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ВВЕДЕНИЕ

Каскад фототрансдукции — ​это цепь биохими-
ческих реакций в фоторецепторах (палочках и кол-
бочках), превращающих энергию света в электри-
ческий ответ клетки. Вторичным мессенджером 
каскада является циклический гуанозинмонофос-
фат (цГМФ), внутриклеточная концентрация ко-
торого определяется гидролитической активностью 
фосфодиэстеразы 6-го типа (ФДЭ6) и скоростью 
синтеза гуанилатциклазой (ГЦ). Возбужденный 
светом зрительный пигмент родопсин активирует 
G-белок трансдуцин, а тот, в свою очередь, повы-
шает активность ФДЭ; гидролиз цГМФ увеличи-
вается, что ведет к закрытию цГМФ-управляемых 
ионных каналов плазматической мембраны и ги-
перполяризации фоторецептора — ​так формирует-
ся фотоответ (Pugh et al., 2000; Lamb, 2022). Зве-
нья каскада фототрансдукции являются точками 
приложения регуляторных механизмов, подстраи-
вающих чувствительность фоторецепторов к уров-
ню освещенности. В фоторецепторах существуют 

три основных Ca2+-зависимых контура обратной 
связи — ​регулировка инактивации зрительного 
пигмента, активности ГЦ и изменения сродства 
цГМФ-управляемых ионных каналов к  цГМФ 
(Govardovskii, Firsov, 2012; Vinberg et al., 2018). Так-
же имеются данные о дополнительных регулятор-
ных механизмах, мишени и посредники которых 
пока неизвестны (Calvert et al., 2002; Astakhova et 
al., 2012).

Не менее интересным представляется вопрос 
о том, какие изменения происходят в каскаде фо-
тотрансдукции при выходе фоторецептора из со-
стояния световой адаптации, т.е. когда адаптиру-
ющая засветка прекращает действовать. Ранее мы 
обнаружили связанный с этим феномен, который 
назвали адаптационной памятью. Он заключает-
ся в постепенном и длительном восстановлении 
чувствительности палочек после ненасыщающих 
и  насыщающих фоновых засветок (Rotov et al., 
2021; Nikolaeva et al., 2023). Восстановление чув-
ствительности проходит значительно медленнее, 
чем возвращение тока к темновому уровню, что 
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Палочки сетчатки — ​фоторецепторы сумеречного зрения — ​способны адаптироваться к уровню осве-
щения в широком диапазоне. Молекулярные механизмы световой адаптации во многом уже изучены, 
но не менее интересным представляется вопрос, какие изменения происходят в каскаде фототран-
сдукции после выключения адаптирующих световых стимулов. Ранее в палочках амфибий нами был 
показан феномен адаптационной памяти: после фоновой засветки чувствительность фоторецепторов 
к свету была пониженной в течение нескольких минут, тогда как темнотой ток восстанавливался 
за 20—30 с. Это указывает на существование дополнительных, пока еще неизвестных механизмов 
регуляции каскада фототрансдукции, действующих после адаптирующего влияния света. В поисках 
конкретных механизмов, способных объяснить эффект адаптационной памяти, мы провели экспери-
менты по регистрации тока одиночных палочек лягушки для оценки базовой активности эффекторно-
го фермента каскада фототрансдукции — ​фосфодиэстеразы 6-го типа в темновом состоянии и после 
насыщающей фоновой засветки. Оказалось, что постадаптационное состояние палочек характеризу-
ется повышенной базовой активностью фосфодиэстеразы, и она постепенно снижается до темнового 
значения в течение десятков секунд после выключения адаптирующего светового фона. Эти резуль-
таты также позволяют предположить, что компоненты каскада фототрансдукции в палочках могут 
претерпевать пока неизученные постадаптационные изменения.
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доказывает существование медленной фазы регу-
лировки чувствительности после выхода палочек 
из состояния световой адаптации. Этот механизм 
регулировки, по-видимому, основан не на каль-
циевых обратных связях, поскольку восстановле-
ние темнового тока предполагает восстановление 
и  темновой концентрации кальция в  наружном 
сегменте фоторецепторной клетки.

Мы считаем, что в основе адаптационной па-
мяти палочек лежат процессы длительной моди-
фикации компонентов каскада фототрансдукции. 
Для дальнейшего прояснения вопроса о том, ка-
кие молекулярные мишени могут подвергаться 
постадапатционной модификации, мы провели 
оценку базовой активности фосфодиэстеразы 6-го 
типа — ​основного эффекторного фермента про-
цесса фототрансдукции.

Одним из параметров, который возможно изме-
рить в условиях ex vivo в живой и нормально функ-
ционирующей фоторецепторной клетке, применив 
комбинацию электрофизиологического и фарма-
кологического подходов, является базовая актив-
ность ФДЭ. В равновесном состоянии (например, 
в  темноте) в  наружном сегменте фоторецептора 
ФДЭ имеет постоянную фоновую активность и ги-
дролизует цГМФ, а предъявление световой вспыш-
ки дополнительно повышает эту активность. Уро-
вень такой фоновой активности важен для работы 
каскада фототрансдукции и  способен меняться 
при некоторых воздействиях (например, во время 
фоновой засветки (Astakhova et al., 2008) или по-
вышении внутриклеточного уровня циклического 
аденозинмонофосфата (цАМФ) (Astakhova et al., 
2012)). Ранее был предложен способ ex vivo оценки 
базовой активности ФДЭ6 в наружных сегментах 
фоторецепторов. Он заключается в фармакологи-
ческой инактивации ФДЭ6 ее ингибитором 3-изо-
бутил-1-метил-ксантином (IBMX), проводимой 
в рамках электрофизиологического эксперимен-
та, в котором фоторецептор (палочка или колбоч-
ка) сохраняет все свои основные физиологические 
свойства, включая нормальную работу каскада фо-
тотрансдукции (Hodgkin et al.,1985; Hodgkin, Nunn, 
1988). Применив этот метод, мы установили, что 
базовая активность ФДЭ после выхода палочек из 
состояния световой адаптации становится выше, 
чем была в темновом (предадаптационном) состоя-
нии, и постепенно, в течение нескольких десятков 
секунд, возвращается к темновому уровню.

ОПИСАНИЕ МЕТОДИКИ

Эксперименты проводились на сетчатках озер-
ных лягушек (Pelophylax ridibundus). Животные 
были отловлены в Астраханской области, достав-
лены в виварий ИЭФБ РАН, где содержались в хо-
лодильниках в контейнерах с водой при темпера-
туре 4—6 °C. Обращение с экспериментальными 

животными соответствовало требованиям Дирек-
тивы Совета европейских сообществ 1986 г. 86/609/
EEC и рекомендациям комиссии ИЭФБ РАН по 
биологической этике. Перед экспериментом жи-
вотные проходили период темновой адаптации 
в течение 12 ч. Для получения изолированных фо-
торецепторов животных декапитировали, извлека-
ли оба глаза, из них получали глазные бокалы и да-
лее выделяли сетчатку. Все этапы препарирования 
проводили при свете тусклого красного фонаря 
или под бинокуляром с инфракрасной подсветкой 
во избежание обесцвечивания фоторецепторов.

Ответы одиночных фоторецепторов регистри-
ровали методом всасывающей пипетки (Baylor 
et al., 1979). Изолированную палочку всасывали 
в стеклянную пипетку в конфигурации «наружный 
сегмент наружу». Для препарирования и хранения 
глазных бокалов, а также перфузии препаратов фо-
торецепторов в ходе эксперимента использовали 
раствор Рингера, который готовился за один или 
два дня до начала эксперимента. Раствор Ринге-
ра для амфибий содержал в мМ: NaCl 90, KCl 2.5, 
MgCl2 1.6, CaCl2 1, NaHCO3 5, HEPES 5, глюкозу 10, 
EDTA 0.05; pH раствора доводили до 7.6 раствором 
NaOH. Все реагенты для приготовления растворов 
были приобретены у Sigma-Aldrich (Merck), США.

Система световой стимуляции состояла из двух 
независимых каналов, в каждом из которых источ-
ником света служил мощный зеленый светодиод 
(lmax = 525 нм). Интенсивность, период следования 
и длительность вспышек и засветок по обоим ка-
налам стимуляции, а также регистрация показаний 
фототока палочек регулировались с помощью ком-
пьютерных плат АЦП-ЦАП и программ LabView 
(National Instruments, Austin, TX).

Для оценки базовой активности ФДЭ был при-
менен подход с мгновенной инактивацией ФДЭ ее 
ингибитором IBMX. Изолированная палочка, за-
фиксированная в стеклянной пипетке наружным 
сегментом наружу, быстро перемещалась из нор-
мального раствора Рингера в раствор Рингера, со-
держащего 0.5 мМ IBMX (Merck, США). Наблюда-
емый при этом стремительный рост темнового тока 
отражает возрастание концентрации цГМФ, по-
скольку синтез цГМФ гуанилатциклазой в этих ус-
ловиях не компенсируется работой ФДЭ (рис. 1а).

Анализ начальной фазы увеличения темново-
го тока позволяет оценить исходную активность 
ФДЭ. Расчет был основан на том, что изменение 
тока палочки j(t), нормированного на темновой ток 
jdark, связано с  концентрацией цГМФ, нормиро-
ванной на ее темновой уровень cG(t), следующим 
выражением:

j(t)/jdark = cG(t)n,
где n — ​кооперативность цГМФ-управляемых ка-
налов наружного сегмента фоторецептора, которая 
может принимать значения в диапазоне от двух до 
трех; ранее нами экспериментально было показано, 
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Рис. 1. Измерение базовой активности ФДЭ в одиночных палочках сетчатки лягушки в темновом и постадаптационном 
состоянии: а — ​cхема типичного экспериментального протокола, включающего в себя световую стимуляцию (показана 
жирной черной линией) и кратковременную тестирующую аппликацию 0.5 мМ IBMX (показаны стрелками); б — ​реаль-
ная экспериментальная запись тока палочки при применении протокола, показанного на панели а (в целях иллюстрации 
запись подверглась цифровой Гаусс-фильтрации с окном 7 сигма); в — пример изменения тока палочки при кратковре-
менной аппликации на ее наружный сегмент 0.5 мМ IBMX. Сплошная черная линия — ​кривая тока палочки в темновом 
состоянии, пунктирная линия — ​кривая тока этой же палочки через 45 с после выключения 40-секундной адаптирующей 
фоновой засветки интенсивностью 415 фотонов/мкм2/с; г — ​результат нормировки на темновой ток и извлечения корня 
кубического для кривых тока, показанных на панели в (кривая тока палочки в темновом состоянии, пунктирная линия — ​
кривая тока этой же палочки через 45 с после выключения фоновой засветки). На графике также показаны линейные 
регрессии, аппроксимирующие линейные участки кривых и значения наклона, характеризующие базовую активность 
ФДЭ; д — ​изменения базовой активности ФДЭ относительно темнового значения, по оси y — ​кратность увеличения; * — ​
значимые различия относительно единицы (р < 0.05, критерий Стьюдента).
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что в палочках лягушки ее следует принимать рав-
ным трем (Astakhova et al., 2008).

Таким образом, аппроксимация линейной ре-
грессией графика зависимости и определение ее 
наклона позволяют определить активность ФДЭ. 
Поскольку для расчета требуется нормировать уве-
личение тока под действием IBMX на исходный 
темновой ток, то палочке до или после регистра-
ции ответа на IBMX предъявлялся насыщающий 
световой стимул, по величине которого и судили 
о темновом токе в текущий момент.

Длительное воздействие ингибитора ФДЭ в та-
кой концентрации на фоторецепторные клетки 
является токсичным, поскольку большое количе-
ство каналов плазматической мембраны остаются 
открытыми, и обмен ионов в целом постепенно на-
рушается. В то же время кратковременное воздей-
ствие IBMX (доли секунды) практически не ска-
зывается на жизнеспособности палочек и является 
обратимым. Поэтому в рамках экспериментально-
го протокола клетка может выдерживать несколько 
десятков эпизодов ингибирования без изменения 
своего функционального состояния, что дает воз-
можность надежно сравнить базовую активность 
ФДЭ при разных условиях. Такое кратковременное 
(500 мс) перемещение наружного сегмента палочки 
в раствор Рингера, содержащий 0.5 мМ IBMX, до-
стигалось с помощью системы быстрой смены пер-
фузионного раствора, подробно описанной нами 
ранее (Astakhova et al., 2012).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Задачей исследования было выяснить, изменя-
ется ли базовая активность ФДЭ после фоновых 
засветок, которые, согласно нашим ранее опубли-
кованным результатам, приводят к  проявлению 
адаптационной памяти в палочках. Для этой цели 
мы выбрали фоновую засветку одной интенсивно-
сти и длительности — ​40 с и 415 фотонов/мкм2/с. 
В нашей ранее опубликованной работе мы показа-
ли, что у одиночных палочек лягушки такая фоно-
вая засветка приводила к эффекту адаптационной 
памяти: темновой ток восстанавливался с посто-
янной времени около 9 с, а восстановление чув-
ствительности фотоответа проходило с  постоян-
ной времени 20—40 с (Nikolaeva et al., 2023; рис. 2, 
а и б). В качестве временны́х точек для проверки 
базовой активности ФДЭ мы выбрали 25, 35 и 45 
с после выключения фоновой адаптирующей за-
светки. Экспериментальный протокол включал 
регистрацию насыщенного ответа (для оценки 
темнового тока) и  короткую аппликацию IBMX 
в исходном (темновом) состоянии палочки, вклю-
чение 40-секундной фоновой засветки, повтор-
ную аппликацию IBMX через заданный промежу-
ток времени после выключения фоновой засветки 

и регистрацию насыщенного ответа (для коррект-
ной нормировки), рис. 1, а.

На рис. 1, б показана запись тока изолирован-
ной палочки, полученная в ходе описанного экс-
периментального протокола. Видно, что апплика-
ция IBMX приводит к быстрому отрицательному 
отклонению кривой темнового тока, что означает 
увеличение темнового тока вследствие увеличения 
концентрации цГМФ. На рис. 1, в в более крупном 
масштабе показаны наложенные друг на друга кри-
вые изменения тока в ответ на IBMX, записанные 
в темновом состоянии и через 45 с после выклю-
чения адаптирующей фоновой засветки. Видно, 
что в постадаптационном состоянии реакция тока 
палочки на ингибирование ФДЭ более выражена, 
и применение дальнейшего анализа (нормирова-
ние на jdark, извлечение кубического корня и  ап-
проксимация выделенного участка кривой линей-
ной регрессией) показывает, что активность ФДЭ 
в несколько раз выше после световой адаптации 
(рис. 1, г).

Мы провели такой анализ для трех временны́х 
точек — ​25, 35 и 45 с после выключения адапти-
рующей засветки. Для всех трех точек базовая ак-
тивность ФДЭ была повышена по сравнению со 
значением в темноте — ​в 5.2 ± 1.2 раза через 25 с, 
в 3.4 ± 0.7 раза через 35 с и в 2.7 ± 0.4 раза через 
45 с (данные приведены как среднее ± стандартная 
ошибка среднего), рис. 1, д. Затухание повышен-
ной активности ФДЭ проходит с постоянной вре-
мени приблизительно 30 с.

ОБСУЖДЕНИЕ

Обнаружив ранее в палочках феномен адапта-
ционной памяти (Rotov et al., 2021; Nikolaeva et 
al., 2023), в  этой работе мы сосредоточились на 
дальнейшем поиске молекулярных механизмов, 
лежащих в его основе. Задача оценки активности 
и определения концентраций основных участни-
ков каскада фототрансдукции в условиях ex vivo 
является нетривиальной, и большинство таких по-
казателей до сих пор измеряется в препаратах мем-
бран или наружных сегментов фоторецепторов, т.е. 
in vitro. Следовательно, полученные в таких экспе-
риментальных условиях значения далеки от физи-
ологических и не способны объяснить функциони-
рование живой фоторецепторной клетки. В нашем 
исследовании мы выбрали сочетание электрофи-
зиологического и фармакологического подходов, 
которые позволяют измерить базовую активность 
ФДЭ путем ее кратковременного ингибирования 
в целой изолированной палочке и провести такие 
измерения в разных состояниях.

Мы измерили базовую активность ФДЭ в пер-
вые десятки секунд после выключения адаптиру-
ющей фоновой засветки, которая была достаточ-
но интенсивной, чтобы вызвать адаптационную 
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память после ее выключения, и сравнили получен-
ные значения с базовой активностью ФДЭ в тем-
ноадаптированном состоянии фоторецепторов. 
Нами были выбраны три момента времени после 
выключения фоновой засветки — ​25, 35 и 45 с по-
сле окончания засветки. В каждый из этих момен-
тов базовая активность ФДЭ была повышена в не-
сколько раз по сравнению с темновым уровнем; 
однако со временем она монотонно убывала, но 
не достигала темнового значения даже к 45 с. По 
нашим данным, при воздействии такого адапти-
рующего фона (40 с, 415 фотонов/мкм2/с) через 
35 с после выключения фоновой засветки темно-
вой ток может еще и не восстановиться до конца, 
и доля закрытых каналов может составлять 5—7%, 
тогда как через 45 с темновой ток у большинства 
палочек восстанавливался полностью. В этой вре-
менно́й точке базовая активность ФДЭ остается 
все еще повышенной в  среднем в  2.7 раза. При-
рода такого повышения остается неизвестной. 
Поскольку темновой ток к  этому времени вос-
становлен и предполагается, что и концентрация 
внутриклеточного кальция вернулась к темновому 
уровню, мы не можем связать такие модификации 
с кальциевыми контурами регуляции. В основе та-
кой модификации могло бы лежать фосфорили-
рование отдельных субъединиц ФДЭ. Ранее было 
показано, что in vitro фосфорилирование ингиби-
торной g-субъединицы ФДЭ в сайтах Thr22 или 
Thr35 приводит к некоторому снижению ингиби-
торной активности этой субъединицы (Paglia et al., 
2002) и, таким образом, может повышать базовую 
активность фермента в целом. Однако в настоящее 
время нет экспериментальных данных in vivo о том, 
что фосфорилирование g-субъединицы ФДЭ мог-
ло бы изменять базовую активность всего фермен-
та, или о том, что в постадаптационном состоянии 
происходит какое-либо дополнительное фосфори-
лирование. Этот вопрос требует дальнейшего экс-
периментального изучения.

Известно, что базовая активность ФДЭ в палоч-
ках может изменяться при различных воздействи-
ях. Так, ранее нами было показано, что повышение 
внутриклеточного уровня цАМФ активатором аде-
нилатциклазы форсколином приводит к уменьше-
нию базовой активности ФДЭ в 1.6 раза (Astakhova 
et al., 2012) и  такое изменение сопровождалось 
приблизительно двукратным ростом чувствитель-
ности палочек. В этом исследовании активность 

ФДЭ повышалась в несколько раз после адапти-
рующей засветки при снижении чувствительности 
палочек в те же моменты, т.е. результаты этого ис-
следования и наблюдения 2012 г. хорошо согласу-
ются. Кроме того, имеются данные, полученные 
на фоторецепторах саламандры, о том, что базовая 
активность ФДЭ приблизительно в  3 раза выше 
в  колбочках (1.3—5.3 с‑1 (Cornwall et al., 1995)), 
чем в палочках (0.9 ± 0.3 с‑1 (Cornwall, Fain, 1994)). 
Колбочки обладают более низкой чувствительно-
стью к свету, чем палочки, и хотя более высокая 
базовая активность ФДЭ является не единственной 
причиной таких различий в чувствительности, тем 
не менее это согласуется с нашими данными о том, 
что повышенная базовая активность ФДЭ в пост
адаптационном состоянии сопряжена с временным 
снижением чувствительности палочек.
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Retinal rods, the photoreceptors responsible for twilight vision, are capable of adapting to a wide 
range of light levels. The molecular mechanisms of light adaptation have been well studied, but an 
interesting question is what changes occur in the phototransduction cascade after the adaptive light 
stimuli are eliminated. Previously, we showed the phenomenon of adaptation memory in amphibian 
rods: after background illumination photoreceptor sensitivity to light remained reduced for several 
minutes, while the dark current recovered within 20—30 s. This suggests the existence of additional, 
as yet unknown, regulatory mechanisms of the phototransduction cascade that act after the adaptive 
effect of light. In search of specific mechanisms that could explain the effect of adaptation memory, we 
performed electrophysiological experiments on isolated frog rods to evaluate the basal activity of the 
effector enzyme of the phototransduction cascade, the phosphodiesterase type 6, in the dark and after 
saturating background illumination. It was found that the post-adaptation state of rods was characterized 
by increased basal phosphodiesterase activity, which gradually decreased to the dark level within tens 
of seconds after turning off the adaptive illumination. These results also suggest that the components of 
the phototransduction cascade may undergo some unstudied changes after light adaptation.
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