНЕШНИХ СИЛ 
НА ВОРОТА КАНАЛА

Есть три основных механизма того, как сила
может достичь канала, встроенного в мембрану, и
как она может вызвать открытие (рис. 5). Сила
может исходить от фибриллярных элементов, та-
ких как цитоскелет или внеклеточный матрикс.
Работа внешней силы в этом случае равна смеще-
нию ворот, приводящему к открытию, умножен-
ному на линейную силу (f × ∆l). Этот вклад “рабо-
ты внешних сил” должен смещать энергетиче-

Рис. 5. Пять основных способов, которыми механический стимул может достичь канал, вызывая его открывание.
а – открывание линейной силой, приложенной к воротам канала за счет движения микротрубочки через воротную
пружину; пространственный параметр Δl – линейное перемещение ворот канала в направлении действия силы,
We – работа, производимая внешней силой (f). б – Открывание встроенного в мембрану канала двумерным натяже-
нием (γ). Работа в этом случае равна произведению натяжения и изменения площади комплекса открывающихся
каналов в плоскости мембраны (ΔA). в – Открывание канала Piezo, генерирующего кривизну. Изогнутые “лопасти”
канала изгибают сегмент окружающей мембраны, формируя куполообразную структуру. Считается, что натяжение
уплощает купол, открывающий центральные ворота. Латеральное расширение всей белок-мембранной конструк-
ции из-за уплощения оказывается больше, чем можно было бы ожидать при простом растяжении канала, что обес-
печивает более высокую чувствительность к натяжению. г – Закрытое состояние канала, стабилизированное осмо-
тическим стрессом или высокой цитоплазматической концентрацией макромолекул. В этом случае открытие кана-
ла обусловлено увеличением гидратации и “разведением” цитоплазмы. Полая сенсорная область канала имеет
отверстия, которые позволяют проходить растворителю и небольшим молекулам, но непроницаемы для больших
молекул. Домен изменяет свой объем при открывании, обеспечивая чувствительность к осмотическому (или свя-
занному с исключенным объемом макромолекул) давлению (Р) в цитоплазме, которое пропорционально Р и ΔV.
д ‒ Модель “парусного” открывания канала за счет сдвиговых напряжений, создаваемых потоком жидкости, парал-
лельным поверхности мембраны.
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ский ландшафт системы в сторону открытого
состояния. Такой режим “линейной силы” под-
разумевает направление конформационного пе-
реход вдоль вектора силы (1D), которая может
либо толкать, либо тянуть (рис. 5а).

Внешняя сила также может передаваться через
окружающий липидный бислой, подвергающий-
ся двумерному натяжению (рис. 5б). Энергетиче-
ский вклад “силы от липида” в этом двумерном
случае представляет собой натяжение, умножен-
ное на латеральное изменение площади при от-
крытии канала (γ × ΔA). Структурный анализ пье-
зоканалов, изгибающих мембрану, позволил
предложить дополнительный принцип открытия
каналов натяжением, заключающийся в уплоще-
нии сферического сегмента мембраны, в котором
находится канал (открытие, вызываемое кривиз-
ной, рис. 5в) [70, 76]. Во многих отношениях этот
механизм подобен описанному выше двумерному
расширению, но уплощение сегмента мембраны
увеличивает эффективное изменение площади
комплекса в плоскости (ΔA), тем самым повышая
чувствительность перехода. Изогнутые лопасти
пьезоканала, по-видимому, действуют как рыча-
ги, передающие усилие от уплощающейся кон-
струкции к центральным воротам.

Примеры трех активируемых объемом каналов
с полыми цитоплазматическими доменами (рис. 3)
предполагают, что такая конструкция может сде-
лать их чувствительными к объемному давлению
в цитоплазме. Внутренняя часть каждого домена
связана с цитоплазмой относительно узкими пор-
талами, проницаемыми для воды, ионов и, воз-
можно, небольших осмолитов. Энтропийные силы,
генерируемые в цитоплазме, могут быть результа-
том повышенной или пониженной концентрации
более крупных (не проницаемых для порталов)
цитоплазматических компонентов, действую-
щих снаружи на полый внутриклеточный домен.
В случае обезвоживания цитоплазмы осмотиче-
ские силы в сочетании с уплотнением цитоплазмы
будут увеличивать давление (crowding pressure),
действующее на полый домен, тесно связанный с
воротами (осмочувствительный воротный меха-
низм, рис. 5г). Разбавление цитоплазмы снимет
это давление. В этих случаях энергетическим
фактором, нарушающим равновесие между со-
стояниями, является произведение давления и
изменения объема (P × ΔV), связанного с трех-
мерным переходом.

Сдвиговое напряжение, создаваемое потоком
жидкости, является еще одним механическим
фактором, который может воздействовать на за-
якоренный в мембране белковый комплекс. Лю-
бой канальный белок с выступающими внекле-
точными доменами, прикрепленный к мембране

через трансмембранные домены, будет испыты-
вать воздействие вязкой сдвиговой силы (“парус-
ная модель”, рис. 5д). Этот эффект может быть
усилен элементами, связанными с внеклеточны-
ми доменами. Активация потоками жидкости
была продемонстрирована для эпителиальных
натриевых каналов (ENaCs) [77] и для пьезокана-
лов [69].

Изменение равновесия между функциональ-
ными состояниями является результатом подат-
ливости молекулы в направлении действия
внешней силы. Этот основной механохимиче-
ский принцип применим независимо от размер-
ности системы [78, 79]. Диаграмма двух состоя-
ний (рис. 6а), иллюстрирующая энергию системы
в зависимости от пространственного параметра
(координаты реакции), показывает, что молеку-
ла-сенсор может быть в закрытом или открытом
состоянии. Энергии этих двух состояний отлича-
ются на величину G0, которая определяет вероят-
ности состояний Pc и Po согласно уравнению
Больцмана (ур. 1).

(1)

В отсутствие внешнего стимула (We) разница в
собственной энергии G0 удерживает большую
часть молекул в закрытом состоянии, в то время
как вероятность открытого состояния низка. При-
ложенная внешняя сила или натяжение делает
расширенную открытую конформацию более
предпочтительной.

Энергетический профиль с двумя ямами (рис. 6а)
схематически представляет энергию как функ-
цию двумерного расширения молекулы (коорди-
ната реакции), вызываемого внешним натяжени-
ем, записанным в виде линейного энергетического
вклада γ × ΔA. Натяжение компенсирует разницу
энергий состояний и сдвигает распределение в
сторону открытого состояния. Натяжение также
уменьшает высоту активационного барьера, тем
самым увеличивая скорость открытия. Преобра-
зование уравнения (1) с учетом наличия только
двух состояний (Po = 1 – Pc) приводит к уравне-
нию (2), которое дает S-образную кривую доза–
реакция, показанную на рис. 6б. Наклон зависи-
мости вероятности открытого состояния (Po)
от силы определяется исключительно простран-
ственным параметром перехода (ΔA). Чем больше
пространственный параметр, тем круче кривая
активации. Средняя точка кривой доза-реакция
достигается при натяжении, которое точно ком-
пенсирует разницу энергий открытого и закрыто-
го состояний (G0 – γΔA = 0). Фактическая форма
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кривой доза–реакция определяется как G0, так и
пространственным параметром перехода (ур. 2):

(2)

Параметр kT представляет собой тепловую
энергию окружающей среды. Он определяет по-
рог, выше которого изменение энергии приводит
к заметным эффектам. Для изменения отношения
вероятностей в e раз (2.72 раза) требуется измене-
ние разницы энергий состояний на 1 kT = 4.1 ×
× 10–21 Дж (k – постоянная Больцмана, T – абсо-
лютная температура). Это равно работе, произво-
димой силой 1 пН (пиконьютон) на расстоянии
4.1 нм; аналогично работа в 1 kT в двумерных и
трехмерных системах эквивалента 4.1 мН/м × 1 нм2

или 4.1 атм × 10 нм3 соответственно.

ВРЕМЕННАЯ АКТИВАЦИЯ: АДАПТАЦИЯ, 
ДЕСЕНСИТИЗАЦИЯ И ИНАКТИВАЦИЯ

Подобно нейронным потенциалозависимым
каналам, которые формируют спайки, проходя
циклы активации и инактивации [80], большин-
ство МЧ-каналов генерирует переходные токи в
ответ на ступенчатую механическую стимуляцию.
Проходящий характер активации каналов может
быть связан с различными механизмами. Самый
простой из них предполагает вязкоупругую ре-
лаксацию напряжений в среде, при которой им-
пульс, достигающий канала, затухает со временем
из-за пассивной (вязкой) перестройки системы
элементов, переносящих напряжение [81]. Это
объясняет временную активацию МЧ-каналов в

−=
+ 0( )

1 .
1 e

o G W kTP
e

ооцитах Xenopus, где отсоединение подмембран-
ного цитоскелета от участка мембраны устраняет
адаптацию и продлевает течение тока до оконча-
ния действия стимула [24].

В то время как адаптация выражается в сдвиге
кривой активации вправо при длительном воз-
действии стимула, инактивация обычно припи-
сывается внутреннему процессу, который делает
канал одновременно непроводящим и нечувстви-
тельным к стимулу. Это может быть следствием
отсоединения активационных ворот от стимула с
последующим закрытием ворот (что некоторые
авторы называют “десенсибилизацией”, мы бы
предпочли “десенситизацией”). Альтернативно,
возврат в непроводящее состояние может быть
вызван закрытием специальных ворот инактива-
ции. По-видимому, это относится к Piezo1, где
предполагалось, что активация расширяет узкий
участок поры, образованный боковыми цепями
M2493 внутренних спиралей [70], тогда как инак-
тивация приписывается гидрофобному схлопы-
ванию поры на четыре витка спирали выше ос-
новных ворот [82].

Вырывание участка мембраны из цитоплазмы
(excised patch) или применение агентов, деполи-
меризующих цитоскелет, не влияют на десенси-
билизацию TREK-1, происходящую приблизи-
тельно через 100 мс. Таким образом, по-видимому,
десенсибилизация является внутренним свой-
ством канального комплекса [50]. В согласии с
этим наблюдением, очищенные и реконструиро-
ванные в липосомы каналы TREK-1 и TRAAK
также демонстрируют адаптивные токи [52]. Ни-
же будет обсуждаться механизм отсоединения во-

Рис. 6. а – Двухъямная энергетическая диаграмма, представляющая энергию канала, управляемого натяжением, с ла-
теральным расширением (ΔA), выбранным в качестве координаты реакции. Разница энергий открытого и закрытого
состояний в отсутствие натяжения составляет G0. Натяжение дает линейный вклад –γΔA, который изменяет энергети-
ческий профиль и снижает энергию открытого состояния. Подчиняясь распределению Больцмана, популяция каналов
в открытом состоянии будет увеличиваться. б – Кривая доза–реакция для активируемого натяжением канала, постро-
енная с использованием ур. 2 с экспериментально определенными для MscL параметрами G0 = 50 kT, ΔA = 20 нм2.
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рот, вызывающего инактивацию бактериального
канала MscS под натяжением.

Кинетика токов при адаптации слухового ка-
нала в волосковых клетках позвоночных имеет
более чем один инактивационный компонент.
Показано, что быстрая (~1 мс) фаза адаптации за-
висит как от мембранного потенциала, так и от
притока Са2+ на апикальной стороне волосковой
клетки. Более медленные компоненты адаптации
волоскового пучка соответствуют критическому
этапу сброса кривой активации в соответствии с
новым положением покоя кончика стереоцили-
арного пучка. Их связывают с регулировкой натя-
жения в концевой связывающей нити за счет про-
скальзывания и последующего движения миозина,
подтягивающего верхний конец нити и восстанав-
ливающего натяжение [83].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ПАРАМЕТРЫ 
ОТКРЫВАНИЯ МЧ КАНАЛОВ

Механорецепторный слуховой канал. Первона-
чальное описание открывания МЧ ионных кана-
лов, которое рассматривает упругую пружину,
тянущую подвижные ворота канала, было полу-
чено при измерении кинетики токов рецепторов
волосковых клеток, вызванных смещением сте-
реоцилиарного пучка [78] и одновременными из-
менениями его механической податливости [84].
На рис. 7а представлена конфигурация пучка сте-
реоцилий в покое и при отклонении силой, при-
ложенной к кончику. На рис. 7б показано, каким
образом канал на кончике стереоцилии может
чувствовать натяжение. Упругий элемент нахо-
дится внутри клетки и связан непосредственно с
каналом; альтернативно (или дополнительно) на-
тяжение может передаваться через липидную
мембрану. Когда пучок движется вправо, все сте-
реоцилии поворачиваются вокруг точек, на кото-
рых они закреплены (шарниров), что создает на-
пряжение в концевых связках. Отношение сдвига
между соседними стереоцилиями к горизонталь-
ному смещению кончика пучка (γ) составляет
примерно 0.1–0.2. На рис. 7в представлена эк-
вивалентная механическая схема одной взаимо-
связанной пары, состоящей из модельных эле-
ментов, включающая затворную пружину (kg),
прикрепленную к воротам канала, вероятность
открытого состояния (Ро) которого зависит от на-
тяжения и присутствия Са2+. Параметр d описы-
вает “размах” ворот при открытии канала, а Δxg
представляет собой индуцированную кальцием
релаксацию гипотетического высвобождающего
элемента (“спуск”), предложенного в качестве
дополнительного фактора увеличения податли-
вости при открытии. Мотор, присутствующий в

системе, поддерживает натяжение в состоянии по-
коя в концевой связке. Параллельные упругие (ks) и
вязкие (Ξs) элементы представляют поворотную
жесткость стереоцилии и гидродинамическое со-
противление пучка. Панели г–е (рис. 7) иллюстри-
руют данные, полученные Cheung [85] с использо-
ванием оптического пинцета для одновременного
приложения силы и измерения движения пучка.
Ток рецептора (панель г) увеличивается при от-
клонении, достигая средней точки около 50 нм.
Соотношение сила–смещение (панель д) явля-
ется линейным на левом конце графика, где все
каналы закрыты, и на правом конце, где они от-
крыты, что указывает на примерно одинаковую
жесткость пучка и концевой связующей нити.
Однако в середине кривой, где канал открывает-
ся (панель д), имеется уплощение, а жесткость в
этой области (панель е) имеет провал. Это указы-
вает на удлинение и ослабление воротной пружи-
ны, связанное с открытием, подразумевающее
поворот ворот канала в направлении действия
силы. В волосковых клетках земноводных (ля-
гушки-быка) эффективная жесткость запорной
пружины kg составляла порядка 700 мкН/м, что
описывает все упругие элементы, расположен-
ные последовательно с преобразующим кана-
лом. Чтобы достичь средней точки кривой акти-
вации (Ро = 0.5), пружину ворот необходимо рас-
тянуть примерно на 7 нм под усилием примерно
5 пН. Открытие канала связано с эффективным
перемещением ворот на ~4 нм [85].

Если ворота канала действительно напрямую
прикреплены к актиновым филаментам через
эластичный белок пружины ворот (рис. 7б), то
“перемещение” ворот можно понимать букваль-
но. Однако пружина ворот не является концевой
связкой. Молекулярно-динамическое моделиро-
вание кристаллических структур протокадгерина 15
и кадгерина 23, образующих концевую связку,
показало, что эти филаментозные белки слишком
жесткие, чтобы играть роль воротной пружины [19].
Другие компоненты, присутствующие в стереоци-
лиях, могут иметь необходимую жесткость и
удлинение. В альтернативном варианте каналы
могут не прикрепляться впрямую к концевой
связке, но могут располагаться в мембране рядом
с точкой прикрепления концевой связки и могут
испытывать натяжение, передаваемое через ли-
пиды, когда усилие, приложенное к концевой
связке, вызывает “натягивание” мембраны напо-
добие шатра (tenting) [86, 87].

Бактериальные МЧ-каналы как модели откры-
тия каналов натяжением мембраны. Механочув-
ствительные каналы малой и большой проводи-
мости, MscS и MscL, находятся в цитоплазмати-
ческой мембране большинства бактерий. Они
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спасают бактерии в случае внезапного осмотиче-
ского шока [37], действуя как управляемые натя-
жением спусковые клапаны для осмотически-ак-
тивных компонентов цитоплазмы (метаболитов).
Регулируя скорость высвобождения в соответ-
ствии со скоростью осмотического набухания [88],
система снижает осмотический градиент и огра-
ничивает натяжение мембраны ниже литическо-
го предела. Как определено измерениями свето-
рассеяния в остановленном потоке [6], при силь-
ном гипотоническом шоке бактерии могут

высвобождать до 15% своего неводного внутрен-
него содержимого в течение 20 мс (рис. 8а). Низ-
копороговый канал MscS (проводимость 1 нСм)
становится активным при натяжении 6–7 мН/м, а
высокопороговый MscL (3 нСм) активируется
при более высоком натяжении 11–14 мН/м. Эти
каналы являются двумя основными составляю-
щими системы высвобождения, и присутствие
двух популяций легко наблюдается в пэтч-кламп
экспериментах с мембранами гигантских сферо-
пластов E. coli дикого типа (рис. 8б). В отличие от

Рис. 7. Открывание сенсорного канала внутреннего уха. а – Расположение стереоцилиарного пучка на апикальной
стороне волосковой клетки. Пучок соединен между собой кадгериновыми нитями, называемыми концевыми связка-
ми (tip kinks). Отклонение кончика пучка вызывает напряжение концевых связок. б – Гипотетическая схема, в кото-
рой передающий канал, находящийся на кончике нижней стереоцилии, напрямую соединен с концевой связкой (со-
стоящей из протокадгерина 15 и кадгерина 23), а эластический элемент прикреплен к актину ниже канала. Натяжение
в концевой связке и эластичном элементе поддерживается миозиновыми моторами. в – Эквивалентная механическая
схема, изображающая последовательное соединение канала с его воротами (Po); воротная пружина (kg), учитывающая
механическую растяжимость концевой связки и всех связанных элементов внутри стереоцилии; и гипотетический
элемент высвобождения, или “спуск”, который обеспечивает Са2+-зависимое удлинение системы последовательно
связанной с каналом и мотором. Два параллельных элемента ks и Ξs учитывают поворотные жесткость и вязкое сопро-
тивление соответственно. г – Кривая отклонения рецепторного тока для волосковой клетки лягушки-быка. д – Соотно-
шение сила–прогиб, демонстрирующее линейные режимы на обоих концах и переходный режим в середине. е – Кривая
жесткость–прогиб с минимумом, соответствующим точке наибольшего нарастания тока, вызванного открытием пере-
дающего канала. Панели в–е адаптированы из Cheung and Corey (2006) [85].
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MscL, который открывается при почти литиче-
ском натяжении, MscS открывается значительно
ниже литического предела и демонстрирует ха-
рактерное адаптивное поведение [89]. Решенные
структуры MscL [90] и MscS [41, 91, 92] дали ин-
формацию для компьютерного моделирования,
симуляций и предсказания основных функцио-
нальных состояний для этих каналов на основе
экспериментально измеренных параметров кон-
формационных переходов [93–98].

Канал большой проводимости MscL. Канал MscL
первоначально был обнаружен в E. coli [36], и
большинство параметров было определено экс-
периментально для этого вида [93, 97, 99]. Однако
кристаллическая структура была получена для его
гомолога из Mycobacterium tuberculosis (TbMscL) [90],
который на 29% идентичен EcMscL. Недавно
опубликованное моделирование кристаллической
структуры TbMscL (2OAR) в липидном окруже-
нии иллюстрирует его механизм открытия, на-
поминающий открытие ирисовой диафрагмы.
На рис. 9а (слева) показана структура канала и
этапы открывания, полученные с использовани-
ем молекулярной динамики локально-распреде-
ленного натяжения (LDT-MD) [98]. Канал пред-
ставляет собой комплекс из пяти 125-аминокис-
лотных цепей, каждая из которых имеет две
трансмембранные спирали (TM1,TM2); взаимное
положение TM1 и TM2 указывает на обмен спи-

ралей между соседними субъединицами. В этой
конфигурации периплазматические петли физи-
чески соединяют все субъединицы, что делает ка-
нал чрезвычайно стабильным. И N-, и С-концы
находятся в цитоплазме; С-концевые спирали об-
разуют пучок с пятикратной симметрией. Пять
внутренних спиралей TM1 образуют плотное
сужение (гидрофобные ворота), выстланное али-
фатическими боковыми цепями I14 и V21. Во всех
опубликованных моделях вода вытесняется из
всей области сужения, поэтому внутри ворота
имеют обезвоженный объем или, как иногда го-
ворят, «заперты паром». Натяжение мембраны,
передаваемое в основном через приграничные
участки липидного бислоя, вызывает постепен-
ный наклон спаренных TM1-TM2 спиралей с од-
новременным расширением поры. Проходя через
низкопроводящее промежуточное расширенное
состояние, канал переходит в полностью открытое
состояние, характеризующееся наклоном спирали
~30° и латеральным расширением белкового ком-
плекса на ~20 нм2. В слегка уплощенной открытой
конформации имеется полностью сольватирован-
ная пора радиусом 1.5 нм с расчетной проводимо-
стью 2.5 нСм (в 200 мМ KCl). С-концевой спираль-
ный пучок со своими линкерами образует фильтр,
контролирующий цитоплазматический вход в по-
ру. Моделирование процесса открытия методом
LDT-MD в сочетании с методом метадинамики

Рис. 8. Макроскопические реализации действия бактериальной системы высвобождения осмолитов, управляемой на-
тяжением. а – Кинетика рассеяния света, зарегистрированная в экспериментах с остановленным потоком на суспен-
зии клеток E. coli, подвергаемых осмотическому шоку от 1200 мОсм до различных конечных осмолярностей (показаны
справа от кривых). Интенсивность рассеяния отражает соотношение показателей преломления внутри и вне клетки,
которое падает в результате высвобождения осмолита (адаптировано из Cetiner et al., 2017 [6]). б – Записи тока, полу-
ченные с участка мембраны, вырезанного из гигантского бактериального сферопласта (штамм Frag1). Стимул пред-
ставляет собой линейно растущее отрицательное давление (рампу), прикладываемое к пипетке, которая растягивает
участок мембраны. Две волны тока принадлежат двум популяциям каналов: низкопороговому MscS, за которым сле-
дует активация высокопорогового канала MscL.
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позволило Rajeshwar и коллегам [98] рассчитать
профиль свободной энергии канала при различ-
ных натяжениях, приложенных к белку (рис. 9б).

Экспериментальные параметры открывания
E. coli MscL, такие как натяжение в средней точке
активации, определяли путем реконструирова-
ния в гигантских однослойных липосомах и визу-
ализации кривизны участка мембраны в ходе сти-
муляции [99]. В настоящее время общепризнано,
что натяжение полуактивации (γ1/2) для MscL со-
ставляет около 12 мН/м [8, 99, 100]. С этим пара-
метром кривые активации были аппроксимиро-

ваны с использованием уравнения Больцамана
(ур. 1), и было выяснено, что разность энергий
открытого и закрытого состояний в отсутствие
натяжения (G0) составляет ~ 50 kT (125 кДж/моль), а
увеличение латеральной площади при переходе
(ΔA) составляет около 20 нм2 [93]. Таким образом,
изменение площади канала 17 нм2, рассчитанное
для TbMscL, хорошо соответствует изменению
площади, экспериментально определенному для
гомологичного EcMscL. Подобный ирису харак-
тер смещений спиралей был подтвержден много-
численными экспериментами, в которых исполь-

Рис. 9. Механизм открывания MscL. а – Открывание TbMscL, смоделированное с использованием метода LDT-MD.
Узкая конформация слева представляет собой кристаллическую структуру (PDB ID 1MSL). Структура была уравно-
вешена в бислое PE/PG и растягивалась под действием радиальных сил, приложенных к граничным липидам. Про-
ходя через расширенное промежуточное состояние, канал переходит в открытое состояние, характеризующееся боль-
шим наклоном спиральных пар TM2-TM2 (правая панель). б – Энергетические профили, рассчитанные при различных
натяжениях вдоль координаты расширения. в – Примеры записей токов одиночных каналов для дикого типа и мутанта
с усиленной функцией V23D MscL, их идеализация (красная запись). г – Энергетический профиль для EcMscL, рекон-
струированный по кинетическим данным (Анишкин и др., 2005 [103]). ΔAcb – расстояние от дна ямы зарытого состо-
яния до вершины барьера перехода, составляющее примерно 0.65 расстояния между дном ямы закрытого и дном ямы
открытого состояний, ΔAco.
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зовали сшивание доменов в открытом состоянии
дисульфидными мостиками [101], определение
липидной и водной доступности различных спи-
ральных доменов с помощью электронного пара-
магнитного резонанса [102], а также мономолеку-
лярную (single-molecule) флуоресценцию резо-
нансного переноса энергии [97]. Важно отметить,
что полностью десольватированные ворота в зна-
чительной степени определяют высокий барьер
перехода в MscL, что также делает переходы
практически мгновенными и сильно согласован-
ными (рис. 9в). Введение в ворота зарядовой му-
тации с усилением функции (V23D, соответствует
положению V21 ворот TbMscL) предрасполагает
канал к спонтанному открытию и разбивает син-
хронные переходы на множество субпроводящих
состояний [103].

Параметры латерального расширения площади
для открытия MscL, определяемые из экспери-
мента [93] и из моделирования [98], оказываются
близки. Дополнительный параметр, описываю-
щий положение барьера, разделяющего закрытое
и открытое состояния в EcMscL, был определен
путем анализа индивидуальных зависимостей
скоростей открытия (kon) и закрытия (koff) от натя-
жения [103, 104]. Наклоны этих зависимостей
определяют положение переходного барьера при
растяжении комплекса примерно до 0.65 от обще-
го изменения площади (рис. 9г) между закрытым
и открытым состояниями для MscL дикого типа.
Расположение барьера ближе к открытому состо-
янию делает энергетическую яму, соответствую-
щую закрытому состоянию, более широкой. По-
этому предполагается, что закрытая конформа-
ция будет “мягче”, чем открытая, и канал должен
пройти существенное “скрытое” расширение,
прежде чем он преодолеет переходный барьер и
откроется.

Этот переход, сопровождаемый сильным на-
клоном спиралей, согласуется с рассчитанным
профилем латерального давления липидного бис-
лоя [105]. Предполагается, что натяжение, пере-
даваемое через эти пограничные слои мембраны,
действует на концы трансмембранных спиралей,
вызывая их наклон. Асимметрично встроенные
лизолипиды, увеличивающие спонтанную кри-
визну, могут изгибать мембрану и действовать
как мощные активирующие агенты [106].

Канал MscS и его адаптивный функциональный
цикл. В экспериментах пэтч-кламп на гигантских
сферопластах E. coli MscS открывается при натя-
жении 5–7 мН/м с наклоном кривой Po(γ), соот-
ветствующим латеральному расширению белка (ΔA)
на 15–18 нм2 [89]. Приложение к участку мембра-
ны, содержащему популяцию из ~100 каналов,
ступенчатого натяжения вызывает пик тока с

последующим медленным затуханием, которое
представляют собой комбинацию трех процессов:
закрытие из-за адаптации стимула внутри участка
мембраны [107], внутренняя адаптация и полная
инактивация.

Это адаптивное поведение позволяет MscS по-
разному реагировать в зависимости от скорости
приложения натяжения. На рис. 10а показаны че-
тыре записи, зарегистрированные для популяции
MscS в участке мембраны, при стимуляции ли-
нейно растущим во времени давлением, прилага-
емым с разной скоростью [108]. Конечное давле-
ние во всех записях одинаково. Полная популя-
ция быстро реагирует на резкое увеличение
давления, но только малая часть каналов реагиру-
ет на медленное возрастание давления. Такое по-
ведение обусловлено наличием инактивирован-
ного состояния, которое не проводит ток и не
чувствительно к натяжению.

Как показывает анализ, инактивация и акти-
вация вызываются приложением натяжения, и
оба процесса начинаются из закрытого состояния
[109]. Эти два конформационных пути разделены
частично перекрывающимся диапазонами натя-
жений, каждый из которых управляет отдельным
процессом. MscS открывается без признаков
инактивации при натяжении выше 8–9 мН/м,
что заметно выше средней точки. Что касается за-
висимости инактивации от натяжения, то она до-
стигает максимума у подножия кривой актива-
ции, между порогом и средней точкой (рис. 10б).
После инактивации каналы остаются в непрово-
дящем состоянии, пока приложено натяжение,
но возвращаются в состояние покоя в течение 2 с
после снятия натяжения.

Процесс инактивации критически зависит от
натяжения мембраны, но его скорость резко воз-
растает в присутствии полимеров на цитоплазма-
тической стороне участка мембраны (crowders) [110].
Таким образом, MscS учитывает два независимых
механических стимула: латеральное натяжение
мембраны (2D) и объемное давление, связанное с
высокой плотностью непроницаемых веществ и
макромолекул в цитоплазме (3D). Чтобы объяс-
нить, как достигается этот синергизм, и проил-
люстрировать полный функциональный цикл
MscS, который включает как минимум три ос-
новных состояния, мы анализируем имеющиеся
структуры и пытаемся с помощью моделирова-
ния и вычислений восстановить одно состояние,
ранее не выявленное из анализа структур.

На рис. 10д показана структура MscS с его пе-
риплазматическим N-концевым доменом (6PWP),
полученная в нанодисках [91]. В этой непроводя-
щей конформации видны наклоненные перифе-
рические пары спиралей (TM1–TM2), образующие
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Рис. 10. Адаптивный функциональный цикл бактериального механочувствительного канала MscS. а – Реакции попу-
ляции MscS в участке мембраны, стимулированные линейными рампами давления, прилагаемыми с разной скоро-
стью (из Boer et al, 2011 [108]). б — Вероятности переходов открытия и инактивации в зависимости от давления в
учаcтке мембраны (из Akitake et al, 2005 [89]). Вероятность инактивации достигает максимума вблизи порога откры-
тия. в–д – Гипотетические переходы MscS в открытое и инактивированное состояния из компактного закрытого (по-
коящегося) состояния (в) с оценкой изменений латеральной площади. Переход в открытое состояние (г) сопровожда-
ется латеральным расширением ~18 нм2 и образованием водной поры диаметром 16 Å, окруженной выпрямленными
спиралями ТМ3. Модель открытого состояния воссоздана из структуры крио-ЭМ, полученной в липидах с короткими
цепями (PDB ID 6VYL). Инактивированное состояние представлено полной крио-ЭМ структурой MscS, полученной
в нанодисках (PDB ID 6PWP), оно характеризующейся периферийными (TM1-TM2) спиралями, отсоединенными от
образующих пору и ворота спиралей TM3. Инактивированное состояние стабилизируется умеренным натяжением (γ)
и давлением макромолекул (P) в цитоплазме. Переход в инактивированное состояние включает отсоединение пар
TM1–TM2 от TM3 и сопутствующее образование кристаллографического излома в точке G113, связанное с расшире-
нием канала на ~8 нм2.
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ребристую границу белка с липидом. Внутренние
TM3 спирали выстилают центральную пору с гид-
рофобными воротами на цитоплазматическом
конце, прямо над резким изломом. Горизонталь-
ные части спиралей TM3, параллельные плоско-
сти мембраны, продолжаются в длинные С-кон-
цевые домены от каждой субъединицы, которые
объединяются, образуя большой полый цито-
плазматический домен с семью боковыми порта-
лами (“клетка”). Существенное расстояние от пе-
риферических спиралей TM1–TM2 до образую-
щих ворота TM3 указывает на отсоединенное
состояние ворот от доменов, воспринимающих
натяжение. Это подразумевает, что структура 6PWP,
вероятно, напоминает инактивированную кон-
формацию, в которой прервана связь, передаю-
щая натяжение от липидного бислоя к воротам.
Переупаковка уширенных TM1–TM2 пар ближе
к TM3 позволила восстановить гипотетический
физический контакт между воротами и внешними
спиралями, обращенными к липиду [111]. Рекон-
струированный гидрофобный контакт TM2–TM3,
по-видимому, является “сцепляющим звеном” и
путем передачи силы от липидного бислоя к воро-
там. Эта “компактная” модель закрытого состоя-
ния показана на рис. 10в.

Для моделирования открытого состояния мы
рассмотрели кристаллическую структуру мутанта
A106V (2VV5), в которой канал оказывается в
полуоткрытом состоянии [112], и аналогичную
структуру (6VYL), полученную методом крио-ЭМ
в нанодисках, сформированных из липидов с ко-
роткими цепями [92]. Моделирование перехода
открытия с экспериментально определенным
расширением трансмембранного домена на 15–
18 нм2 дает пору диаметром 16 Å, которая хорошо
согласуется с проводимостью одиночного канала
1.1–1.2 нСм. При открывании выпрямляются
спирали TM3, имеющие две консервативные
шарнирные точки (глицины G113 и G121). ТМ3
спирали, таким образом, действуют как “склад-
ные распорки” [94]. Модель полностью открыто-
го состояния, полученная из крио-ЭМ структур,
представлена на рис. 10г.

Мутации, увеличивающие вероятность и ско-
рость инактивации, представляют собой гидро-
фильные замены в реконструированной зоне
контакта TM2–TM3. Они приводят к немедлен-
ной инактивации канала без открытия, что ука-
зывает на то, что контакт TM2-TM3 представляет
собой лабильную “скользящую связь”, передаю-
щую натяжение на ворота [95]. Из зависимостей
скорости инактивации и восстановления от натя-
жения [110] было определено, что отсоединение
ворот связано с латеральным расширением при-
мерно на 8 нм2, что согласуется с движением на-

ружу пар TM1–TM2, как в конформациях, за-
фиксированных в кристалле 2OAU и крио-ЭМ
структуре 6PWP.

MscS быстро инактивируется, когда на цито-
плазматической стороне присутствуют макромо-
лекулы или полимеры (5–10 об. %) [110]. Возника-
ющее макромолекулярное давление, по-видимому,
делает путь инактивации более предпочтитель-
ным. Моделирование методами МД закрытых и
инактивированных моделей показало, что поло-
жение полого цитоплазматического домена таково,
что цитоплазматическая часть белка более ком-
пактна в инактивированном состоянии по срав-
нению с закрытым состоянием [110]. Приложе-
ние радиально симметричного давления к обла-
сти полого домена при моделировании МД для
имитации эффекта повышения концентрации
макромолекул приводит к большему расшире-
нию пар TM1–TM2, что увеличивает площадь
проекции канала на мембране. Это аллостериче-
ское взаимодействие между цитоплазматическим
и трансмембранным доменами убедительно сви-
детельствует о том, что давление, связанное с вы-
сокой концентрацией макромолекул, будет по-
могать натяжению отделить периферические
спирали от центральной поры и способствовать
отсоединению ворот. Для объяснения биологиче-
ского смысла наблюдаемого влияния высокой
концентрации макромолекул на инактивацию
MscS, следует предположить, что в ходе повыше-
ния проницаемости в ответ на осмотический
стресс, канал получает обратную связь о состоя-
нии цитоплазмы. Увеличенный исключенный
объем макромолекул, воспринимаемый клетко-
образным доменом как макромолекулярное дав-
ление, отсоединяет ворота. Этот механизм обрат-
ной связи предотвращает обезвоживание клеток
при высвобождении избыточных цитоплазмати-
ческих осмолитов во время адаптации тургора к
гипотонической среде [110].

Такое сложное поведение MscS было отточено
эволюцией для минимизации потерь метаболи-
тов во время приспособления к широкому спек-
тру осмотических шоков. Другая предполагаемая
роль инактивации MscS, по-видимому, заключа-
ется в полной герметизации мембраны в конце
периода высокой осмотической проницаемости
тогда, когда клетка уже сбросила опасное давле-
ние и процесс выхода метаболитов необходимо
прекратить. Важно отметить, что как у MscS, так
и у MscL в непроводящем состоянии ворота пол-
ностью дегидратированы, что позволяет им оста-
ваться полностью герметичными в закрытом со-
стоянии во внутренней энергопреобразующей
бактериальной мембране, обычно находящейся
под напряжением до –180 мВ.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ встречаемости каналов в разных таксо-

нах организмов показывает интересные случаи
наследования молекулярной организации от ме-
нее развитых форм к более сложным, как показа-
но на примере MscS, перешедшего с малыми из-
менениями к грибам и растениями от бактерий.
Также имеются случаи четкого разграничения
между таксонами, примером чего является MscL,
который найден почти исключительно в прока-
риотическом мире (бактерии и археи). Некото-
рые типы каналов являются общими как для жи-
вотных, так и для растений; к ним относятся
Piezo, K2Ps, а также каналы из семейства
TMEM16/OSCA. ENaC и TRP не обнаружены у
высших растений. MCA каналы, специфичные для
растений, никогда не встречаются у животных.

Это преобладание специфических типов меха-
ночувствительных каналов в разных таксонах,
по-видимому, следует за древним разделением в
зависимости от того, как организмы справляются
с вездесущими осмотическими силами. Организ-
мы, окруженные жесткой клеточной стенкой, ис-
пользуют гидростатическое (тургорное) давление
для поддержания своей формы и объема. В этих
клетках осмотически активная цитоплазматиче-
ская мембрана постоянно оказывает нормальное
давление на клеточную стенку. Прокариоты, по-
крытые эластичным пептидогликановым слоем,
обрели MscS для регуляции внутреннего тургора
и гидратации цитоплазмы, а MscL – как аварий-
ный клапан для предотвращения чрезмерного
растяжения эластичного пептидогликанового слоя
и мембраны. Сочетание тургора и давления, свя-
занного с высокой концентрацией макромолекул,
действующих на MscS в направлении, нормаль-
ном к плоскости мембраны, является доминиру-
ющей силой, действующей на полый цитоплаз-
матический домен канала. Предположительно,
по этой причине MscS и его гомологи обнаруже-
ны только в организмах с клеточной стенкой
(бактерии, археи, водоросли, грибы и растения).
Растения, окруженные особенно жесткой клеточ-
ной стенкой, унаследовали и разнообразили
MscS, который теперь присутствует во всех рас-
тительных клетках и симбиотических органеллах,
подверженных тургорному давлению.

Противоположная тенденция отмечается у
животных, которые воспользовались сократи-
тельной способностью актомиозина и отказались
от внешней стенки. Чтобы выдерживать осмоти-
ческие силы, освободившиеся клетки развили
мощный внутренний цитоскелет, который сдер-
живает осмотическое набухание за счет много-
численных точек крепления цитоскелета к силь-
но складчатой мембране. Большой избыток пло-

щади мембраны в типичной животной клетке
обеспечивает свободу формы и регулировки объ-
ема. Предполагается, что в отсутствие сильных
возмущений глобальное натяжение в мембране
клеток животных близко к нулю, однако дефор-
мация клетки и прикрепление к субстрату могут
вызывать локальное натяжение мембраны [113].
Предполагается, что локальные всплески натяже-
ния будут скоротечными из-за способности мем-
браны течь. Каналы из семейств DEG/ENaC или
TRP, для которых взаимодействие с цитоскеле-
том показано или предполагается, являются стро-
го животными и не обнаружены у высших расте-
ний; однако в геномах растений присутствует
единственный гомолог Piezo. Piezo, широко рас-
пространенные у животных, эволюционировали
специально для функционирования в складчатой
плазматической мембране, имеющей каркас, и,
видимо, наиболее приспособлены для отслежи-
вания локальных изменений натяжения. Кана-
лы Piezo функционируют специфически в ис-
кривленных участках мембраны и регистрируют
незначительное напряжение, которое не сильно
растягивает, а скорее расправляет складчатую
мембрану.

По-видимому, в самой ранней конструкции
мембранных механопреобразователей использо-
вался простейший принцип “сила от липида” для
открывания, движимого непосредственно натя-
жением мембраны. TRP, K2P, Piezo унаследовали
этот древний механизм, и только высокоспециа-
лизированные каналы, такие как NompC, MECs
и слуховой канал, были помещены в определен-
ные места и стали реагировать на силу в одном
определенном направлении и, таким образом,
оказались связаны с филаментами цитоскелета
или внеклеточного матрикса. Относительно роли
липидного бислоя, мы должны помнить, что Gd3+

и GsMTx4, два типичных блокатора/модифика-
тора механочувствительных каналов, работают
путем взаимодействия с липидами. Gd3+ конден-
сирует анионные липиды вокруг канала, индуци-
руя положительное давление, удерживающее ка-
нал закрытым [114]. Пептид GsMTx4 неглубоко
встраивается в покоящуюся мембрану, но прони-
кает глубже в натянутую мембрану. Привнося в
мембрану свою молекулярную площадь, GsMTx4
компенсирует часть возмущающего натяжения и
действует как подвижный амфипатический мате-
риал, фиксирующий латеральное давление во
внешнем монослое мембраны, тем самым сдви-
гая кривые активации Piezo вправо [74].

Обычно методы генетического нокаута или
нокдауна редко демонстрируют функциональный
эффект по принципу “все или ничего”, относя-
щийся к одному интересующему белку. Экспери-
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менты часто выявляют несколько компонентов с
перекрывающимися диапазонами чувствитель-
ности и некоторой избыточностью. Это говорит о
том, что принципы эволюционируемости (evolv-
ability) [115] полностью применимы к эволюции
механосенсорных систем, которая выбрала не-
сколько консервативных конструкций МЧ-кана-
лов, диверсифицировала их и смешала в разных
контекстах, где комбинация работает лучше, чем
любой отдельный тип. Очевидное организацион-
ное сходство между липидными скрамблазами
(TMEM16) и механочувствительными каналами
(OSCA, TMC) подчеркивает исключительно оп-
портунистический ход эволюции. Комбинирова-
ние различных типов каналов с различными ти-
пами каркасов может дополнительно изменить
порог и наклон активации, а также адаптивную
способность.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.

Благодарности. Авторы благодарят Дэвида Кори
и Элизабет Хасвелл за критические комментарии.

Соответствие принципам этики. Настоящая
статья не содержит описания каких-либо иссле-
дований с участием людей или животных в каче-
стве объектов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Wolfenson H., Yang B., Sheetz M.P. 2019. Steps in

mechanotransduction pathways that control cell mor-
phology. Ann. Rev. Physiol. 81, 585–605.

2. Yasuda N., Miura S., Akazawa H., Tanaka T., Qin Y.,
Kiya Y., Imaizumi S., Fujino M., Ito K., Zou Y.,
Fukuhara S, Kunimoto S, Fukuzaki K, Sato T, Ge J,
Mochizuki N, Nakaya H, Saku K, Komuro I. 2008.
Conformational switch of angiotensin II type 1 recep-
tor underlying mechanical stress-induced activation.
EMBO Rep. 9 (2), 179–186. 
https://doi.org/10.1038/sj.embor.7401157

3. Foo Y.H., Gao Y., Zhang H., Kenney L.J. 2015. Cyto-
plasmic sensing by the inner membrane histidine ki-
nase EnvZ. Prog. Biophys. Mol. Biol. 118 (3), 119–129.

4. Abeytunge S., Gianoli F., Hudspeth A.J., Kozlov A.S.
2021. Rapid mechanical stimulation of inner-ear hair
cells by photonic pressure. Elife. 10, e65930.

5. Handler A., Ginty D.D. 2021. The mechanosensory
neurons of touch and their mechanisms of activation.
Nat. Rev. Neurosci. 22 (9), 521–537.

6. Cetiner U., Rowe I., Schams A., Mayhew C., Rubin D.,
Anishkin A., Sukharev S. 2017. Tension-activated
channels in the mechanism of osmotic fitness in Pseu-
domonas aeruginosa. J. Gen. Physiol. 149 (5), 595–609.

7. Corey D.P., Hudspeth A.J. 1979. Response latency of
vertebrate hair cells. Biophys. J. 26 (3), 499–506.

8. Moe P., Blount P. 2005. Assessment of potential stim-
uli for mechano-dependent gating of MscL: effects of
pressure, tension, and lipid headgroups. Biochemistry.
44 (36), 12239–12244.

9. Syeda R. 2021. Physiology and pathophysiology of
mechanically activated PIEZO channels. Ann. Rev.
Neurosci. 44, 383–402.

10. Corey D.P., Hudspeth A.J. 1979. Ionic basis of the re-
ceptor potential in a vertebrate hair cell. Nature. 281
(5733), 675–677.

11. Beurg M., Fettiplace R., Nam J.H., Ricci A.J. 2009.
Localization of inner hair cell mechanotransducer
channels using high-speed calcium imaging. Nature
Neurosci. 12 (5), 553–558.

12. Ricci A.J., Crawford A.C., Fettiplace R. 2003. Tono-
topic variation in the conductance of the hair cell
mechanotransducer channel. Neuron. 40 (5), 983–
990.

13. Longo-Guess C.M., Gagnon L.H., Cook S.A., Wu J.,
Zheng Q.Y., Johnson K.R. 2005. A missense mutation
in the previously undescribed gene Tmhs underlies
deafness in hurry-scurry (hscy) mice. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 102 (22), 7894–7899.

14. Kawashima Y., Geleoc G.S., Kurima K., Labay V.,
Lelli A., Asai Y., Makishima T., Wu D.K., Della San-
tina C.C., Holt J.R., Griffith A.J. 2011. Mechano-
transduction in mouse inner ear hair cells requires
transmembrane channel-like genes. J. Clin. Invest.
121 (12), 4796–4809.

15. Pan B., Akyuz N., Liu X.P., Asai Y., Nist-Lund C.,
Kurima K., Derfler B.H., Gyorgy B., Limapichat W.,
Walujkar S., Wimalasena L.N., Sotomayor M., Co-
rey D.P., Holt J.R. 2018. TMC1 forms the pore of
mechanosensory transduction channels in vertebrate
inner ear hair cells. Neuron. 99 (4), 736–753.e6. 
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2018.07.033

16. Cunningham C.L., Qiu X., Wu Z., Zhao B., Peng G.,
Kim Y.H., Lauer A., Muller U. 2020. TMIE defines
pore and cating properties of the mechanotransduc-
tion channel of mmammalian cochlear hair cells. Neu-
ron. 107 (1), 126–143. e128.

17. Gyobu S., Ishihara K., Suzuki J., Segawa K., Nagata S.
2017. Characterization of the scrambling domain of
the TMEM16 family. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
114 (24), 6274–6279.

18. Jeong H., Clark S., Goehring A., Dehghani-
Ghahnaviyeh S., Rasouli A., Tajkhorshid E., Gouaux E.
2022. Structure of C. elegans TMC-1 complex illumi-
nates auditory mechanosensory transduction. Preprint. 
https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-1623715/v1

19. Sotomayor M., Weihofen W.A., Gaudet R., Corey D.P.
2012. Structure of a force-conveying cadherin bond
essential for inner-ear mechanotransduction. Nature.
492 (7427), 128–132.

20. Ge J., Elferich J., Goehring A., Zhao H., Schuck P.,
Gouaux E. 2018. Structure of mouse protocadherin 15
of the stereocilia tip link in complex with LHFPL5.
Elife. 7.



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 1  2023

МЕХАНОЧУВСТВИТЕЛЬНЫЕ КАНАЛЫ 39

21. Guharay F., Sachs F. 1984. Stretch-activated single
ion channel currents in tissue-cultured embryonic
chick skeletal muscle. J. Physiol. 352, 685–701.

22. Martinac B., Buechner M., Delcour A.H., Adler J.,
Kung C. 1987. Pressure-sensitive ion channel in Esch-
erichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 84 (8), 2297–
2301.

23. Gustin M.C., Zhou X.L., Martinac B., Kung C. 1988.
A mechanosensitive ion channel in the yeast plasma
membrane. Science. 242 (4879), 762–765.

24. Zhang Y., Gao F., Popov V.L., Wen J.W., Hamill O.P.
2000. Mechanically gated channel activity in cytoskel-
eton-deficient plasma membrane blebs and vesicles
from Xenopus oocytes. J. Physiol. 523 Pt 1, 117–130.

25. Cosgrove D.J., Hedrich R. 1991. Stretch-activated
chloride, potassium, and calcium channels coexisting
in plasma membranes of guard cells of Vicia faba L.
Planta. 186 (1), 143–153.

26. Hamill O.P., McBride D.W., Jr. 1996. The pharma-
cology of mechanogated membrane ion channels.
Pharmacol. Rev. 48 (2), 231–252.

27. Bae C., Sachs F., Gottlieb P.A. 2011. The mechano-
sensitive ion channel Piezo1 is inhibited by the peptide
GsMTx4. Biochemistry. 50 (29), 6295–6300.

28. Chalfie M., Sulston J. 1981. Developmental genetics
of the mechanosensory neurons of Caenorhabditis el-
egans. Develop. Biol. 82 (2), 358–370.

29. Arnadottir J., Chalfie M. 2010. Eukaryotic mechano-
sensitive channels. Ann. Rev. Biophys. 39, 111–137.

30. Arnadottir J., O’Hagan R., Chen Y., Goodman M.B.,
Chalfie M. 2011. The DEG/ENaC protein MEC-10
regulates the transduction channel complex in Caenor-
habditis elegans touch receptor neurons. J. Neurosci.
31 (35), 12695–12704.

31. Geffeney S.L., Goodman M.B. 2012. How we feel:
Ion channel partnerships that detect mechanical in-
puts and give rise to touch and pain perception. Neu-
ron. 74 (4), 609–619.

32. Adams C.M., Anderson M.G., Motto D.G., Price M.P.,
Johnson W.A., Welsh M.J. 1998. Ripped pocket and
pickpocket, novel Drosophila DEG/ENaC subunits
expressed in early development and in mechanosenso-
ry neurons. J. Cell Biol. 140 (1), 143–152.

33. Ruthe H.J., Adler J. 1985. Fusion of bacterial sphero-
plasts by electric fields. Biochim. Biophys. Acta. 819 (1),
105–113.

34. Sukharev S.I., Martinac B., Arshavsky V.Y., Kung C.
1993. Two types of mechanosensitive channels in the
Escherichia coli cell envelope: Solubilization and func-
tional reconstitution. Biophys. J. 65 (1), 177–183.

35. Berrier C., Besnard M., Ajouz B., Coulombe A.,
Ghazi A. 1996. Multiple mechanosensitive ion chan-
nels from Escherichia coli, activated at different thresh-
olds of applied pressure. J. Membr. Biol. 151 (2), 175–
187.

36. Sukharev S.I., Blount P., Martinac B., Blattner F.R.,
Kung C. 1994. A large-conductance mechanosensitive

channel in E. coli encoded by mscL alone. Nature. 368
(6468), 265–268.

37. Levina N., Totemeyer S., Stokes N.R., Louis P.,
Jones M.A., Booth I.R. 1999. Protection of Esche-
richia coli cells against extreme turgor by activation of
MscS and MscL mechanosensitive channels: Identifi-
cation of genes required for MscS activity. EMBO J.
18 (7), 1730–1737.

38. Li Y., Moe P.C., Chandrasekaran S., Booth I.R.,
Blount P. 2002. Ionic regulation of MscK, a mechano-
sensitive channel from Escherichia coli. EMBO J.
21 (20), 5323–5330.

39. Edwards M.D., Black S., Rasmussen T., Rasmussen A.,
Stokes N.R., Stephen T.L., Miller S., Booth I.R. 2012.
Characterization of three novel mechanosensitive
channel activities in Escherichia coli. Channels. 6(4),
272–281.

40. Sukharev S. 2002. Purification of the small mechano-
sensitive channel of Escherichia coli (MscS): The sub-
unit structure, conduction, and gating characteristics
in liposomes. Biophys. J. 83 (1), 290–298.

41. Steinbacher S., Bass R., Strop P., Rees D.C. 2007.
Structures of the prokaryotic mechanosensitive chan-
nels MscL and MscS. Mechanosensitive Ion Channels,
Part A. 58, 1–24.

42. Balleza D., Gomez-Lagunas F. 2009. Conserved mo-
tifs in mechanosensitive channels MscL and MscS.
Eur. Biophys. J. 38 (7), 1013–1027.

43. Hamilton E.S., Schlegel A.M., Haswell E.S. 2015.
United in diversity: Mechanosensitive ion channels in
plants. Ann. Rev. Plant Biol. 66, 113–137.

44. Qi Z., Kishigami A., Nakagawa Y., Iida H., Sokabe M.
2004. A mechanosensitive anion channel in Arabidop-
sis thaliana mesophyll cells. Plant Cell Physiol. 45 (11),
1704–1708.

45. Ding J.P., Pickard B.G. 1993. Mechanosensory cal-
cium-selective cation channels in epidermal cells.
Plant J. 3 (1), 83–110. 
https://doi.org/10.1111/j.1365-313x.1993.tb00013.x

46. Fujiu K., Nakayama Y., Iida H., Sokabe M.,
Yoshimura K. 2011. Mechanoreception in motile f la-
gella of Chlamydomonas. Nature Cell Biol. 13 (5), 630–
632.

47. Procko C., Murthy S., Keenan W.T., Mousavi S.A.R.,
Dabi T., Coombs A., Procko E., Baird L., Patapou-
tian A., Chory J. 2021. Stretch-activated ion channels
identified in the touch-sensitive structures of carnivo-
rous Droseraceae plants. Elife. 10.

48. Maathuis F.J.M. 2011. Vacuolar two-pore K+ chan-
nels act as vacuolar osmosensors. New Phytol. 191 (1),
84–91.

49. Murthy S.E., Dubin A.E., Whitwam T., Jojoa-Cruz S.,
Cahalan S.M., Mousavi S.A.R., Ward A.B., Patapou-
tian A. 2018. OSCA/TMEM63 are an evolutionarily
conserved family of mechanically activated ion chan-
nels. Elife. 7.

50. Honore E., Patel A.J., Chemin J., Suchyna T., Sachs F.
2006. Desensitization of mechano-gated K2P chan-
nels. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 103 (18), 6859–6864.



40

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 1  2023

СУХАРЕВ, АНИШКИН

51. Honore E. 2007. The neuronal background K2P
channels: Focus on TREK1. Nat. Rev. Neurosci. 8 (4),
251–261.

52. Brohawn S.G., Su Z., MacKinnon R. 2014. Mecha-
nosensitivity is mediated directly by the lipid mem-
brane in TRAAK and TREK1 K+ channels. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 111 (9), 3614–3619.

53. Brohawn S.G., del Marmol J., MacKinnon R. 2012.
Crystal structure of the human K2P TRAAK, a lipid-
and mechano-sensitive K+ ion channel. Science.
335 (6067), 436–441.

54. Gees M., Owsianik G., Nilius B., Voets T. 2012. TRP
channels. Comprehensive Physiol. 2 (1), 563–608.

55. Zhou X.L., Batiza A.F., Loukin S.H., Palmer C.P.,
Kung C., Saimi Y. 2003. The transient receptor poten-
tial channel on the yeast vacuole is mechanosensitive.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100 (12), 7105–7110.

56. Ahmed T., Nisler C.R., Fluck E.C., 3rd, Walujkar S.,
Sotomayor M., Moiseenkova-Bell V.Y. 2022. Struc-
ture of the ancient TRPY1 channel from Saccharomy-
ces cerevisiae reveals mechanisms of modulation by
lipids and calcium. Structure. 30 (1), 139–155. e135.

57. Loukin S., Su Z., Zhou X., Kung C. 2010. Forward ge-
netic analysis reveals multiple gating mechanisms of
TRPV4. J. Biol. Chem. 285 (26), 19884–19890.

58. Jin P., Bulkley D., Guo Y., Zhang W., Guo Z.,
Huynh W., Wu S., Meltzer S., Cheng T., Jan L.Y.
Jan Y.N., Cheng Y. 2017. Electron cryo-microscopy
structure of the mechanotransduction channel NOMPC.
Nature. 547 (7661), 118–122. 
https://doi.org/10.1038/nature22981

59. Liang X., Madrid J., Gartner R., Verbavatz J.M.,
Schiklenk C., Wilsch-Brauninger M., Bogdanova A.,
Stenger F., Voigt A., Howard J. 2013. A NOMPC-de-
pendent membrane-microtubule connector is a candi-
date for the gating spring in f ly mechanoreceptors.
Curr. Biol. 23 (9), 755–763.

60. Wang Y., Guo Y., Li G., Liu C., Wang L., Zhang A.,
Yan Z., Song C. 2021. The push-to-open mechanism
of the tethered mechanosensitive ion channel
NompC. Elife. 10.

61. Nauli S.M., Alenghat F.J., Luo Y., Williams E., Vas-
silev P., Li X., Elia A.E., Lu W., Brown E.M.,
Quinn S.J., Ingber D.E., Zhou J. 2003. Polycystins 1
and 2 mediate mechanosensation in the primary cili-
um of kidney cells. Nature Genetics. 33 (2), 129–137. 
https://doi.org/10.1038/ng1076

62. Delmas P. 2004. The gating of polycystin signaling
complex. Biol. Res. 37 (4), 681–691.

63. Kunzelmann K. 2015. TMEM16, LRRC8A, bestro-
phin: chloride channels controlled by Ca2+ and cell
volume. Trends Biochem. Sci. 40 (9), 535–543.

64. Syeda R., Qiu Z., Dubin A.E., Murthy S.E., Flo-
rendo M.N., Mason D.E., Mathur J., Cahalan S.M.,
Peters E.C., Montal M., Patapoutian A. 2016. LRRC8
proteins form volume-regulated anion channels that
sense ionic strength. Cell. 164 (3), 499–511. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.12.031

65. Saotome K., Murthy S.E., Kefauver J.M., Whitwam T.,
Patapoutian A., Ward A.B. 2018. Structure of the me-
chanically activated ion channel Piezo1. Nature. 554
(7693), 481–486.

66. Coste B., Mathur J., Schmidt M., Earley T.J., Ranade S.,
Petrus M.J., Dubin A.E., Patapoutian A. 2010. Piezo1
and Piezo2 are essential components of distinct me-
chanically activated cation channels. Science. 330
(6000), 55–60.

67. Lewis A.H., Grandl J. 2015. Mechanical sensitivity of
Piezo1 ion channels can be tuned by cellular mem-
brane tension. Elife. 4.

68. Cox C.D., Bae C., Ziegler L., Hartley S., Nikolova-
Krstevski V., Rohde P.R., Ng C.A., Sachs F., Got-
tlieb P.A., Martinac B. 2016. Removal of the mecha-
noprotective influence of the cytoskeleton reveals
PIEZO1 is gated by bilayer tension. Nature Comm. 7,
10366.

69. Maneshi M.M., Ziegler L., Sachs F., Hua S.Z., Got-
tlieb P.A. 2018. Enantiomeric Abeta peptides inhibit
the f luid shear stress response of PIEZO1. Sci. Rep.
8 (1), 14267.

70. Guo Y.R., MacKinnon R. 2017. Structure-based
membrane dome mechanism for Piezo mechanosen-
sitivity. Elife. 6.

71. Wang L., Zhou H., Zhang M., Liu W., Deng T.,
Zhao Q., Li Y., Lei J., Li X., Xiao B. 2019. Structure
and mechanogating of the mammalian tactile channel
PIEZO2. Nature. 573 (7773), 225–229.

72. Lee W., Leddy H.A., Chen Y., Lee S.H., Zelenski N.A.,
McNulty A.L., Wu J., Beicker K.N., Coles J., Zaus-
cher S., Grandl J., Sachs F., Guilak F., Liedtke W.B.
2014. Synergy between Piezo1 and Piezo2 channels
confers high-strain mechanosensitivity to articular
cartilage. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 111 (47), E5114–
E5122. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1414298111

73. Zeng W.Z., Marshall K.L., Min S., Daou I., Chap-
leau M.W., Abboud F.M., Liberles S.D., Patapoutian A.
2018. PIEZOs mediate neuronal sensing of blood
pressure and the baroreceptor reflex. Science. 362
(6413), 464–467.

74. Gnanasambandam R., Ghatak C., Yasmann A.,
Nishizawa K., Sachs F., Ladokhin A.S., Sukharev S.I.,
Suchyna T.M. 2017. GsMTx4: Mechanism of inhibit-
ing mechanosensitive ion channels. Biophys. J. 112 (1),
31–45.

75. Xiao B. 2020. Levering mechanically activated piezo
channels for potential pharmacological intervention.
Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 60, 195–218.

76. Young M., Lewis A.H., Grandl J. 2022. Physics of
mechanotransduction by Piezo ion channels. J. Gen.
Physiol. 154 (7).

77. Carattino M.D., Sheng S., Kleyman T.R. 2004. Epi-
thelial Na+ channels are activated by laminar shear
stress. J. Biol. Chem. 279(6), 4120–4126.

78. Corey D.P., Hudspeth A.J. 1983. Kinetics of the re-
ceptor current in bullfrog saccular hair cells. J. Neuro-
sci. 3 (5), 962–976.



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 1  2023

МЕХАНОЧУВСТВИТЕЛЬНЫЕ КАНАЛЫ 41

79. Markin V.S., Sachs F. 2004. Thermodynamics of
mechanosensitivity. Phys. Biol. 1(1–2), 110–124.

80. Hille B. 2001. Ion channels of excitable membranes. 3rd
edn. Sunderland. Mass.: Sinauer, 2001.

81. Sachs F. 2010. Stretch-activated ion channels: What
are they? Physiol. 25(1), 50–56.

82. Zheng W., Gracheva E.O., Bagriantsev S.N. 2019.
A hydrophobic gate in the inner pore helix is the major
determinant of inactivation in mechanosensitive Piezo
channels. Elife. 8.

83. Vollrath M.A., Kwan K.Y., Corey D.P. 2007. The mi-
cromachinery of mechanotransduction in hair cells.
Ann. Rev. Neurosci. 30, 339–365.

84. Markin V.S., Hudspeth A.J. 1995. Gating-spring
models of mechanoelectrical transduction by hair cells
of the internal ear. Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struct.
24, 59–83.

85. Cheung E.L., Corey D.P. 2006. Ca2+ changes the
force sensitivity of the hair-cell transduction channel.
Biophys. J. 90 (1), 124–139.

86. Kachar B., Parakkal M., Kurc M., Zhao Y., Gilles-
pie P.G. 2000. High-resolution structure of hair-cell
tip links. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97 (24), 13336–
13341.

87. Powers R.J., Kulason S., Atilgan E., Brownell W.E.,
Sun S.X., Barr-Gillespie P.G., Spector A.A. 2014. The
local forces acting on the mechanotransduction chan-
nel in hair cell stereocilia. Biophys. J. 106(11), 2519–
2528.

88. Bialecka-Fornal M., Lee H.J., Deberg H.A., Gand-
hi C.S., Phillips R. 2012. Single-cell census of mech-
anosensitive channels in living bacteria. PLoS One.
7(3), e33077.

89. Akitake B., Anishkin A., Sukharev S. 2005. The
“dashpot” mechanism of stretch-dependent gating in
MscS. J. Gen. Physiol. 125 (2), 143–154.

90. Chang G., Spencer R.H., Lee A.T., Barclay M.T., Re-
es D.C. 1998. Structure of the MscL homolog from
Mycobacterium tuberculosis: A gated mechanosensitive
ion channel. Science. 282 (5397), 2220–2226.

91. Reddy B., Bavi N., Lu A., Park Y., Perozo E. 2019.
Molecular basis of force-from-lipids gating in the
mechanosensitive channel MscS. Elife. 8.

92. Zhang Y., Daday C., Gu R.X., Cox C.D., Martinac B.,
de Groot B.L., Walz T. 2021. Visualization of the
mechanosensitive ion channel MscS under membrane
tension. Nature. 590 (7846), 509–514.

93. Chiang C.S., Anishkin A., Sukharev S. 2004. Gating
of the large mechanosensitive channel in situ: estima-
tion of the spatial scale of the transition from channel
population responses. Biophys. J. 86 (5), 2846–2861.

94. Akitake B., Anishkin A., Liu N., Sukharev S. 2007.
Straightening and sequential buckling of the pore-lin-
ing helices define the gating cycle of MscS. Nat. Struct.
Mol. Biol. 14 (12), 1141–1149.

95. Belyy V., Anishkin A., Kamaraju K., Liu N., Sukharev S.
2010. The tension-transmitting 'clutch' in the mecha-

nosensitive channel MscS. Nat. Struct. Mol. Biol.
17 (4), 451–458.

96. Vasquez V., Sotomayor M., Cordero-Morales J.,
Schulten K., Perozo E. 2008. A structural mechanism
for MscS gating in lipid bilayers. Science. 321 (5893),
1210–1214.

97. Corry B., Hurst A.C., Pal P., Nomura T., Rigby P.,
Martinac B. 2010. An improved open-channel struc-
ture of MscL determined from FRET confocal mi-
croscopy and simulation. J. Gen. Physiol. 136 (4),
483–494.

98. Rajeshwar T.R., Anishkin A., Sukharev S., Vanegas J.M.
2021. Mechanical activation of MscL revealed by a lo-
cally distributed tension molecular dynamics ap-
proach. Biophys. J. 120 (2), 232–242.

99. Sukharev S.I., Sigurdson W.J., Kung C., Sachs F.
1999. Energetic and spatial parameters for gating of
the bacterial large conductance mechanosensitive
channel, MscL. J. Gen. Physiol. 113 (4), 525–540.

100. Nomura T., Cranfield C.G., Deplazes E., Owen D.M.,
Macmillan A., Battle A.R., Constantine M., Sokabe M.,
Martinac B. 2012. Differential effects of lipids and ly-
so-lipids on the mechanosensitivity of the mechano-
sensitive channels MscL and MscS. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 109 (22), 8770–8775.

101. Betanzos M., Chiang C.S., Guy H.R., Sukharev S.
2002. A large iris-like expansion of a mechanosensitive
channel protein induced by membrane tension. Nat.
Struct. Biol. 9 (9), 704–710.

102. Perozo E., Cortes D.M., Sompornpisut P., Kloda A.,
Martinac B. 2002. Open channel structure of MscL
and the gating mechanism of mechanosensitive chan-
nels. Nature. 418 (6901), 942–948.

103. Anishkin A., Chiang C.S., Sukharev S. 2005. Gain-of-
function mutations reveal expanded intermediate
states and a sequential action of two gates in MscL.
J. Gen. Physiol. 125 (2), 155–170.

104. Sukharev S.I., Sigurdson W.J., Kung C., Sachs F.
1999. Energetic and spatial parameters for gating of
the bacterial large conductance mechanosensitive
channel, MscL. J. Gen. Physiol. 113 (4), 525–540.

105. Gullingsrud J., Schulten K. 2004. Lipid bilayer pres-
sure profiles and mechanosensitive channel gating.
Biophys. J. 86 (6), 3496–3509.

106. Perozo E., Kloda A., Cortes D.M., Martinac B. 2002.
Physical principles underlying the transduction of bi-
layer deformation forces during mechanosensitive
channel gating. Nat. Struct. Biol. 9 (9), 696–703.

107. Belyy V., Kamaraju K., Akitake B., Anishkin A.,
Sukharev S. 2010. Adaptive behavior of bacterial
mechanosensitive channels is coupled to membrane
mechanics. J. Gen. Physiol. 135 (6), 641–652.

108. Boer M., Anishkin A., Sukharev S. 2011. Adaptive
MscS gating in the osmotic permeability response in
E. coli: The question of time. Biochemistry. 50 (19),
4087–4096.

109. Kamaraju K., Belyy V., Rowe I., Anishkin A.,
Sukharev S. 2011. The pathway and spatial scale for
MscS inactivation. J. Gen. Physiol. 138 (1), 49–57.



42

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 1  2023

СУХАРЕВ, АНИШКИН

110. Rowe I., Anishkin A., Kamaraju K., Yoshimura K.,
Sukharev S. 2014. The cytoplasmic cage domain of the
mechanosensitive channel MscS is a sensor of macro-
molecular crowding. J. Gen. Physiol. 143 (5), 543–
557.

111. Anishkin A., Akitake B., Sukharev S. 2008. Character-
ization of the resting MscS: Modeling and analysis of
the closed bacterial mechanosensitive channel of small
conductance. Biophys. J. 94 (4), 1252–1266.

112. Wang W., Black S.S., Edwards M.D., Miller S., Mor-
rison E.L., Bartlett W., Dong C., Naismith J.H.,
Booth I.R. 2008. The structure of an open form of an

E. coli mechanosensitive channel at 3.45 A resolution.
Science. 321 (5893), 1179–1183.

113. Shi Z., Graber Z.T., Baumgart T., Stone H.A., Co-
hen A.E. 2018. Cell membranes resist f low. Cell.
175 (7), 1769–1779 e1713.

114. Ermakov Y.A., Kamaraju K., Sengupta K., Sukharev S.
2010. Gadolinium ions block mechanosensitive chan-
nels by altering the packing and lateral pressure of an-
ionic lipids. Biophys. J. 98 (6), 1018–1027.

115. Kirschner M., Gerhart J. 1998. Evolvability. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 95 (15), 8420–8427.

Mechanosensitive Channels: History, Diversity, and Emerging Mechanisms
S. Sukharev1, 2, *, A. Anishkin1, **

1Department of Biology, University of Maryland, College Park, MD 20742 USA
2Institute of Physical Science and Technology, University of Maryland, College Park, MD 20742 USA

*e-mail: sukharev@umd.edu
**e-mail: anisan@umd.edu

Mechanical forces are inseparable from most cellular functions. Cell division, contraction and adhesion gen-
erate intrinsic forces in the cells, whereas perturbations in the environment such as osmotic shifts, mechan-
ical pressure, shear or sound represent the external forces that the cells gauge and respond to. Mechano-
sensitive (MS) ion channels, which are the fastest mechanotransducers, represent a polyphyletic group with
vastly diverse structural designs. In this review we briefly outline the history of the field by presenting major
findings in a nearly chronological order, describe structural features of different groups and attempt to illus-
trate some common physical principles of their gating mechanisms.

Keywords: mechanosensitive ion channels, force, membrane tension, pressure, cytoskeleton, ECM, gating,
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Многие агонисты регулируют клеточные функции, стимулируя поверхностные рецепторы сопря-
женные фосфоинозитидным каскадом с мобилизацией внутриклеточного Са2+. В невозбудимых
клетках генерация внутриклеточных Са2+ сигналов протекает преимущественно за счет выброса
Са2+ из Са2+-депо, локализованного в эндоплазматическом ретикулуме (ЭР). В этой системе IP3-ре-
цепторы, являющиеся внутриклеточным IP3-активируемыми Са2+-каналами, обеспечивают регу-
лируемый выброс депонированного Са2+ в ответ на стимуляцию клеток. Ряд факторов затрудняет
анализ специфической роли IP3-рецепторов в физиологии клетки и их регуляторных механизмов.
Во-первых, три гена кодируют IP3-рецепторы, и в клетках обычно экспрессированы два из них или
даже все гены. При этом разные изоформы IP3-рецепторов находятся под контролем различных ме-
ханизмов. Кроме того, изоформоспецифичные антагонисты IP3-рецепторов не идентифицированы
на данный момент. Клеточные линии, экспрессирующие IP3-рецепторы только одного типа, пред-
ставляют собой эффективную клеточную модель для исследования регуляторных механизмов, фар-
макологии и физиологической роли изоформ IP3-рецепторов. В данной работе мы использовали
CRISPR/Cas9 технологию для инактивации генов IP3-рецепторов в клетках HEK-293, экспрессиру-
ющих все три гена этих белков. Были получены моноклоны генетически модифицированых клеток
HEK-293 и идентифицированы те из них, которые содержали биаллельные инактивирующие мута-
ции в двух из трех генов IP3-рецепторов. В результате были получены моноклональные клеточные
линии с единственной функциональной изоформой IP3-рецептора, которые можно использовать
для исследования роли данного подтипа IP3-рецептора в агонист-индуцированной Са2+-сигнализа-
ции и анализа его регуляторных механизмов.

Ключевые слова: IP3-рецепторы, CRISPR/Cas9, клетки HEK-293, клеточные моноклоны
DOI: 10.31857/S0233475523010036, EDN: NSLVHI

ВВЕДЕНИЕ
Внутриклеточный Са2+ вовлечен в регуляцию

разнообразных клеточных функций, таких как экс-
прессия генов, подвижность, дифференцировка
и пролиферация, апоптоз, синаптическая передача,
мышечная сократимость [1]. В невозбудимых клет-
ках генерация внутриклеточных Са2+-сигналов
протекает за счет выброса Са2+ из Са2+-депо, ло-
кализованных преимущественно в эндоплазма-
тическом ретикулуме (ЭР) [2, 3]. Гомеостаз Са2+

в ЭР контролируется достаточно сложной си-
стемой транспортных и регуляторных белков, ко-
торая обеспечивает поддержание стационарного
уровня депонированного Са2+ в покое, контроли-
руемый выброс Са2+ в ответ на стимуляцию кле-

ток и эффективное пополнение Са2+-депо [4–6].
В этой системе IP3-рецептор, представляющий со-
бой Са2+-канал ЭР, обеспечивает регулируемый
выброс депонированного Са2+ при стимуляции
невозбудимых клеток [7, 8]. Ключевым в этом
процессе является стимул-рецептор-G-белок-за-
висимая активация фосфолипазы С, которая
катализирует продукцию вторичного медиатора
IP3 с последующей стимуляцией IP3-рецепторов.
У позвоночных субъединицы IP3-рецепторов ко-
дируют три гена: IP3R1, IP3R2 и IP3R3. В разных
клетках обычно функциональны 2–3 изоформы
IP3-рецепторов, активность каждой из которых
находится под контролем различных механизмов.
Это определяет индивидуальные особенности

УДК 577.21
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IP3-зависимых Са2+-сигналов и специфическую
роль IP3-рецепторов данного типа в физиологии
различных клеток [1, 7, 8].

В клеточных исследованиях все в большей ме-
ре используется инструментарий редактирования
генома для адресной модификации генов, коди-
рующих компоненты рецепторных систем, систем
трансдукции сигналов и регуляторных путей [9].
В настоящее время используют несколько систем
сайт-специфичного узнавания и разрезания ДНК:
цинковопальцевые нуклеазы (ZFN, Zinc-Finger Nu-
clease), TALE-ассоциированные нуклеазы (Tran-
scription Activator-like Effector Nucleases, TALEN)
и CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
Shortpalindromic Repeats/CRISPR-associated pro-
tein) [10]. Все эти системы осуществляют направ-
ленный двухцепочечный разрыв в целевом участке
ДНК. В настоящий момент наибольшее распро-
странение получила технология CRISPR/Cas9 в
силу универсальности и относительной простоты
реализации: в ней ключевым является конструи-
рование короткого (17–20 нуклеотидов) РНК-ги-
да (sg-РНК), который будет направлять нуклеазу
в место внесения разрыва в ДНК [11]. Нуклеаза
Cas9 в комплексе с sg-РНК распознает последо-
вательность PAM (Protospacer Adjacent Motif) и
вносит разрыв в целевой локус, комплементар-
ный sg-РНК, на расстоянии 3–4 нуклеотидов от
PAM. В целом, при наличии последовательности
PAM комплекс CRISPR/Cas9 можно направить
на любую выбранную исследователем последова-
тельность-мишень. После внесения двухцепочеч-
ных разрывов в ДНК клетка активирует эндоген-
ную систему репарации разными путями – за счет
гомологичной и негомологичной рекомбинации,
что приводит к возникновению целевых мутаций,
хотя нецелевые повреждения ДНК (off-target)
также возможны. Нецелевые мутации возникают
при посадке системы CRISPR/Cas9 на области
генома, частично комплементарные sg-РНК, при
наличии мотива PAM.

Клеточные линии, экспрессирующие IP3-ре-
цепторы только определенного типа, представляют
собой эффективную модель для исследования ре-
гуляторных механизмов, фармакологии и физио-
логической роли изоформ этих лиганд-управляе-
мых внутриклеточных Са2+-каналов. В данной
работе мы использовали систему CRISPR/Cas9 для
редактирования генома клеток HEK-293, которые
экспрессируют все три гена IP3-рецепторов [12].
В гены IP3-рецепторов вносились мутации, кото-
рые приводили к смещению открытой рамки счи-
тывания, что приводило к трансляции дефект-
ного рецепторного белка. Были выявлены моно-
клоны генетически модифицированных клеток
HEK-293, которые содержали биаллельные инак-
тивирующие мутации в двух из трех генов IP3-ре-

цепторов. В результате были получены стабильные
клеточные линии с единственной функциональ-
ной изоформой IP3-рецептора, т.е. либо IP3R1,
либо IP3R2, либо IP3R3.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

1. Редактирование генов IP3-рецепторов

1.1. Конструкция pGuide-it-tdTomato Vector/IP3R3 
для направленного редактирования гена IP3R3 

(эндонуклеазная система)

Поиск оптимального расположения протоспей-
сера и мотива PAM проводили на смысловой и
антисмысловой цепях ДНК гена IP3R3 на последо-
вательности мРНК IP3R3 (GenBank NM_002224.4).
При дизайне sg-РНК учитывались данные по влия-
нию протяженности и нуклеотидного состава
sg-РНК на эффективность и специфичность ре-
дактирования [13]. Для редактирования был выбран
участок с контекстом 5'-ATGTCCAGCTTTCTTCA-
CAT, расположенный в первом экзоне гена спра-
ва от инициирующего кодона. Для внесения ре-
дактирующего комплекса в клетки использован
вектор pGuide-it-tdTomato Vector, содержащий
ген cas9 и позволяющий экспрессировать требуе-
мую sg-РНК под контролем промотора U6. Для
синтеза спейсерной последовательности были
получены два взаимно-комплементарных олиго-
нуклеотида 5'-ccggATGTCCAGCTTTCTTCACAT-3'
и 5'-aaacATGTGAAGAAAGCTGGACAT-3'. Все
олигонуклеотиды содержали на 5'-концах адап-
терные последовательности для клонирования в
вектор (подчеркнуты). Каждый олигонуклеотид
(50 пмоль/мкл) фосфорилировали по 5'- концам
при помощи Т4-полинуклеотидкиназы Anza™ T4
PNK kit (Invitrogen) в соответствии с рекоменда-
цией производителя. Реакцию отжига фосфори-
лированных олигонуклеотидов проводили в бу-
фере Annealing Buffer из набора Guide-it CRIS-
PR/Cas9 System (Takara) путем нагревания до
94°С и постепенного охлаждения в течение 40 мин.
Олигонуклеотидный дуплекс с концентрацией
100 фмоль/мкл клонировали в линеаризованную
плазмиду pGuide-it-tdTomato Vector по липким
концам адаптерных последовательностей с ис-
пользованием набора для быстрого лигирования
Guide-it CRISPR/Cas9 System (Takara). Компе-
тентные клетки Stellar Competent Cells (Takara)
трансформировали лигазной смесью, получен-
ные плазмиды (pGuide-it-tdTomato/IP3R3) тести-
ровали на наличие вставки при помощи набора
для ПЦР (ScreenMix-HS (UDG), Евроген) с прай-
мерами 5'-ccggATGTCCAGCTTTCTTCACAT-3' и
5'-AAAAGCACCGACTCGGTGCC-3' (коммерче-
ский праймер к плазмиде). Наличие вставки
спейсера и правильность полученной конструк-
ции подтверждали секвенированием (Евроген).
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1.2. Конструкция pGuide-it-tdTomato Vector/IP3R2 
для направленного редактирования гена IP3R2 

(эндонуклеазная система)
В последовательности мРНК гена IP3R2 (база

данных GenBank NM_002223.4) для редактирова-
ния был выбран потенциальный протоспейсер,
содержащий с 3'-конца мотив PAM – СGG. Для
конструирования вставки, кодирующей sg-РНК,
синтезированы взаимно-комплементарные олиго-
нуклеотиды 5'-ccggGGACATCGTGTCCCTGTACG-3'
и 5'- aaacCGTACAGGGACACGATGTCC-3', содер-
жащие на 5'-концах адаптерные последователь-
ности для клонирования в плазмидный вектор
(подчеркнуты). Фосфорилирование олигонук-
леотидов, формирование дуплекса и клонирова-
ние в вектор pGuide-it-tdTomato Vector прово-
дили аналогично тому, как описано для плазмиды
pGuide-it-tdTomato Vector/IP3R3. Полученной
лигазной смесью трансформировали компетент-
ные клетки Stellar Competent Cells (Takara), по-
лученные плазмиды тестировали на наличие
вставки при помощи набора для ПЦР с колоний
(ScreenMix-HS (UDG), Евроген) с праймерами
5'-ccggGGACATCGTGTCCCTGTACG-3' и
5'-AAAAGCACCGACTCGGTGCC-3'. Для под-
тверждения правильности полученной конструк-
ции (pGuide-it-tdTomato/IP3R2) плазмиды секве-
нировали (Евроген).

1.3. Конструкция AIO-GFP/IP3R1 
для направленного редактирования IP3R1 

(никазная система)
Редактирование гена IP3R1 осуществляли при

помощи вектора AIO-GFP, обеспечивающего экс-
прессию Cas9-D10A никазы, слитой с EGFP и
двух sg-РНК [14]. Вектор AIO-GFP был предо-
ставлен Steve Jackson (Addgene plasmid # 74119;
http://n2t.net/addgene:74119). Поиск мишени для
редактирования на смысловой и антисмысловой
нитях ДНК проводили по последовательностям
NM_001099952.4; NM_001168272.2; NM_001378452.1;
NM_002222.7 (GenBank), соответствующим всем
четырем вариантам транскриптов гена. Для ре-
дактирования были выбраны участки в составе
третьего экзона, идентичные для всех вариантов
транскриптов: 1) на расстоянии 68 пар нуклеоти-
дов (п.н.) справа от инициирующего кодона (пара
взаимно-комплементарных олигонуклеотидов:
5'-accgAAATGGATTTATTAGCACCT-3' и 5'-aaa-
cAGGTGCTAATAAATCCATTT-3', “смысловой дуп-
лекс”) и 2) на расстоянии 25 п.н. справа от иниции-
рующего кодона (пара взаимно-комплементарных
олигонуклеотидов 5'-accgAACAAATGTCTCCAATA
TGT-3' и 5'-aaacACATATTGGAGACATTTGTT-3'
“антисмысловой дуплекс”). Все синтезированные
олигонуклеотиды содержат адаптерные последо-
вательности для последующего клонирования в

вектор (подчеркнуты). Олигонуклеотиды были
фосфорилированы на 5'-концах, как описано вы-
ше, и проведена реакция отжига для формирова-
ния дуплексов перед клонированием в линеари-
зированную плазмиду AIO-GFP. В вектор после-
довательно встраивали сначала антисмысловой
дуплекс фосфорилированных олигонуклеотидов
по сайту BbsI (Thermo Scientific), затем смысло-
вой дуплекс по сайту BsaI (Eco31I) (Thermo Scien-
tific). При встраивании “антисмыслового” дуп-
лекса результат лигирования контролировали
при помощи ПЦР с колоний (ScreenMix-HS
(UDG), Евроген) с праймерами 5'-accgAACAAAT-
GTCTCCAATATGT-3' и 5'-CTTGATGTACTGC-
CAAGTGGGC-3' после трансформации векто-
ром клеток Stellar Competent Cells (Takara). При
лигировании “смыслового” дуплекса по сайту
BsaI плазмидную ДНК вектора со вставкой “ан-
тисмыслового” дуплекса обрабатывали рестрик-
тазой, дефосфорлировали при помощи щелочной
фосфатазы Fast-AP (Thermo Scientific) и проводи-
ли вторую реакцию лигирования. Колонии после
трансформации проверяли при помощи ПЦР с
колоний с праймерами 5'-accgAAATGGATTTATT-
AGCACCT-3' и 5'-CTTGATGTACTGCCAAGTG-
GGC-3'. Наличие вставок, соответствующих
последовательностям sg-РНК в векторе AIO-GFP/
IP3R1, подтверждали секвенированием (Евроген).

2. Получение моноклонов НЕК-293

Трансфекцию клеток НЕК-293 проводили с
использованием набора реагентов Lipofectamin
3000 (Invitrogen) в соответствии с протоколом
производителя. Через 72 ч после трансфекции
клетки анализировались по интенсивности флуо-
ресценции с помощью сортера клеток FACSAria
SORP (BD Biosciences). Для получения монокло-
нов отбирали клетки, обладающие наибольшей
интенсивностью флуоресценции, переносили их
по одной в лунку 96-луночного планшета и по до-
стижении 50–70% конфлюэнтности клеточные
клоны переносили в лунки с большей ростовой
поверхностью (последовательно в 24-, 12- и 6-лу-
ночные планшеты). После достижения монослоя
в лунке 6-луночного планшета клетки использо-
вались для генетического анализа. Клеточные
моноклоны с выявленными биаллельными мута-
циями целевого гена культивировали в среде
DMEM (Gibco) с высоким содержанием глюкозы
с добавлением 10–15% эмбриональной бычьей
сыворотки (HyClone), 100 мг/мл гентамицина
(Sigma), 4 мМ глутамина (Sigma) во влажной ат-
мосфере c 5% содержанием CO2 в воздухе при 37°C.
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3. Идентификация клеточных моноклонов 
с биаллельными мутациями целевых генов

Для обнаружения моноклонов с биаллельны-
ми мутациями сначала выявляли клоны с мутаци-
ями в модели in vitro с коммерческим ферментом
Cas9 и синтезированными sg-РНК, а затем секве-
нировали по Сэнгеру область редактирования
выбранных клонов. Из суспензии клеток каждого
из полученных моноклонов HEK293 выделяли
геномную ДНК набором реактивов Quick-gDNA
MiniPrep, (ZymoResearch) и амплифицировали
фрагмент гена (размером от 700 до 900 п.н.) с
использованием высокоточной ДНК-полимера-
зы Phusion Hot Start II (F549; Thermo Scientific) в
соответствии с инструкциями производителя.
Для этого использовали следующие праймеры:
5'-GGGATTTGCATGTGTGTGGTG-3' и
5'-CTACTGAAGCTGGGAAGAACAGG-3' для IP3R3
(ожидаемый размер ампликона 962 п.н.); 5'-CTG-
GTCCAAAAATTCCCCTGAG-3' и 5'-AAGCCAG-
CGAAGACCTCTTC-3' для IP3R2 (ожидаемый
размер ампликона 848 п.н.); и 5'-CATTCCCT-
GAAGCAAATTGAATATG-3' и 5'-AGTGGAATA-
AAGGCACTCTC-3' для IP3R1 (ожидаемый раз-
мер ампликона 769 п.н.). Амплифицированный
участок геномной ДНК, содержащий предпола-
гаемую мутацию, подвергался анализу в модели
in vitro комплексом sg-РНК/Cas9.

sg-РНК для трех генов рецептора получали ме-
тодом транскрипции in vitro, используя набор ре-
активов Guide-it sgRNA In Vitro Transcription Kit
(Takara), содержащего РНК-полимеразу фага Т7.
Для синтеза ДНК-матрицы, содержащей после-
довательность промотора Т7, спейсерные после-
довательности редактируемых генов и scaffold-мат-
рицу, включающую транс-активирующую РНК,
были сконструированы смысловые (прямые)
олигонуклеотиды: CCTCTAATACGACTCAC-
TATAGGATGTCCAGCTTTCTTCACATGTTTA-
AGAGCTATGC для IP3R3, CCTCTAATACGACT-
CACTATAGGACATCGTGTCCCTGTACGGTTTA-
AGAGCTATGC для IP3R2, CCTCTAATACGACT-
CACTATAGGAAATGGATTTATTAGCACCTGTTTA-
AGAGCTATGC для IP3R1 (последовательности,
соответствующие sg-РНК в составе олигонуклео-
тидов подчеркнуты). Антисмысловой (обратный)
праймер входил в состав реакционной смеси ис-
пользованного коммерческого набора. Получен-
ные с помощью ПЦР ДНК-матрицы использова-
ли для синтеза (транскрипции) sg-РНК in vitro,
очищали продукты с использованием набора реа-
гентов (Guide-it IVT RNA Clean-Up Kit, Takara).

Реакцию гидролиза фрагментов амплифици-
рованной геномной ДНК проводили комплексом
Cas9/sgRNA in vitro согласно протоколу произво-
дителя (Guide-it™ Genotype Confirmation Kit, Ta-
kara). По характеру гидролиза отбирали монокло-

ны, в которых редактируемый участок не содер-
жит мишеней для Cas9 в комплексе с sg-РНК и,
следовательно, несет мутации, затрагивающие
область, комплементарную sg-РНК. Для провер-
ки точной локализации мутаций для каждого мо-
ноклона была приготовлена клонотека ПЦР-
фрагментов редактируемого участка, содержащих
продукты амплификации, соответствующие обе-
им аллелям. Очищенные ПЦР- фрагменты моно-
клонов с выявленными in vitro биаллельными му-
тациями клонировали в вектор pJET1.2/blunt по
тупым концам с использованием набора Clo-
neGet PCR Cloning Kit (Thermo Schientific), ли-
газной смесью трансформировали компетентные
клетки E. coli XL1-blue (Евроген), колонии тести-
ровали на присутствие вставки ПЦР с праймера-
ми pjet F/R (ScreenMix-HS (UDG), Евроген).
Продукты ПЦР очищали при помощи набора
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Для выяв-
ления indel-мутаций продукты ПЦР не менее чем
10 индивидуальных клонов для каждой клоноте-
ки были секвенированы по Сенгеру в компании
Евроген с праймерами pjet F/R (5'-CGACTCAC-
TATAGGGAGAGCGGC-3', 5'-AAGAACATC-
GATTTTCCATGGCAG-3').

4. Мониторинг внутриклеточного Ca2+

Для фотометрического эксперимента клетки
снимали с культурального пластика 0.25% рас-
твором трипсина (Sigma-Aldrich), а затем при-
крепляли ко дну фотометрической камеры с по-
мощью адгезивного материала Cell Tak (Corning).
При дальнейших манипуляциях клетки находи-
лись во внеклеточном растворе, содержащем (мМ):
130 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES,
pH 7.4, 10 глюкозы. Для загрузки флуоресцент-
ным Ca2+-зондом Fluo-4 клетки инкубировали в
присутствии проникающего предшественника
Fluo-4 AM (4 мкМ) и детергента Pluronic (0.02%)
(оба Molecular Probes) при комнатной температу-
ре в течение 30 мин. Затем клетки отмывали вне-
клеточным раствором и выдерживали в нем при
комнатной температуре в течение 1 ч.

Фотометрические эксперименты проводили
с использованием инвертированного флуорес-
центного микроскопа Axiovert 135 (Zeiss), обору-
дованного объективом Plan NeoFluar 20×/0.75 и
цифровой EMCCD камерой LucaR (Andor Tech-
nology). В соответствии со спектральными харак-
теристиками Fluo-4 флуоресценцию клеток воз-
буждали на длине волны 480 ± 10 нм, эмиссию ре-
гистрировали в области 520 ± 20 нм. Изменение
уровня Са2+ в цитоплазме оценивали по отно-
сительному изменению интенсивности флуорес-
ценции Fluo-4 ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F и F0 – ин-
тенсивность эмиссии Са2+-индикатора в текущий
момент времени и в начале регистрации, соответ-
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ственно. Количественный фотометрический ана-
лиз изображений осуществляли с использовани-
ем программы NIS Elements (Nikon). Полученные
экспериментальные данные обрабатывали с по-
мощью программы Sigma Plot 12.5 (Systat Soft-
ware Inc).

Вещества, использовавшиеся в физиологиче-
ских экспериментах, приобретались в Sigma-Al-
drich (соли, буферы, глюкоза) и Tocris Bioscience
(ацетилхолин, ACh).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ряд факторов затрудняет анализ регуляторных

механизмов индивидуальных изоформ IP3-ре-
цепторов и их специфической роли в физиологии
клетки. Во-первых, в клетках обычно экспресси-
рованы два или даже все три гена, кодирующие
IP3-рецепторы. Кроме того, разные изоформы
IP3-рецепторов находятся под контролем различ-
ных механизмов. Ингибиторный анализ не поз-
воляет выявить индивидуальный вклад IP3R1,
IP3R2 или IP3R3 изоформ в генерацию клеточно-
го ответа, поскольку на данный момент изофор-
мо-специфичные антагонисты IP3-рецепторов не
идентифицированы. Поэтому целью данной ра-
боты было получение клеточных линий, экспрес-
сирующих лишь один ген IP3-рецептора, с целью
дальнейшего использования этих клеточных мо-
делей для анализа роли различных изоформ
IP3-рецептора в сигнальных процессах. Клетки
HEK-293 традиционно используются как модель-
ная система для физиологических тестов и гете-
рологической экспрессии рекомбинантных бел-
ков, включая ионные каналы и рецепторные, сиг-
нальные и регуляторные белки. Учитывая это
обстоятельство, а также то, что эти клетки экс-
прессируют все три гена IP3 рецепторов, именно
эта клеточная система была выбрана для геном-
ного редактирования и получения клеточных ли-
ний с единственной функциональной изоформой
IP3-рецептора.

Технология CRISPR/Cas9 – удобный и надеж-
ный инструмент для направленного мутагенеза
ДНК в различных объектах [9, 11]. Суть техноло-
гии заключается в способности рибопротеинового
комплекса нуклеазы Cas9 с sg-РНК узнавать це-
левую последовательность в геноме и вносить
двунитевые разрывы, которые затем репарируются
с внесением делеций и инсерций. Направленный
характер мутаций определяется последовательно-
стью sg-РНК, комплементарной редактируемому
локусу и наличием мотива PAM, обеспечивающе-
го пространственную ориентацию фермента, оп-
тимальную для гидролиза ДНК-мишени. Широ-
кое применение метода связано с возможностью
доставки в клетку системы, продуцирующей и

Cas9, и sg-РНК с заданной последовательностью
в составе одного вектора. Однако в каждом слу-
чае, в зависимости от локализации на хромосоме,
структурного состояния ДНК, особенностей нук-
леотидных последовательностей в области редак-
тирования, результаты направленного мутагенеза
остаются плохо предсказуемыми. Поэтому поми-
мо важности для клеточных исследований, полу-
чение двойных биаллельных мутаций IP3-рецеп-
торов в клетках млекопитающих представлял ин-
терес для отработки стратегии выбора мишеней и
оптимального пути верификации результатов.

Получение линии клеток HEK293/ΔIP3R2/ΔIP3R1

Получение клеточных линий с двойным нока-
утом IP3-рецепторов подробно рассматривается на
примере линии HEK293/ΔIP3R2/ΔIP3R1, в клетках
которой были инактивированы гены IP3R2 и
IP3R1. Аналогично были получены линии HEK293/
ΔIP3R3/ΔIP3R2 и HEK293/ΔIP3R1/ΔIP3R3, в клет-
ках которых функциональными оставались лишь
IP3R1 и IP3R2, соответственно. В целом получе-
ние стабильной клеточной линии в каждом слу-
чае было проведено по схеме, представленной на
рис. 1.

Инактивация двух из трех генов IP3-рецепто-
ров проводилась последовательно. В рассматри-
ваемом случае на первом этапе был получен
клеточный моноклон HEK293/ΔIP3R2 с биал-
лельными мутациями, приводящими к смеще-
нию открытой рамки считывания IP3R2 челове-
ка, затем в клетках этой линии с использованием
системы CRISPR/Cas9-D10A был инактивирован
ген IP3R1. Для редактирования IP3R2 был ис-
пользован вектор pGuide-it-td Tomato (Takara),
обеспечивающий синтез sg-РНК для IP3R2 и нук-
леазы Cas9. Красный флуоресцентный белок
tdTomato, который экспрессировался независи-
мо, являлся индикатором успешной трансфек-
ции и обеспечивал эффективный первичный от-
бор клонов для последующего анализа мутаций.
Участок для редактирования был выбран вблизи
ATG-кодона IP3R2 в последовательности первого
экзона.

После подтверждения интеграции олигонук-
леотидного дуплекса, кодирующего sg-РНК, по-
лученной плазмидой трансфицировали клетки
HEK-293. Моноклоны анализировали на наличие
мутаций в два этапа: 1) тестированием in vitro до-
ступности редактируемого участка для гидролиза
Cas9 в комплексе с соответствующей sg-РНК и
2) секвенированием редактируемой области в
клонотеках, полученных для ПЦР-продуктов ге-
на-мишени.

Первый этап, RGEN-RFLP, (RNA-guided engi-
neered nucleases) существенно сужает круг моно-
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Рис. 1. Основные этапы получения и верификации биаллельных мутаций, приводящих к инактивации целевого гена.
а – Создание генетических конструкций; б – получение и идентификация клеточных моноклонов; в – анализ харак-
тера и локализации мутаций.
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клонов, для которых целесообразно приготовле-
ние клонотек и последующая процедура секвени-
рования [15]. Этот метод гораздо более точно
отражает число событий редактирования, чем
другие методы оценки эффективности работы си-
стем CRISPR/Cas9 при геномном редактирова-
нии [16]. Суть метода заключается в том, что ана-
логично процессу, произошедшему в клетках, в
условиях in vitro проводится внесение разрыва
комплексом Cas9/sg-RNA на амплифицирован-
ном фрагменте гена (рис. 2). Праймеры для ам-
плификации участка гена подбираются таким
образом, чтобы место предполагаемой мутации
было ассиметрично, и продукты гидролиза эф-
фективно разделялись в агарозном геле. Во фраг-
ментах ДНК дикого типа визуализируется два
продукта неравной длины, поскольку комплекс
Cas9/sg-RNA узнает как PAM, так и последова-
тельность протоспейсера и вносит двунитевой
разрыв. Три продукта на электрофореграмме сви-
детельствуют о наличии моноаллельной мутации
в целевом участке: одна аллель была отредактиро-
вана и не подвергалась гидролизу (один непоре-
занный продукт), участок на второй неизменен-
ной аллели был доступен для гидролиза (два про-
дукта). Отсутствие гидролиза указывает на

наличие в ДНК биаллельной мутации, приводя-
щей к изменению последовательности, узнавае-
мой комплексом Cas9/sg-RNA (рис. 2).

Для линии HEK293/ΔIP3R2 моноаллельные
мутации выявляются на дорожках под номерами
1, 2, 4, 6 и 7; дикий тип – 3; биаллельные мутации –
5, 8 и 9 (рис. 3а). Клон, соответствующий паттер-
ну разрезания, приведенному на дорожке 5, был
выбран для получения клонотеки ПЦР-продук-
тов и последующего секвенирования.

В моноклоне с генотипом HEK293/ΔIP3R2
было проведено редактирование гена IP3R1. Для
минимизации off-target эффектов была использо-
вана система Cas9-D10А с никазной активностью
в составе вектора AIO-GFP [14]. Действие фермента
Cas9-D10A, приводящее к двунитевому разрыву
ДНК, обеспечивается кооперацией двух направ-
ляющих sg-РНК, что повышает точность взаимо-
действия редактирующего комплекса с мишенью
[17]. Протоспейсеры для CRISPR/Cas9-10А, со-
держащие на 3'-конце смысловой цепи мотив
PAM – ТGG и на 3'-конце антисмыловой цепи
мотив PAM – CCТ, были выбраны в третьем экзо-
не гена IP3R1 справа от ATG-кодона (табл. 1).
Вектор на основе AIO-GFP, обеспечивающий
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экспрессию “смыслового” и “антисмыслового”
протоспейсеров использовали для трансфекции
линии клеток HEK293/ΔIP3R2. Тестирование
in vitro (рис. 3б) указывает на наличие биаллель-
ной мутации в одном клоне (дорожка 8). Моноал-

лельным мутациям соответствуют дорожки 1, 3, 5,
6, 7; дикому типу – 2, 4, 9, 10. После секвенирова-
ния клонотеки с фрагментом гена IP3R1 для вы-
бранного клона установлено, что одна аллель
имеет делецию 38 пар нуклеотидов, приводящую

Рис. 3. Примеры гидролиза ПЦР-фрагментов, содержащих редактируемый участок ДНК, in vitro комплексом
Cas9/sg-RNA. ДНК-маркер (М) – 1 kb Plus Ladder (Ферментас). а – Гидролиз фрагментов геномной ДНК для IP3R2,
амплифицированных из индивидуальных моноклонов (дорожки 1–9). б – гидролиз фрагментов геномной ДНК для
IP3R1, амплифицированных из индивидуальных моноклонов (дорожки 1–10).

М 1 2 3 4 5 6 7 8 9

М 1 2 3 4 5 6 7 8 109
б

а

Рис. 2. Варианты гидролиза амплифицированных фрагментов ДНК моноклонов после после обработки in vitro ком-
плексом Cas9/sg-RNA. а – Типы аллельных мутаций; б – ожидаемые продукты расщепления, соответствующие типу
мутаций. Представлены три различные картины рестрикции, получаемые на электрофореграмме. Если мутации при-
сутствуют в аллели, то стандартный Cas9-sgRNA комплекс не сможет расщепить ПЦР-фрагмент, содержащий редак-
тируемую область, тогда как аллели дикого типа будут опознаны и порезаны.
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к смещению открытой рамки считывания и появ-
лению стоп-кодона после 14-й аминокислоты,
во второй аллели обнаружена делеция 238 пар
нуклеотидов, приводящая к смещению открытой
рамки считывания и появлению стоп-кодона по-
сле 70-й аминокислоты (табл. 1). При получении
двойных мутаций HEK-293/ΔIP3R2/ΔIP3R1 ин-
вариантность мутаций, внесенных на первом эта-
пе при редактирования гена IP3R2, вновь под-
тверждали секвенированием клонотек для ПЦР-
продуктов IP3R2. Этот шаг служил для проверки
стабильности клеточной линии с одним мутиро-
ванным геном при последующих редактировании
и культивировании. Результаты секвенирования
подтверждали устойчивость первоначальной in-
del-мутации и демонстрировали, что в течение
нескольких пассажей не происходит реверсии
внесенных изменений.

Таким образом, с помощью технологии CRISPR/
Cas9 получена стабильная линия клеток HEK293/
ΔIP3R2/ΔIP3R1 с биаллельными мутациями ге-
нов IP3R2 и IP3R1, приводящими к их инакти-
вации, при сохранении функционального гена
IP3R3.

Получение линии клеток 
HEK293/ΔIP3R3/ΔIP3R2

В данном случае первоначально инактиви-
ровался ген IP3R3 с использованием вектора
pGuide-it-tdTomato Vector/IP3R3. Участок геном-
ной ДНК, выбранный для редактирования, пред-
ставляет собой GC-богатую последовательность,
что затрудняло амплификацию. Для оптимиза-
ции амплификации участка редактированного
гена применяли полимеразу Qiagen Taq Hot Start

DNA polymerase, буфер с добавлением Q-solution и
подбирали оптимальный температурный режим.
После двухэтапного тестирования был отобран
моноклон с биаллельными мутациями, приводя-
щими к смещению открытой рамки считывания
гена IP3R3 (табл. 1). На одной аллели обнаружена
делеция 50 п.н., приводящая к образованию укоро-
ченного белка – 16 аминокислот. В другой аллели
имеется делеция 2 п.н., приводящая к смещению
открытой рамки считывания после 9-й аминокис-
лоты и появлению стоп-кодона после 32-й амино-
кислоты.

В полученной линии HEK293/ΔIP3R3 с ис-
пользованием вектора pGuide-it-tdTomato Vector/
IP3R2 затем инактивировался ген IP3R2. Инакти-
вирующие мутации включали делецию 8 п.н.,
приводящую к смещению открытой рамки счи-
тывания после 17-й аминокислоты, и появление
стоп-кодона после 31-й аминокислоты, а также
инсерцию 1 п.н., приводящую к смещению откры-
той рамки считывания после 17-й аминокислоты
и появлению стоп-кодона после 34-й аминокис-
лоты (табл. 1). В полученной линии (HEK293/
ΔIP3R2/ΔIP3R3) интакным остается ген IP3R1.

Появление одной и той же мутации (инсерция
1 п.н. в гене IP3R2) при независимых манипуля-
циях (получение линий HEK293/ΔIP3R2/ΔIP3R1
и HEK293/ΔIP3R3/ΔIP3R2) с редактируемым
участком с использованием одного и того же ин-
струмента не является неожиданным эффектом.
Характер мутации зависит от особенностей ис-
пользуемой ферментативной системы, и для Cas9
описана высокая частота как делеций > 3 п.н.
(58%), так и инсерционных замен 1 п.н. (13%),
в то время как протяженные инсерции встреча-
ются гораздо реже (около 1%) [18, 19].

Таблица 1. Нуклеотидная последовательность участков целевого гена после редактирования клеточных линий
HEK293/ΔIP3R3/ΔIP3R2, HEK293/ΔIP3R1/ΔIP3R3, HEK293/ΔIP3R2/ΔIP3R1

Примечание. Инсерции выделены красным жирным шрифтом; последовательность PAM – жирным курсивом и голубым;
последовательность sg-РНК – желтым цветом. Последовательность генов представлена начиная с инициирующего кодона.

HEK293/ΔIP3R3/
ΔIP3R2

HEK293/ΔIP3R1/
ΔIP3R3

HEK293/ΔIP3R2/
ΔIP3R1

IP3R3

IP3R2

IP3R1

IP3R3

IP3R2

IP3R1

Клеточная линия Целевой
ген Мутации

WT
−50
−2

WT
−38
−238

WT
−10
+1

WT
−8

WT
−2

+1
WT
+7

Геномные мутации
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Получение линии клеток 
HEK293/ΔIP3R1/ΔIP3R3

При получении данной клеточной линии сна-
чала нокаутировали ген IP3R1 с помощью плаз-
миды AIO-GFP/IP3R1, а затем редактировали ген
IP3R3 с использованием вектора pGuide-it-tdTo-
mato/IP3R3. После первого этапа редактирова-
ния был отобран моноклон, имеющий только
один вариант мутации (гомозигота) по гену IP3R1,
который воспроизводимо идентифицируется в
нескольких секвенированных клонотеках: инсер-
ция 7 п.н., приводящая к смещению открытой
рамки считывания после 28-й аминокислоты и
появлению стоп-кодона (табл. 1).

Эту клеточную линию (HEK293/ΔIP3R1) ис-
пользовали на втором этапе последовательного
редактирования с использованием плазмиды
pGuide-it-tdTomato/IP3R3. В полученном моно-
клоне выявлена гомозиготная мутация – делеция
2 п.н., приводящая к смещению открытой рамки
считывания после 9-й аминокислоты и появлению
стоп-кодона после 32-й аминокислоты (табл. 1).
Таким образом, полученная клеточная линия
HEK293/ΔIP3R1/ΔIP3R3 имеет по обоим генам
биаллельные идентичные мутации, инактивиру-
ющие трансляцию обоих белков.

Полученные клеточные линии были протести-
рованы на устойчивость направленных мутаций
через 1 год хранения при –80°С. Для каждого гена-
мишени были приготовлены и секвенированы
клонотеки ПЦР-фрагментов редактированных об-
ластей. Во всех случаях было подтверждено нали-
чие полученных ранее инактивирующих мутаций и
отсутствие дополнительных нуклеотидных замен.

ОБСУЖДЕНИЕ
Первичные медиаторы, вовлеченные в пара-

кринные и автокринные регуляции, модулируют
клеточные функции, взаимодействуя с поверх-
ностными рецепторами и стимулируя сопряжен-
ные с ними внутриклеточные сигнальные каскады.
Трансдукция многих агонистов, рецепторы кото-
рых сопряжены с фосфоинозитидным каскадом,
сопровождается мобилизацией внутриклеточного
Ca2+ [3, 7, 20]. Ключевым событием в трансдукции
Са2+-мобилизующих агонистов является стимуля-
ция фосфолипазы С (PLC), которая гидролизует
липидный субстрат фосфатидилинозитол-4,5-би-
фосфат и продуцирует два вторичных медиатора,
IP3 и диацилглицерин. Первичная роль IP3 состоит
в активации IP3-рецепторов и высвобождении
Ca2+ из Ca2+-депо [3, 7]. Помимо связывания
коагонистов IP3 и Ca2+, активность IP3-рецепторов
модулируется рядом механизмов, включая фосфо-
рилирование несколькими киназами и взаимодей-
ствие со специализированными белками [21]. Это

обстоятельство, а также то, что в клетках обычно
функционируют несколько изоформ IP3-рецепто-
ров [8], затрудняют анализ их регуляции и физио-
логической роли в нативных клетках. Существен-
но более однозначную интерпретацию результатов
могут обеспечить клеточные модели с единствен-
ной функциональной изоформой IP3-рецепторов.

Первая такая модель была разработана на
основе клеток DT40, полученных из лимфомы
цыпленка, в которых были инактивированы
собственные гены IP3-рецепторов (DT40-TKO
клетки) [22]. Гетерологическая экспрессия инди-
видуальных изоформ IP3-рецепторов млекопи-
тающих в клетках DT40-TKO позволила выявить
многие особенности функционирования этих
IP3-активируемых Са2+-каналов. В частности, было
показано, что обмен Са2+ между ЭР и митохон-
дриями через IP3-рецепторы необходим для под-
держания биоэнергетики клетки [23]. Ряд фактов
свидетельствовал о том, что, хотя все изоформы
IP3-рецепторов могут участвовать в формирова-
нии контакта между ЭР и митохондриями, IP3R2
обеспечивает наиболее эффективный перенос
Ca2+ в митохондрии [24]. Используя пермеабили-
зованные клетки DT40-TKO, экспрессирующие
индивидуальные изоформы IP3-рецепторов, бы-
ли получены кривые доза–ответ, характеризую-
щие выброс Са2+, который индуцировался IP3 и
его синтетическими аналогами [25]. Фактически
это было первое исследование связи структуры
лиганда с активностью IP3-рецепторов. Анализ
Ca2+-сигналов в клетках DT40-TKO с рекомби-
нантными IP3-рецепторами млекопитающих
позволил прийти к заключению, что IP3-индуци-
рованный выброс Ca2+ достаточно эффективен
только, если каждая субъединица тетрамерного
IP3-рецептора связана с IP3 [26].

Клетки различных линий в культуре представ-
ляют собой традиционный объект для исследова-
ний рецепторных систем и сигнальных процес-
сов. По сравнению с нативными клетками, выде-
ленными из диссоциированных биологических
тканей, культивируемые клетки более стабильны,
и их можно эффективно модифицировать за счет
гетерологичной экспрессии целевых белков или
редактирования целевых генов. Клетки линии
HEK-293 часто используются для клеточных ис-
следований, поскольку они экспрессируют ши-
рокий набор сигнальных и регуляторных белков,
остаточно стабильны при различных условиях
культивирования, быстро достигают требуемой
плотности (время удвоения культуры 36 ч). Кроме
того, клетки HEK-293 с высокой эффективно-
стью могут быть трансфицированы разными ме-
тодами (химическая и электрическая трансфек-
ция) с использованием плазмидных и вирусных
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векторов и обеспечивают точную трансляцию ре-
комбинантных белков и достаточную продуктив-
ность их синтеза. Совокупность этих характери-
стик делает клетки линии HEK-293 хорошей
тест-системой для экспериментов, сочетающих
функциональные физиологические тесты и гете-
рологичную экспрессию белков, вовлеченных в
сигнальные процессы [27].

В данной работе мы использовали клетки
HEK-293, CRISPR/Cas9 технологию и методы
клеточной селекции для генерации моноклональ-
ных клеточных линий с единственной функци-
ональной изоформой IP3-рецептора. Были по-
лучены стабильные клеточные моноклоны
HEK293/ΔIP3R2/ΔIP3R1, HEK293/ΔIP3R1/ΔIP3R3,
HEK293/ΔIP3R3/ΔIP3R2 с биаллельными мута-
циями, приводящими к сдвигу открытой рамки
считывания, с использованием одного sg-РНК
для генов IP3R3 и IP3R2, двух sg-РНК для никаз-
ной системы редактирования гена IP3R1. Описан
простой и удобный способ выявления получен-
ных мутаций в модели in vitro при гидролизе
участков геномной ДНК моноклонов комплек-
сом Cas9-sgRNA, с подтверждением целевых му-
таций секвенированием.

Физиологические тесты показали, что клетки
в этих линиях способны отвечать на агонисты мо-
билизацией Са2+. В случае ACh этот агонист мо-
билизовал Са2+ примерно в 90% популяции кле-
ток каждой из полученных линий (рис. 4). Это
свидетельствует о том, что фосфоинозитидный
каскад с единственной функциональной изофор-
мой IP3-рецептора способен обеспечить сопря-
жение клеточных рецепторов с мобилизацией Са2+.
В дальнейшем полученные нами клеточные ли-
нии могут быть использованы для исследования
роли индивидуальных изоформ IP3-рецептора во
внутриклеточной Са2+-сигнализации.

Авторы благодарят Д.М. Поташникову за по-
мощь в проведении работ по сортировке клеток
(поддерживаются Программой развития МГУ).
Авторы признательны И.С. Масулис и Ю.А. Ко-
валицкой за плодотворную дискуссию и сделан-
ные замечания.
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Рис. 4. Ca2+-ответы клеток на ACh. а – Репрезентативнный мониторинг внутриклеточного Са2+ в клетках
HEK293/ΔIP3R2/ΔIP3R1 (n = 62), HEK293/ΔIP3R1/ΔIP3R3 (n = 51) и HEK293/ΔIP3R3/ΔIP3R2 HEK-293WT (n = 58),
загруженных Fluo-4. Моменты и продолжительность аппликаций ACh (1 мкМ) обозначены горизонтальными линия-
ми выше экспериментальных кривых. Изменение внутриклеточного Са2+ оценивали по относительному изменению
флуоресценции Fluo-4 ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F – текущая интенсивность флуоресценции, F0 – средняя интенсив-
ность флуоресценции в начальный момент регистрации. б – Фракция клеток для каждой из линий, генерирующих
Са2+-ответы на ACh при концентрациях 0.25, 1 и 5 мкМ.
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Соответствие принципам этики. Настоящая
статья не содержит описания каких-либо иссле-
дований с участием людей или животных в каче-
стве объектов.
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Cell Lines with a Single Functional Isoform of the IP3 Receptor
E. Е. Kopylova1, E. A. Voronova1, N. V. Kabanova1, О. А. Rogachevskaja1,

M. F. Bystrova1, S. S. Kolesnikov1, *
1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, FRC PSCBR RAS, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: staskolesnikov@yahoo.com

Many agonists regulate cellular functions through surface receptors coupled by the phosphoinositide cascade
to Са2+ mobilization. In unexcitable cells, the generation of Са2+ signals relies largely on Са2+ release from
из Са2+ store localized in the endoplasmic reticulum (ER). In this system, IP3 receptors (IP3Rs), which are
intracellular IP3-gated Са2+- channels, mediate controllable Ca2+ release from Ca2+ store in response to cell
stimulation. A variety of factors embarrass both the analysis of a specific role for IP3Rs in cell physiology and
detailing their regulatory mechanisms. Firstly, three genes encode IP3Rs, while cells usually express two or
even all of them. Moreover, different IP3R isoforms are under control of distinct mechanisms. Yet, isoform-
specific antagonists of IP3Rs have not been identified yet. Cell lines that express a single isoform appear to be
an effective cellular model for studying regulatory mechanisms, pharmacology, and physiological role of
IP3R subtypes. Here we employed the CRISPR/Cas9 technology to inactivate genes of IP3Rs in cells of the
HEK-293 line, which express all three isoforms. Several monoclones of genetically modified HEK-293 were
obtained, and those containing biallelic inactivation mutation in two IP3R genes were identified. Finally,
three monoclonal cell lines, each containing the only functional IP3R isoform, were generated. These cellular
models can be used to evaluate a role for IP3R of a particular subtype in agonist-induced Ca2+ signaling as
well as for the analysis of their regulatory mechanisms.

Keywords: IP3 receptors, CRISPR/Cas9, HEK-293 cells, cellular monoclones
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Метод клеточных биосенсоров, позволяющий локально детектировать вещества, секретируемые
одиночными клетками, традиционно используется в изучении периферической вкусовой системы.
В основе этого метода лежит клетка, экспрессирующая рецептор секретируемой молекулы, кото-
рый обычно сопряжен с мобилизацией Са2+. Таким образом, высвобождение нейротрансмиттера
исследуемыми клетками можно отслеживать в реальном времени по Са2+-сигналам в клетках-био-
сенсорах. Определенной особенностью таких сенсоров является то, что Са2+-сигналы, инициируе-
мые лигандами GPCR-рецепторов, могут генерироваться по принципу “все или ничего” за счет
участия Ca2+-индуцированного выброса Ca2+ (CICR), являющегося триггер-подобным механиз-
мом. По ответам такого биосенсора можно констатировать сам факт секреции нейромедиатора, но
для изучения регуляций, влияющих на количество высвобождаемого нейромедиатора, такие био-
сенсоры малопригодны. С этой точки зрения градуальные биосенсоры, которые используют иные
сигнальные системы, например сАМР-систему, могут оказаться более информативным. Нами были
получены биосенсоры серотонина двух типов. Один биосенсор был получен на основе клеток CHO,
экспрессирующих рекомбинантный рецептор 5-НТ2С, сопряженный фосфолипазным путем с мо-
билизацией внутриклеточного Са2+. Другой биосенсор представлял собой клетки HEK-293, экс-
прессирующие как рецептор 5-НТ4, сопряженный с активацией аденилатциклазы, так и флуорес-
центный белок Pink Flamindo (НЕК/5-НТ4/PF), являющийся генетически кодируемым молекуляр-
ным сенсором сАМР. Хотя оба клеточных биосенсора позволяли детектировать серотонин в
наномолярных концентрациях, 5-НТ2С-положительные клетки генерировали Са2+-ответы в соот-
ветствии с принципом “все или ничего”. Между тем в клетках, экспрессирующих рецептор 5-НТ4
и Pink Flamindo, серотонин-индуцируемые сАМР-сигналы градуально возрастали с концентрацией
агониста в области 0.3–30 нМ. Представляется, что НЕК/5-НТ4/PF биосенсор вполне пригоден для
исследований механизмов регуляции секреции серотонина.

Ключевые слова: клеточный биосенсор, серотонин, Са2+- сигнализация, сАМР-сигнализация,
генетически кодируемые сенсоры
DOI: 10.31857/S0233475523010085, EDN: NTZCSG

ВВЕДЕНИЕ
Изучение секреции сигнальных молекул на

уровне одиночной клетки сопряжено с необходи-
мостью мониторинга секретируемого соединения
в локальной области пространства и в режиме ре-
ального времени. Эффективным подходом для
решения этой задачи является метод клеточного
биосенсора. В основе этого метода лежит клетка,
экспрессирующая рецептор секретируемой моле-
кулы, который сопряжен с сигнальной системой,
активность которой можно тем или иным обра-
зом детектировать. Обычно используются гептас-
пиральные рецепторы (G-protein-coupled recep-
tor, GPCR), рекомбинантные или эндогенные,
которые сопряжены с мобилизацией внутрикле-
точного Са2+. Методы мониторинга последнего в

реальном времени хорошо отработаны [1]. С ис-
пользованием метода клеточного биосенсора бы-
ла проанализирована секреция различных нейро-
трансмиттеров, идентифицированных во вкусо-
вой почке, таких как серотонин [2], АТР [3, 4],
норадреналин [5], GAMK [6] и ацетилхолин [7].
Серотонин – первый нейромедиатор, идентифи-
цированный во вкусовой системе вначале имму-
ногистохимически, а затем физиологически и ме-
тодом клеточного биосенсора [2, 8]. Считается,
что экзоцитозный механизм обеспечивает секре-
цию серотонина в ответ на вкусовую стимуляцию
вкусовых клеток III типа. В режиме on-line это
впервые было показано с использованием клеток
CHO, стабильно экспрессирующих рекомбинант-
ный рецептор 5-HT2C [2], и в этой работе ре-
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шалась задача демонстрации стимул-зависимого
выброса серотонина. Между тем количественные
характеристики секреции, например анализ зави-
симости количества секретируемого серотонина
от интенсивности вкусового стимула, требуют
градуального сенсора, т.е. сенсора, ответы кото-
рого пропорциональны локальной концентрации
соединения, высвобожденного клеткой за опре-
деленное время. В предыдущих работах было по-
казано, что многие клетки в ответ на агонисты
GPCR-рецепторов генерируют Са2+-сигналы по
принципу “все или ничего” [9, 10]. Иными слова-
ми, при разных дозах выше пороговой, агонисты
инициировали Са2+-сигналы, практически иден-
тичные по амплитуде и близкие по форме. Возни-
кает вопрос, можно ли получить градуальный
клеточный сенсор серотонина путем гетерологич-
ной экспрессии серотониновых GPCR-рецепто-
ров, сопряженных фосфоинозитидным каскадом
с мобилизацией Са2+, к которым относятся серо-
тониновые рецепторы 5-HT2 типа [11]. На базе
клеток CHO, трансфицированных плазмидой для
гетерологичной экспрессии рецептора 5-НТ2С,
нами был получен сенсор, способный детектиро-
вать серотонин в наномолярной области концен-
траций. Оказалось, однако, что 5-НТ2С-положи-
тельные клетки CHO генерировали Са2+-ответы
на серотонин по принципу “все или ничего” и,
следовательно, были непригодны для количе-
ственного анализа секреции. Следует отметить,
что семейство GPCR-рецепторов серотонина
включает рецепторы, сопряженные с аденилат-
циклазой [12], например 5-HT4, который стиму-
лирует продукцию сАМР. Учитывая разницу в
работе аденилатциклазной системы и системы
Са2+-сигнализации, можно было ожидать, что
клеточный сенсор серотонина на основе 5-HT4-
рецептора окажется градуальным. Развитие гене-
тически кодируемых флуоресцентных зондов
предоставляет в настоящий момент возможность
on-line мониторинга внутриклеточного сАМР.
В частности, таким сенсором является Pink Fla-
mindo (РF) [13], интенсивность флуоресценции
которого растет с сАМР в физиологической обла-
сти концентраций. В данной работе мы провели
сравнительный анализ двух различных клеточ-
ных биосенсоров серотонина – CHO/5-НТ2С и
НЕК/5-HT4/PF.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Молекулярная биология. Для клонирования ре-
цепторов серотонина (5-HT2С, 5-НТ4) из мозга
мыши с использованием набора GenElute Mam-
malian Total RNA Miniprep Kit (Sigma) была выде-
лена тотальная РНК. Методом реакции обратной
транскрипции с применением набора SuperScript

IV VILO Master Mix (Invitrogene) в присутствии
олиго(dТ)-праймеров была получена кДНК, ко-
торая служила матрицей для дальнейших ПЦР.
Для амплификации полноразмерного рецептора
5-HT2С выбрана последовательность, кодирую-
щая 5-HT2С (Htr2c, NM_008312.4), которая
включает нуклеотиды 689-2065. ПЦР проводили
с ген-специфичными праймерами TAAGAAT-
TCTGGCCACCATGGTGAACCTGGGCACT и
TATGTCGACTGCACACTACTAATCCTCTCGCTG,
включающие сайты рестрикции EcoRI и SalI, по
которым полученный транскрипт клонировали в
плазмидный вектор pDsRed-Monomer-N1 (Clon-
tech). Эта плазмида обеспечивала экспрессию хи-
мерного белка, состоящего из рецептора серото-
нина 5-НТ2С, на N-конце которого находится
красный флуоресцентный белок DsRed. Последо-
вательность рецептора 5-НТ4 (Htr4, NM_008313.4),
включающую нуклеотиды 207-1376, амплифици-
ровали с помощью праймеров TATAAGCTTCCT-
GTAATGGACAAACTTGATG и TATAAGCTTAG-
TATCACTGGGCTGAGC. ПЦР-продукт был кло-
нирован по сайту HindIII в вектор pAcGFP1-Hyg-N1
(Takara Bio). Сконструированная плазмида обес-
печивала экспрессию 5-НТ4 рецептора серотони-
на, слитого с зеленым флуоресцентным белком.
Клонирование и наработка плазмид в препара-
тивных количествах осуществлялась в соответствии
с протоколами, подробно описанными нами ра-
нее [9, 14].

Трансфекция клеток и получение моноклональных
линий клеток-сенсоров. Клетки трансфицировали
плазмидными векторами набором для трансфек-
ции FuGENE 6 (Promega) по оптимизированному
согласно рекомендациям производителя прото-
колу, используя 1 мкг конструкта pDsRed-Mono-
mer-N1/5-HT2C или смесь двух плазмид в равном
соотношении: 0.5 мкг pAcGFP1-Hyg-N1/5-НТ4 +
+ 0.5 мкг Pink Flamindо (#102356, Addgene) для
трансфекции (2–4) × 105 клеток в 1 лунке 12-луч-
ночного планшета. Из популяции трансфициро-
ванных клеток с помощью многоступенчатого
последовательного отбора, включающего приме-
нение селективных антибиотиков, клеточного
сортера, визуального контроля и физиологиче-
ского тестирования (подобно полученным ранее
клеткам [9, 14]), были получены две монокло-
нальные линии клеток-сенсоров, СНО/5-НТ2С и
НЕК/5-HT4/PF.

Культура клеток. Клетки линий CHO-K1 и
НЕК-293 (Российская коллекция клеточных
культур позвоночных) и модифицированные мо-
ноклональные линии CHO/5-HT2C и НЕК/5-
HT4/PF культивировали в среде F12 (Invitrogen) и
DMEM (Invitrogen) с высоким содержанием глю-
козы соответственно, с добавлением 10% эмбрио-
нальной бычьей сыворотки (HyClone), 100 мг/мл
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гентамицина (Sigma), 2 мМ глутамина (Sigma)
(ростовая среда) во влажной атмосфере c 5% со-
держанием CO2 в воздухе при 37 C. Для культиви-
рования полученных моноклональных линий до-
полнительно добавляли к 1 мл ростовой среды
300 мкг антибиотика G418 (Invivogen) для клеток
CHO/5-HT2C и 300 мкг G418 + 200 мкг гигро-
мицина (Hygromycin B, Invivogen) для клеток
НЕК/5-HT4/PF.

Мониторинг внутриклеточных сигналов кле-
ток-сенсоров. Перед экспериментом клетки сни-
мали с культурального пластика 0.25% раствором
трипсина (Sigma-Aldrich), а затем прикрепляли
ко дну фотометрической камеры с помощью адге-
зивного материала Cell Tak (Corning). При даль-
нейших манипуляциях клетки находились во вне-
клеточном растворе, содержащем (мМ): 130 NaCl,
5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES, pH 7.4, 10 глю-
козы (все соли и буферы произведены Sigma-Al-
drich). Для загрузки флуоресцентным Ca2+-зон-
дом клетки СНО/5-НТ2С инкубировали 30 мин в
присутствии 4 мкМ Fluo-8 AM (ATTBioqest) и
0.02% детергента Pluronic (Molecular Probes). За-
тем клетки отмывали внеклеточным раствором и
выдерживали в нем в течение 1 ч. Клетки НЕК/5-
HT4/PF перед экспериментом инкубировали 1.5 ч
в фотометрической камере в физиологическом
растворе. Описанные манипуляции и дальней-
шие эксперименты проводили при комнатной
температуре (22–24°С). Фотометрические экспе-
рименты осуществляли 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 кле-
ток СНО/5-НТ2С возбуждали на длине волны
480 ± 10 нм, эмиссию регистрировали в области
520 ± 20 нм, что соответствует спектральным ха-
рактеристикам Fluo-8. Изменение уровня Са2+ в
цитоплазме оценивали по относительному изме-
нению интенсивности флуоресценции Fluo-8
ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F и F0 – интенсивность
эмиссии Са2+-зонда в текущий момент времени и
в начале регистрации, соответственно. Флуорес-
ценцию клеток НЕК/5-HT4/PF возбуждали при
572 ± 17.5 нм, эмиссию регистрировали в области
634 ± 34 нм, что соответствует характеристикам
флуоресцентного белка Pink Flamindo. Количе-
ственный фотометрический анализ изображений
осуществляли с использованием программы NIS-
Elements AR 5.3 (Nikon). Полученные экспери-
ментальные данные обрабатывали с помощью
программы Sigma Plot 14.5 (Systat Software Inc).
В работе использовали серотонин (Tocris Biosci-
ence), апплицируя его путем полной замены рас-
твора в фотометрической камере с помощью си-
стемы перфузии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Основываясь на предыдущем опыте получе-
ния клеточных моноклонов [9, 14], мы получили
собственную линию клеток СНО, стабильно экс-
прессирующую рекомбинантный рецептор 5-HT2C
мыши. Далее были получены несколько моно-
клональных линий СНО/5-HT2C, большая часть
клеток которых генерировала Ca2+-сигналы в от-
вет на серотонин с порогом 1–3 нМ (рис. 1а) и об-
ладала высокой степенью селективности. Нам
удалось многократно наблюдать выброс серото-
нина из отдельных вкусовых клеток III типа, од-
нако полученные нами клетки СНО/5-НТ2С реа-
гировали на появление нейромедиатора по прин-
ципу “все или ничего”, т.е. не реагировали на
подпороговые концентрации серотонина, но ге-
нерировали одинаково максимальный Ca2+-сиг-
нал при пороговых и значительно превосходящих
порог концентрациях серотонина. (рис. 1в). Та-
кое поведение биосенсора не позволяет прово-
дить исследования количественной регуляции
секреции серотонина.

Ранее было показано, что механизм “все или
ничего” характерен для агонист-индуцирован-
ных Са2+-ответов мезенхимальных стромальных
клеток из жировой ткани человека [15]. Ряд фак-
тов свидетельствовал о том, что в основе этого яв-
ления лежит механизм CICR, который обеспечи-
вает генерацию относительно универсальных
ответов при разных дозах агонистов [15, 16]. Ве-
роятно, механизм CICR присущ всем клеткам,
экспрессирующим IP3- и рианодиновые рецепто-
ры [17, 18]. Таким образом, для получения граду-
ального клеточного биосенсора серотонина сле-
довало использовать другой рецептор-сигналь-
ный каскад.

Семейство рецепторов серотонина включает
семь типов рецепторов (5-НТ1-7), шесть из кото-
рых являются GPCR (G-protein coupled receptors)
рецепторами, а 5-HT3 представляет собой ли-
ганд-управляемый катионный канал [12]. По-
скольку нами исследовалась зависимость секре-
ции серотонина не только от величины прикла-
дываемого стимула, но и от внеклеточного Са2+,
рецепторы семейства 5-НТ3, как и рецепторы,
связанные с мобилизацией Са2+, не соответство-
вали нашим требованиям. Известно, что серото-
ниновый рецептор 5-HT4 в основном сопряжен
со стимуляцией аденилатциклазы, а не с мобили-
зацией Ca2+ [19]. Учитывая, что сАМР-сигнали-
зация не включает в себя какой-либо триггеро-
подобный механизм, такой как CICR [20], мы
ожидали, что в 5-HT4-положительных клетках
серотонин будет вызывать сАМР-сигналы, кото-
рые градуально увеличиваются с ростом дозы аго-
ниста. On-line мониторинг внутриклеточного
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сАМР стал возможен относительно недавно с
появлением генетически кодируемых сенсоров,
включая белок Pink Flamindo, флуоресценция ко-
торого зависит от концентрации сАМР в клетке [13].

Для получения клеточного биосенсора мы
клонировали рецептор 5-HT4 из мозга мыши и
экспрессировали его в клетках HEK-293 одновре-
менно с генетически кодируемым сАМР-сенсо-
ром Pink Flamindo [13]. Было показано, что лишь
небольшая часть 5-HT4-положительных клеток

генерирует хорошо детектируемые сАМР-сигна-
лы, проявлявшиеся в форме повышения флуо-
ресценции Pink Flamindo, в ответ на серотонин в
области наномолярных концентраций (рис. 1б).
Используя методы клеточной селекции для отбо-
ра максимально чувствительных клеток, нам уда-
лось получить несколько моноклональных линий
клеток HEK/5-HT4/PF, большинство из которых
демонстрировали достаточную чувствительность
к серотонину и показывали градуальную зависи-

Рис. 1. Биосенсоры серотонина. 
а – Мониторинг внутриклеточного Ca2+ в 5-HT2C-положительной CHO-клетке по флуоресценции Fluo-8 при после-
довательной стимуляции серотонином в указанных концентрациях. 
б – Мониторинг внутриклеточного сАМР с помощью сенсора Pink Flamindo в клетке HEK-293, экспрессирующей ре-
цептор 5-HT4 при последовательной стимуляции серотонином в указанных концентрациях. 
в – Кривая доза–ответ для биосенсора СНО/5-HT2C. В каждом конкретном эксперименте изменения концентрации
Ca2+ (ΔF/F0), вызванные серотонином в данной концентрации, нормировались на серотониновый ответ при 3 нМ.
Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 46). Сплошная линия представляет собой функцию
Хевисайда H(S-1) от концентрации серотонина S. 
г – Кривая доза–ответ для биосенсора НЕК/5-HT4/PF. В каждом конкретном эксперименте cAMP-ответы на серото-
нин в различных концентрациях нормировались на cAMP-ответ, вызванный 30 нМ серотонина. Данные представле-
ны как среднее ± стандартное отклонение (n = 31). Сплошная прямая представляет уравнение Хилла R = Sn/(  + Sn)
для нормированного cAMP-ответа R при коэффициенте Хилла n = 1.3 и концентрации полуэффекта S0.5 = 27 нМ.
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мость внутриклеточных сАМР-сигналов от кон-
центрации наружного серотонина. Полученные
клетки НЕК/5-HT4/PF обычно отвечали на 1 нМ
серотонина, хотя отдельные клетки могли детек-
тировать появление агониста и при существенно
меньших концентрациях. Насыщение сАМР-от-
ветов достигалось при 20 нМ агониста. Таким об-
разом, второй полученный нами клеточный био-
сенсор серотонина НЕК/5-HT4/PF характеризу-
ется градуальной зависимостью доза – ответ в
диапазоне 1–20 нМ (рис. 1г). Это позволило нам
более детально исследовать секрецию серотонина
вкусовыми клетками в разных физиологических
условиях и при различных условиях стимуляции [9].

Авторы благодарят Д.М. Поташникову за по-
мощь в проведении работ по сортировке клеток
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Two Types of Cellular Serotonin Biosensors
O. A. Rogachevskaja1, *, A. P. Cherkashin1, Е. Е. Kopylova1, M. F. Bystrova1

1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, FRC PSCBR RAS, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia
*e-mail: o.rogachevskaja@gmail.com

The method of cellular biosensors, which allows local detection of substances secreted by single cells, is tra-
ditionally used for studying the peripheral taste system. This method is based on cells that can detect secreted
molecules with surface receptors coupled to the mobilization of intracellular Ca2+. Thus, the neurotransmit-
ter release can be tracked on-line by Ca2+ signals generated by a cell-biosensor. A specific feature of such cel-
lular biosensors is that Са2+ signals induced by GPCR ligands may be generated in the “all-or-nothing” man-
ner due to the involvement of trigger-like mechanism, that is Ca2+-induced Ca2+ release (CICR). Although
such a sensor validates the fact of neurotransmitter secretion, it does not allow studying regulatory circuits
controlling the quantity of the released substance. This implies that biosensors, which are based on distinct
intracellular signaling pathways, such as for cAMP signaling, could be more informative. Here we generated
two types of serotonin biosensors. One was based on CHO cells expressing the recombinant 5-HT2C receptor
coupled by the phospholipase pathway to Ca2+ mobilization. Another involved HEK-293 cells that expressed
both 5-HT2C receptor coupled to adenylyl cyclase and the f luorescent protein Pink Flamindo serving as ge-
netically encoded cAMP sensor. Although both cellular biosensors allow detection of nanomolar serotonin,
5-НТ2С cells generated Ca2+ responses in the “all-or-nothing” manner. In contrast, in 5-HT4 and Pink Fla-
mindo expressing cells, serotonin-triggered cAMP responses gradually rose with agonist concentration in the
range of 0.3–30 nM. It thus appears that the 5-НТ4/Pink Flamindo biosensor is suitable for studying regu-
latory mechanism of serotonin secretion.

Keywords: cellular biosensor, serotonin, Ca2+ signaling, cAMP signaling, genetically encoded sensors
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КОДИРУЕМЫМИ ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРАМИ 4D5ScFv-miniSOG 
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В настоящее время в экспериментальной онкологии развиваются подходы, основанные на разра-
ботке адресных фотосенсибилизаторов, которые можно доставлять специфично к опухоли опреде-
ленного молекулярного профиля. Данная работа посвящена изучению генерации активных форм
кислорода фотосенсибилизаторами белковой природы 4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG, спе-
цифичными к онкомаркеру HER2. Установлено, что, несмотря на наличие одного и того же фото-
токсического модуля в своем составе, данные фотосенсибилизаторы характеризуются различным
уровнем производства АФК, что, возможно, объясняется различной скоростью рецептор-опосре-
дованной интернализации 4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG.

Ключевые слова: активные формы кислорода, генетически кодируемые фотосенсибилизаторы,
фотодинамическая терапия
DOI: 10.31857/S0233475523010073, EDN: NTUFGR

ВВЕДЕНИЕ
Фотодинамическая терапия представляет со-

бой одну из интересных реализаций фотонной
терапии для лечения рака. Терапевтический эф-
фект достигается за счет использования фотосен-
сибилизаторов (ФС) органического (порфирины,
фталоцианины и др.) или неорганического (на-
пример, наночастицы TiO2, CdSe/CdS, ZnO) про-
исхождения, способных генерировать активные
формы кислорода (АФК), включая синглетный
кислород и свободные радикалы. Раковые клетки
уничтожаются за счет передачи энергии от фото-
сенсибилизаторов, активируемых светом, к кисло-
роду, что вызывает внутриклеточный окислитель-
ный стресс вследствие генерации АФК. Именно
АФК, образующиеся при фотовозбуждении ФС,
вызывают повреждение ДНК, белков и липидов
раковых клеток. Данный подход отличается се-
лективностью и локальностью терапевтического
воздействия на опухоль, поскольку разрушение
раковых клеток происходит только при облуче-
нии зоны опухоли светом определенной длины
волны, необходимой для возбуждения накопив-
шегося в клетках ФС [1, 2].

В настоящее время в экспериментальной он-
кологии развиваются подходы, основанные на
разработке адресных ФС, представляющих собой
химические конъюгаты с направляющими моду-
лями белковой природы.

Опухоль-ассоциированный антиген HER2 (ре-
цептор 2 эпидермального фактора роста челове-
ка), являющийся рецепторной тирозинкиназой,
представляет собой привлекательную мишень
для адресной терапии рака, поскольку он сверх-
экспрессируется в 15–25% случаев рака молочной
железы человека и его наличие коррелирует с
агрессивной формой развития заболевания [3, 4].

Создание фототоксичных белков KillerRed [5]
и miniSOG [6], способных к производству АФК,
натолкнуло исследователей на мысль о создании
адресных генетически кодируемых ФС. В каче-
стве адресной молекулы может использоваться
антитело, его фрагмент или искусственные белки
неиммуноглобулиновой природы [7–9].

Фототоксичный белок miniSOG сконструиро-
ван на основе фототропина 2 Arabidopsis thaliana и
содержит флавинмононуклеотид в качестве ко-
фактора [6]. В хромофорном кармане кофактор

УДК 577.34
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связан с белковой глобулой нековалентно. Имен-
но кофактор ФМН определяет фототоксические
(генерацию АФК) и флуоресцентные свойства
miniSOG под действием синего света [6, 10, 11].

Ранее нами были получены генетически коди-
руемые ФС на основе miniSOG, способные спе-
цифично и селективно взаимодействовать с ре-
цептором HER2 на поверхности раковых клеток
[12, 13]. В качестве HER2-специфичного домена
в составе ФС использовали мини-антитело scFv4D5
[14] или DARPin_9-29 [15].

Оказалось, что при наличии одного и того же
фототоксического модуля в своем составе данные
ФС обладают различным цитотоксическим эф-
фектом в отношении HER2-положительных ра-
ковых клеток in vitro. Так, IC50 для 4D5scFv-min-
iSOG составила 0.16 мкМ, в то время как для
DARPin-miniSOG это значение равно 0.8 мкМ
[12, 13]. Мы предположили, что возможным объ-
яснением такой разницы в цитотоксичности мо-
жет быть различная способность генерации АФК.
Работа посвящена изучению фотоиндуцирован-
ной токсичности генетически кодируемыми ФС
(4D5scFv-miniSOG и DARPin-mini-SOG) внутри
живой клетки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клеточные линии. В работе использовали

HER2-положительную клеточную линию адено-
карциномы протоков молочной железы BT-474
(ATCC HTB-20) и линию аденокарциномы мо-
лочной железы с нормальным уровнем экспрес-
сии рецептора HER2 – MDA-MB-231 (ATCC
HTB-26). Клетки культивировали в среде RPMI-
1640, содержащей 10% эмбриональной сыворот-
ки теленка, 2 мМ L-глутамина, 100мкг/мл стреп-
томицина и 100мкг/мл пенициллина при +37°С
в атмосфере с 5% СО2. Для проточной цитомет-
рии и опытов по определению АФК снятие кле-
ток с подложки проводили раствором Версена
(ПанЭко, Россия) без использования трипсина.

Наработка белков. Экспрессию генов, коди-
рующих гибридные белки 4D5scFv-miniSOG и
DARPin-miniSOG проводили в штамме Escherich-
ia coli BL21(DE3) по методу автоиндукции [16].
Трансформанты E. coli культивировали в среде
для автоиндукции ТВР-5052, содержащей 0.1 г/л
ампициллина, при 25°C с интенсивной аэрацией
до OD600 12–14 ч. Клетки собирали центрифуги-
рованием при 6000 g в течение 10 мин при 4°С.
Осадок ресуспендировали в лизирующем буфере
(20 мМ фосфат натрия (Na-Pi), 500 мМ NaCl, рН
7.5, 50 мкг/мл лизоцима), обрабатывали ультра-
звуком на ультразвуковом дезинтеграторе Vibra-
Cell (Sonics, США) (режим: 30 раз по 10 с с интер-
валом в 10 с). Клеточный дебрис удаляли центри-
фугированием при 15000 g в течение 20 мин при

4°С. Осветленный лизат пропускали через фильтр
0.22 мкм и наносили на колонку Ni2+-NTA (GE
Healthcare, США), уравновешенную буфером
следующего состава: 20 мМ Na-Pi, pH 7.5, 500 мМ
NaCl, 30 мМ имидазол. Последующую очистку
целевого белка проводили в соответствии с ин-
струкциями производителя колонки His-tag
(GE Healthcare, США). Выход очищенного бел-
ка составил 40 мг на 1 л культуры для DARPin-
miniSOG и 25 мг на 1 л культуры для 4D5scFv-
miniSOG.

Проточная цитометрия. Клетки снимали с под-
ложки раствором Версена, осаждали центрифу-
гированием при 100 g в течение 2 мин и ресуспен-
дировали в среде RPMI-1640 без сыворотки до
конечной концентрации 106 клеток/мл. К 100 мкл
клеточной суспензии добавляли 4D5scFv-mini-
SOG или DARPin-miniSOG до конечной концен-
трации 250 нМ. Инкубацию проводили в течение
10 мин в темноте при 37°С, после чего клетки от-
мывали трижды от не связавшегося с рецептором
белка. Флуоресценцию детектировали с исполь-
зованием проточного цитометра NovoCyte 3000
(ACEA Biosciences) при следующих параметрах:
возбуждение – лазер с длиной волны 488 нм, де-
текция флуоресценции – фильтр 530 ± 30 нм. Для
каждого образца исследовали не менее 10000 со-
бытий.

Измерение АФК в живых клетках. Уровень
внутриклеточных АФК в клетках BT-474, инкуби-
рованных с 4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG,
определяли путем окрашивания клеток флуорес-
центным красителем карбокси-2',7'-дихлорди-
гидрофлуоресцеиндиацетатом (carboxy-H2DCFDA,
Invitrogen). Для оценки продукции АФК при
фотосенсибилизации, опосредованной внешним
источником излучения, клетки высевали в 96-лу-
ночный планшет и выращивали в течение ночи.
Затем к клеткам добавляли белки 4D5scFv-min-
iSOG или DARPin-miniSOG до конечной кон-
центрации 500 нМ, инкубировали 10 мин при
37°С, отмывали от не связавшихся с рецептором
молекул ФС и подвергали облучению светодио-
дом (465 нм, 55 мВт/см2, Ledszone) в течение 10 мин
при 37°С. В качестве положительного контроля
продукции АФК использовали клетки, обрабо-
танные 50 мМ H2O2 при 37°C в течение 30 мин.
В качестве отрицательного контроля использова-
ли клетки, инкубированные с 4D5scFv-miniSOG
и DARPin-miniSOG, но не подвергнутые облуче-
нию. Клетки промывали фосфатно-солевым бу-
фером и инкубировали в ростовой среде с 10 мМ
карбокси-H2DCFDA в течение 1 ч при 37°C.
Флуоресценцию окисленной формы карбокси-
H2DCFDA измеряли на планшетном спектро-
флуориметре Infinite Pro M1000 (Tecan) с возбуж-
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дением при 485 нм и эмиссией в диапазоне 500– ̶
650 нм с шагом 2 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка взаимодействия с рецептором HER2
гибридных белков 4D5scFv-miniSOG и DARPin-
miniSOG. Эффективность взаимодействия HER2-
специфичных адресных ФС 4D5scFv-miniSOG и
DARPin-miniSOG с рецептором HER2 на поверх-
ности раковых клеток оценивали методом про-
точной цитометрии. Для этого клетки инкубиро-
вали с 4D5scFv-miniSOG или DARPin-miniSOG,
как описано в “Материалах и методах”. В каче-
стве контроля специфичности взаимодействия
использовали клетки аденокарциномы молочной
железы MDA-MB-231, характеризующиеся нор-
мальным для клеток эпителиального происхож-

дения уровнем экспрессии рецептора HER2 [17].
Как видно из результатов проточной цитометрии
(рис. 1а и 1б), оба белка, 4D5scFv-miniSOG и
DARPin-miniSOG, одинаково эффективно взаи-
модействуют с рецептором HER2 на поверхности
HER2-положительных раковых клеток, о чем
свидетельствует значительный сдвиг медианы
флуоресценции относительно клеток, не обрабо-
танных белком. В то же время для клеток MDA-
MB-231, инкубированных с 4D5scFv-miniSOG
или DARPin-miniSOG, сдвиг медианы флуорес-
ценции относительно контроля остается незна-
чительным (рис. 1б).

Оценка уровня АФК в живых клетках. Прини-
мая во внимание данные проточной цитометрии
и данные по цитотоксичности 4D5scFv-miniSOG
и DARPin-miniSOG, полученные нами ранее [12, 13],
мы предположили, что значительная разница в

Рис. 1. Функциональная характеристика адресного и цитотоксического модуля в составе генетически кодируемых ФС
4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG. а, б – Взаимодействие 4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG с рецептором
HER2 на поверхности клеток SK-BR-3 (а) и MDA-MB-231 (б). Зеленая кривая соответствует клеткам, не обработан-
ным белками (контроль автофлуоресценции), красная и синяя кривые соответствуют клеткам, обработанным
DARPin-miniSOG и 4D5scFv-miniSOG соответственно. в – Определение уровня АФК, индуцируемых 4D5scFv-min-
iSOG и DARPin-miniSOG при облучении в живой клетке.
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вызываемом цитотоксическом эффекте этих двух
ФС при одинаково эффективном взаимодей-
ствии с рецептором, может быть обусловлена раз-
личным уровнем генерации АФК.

Для того чтобы оценить уровень продукции
АФК, клетки BT-474 инкубировали с белками
4D5scFv-miniSOG или DARPin-miniSOG в тече-
ние 10 мин, облучали синим светом и измеряли
АФК согласно протоколу, описанному в “Мате-
риалах и методах”. Оказалось, что уровень АФК в
клетках, обработанных 4D5scFv-miniSOG, при-
мерно в 4 раза выше, чем в клетках, обработанных
DARPin-miniSOG (рис. 1в). Вероятным объясне-
нием этому факту может быть различная скорость
рецептор-опосредованной интернализации бел-
ков 4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG, свя-
занная с размером белков. Как было показано на-
ми ранее, DARPin-miniSOG локализуется в ран-
них эндосомах через 5–7 мин после начала
инкубации, попадая в дальнейшем на терминаль-
ную деградацию в лизосомы [13], в то время как
процесс интернализации 4D5scFv-miniSOG зани-
мает до 30 мин [12]. Кроме того, также ранее было
установлено, что интенсивность флуоресценции
4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG на по-
верхности HER2-положительных клеток в усло-
виях, исключающих процесс рецептор-опосредо-
ванной интернализации, одинакова [18], а фото-
токсичность DARPin-miniSOG повышается, если
проводить облучение клеток синим светом при
пониженной температуре (4°С); IC50 в этом слу-
чае составляла 0.2 мМ [19]. Известно, что при по-
ниженной температуре происходит замедление
процесса рецептор-опосредованной интернали-
зации. Таким образом, увеличение времени на-
хождения на мембране или в липидном бислое для
DARPin-miniSOG приводит к тому, что его фото-
индуцированный цитотоксический эффект стано-
вится сравним с эффектом от 4D5scFv-miniSOG.
Известно, что наибольшие фотодинамические
повреждения от ФС можно ожидать, когда он ло-
кализуется в клеточной мембране, поскольку
именно мембрана является главной мишенью для
АФК, продуцируемых ФС [20]. Дополнительным
фактором, способствующим повреждению липи-
дов при фотодинамической терапии, является вы-
сокая растворимость молекулярного кислорода в
липидах. Таким образом, в липидной среде у ФС
больше шансов, чем в воде, столкнуться с O2 и вы-
работать АФК. Более того, если в клетке образуют-
ся АФК, существует множество ферментативных и
неферментативных способов поддержания внут-
риклеточного окислительно-восстановительного
гомеостаза и защиты клетки от различных типов
оксидантов. Система защиты клетки от АФК пред-
ставлена глутатионом, супероксиддисмутазами,
пероксиредоксинами, а также белками семейств

тиоредоксина и глутаредоксина, каждый из ко-
торых имеет специфическую субклеточную ло-
кализацию и активность [21]. Принимая во внима-
ние эти факты, а также наши данные по уровню ге-
нерации АФК, можно заключить, что скорость
интернализации для генетически кодируемых ФС
является одним из важных параметров, опреде-
ляющих фототоксичность 4D5scFv-miniSOG и
DARPin-miniSOG.
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Production of Reactive Oxygen Species by Genetically Encoded Photosensitizers 
4D5scFv-miniSOG and DARPin-miniSOG in Living Cells
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Currently, experimental oncology is developing approaches based on the development of targeted photosen-
sitizers that can be delivered specifically to a tumor of a certain molecular profile. This work is devoted to the
study of the generation of reactive oxygen species by photosensitizers of protein nature 4D5scFv-miniSOG
and DARPin-miniSOG, specific to the oncomarker HER2. It was found that despite the presence of the
same phototoxic module in their composition, these photosensitizers are characterized by different levels of
ROS production, which may be explained by the different rate of receptor-mediated internalization of
4D5scFv-miniSOG and DARPin-miniSOG.
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В работе представлен инновационный метод направленной элиминации опухолевых клеток опре-
деленного молекулярного профиля путем инактивации транскрипции генов общих субъединиц
ядерных ДНК-зависимых РНК-полимераз человека. Для инактивации генов общих субъединиц
РНК-полимераз использовали комплементарные им ДНК-миметики, которые доставляли к клет-
кам в составе липосом, модифицированных по внешней поверхности адресными молекулами.
Было показано, что инактивация генов общих субъединиц РНК-полимераз Rpb5, Rpb6 или Rpb8
в зависимости от выбранной мишени вызывает гибель до 50% HER2- положительных клеток рака
молочной железы человека в культуре.
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ВВЕДЕНИЕ
Проблема поиска новых высокотехнологич-

ных подходов к терапии злокачественных ново-
образований особенно остро стоит на фоне еже-
годного прироста новых случаев онкологических
заболеваний и увеличения летальных исходов.
Несмотря на значительные успехи в усовершен-
ствовании методов лечения рака, не существует
надежных универсальных подходов, позволяю-
щих одновременно элиминировать первичный
узел и отдаленные метастазы, зачастую оказыва-
ющиеся более устойчивыми к терапии. Наряду
с эффективностью разрабатываемых препаратов
важную роль играет избирательность доставки те-
рапевтического агента к клеткам-мишеням с це-
лью снижения общей токсической нагрузки на
организм. Нами предлагается метод направлен-
ной элиминации опухолевых клеток путем инак-
тивации транскрипции генов общих субъединиц
ядерных ДНК-зависимых РНК-полимераз че-
ловека. Инактивация генов общих субъединиц
РНК-полимераз осуществляется комплементар-

ными им ДНК-миметиками, которые доставля-
ются к клеткам определенного молекулярного
профиля в составе липосом. Избирательность до-
ставки осуществляется модификацией липосом
по внешней поверхности адресными модулями
неиммуноглобулиновой природы.

Известно, что ядра всех эукариотических орга-
низмов содержат три формы ядерных ДНК-зави-
симых РНК-полимераз, которые обладают общей
структурной организацией и отвечают за тран-
скрипцию разных наборов генов [1, 2]. Отличи-
тельной чертой ядерных РНК-полимераз является
наличие пяти незаменимых общих субъединиц,
входящих в состав всех трех ферментов [3–5]. Та-
ким образом, если в раковой клетке подавить экс-
прессию генов, кодирующих хотя бы одну из пяти
общих субъединиц, то, теоретически, удастся ли-
шить клетку всего транскрипционного аппарата.

Антисмысловая терапия (antisense therapy) пред-
ставляет собой метод лечения, основанный на
выключении/остановке синтеза белка, участвую-
щего в патогенезе заболевания, путем ингибиро-
вания трансляции его мРНК с помощью компле-
ментарных коротких нуклеотидных последова-
тельностей (антисмысловых олигонуклеотидов,
АО). В последние годы антисмысловая техноло-
гия стала одной из многообещающих стратегий

Список сокращений: АО – антисмысловые олигонуклеотиды;
мРНК – матричная РНК; ТФ-LNA – тиофосфатные оли-
гонуклеотиды с концевыми LNA-нуклеотидами; HER2 –
рецептор эпидермального фактора роста человека 2 типа;
LNA – Locked Nucleic Acid.
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лечения рака [6]. Различные гены, известные как
ключевые регуляторы апоптоза, клеточного ро-
ста, метастазирования и ангиогенеза, с различ-
ным успехом были исследованы в качестве моле-
кулярных мишеней для антисмысловой терапии.

Основываясь на принципе антисмысловой те-
рапии, для подавления экспрессии генов общих
субъединиц РНК-полимераз нами был осуществ-
лен дизайн ДНК-миметиков на основе тиофос-
фатных олигонуклеотидов, содержащих на 5'- и
3'-концах по два или три “защелкнутых” рибону-
клеотида (Locked Nucleic Acid, LNA). Тиофосфат-
ные олигонуклеотиды широко используются в
антисенсовой биотехнологии как регуляторы
экспрессии генов [7–9], поскольку обладают
повышенной устойчивостью к действию клеточ-
ных нуклеаз и повышенным сродством к ДНК- и
РНК-мишеням.

Ранее в нашей лаборатории была разработана
методика синтеза адресных моноламеллярных
липосом диаметром 100 нм, нагруженных цито-
токсическими белковыми компонентами [10, 11].
Применение данной методики для загрузки ли-
посом ДНК-миметиками позволило получить ад-
ресные липосомы, содержащие большое количе-
ство молекул АО, оказывающих избирательный
цитотоксический эффект в отношении HER2+

клеток in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Анализ последовательностей вариантов тран-
скриптов общих субъединиц ядерных ДНК-зави-
симых РНК-полимераз Rpb5, Rpb6 и Rpb8, до-
ступных в базе данных NCBI (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov), проводили с помощью программы
Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi). По-
следовательности для синтеза модифицирован-
ных олигонуклеотидов (20–22 п.о.) выбирали в
областях, консервативных для всех имеющихся в
базе данных изоформ какой-либо субъединицы.
Выбранную последовательность скринировали
на уникальность в геноме человека. Синтез
тиофосфатных олигонуклеотидов с концевыми
LNA-нуклеотидами (ТФ-LNA) и с цианиновой
меткой на 5'-конце заказывали на фирме Синтол
(Москва, Россия).

Для приготовления липосом использовали
суспензию фосфолипидов сои, содержащую
40% L-α-фосфатидилхолина (Avanti Polar Lipids,
США), с конечной концентрацией 4 г/л. ТФ-LNA
растворяли в воде до конечной концентрации
100 пмоль/мкл. Загрузку проводили в присут-
ствии 150 мМ KCl в 20 мМ калий-фосфатном бу-
фере при pH 7.5. Смесь фосфолипидов и ТФ-LNA
подвергали 5-кратной процедуре замораживания
при температуре –150°С и оттаивания, после чего
многократно (19 раз) продавливали через 100-нм

фильтр с помощью экструдера, получая липосо-
мы со средним размером 100 нм. Для устранения
невключившегося ДНК-миметика проводили
хроматографию на колонке CL-2B в том же буфере.

Наработку адресного модуля DARPin_9-29 для
конъюгации с поверхностью липосом осуществ-
ляли в бактериальной системе экспрессии (штамм
Escherichia coli BL21(DE3)) методом автоиндук-
ции с последующей очисткой белка с помощью
металл-хелатной аффинной хроматографии, как
было описано нами ранее [10]. Функционализа-
цию ТФ-LNA-нагруженных липосом адресным
модулем осуществляли согласно ранее разрабо-
танному протоколу [10].

Размер и поверхностный заряд загруженных
липосом определяли методом динамического и
электрофоретического светорассеяния с исполь-
зованием анализатора Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., Великобритания). Для расчета
количества молекул ТФ-LNA, включившихся в
состав одной липосомы, использовали метод,
описанный в работе [10]. Вычисления проводи-
ли, используя спектр поглощения липосом, ко-
эффициент молярной экстинкции для Cy5.5
(~250 000 М–1см–1). Концентрацию ненагружен-
ных липосом, используемых в работе, в суспен-
зии 1 мг/мл считали равной 1.1 нМ [10].

Клетки рака молочной железы человека BT-474
(ATCC HTB-20), гиперэкспрессирующие рецеп-
тор HER2, и MDA-MB-231 (ATCC HTB-26)
c уровнем экспрессии HER2, характерным для
нормальных эпителиальных тканей, растили в
среде RPMI 1640 (ПанЭко, Россия), содержащей
10% эмбриональной бычьей сыворотки (Gibco,
Германия), 2 мМ L-глутамин и антибиотики пе-
нициллин (50 ед/мл), стрептомицин (50 мкг/мл)
(ПанЭко), при 37°C в атмосфере 5% CO2 и повы-
шенной влажности.

Цитотоксическое действие липосомальных пре-
паратов ДНК-миметиков оценивали с помощью
стандартного МТТ-теста [12]. Измерение оптиче-
ского поглощения растворенного формазана на
длине волны 570 нм проводили на планшетном
спектрофотометре Infinite M1000 (Tecan, Швей-
цария). Относительную жизнеспособность кле-
ток рассчитывали делением значения поглоще-
ния на 570 нм на величину поглощения, измерен-
ную для контрольных клеток, инкубировавшихся
в тех же условиях в отсутствие токсических пре-
паратов. Все эксперименты были выполнены в
трех повторах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве мишени для подавления экспрес-

сии генов общих субъединиц РНК-полимераз
были выбраны гены субъединиц Rpb5, Rpb6,
Rpb8 РНК-полимераз I-III. На основе анализа
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изоформ генов общих субъединиц, доступных
в PubMed, были выбраны последовательности
ДНК, отвечающие двум условиям: 1) последова-
тельность консервативна для всех изоформ ка-
кой-либо субъединицы РНК-полимераз; 2) по-
следовательность уникальна для генома челове-
ка. Сконструированные последовательности АО
представлены в табл. 1. АО загружали в липосо-
мы, внешняя поверхность которых содержала
HER2-специфичный модуль на основе белка с
анкириновыми повторами DARPin_9-29 (De-
signed Ankyrin Repeat Protein), являющимся ин-
новационным полипептидом неиммуноглобу-
линового скаффолда и обладающим высокой
аффинностью к субдомену I рецептора HER2 [13].
Гидродинамический размер липосом, загруженных
ТФ-LNA и функционализированных DARPin_9-29,
и ζ-потенциал составляли около 105 нм и –30 мВ
соответственно. Для расчета количества молекул
ТФ-LNA, включившихся в состав одной липосо-
мы, использовали спектры поглощения липосо-
мальных препаратов и метод, описанный в работе
[10]. Было установлено, что среднее количество
молекул ТФ-LNA, включившихся в одну липосо-
му, составило около 880 молекул (табл. 1).

Оценку цитотоксического действия адрес-
ных липосом, нагруженных ТФ-LNA, проводили
методом стандартного МТТ-теста (рис. 1). Стар-
товая концентрация адресных липосом составля-
ла 300 нМ. Оказалось, что при максимальной
концентрации адресных липосом, нагружен-

ных ТФ-LNA, специфически связывающимися
с общей субъединицей Rpb5, ТФ-LNARpb5.1 и
ТФ-LNARpb5.2, цитотоксический эффект для
клеток BT-474 с высоким уровнем экспрессии ре-
цепторов HER2, составил ~31 и 20% соответ-
ственно. Эти же липосомы вызывали гибель соот-
ветственно лишь ~8 и 5% клеток MDA-MB-231
с нормальным уровнем экспрессии HER2. Для
липосом, нагруженных ТФ-LNA, специфичных к
общей субъединице Rpb6, цитотоксический эф-
фект для гиперэкспрессирующих HER2 клеток
BT-474, составил ~49% для ТФ-LNARpb6.1 и 51%
ТФ-LNARpb6.2, а для клеток MDA-MB-231 цито-
токсический эффект оказался на уровне ~9 и 10%
соответственно. Цитотоксическое действие в от-
ношении клеток BT-474 адресных липосом, на-
груженных ТФ-LNARpb8.1 и ТФ-LNARpb8.2, со-
ставило около 48 и 53%, для клеток MDA-MB-231
~10 и 12% соответственно. Отметим, что ненагру-
женные липосомы не оказывали на клетки цито-
токсического действия, что было показано нами
ранее [10, 11].

Также было исследовано сочетанное цитоток-
сическое действие смеси эквимолярных коли-
честв адресных липосом, нагруженных ТФ-LNA,
комплементарных участкам разных общих субъ-
единиц РНК-полимераз. Для загрузки были вы-
браны ТФ-LNA, оказавшие максимальное токси-
ческое воздействие на HER2+ клетки в отдельно-
сти. Результаты МТТ-теста приведены на рис. 1
(столбец “Смесь”). Было показано, что при макси-

Таблица 1. Характеристики использованных в работе тиофосфатных олигонуклеотидов с концевыми LNA-нук-
леотидами (ТФ-LNA)

Примечание. Рибозы, модифицированные LNA, выделены жирным шрифтом и заглавными буквами. Маленькие буквы
обозначают дезоксирибозы; s – фосфотиоат; m – C5-метилцитидин; Cy5.5 ковалентно присоединен к 5'-концу.
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Rpb5.1 5'Cy5.5-mCsTscstsgsgsasasasastscscsgscsasasgsAsCm Rpb5 95 ± 19 –28.2 ± 1.3 ~829

Rpb5.2 5’Cy5.5-mCsTs
mCstsgsgsasasasastscscsgscsasasGsAsCm Rpb5 97 ± 17 –27.8 ± 1.4 ~960

Rpb6.1 5'Cy5.5-mCsGsasgscsgsasgscscscsgscsgstsgscstsgsgsGs
mC Rpb6 102 ± 24 –32.6 ± 0.6 ~770

Rpb6.2 5'Cy5.5-mCsAsGs
mcsgsgsgsgstscsgscstsgsasgsgscsgsAsGsG Rpb6 108 ± 25 –34.5 ± 0.8 ~1060

Rpb8.1 5'Cy5.5-mCsCsсscststscstsgscstsgscstscstscsgstsgsGsCm Rpb8 105 ± 27 –30.7 ± 1.2 ~800

Rpb8.2 5'Cy5.5-mCsCstsgsasgstsgsgscsasgscscsgscstscststsGsCm Rpb8 117 ± 31 –29.8 ± 0.8 ~880
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мальной концентрации адресных липосом, нагру-
женных смесью ТФ-LNARpb6.2 и ТФ-LNARpb8.2,
цитотоксический эффект для клеток ВТ-474 со-
ставил 42 и 11% для клеток MDA-MB-231.

Достигнутый цитотоксический эффект в отно-
шении HER2+ клеток позволяет предположить
перспективность предлагаемого подхода. Наибо-
лее подходящими мишенями для ингибирования
транскрипции оказались общие субъединицы Rpb6
и Rpb8. При этом оптимизация последовательно-
стей ТФ-LNA может внести вклад в возрастание
цитотоксического воздействия. Однако факт, что
усиление эффекта от смешивания адресных ли-
посом, нагруженных смесью ТФ-LNA к разным
мишеням, не наблюдалось, может говорить об ак-
тивации клетками “запасных путей” поддержа-
ния транскрипции на уровне, необходимом для
жизнеобеспечения клетки. Поэтому более эф-
фективным может оказаться сочетанное воздей-
ствие предлагаемых липосом с известными ток-
сическими веществами другого механизма дей-
ствия [14, 15].
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Исследовано влияние экзогенного ауксина на изменения жирнокислотного состава суммарных ли-
пидов листьев и корней проростков яровой пшеницы (Triticum aestivum L.). Установлено, что разно-
образие жирных кислот в вегетативных органах (лист или корень) зависит не только от концентра-
ции ауксина, а также от донора оксида азота (N2, NO3). Отмечено, что при повышении концентра-
ции экзогенного ауксина происходит увеличение микровязкости и уменьшение проницаемости
мембран вегетативных органов пшеницы, что подтверждается снижением индекса двойных связей
(ИДС). При этом происходит увеличение концентрации насыщенных жирных кислот (пальмити-
новой и стеариновой), которые используются в качестве предшественников для образования жир-
ных кислот с очень длинной цепью (ЖКОДЦ). Установлено, что экзогенный ауксин приводит к
увеличению суммарного содержания ЖКОДЦ в листьях при дефиците (8.4%) и избытке доноров
NO (12.3%). Внесение экзогенного ауксина нивелирует значительные различия активности десату-
раз в корнях пшеницы при разных уровнях доноров оксида азота. Высказано предположение, что
биосинтез докозадиеновой кислоты (С22:2) в листьях является одним из ключевых этапов в форми-
ровании адаптивного ответа клеточных мембран на воздействие абиотических стрессов при онтоге-
незе растений. Повышение уровня NO способствует перемещению от корней к побегам ауксина,
который может служить регулятором активности элонгаз и денатураз при синтезе ЖКОДЦ.

Ключевые слова: Triticum aestivum L., жирные кислоты, десатуразы, ауксин, оксид азота
DOI: 10.31857/S0233475522060081, EDN: NSIESM

ВВЕДЕНИЕ

В растительных клетках обмен с окружающей
средой сигналами и веществами регулируется
через плазматическую мембрану, состоящую из
двойного слоя липидов со встроенными в него
белками. Физико-химические свойства мембран,
в том числе температура фазовых переходов,
в значительной степени определяются составом
жирных кислот (ЖК) их липидов. Рассматривая
изменения процентного содержания ЖК в общих
мембранных липидах растений, авторы [1] выде-
лили две стратегии адаптивных реакций, связан-
ных с увеличением содержания или насыщенных,
или ненасыщенных ЖК и, соответственно, с про-
тивоположными изменениями микровязкости
клеточных мембран при стрессовых воздействи-
ях. Первая стратегия отличается увеличением со-
держания ненасыщенных ЖК в составе общих
липидов клеточных мембран. Она характерна для
биотического [2] и температурного [3] стресса, а

также для стрессов, вызванных высокими кон-
центрациями тяжелых металлов [4]. Вторая стра-
тегия, связанная с увеличением содержания на-
сыщенных ЖК, осуществляется при окислитель-
ном и солевом стрессе (который также является и
гиперосмотическим) [1].

В клетках растений при окислительном стрес-
се усиливается образование активных форм кис-
лорода (АФК) [5]. Для своей стабилизации АФК
активно захватывают электроны из молекул ли-
пидов, белков и нуклеиновых кислот, дестабили-
зируя макромолекулы и надмолекулярные струк-
туры. Одной из основных мишеней АФК явля-
ются остатки ненасыщенных жирных кислот в
составе липидов мембран, подвергающиеся сво-
боднорадикальному окислению по месту двой-
ных связей с образованием гидроперекисей и ди-
еновых конъюгатов, которые быстро метаболизи-
руются, превращаясь в альдегиды и диальдегиды.
У высших растений наиболее распространенны-
ми полиненасыщенными жирными кислотами

УДК 577.352.33
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(ПНЖК) являются три 18-углеродных вида, а
именно олеиновая (С18:1), линолевая (С18:2) и
α-линоленовая (С18:3) кислоты. Примечательной
особенностью является то, что химическая при-
рода двойной связи, по-видимому, делает их дат-
чиками окислительно-восстановительного по-
тенциала в растениях [6].

Главным фактором, позволяющим клетке под-
держивать текучесть мембран в условиях стресса,
является эффективная работа клеточных десату-
раз, обеспечивающая изменение уровня ненасы-
щенности мембранных липидов [7]. В настоящее
время убедительно продемонстрировано, что экс-
прессия генов десатураз регулируется действием
различных стрессовых факторов и гормонов. Это
позволяет внести их в список ключевых участни-
ков как процессов сигнализации, так и механиз-
мов защиты и адаптации растений к биотическим
и абиотическим факторам [8]. Установлено, что
наличие в мембранных липидах линолевой (С18:2)
кислоты, а следовательно, и активность ∆12-де-
сатуразы являются критическими факторами для
формирования характерной для организма струк-
туры мембраны [9, 10].

В последнее время помимо регулярных публи-
каций исследований окислительного стресса ста-
ли появляться сообщения о нитрозильном/нит-
роокислительном стрессе [11–14]. Из литературы
известно, что увеличение NO часто сопровожда-
ется накоплением других реактивных молекул,
таких как H2O2 и H2S. Так, в некоторых исследо-
ваниях показано, что при введении нитратов в
клетках растений образуется пероксид водорода
[15, 16]. Наряду с АФК и H2S, NO потенциально
может способствовать общему внутриклеточному
окислительно-восстановительному потенциалу
клетки [6]. В зависимости от соотношения внут-
риклеточных концентраций NO и АФК могут
взаимно как усиливать, так и ослаблять действие
друг друга на клетки. NO может также влиять на
биосинтез, катаболизм/конъюгацию, транспорт,
восприятие и/или трансдукцию различных фито-
гормонов, таких как ауксины, гиббереллины, ци-
токинины, абсцизовая кислота, этилен, салици-
ловая кислота, жасмонаты и брассиностероиды.
Механизмы, лежащие в основе взаимодействия
между NO и растительными гормонами, до сих
пор полностью не выяснены [17].

В случае некоторых стрессовых ситуаций в
тканях растений возрастает количество насыщен-
ных ЖК с очень длинной (более 20 атомов углеро-
да) цепью (ЖКОДЦ) [18–21]. Синтез ЖКОДЦ иг-
рает важную роль в направлении и степени растя-
жения клеток растений в ходе морфогенеза [22].
В работе [23] показано, что ЖКОДЦ являются не-
заменимыми регуляторами дифференциации
клеток за счет регуляции полярного распределе-
ния ауксина. Растительный гормон ауксин (пре-

обладающая форма – индол-3-уксусная кислота;
ИУК) является основным координирующим сиг-
налом в регуляции развития растений. Многие
аспекты действия ауксина зависят от его диффе-
ренциального распределения в тканях растения,
где он образует локальные максимумы или гради-
енты между клетками [24]. Ранее в работе [25] бы-
ло показано, что снижение уровня NO3 способ-
ствовало перемещению ауксина от побегов к кор-
ням. Интересно, что о взаимодействии между
сигналом нитрата и транспортом ауксина также
сообщает тот факт, что нитратные транспортеры
способны переносить ауксин. Изучение физио-
логической роли ЖКОДЦ находится в настоящее
время лишь на начальной стадии накопления
фактического материала. Таким образом, даль-
нейшие исследования ЖКОДЦ как компонентов
липидного микроокружения ферментов биомем-
бран, несомненно, позволят получить новые дан-
ные об их функционировании.

Цель данной работы – выяснить направлен-
ность изменений, происходящих в липидном ме-
таболизме проростков яровой пшеницы (Triticum
aestivum L.) под влиянием экзогенного ауксина.
В задачи работы входило определить активность
ацил-липидных десатураз в листьях и корнях про-
ростков пшеницы под действием экзогенного
ауксина и выявить изменения жирнокислотного
состава вегетативных органов в ответ на повыше-
ние концентрации ауксина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали яровую пшеницу Triti-
cum aestivum L. сорта Экада 70. Семена прора-
щивали 3 сут на фильтрах, смоченных дистил-
лированной водой в лабораторных условиях
при 16-часовом дневном освещении и 20°С/24°С
(ночь/день). Затем проростки помещали на 7 дней
в кюветы со средой Громова [26]. В половину
кювет дополнительно не вносили азотные соли
(N-дефицитные варианты, окислительный стресс).
Во вторую половину кювет добавляли 20 мМ
NaNO3 (NO3-варианты, нитрозильный стресс).
В качестве фитогормона ауксина использовали
β-индолилуксусную кислоту (ИУК) в концентра-
циях 5, 25, 50, 100 мкг/мл.

Экстракцию липидов из вегетативных органов
пшеницы проводили с использованием системы
растворителей хлороформ–метанол–вода (1 : 2 : 0.8,
по объему). Для удаления хлороформа из экс-
тракта липидов использовали роторный испари-
тель RVO-64 (Чехия). Для получения метиловых
эфиров жирных кислот к экстракту липидов по-
сле удаления растворителя добавляли 1% мета-
нольный раствор Н2SO4 и нагревали на водяной
бане при 60°С в течение 30 мин. После охлажде-
ния метиловые эфиры жирных кислот трижды
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экстрагировали гексаном. Анализ полученных
метиловых эфиров жирных кислот проводили
методом газожидкостной хроматографии с ис-
пользованием хроматомасс-спектрометра 5973N/
6890N MSD/DS AgilentTechnology (США). Ка-
пиллярная колонка HP-INNOWAX (30 м × 250 мк ×
× 0.50 мм), градиент температуры: от 100 до 150°С
со скоростью 10°С в мин от 150 до 255°С со скоро-
стью 3°С в мин. Для расчета эквивалентной дли-
ны цепи использовали изократический режим,
температура колонки – 200°С. Газ-носитель –
гелий, скорость потока газа – 1 мл/мин. Масс-
спектрометр – квадруполь, способ ионизации –
электронный удар (EI, энергия ионизации:
70 эВ). Для идентификации пиков метиловых
эфиров ЖК использовали стандартные метило-
вые эфиры (Sigma, США) и метод масс-спектро-
метрии с использованием библиотеки масс-
спектров NIST 05 [27].

Для оценки ненасыщенности ЖК в тканях ли-
стьев использовали индекс двойных связей
(ИДС): ИДС = ∑Pj n/100, где Pj – содержание ЖК
(вес. %) и n – количество двойных связей в каж-
дой кислоте [28]. Также использовали коэффици-
ент ненасыщенности жирных кислот (КН) как
отношение суммы ненасыщенных ЖК к сумме
насыщенных. Расчетная активность ацил-липид-
ных ∆9-, ∆12- и ω3-десатураз, катализирующих
введение двойных связей в алифатические угле-
родные цепи олеиновой (С18:1), линолевой (С18:2)
и линоленовой (С18:3) ЖК, определялась как стеа-
роил-, олеоил- и линолеоил-десатуразные отно-
шения (SDR, ODR, LDR соответственно), рас-
считанные на основании содержания отдельных
компонентов суммы С18–ЖК [10]:

(1)

(2)

(3)

где С18:0, С18:1, С18:2 и С18:3 – процентное от суммы
ЖК содержание стеариновой, олеиновой, лино-
левой и линоленовой кислот соответственно.

Полученные данные обрабатывались с ис-
пользованием стандартных пакетов компьютер-
ных программ Microsoft Excel. Эксперименты
проводились не менее, чем в трехкратной повтор-
ности. Данные табл. 1 и 2 представлены в виде ме-
дианы, а разброс значений – в виде интерквар-
тильной широты (25 и 75 процентиль).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Методом хромато-масс-спектрометрии про-

анализирован жирнокислотный состав суммар-
ных липидов вегетативных органов проростков
яровой пшеницы Triticum aestivum L. (табл. 1).

18:1 18:0 18:1SDR (С ) (С С ),= +

18:2 18:3 18:1 18:2 18:3ODR C C C( ) )C C ,(= + + +

18:3 18:2 18:3LDR C C C ,( ) ( )= +

Установлено, что внесение экзогенного ИУК (5–
50 мкг/мл) приводит к повышению разнообразия
ЖК в вегетативных органах проростков пшени-
цы. Отмечена зависимость повышения разнооб-
разия ЖК не только от концентрации ИУК, а так-
же от вегетативного органа (лист или корень) и
наличия доноров оксида азота (N2, NO3). Разно-
образие ЖК в листьях и корнях контрольных об-
разцов N-дефицитных вариантов было ниже (13 и
15 ЖК соответственно), чем в вегетативных орга-
нах NO3-вариантов (14 и 24 ЖК соответственно).
При внесении ИУК (5–50 мкг/мл) количество
ЖК увеличивалось и в NO3-вариантах достигало
максимума в листьях 26 ЖК (25 мкг/мл ИУК), а в
корнях – 34 ЖК (5 мкг/мл ИУК). Примечатель-
но, что в листьях и корнях при 100 мкг/мл ИУК
количество ЖК в N-дефицитных вариантах было
выше (26 и 21 ЖК соответственно), чем в NO3-ва-
риантах (22 и 10 ЖК соответственно). Установле-
но, что для синтеза максимального количества
ЖК в корнях пшеницы необходима меньшая
концентрация ИУК (5 мкг/мл), чем в листьях
(25 мкг/мл). Таким образом, есть основания по-
лагать, что сведения о разнообразии ЖК могут
использоваться как для изучения влияния этих
параметров на дифференцировку клеток и тка-
ней, так и для ранней диагностики стрессоустой-
чивости вегетативных органов.

Из результатов, представленных в табл. 1, вид-
но, что длина углеродных цепей ЖК варьирует от
12 до 24 атомов. Значительную часть составляют
кислоты с длиной цепи 16 и 18 атомов углерода.
В большинстве вариантов проростков с экзоген-
ной ИУК зафиксировано снижение суммарного
содержания этих ЖК в листьях и корнях.

Из табл. 1 видно, что пальмитиновая кислота
(С16:0) среди насыщенных ЖК занимает домини-
рующее место, ее содержание в вегетативных ор-
ганах (лист/корень) контрольных образцов в
N-дефицитных вариантах соответствует 24.6/
29.0%, а в -вариантах – 25.5/24.5%. Распре-
деление ненасыщенных ЖК в листьях и корнях
значительно различается: в листьях доминируют
суммарно полиеновые кислоты – α-линоленовая
(С18:3) и линолевая (С18:2), а в корнях – моноено-
вые (олеиновая (С18:1) и пальмитолеиновая (С16:1).
В листьях пшеницы отмечено отсутствие олеино-
вой кислоты, другие ненасыщенные ЖК распола-
гаются в следующий ряд: α-линоленовая кислота,
пальмитолеиновая кислота, линолевая кислота.
При этом содержание этих ЖК в N-дефицитных
вариантах (48.3, 5.1, 2.0%) и в NO3-вариантах
(44.8, 3.3, 2.2%) отличается незначительно. В кор-
нях проростков пшеницы отмечено снижение
процесса десатурации ненасыщенных ЖК и пол-
ное отсутствие триеновой α-линоленовой кисло-
ты в обоих вариантах. Суммарное содержание

3NO−
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Таблица 1. Состав жирных кислот с mC ≤ 18 из суммарных липидов вегетативных органов яровой пшеницы
при абиотических стрессах, % от суммы всех ЖК

ЖК
ИУК, мкг/мл

0 5 25 50 100

N-дефицитные варианты

С16:0

24.6 35.5 23.7 28.2 22.3
[24.2; 25.4] [34.5; 37.7] [22.9; 24.5] [26.2; 29.0] [19.5; 23.1]

29.0 25.9 34.6 72.5 31.8
[27.2; 29.6] [25.4; 26.8] [32.5; 36.7] [71.4; 73.3] [29.6; 32.6]

С18:0

9.9 15.5 11.4 17.4 10.4
[9.5; 10.1] [15.0; 16.0] [11.0; 11.6] [16.9; 17.7] [10.1; 10.9]

н/о 7.5 7.9 н/о 7.5
[7.1; 7.9] [7.2; 8.2] [7.2; 7.6]

С16:1

5.1 4.9 3.7 3.0 5.1
[4.4; 5.4] [4.6; 5.2] [2.8; 4.0] [2.8; 3.7] [4.9; 5.3]

19.9 16.2 14.4 н/о 17.4
[19.0; 20.8] [15.3; 16.5] [14.1; 14.5] [16.3; 17.9]

C18:1

н/о н/о н/о н/о н/о
18.8 19.0 18.3 н/о 18.8

[18.1; 19.5] [17.9; 19.7] [17.7; 18.6] [18.5; 19.3]

C18:2

2.0 14.2 1.5 10.5 н/о
[1.4; 2.6] [13.4; 15.0] [1.1; 1.7] [10.0; 10.8]

16.9 10.4 10.2 26.2 6.9
[16.4; 17.4] [9.7; 11.1] [9.5; 10.9] [25.6; 26.4] [6.8; 7.6]

C18:3

48.3 8.7 40.7 25.7 30.6
[47.2; 49.7] [8.6; 8.8] [39.5; 41.7] [25.5; 25.9] [30.4; 31.8]

н/о н/о н/о н/о н/о

∑

89.9 78.8 81.0 84.8 68.4
[88.5; 91.4] [78.3; 80.5] [79.5; 81.3] [83.5; 85.0] [66.7; 69.3]

84.6 79.0 85.4 98.7 82.4
[83.1; 84.9] [77.6; 79.8] [83.7; 86.2] [97.8; 98.9] [80.0; 83.4]

NO3-варианты

С16:0

25.5 31.3 32.1 28.7 32.6

[24.7; 26.1] [30.3; 31.6] [31.4; 32.6] [28.1; 29.5] [31.5; 33.4]

24.5 25.6 27.6 10.9 44.1

[23.8; 24.9] [24.2; 26.1] [27.0; 28.3] [10.3; 11.2] [43.5; 45.1]

С18:0

11.5 14.7 10.4 11.3 14.4

[10.8; 11.9] [14.2; 15.3] [10.0; 10.6] [10.8; 11.6] [13.5; 14.7]

8.5 4.7 8.3 3.6 н/о

[8.3; 8.9] [4.4; 4.8] [7.7; 8.6] [3.5; 3.9]

С16:1

3.3 3.1 2.3 2.6 1.9

[2.9; 3.6] [2.7; 3.2] [2.2; 2.5] [2.4; 2.7] [1.8; 2.1]

10.4 13.3 8.7 5.0 н/о

[9.4; 10.9] [12.6; 13.8] [8.0; 9.4] [4.5; 5.3]
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Примечание. В верхней строчке указаны ЖК листьев, в нижней – ЖК корней; н/о – отсутствие ЖК; C16:0 – пальмитиновая,
C18:0 – стеариновая, С16:1 – пальмитолеиновая кислота; C18:1 – олеиновая кислота; C18:2 – линолевая кислота; C18:3 – α-ли-
ноленовая.

C18:1

н/о н/о н/о н/о н/о
20.0 5.6 30.5 17.8 38.2

[18.9; 21.1] [4.9; 6.1] [29.9; 31.5] [17.1; 18.9] [37.7; 39.1]

C18:2

2.2 16.7 21.3 10.6 18.9
[1.7; 2.6] [16.3; 17.1] [20.8; 22.2] [10.3; 11.1] [18.4; 19.7]

16.3 15.9 9.5 11.1 7.0
[15.9; 17.1] [15.0; 16.3] [9.1; 10.6] [10.6; 11.2] [6.3; 7.5]

C18:3

44.8 13.3 15.5 24.4 н/о
[44.4; 45.8] [12.5; 13.9] [15.3; 15.9] [23.4; 24.9]

н/о н/о н/о н/о 2.8
[1.7; 2.9]

∑

87.3 79.1 81.7 77.6 67.8
[86.1; 88.4] [77.1; 80.0] [80.3; 83.2] [76.1; 78.7] [66.8; 68.3]

79.7 65.1 84.5 48.4 92.1
[78.0; 81.2] [62.3; 65.9] [83.1; 87.0] [47.2; 49.3] [90.6; 93.2]

ЖК
ИУК, мкг/мл

0 5 25 50 100

Таблица 1.  Окончание

пальмитолеиновой и олеиновой кислот состави-
ло в N-дефицитных вариантах 38.7% и снижается
в NO3-вариантах до 30.4%. Содержание диеновой
линолевой кислоты в корнях контрольных образ-
цов при отсутствии и наличии минерального азо-
та практически не различается и соответствует
16.9 и 16.3% (табл. 1).

Соотношение насыщенных и ненасыщенных
ЖК изменялось при внесении разных концентра-
ций ИУК (табл. 1). Если в контрольных образцах
суммарное содержание полиеновых линолевой
и α-линоленовой кислот в листьях в N-дефи-
цитных/NO3-вариантах составляло 50.3/47.0%, то
при концентрации ИУК 5 мкг/мл происходило
резкое снижение до 22.9/30.0%. При концентра-
ции ИУК 25 мкг/мл происходило увеличение
суммарного содержания этих ЖК в листьях
в N-дефицитных/NO3-вариантах до 42.2/36.8%.
Примечательно, что если в отсутствие минераль-
ного азота это увеличение происходило в основ-
ном за счет возрастания α-линоленовой кислоты
до 40.7%, то в присутствии нитратов доли линоле-
вой и α-линоленовой кислоты соответствовали
21.3 и 15.5% (табл.1). В корнях в N-дефицитных и

-вариантов при концентрации 5–50 мкг/мл
ИУК происходило снижение содержания паль-
митолеиновой кислоты. Известно, что обычно в
клеточных мембранах при разных видах стресса
увеличивается процентное содержание ненасы-

3NO−

щенных ЖК, что делает мембрану более текучей.
Исключение составляет солевой стресс, при ко-
тором защитные механизмы связаны с увеличе-
нием процентного содержания насыщенных ЖК [1].
Более жесткая мембранная структура значитель-
но эффективнее препятствует проникновению
солей внутрь клетки [29]. Увеличение суммы на-
сыщенных ЖК в липидах вакуолярной мембраны
и понижение показателя ИДС ранее уже были от-
мечены при окислительном стрессе [1]. Отмечен-
ные изменения жирнокислотного состава, вы-
званные повышением концентрации ИУК, веро-
ятно приводят к запуску биосинтеза ЖКОДЦ и
других метаболитов липидного обмена. ЖКОДЦ,
образующиеся в растениях, являются компонен-
тами или предшественниками многочисленных
специализированных метаболитов, синтезируе-
мых в отдельных типах клеток [8]. Следует отме-
тить, что к настоящему времени выявлена суще-
ственная роль длинноцепочечных жирных кис-
лот в росте и развитии растений, например,
показано их участие в контроле клеточного деле-
ния [30]. Установлено, что ткани морфогенных
каллусов пшеницы имеют более высокое относи-
тельное содержание длинноцепочечных жирных
кислот (6.8%) по сравнению с неморфогенными
(4.4%) и колеоптилями (4.9%). Большая часть
этих кислот в каллусах пшеницы сосредоточена
во фракции нейтральных липидов. При этом вы-
явлена только одна мононенасыщенная кислота –
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Таблица 2. Состав ЖКОДЦ из суммарных липидов вегетативных органов яровой пшеницы при абиотических
стрессах, % от суммы всех ЖК

Примечание. В верхней строчке указаны ЖК листьев, в нижней – ЖК корней; КН – коэффициент ненасыщенности ННЖК/
НЖК; C20:0 – арахиновая; C22:0 – бегеновая; C24:0 – лигноцериновая; C22:1 – эруковая, C24:1 – нервоновая, C22:2 – докозади-
еновая.

ЖК
ИУК, мкг/мл

0 5 25 50 100

N-дефицитные варианты

C20:0 н/о н/о н/о 1.1 н/о
[1.0; 1.2]

н/о н/о н/о н/о 1.5
[1.4; 1.6]

C22:0 н/о 1.2 1.9 3.0 1.6
[0.7; 1.7] [1.6; 2.0] [2.7; 3.3] [1.5; 1.7]

н/о 0.6 1.6 н/о 2.1
[0.5; 0.7] [1.2; 2.0] [2.0; 2.2]

C24:0 н/о 1.2 н/о н/о н/о
[1.1; 1.5]

н/о н/о н/о н/о 1.0
[0.8; 1.2]

C24:1 н/о н/о 2.1 1.1 н/о
[1.6; 2.6] [1.0; 1.4]

н/о н/о н/о н/о н/о
C22:2 1.7 1.8 3.4 3.2 1.5

[1.6; 1.8] [1.5; 1.9] [2.8; 3.6] [2.6; 3.6] [1.3; 1.8]
н/о н/о н/о н/о н/о

КН ННЖК 0.75 2.90 1.05 0.92
– [0.47; 1.06] [2.20; 3.88] [0.80; 1.35] [0.87; 1.06]

НЖК НЖК – НЖК
∑

ЖКОДЦ
1.7 4.2 7.4 8.4 3.1

[1.6; 1.8] [3.7; 4.7] [6.4; 7.8] [8.1; 8.7] [2.8; 3.5]
н/о 0.6 1.6 н/о 4.6

[0.5; 0.7] [1.2; 2.0] [4.2; 5.0]
NO3-варианты

C20:0 н/о 2.3 1.3 3.0 4.8
[2.0; 2.5] [1.2; 1.4] [2.4; 3.6] [4.2; 5.1]

н/о н/о н/о н/о н/о
C22:0 н/о 1.4 0.6 1.3 3.4

[1.3; 1.6] [0.5; 0.7] [1.1; 1.6] [3.3; 3.9]
н/о н/о н/о н/о н/о

C22:2 2.1 2.8 1.9 1.8 4.1
[2.0; 2.2] [2.5; 3.2] [1.7; 2.2] [1.6; 2.2] [3.5; 4.4]

н/о н/о н/о н/о н/о
КН ННЖК 0.76 1.00 0.42 0.50

[0.69; 0.84] [0.90; 1.16] [0.40; 0.47] [0.43; 0.52]
– – – – –

∑
ЖКОДЦ

2.1 6.5 3.8 6.1 12.3
[2.0; 2.2] [6.1; 7.0] [3.6; 4.1] [5.6; 6.9] [11.6; 12.8]

н/о н/о н/о н/о н/о
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эйкозеновая (C20:1), содержание которой повы-
шается в тканях каллусов при формировании зон
вторичной дифференцировки (от 0.2 до 1.7%)
[31]. Представленные в табл. 2 данные показыва-
ют, что в контроле обоих вариантов в корнях от-
сутствовали ЖК с длинной цепи более 20 атомов
углерода. Концентрация ЖКОДЦ в сумме ЖК
липидов проростков пшеницы зависела не только
от вегетативного органа (корень или лист), но и
от уровня оксида азота. Примечательно, что в ли-
стьях контрольных проростков присутствовала
только одна докозадиеновая кислота (С22:2), кон-
центрация которой в NO3-вариантах была в 1.2 раза
выше, чем в N-дефицитных вариантах. Насы-
щенные ЖКОДЦ (C20:0, C22:0, C24:0), содержание
которых возрастало (от 0.6 до 4.6) с увеличением
концентрации ИУК (5–100 мкг/мл) были зафик-
сированы только в корнях проростков N-дефи-
цитных вариантов. Ненасыщенные ЖКОДЦ в
корнях проростков обоих вариантов не были об-
наружены. На основании проведенных исследо-
ваний предложена гипотетическая схема (рис. 1)
влияния уровня оксида азота (NO) на биосинтез
ЖКОДЦ в вегетативных органах растений.
На схеме видно, что докозадиеновая ЖК (С22:2)
является конечным продуктом в биосинтезе
ЖКОДЦ как при дефиците, так и при избытке ок-
сида азота.

Выращивание растений в присутствии экзо-
генного ауксина вызывало изменения в активно-
сти ацил-липидных десатураз, степень измене-
ния активности в большей степени зависела от
вегетативного органа (табл. 3). Рассчитанные зна-

чения десатуразных SDR, ODR, LDR соотноше-
ний, характеризующих активность ацил-липид-
ных ∆9-, ∆12- и ω3-десатураз, показали, что в
опытных и контрольных вариантах наблюдалось
отсутствие активности ∆9-десатуразы в листьях и
ω3-десатуразы в корнях. Следует отметить, что
величина олеатного десатуразного отношения в
листьях проростков в контроле и опыте в N-де-
фицитных и NO3

–-вариантах оставалась на оди-
наковом уровне (ODR = 1.0). Ранее было выска-
зано предположение, что активность ∆12-десату-
разы может служить критерием устойчивости
организма к воздействию стрессоров [2, 10]. По-
вышение концентрации экзогенного ИУК с 5 до
50 мкг/мл приводило к снижению активности
∆12-десатуразы в корнях. При концентрации
100 мкг/мл ИУК в листьях и корнях было отмече-
но значительное снижение активности этой деса-
туразы как в N-дефицитном варианте (0.26), так и
в NO3-варианте (0.21). Из табл. 3 видно, что
суммарная активность ∆9-, ∆12- и ω3-десатураз
(LDR + ODR + SDR) в корнях ниже, чем в ли-
стьях. Повышение концентрации экзогенного
ауксина с 5 до 50 мкг/мл (табл. 3) приводит в ос-
новном к повышению суммарной активности де-
сатураз в листьях. В NO3-вариантах активность
десатураз в листьях и корнях различается меньше,
чем в N-дефицитных вариантах. Можно предпо-
ложить, что нитраты в вегетативных органах рас-
тений через регуляцию концентрации ауксина в
тканях контролируют активность ферментов ли-
пидного обмена (десатураз и элонгаз).

Рис. 1. Гипотетическая схема влияния уровня оксида азота (NO) на биосинтез ЖКОДЦ в вегетативных органах расте-
ний. ∆9DES – ∆9-десатурация; ∆12DES – ∆12-десатурация. Жирные кислоты: С16:0 – пальмитиновая; С18:0 – стеари-
новая; C20:0 – арахиновая (эйкозановая); C22:0 – бегеновая (докозановая); C24:0 – лигноцериновая (тетракозановая);
C22:1 – эруковая, C24:1 – нервоновая, C22:2 – докозадиеновая.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При разных видах стрессового воздействия на
клетки проростков пшеницы, согласованное
функционирование мембранных систем и транс-
портных механизмов помогает не только поддер-
живать гомеостаз клеток, но и быстро реагировать
на изменения внешней среды. Закономерности
изменений в жирнокислотном составе мембран
различных вегетативных органов проростков
пшеницы при внесении экзогенного фитогормо-
на ауксина имеют сходные черты, выявлено сни-
жение содержания насыщенных и увеличение со-
держания ненасыщенных жирных кислот. Под
воздействием экзогенного ауксина в листьях и
корнях проростков происходит снижение индек-
са ненасыщенности жирных кислот. Распределе-
ние ненасыщенных ЖК в листьях и корнях зна-
чительно различается: в листьях доминируют по-
лиеновые кислоты (линолевая, α-линоленовая),

а в корнях – моноеновые (олеиновая, пальмито-
леиновая). При возрастании концентрации экзо-
генного ауксина до 100 мкг/мл, в клеточных мем-
бранах одновременно происходит снижение сум-
марного содержания жирных кислот с длиной
цепи 16 и 18 атомов углерода и увеличение кон-
центрации жирных кислот с длиной цепи более
20 атомов углерода (ЖКОДЦ). Повышение уров-
ня оксида азота (NO3-варианты) влияет не только
на полярное распределение ауксина, но и на по-
вышение содержания ЖКОДЦ в листьях про-
ростков пшеницы (до 12.3%). Наибольшая актив-
ность ∆9- и ∆12-десатураз при синтезе ненасы-
щенных ЖКОДЦ в листьях отмечена при 25 мкг/мл
ИУК. Таким образом, можно сделать заключение
о том, что оксид азота координирует распределе-
ние в вегетативных органах фитогормона аукси-
на, который контролирует активность десатураз и
жирнокислотный состав клеточных мембран рас-

Таблица 3. Влияние ауксина на коэффициенты ненасыщенности жирных кислот (КН), индексы двойных связей
(ИДС), стеароил-десатуразное (SDR), олеоил-десатуразное (ODR) и линолеил-десатуразное (LDR) отношения
в вегетативных органах яровой пшеницы

Примечание. ΣSFA – сумма насыщенных ЖК, ΣUFA – сумма ненасыщенных ЖК, ΣSOL – сумма индексов десатуразных
SDR, ODR, LDR соотношений; “–” –десатуразной активности не зафиксировано.

Орган ИУК, 
мкг/мл ΣSFA ΣUFA КН ИДС

Десатуразные отношения

SDR ODR LDR ΣSOL

N-дефицитные варианты

Лист 0 42.94 57.06 1.33 1.57 – 1.0 0.96 1.96
Корень 44.44 55.56 1.25 0.72 – 0.47 – 0.47

Лист 5 70.37 29.63 0.42 0.63 – 1.0 0.38 1.38
Корень 54.47 45.53 0.84 0.56 0.72 0.36 – 1.08

Лист 25 48.60 51.40 1.06 1.38 – 1.0 0.96 1.96
Корень 57.18 42.82 0.75 0.53 0.70 0.36 – 1.06

Лист 50 56.63 43.37 0.77 1.08 – 1.0 0.71 1.71
Корень 73.78 26.22 0.36 0.52 – – – –

Лист 100 62.75 37.25 0.60 1.00 – – – –
Корень 56.91 43.09 0.76 0.50 0.71 0.26 – 0.98

NO3-варианты

Лист 0 47.62 52.38 1.10 1.46 – 1.0 0.95 1.95
Корень 53.29 46.71 0.88 0.63 0.7 0.45 – 1.15

Лист 5 64.12 35.88 0.56 0.82 – 1.0 0.44 1.44
Корень 65.24 34.76 0.53 0.51 0.55 0.74 – 1.29

Лист 25 59.07 40.93 0.70 0.95 – 1.0 0.42 1.42
Корень 51.39 48.61 0.95 0.58 0.79 0.24 – 1.23

Лист 50 60.51 39.49 0.65 1.01 – 1.0 0.70 1.70
Корень 66.20 33.80 0.51 0.45 0.83 0.43 – 1.26

Лист 100 75.19 24.81 0.33 0.48 – 0.20 – 0.20
Корень 51.97 48.03 0.92 0.61 – 0.21 – 0.21
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тений. Вероятно, что биосинтез докозадиеновой
кислоты (С22:2) в листьях является одним из клю-
чевых этапов в формировании адаптивного отве-
та клеточных мембран на воздействие абиотиче-
ских стрессов при онтогенезе растений.
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Effect of Auxin on Fatty Acid Composition and Activity of Acyl-Lipid Desaturases
in Sprouts of Spring Wheat Triticum aestivum L.
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The effect of exogenous auxin on the fatty acid composition of total lipids in leaves and roots of spring wheat
seedlings (Triticum aestivum L.) was studied. It has been established that the diversity of fatty acids in vegeta-
tive organs (leaf or root) depends not only on the concentration of auxin, but also on the nitric oxide donor
(N2, NO3). It was noted that increasing the concentration of exogenous auxin increased microviscosity and
decreased the permeability of the membranes of the vegetative organ in wheat, which was accompanied by a
decrease in the  double bond index. At the same time, there is an increase in the concentration of saturated
fatty acids (palmitic and stearic), which are used as precursors for the formation of fatty acids with a very long
chain (VLCFA). It was shown that exogenous auxin leads to an increase in the total content of VLCFAs in
leaves with a deficiency (8.4%) and an excess of NO donors (12.3%). The introduction of exogenous auxin
eliminates significant differences in the activity of desaturases in wheat roots at different levels of nitric oxide
donors. It is suggested that the biosynthesis of docosadienoic acid (C22:2) in leaves is one of the key stages in
the formation of an adaptive response of cell membranes to abiotic stresses during plant ontogenesis. An in-
crease in the level of NO promotes the movement of auxin from roots to shoots, which can serve as a regulator
of the activity of elongases and desaturases during the synthesis of VLCFAs.
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