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В обзоре представлены механизмы участия ионов (Na+, K+, Ca2+) в процессах синаптической пла-
стичности в постсинаптическом нейроне при длительной потенциации и длительной депрессии.
Предполагается, что основными участниками являются AMPA- и NMDA-рецепторы, потенциал-
зависимые Na+-, K+-, Ca2+-каналы, Ca2+- и Na+-активируемые K+-каналы, ATP-чувствительные
K+-каналы, Ca2+-каналы эндоплазматического ретикулума. В обзоре приводится их молекулярная
характеристика и обсуждается роль при длительной потенциации и длительной депрессии. Впервые
рассматривается значение изменения внутриклеточного соотношения [Na+]i/[K+]i и Са2+-зависи-
мый механизм от формирования сигнала до уровня экспрессии генов. Мы считаем, что необходимы
дополнительные исследования для идентификации подмножества нейрональных генов, дифферен-
циальная экспрессия которых способствует синаптической пластичности, реализуемой с участием
[Na+]i/[K+]i-чувствительного, Ca2+-независимого механизма сопряжения “возбуждение–тран-
скрипция”.

Ключевые слова: натрий, калий, кальций, синаптическая пластичность, длительная потенциация
и депрессия, экспрессия генов
DOI: 10.31857/S0233475520060067

ВВЕДЕНИЕ

Синаптическую пластичность можно опреде-
лить как способность к изменению силы взаимо-
действия между пре- и постсинаптическими ней-
ронами, которая усиливается или ослабевает в
течение времени в ответ на изменение их актив-
ности. Стимуляция синапсов, вызванная измене-
нием мембранного потенциала (МП), нейроме-

диаторами, модуляторами, цитокинами влечет за
собой клеточный ответ как в пресинаптическом,
так и постсинаптическом нейронах [1, 2]. Изме-
нение состояния синапсов может осуществляться
на короткие, средние и долгие периоды (кратко-
временная, среднесрочная и длительная пластич-
ность). Кратковременная пластичность длится
секунды и осуществляется с помощью пост-
трансляционной модификации белков [3–6],
среднесрочная пластичность происходит при
участии новосинтезированных белков и длится от
минут до нескольких часов, а длительная пла-
стичность занимает часы и больше и требует экс-
прессии генов [7]. Длительная пластичность
может выражаться в длительной депрессии (long-
term depression, LTD) или в длительной потенци-
ации (long-term potentiation, LTP) синапсов
(рис. 1а, [8]) [9]. Эффект LTP был впервые от-
крыт Тимоти Блиссом и Тери Ломом в 1973 году и
позволил прояснить механизмы длительной пла-
стичности (рис. 1б). Показано, что LTP иниции-
руется входом Ca2+ в постсинаптический нейрон
в ответ на сильную синаптическую активность
[10–12]. Изменение внутриклеточной концентра-
ции Ca2+ ([Ca2+]i) приводит к синапс-специфиче-

Спиcок cокpащений: МП – мембранный потенциал, НСА –
начальные сегменты аксона, ПД – потенциал действия,
ПП – потенциал покоя, ЭПР – эндоплазматический рети-
кулум, AMPAR – АМРА-рецепторы, APV – аминофосфо-
валериановая кислота, CaM – кальмодулин, CaV – потен-
циал-зависимые Ca2+-каналы, CIRC – индуцируемый
кальцием кальциевый выброс, CP-AMPAR – Ca2+-прони-
цаемые АМРА-рецепторы, CNQX – цианхиноксалин, ETC –
сопряжение “возбуждение–транскрипция”, IEG – гены
раннего ответа, InsP3R – инозитол-3-фосфатные рецепто-
ры, LTD – длительная депрессия, LTP – длительная по-
тенциация, KATP – ATP-чувствительные K+-каналы,
KCa – Ca2+-активируемые K+-каналы, KNa – Na+-активи-
руемые K+-каналы, KV – потенциал-зависимые K+-кана-
лы, NaV – потенциал-зависимые Na+-каналы, NCX –
Na+/Ca2+-обменник, NMDAR – NMDA-рецепторы,
PMCA – Ca2+-ATP-аза плазматической мембраны, RyR –
рианодиновые рецепторы, SERCA – Ca2+-ATP-аза эндо-
плазматического ретикулума.
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ским изменениям, включающим вставку и удале-
ние субъединиц глутаматных рецепторов из плаз-
матической мембраны, изменению функции
синаптических белков за счет пост-трансляцион-
ной модификации, стимуляции трансляции или
деградации белков, а также инициирует сигналь-
ные каскады, приводящие к активации генной
экспрессии [13–15]. Несмотря на то, что Ca2+ иг-
рает ключевую роль во внутриклеточной передаче
сигнала при LTP и LTD, показано, что увеличе-
нию [Ca2+]i предшествует изменение соотноше-
ния [Na+]i/[K+]i. Известно, что для генерации по-
тенциала действия (ПД) и проведения серии ПД
различной частоты ключевую роль играют потен-
циал-образующие ионы Na+ и K+. Установлено,
что в ряде клеток изменение соотношения
[Na+]i/[K+]i может влиять на экспрессию генов
Ca2+-независимым путем [16, 17]. В связи с этим в
данном обзоре представлен анализ участия по-
тенциал- и лиганд-зависимых каналов, транспор-
теров и ATP-аз в формировании комплексного
ответа нейронов при LTP и LTD. В обзоре пред-
ставлены общие характеристики ионных кана-

лов, транспортеров и ATP-аз в нейронах мозга,
механизмы участия одно- и двухвалентных ионов
в синаптической пластичности и описана роль
изменения соотношения [Na+]i/[K+]i в экспрес-
сии генов.

1. ВАЖНЕЙШИЕ ИОННЫЕ КАНАЛЫ 
И ТРАНСПОРТЕРЫ, ВОВЛЕЧЕННЫЕ 
В ТРАНСПОРТ ИОНОВ (Na+, K+, Ca2+) 

ПРИ LTP И LTD В НЕЙРОНАХ

AMPA-рецепторы

Установлено, что глутаматные ионотропные
AMPA-рецепторы (AMPAR) участвуют в индук-
ции и формировании LTP и LTD. (рис. 2). Пира-
мидальные нейроны коры и гиппокампа содер-
жат порядка 10000 синапсов, и в каждом синапсе
AMPAR независимо регулируют синаптическую
активность. Известно 4 гена (GRIA1–GRIA4), ко-
дирующие субъединицы AMPAR. Молекула ре-
цептора представляет собой гомо- или гетеромер-
ные комплексы субъединиц GluA1–GluA4. Субъ-
единицы состоят из доменов – ATD (участвует в

Рис. 1. а – Длительная депрессия (LTD) и длительная потенциация (LTP) в постсинаптическом нейроне. Слабая ак-
тивация пресинаптического нейрона приводит к слабой деполяризации постсинаптического нейрона и входу кальция
через NMDA-рецепторы. Это приводит к активации фосфатаз и дефосфорилированию AMPA-рецепторов, что вызы-
вает их эндоцитоз. Сильная активация вызывает сильную деполяризацию, что приводит к фосфорилированию АМ-
РА-рецепторов и их экзоцитозу. б – Схема синаптического пути в экспериментах Блисса и Ломо при открытии LTP
[8]. Stim – стимулирующий электрод; Rec – записывающий электрод. Впервые была использована предварительная
слабая стимуляция перфорантного пути перед сильной стимуляцией и измерена синаптическая активность в зубчатой
извилине. Повторная слабая стимуляция, по сравнению с первой слабой стимуляцией вызывала усиление синаптиче-
ской активности, получившей название длительная потенциация (LTP).
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сборке, доставке рецепторов), LBD (связывает
агонисты/антагонисты и активирует воротный
механизм), TMD (формирует ионный канал) и
CTD (регулирует, локализует рецепторы) [18].
В состав комплекса обычно включена GluA2
субъединица, которая выполняет важную роль в
процессе селективного и потенциал-зависимого
транспорта ионов через канал AMPAR. После
транскрипции эта субъединица подвергается ре-
дактированию РНК, в результате чего участок
РНК, кодирующий кодон для аминокислотного
остатка глутамина, локализованного в области
поры канала, заменяется на РНК кодон, кодиру-
ющий аминокислотный остаток аргинина. Нали-
чие аминокислотного остатка аргинина в области
поры канала ограничивает токи ионов Na+

(внутрь) и K+ (наружу) и блокирует вход двухва-
лентных ионов в клетку. Известно, что входящий
ток через AMPAR осуществляется при отрица-
тельных величинах, а выходящий ток – при поло-
жительном МП. Установлено, что при отрица-
тельном МП входящий ток обусловлен Na+ (Erm ~
~ EK ! ENa), в то время как при высокоамплитудной
деполяризации нейронов через AMPAR выходит
K+ (Eam ~ ENa @ EK) [19]. По сравнению с однова-
лентными катионами, у AMPAR многих нейро-
нов выявлена низкая Ca2+-проницаемость,
PCa/PNa = 3 в культивируемых эмбриональных
клетках мозжечка мышей [20]. Известно, что в го-
ловном мозге существуют AMPAR не имеющие в
составе комплексов GluA2 субъединицу. В поре
канала таких AMPAR вместо аминокислотного
остатка аргинина локализован аминокислотный
остаток глутамина, что увеличивает проницае-
мость для Na+ и даже для Ca2+ [21]. Эти каналы
получили название Ca2+-проницаемые AMPA-
рецепторы (CP-AMPAR). Доказано, что у рецеп-
торов с GluA2, вольт-амперная характеристика
линейна, а у рецепторов без субъединицы GluA2
нелинейна: при положительных значениях МП
CP-AMPAR с большей эффективностью перено-
сят ионы в клетку, чем из клетки [21–23]. Инте-
ресно, что на ранних стадиях эмбрионального
развития нейроны больше экспрессируют CP-
AMPAR, в то время как Ca2+-непроницаемые
AMPAR преобладают в зрелом мозге [24]. Liu и
Cull-Candy установили, что повторяемая высоко-
чаcтотная электростимуляция нервных клеток
вызывает быстрое снижение проницаемости Ca2+

через CP-AMPAR за счет активации AMPAR [25].

NMDA-рецепторы

Известно, что активность глутаматных ионо-
тропных NMDA-рецепторов (NMDAR) важна
для осуществления синаптической пластичности
при LTP и LTD (рис. 3). Установлено, что NMDAR
важны на стадии индукции LTP и LTD. NMDAR

представляют собой гетеротетрамерные комплек-
сы субъединиц GluN1, GluN2A-D и GluN3A-B.
Обычно комплексы состоят из пар GluN1 (1 из
8 видов) и GluN2 (1 из 4 подтипов, A–D) субъеди-
ниц, связывающих глицин или D-серин и глутамат,
соответственно. Субъединицы NMDAR включа-
ют несколько доменов – ATD (контролирует ве-
роятность открытия ионного канала и скорость
деактивации ионного канала, а также содержит
участки для связывания аллостерических модуля-
торов [26–28]), LBD (связывает агонисты/анта-
гонисты, контролирующие активацию ионного
канала), TMD (формирует ионный канал), CTD
(связывает постсинаптические белки, что обеспе-
чивает передачу внутриклеточных сигналов) и
NTD [29]. NMDAR обладают высокой селектив-
ностью к катионам и низкой к анионам. Прово-
димость NMDAR, как и у AMPAR, зависит от их
состава. Проницаемость для Ca2+ и Na+ составля-
ет PCa/PNa ~ 8–10 [30]. Вольт-амперные характе-
ристики NMDAR более сложные, чем у AMPAR:
при отрицательном МП, близком к потенциалу
покоя (ПП), ионы Mg2+ входят в пору NMDAR,
блокируя прохождение всех других ионов. При
деполяризации мембраны и увеличении положи-
тельного заряда на цитоплазматической поверх-
ности мембраны Mg2+ выталкивается из поры,
позволяя Na+ и Ca2+ проникать в клетку. При по-
ложительном МП NMDAR характеризуется мак-
симальной проницаемостью: в клетку входит Na+

и Са2+, а выходит K+. NMDAR имеют значительно
более медленную кинетику изменений мембран-
ного тока, чем AMPAR. В синапсах после экзоци-
тоза глутамата NMDAR активируются медлен-
нее, а максимальная проводимость наблюдается
значительно позже, чем для AMPAR. NMDAR
могут оставаться в активном состоянии в течение
сотен миллисекунд, а AMPAR – в течение всего
нескольких миллисекунд. Важно отметить, что
NMDAR активируются только при деполяриза-
ции мембраны, обусловленной активацией Na+-
каналов, AMPAR или/и потенциал-зависимых
Na+-каналов, и при условии, что Mg2+ не блоки-
рует прохождение ионов через канал NMDAR.

Потенциал-зависимые Na+-каналы

Потенциал-зависимые Na+-каналы (NaV) фор-
мируют входящий Na+-ток, который участвует в
генерации и проведении ПД в нейронах (рис. 2)
[31]. Известно, что NaV являются гетеромерами,
которые состоят из потенциал-чувствительной α-
субъединицы (~260 кДа), ассоциированной с од-
ной или несколькими регуляторными β-субъеди-
ницами (~35 кДа), кодируемые SCN1A–SCN11A и
SCN1B–SCN4B генами, соответственно. Извест-
но, что α-субъединица образует пору канала,
β-субъединица контролирует активность канала
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и его потенциал-зависимые характеристики.
Каждая α-субъединица состоит из гомологичных
доменов, включающих шесть трансмембранных
сегментов (S1–S6), из которых S1–S4 формируют
сенсор потенциала, а S5 и S6 и их связующая P-пет-
ля формируют пору канала. Сегмент S4 содержат
высокую концентрацию положительных зарядов
(за счет аминокислотного остатка аргинина) и
функционирует как сенсор потенциала, ответ-
ственный за активацию канала. Сегмент S6 фор-
мирует внутреннюю поверхность поры, а Р-петля
формирует узкий ион-селективный фильтр, ко-
торый контролирует ионную селективность кана-
ла и его проницаемость с внеклеточной стороны
поры [32–34]. В клетках млекопитающих выявле-
но 10 изоформ α-субъединицы Nav (NaV1.1–
NaV1.9 и NaX), из которых только 7 экспрессиру-
ются в нервной системе. В ЦНС взрослых живот-
ных преимущественно экспрессируются NaV1.1,
NaV1.2 и NaV1.6 [35]. Известно, что NaV образуют
кластеры высокой плотности в начальных сег-
ментах аксона (НСА) и перехватов Ранвье, NaV1.1
локализованы в проксимальной, а NaV1.6 в ди-
стальной частях НСА [36–38]. Экспрессия NaV

изменяется в зависимости от стадии развития,
показано, что Nav1.2 в НСА со временем заменя-
ется на Nav1.6 [39]. Было обнаружено, что спайки
в дистальных апикальных дендритах, происходя-
щие при участии NaV-каналов, необходимы для
формирования LTP в пирамидальных нейронах
гиппокампа [40].

Потенциал-зависимые K+-каналы

Потенциал-зависимые K+-каналы (KV) фор-
мируют выходящие K+-токи, которые участвуют
в реполяризации мембраны и восстановлении ее
потенциала до уровня ПП после деполяризации,
вызванной ПД (рис. 2). Известно, что KV-каналы –
тетрамеры, состоящие из четырех α-субъединиц,
формирующих ионную пору. Каждая α-субъеди-
ница состоит из шести α-спиральных трансмем-
бранных сегментов (S1–S6), Р-петли, повторно
входящей в мембрану между S5 и S6 сегментами,
и цитоплазматическими N- и C-концами белка.
Сегменты S1–S4 контролируют открывание и за-
крывание каналов, а S4 функционирует как сен-
сор потенциала. При изменении мембранного

Рис. 2. Ионные каналы и транспортеры, вовлеченные в регуляцию внутриклеточной концентрации одновалентных
ионов в постсинаптическом нейроне. NKA – Na+,K+-ATP-аза; AMPAR – глутаматные ионотропные AMPA-рецепто-
ры, проницаемые для одновалентных катионов; Nav и Kv – потенциал-зависимые Na+- и K+-каналы; KCa – Ca2+-ак-
тивируемые K+-каналы; KNa – Na+-активируемые К+-каналы; KATP – ATP-зависимые K+-каналы; Erm и Eam – по-
тенциал покоя и потенциал действия соответственно; ENa и EK – равновесный потенциал Нернста для Na+ и K+ со-
ответственно.
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потенциала происходит конформационная пере-
стройка в области S4 сегмента, вызывающая ак-
тивацию канала [41]. У млекопитающих выявлено
12 подсемейств KV-каналов (KV1–KV12), у кото-
рых полумаксимальная активация и инактивация
происходят при величинах мембранного потен-
циала от –30 до +20 мВ и от –25 до –90 мВ. Из-
вестно, что KV нейронов человека кодируют 40 ге-
нов, обеспечивая разнообразие формирования
возбудимости (ритмического ответа) нейронов.
Например, KV1.4 и KV4s активируются при низ-
ком потенциале, а KV3.4 – при высоком потенци-
але [42]. KV обнаружены в дендритных шипиках,
НСА, соме нейронов, перехватах Ранвье и преси-
наптических терминалях. В нейронах гиппокам-
па и стриатуме в СА1 регионе обнаружена высо-
кая экспрессия дополнительной субъединицы
KVb1. Показано, что у животных с нокаутом по ге-
ну Kvb1 синаптическая пластичность сохраняется,

но обнаруживаются нарушения при выполнении
некоторых тестов по исследованию памяти [43].

Потенциал-зависимые Ca2+-каналы

В настоящее время в нейрональных клетках
выявлены три подтипа потенциал-зависимых
Ca2+-каналов (VDCC или CaV): L-тип (CaV1.1–1.4),
T-тип (CaV3.1–3.3) и N-тип (CaV2.1–2.3) (рис. 3).
Каналы Т-типа получили свое название в связи с
малой амплитудой проводимости и ее быстрой
инактивацией, тогда как каналы L-типа характе-
ризуются высокой амплитудой проводимости
(5–9 пСм) и медленной кинетикой инактивации.
Эти каналы блокируются производными 1,4-ди-
гидропиридина. Каналы N-типа впервые были
обнаружены в нейрональных клетках и нечув-
ствительны к производным 1,4-дигидропириди-
на. Каналы N-типа разделяют на подтипы по их
чувствительности к пептидным токсинам, выде-

Рис. 3. Ионные каналы и транспортеры, вовлеченные в регуляцию внутриклеточной концентрации кальция в постси-
наптическом нейроне. NMDAR – глутаматные ионотропные NMDA-рецепторы, проницаемые для одно- и двухва-
лентных катионов; CP-AMPAR – Ca2+-проницаемые AMPA-рецепторы; CaV – потенциал-зависимые Ca2+-каналы;
NCХ – Na+/Ca2+-обменник; PMCA – Ca2+-ATP-аза плазматической мембраны; SERCA – Ca2+-ATP-аза эндоплазма-
тического ретикулума; RyR и InsP3R – Ca2+-проницаемые рианодиновые и инозитол-3-фосфатные рецепторы соот-
ветственно; Erm и Eam – потенциал покоя и потенциал действия соответственно; ECa – равновесный потенциал Нерн-
ста для Ca2+.
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ленным из беспозвоночных. Каналы N-типа чув-
ствительны к ω-конотоксину GVIA, P/Q-типа
чувствительны к ω-Aga токсину IVA, R-типа не-
чувствительны к этим токсинам. Каналы CaV яв-
ляются олигомерами и состоят из α1-субъедини-
цы, образующую пору, через которую Ca2+ прохо-
дит в клетку, внутриклеточной β-субъединицы,
трансмембранной γ-субъединицы и α2δ-ком-
плекса, образованного за счет дисульфидной свя-
зи внеклеточной α2-субъединицы и трансмем-
бранной δ-субъединицы. Обнаружено 10 генов
для α1-субъединиц, четыре гена для β-субъеди-
ниц, четыре гена для α2δ-комплекса и восемь ге-
нов для γ-субъединицы [44]. α1-Субъединица со-
стоит из четырех гомологичных доменов, вклю-
чающих шесть α-спиральных трансмембранных
сегментов (S1–S6), из которых S1–S4 являются
сенсором потенциала, а S5–S6 образуют пору.
Внутриклеточные петли связывающие домены
регулируются Ca2+ и Ca2+-связывающими белка-
ми. Активация CaV Т-типа происходит при поло-
жительных значениях МП (до –70 мВ), для L-ти-
па и N-типа при положительных значениях МП
(до –20 мВ). Известно, что изменения трансмем-
бранного потенциала, а также вход Ca2+ в клетку
переводит CaV L-типа, N-типа, P/Q-типа в инак-
тивированное состояние [45]. В нейронах CaV
L-типа обеспечивают до ~80% транспорта ионов,
опосредованных CaV. Многочисленные исследо-
вания показали, что наряду со входом Ca2+ в клет-
ку CaV L-типа служат в качестве сенсоров напря-
жения, которые могут вызывать изменения МП
для регуляции внутриклеточных процессов,
включая выход Ca2+ из эндоплазматического ре-
тикулума (ЭПР). Среди четырех изоформ CaV
L-типа (Cav1.1–1.4) в возбудимых нейронах экс-
прессируются Cav1.2 и Cav1.3 [46]. Эти каналы
участвуют в Ca2+-зависимых процессах, вовле-
ченных в контроль экспрессии генов, а также
процесс сопряжения “возбуждение–транскрип-
ция” [47]. Известно, что CaV1.2 и CaV1.3 в постси-
наптическом нейроне обнаруживаются в денд-
ритных шипиках и соме нейронов [48, 49]. Пока-
зано, что преимущественно CaV1.2, а не CaV1.3
участвуют в LTP и в процессе формирования про-
странственной памяти генетически модифици-
рованных мышей [50–53].

Ca2+-активируемые K+-каналы

В нейронах обнаружены три типа Ca2+-акти-
вируемых K+-каналов (KCa): каналы с высокой
проводимостью (ВК-каналы, KCa1.1), низкой
проводимостью (SK-каналы, KCa2.1–2.3) и сред-
ней проводимостью (IK-каналы, KCa3.1) (рис. 2).
BK-каналы активируются при деполяризации
мембраны и (или) изменении [Ca2+]i, их проводи-

мость составляет 200–400 пСм. При увеличении
[Ca2+]i через ВК-каналы К+ выходит из клетки,
что приводит к быстрой реполяризации мембра-
ны, которая блокирует вход Ca2+ через CaV. Из-
вестно, что BK-каналы могут быть открыты в от-
сутствие Ca2+, что указывает на то, что влияние
Ca2+ и деполяризации на вероятность открытия
каналов являются практически независимыми
процессами, и их действие на ВК кооперативно
[54]. Полумаксимальная эффективная концен-
трация Ca2+, необходимая для активации ВК-ка-
налов, при 30 мВ составляет >10 мкM [55], что
значительно выше, чем [Ca2+]i в покое и при воз-
буждении. Установлено, что ВК-каналы образу-
ют макромолекулярный комплекс с CaV1.2, CaV2.1
и CaV2.2 и активируются Ca2+, проникающим че-
рез эти каналы [56, 57]. Инактивация ВК-кана-
лов, локализованных в пресинаптических терми-
налях, приводит к продолжительному выбросу
нейротрансмиттера в синаптическую щель [58].
В постсинаптическом нейроне возможны меж-
белковые взаимодействия между ВК-каналами и
NMDAR [59]. ВК-каналы представляют собой го-
мотетрамеры, состоящие из четырех идентичных
α-субъединиц (BKα, кодируемая KCNMA1), об-
разующих пору, либо α-субъединица образует
комплекс с регуляторными β- или γ-субъедини-
цами [60]. ВК-каналы могут быть расположены
не только в плазматической мембране, но и в
ядерной оболочке, что, вероятно, свидетельству-
ет об их прямом влиянии на транскрипцию генов
[61]. Установлено, что активность BK-каналов
снижается при LTP [62]. В отличие от BK-кана-
лов, активация SK- и IK-каналов зависит только
от [Ca2+]i. SK- и IK-каналы обладают большой
аффинностью к Ca2+ EC50 ∼ 0.3–0.5 мкM [63].
Проводимость SK-каналов составляет ~10 пСм
[64, 65], а для IK-каналов 33–42 пСм [66, 67] при
эквивалентной концентрации К+ (свыше 100 мМ)
по обе стороны мембраны. SK- и IK-каналы
структурно сходны с KV. В структуре SK- и IK-ка-
налов в С-концевой области присутствует каль-
модулин-связывающий домен, с которым посто-
янно связан кальмодулин (СаМ). Кальций, свя-
зываясь в СаМ, вызывает конформационные
перестройки в структуре SK- и IK-каналов и от-
крывает К+-проницаемую пору [68]. Активация
данных каналов влияет на процесс генерации ПД,
а также на пороговую величину для ритмического
возбуждения. В CA1 нейронах гиппокампа SK- и
IK-каналы участвуют в следовой гиперполяриза-
ции и влияют на возбудимость нейронов [69]. Вы-
ход К+ после активации данных каналов спосо-
бен снижать постсинаптический потенциал [70].
Для SK-каналов была обнаружена функциональ-
ная связь с CaV L-типа и NMDAR в СА1 нейронах
гиппокампа [71, 72]. Реполяризация постсинап-



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 6  2020

ВКЛАД ОДНОВАЛЕНТНЫХ (Na+ и K+) И ДВУХВАЛЕНТНЫХ (Ca2+) ИОНОВ 409

тической мембраны способствует Mg2+-зависи-
мому блоку NMDAR, что ограничивает вход Са2+

в клетку. Таким образом, SK-каналы могут яв-
ляться компонентом/элементом отрицательной
обратной связи для ослабления синаптической
передачи [72]. Установлено, что блокирование
SK-каналов проводит к усилению LTP в гиппо-
кампе, а повышенная экспрессия SK-каналов
снижает пространственную память и условно-ре-
флекторное замирание [73]. Роль IK-каналов в
LTP/LTD пока не установлена.

Na+-активируемые K+-каналы

Na+-активируемые K+-каналы (KNa) характе-
ризуются высокой проводимостью и активируют-
ся при связывании Na+ в области цитоплазмати-
ческих доменов канала (рис. 2) [74]. Впервые их
обнаружили в кардиомиоцитах и отнесли к ново-
му типу ВК-каналов, для активации которых тре-
бовалось не менее 20 мМ Na+, но не требовался
Ca2+ или ATP [75]. Важно, что для активации KNa
необходима внутриклеточная концентрация Na+

([Na]i), значительно превышающая ту, которая
обычно имеется в цитоплазме. Предположено,
что KNa играют важную роль в регуляции возбуж-
дения в нейронах и активируются в условиях су-
щественного повышения [Na]i при гипоксии и
ишемии [76–78]. Отметим, что в норме у некото-
рых нейронов KNa обеспечивают выход K+ в зави-
симости от входа Na+, но не от [Na+]i [79]. KNa об-
наружены во всех нейронах мозга и кодируются
генами Slack (Slo2.2, KCNT1) и Slick (Slo2.1,
KCNT2). Термин Slack происходит от названия
“sequence like A calcium-activated K channel”, по-
скольку часть сегментов поры и последующий S6
сегмент идентичны на 7% каналу ВК (Slo1). Полу-
максимальная активация канала (проводимость
~180 пСм) осуществляется при ~40 мМ [Na+]i.
Активность Slack-канала может зависеть от
протеинкиназ С и А, а также от эндогенных мо-
дуляторов (NAD+, эстрадиол и фосфатидилино-
зитол-4,5-бисфосфат) [80]. Установлено, что
Slack-каналы непосредственно взаимодействуют
с белком FMRP, который регулирует их актив-
ность. При отсутствии взаимодействия FMRP со
Slack-каналами развивается Fragile X синдром,
распространенная форма наследственной дис-
функции интеллекта и аутизма у человека [81].
Таким образом, в настоящее время постулируется
важная роль KNa в синаптической пластичности и
интеллектуальной функции.

ATP-чувствительные К+-каналы

ATP-чувствительные K+-каналы (KATP) осу-
ществляют выход K+, который ингибируется

внутриклеточной концентрацией ATP, который
является лигандом этих каналов. В связи с тем,
что KATP регулируются нуклеотидами, считается,
что они связывают энергетический статус клетки
с электрической активность плазматической мем-
браны (рис. 2) [82–84]. Повышение ADP/ATP ак-
тивирует KATP-каналы, что приводит к выходу К+

из клетки и гиперполяризации, а уменьшение
соотношения ADP/ATP наоборот закрывает
KATP-каналы. Установлено, что проводимость
KATP составляет 44 пСм при концентрации K+

100 мМ по обе стороны аксолеммы. Отметим, что
вероятность активации данного канала возраста-
ет после серии ПД [85]. Таким образом, актива-
ция KATP влияет на кинетику развития ПД и
процессы восстановления после проведения рит-
мического возбуждения. KATP формируют гетеро-
октамерные комплексы, состоящие из четырех
идентичных Kir6.1- либо Kir6.2-субъединиц,
формирующих пору канала, и четырех идентич-
ных SUR-субъединиц (одной из SUR1, SUR2A
или SUR2B). Субъединицы Kir состоят из двух
трансмембранных регионов, М1 и М2, соединен-
ных внеклеточным регионом, содержащим K+ се-
лективный мотив (глицин-тирозин-глицин). Ре-
гуляторные субъединицы SUR принадлежат к
классу АВС-транспортеров и содержат два внут-
риклеточных домена для связывания ATP и дру-
гих нуклеотидов. Комбинация разных Kir- и
SUR-субъединиц формирует KATP-каналы с раз-
личной чувствительностью к нуклеотидам. В ней-
ронах экспрессируются обе субъединицы Kir6.1 и
Kir6.2, с доминирующей экспрессией Kir6.2. На-
пример, в пирамидальных нейронах гиппокампа
обнаружены KATP в такой комбинации субъеди-
ниц: SUR1-Kir6.1, SUR1-Kir6.2 и SUR2-Kir6.2 [86].
Установлено, что у мышей с нокаутом только по
гену Kir6.2, но не Kir6.1 наблюдаются нарушения
пространственной памяти и LTP [87, 88].

Кальциевые каналы ЭПР

Известно, что повышение [Ca2+]i может быть
усилено за счет выхода Ca2+ из ЭПР и других ор-
ганелл (митохондрии, лизосомы). Этот процесс
получил название индуцируемый кальцием каль-
циевый выброс (CICR). При работе Ca2+-ATP-азы
ЭПР (SERCA) концентрация Ca2+ внутри ЭПР
составляет 10–3 М [89]. Выход Ca2+ из ЭПР проис-
ходит при участии двух основных рецепторов –
рианодиновых (RyR) и инозитол-3-фосфатных
(InsP3R) рецепторов (рис. 3) [90–92].

RyR – внутриклеточные Ca2+-каналы ЭПР,
которые контролируют выход Ca2+ из ЭПР в ци-
топлазму. RyR состоят из четырех идентичных
протомеров (~565 кДа), которые формируют цен-
тральную трансмембранную пору и большой ци-
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топлазматический ансамбль, который участвует в
образовании открытого и закрытого состояния
канала за счет конформационных переходов [93,
94]. Ионный канал RyR обладает высокой прово-
димостью (100–500 пСм) для одновалентных и
двухвалентных ионов (PCa/PK = 6–7) и быстрой
кинетикой активации. RyR регулируются Ca2+,
Mg2+, ATP, СаМ, сAMP, NAADP, протеинкиназами,
фосфатазами и активными формами кислорода
[95–97]. Изоформы RyR (RyR1–3) экспрессиру-
ются в нейронах разных отделов мозга (мозжечок,
гиппокамп, обонятельный регион, базальные
ганглии, кора больших полушарий), причем до-
минирует экспрессия RyR2-изоформы. Извест-
но, что RyR включаются в CIRC при входе Ca2+

через NMDAR, а также через CaV L-типа в пост-
синаптических нейронах [98]. Отметим, что фор-
мирование LTP снижается при отсутствии выхода
Ca2+ из ЭПР через RyR [99–101]. В CA1 нейронах
гиппокампа при нокауте RyR3-изоформы после
сильной тетанической стимуляции (3 серии по
100 Гц, 100 пульсов) инициация LTP не нарушается,
но нарушается при слабой стимуляции (100 Гц,
21 пульс), сопровождаемой снижением простран-
ственной памяти в водном тесте Морриса [102].

InsP3R имеют структурную гомологию с RyR
(около 40%) и состоят из N-концевого инозитол-
3-фосфат-связывающего домена, С-концевого
домена, образующего Ca2+-канал, и связывающе-
го домена, содержащего большинство регулятор-
ных сайтов [103]. InsP3R, как и RyR, являются
Ca2+-каналами, проницаемыми для одновалент-
ных и двухвалентных ионов (PCa/PK = 4–5)
[104–107]. Активность InsP3R регулируется Ca2+,
инозитол-3-фосфатом, протеинкиназами, адени-
новыми нуклеотидами, рН. Известны три гена,
кодирующие изоформы InsP3R1–InsP3R3. Экс-
прессия изоформ тканеспецифична, в ЦНС экс-
прессия InsP3R1 изоформы является доминиру-
ющей. Важно, что InsP3R также участвуют в ини-
циации LTP, чаще всего при четырех, а не восьми
сериях тета-взрыва (100 Гц, 5 пульсов с 200 мс ин-
тервалом), что соответствует более слабой стиму-
ляции [100, 101]. У животных с нокаутом InsP3R1
наблюдается усиление индукции LTP, вызванной
тетанической стимуляцией (100 Гц, 100 пульсов)
[108]. До сих пор остается неясным, при каких
условиях выход Ca2+ из ЭПР, опосредованный
InsP3R, будет тормозить или стимулировать ин-
дукцию LTP.

Na+/Ca2+-обменник

Na+/Ca2+-обменник (NCX) – низкоаффин-
ный антипортер, осуществляющий перенос трех
ионов Na+ в клетку в обмен на один ион Ca2+ из
клетки против его градиента (рис. 3). Работа NCX
полностью обратима, т.е. движение транспорти-

руемых ионов зависит от электрохимического
градиента Na+ и Ca2+ и количества ионов, связан-
ных с NCX. Структура NCX включает трансмем-
бранный домен, образованный α-спиралями, и
большую цитоплазматическую петлю [109, 110].
На участке цитоплазматической петли между
аминокислотными остатками 371–509 располо-
жен первый Ca2+-связывающий домен (CBD1),
обладающий более высокой аффиностью к Ca2+

(Kd = 140–400 нМ), чем второй Ca2+-связываю-
щий домен (CBD2). CBD2 расположен на участке
между аминокислотными остатками 501–650 и
связывает до трех ионов Ca2+ с аффинностью в 5–
50 раз ниже, чем CBD1 [111]. Известно, что цито-
плазматические Na+ и Сa2+ могут регулировать
активность NCX. Сa2+, связываясь с цитоплазма-
тической петлей, активирует NCX, в то время как
Na+ деактивирует NCX [89]. В нейронах млекопи-
тающих обнаружено три гена из семейства SLC8,
кодирующих изоформы NCX1–NCX3 [112, 113].
Для генов NCX1 и NCX3 обнаружено 17 и 3 сплай-
синг-вариантов белков, NCX2 не подвергается
альтернативному сплайсингу [114]. Известно, что
регуляцию изоформ осуществляют не только
внутриклеточные ионы Na+ и Са2+, но и ионы H+,
фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат, протеин-
киназы [115]. NCX наряду с Ca2+-АТР-азой плаз-
матической мембраны (PMCA) участвует в под-
держании Ca2+-гомеостаза клеток в условиях
повышения [Ca2+]i при формировании ритмиче-
ского ответа нейронов, синаптической передаче и
везикулярном транспорте. NCX имеет более низ-
кую аффинность к Ca2+ (Kd = 1000 нМ), чем высо-
коаффинный РМСА (Kd = 100 нМ), но высокую
скорость переноса Ca2+ (2000–5000 с–1 против
30–250 с–1), что позволяет быстрее переносить
ионы Ca2+ [116]. При высокой концентрации
[Ca2+]i активность РМСА снижается за счет быст-
рого насыщения Са2+, и в таких условиях выход
Са2+ из клетки осуществляется за счет NCX.
В нейронах мышей с дефицитом изоформы NCX2
при деполяризации восстановление [Ca2+]i про-
исходит медленнее [117]. При нокауте NCX3 в
нейронах наблюдается повышенный уровень
[Ca2+]i в покое и задержка в снижении [Ca2+]i по-
сле деполяризации, а также снижение простран-
ственной памяти при обучении в лабиринте
Барнс и формирование памяти при анализе кон-
текстно-зависимого состояния страха [118].

Na+,K+-ATP-аза

В нейронах низкая 5–10 мМ [Na+]i и высокая
140 мM [К+]i поддерживается в результате работы
Na+,K+-ATP-азы (рис. 2). Na+,K+-ATP-аза осу-
ществляет перенос трех ионов Na+ из клетки в об-



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 6  2020

ВКЛАД ОДНОВАЛЕНТНЫХ (Na+ и K+) И ДВУХВАЛЕНТНЫХ (Ca2+) ИОНОВ 411

мен на два иона K+ против их электрохимических
градиентов за счет гидролиза ATP. Na+,K+-ATP-
аза представляет собой олигомер и состоит из ка-
талитической α-субъединицы и регуляторных β-
и γ-субъединиц. Гидролиз ATP приводит к фос-
форилированию α-субъединицы Na+,K+-ATP-
азы по аминокислотному остатку Asp369, что
сопровождается конформационным переходом
E1–E2 белка, связанным с электрогенным транс-
портом ионов, со скоростью 60–80 циклов фос-
форилирования–дефосфорилирования в секун-
ду. β-Субъединица необходима для доставки
αβ-комплекса к плазматической мембране, а
γ-субъединица изменяет чувствительность к
ионам Na+, К+ и ATP при ассоциации с αβ-ком-
плексом [119, 120]. α1-Субъединица Na+,K+-ATP-
азы обнаружена во всех типах клеток, а другие
α2–α4-субъединицы экспрессируются тканеспе-
цифично. В отличие от большинства других кле-
ток, пирамидальные и зубчатые нейроны коры
больших полушарий и гиппокампа [121, 122], а
также гранулярные клетки мозжечка крыс [123,
124] экспрессируют α3-субъединицу Na+,K+-
ATP-азы. Показано, что α1- и α2-субъединицы
обладают аффинностью к Na+ на 2–3 порядка вы-
ше, чем α3-субъединицы [125, 126]. В связи с этим
считается, что α1-субъединица Na+,K+-ATP-азы
играет ключевую роль в поддержании низкого со-
отношения [Na+]i/[K+]i в покое, в то время как
α3-субъединица Na+,K+-ATP-азы вовлечена в
снижение избытка [Na+]i при поддерживаемом
возбуждении в нейронах [127–129]. Доказано, что
α3-субъединица Na+,K+-ATP-азы выполняет
ключевую роль в развитии пост-тетанической
гиперполяризации, таким образом, регулируя ге-
нерацию ПД и формирование ритмического от-
вета отдельной клетки (“краткосрочная память”)
[130]. Активность Na+,K+-ATP-азы уменьшается
в нейронах в первые 15 мин после LTP и увели-
чивается спустя 30 мин [131]. Ингибирование
Na+,K+-ATP-азы дигидроуабаином ассоциирова-
но с новой формой LTD [132].

Ca2+-ATP-азы

Ca2+-АТР-аза плазматической мембраны
(PMCA) представляет собой ATP-зависимый
ионный насос, который осуществляет перенос
одного иона Ca2+ из цитоплазмы клетки за счет
гидролиза одной молекулы ATP (рис. 3). РМСА
осуществляет восстановление концентрации
[Ca2+]i (≈100–200 нM) после его повышения при
функционировании нейронов. Известно, что
транспорт Ca2+ связан с поглощением H+, но су-
щественно не зависит от концентраций K+ и Na+

и МП [133, 134]. Структурно РМСА состоит из од-
ной полипептидной цепи, включающей 10 транс-

мембранных сегментов и двух цитоплазматиче-
ских петель, образующих четыре домена: А, P, N
и СаМ-связывающий домены [135]. В состоянии
покоя нейрона PMCA находится в автоингиби-
торном состоянии, которое реализуется за счет
блокирования ATP-связывающего сайта на цито-
плазматической петле (между 4 и 5 трансмем-
бранными сегментами) С-концевым участком
белка, где располагается СаМ-связывающий
сайт. При повышении [Ca2+]i и связывании с
CaM, С-концевой участок белка экранируется
СаМ и открывается сайт для связывания ATP.
Выявлены четыре гена, кодирующих изоформы
РМСА1–PMCA4. Распределение изоформ неод-
нородно в разных тканях: PMCA1 и PMCA4 экс-
прессируются во всех тканях, PMCA2 и PMCA3
преимущественно в мышцах и нервной системе
[136, 137]. В нейронах мозга выявлены все четыре
изоформы РМСА [138]. Исследования кинетики
активации изоформ РМСА доказали значитель-
ные различия в их способности отвечать на уве-
личение [Ca2+]i. Например, PMCA2 характеризу-
ется максимальной аффинностью к Ca2+ и отве-
чает на увеличение его концентрации даже в
отсутствие СаМ [139]. Известно, что изоформы
РМСА взаимодействуют с различными регуля-
торными белками в клетках, что определяет их
специфическую роль в регуляции Ca2+ в нервной
клетке [140]. PMCA взаимодействует с Cav L-ти-
па, NMDAR, nNOS и цитохром-b5-редуктазой,
что обеспечивает регуляцию Ca2+-гомеостаза и
сигнализацию [141]. В мозжечке крыс PMCA2 и
PMCA3 изоформы обычно располагаются в пост-
и пресинаптических терминалях, в соме и денд-
ритах клеток Пуркинье, и, вероятнее всего, уро-
вень их экспрессии коррелирует с созреванием
нейронов и формированием синапсов [142–144].

Ca2+-АТР-аза эндоплазматического ретикулу-
ма (SERCA) представляет собой ATP-зависимый
ионный насос, который осуществляет перенос
двух ионов Ca2+ из цитоплазмы клетки в ЭПР за
счет гидролиза одной молекулы ATP (рис. 3). Ос-
новная роль SERCA – поддержание Ca2+-гомео-
стаза. Фермент включает три домена (A, N и P),
одну петлю, расположенную в области люмен
ЭПР, и 10 трансмембранных α-спиралей (М1–
М10). Связывание Ca2+ происходит в области
А-домена, связывание ATP – на N-домене, а
фосфорилированный интермедиат формируется
в области Р-домена. Трансмембранные α-спира-
ли M2, M5, M6 и M8 формируют Ca2+-канал,
M4–M6 повышают эффективность переноса Ca2+

через мембрану ЭПР. SERCA экспрессируется в
виде 12 изоформ, кодируемых тремя генами
SERCA1–SERCA3. Все изоформы SERCA инги-
бируются тапсигаргином и циклопиазоновой
кислотой [145]. Известно, что изоформы SERCA



412

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 6  2020

СМОЛЬЯНИНОВА и др.

различаются по сродству к Ca2+, например,
SERCA2b имеет в 2 раза большую чувствитель-
ность к Ca2+, чем SERCA2a [146]. Белок SERCA2b
был обнаружен в большинстве нейронов, глав-
ным образом в клетках Пуркинье и пирамидаль-
ных нейронах гиппокампа. Известно, что SERCA
вовлечена в механизм переноса Ca2+ из цитоплаз-
мы в ЭПР при генерации ПД в постсинаптиче-
ских дендритных шипиках [147, 148].

2. МЕХАНИЗМЫ УЧАСТИЯ 
ОДНОВАЛЕНТНЫХ И ДВУХВАЛЕНТНЫХ 

ИОНОВ В СИНАПТИЧЕСКОЙ 
ПЛАСТИЧНОСТИ

Установлено, что для индукции LTP в CA1 пи-
рамидальных нейронах гиппокампа требуется по-
вышение [Ca2+]i. При исследовании синаптиче-
ской пластичности Линч и коллеги обнаружили,
что в нейронах гиппокампа крыс внутриклеточ-
ный Ca2+-хелатор EGTA блокировал развитие
LTP [10]. Как отмечалось выше вход Ca2+ в нейро-
ны происходит при участии NMDAR, CaV и
CP-AMPAR. Известно, что действие селективно-
го антагониста NMDAR аминофосфовалериано-
вой кислоты (APV) до тетанической стимуляции
нейронов приводит к блокированию LTP, в то
время как после тетанической стимуляции APV
не вызывает аналогичного эффекта [149]. Вероят-
но, NMDAR выполняют важную роль при индук-
ции LTP, а активация AMPAR важна как для
индукции, так и для формирования LTP. Дей-
ствительно, присутствие антагониста AMPAR
цианхиноксалина (CNQX), блокировало как ин-
дукцию, так и формирование LTP [150, 151]. Уста-
новлено также, что ингибитор SERCA и антаго-
нисты InsP3R и RyR приводят к снижению LTP и
LTD [150, 152]. Доказано, что за счет высокого
электрохимического градиента Ca2+ активация
Ca2+-каналов и транспортеров приводит к быст-
рому увеличению [Ca2+]i от ~0.1 до 1 мкM. С по-
мощью фотоактивного Ca2+-буфера, diazo-4, вы-
явлен интервал времени, в течение которого
после ритмического раздражения нейрона кон-
центрация Ca2+ возрастает и формируется LTP.
Известно, что сродство diazo-4 к Ca2+ возрастает в
1600 раз при импульсном фотолизе, что позволяет
в эксперименте нивелировать повышение [Ca2+]i
и доказать, что повышение постсинаптического
[Ca2+]i в течение 2–2.5 с после ритмического раз-
дражения нейрона достаточно для индукции LTP,
а снижение или увеличение длительности воз-
буждения приводит к краткосрочной потенциа-
ции [153]. При увеличении [Ca2+]i происходит
взаимодействие Ca2+ с CaM и кальциневрином,
которые, в свою очередь, влияют на сопряжение
“возбуждение–транскрипция” (excitation-transcrip-

tion coupling, ETC) [16, 154, 155], в том числе экс-
прессию генов раннего ответа c-Fos, c-Jun и Egr1
(immediate early genes, IEG) [14, 156, 157]. Cole и
коллеги обнаружили, что в нейронах гиппокампа
крыс частота и амплитуда электростимуляции,
необходимые для повышения уровня мРНК Egr1
аналогичны тем, что необходимы для индуциро-
вания LTP в постсинаптическом нейроне. Кроме
того, как и при LTP, экспрессия Egr1 не наблюда-
лась в присутствии антагонистов NMDAR [158].
В экспериментах Fleischmann и коллеги исполь-
зовали нейроны мышей с нокаутом c-Fos и на-
блюдали нормальное общее и эмоциональное по-
ведение животных, хотя были выявлены наруше-
ния при выполнении задач пространственного и
ассоциативного обучения, зависящих от гиппо-
кампа. Эти эффекты коррелировали со снижени-
ем LTP в синапсах CA3–CA1 гиппокампа, свиде-
тельствуя об участии экспрессии IEG в формиро-
вании молекулярных механизмов обучения и
памяти [159, 160]. Greenberg и коллеги, используя
модель (клеточную линию феохромацитомы PC12),
обнаружили, что экспрессия c-Fos, вызванная
K+-деполяризацией клеток, не происходит в при-
сутствии 3 мМ EGTA, что может быть связано с
повышением Ca2+ или, возможно, с неспецифи-
ческим повышением Na+ и K+ [161]. В наших экс-
периментах показано, что добавление EGTA при-
водило к увеличению проницаемости плазмати-
ческой мембраны для одновалентных катионов и
повышению отношения [Na+]i/[K+]i в сосудистых
клетках гладких мышц [162, 163].

Важно, что экспрессия генов, запускаемая при
возбуждении нейронов, в основном блокируется
ингибиторами CaV L-типа, нежели антагониста-
ми ионотропных глутаматных рецепторов [47].
Установлено, что LTP сопровождается трансло-
кацией CaM в ядро [164, 165], а введение в клетку
кальмидозолия, ингибитора CaM-зависимого сиг-
налинга, блокируют LTP [166]. Отметим, что из-
менение [Ca2+]i влияет на транскрипцию за счет
следующих процессов:

1) повышение [Ca2+]i способствует перемеще-
нию из цитозоля в ядро фактора транскрипции
NF-kB. Этот процесс связан с активацией Ca2+/
кальмодулин-чувствительной протеинкиназы
(CaMKI, II или III), которая запускает фосфори-
лирование ингибитора kВ (IkB) фосфорилиро-
ванной IkB-киназой. Фосфорилированный IkB
отсоединяется от NF-kB, далее NF-kB перемеща-
ется в ядро;

2) повышение [Ca2+]i способствует транспорту
из цитозоля в ядро NFAT, в результате дефосфори-
лирования NFAT кальциневрином, (Ca2+/кальмо-
дулин)-зависимой фосфатазой [167];

3) повышение [Ca2+]i в цитоплазме и ядре
приводит к фосфорилированию CREB Ca2+/каль-
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модулин-чувствительными протеинкиназами –
CaMKII и CaMKIV, соответственно. Фосфорили-
рованный CREB и его коактиватор CREB-связы-
вающий белок регулируют транскрипцию за счет
связывания с CRE-последовательностями ДНК
[14, 168] (рис. 4).

Tsien и коллеги доказали, что фосфорилирова-
ние CREB зависит от активации CaV при деполя-
ризации мембраны нейрона [16]. Помимо регуля-
ции транскрипции, которая, вероятно, участвует
в формировании долгосрочной памяти посред-
ством дифференциальной экспрессии генов, сти-
мулирующей рост дендритов и развитие синапса,
Ca2+-зависимые белки влияют на быстрые изме-
нения в синапсах вместе с включением или удале-
нием субъединиц глутаматных рецепторов из
плазматической мембраны и изменения функций
синаптических белков посредством их пост-
трансляционных модификаций (фосфорилиро-
вание) [14, 24, 169]. Так, на проводимость AMPAR
влияют CaMKII и Ca2+-активируемая протеин-
киназа A (РКА) [170, 171]. В нейронах гиппокампа
мышей CaMKII фосфорилирует GluA1-субъеди-
ницу AMPAR по аминокислотному остатку
Ser831, что способствует входу Ca2+ и Na+ и при-

водит к временнóму увеличению концентрации
этих ионов. Фосфорилирование PKA GluA1 в по-
ложении Ser845 увеличивает вероятность актива-
ции GluA1 канала в 1.5 раза [172, 173]. РКА фос-
форилирует не только АМРАR, но и NMDAR, ре-
гулируя таким образом проницаемость мембраны
нейрона для Ca2+ [174–176]. В отличие от CaM-
KII, роль которой важна на стадии индукции LTP,
активация протеинкиназы С (РКС) необходима
для формирования LTP. Последнее подтвержда-
ется экспериментами с применением ингибито-
ров РКС полимиксина В, Н-7, сфингозина и
К-252b [166, 177–180]. Доказано, что ингибиро-
вание пептидами или нокаут CaMKII предотвра-
щали поддержание LTP.

В процессе LTP происходит синтез новых AM-
PAR и доставка их к поверхности плазматической
мембраны нейрона. Этот процесс связан с реор-
ганизацией актинового цитоскелета. Многочис-
ленные исследования продемонстрировали, что
активация GTP-связывающих белков (Rho GTP-аз),
способствующих полимеризации актина, являет-
ся обязательным элементом как структурной, так
и функциональной регуляции LTP [181, 182].
Murakoshi с коллегами показали, что ингибирова-

Рис. 4. Механизмы вовлечения кальция в регуляцию транскрипции в нейронах. NMDAR – глутаматные ионотропные
NMDA-рецепторы; CaV – потенциал-зависимые Ca2+-каналы.
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ние NMDAR APV инактивирует Rho GTP-азы
(RhoA и Cdc42) и повышает плотность шипиков в
CA1 гиппокампа. Ингибитор CaMKII частично
блокировал активацию RhoA и Cdc42 в процессе
временных и постоянных фаз LTP [183]. Показа-
но, что высокочастотная стимуляция нейронов,
используемая для индукции LTP, приводит к ак-
тивации кальпаинов, деградации спектринов и
тем самым к разборке актина и облегчению до-
ставки новых AMPAR к поверхности мембраны
[184]. Amini с коллегами показал, что при удале-
нии кальпаина-1 и -2 только из ЦНС происходит
снижение ответа LTP на 30–40% [185].

Как отмечалось выше, активация Na+-прони-
цаемых АМРАR приводит к деполяризации пост-
синаптической мембраны, в результате чего про-
исходит удаление Mg2+-блока с NMDAR и их
активация [13]. Эти данные позволили предполо-
жить, что деполяризация представляет собой
единственный и достаточный механизм вовлече-
ния потоков Na+ в индукцию и пролонгацию си-
наптической пластичности [182]. Однако, учи-
тывая, что активация AMPAR важна как для ин-
дукции LTP, так и для ее развития, можно
предположить, что возбуждение нейронов связа-
но с высокой концентрацией Na+ или повышени-
ем соотношения [Na+]i/[K+]i. На рис. 5 представ-
лена кинетика изменений [Na+]i и [Ca2+]i при
электростимуляции нейронов гиппокампа [186].
Изменения Ca2+ являются быстрыми, в то время
как изменения [Na+]i длятся несколько минут.
Очевидно, что при активации синаптической пе-
редачи транспорт Na+ и K+ осуществляется не
только AMPAR, но и NMDAR, что регулирует
[Na+]i/[K+]i. Действительно, на первичных куль-
турах гранулярных клеток мозжечка крыс с при-
менением Na+-чувствительного флуоресцентно-
го красителя SBFI было показано, что активация
NMDAR повышает [Na+]i от 5 до 60 мМ [187].
В CA1 пирамидальных клетках мышей при элек-
трической стимуляции было обнаружено ~10-крат-
ное повышение [Na+]i в присутствии ингибитора
Nav тетродотоксина и антагониста AMPAR CNQX
[188]. На тонких срезах ткани мозжечка мышей с
флуоресцентным Na+-красителем обнаружено,
что при действии глутамата в дендритах нейронов
Пуркинье [Na+]i обратимо повышается на 5–
10 мМ [91]. Установлено, что длительное возбуж-
дение нейронов сопровождается уменьшением
[K+]/[Na+] в цереброспинальной жидкости [17,
189–191], что также свидетельствуют о том, что
наряду с повышением [Ca2+]i возбуждение приво-
дит к изменению трансмембранных градиентов
одновалентных катионов и повышению внутри-
клеточного соотношения [Na+]i/[K+]i. Linden с
коллегами, используя культуру тканей с моделью

LTD, установили, что при замене экстраклеточ-
ного Na+ на N-метил-D-глюкамин, а также на Li+

или Cs+ LTD не возникает. Все это свидетельству-
ет о том, что постсинаптический поток Na+ и по-
вышение [Na+]i необходимы для индукции LTD
и что LTD запускается не только за счет входа
Ca2+ [19].

В связи с этим важно отметить, что входу Ca2+

в дендриты предшествует генерация Na+-зависи-
мых ПД [90]. Callaway и коллеги обнаружили, что
при стимуляции нейронов повышение [Na+]i ча-
стично блокируется ингибиторами NaV [192]. По-
казано, что активация NaV вератридином меняет
процесс индукции LTD [19]. Исследований о свя-
зи AMPAR и NMDAR с повышением [Na+]i в ней-
ронах в настоящее время явно не достаточно.
В дендритных шипиках Miyazaki и Ross, исполь-
зуя методику одновременной визуализации изме-
нений содержания Na+ и Ca2+, обнаружили, что в
одном дендритном шипике пирамидальных ней-
ронов гиппокампа крыс после электрической
стимуляции основное количество Na+ входит че-
рез AMPAR и малое количество через NMDAR и
NaV [193]. Кроме того, блокирование Ca2+-транс-
порта и Ca2+-опосредованного сигналинга при-
водили к частичному, а не полному подавлению
LTP и LTD. Так, Behnisch и Reymann установили,
что в CA1 нейронах гиппокампа крыс блокирова-
ние SERCA тапсигаргином снижает индукцию
LTP только при слабой стимуляции, но не при те-
таническом возбуждении [194]. Установлено, что
у животных с нокаутом всех изоформ CREB
(Ca2+-чувствительного интермедиата ETC) не
было обнаружено изменений в формировании
LTP и LTD в нейронах гиппокампа и выявлено
нормальное условно-рефлекторное замирание
[195]. Вероятно, это свидетельствует о Ca2+-неза-
висимом механизме сопряжения “возбуждение–
транскрипция”.

Итак, мы считаем, что наряду с Ca2+-опосре-
дованной синаптической пластичностью и долго-
срочной памятью, связанной с транскриптомными
изменениями, в организме может реализовывать-
ся Ca2+-независимый процесс, опосредованный
изменениями внутриклеточной концентрации
одновалентных ионов [196].

3. РОЛЬ ОДНОВАЛЕНТНЫХ КАТИОНОВ 
В ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ, ВОВЛЕЧЕННЫХ 

В СИНАПТИЧЕСКУЮ ПЛАСТИЧНОСТЬ

Известно, что повышение экспрессии IEG, а
именно c-Fos, происходит спустя 30 мин после
индукции LTP в CA1 нейронах гиппокампа [197].
Уабаин, вызывающий повышение соотношения
[Na+]i/[K+]i, также приводит к резко повышенной
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экспрессии IEG c-Fos и c-Jun в клетках VSMC и
HeLa [198, 199]. Увеличение c-Fos обнаруживает-
ся через 30 мин, когда [Na+]i увеличена в ~5 раз, а
[K+]i снижена на 10–15%. Установлено, что повы-
шение экспрессии c-Fos, вызванной уабаином,
сохраняется в среде, свободной от Ca2+, и в при-
сутствии внеклеточных (EGTA) и внутриклеточ-
ных (BAPTA) Ca2+-хелаторов. Очевидно, что уве-
личение [Na+]i, а не снижение [K+]i генерирует
сигнал, который приводит к экспрессии c-Fos в
данных типах клеток. Вероятно, что изменение
экспрессии c-Fos вызвано повышением соотно-
шения [Na+]i/[K+]i [200]. Уабаин и бескалиевая
среда, вызывающие повышение соотношения
[Na+]i/[K+]i, изменяли экспрессию 80 одинако-
вых [Na+]i/[K+]i-чувствительных генов независи-
мо от присутствия Ca2+-хелаторов в трех типах
клеток HUVEC, HeLa, RVSMC [196]. Почти по-
ловина [Na+]i/[K+]i-чувствительных генов были
генами раннего ответа, участвующими в регуля-
ции транскрипции, среди которых также были
обнаружены Fos, Jun, увеличение экспрессии ко-
торых является маркером долговременной памяти.

В нейронах мозжечка установлено, что уабаин,
увеличивающий соотношение [Na+]i/[K+]i, при-
водит к повышению экспрессии таких регулято-
ров транскрипции, как Fosb, Junb, а также Ptgs2,
Rgs2, Rnd3, Vgf [201], для которых показано уча-
стие в синаптической пластичности. Известно,

что при активации NMDAR происходит выброс
арахидоновой кислоты из культивируемых ней-
ронов [150]. PTGS (простагландин-эндоперок-
сидсинтаза или циклооксигеназа, СОХ) – это
фермент, лимитирующий скорость превращения
арахидоновой кислоты в простагландины. У мле-
копитающих были идентифицированы два изо-
фермента СОХ: COX-1 и COX-2, участвующие в
заживлении ран и воспалительной реакции.
COX-2 обнаруживается в дискретных популяциях
нейронов и в большом количестве в коре, гиппо-
кампе, в областях мозга, играющих ключевую
роль в обучении и хранении памяти [202, 203].
Известно, что COX-2 участвует в синаптической
передаче. Yamagata с коллегами показали, что
COX-2 локализован в дендритных шипиках ней-
ронов и его экспрессия вызывается NMDAR при
высокочастотной стимуляции нейронов, связан-
ной с индукцией LTP [203]. Показано, что пред-
варительная обработка селективным ингибито-
ром COX-2 NS398 значительно уменьшала LTP в
перфорантном пути в срезах гиппокампа [204].
Участие COX-2 в синаптической пластичности
гиппокампа было подтверждено исследования-
ми, демонстрирующими, что ингибирование
COX-2 подавляет как LTP, так и LTD и экспери-
ментами in vivo, в которых введение ингибиторов
COX-2 препятствует запоминанию и консолида-
ции памяти. Воздействие COX-2 проявляется в
усилении выработки простагландина E2 (PGE2) в
постсинаптических терминалях. Далее PGE2 вза-

Рис. 5. Изменения внутриклеточной концентрации Na+ и Ca2+ в нейронах гиппокампа при действии электрической
стимуляции [186].
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имодействует с EP2 рецепторами в пресинапти-
ческих терминалях, что, в свою очередь, приво-
дит к активации аденилатциклазы, повышению
сAMP, PKA-опосредованной активации CaV L-ти-
па, входу Ca2+ и усилению выброса нейротранс-
миттеров [202, 205, 206]. Механизмы, приводящие к
увеличению активности COX-2 в постсинаптиче-
ских терминалях во время их возбуждения, оста-
ются плохо изученными. Мы предполагаем, что
это явление может быть вызвано усиленной
экспрессией COX-2, вызванной диссипацией
трансмембранных градиентов одновалентных
ионов. Действительно, повышение соотноше-
ния [Na+]i/[K+]i в нейронах мозжечка после дей-
ствия уабаина сопровождалось повышением со-
держания мРНК Ptgs2 в ~18 раз [201]. Воздействие
высоких доз уабаина на нейроны мозжечка при-
водит к повышению содержания мРНК Rgs2. Бе-
лок RGS2 принадлежит к большому семейству
белков, активирующих GTP-азы, которые инги-
бируют сигнальные каскады с участием G-белков
[207]. Ingi и коллеги показали, что RGS2 быстро
увеличивается в нейронах гиппокампа, коры и
стриатума в ответ на стимулы, которые влияют на

синаптическую пластичность [208]. Известно,
что RGS2 влияет на краткосрочную пластичность
путем понижения Gi-опосредованной пресинап-
тической сигнализации, что приводит к увеличе-
нию концентрации Ca2+ и повышению вероятно-
сти высвобождения нейротрансмиттера. Мутант-
ные мыши, не имеющие Rgs2, демонстрируют
нормальное поведение при выполнении задач
обучения и памяти, однако их CA1 пирамидаль-
ные нейроны гиппокампа проявляют более сла-
бую связь, измеряемую как уменьшенные коли-
чества шипиков [209]. Помимо Ptgs2 и Rgs2
уабаин повышает экспрессию Rnd3. Белок
RND3 из Rho семейства Ras суперсемейства
GTP-аз, регулирует организацию актинового
цитоскелета в ответ на внеклеточные стимулы.
Исследования продемонстрировали вовлечение
актинового цитоскелета в синаптическую пла-
стичность в дендритах [210] и экспрессию Nav в
НСА [211]. Данные, полученные как в бескле-
точных экспериментах [212], так и с использова-
нием клеток, после воздействия на них ингиби-
торов Na+,K+-ATP-азы [213–215], убедительно
свидетельствуют о том, что на организацию ак-

Рис. 6. Механизмы вовлечения одновалентных катионов и Ca2+ в регуляцию экспрессии генов в не-нейрональных
клетках. NKA – Na+,K+-ATP-аза; CaV – потенциал-зависимые Ca2+-каналы; NCХ – Na+/Ca2+-обменник; NaREB –
неидентифицированный сенсор изменения [Na+]i, активирующий NaRE; NaRE – Na+-чувствительный элемент, ре-
гулирующий транскрипцию генов Egr1, Atf3. Остальные сокращения приведены в тексте.
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тинового цитоскелета влияет изменение соот-
ношения [Na+]i/[K+]i. Увеличение соотноше-
ния [Na+]i/[K+]i, индуцированное уабаином, со-
провождалось также повышением экспрессии
Vgf. Ранее было показано, что VGF регулирует си-
наптическую пластичность гиппокампа [216] и
его экспрессия увеличивается в ~2.5 раза в гиппо-
кампе после острых электроконвульсивных при-
падков [217].

Важно отметить, что удаление внеклеточного
и внутриклеточного Ca2+ с помощью Ca2+-хела-
торов увеличивало, а не уменьшало число
[Na+]i/[K+]i-чувствительных генов. Повышение
числа [Na+]i/[K+]i-чувствительных генов при ис-
пользовании внеклеточного хелатора Ca2+ (EGTA)
может быть связано c его возможностью увеличи-
вать проницаемость плазматической мембраны
для одновалентных катионов и приводить к по-
вышению отношения [Na+]i/[K+]i [162, 163].
В связи с этим требуется использовать другие
подходы для оценки механизма регуляции экс-
прессии [Na+]i/[K+]i-чувствительных генов, на-
пример, ингибиторы Са2+-регулируемых белков.
В экспериментах, выполненных на клетках
RVSMC, применение антагонистов CaV L-типа
(никардипина) и кальмодулина (A-7 и W-7) сов-
местно с уабаином снижало экспрессию Ptgs2 и
Nr4a1, но не влияло на экспрессию Egr1 и Atf3
[218] (рис.6). Экспрессия Ptgs2 также не зависела
от присутствия антагониста CaV L-типа в клетках
C2C12 [219].

Итак, -независимые механизмы сопряже-
ния “возбуждение–транскрипция” способствуют
экспрессии генов за счет увеличения соотноше-
ния [Na+]i/[K+]i. Однако необходимо отметить,

что воздействие -опосредованного и -
независимого сигналинга в общие транскрип-
томные изменения, по-видимому, является спе-
цифическим для разного типа клеток. Таким
образом, роль -опосредованного и -не-
зависимого сигналинга в регуляции механизмов
экспрессии [Na+]i/[K+]i-чувствительных генов,
вовлеченных в синаптическую пластичность ней-
ронов, требует дальнейших исследований.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 19-14-50358. 
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Contribution of Monovalent (Na+ and K+) and Divalent (Ca2+) Ions 
to the Mechanisms of Synaptic Plasticity

L. V. Smolyaninova1, *, A. A. Shiyan1, G. V. Maksimov1, S. N. Orlov1
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The review surveys the involvement of ions (Na+, K+, and Ca2+) in the synaptic plasticity processes during
long-term potentiation (LTP) and long-term depression (LTD) in a postsynaptic neuron. It is suggested that
the main participants are AMPA and NMMDA receptors; voltage-dependent Na+, K+, and Ca2+ channels;
Ca2+- and Na+-activated K+ channels; ATP-sensitive K+ channels, and Ca2+ channels of the endoplasmic
reticulum. Their molecular characteristics and the role in LTP and LTD are reviewed. The role of changes in
the intracellular [Na+]i/[K+]i ratio and Ca2+-dependent mechanisms in signal generation up to the level of
gene expression is considered for the first time. We think that additional research is needed to identify the sub-
set of neuronal genes, whose differential expression contributes to synaptic plasticity via the [Na+]i/[K+]i-
sensitive, Ca2+-independent excitation–transcription coupling mechanism.

Keywords: sodium, potassium, calcium, synaptic plasticity, long-term potentiation, long-term depression,
gene expression
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Работа посвящена исследованию механизмов защитного действия L-аргинина и донора оксида азо-
та SNAP при индукции циклоспорин А-зависимой митохондриальной поры (МРТР) избытком
Ca2+ или D,L-пальмитоилкарнитина (PC). Нами было проанализировано возможное вовлечение в
регуляцию МРТР сигнальной системы с участием митохондриальных ферментов NO-синтазы
(mtNOS), гуанилатциклазы (GC) и cGMP-зависимой протеинкиназы G (PKG) (mtNOS/GC/PKG-SS).
Эксперименты были проведены на изолированных митохондриях печени с использованием инги-
биторного анализа. Результаты исследований показали, что L-аргинин и SNAP оказывают дозоза-
висимое влияние на открытие MPTP. При низких концентрациях L-аргинин и SNAP (5–100 мкМ)
активировали защитные механизмы, обеспечивая увеличение кальциевой буферной емкости мито-
хондрий (CRC) и критической (пороговой) концентрации пальмитоилкарнитина (PC*), необходи-
мой для индукции MPTP. При более высоких концентрациях L-аргинин (более 500 мкМ) и SNAP
(более 100 мкМ) вызывали противоположный эффект, подавляя дыхание и способствуя открытию
поры. Ингибиторы NOS, GC и PKG устраняли защитные эффекты, наблюдавшиеся при малых
концентрациях L-аргинина и SNAP. Эксперименты, проведенные с использованием специфиче-
ского ингибитора индуцибельной NOS (W1400), показали, что этот кальций-независимый фермент
не участвует в регуляции MPTP в условиях наших экспериментов. На основании полученных ре-
зультатов можно предположить, что кальций-зависимая митохондриальная сигнальная система mt-
NOS/GC/PKG-SS может быть вовлечена в регуляцию MPTP, обеспечивая увеличение CRC и PC*.
При высоких концентрациях L-аргинина или SNAP избыток NO преодолевает защиту, обеспечи-
ваемую mtPKG, и способствует открытию поры.

Ключевые слова: L-аргинин, доноры оксида азота, NO-синтаза, гуанилатциклаза, протеинкиназа
G, митохондриальная пора
DOI: 10.31857/S0233475520060055

ВВЕДЕНИЕ

Влияние L-аргинина, доноров NO и ингиби-
торов Ca2+-зависимой изоформы митохондри-
альной NO-синтазы (mtNOS) на кальциевую
емкость митохондрий (CRC), индукцию мито-

хондриальной поры (MPTP), высвобождение ци-
тохрома C (CytC) изучается более 25 лет. Полу-
ченные за этот период результаты исследований
противоречивы. Так, еще в 1999 году было пока-
зано, что активация mtNOS Ca2+ и L-аргинином
вызывает высвобождение CytC, в то время как
ингибирование mtNOS уменьшает выход CytC,
повышает митохондриальный потенциал (ΔΨm) и
CRC [1]. Позже было обнаружено, что NO вызы-
вает концентрационно-зависимые эффекты [2].
Было показано, что очень низкие или высокие
концентрации NO-доноров способствуют набу-
ханию митохондрий, высвобождению CytC и от-
крытию MPTP, индуцированному избытком
ионов кальция. И наоборот, промежуточные кон-

Список сокращений: MPTP – циклоспорин А-зависимая
митохондриальная пора; mtNOS – митохондриальная
NO-синтаза; GC – гуанилатциклаза; NO – оксид азота;
PKG – cGMP-зависимая протеинкиназа G; COX – цито-
хром-с-оксидаза; PC – D,L-пальмитоилкарнитин; PC* –
критическая (пороговая) концентрация PC, вызывающая
индукцию MPTP; CRC – кальциевая емкость митохон-
дрий; CytC – цитохром с; ΔΨm – митохондриальный мем-
бранный потенциал; VDAC – потенциал-зависимый ани-
онный канал; ТРР+ – тетрафенилфосфоний.

УДК 576.31
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центрации доноров NO обеспечивают защитные
эффекты, уменьшая набухание митохондрий и
вероятность открытия поры. Защитные и небла-
гоприятные воздействия доноров NO объясняли
возможным действием S-нитрозотиолов и перок-
синитрита, соответственно [1, 2].

Неоднозначные эффекты доноров NO на от-
крытие MPTP также наблюдались в эксперимен-
тах, выполненных на клетках. Было показано, что
малые концентрации доноров NO уменьшают на-
копление митохондриального Cа2+, а высокие
концентрации, наоборот, способствуют выходу
Cа2+ и открытию MPTP [3]. В этих экспериментах
добавленный L-аргинин ингибировал поглоще-
ние Ca2+ митохондриями и предотвращал откры-
тие MPTP [2, 4]. Авторы предположили, что внут-
римитохондриальный NO может быть вовлечен в
отрицательную обратную связь, предотвращаю-
щую открытие MPTP за счет ингибирования
транспорта Ca2+ [3]. Согласно другой точке зре-
ния, уменьшение поглощения Ca2+ может быть
обусловлено деполяризацией митохондрий, вы-
зываемой NO [5].

Представленные выше противоречивые эф-
фекты доноров NO и L-аргинина на ΔΨm и кон-
троль MPTP не могут быть объяснены действием
механизмов, основанных только на редокс-регу-
ляции митохондриальных процессов S-нитрози-
лированием [6, 7] и S-глутатионированием [8–11]
различных белков. Потенциальные механизмы
защиты могут включать внутримитохондриаль-
ные сигнальные цепи, учитывающие взаимодей-
ствие кальция и NO и другие, пока неизвестные
обратные связи. Недавно Seya и соавторы обнару-
жили, что митохондриальная фракция сердца об-
ладает активностью cGMP-зависимой протеин-
киназы G (PKG) [12]. Продукция cGMP мито-
хондриальной гуанилатциклазой (GC) также
была продемонстрирована этой группой [13].
Было показано, что SNAP и 8-Bromo-cGMP спо-
собствуют кальций-зависимому высвобождению
CytC из митохондрий сердца, вовлекая потенци-
ал-зависимый анионный канал (VDAC) в каче-
стве конечной мишени сигнального пути. На-
блюдаемые эффекты предотвращались примене-
нием ингибиторов NOS, GC, PKG и VDAC.
Гидролиз cGMP митохондриальной фосфодиэс-
теразой циклических нуклеотидов PDE2A также
был продемонстрирован в митохондриях мозга и
печени в независимых экспериментах [14]. Эти
данные указывают на то, что митохондрии содер-
жат все элементы автономной Ca2+-зависимой
сигнальной системы: Ca2+ → mtNOS → NO →
→ GC → cGMP → PKG (mtNOS/GC/PKG-SS),
которая может участвовать в регуляции митохон-
дриального дыхания [15] и MPTP.

В данной работе были проведены эксперимен-
ты на изолированных митохондриях печени кры-

сы, в которых анализировалось влияние агони-
стов и ингибиторов mtNOS/GC/PKG-SS на дис-
сипацию ΔΨm и индукцию МРТР, вызываемые
избытком Ca2+ или пальмитоилкарнитина (PC).
Предварительные результаты были опубликова-
ны ранее [16].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Все процедуры на животных выполнялись в

соответствии с директивой ЕС 86/609/EEC и бы-
ли одобрены комитетом по этике Института тео-
ретической и экспериментальной биофизики
РАН. Самцов крыс линии Вистар (6–8 недель)
содержали в одинаковых условиях в кондициони-
рованных и проветриваемых помещениях при
температуре 20–22°C (свет/темнота = 12 ч/12 ч).
Эксперименты проводили при 26°C. Митохон-
дрии печени выделяли с использованием стан-
дартных методик дифференциального центрифу-
гирования в среде, содержащей 300 мМ сахарозы,
1 мМ EGTA и 10 мМ Трис-HCl (pH 7.4). Мито-
хондриальные препараты дважды промывали
средой выделения, не содержащей EGTA, ресус-
пендировали в среде того же состава и хранили на
льду. Инкубационная среда для митохондрий со-
держала: 125 мМ KCl, 3 мМ KH2PO4, 10 мМ
HEPES (pH 7.4), 1 мМ MgCl2. Содержание мито-
хондриального белка определяли методом Лоури
с бычьим сывороточным альбумином в качестве
стандарта. Разность электрических потенциалов
(ΔΨm) на внутренней мембране митохондрий
определяли по распределению липофильного ка-
тиона тетрафенилфосфония (ТРР+), концентра-
цию которого во внешней среде [ТРР+]out реги-
стрировали с помощью ТРР+-селективного элек-
трода. Измерение концентрации кальция в среде
производили с использованием Ca2+-селективно-
го электрода (Nico, Москва, Россия). Все экспе-
рименты проводили в закрытой или открытой
кювете объемом 1 мл, содержащей 1.0 мг мит. бел-
ка, при постоянном перемешивании. В качестве
субстратов дыхания использовали L-глутамат
(10 мМ) и пируват (1 мМ) для поддержания пол-
ного оборота цикла Кребса и сохранения суб-
стратного фосфорилирования в цикле. В некото-
рых экспериментах дыхание митохондрий под-
держивалось окислением сукцината (5 мМ) в
присутствии ротенона (1–2 мкМ) или пирувата
(1 мМ) и L-малата (5 мМ). Все эксперименты вы-
полнялись в присутствии 10 ед. гексокиназы,
10 мМ глюкозы и 1 мМ MgCl2. Последующие до-
бавки 0.75 мМ ADP обеспечивали высокую ста-
ционарную скорость дыхания (VO2SS), которая
была близка к максимальной скорости дыхания,
наблюдающейся в Состоянии 3 (VO2SS = 80–85%
от VO2max (V3)). Часть экспериментов была выпол-
нена при низкой скорости дыхания митохон-
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дрий, в отсутствие гексокиназы и ADP в среде
(Состояние 4, V4). Скорость набухания митохон-
дрий (VSW = Δ o.d./мин) определялась в открытой
кювете объемом 2 мл при 0.35 мг. мит. белка на
1 мл с использованием спектрофотометра Ocean
Optics USB4000. Открытие MPTP регистрировали
как: выход кальция из митохондрий в инкубаци-
онную среду; диссипацию митохондриального
потенциала ΔΨm; набухание митохондрий. Ин-
дукция MPTP достигалась путем последователь-
ных добавок в инкубационную среду 20 мкМ Ca2+

(CaCl2) или 20 мкМ PC. Критические концентра-
ции Ca2+ или PC, необходимые для индукции по-
ры, представляют митохондриальную кальцие-
вую буферную емкость (CRC) и пороговую кон-
центрацию PC (PC*). Величины этих параметров
характеризуют чувствительность комплекса МРТР
к действию различных модуляторов поры. Влия-
ние mtNOS/PKG-SS на открытие MPTP оцени-
вали путем определения значений CRC, PC* и
VSW, соответственно. Активацию mtNOS-SS обес-
печивали введением в среду инкубации L-арги-
нина, NO доноров или Ca2+. 7-NI, ODQ и KT5823
были использованы для ингибирования mtNOS,
GC и PKG соответственно. В работе использова-
ны реактивы фирмы “Sigma” (США). Статисти-
ческий анализ экспериментальных данных про-
водился с использованием t-критерия с исполь-
зованием SigmaPlot 11. Данные представлены как
среднее значение ± S.E.M. n = 4–6 независимых
экспериментов. За уровень значимости было
принято p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Индукция МРТР избытком кальция и защитные
эффекты L-аргинина. На рис. 1а показано, что
при последовательных добавках 20 мкМ Ca2+ в
контроле CRC составляет 100 мкМ (нижняя
кривая). Преинкубация митохондрий с 300 мкМ
L-аргинина приводит к увеличению CRC до
180 мкМ. Введение в среду инкубации ингибито-
ра NOS 7NI (100 мкМ) уменьшает величину CRC
до 80 мкМ, при достижении которой происходит
диссипация ΔΨm (рост ТРР+ в среде, верхняя кри-
вая). Преинкубация митохондрий с селективным
ингибитором iNOS 1400W (50–100 нМ) не влияла
на величину CRC, что свидетельствует об отсут-
ствии iNOS в митохондриях в исследуемых усло-
виях.

Защитный эффект L-аргинина также устраня-
ется ингибиторами GC (100 мкМ ODQ, рис. 1б,
верхняя кривая) и PKG (1.5 мкМ KT5823, рис. 1в,
верхние кривые). Из рис. 1в видно, что уменьше-
ние ΔΨm (верхняя кривая) сопряжено с выбросом
Ca2+ из митохондрий (нижние кривые). Видно
также, что преинкубация митохондрий с KT5823,

селективным ингибитором PKG, уменьшает CRC
от 180 до 120 мкм.

Эти данные свидетельствуют о том, что за-
щитный эффект L-аргинина, направленный на
уменьшение вероятности индукции поры избыт-
ком Ca2+, может быть обусловлен функциониро-
ванием mtNOS/GC/PKG-SS, эффектором кото-
рой является PKG. Можно предположить, что на-
блюдаемый защитный эффект L-аргинина связан
с фосфорилированием структурных элементов
комплекса белков МРТР с участием PKG.

Влияние скорости дыхания митохондрий на PC-
индуцированное открытие MPTP и защитный эф-
фект SNAP. Известно, что скорость продукции
NO mtNOS экспоненциально зависит от величи-
ны ΔΨm и максимальна в Состоянии 4 [17, 18].
Кроме того, хорошо известно, что вероятность
открытия поры различными агентами сильно
уменьшается при наличии аденилатов, гексоки-
назы и Mg2+ в среде инкубации [19, 20]. Послед-
нее может быть связано со стабилизацией кон-
формации элементов макрокомплекса МРТР,
включая транслокатор аденилатов, ATP-синтазу
и др. В наших условиях, в присутствии избытка
гексокиназы и глюкозы в среде, добавка 0.75 мМ
ADP увеличивает скорость дыхания митохондрий
от VO2 = 20–24 нг-атом О/мин/мг (V4, Состояние 4,
ADP = 0) до стационарных значений VO2SS = 70–
77 нг-атом О/мин/мг (VO2 = 80–90% от скорости
дыхания в Состоянии 3). Результаты, представ-
ленные на рис. 2, показывают, что в митохондри-
ях, находящихся в состоянии активного дыхании
(VO2SS), критические величины PC* в контроле и
в присутствии SNAP выше, чем в Состоянии 4
(V4). Сравнение верхних кривых, представлен-
ных на рис. 2, показывает, что в митохондриях,
находящихся в Состоянии 4 (верхняя линия на
рис. 2а), 40 мкм PC вызывает диссипацию ΔΨm,
тогда как в состоянии с высокой скоростью дыха-
ния (верхняя линия на рис. 2б), критическая кон-
центрация PC* превышает 60 мкМ. В присут-
ствии 20 мкМ SNAP в Состоянии 4 величина PC*
увеличивается до 80 мкМ, в то время как при вы-
сокой скорости дыхания (VO2SS) величина PC*
составляет 100 мкМ и выше (нижние линии на
рис. 2а, 2б).

Диссипация ΔΨm, ингибирование дыхания и на-
бухание митохондрий, вызываемые PC. Защитный
эффект циклоспорина А. Преинкубация митохон-
дрий с пируватом, L-глутаматом и низкими кон-
центрациями PC (20 мкМ) повышает ΔΨm и уве-
личивает стационарную скорость митохондри-
ального дыхания на 35–40% по сравнению со
значениями, достигнаемыми при дыхании мито-
хондрий в присутствии пирувата и L-глутамата
(VO2SS = 85–88 нг-атом О/мин/мг). Напротив,
высокие дозы PC (выше 50 мкМ) вызывают быст-
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рую диссипацию ΔΨm увеличение [TPP+] и про-
грессирующее угнетение дыхания. Этот процесс
развивается вскоре после добавки ADP (рис. 3а,
черные линии). Преинкубация митохондрий с
CsA предотвращает падение ΔΨm, несмотря на
сильное подавление дыхания (рис. 3а, серые ли-
нии). Помимо диссипации ΔΨm и подавления ды-

хания, PC вызывает набухание митохондрий. Как
показано на рис. 3б, низкие концентрации PC
(20 мкМ) вызывают набухание митохондрий, ко-
торое характеризуется скоростью набухания
VSW = 0.26 Δ o.d./мин (черная кривая). Преинку-
бация митохондрий с CsA (2 мкМ) предотвращает
этот эффект. Вторая добавка 20 мкМ PC приво-

Рис. 1. Диссипация ΔΨm и индукция МРТР ионами Ca2+. Защитный эффект L-аргинина (300 мкМ) и его устранение
ингибиторами белков системы mtNOS/GC/PKG-SS: 7NI (а, 100 мкМ), ODQ (б, 100 мкМ) и KT5823 (в, 1.5 мкМ, KT),
соответственно. Представлены репрезентативные эксперименты. Митохондрии инкубировали в открытой камере
объемом 1 мл. Среда инкубации (см. Материалы и методы) включала 1 мМ пирувата, 10 мМ L-глутамата и гексокина-
зу. Добавки Ca2+ и PC (по 20 мкМ), а также ADP показаны стрелками.
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дит к быстрому митохондриальному набуханию,
характеризующемуся VSW = 2.4 Δ o.d./мин (черная
кривая). Однако в этом случае CsA обеспечивает
ограниченный защитный эффект, уменьшая VSW
в четыре раза до 0.57 Δ o.d./мин и не оказывая
влияния на амплитуду набухания (серая кривая).
Таким образом, наряду с кальцием PC является
важным агентом, вызывающим индукцию MPTP.

Кальций и активные формы кислорода (АФК)
обычно считаются ключевыми медиаторами,
участвующими в индукции MPTP и гибели кле-
ток [20, 21]. Однако ишемия/реперфузия и неко-
торые другие патологические процессы, помимо
роста Cа2+ и АФК, характеризуются накоплением
длинноцепочечных жирных кислот [22, 23] и их
карнитиновых производных [23], которые окис-
ляются в митохондриях в виде ацил-КоА. Хорошо
известно, что длинноцепочечные ацил-КоА (С14
и выше) ингибируют различные NAD(P)H-зави-
симые дегидрогеназы [24]. Наши предваритель-
ные результаты показали, что PC индуцирует

CsA-зависимую диссипацию ΔΨm в митохондри-
ях печени [16]. Поэтому в настоящем исследова-
нии для изучения влияния mtNOS/GC/PKG-SS
на MPTP в качестве параметров “чувствительно-
сти” поры к токсинам были использованы вели-
чины CRC и PC*, определяемые при нагрузке ми-
тохондрий кальцием и PC.

Влияние модуляции активности mtNOS/GC/
PKG-SS на PC*. Чтобы оценить статистическую
достоверность полученных результатов, были
определены средние величины PC* в сериях из
четырех–шести экспериментов. Рассчитанные
средние значения PC* представлены на рис. 4 в
виде столбиков. Первый серый столбик соответ-
ствует контрольным экспериментам. Влияние
SNAP и L-аргинина, а также ингибиторов 7-NI
(100 мкМ), ODQ (100 мкМ), KT5823 (1.5 мкМ) и
1400W (100 нМ) на средние величины PC* пока-
зано на рис. 4. Видно, что увеличение концентра-
ции SNAP до 100 мкМ (2 и 3 столбики) увеличи-
вает критическое значение PC* до 109.2 ± 8.1 мкМ,

Рис. 2. Влияние скорости дыхания митохондрий на диссипацию ΔΨm избытком PC и на защитный эффект SNAP.
Представлены репрезентативные эксперименты. Инкубационная среда включала 10 мМ L-глутамата и 1 мМ пирува-
та, а также гексокиназу и глюкозу. Эксперименты, представленные на панели а, проведены в отсутствие ADP в среде
(Состояние 4). На панели б высокая скорость дыхания (VO2 = 80–90% от скорости дыхания в Состоянии 3) обеспечи-
валась добавками 0.75 мМ ADP. На панелях а и б черные (верхние) линии соответствуют контрольным экспериментам
([SNAP] = 0), а серые линии – опытам, в которых инкубационная среда содержала 20 мкМ SNAP. Добавки Ca2+ и PC
(по 20 мкМ), а также ADP показаны стрелками.
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Рис. 3. Избыток PC вызывает диссипацию ΔΨm и подавление дыхания (а), а также набухание митохондрий (б). При-
сутствие циклоспорина A (CsA, 1.5 мкМ) в среде препятствует диссипации ΔΨm, набуханию митохондрий и индукции
поры (б). Представлены репрезентативные эксперименты. а – Влияние избытка PC (50 мкМ) и CsA (1.5 мкМ) на ми-
тохондриальное дыхание (линии O2) и ΔΨm (линии TPP+). Инкубационная среда включала 10 мМ L-глутамата и 1 мМ
пирувата. Митохондрии инкубировали с PC (черные линии) или с PC и CsA (1.5 мкМ, серые линии). Все остальные
условия как на рис. 1. б – Набухание митохондрий, вызываемое добавлением PC в отсутствие (нижние черные линии)
и в присутствии CsA (2 мкМ, верхние серые линии) в среде. Максимальные значения скорости набухания (VSW, выра-
женные в изменениях ед. оптической плотности/мин; VSW = Δ o.d./мин) указаны на рисунке. 0.75 мМ ADP добавляли
за 1 мин до первого введения PC. Инкубационная среда включала 5 мМ сукцината и 2 мкМ ротенона. Все остальные
условия как на рис. 1.
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что на 28% выше величины PC* в контроле (84.3 ±
± 7.8 мкМ (1 столбик). Сходный защитный эф-
фект вызывает преинкубация митохондрий с
20 мкМ L-аргинина (6 столбик).

Видно, что ингибиторы mtNOS/GC/PKG-SS
7-NI, ODQ и KT5823 устраняют защитные эф-
фекты L-аргинина и SNAP, уменьшая критиче-
ские (пороговые) концентрации PC*, необходи-
мые для индукции поры (рис. 4, столбики 4, 5 и 7, 8),
до величин ниже контрольных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, основываясь на результатах,
полученных с помощью ингибиторного анализа,
можно предполагать участие митохондриальной
mtNOS/GC/PKG-SS в регуляции МРТР. Следует
отметить, что mtNOS/GC/PKG-SS нельзя рас-
сматривать как избыточный элемент в много-
уровневом контроле окислительного фосфори-
лирования и индукции MPTP. Будучи зависимой
от кальция, эта сигнальная система может участ-
вовать в функционировании нескольких петель
обратной связи, две из которых направлены на
активацию митохондриального дыхания и на
уменьшение вероятности индукции MPTP. В этом
случае митохондриальная PKG, наряду с цито-
зольной PKG1, может рассматриваться как ко-
нечный эффектор защиты, участвующий в кон-
троле MPTP.
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Impact of L-Arginine and Nitric Oxide Donors on the Induction of Mitochondrial 
Permeability Transition Pore by Calcium Ions and Palmitoylcarnitine. Possible 

Involvement of Mitochondrial NO/cGMP/PKG Signal System
V. V. Dynnik1, *, E. V. Grishina1, N. I. Fedotcheva1

1Institute for Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: dynnik@rambler.ru

The work is devoted to the study of the impact of L-arginine and nitric oxide donor SNAP on the induction
of cyclosporin A-dependent mitochondrial permeability transition pore (MPTP) evoked by the excess of
Ca2+ or D,L-palmitoylcarnitine (PC). We analyzed a possible involvement of mitochondrial NО-dependent
signaling system in the regulation of MRTP. This system includes NO synthase (mtNOS), guanylate cyclase
(GC), and cGMP-dependent protein kinase G (PKG) (mtNOS/GC/PKG-SS). Experiments were per-
formed on isolated rat liver mitochondria with application of the inhibitors of NOS, GC, and PKG. The re-
sults showed that L-arginine and SNAP exert concentration-dependent effects on the MPTP opening in-
duced by Ca2+ or PC excess. At low concentrations (5–100 μM), L-arginine and SNAP exerted protective
effects by increasing the mitochondrial calcium retention capacity (CRC) and critical (threshold) concentra-
tion of PC* required for the MPTP opening. At high concentrations, L-arginine and NO donors produced
opposite effects, by inhibiting respiration and promoting the pore opening. Inhibitors of NOS, GC, and PKG
eliminated protection observed at low concentrations of L-arginine and SNAP. Application of a specific in-
hibitor of inducible NOS (W1400) did not cause any effect, which indicates that this calcium-independent
enzyme is not involved in the MPTP control in the applied experimental conditions. These results suggest
that calcium-dependent mitochondrial mtNOS/GC/PKG-SS may be involved in the MPTP control by in-
creasing CRC and PC* values. At high concentrations of L-arginine or SNAP, the NO excess overcomes the
protecting action of mtPKG and promotes the pore opening.

Keywords: L-arginine, nitric oxide donors, mitochondrial NO synthase, guanylate cyclase, protein kinase G,
mitochondrial respiration, permeability transition pore



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2020, том 37, № 6, с. 434–441

434

IP3-РЕЦЕПТОР ВТОРОГО ТИПА ЯВЛЯЕТСЯ ДОМИНАНТНОЙ 
ИЗОФОРМОЙ В КЛЕТКАХ HEK-293

© 2020 г.   М. Ф. Быстроваa, О. А. Рогачевскаяa, Е. Н. Кочкинаa,
Е. Е. Копыловаa, Н. П. Коваленкоa, С. С. Колесниковa, *

aИнститут биофизики клетки РАН, ФИЦ ПНЦБИ РАН, 
Московская обл., Пущино, 142290 Россия

*e-mail: staskolesnikov@yahoo.com
Поступила в редакцию 20.05.2020 г.

После доработки 13.07.2020 г.
Принята к публикации 17.07.2020 г.

Многие первичные медиаторы способны инициировать внутриклеточную Са2+-сигнализацию,
стимулируя поверхностные рецепторы клеток, сопряженные с фосфоинозитидным каскадом. Клю-
чевыми в этом процессе являются продукция вторичного медиатора IP3, катализируемая фосфоли-
пазой С, и IP3-зависимый выброс депонированного Са2+. Регуляторная роль IP3 сводится к актива-
ции IP3-рецепторов, являющихся лиганд-управляемыми Са2+-проницаемыми каналами, функцио-
нирующими в эндоплазматическом ретикулуме и некоторых других внутриклеточных органеллах.
Геномы позвоночных содержат три гена, кодирующие субъединицы IP3-рецепторов, включая
IP3R1, IP3R2 и IP3R3. В разных клетках функционируют различные комбинации IP3-рецепторов,
активность которых находится под контролем различных механизмов, что определяет индивиду-
альные особенности IP3-зависимых Са2+-сигналов и специфическую роль IP3-рецепторов в физио-
логии клеток данного типа. Клетки линии HEK-293 повсеместно используются как модельная гете-
рологическая система для экспрессии рекомбинантных белков и исследования рецепторных систем
и механизмов внутриклеточной сигнализации. В этих клетках функционируют все три изоформы
IP3-рецепторов. Для анализа связи активности IP3-рецепторов и различных аспектов внутриклеточ-
ной Са2+-сигнализации определенные перспективы открывает создание линий клеток, в которых
подтипы IP3R-рецепторов функционируют в различных комбинациях. В данной работе в клетках
HEK-293 были последовательно инактивированы гены IP3R1 и IP3R3 с использованием системы
CRISPR/Cas9 и была получена моноклональная линия клеток HEK-293IP3R2++, в которой функци-
онален только IP3R2. Сравнительный анализ внутриклеточной Са2+-сигнализации, инициируемой
ацетилхолином в клетках HEK-293 и клетках HEK-293IP3R2++, свидетельствовал о том, что гене-
тичeская инактивация генов IP3R1 и IP3R3 не привела к изменению параметров Са2+-ответов на
ацетилхолин. В целом, полученные данные указывают на то, что в клетках HEK-293 ключевой вклад
в генерацию Са2+-ответов на агонисты вносит IP3-рецептор второго типа.

Ключевые слова: внутриклеточная Са2+-сигнализация, IP3-рецепторы, система CRISPR/Cas9,
клеточные моноклоны
DOI: 10.31857/S0233475520060031

ВВЕДЕНИЕ

Внутриклеточная Са2+-сигнализация является
одним из ключевых процессов клеточной физио-
логии, который вовлечен в регуляцию самых раз-
нообразных клеточных функций, включая по-
движность, дифференцировку и пролиферацию,
экспрессию генов, синаптическую передачу,
трансэпителиальный транспорт, мышечную со-
кратимость и апоптоз [1]. Многие рецепторы,
функционирующие на клеточной поверхности,
сопряжены с фосфоинозитидным каскадом и при
активации агонистами способны инициировать
мобилизацию внутриклеточного Са2+. Ключевым

этапом в этом процессе является продукция вто-
ричного медиатора IP3, катализируемая фосфо-
липазой С, и IP3-зависимый выброс депонирован-
ного Са2+ из Са2+-депо, в роли которого выступает
специализированная часть эндоплазматического
ретикулума (ЭР), примыкающая к плазмолемме
[2, 3]. Регуляторная роль IP3 сводится к актива-
ции IP3-рецепторов, которые фактически явля-
ются лиганд-управляемыми Са2+-проницаемыми
каналами, функционирующими в ЭР и некото-
рых других внутриклеточных органеллах [4]. По-
мимо IP3 цитозольный Са2+ также является клю-
чевым регулятором IP3-рецепторов, оказывая при
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относительно небольших концентрациях стиму-
лирующее воздействие и ингибируя их актив-
ность при микромолярных концентрациях [4, 5].
Связывание Ca2+ с высокоаффинным активатор-
ным сайтом IP3-рецептора приводит к суще-
ственному росту вероятности открытого состоя-
ния этого Ca2+-канала [6], так что ионы Ca2+, вы-
свободившиеся из Ca2+-депо через IP3-рецептор,
потенцируют его активность. Эта и аналогичная
положительная обратная связь в случае рианоди-
новых рецепторов лежат в основе Ca2+-индуциро-
ванного выброса депонированного Ca2+ (Ca2+-in-
duced Ca2+ release, CICR) – регенеративного про-
цесса, который детерминирует многие аспекты
внутриклеточной Ca2+-сигнализации [2, 7].

Геномы позвоночных содержат три гена,
которые кодируют субъединицы IP3-рецепторов,
включая IP3R1, IP3R2 и IP3R3, которые способны
формировать гомо- и гетеротетрамерные кана-
лы [5], хотя ряд данных указывает на то, что доля
гетеротетрамеров в клетках невелика [8]. Несмот-
ря на высокую степень гомологии первичных по-
следовательностей IP3R1, IP3R2 и IP3R3, они за-
метно отличаются по своим биофизическим
свойствам и характеризуются разными регуля-
торными механизмами и чувствительностью к IP3
и Са2+ [4, 5]. Так, аффинности связывания IP3
описываются рядом IP3R2 > IP3R1 > IP3R3 [9].
В разных клетках IP3-рецепторы функционируют
в различных комбинациях, и их индивидуальная
активность находится под контролем специфиче-
ских механизмов, что определяет характерные
особенности IP3-зависимой Са2+-сигнализации и
специфическую роль IP3-рецепторов в физиоло-
гии клеток данного типа и биологической ткани в
целом [4, 5]. Так, IP3R1 играет существенную
роль в Ca2+-сигнализации в ооцитах, и в его от-
сутствие процессы оплодотворения и развития
протекают с нарушениями [10, 11]. Атаксия у мле-
копитающих ассоциируется с мутациями IP3R1
[12, 13]. Основной изоформой в кардиомиоцитах
является IP3R2, и его аномально высокая экс-
прессия в этих клетках ассоциируется с сердеч-
ной гипертрофией [14]. IP3R3 играет ключевую
роль во вкусовой трансдукции, и инактивация ге-
на IP3R3 приводит к потере чувствительности к
горьким и сладким стимулам и аминокислотам [15].
В ряде клеток было показано, что IP3R3 локали-
зован в мембранных контактах эндоплазматиче-
ского ретикулума и митохондрий (mitochondria-
associated membranes, MAMs); такая локализация
указывает на его участие в формировании мито-
хондриального Са2+-сигнала, который может за-
пускать апоптоз [16, 17].

Клетки линии HEK-293 повсеместно исполь-
зуются как модельная гетерологическая система

для экспрессии рекомбинантных белков и для ис-
следований рецепторных систем, механизмов
внутриклеточной сигнализации и ионного транс-
порта. В этих клетках функционируют все три
изоформы IP3-рецепторов [18]. Для анализа роли
IP3-рецепторов в генерации различных форм
Са2+-сигналов, индуцированных агонистами ре-
цепторов, целесообразно использовать линии
клеток, в которых IP3R-изоформы функциониру-
ют в различных комбинациях. В данной работе
мы последовательно инактивировали гены IP3R1
и IP3R3 в клетках HEK-293, используя систему
CRISPR/Cas9. В результате была получена моно-
клональная линия клеток, в которых функциона-
лен только IP3R2-подтип, и был проведен функ-
циональный анализ этих генетически модифици-
рованных клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
1. Редактирование генов IP3-рецепторов

1.1. Конструкция для направленного редакти-
рования гена IP3R3. Экспрессионная кассета
для внесения двухнитевого разрыва в выбран-
ный участок гена IP3R3 сконструирована с ис-
пользованием плазмиды pGuide-it-tdTomato и
реагентов набора Guide-it CRISPR/Cas9 System
(Takara). Для конструирования плазмиды
pGuide-it-tdTomato/IP3R3 были синтезированы
два взаимно-комплементарных олигонуклео-
тида 5'-ccggATGTCCAGCTTTCTTCACAT-3' и
5'-aaacATGTGAAGAAAGCTGGACAT-3'. Олиго-
нуклеотиды содержали на 5'-концах адаптерные
последовательности для последующего клониро-
вания в вектор (подчеркнуты). Фосфорилирова-
ние олигонуклеотидов осуществляли с помощью
Т4-полинуклеотидкиназы, из набора Anza™ T4
PNK kit (Invitrogen). Реакцию отжига фосфорили-
рованных олигонуклеотидов проводили в буфере
Annealing Buffer из набора Guide-it CRISPR/Cas9
System (Takara) в соответствии с рекомендацией
производителя. Полученный дуплекс олигонук-
леотидов клонировали в линеаризованную плаз-
миду pGuide-it Vector по липким концам адап-
терных последовательностей. Лигазной смесью
трансформировали компетентные клетки Stellar
Competent Cells (Takara). Наличие вставки в полу-
ченных плазмидных клонах и правильность полу-
ченной конструкции подтверждались секвениро-
ванием.

1.2. Конструкция для направленного редактиро-
вания IP3R1. Для выключения гена IP3R1 исполь-
зовали вектор AIO-GFP, обеспечивающий экс-
прессию Cas9-D10A никазы, слитой с EGFP, и
двух РНК-гидов, содержащих последовательности
смыслового и антисмыслового спейсеров [19].
Вектор AIO-GFP был предоставлен Steve Jackson
(Addgene plasmid # 74119; http://n2t.net/addgene:74119;
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RRID:Addgene_74119). Для конструирования
плазмиды AIO-GFP/IP3R1 были синтезированы
две пары взаимно-комплементарных олигонук-
леотидов: 5'-accgAAATGGATTTATTAGCACCT-3'
и 5'- aaacAGGTGCTAATAAATCCATTT-3', соот-
ветствующие РНК-гиду со смысловым спейсе-
ром, и 5'-accgAACAAATGTCTCCAATATGT-3' и
5'-aaacACATATTGGAGACATTTGTT-3', соответ-
ствующие РНК-гиду с антисмысловым спейсе-
ром. В вектор AIO-GFP последовательно клони-
ровали сначала антисмысловой дуплекс фосфори-
лированных олигонуклеотидов по сайту BbsI,
затем смысловой дуплекс по сайту BsaI. Наличие
вставок в векторе AIO-GFP/IP3R1 подтвержда-
лось секвенированием.

1.3. Выявление клеточных моноклонов с биал-
лельными мутациями целевых генов. Геномная ДНК
индивидуальных клеточных моноклонов ис-
пользовалась в качестве матрицы для ПЦР-ам-
плификации фрагмента целевого гена, предна-
значенного для редактирования, с праймерами
AAGTCAGACTTTCCAGGTAAC и AGTG-
GAATAAAGGCACTCTC для IP3R1 (ожидаемый
размер ампликона 769 п.н.) и с праймерами GG-
GATTTGCATGTGTGTGGTG и CTACT-
GAAGCTGGGAAGAACAGG для IP3R3 (ожида-
емый размер ампликона 962 п.н.). Амплифициро-
ванный участок геномной ДНК, содержащий
предполагаемую мутацию, подвергался гидроли-
зу комплексом гидРНК/Cas9 in vitro с использова-
нием реагентов набора Guide-it™ Indel Identifica-
tion Kit (Takara). Синтез РНК-гидов методом
транскрипции in vitro с помощью РНК-полимера-
зы фага Т7 проводили с использованием реакти-
вов набора Guide-it sgRNA In Vitro Transcription
Kit (Такара). Для получения ДНК матриц, со-
держащих последовательность промотора Т7
РНК-полимеразы и спейсерные последова-
тельности, были синтезированы олигонуклео-
тиды CCTCTAATACGACTCACTATAGGAAAT-
GGATTTATTAGCACCTGTTTAAGAGCTATGC
для IP3R1 и CCTCTAATACGACTCACTATAGGAT-
GTCCAGCTTTCTTCACATGTTTAAGAGCTATGC
для IP3R3 (последовательности спейсеров РНК-
гидов в составе олигонуклеотидов подчеркнуты).
Фрагменты геномной ДНК клонов с выявленны-
ми в реакции in vitro биаллельными мутациями
клонировались в вектор pJET1.2/blunt по тупым
концам. Для выявления инделей 10 индивидуаль-
ных плазмидных клонов каждой клонотеки были
секвенированы.

2. Обратная транскрипция с ПЦР 
в режиме реального времени

Уровень экспрессии генов семейства IP3R-ре-
цепторов оценивали методом обратной тран-
скриции с последующей ПЦР в режиме реаль-

ного времени (ОТ-ПЦР-РВ). РНК из клеток
НЕК-293 выделяли с помощью колонок и реаген-
тов набора innuPREP DNA/RNA Mini Kit (Analy-
tik Jena). Для удаления следов геномной ДНК и
проведения реакции обратной транскрипции с
отрицательным контролем использовали реаген-
ты набора SuperScript™ IV VILO™ Master Mix with
ezDNase™ Enzyme (Thermo Fisher Scientific).
ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ)
проводили с использованием прибора ДТлайт
(“ДНК-Технология”, Россия) и готовой реакци-
онной смеси Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Для прове-
дения реакции ПЦР-РВ использовались следующие
ген-специфические праймеры: GTCGGAATTA-
AAGGATCAGATGAC и AAGTGCAAATCAGGT-
GCTTTC для IP3R1, AAAGACCCAACAGAATA-
CACTG и ATTCTTCCTTTGTTCTGTCATCTG
для IP3R2, GACATGCTTCATCTGTGGTC и
TTTCCGCTGCTCCGTCATC для IP3R3. Специ-
фичность амплификации оценивали с помощью
кривых плавления. В качестве референсного гена
использовали ген бета-актина. Уровень экспрес-
сии генов рассчитывали согласно стандартному
методу 2–ΔСt.

3. Получение моноклональных сублиний клеток 
НЕК-293 с модифицированным геномом

Трансфекцию клеток НЕК-293 проводили с
использованием Lipofectamin 3000 (Invitrogen) в
соответствии с протоколом производителя. Через
72 ч после трансфекции клетки анализировались
по интенсивности флуоресценции с помощью
сортера клеток FACSAria SORP (BD Biosciences).
Для получения моноклонов отбирали клетки, об-
ладающие наибольшей интенсивностью флуо-
ресценции, переносили их по одной в лунку
96-луночного планшета, и по достижении 50–
70% конфлюентности клеточные клоны перено-
сили в лунки с большей ростовой поверхностью
(последовательно в 24-, 12- и 6-луночные план-
шеты). После достижения монослоя в лунке 6-лу-
ночного планшета клетки использовались для ге-
нетического анализа. Клеточные моноклоны с
выявленными биаллельными мутациями целево-
го гена культивировали в среде DMEM (Gibco) с
высоким содержанием глюкозы с добавлением
10% эмбриональной бычьей сыворотки (Hy-
Clone), 100 мг/мл гентамицина (Sigma), 2 мМ глу-
тамина (Sigma) (ростовая среда) во влажной атмо-
сфере c 5% содержанием CO2 в воздухе при 37°C.
Перед экспериментом клетки обрабатывали по-
следовательно раствором Версена и 0.25% раство-
ра трипсина и ресуспендировали в полной росто-
вой среде. По этому протоколу с использованием
плазмиды AIO-GFP/IP3R1 сначала был получен
клеточный моноклон с биаллельными мутация-
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ми IP3R1, который затем был трансфицирован
плазмидой pGuide-it-tdTomato/IP3R3 с последу-
ющей селекцией и выявлением клеточного моно-
клона с биаллельными мутациями IP3R3.

4. Микрофотометрия

Для анализа функциональных последствий
инактивации генов IP3-рецепторов проводился
анализ агонист-зависимой Са2+-сигнализации в
модифицированных клетках HEK-293. Клетки
прикрепляли ко дну фотометрической камеры с
помощью адгезивного материала Cell Tak и вы-
держивали при комнатной температуре 30 мин.
Затем клетки инкубировались в присутствии про-
никающего агента Fluo-4 AM (4 мкМ) и детерген-
та Pluronic (0.02%) (оба Molecular Probes, США) в
течение 20–30 мин, что обеспечивало загрузку
клеток Са2+-зондом Fluo-4. Внеклеточный рас-
твор содержал (мМ): NaCl – 140, KCl – 5, CaCl2 – 2,
MgSO4 – 1, HEPES – 10, глюкоза – 10. Бескальце-
вый раствор содержал 100 мкМ EGTA вместо
2 мМ CaCl2. Фотометрические эксперименты
проводили с использованием инвертированного
флуоресцентного микроскопа Axiovert 135 (Zeiss),
оборудованного объективом Plan NeoFluar
20×/0.75 и цифровой ECCD камерой LucaR (An-
dor Technology). Флуоресценцию клеток пооче-
редно возбуждали в диапазоне 480 ± 105 нм,
эмиссию регистрировали в областях 525 ± 25 нм.
Изменение концентрации Са2+ в цитоплазме оце-
нивали по относительному изменению интенсив-

ности флуоресценции ΔF/F0, где ΔF = F0 – F, F и
F0 – текущая интенсивность эмиссии Fluo-4 и его
эмиссия в начале регистрации, соответственно.
Количественный фотометрический анализ изоб-
ражений проводили с использованием програм-
мы Imaging Workbench 6 (INDEC, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
1. Экспрессионный анализ

Как уже упоминалось выше, в клетках HEK-293
(human embryonic kidney) функционируют все три
IP3-рецептора человека [18]. С целью оценки от-
носительного уровня экспрессии генов IP3-ре-
цепторов в образцах РНК, выделенной из клеток
НЕК-293, проводилась ОТ-ПЦР-РВ с использо-
ванием ген-специфических праймеров. Оказа-
лось, что на уровне клеточной популяции уровень
транскриптов гена IP3R2 превышал уровень тран-
скриптов IP3R1 и IP3R3 в среднем на порядок и
вдвое, соответственно (рис. 1). Это свидетель-
ствовало о том, что в клетках НЕК-293 IP3R2 мо-
жет вносить ключевой вклад в агонист-индуци-
рованную Са2+-сигнализацию. Поскольку до сих
пор не разработаны изоформ-специфичные ин-
гибиторы IP3-рецепторов, для выяснения их роли
в клеточной физиологии мы использовали техно-
логию геномного редактирования CRISPR/ Cas9.
Учитывая данные транскриптомного анализа,
показывающего повышенный уровень экспрес-
сии IP3R2 по сравнению с двумя другими генами,
нами была получена стабильная клеточная субли-
ния с инактивированными генами IP3R1 и IP3R3
для проведения сравнительного функционально-
го анализа с исходными клетками HEK-293 дико-
го типа (wild type, WT).

2. Получение клеточных моноклонов, 
экспрессирующих только IP3R2-рецептор

Стабильная клеточная линия HEK293/ΔIP3R1/
ΔIP3R3 с нокаутом генов IP3R1 и IP3R3 создава-
лась в два этапа. Сначала был получен клеточный
моноклон HEK-293/ΔIP3R1 с биаллельными му-
тациями, приводящими к смещению открытой
рамки считывания IP3R1 человека, затем в этом
моноклоне с использованием системы CRISPR/
Cas9 был инактивирован ген IP3R3. Для редак-
тирования IP3R1 человека мы использовали
мутантный вариант Cas9-D10А с никазной ак-
тивностью, применение которого способствует
значительному снижению нецелевых эффектов
по сравнению с действием нуклеазы Cas9. Целе-
вое действие Cas9-D10A, приводящее к двухните-
вому разрыву ДНК, обеспечивается кооперацией
двух направляющих sgРНК. Экспрессионная кас-
сета конструировалась на основе плазмиды

Рис. 1. Относительный уровень транскриптов генов
IP3R1, IP3R2 и IP3R3 в клетках HEK-293. Данные
представлены как среднее ± стандартное отклонение,
полученные усреднением результатов четырех неза-
висимых экспериментов. Ген бета-актина использо-
вался в качестве референсного. Уровень экспрессии ге-
нов рассчитывали согласно стандартному методу 2–ΔСt.
Звездочками обозначены статистически значимые
различия по Стьюденту (р < 0.05).
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AIO-GFP, кодирующей никазу Cas9-D10А, сли-
тую с зеленым флуоресцентным белком, и пару
направляющих sgРНК под контролем промото-
ров U6 [19]. Потенциальные протоспейсеры
для действия CRISPR/Cas9-10А, состоящие из
20 нуклеотидов и содержащие на 3'-конце мотив –
NGG, были выбраны в третьем экзоне гена IP3R1
справа от старт-кодона (рис. 2).

Сконструированную плазмиду AIO-GFP/IP3R1
использовали для трансфекции клеток НЕК-293
с последующей селекцией клеточных монокло-
нов. Из индивидуальных клеточных моноклонов
была выделена геномная ДНК, которую исполь-
зовали в качестве матрицы для ПЦР-амплифика-
ции с ген-специфическими праймерами, флан-
кирующими предположительный сайт мутации
(рис. 3a).

Следующим этапом работы было выявление
моноклонов с моноаллельными и биаллельными
мутациями, проведенное в модели in vitro с помо-
щью комплекса Сas9-sgRNA. В этой модели для
специфического гидролиза амплифицированных
фрагментов геномной ДНК индивидуальных мо-
ноклонов использовался коммерчески доступ-
ный фермент нуклеаза Cas9 и синтезированная
нами sgRNA. Далее для каждого индивидуально-
го моноклона была поставлена реакция гидроли-
за амплифицированных с геномной ДНК фраг-
ментов IP3R1 в системе Cas9-sgRNA in vitro. На
рис. 3б показаны результаты детекции типа мута-

ций в шести моноклонах HEK293/ΔIP3R1. Биа-
лелльные мутации содержат моноклоны 10 и 12,
моноаллельные – 15, моноклоны 11, 13 и 14 содер-
жат ДНК дикого типа. Генетические изменения в
нокаутных сублиниях подтверждались секвени-
рованием целевого участка IP3R1. По результатам
секвенирования для дальнейшей работы был вы-
бран клеточный моноклон cо следующими биал-
лельными мутациями IP3R1. Первая мутация со-
стоит из делеции 48 пар нуклеотидов, приводя-
щей к смещению открытой рамки считывания и
изменению первичной последовательности IP3R1-
рецептора после 11-й аминокислоты. Вторая му-
тация представляет собой делецию 35 пар нуклео-
тидов, приводящую к смещению открытой рам-
ки считывания и появлению стоп-кодона после
21-й аминокислоты (рис. 4а).

Для редактирования IP3R3 использовался век-
тор pGuide-it-tdTomato (Takara), кодирующий
синтез sgRNA под управлением U6 промотора,
нуклеазу Cas9 и красный флуоресцентный белок
tdTomato. При конструировании плазмиды на
участке вблизи старт-кодона IP3R3 в последова-
тельности первого экзона был выявлен потенци-
альный протоспейсер для действия CRISPR/
Cas9, содержащий с 3′-конца мотив PAM – CGG
(ATGTCCAGCTTTCTTCACATCGG). Получен-
ной плазмидой pGuide-it-tdTomato/IP3R3, коди-
рующей элементы системы CRISPR/Cas9,
трансфицировались клетки сублинии с нокаути-

Рис. 2. Положение последовательностей PAM (выделены красным) с протоспейсерами (подчеркнуты) на смысловой
и антисмысловой цепях ДНК выбранного участка IP3R1.

Рис. 3. ПЦР-амплификация фрагмента геномной ДНК, содержащей предположительный сайт мутации IP3R1, с ис-
пользованием в качестве матрицы геномной ДНК индивидуальных клеточных моноклонов (a). Примеры гидролиза
in vitro комплексом Cas9/sgRNA фрагментов геномной ДНК, амплифицированных из индивидуальных клеточных мо-
ноклонов 10–15 (б).
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рованным IP3R1. Выявление мутаций IP3R3 в ин-
дивидуальных клеточных моноклонах проводили
по тому же протоколу, что был использован при
получении HEK293/ΔIP3R1. Был получен клеточ-
ный моноклон с биаллельными мутациями, при-
водящими к смещению открытой рамки считыва-
ния IP3R3 (рис. 4б). В результате первой мутации
от первичной последовательности рецептора
остается только 7 аминокислот, а в результате
второй – только 5 аминокислот.

Таким образом, с помощью технологии
CRISPR/Cas9 получена стабильная линия клеток
HEK293/ΔIP3R1/ΔIP3R3 с биаллельными мутаци-
ями генов IP3R1 и IP3R3, приводящими к их инак-
тивации, при сохранении функционального гена
IP3R2. Для этой линии ниже используется термин
HEK-293IP3R2++.

3. Физиологические эксперименты

Далее проводился сравнительный функцио-
нальный анализ клеток HEK-293WT и HEK-
293IP3R2++ с использованием микрофотометрии
(Ca2+ imaging) и Са2+-зонда Fluo-4. В типичном
эксперименте в фотометрической камере находи-
лись 100–120 клеток, загруженных Fluo-4, и осу-
ществлялся мониторинг Fluo-4-индуцированной
флуоресценции каждой клетки. Функциональ-
ные последствия инактивации генов IP3R1 и IP3R3
оценивались по способности клеток отвечать на
ацетилхолин (ACh), который при достаточной
дозе стимулирует Са2+-сигнализацию в большин-
стве (70–80%) клеток HEK-293WT. Следует отме-
тить, что Са2+-ответы клеток HEK-293WT на ACh
слабо зависели от внеклеточного Са2+ и подавля-
лись ингибитором фосфолипазы С U73122, но не
его неактивным аналогом U73343 (рис. 5а). Это
свидетельствовало о незначительном вкладе ни-
котиновых рецепторов в ACh-зависимые Са2+-
сигналы, которые, очевидно, генерировались в
клетках HEK-293WT за счет стимуляции муска-
риновых рецепторов, сопряженных G-белками с
фосфоинозитидным каскадом и мобилизацией
депонированного Са2+. Примечательной особен-

ностью ответов клеток HEK-293WT на ACh было
то, что кратковременные последовательные ап-
пликации агониста в увеличивающихся дозах ли-
бо не вызывали мобилизацию внутриклеточного
Са2+, либо инициировали импульсное повыше-
ние Са2+ практически до одной и той же величи-
ны при разных концентрациях выше пороговой
(рис. 5б, верхняя кривая). При относительно ма-
лых концентрациях ACh генерировались гладкие
одиночные Са2+ пики, в то время как при увели-
чении дозы клеточные ответы носили осцилля-
торный характер (рис. 5б, верхняя кривая). В этом
отношении генетически модифицированные
клетки HEK-293IP3R2++ фактически не отлича-
лись от клеток HEK-293WT (рис. 5б, нижняя кри-
вая). Такой характер ответов “все или ничего” на
AСh и их рандаун (rundown), наблюдавшийся при
длительных регистрациях у некоторых клеток, де-
лали невозможным анализ дозозависимости ве-
личины ответов. Хотя частота осцилляций и глу-
бина модуляции Са2+-ответов в определенной
степени зависели от концентрации ACh (рис. 5б),
разброс этих параметров от клетки к клетке был
слишком велик, чтобы использовать их в качестве
параметров, характеризующих клеточную попу-
ляцию.

В силу сказанного выше мы охарактеризовали
количественно дозозависимость клеточных отве-
тов, используя популяционный параметр – фрак-
цию клеток в популяции, способных генериро-
вать Са2+-ответ на ACh при данной концентра-
ции. Клетки HEK-293WT стимулировались ACh в
диапазоне концентраций 125 нМ – 5 мкМ, где
125 нМ – это примерно пороговая концентрация
для самых чувствительных клеток. Для клеток
HEK-293IP3R2++ использовалась область 125 нМ –
1 мкМ. В общей сложности мы проанализирова-
ли восемь клеточных популяций HEK-293WT и
изучили Са2+-ответы 917 клеток. Для каждой по-
пуляции определялась фракция клеток, способ-
ных отвечать на агонист, концентрация которого
варьировалась, и затем определялась средняя ве-
личина и стандартное отклонение по восьми по-
пуляциям. Соответствующая усредненная дозо-
зависимость представлена на рис. 5в, светлые

Рис. 4. Биаллельные делеции различной длины, выявленные в таргетном участке IP3R1 (а). Области PAM выделены
красным, ATG-кодон и положение протоспейсеров подчеркнуты. б –Биаллельные делеции различной длины в тар-
гетном участке IP3R3. ATG-кодон и положение протоспейсера подчеркнуты.
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кружочки. Аналогичные эксперименты были
проведены с клетками HEK-293IP3R2++, в кото-
рых были изучены 296 клеток в четырех популя-
циях. Полученная для этих клеток дозозависи-
мость представлена черными кружочками на
рис. 5в. Оказалось, что в популяциях HEK-293WT и
HEK-293IP3R2++ фракции клеток, в которых ACh
вызывал детектируемую мобилизацию Са2+ при
использованных дозах, были статистически неот-
личимы, за исключением точки 125 нМ.

Таким образом, в согласии с данными ПЦР-РВ
(рис. 1), которые предполагали заметно меньший
уровень экспрессии IP3R1 и IP3R3 по сравнению
с IP3R2, а значит, меньшую функциональную
значимость в клетках HEK-293WT, последнее
прямо следовало из результатов функционально-
го анализа клеток HEK-293IP3R2++. Оказалось,
что инактивация генов IP3R1 и IP3R3 существен-
но не затронула Са2+-сигнализацию, по крайней
мере, в части, касающейся ответов на ACh, кото-
рые у клеток HEK-293IP3R2++ по величине и ки-
нетике были статистически неотличимы от тако-
вых у клеток HEK-293WT. Поскольку популяци-
онная кривая доза–ответ (рис. 5в) предполагает
несколько более низкую чувствительность клеток
HEK-293IP3R2++, возможно, что это является

следствием инактивации IP3R1 и/или IP3R3, кото-
рые играют заметную роль в генерации Са2+-отве-
тов клеток HEK-293WT при их стимуляции при
дозах ACh, близких к пороговым.

Авторы благодарят Д.М. Поташникову за по-
мощь в проведении работ по сортировке клеток
(поддержана Программой развития МГУ). Работа
поддержана Российским научным фондом (грант
18-14-00347).
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IP3 Receptor of Type 2 Is a Dominant Isoform in HEK-293 Cells
M. F. Bystrova1, О. А. Rogachevskaja1, E. N. Kochkina1, E. Е. Kopylova1,

N. P. Kovalenko1, S. S. Kolesnikov1, *
1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, FRC PSCBR RAS, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: staskolesnikov@yahoo.com

The variety of the first messengers initiates intracellular Ca2+ signaling by stimulating cell surface receptors
coupled to the phosphoinositide cascade. Fundamental for this process is the phospholipase C-mediated
production of the second messenger IP3 followed by IP3-dependent Са2+ release from Са2+stores. The regu-
latory role of IP3 is to activate IP3 receptors, which are ligand-gated Са2+-permeable ion channels operating
in endoplasmic reticulum and some other intracellular organelles. In invertebrate genomes, three genes en-
code IP3 receptor subunits, including IP3R1, IP3R2 и IP3R3. Different cells employ distinct combinations of
IP3 receptors, and each of them is controlled by specific regulatory mechanisms. These factors determine at-
tributes of IP3-dependent Ca2+ signaling and a specific functional role for a given IP3 receptor in physiology
of a particular cell type. HEK-293 cells are ubiquitously used as a model heterologous system for the expres-
sion of recombinant proteins and studying receptors and related mechanisms of intracellular signaling. All
three isoforms of IP3 receptors are functional in HEK-293 cells. The link between IP3 receptor activity and
distinctive aspects of intracellular signaling can be explored by employing a set of cell lines, wherein IP3 re-
ceptors function in certain combinations. Here we sequentially inactivated genes encoding IP3R1 and IP3R3
in HEK-293 cells by using the CRISPR/Cas9 approach. Eventually, the monoclonal cell line HEK-293IP3R2++

was generated, wherein solely IP3R2 was functional. The comparative analysis of intracellular Ca2+ signaling
triggered by acetylcholine in HEK-293 и HEK-293IP3R2++ cells indicated that the oblation of genes IP3R1
and IP3R3 did not lead to any evident change of characteristics of Са2+.responses to acetylcholine. The overall
data obtained suggested that in HEK-293 cells, agonist-induced Са2+.signals are mainly mediated by IP3R2.

Keywords: intracellular Са2+ signaling, IP3 receptors, CRISPR/Cas9 system, monoclonal cell lines
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Тромбоциты – безъядерные клетки, ответственные за предотвращение кровопотери в случае нару-
шения целостности сосудистых стенок. При контакте с обнажившимся при повреждении сосуда
коллагеном тромбоциты активируются через рецептор-гликопротеин, GPVI, что приводит к изме-
нению формы, дегрануляции, проагрегантному и прокоагулянтному ответу. Целью данной работы
было наблюдение изменения концентрации Ca2+ в цитозоле и функциональных ответов тромбоци-
тов при стимуляции через рецептор GPVI. В исследовании приняли участие здоровые взрослые доб-
ровольцы. Также были использованы домовые мыши Mus musculus линии C57Bl6 (дикий тип).
Внутриклеточная концентрация Ca2+ оценивалась по изменению флуоресценции Fura-Red на про-
точном цитофлуориметре. Активация интегринов наблюдалась на проточном цитофлуориметре по
связыванию фибриногена человека, коньюгированного с флуоресцентной меткой, или на оптиче-
ском агрегометре. Тромбоциты активировались при помощи пептида, сходного по аминокислот-
ной последовательности с коллагеном (collagen-related peptide, CRP) при работе на цитометре и с
помощью фибриллярного коллагена при работе на агрегометре. У тромбоцитов человека была об-
наружена существенная междонорская вариабельность в относительном изменении уровня Ca2+ в
цитозоле в ответ на стимуляцию; значительно меньшей была междонорская вариабельность в акти-
вации тромбоцитарных интегринов, изменении формы и в агрегационном ответе. У мышей такой
вариабельности не наблюдалось. Наблюдаемая вариабельность кальциевого ответа тромбоцитов
могла быть вызвана различиями в экспрессии GPVI у здоровых доноров и полиморфизмами в гене
рецептора GPVI у изученных доноров. Обнаруженное сходство в функциональных ответах тромбо-
цитов, при различных сигнальных ответах, позволяет предположить вариабельный вклад фосфои-
нозитидной ветви внутриклеточной сигнализации в ответ на активацию GPVI у тромбоцитов.

Ключевые слова: рецептор-гликопротеин, коллаген, внутриклеточная сигнализация, тромбоциты
DOI: 10.31857/S0233475520060079

ВВЕДЕНИЕ
Внутренней оболочкой кровеносного сосуда

является интима. Она состоит из эндотелия и
межклеточного матрикса, представляющего со-
бой коллагеновые и ретикулиновые волокна, а
также фибробласты и продольно ориентирован-
ные гладкомышечные клетки [1]. При поврежде-
нии интимы происходит обнажение фибрилляр-

ных коллагенов: фибронектина и ламинина [2].
Обнажившийся коллаген связывается с фактором
Виллебранда (vWF) – мультимерным белком
плазмы крови, разворачивающимся при связыва-
нии с коллагеном под действием гемодинамиче-
ских сил сопротивления [3]. В развернутой кон-
формации vWF привлекает тромбоциты крови
через их механорецептор GPIb [4]. Тромбоциты –
безъядерные клетки, входящие в состав крови,
главной задачей которых является образование
гемостатических пробок в области нарушения це-

Список сокращений: PRP – богатая тромбоцитами плазма,
CRP – коллаген-подобный пептид.

УДК 577.25
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лостности кровеносных сосудов [5]. Переходя в
активированное состояние, тромбоциты изменя-
ют форму и выпускают наружу содержимое своих
гранул, что привлекает другие тромбоциты и при-
водит к росту тромба [6]. Адгезия тромбоцитов к
коллагену за счет связи GPIb и vWF не является
стабильной, поэтому после привлечения тромбо-
цита к коллагену через vWF-GPIb, необходима
его дальнейшая активация [7]. Коллаген запуска-
ет активацию тромбоцита через гликопротеин-VI
(GPVI) и интегрин α2β1 [8]. В то время как по-
следний является адгезионным, именно GPVI от-
вечает за генерацию внутриклеточных сигналов,
запускающих активацию и функциональные от-
веты тромбоцитов – изменение формы, деграну-
ляцию, проагрегантный (активацию тромбоци-
тарных интегринов αIIbβ3) и прокоагулянтный от-
веты [8, 9]. Активированные интегрины αIIbβ3
связываются с плазменным белком фибриноге-
ном, который служит своеобразным “мостиком”
для связывания двух тромбоцитов, что приводит
к формированию тромбоцитарных агрегатов [10].

Рецептор GPVI экспрессируется совместно с
FcRγ-цепью, их комплекс формируется посред-
ством нековалентного трансмембранного кон-
такта [11]. GPVI присутствует только на поверх-
ности тромбоцитов и производящих их мегака-
риоцитов [11]. GPVI мыши имеет идентичность
67.3 и 64.4% с GPVI человека на уровне нуклео-
тидной и аминокислотной последовательностей
белка соответственно [12]. Внеклеточные и внут-
риклеточные домены рецептора GPVI человека и
мыши не идентичны. Например, большинство
блокирующих антител, направленных против
GPVI человека, не связываются с GPVI мыши,
что осложняет доклинические испытания анти-
GPVI агентов [13]. Уровень гомологии между
GPVI человека и мыши несколько выше в Ig-до-
менах (78%), содержащих сайты связывания для
активаторов (коллагена, коллаген-подобного
пептида (CRP) и конвульксина) [14]. Недавно бы-
ло продемонстрировано, что фибрин также явля-
ется активатором тромбоцитарного GPVI рецеп-
тора человека и мыши [15]. Наконец, иммобили-
зованный фибриноген способен активировать
димеризованные рецепторы GPVI [16]. Данные
исследования были проведены in vivo на челове-
ческих тромбоцитах, а также на тромбоцитах мы-
шей, в которых была экспрессирована человече-
ская форма рецептора GPVI [17].

Каждая цепь FcRγ содержит мотив активации
иммунорецептора на основе тирозина (ITAM),
состоящий из двух последовательностей YxxL,
разделенных 6–12 аминокислотами [18]. При ак-
тивации GPVI связанные с ним тирозинкиназы
семейтсва Src (SFK) фосфорилируют ITAM [19].
Это приводит к связыванию с ITAM и активации
тирозин-киназ Syk. Syk-зависимый сигнальный

каскад ведет к формированию LAT-сигналосомы,
в комплексе которой активируется фосфоинози-
тид-3 киназа (PI3K), фосфорилирующая фосфо-
инозитол-4,5-бисфосфат (PIP2) до фосфоинози-
тол-3,4,5-трифосфата (PIP3). К PIP3 присоединя-
ется тирозинкиназа Брутона (Btk), которая
запускает активацию фосфолипазы Cγ2 (PLCγ2).
Она гидролизует фосфоинозитол-4,5-бисфосфат
(PIP2), в результате чего образуется инозитол-
1,4,5-трифосфат (IP3). IP3 активирует находя-
щийся на ЭПР IP3-рецептор, что приводит к вы-
ходу Ca2+ в цитозоль [20]. Схема сигнализации,
опосредованной рецептором GPVI, представлена
на рис. 1.

Мутации в гене рецептора GPVI (GP6) вызы-
вают возникновение петехий, меноррагий и но-
совых кровотечений легкой степени тяжести [22–
24]. Однако при этом у пациентов с мутациями в
гене GP6 не наблюдалось тромбоцитопений [25].
Функциональное тестирование тромбоцитов по-
казало ослабленную агрегацию богатой тромбо-
цитами плазмы пациентов с мутацией в гене GP6
в ответ на CRP и конвульксин (индукторы акти-
вации тромбоцитарного GPVI), но при этом нор-
мальную агрегацию в ответ на ADP (активатор
P2Y1 и P2Y12 рецепторов), арахидоновую кислоту,
U46617 (активаторы TP рецептора), TRAP1 (акти-
ватор рецептора PAR1), ристоцетин (агент, вызы-
вающий агглютинацию тромбоцитов через GPI-
bα-vWF) [26]. Также было показано, что мутация
в гене рецептора GPVI приводит к нарушению
свертываемости крови и формированию тромбов
ex vivo как у людей, так и у мышей [17, 25–28].

В настоящее время рецептор GPVI рассматри-
вается в качестве мишени для антитромботиче-
ской и противовоспалительной терапии [29]. По-
казано, что введение растворимого GPVI (sGPVI)
здоровым донорам не вызывает кровоточивости,
однако ингибирует агрегацию тромбоцитов в
ответ на коллаген in vitro [30]. Также рассматрива-
лись ингибиторы сигнального пути GPVI, Syk-
киназы (пицеатаннол, малеат, десантиниб), од-
нако отсутствие специфичности в связи с боль-
шим количеством различных биологических
ролей у целевых киназ является основным недо-
статком данного подхода [31]. Использование ан-
тител к GPVI также было эффективным для тера-
пии тромбозов [32–34].

Изучение сигнальных путей и описание доно-
ров по их индивидуальным показателям открыва-
ют новые возможности для разработки более без-
опасных антитромботических лекарств, основан-
ных на ингибировании рецептора GPVI. Цель
данной работы – описание кальциевой сигнали-
зации и активации тромбоцитарных интегринов
при активации тромбоцитарного рецептора GPVI
в человеческих и мышиных тромбоцитах.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования. В исследование были
включены 14 здоровых добровольцев, как муж-
чин, так и женщин в возрасте от 18 до 58 лет, от-
рицавших наличие сердечно-сосудистых заболе-
ваний в семейной истории и давших письменное
информированное согласие. Кровь здоровых до-
норов забирали из локтевой вены в вакуумные
пробирки, содержащие гирудин (SARSTEDT
Monovette, для использования в проточной цито-
метрии) и цитрат натрия (Improvacuter, для тур-
бидиметрической агрегометрии). Также были ис-
пользованы 12 домовых мышей (Mus musculus) ли-
нии C57Bl6 возрастом от 4 до 5 месяцев, весом
25–35 г, обоих полов. Кровь мышей была взята на
ACD (кислотно-цитратную декстрозу). Экспери-
менты проводились в соответствии с Хельсинк-
ской декларацией и директивой Европейского
парламента 63/2010/EU и были одобрены этиче-
ским комитетом ЦТП ФХФ РАН.

Реагенты. Были использованы следующие ма-
териалы: флуоресцентный зонд Fura-Red-AM
(Molecular Probes, Eugene, Орегон, США); FITC,
фибриноген человека, EGTA, HEPES, бычий
сывороточный альбумин, апираза (степень
очистки VII), D(+)глюкоза (Sigma, США);
NaCl; Na2HPO4; KCl; NaHCO3; MgCl2; CaCl2;

C6H5Na3O7 · 2(H2O); C6H8O7 · H2O (Агат-Мед,
Москва, Россия), коллаген (Технология-Стан-
дарт, Россия). Цистеинсодержащая версия сши-
того подобного коллагену пептида (CRP) была
любезно предоставлена профессором R.W. Farn-
dale (Университет Кембриджа, Кембридж, Вели-
кобритания) [35].

Протокол выделения клеток для проточной ци-
тометрии. Цельная кровь, антикоагулированная
гирудином, была инкубирована с кальций-чув-
ствительным зондом Fura-Red-AM в концентра-
ции 2 мкМ в присутствии 0.2 ед/мл апиразы в те-
чение 35 мин при 37°С. Апираза была добавлена
для снижения негативного влияния секретируе-
мого осажденными эритроцитами ADP на акти-
вацию тромбоцитов. По истечении 35 мин кровь
была разведена буфером Тирода (134 мМ NaCl;
0.34 мМ Na2HPO4; 2.9 мМ KCl; 12 мМ NaHCO3;
20 мМ HEPES; 5 мМ глюкозы; 1 мМ MgCl2; 2 мМ
CaCl2; BSA 2% по массе; pH 7.3) до концентрации
тромбоцитов 1 × 103 в 1 мкл.

Кровь мышей была взята из брюшной артерии
в шприц, содержащий антикоагулянт ACD (85 мМ
дигидрата тринайтрийцитрата, 66.6 мМ моногид-
рата лимонной кислоты и 111 мМ D(+)глюкозы в
растворе дистиллированной воды (осмолярность
450 мОсм/л, pH 4.5) в соотношении объемов 1 : 6

Рис. 1. Сигнальный каскад при активации тромбоцита через рецептор GPVI. Связывание коллагена/CRP/конвульк-
сина и GPVI запускает активацию SFK, фосфорилирующих ITAM [21]. Это приводит к связыванию киназы Syk, кото-
рая фосфорилирует адаптерный белок LAT. К фосфорилированным LAT присоединяются PLCγ2 и PI3K. Ассоцииро-
ванные с LAT PI3K активируются и фосфорилируют PIP2, производя PIP3. Тирозинкиназы Брутона (Btk) связывают-
ся своим плекстрин-гомологичным доменом с PIP3, активируются и запускают активацию соединенных с LAT
фосфолипаз PLCγ2. Активные PLCγ2 гидролизуют комплекс PIP2, производя IP3. IP3 активирует рецептор к инози-
толтрифосфату (IP3R), находящийся на мембране ЭПР. Происходит выход кальция в цитозоль клетки, корректируе-
мый также самим IP3R и сарко/эндоплазматическоретикулярной Ca2+ ATP-азой SERCA.
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(антикоагулянт к крови). Тромбоциты были вы-
делены согласно протоколу [36]. Клетки были
окрашены Fura-Red в концентрации 2 мкМ в
присутствии 0.2 ед/мл апиразы в течение 35 мин
при 37°С.

Проточная цитометрия. Методика измерения
концентрации кальция в цитозоле тромбоцита и
активации интегринов аналогична описанной ра-
нее [37–41]. В исследовании был использован
проточный цитометр BD FACS Canto II. В на-
чальный момент времени к пробам добавляли
флуоресцентно меченный фибриноген в концен-
трации 100 мкг/мл. Через 60 с от начала исследо-
вания к пробам добавляли агонист рецептора
GPVI CRP (0.25, 1 и 5 мкг/мл). При обработке ре-
зультатов по значениям прямого и бокового све-
торассеяния клетками выбиралась область, соот-
ветствующая тромбоцитам. Затем оценивалась
флуоресценция Fura-Red в свободном состоянии
(возбуждение 488 нм, излучение 640 ± 30 нм) и в
связанном с ионами кальция состоянии (возбуж-
дение 405 нм, излучение 670 ± 30 нм). Усреднение
проводилось по 1000 клеток. В качестве меры
концентрации кальция в цитозоле тромбоцита
рассматривалось отношение средней интенсив-
ности флуоресценции (mean fluorescence intensity,
MFI), R = (MFI405/MFI488). [Ca2+] измерялась в
относительных единицах R/R0, где R0 – наблю-
даемое для данного образца значение R в покое
(до активации). Связывание фибриногена (воз-
буждение 488 нм, излучение 520 ± 20 нм) счита-
лось максимальным после инкубации пробы с
1 мкМ иономицина в течение 10 мин и использо-
валось для расчета степени связывания фибрино-
гена при активации CRP. Для оценки изменения
формы клеток использовалось боковое светорас-
сеяние (SSC, параметр проточной цитометрии,
растущий при увеличении неоднородности по-
верхности клетки), где за 0% принималось усред-
ненное значение бокового светорассеяния за пер-
вые 60 с измерений (без активации), а за 100% –
отсутствие детектированных лучей.

Турбидиметрическая агрегометрия. Для иссле-
дования агрегации тромбоцитов методом турби-
диметрической агрегометрии кровь доноров за-
бирали из локтевой вены в пробирки, содержа-
щие цитрат натрия (финальная концентрация
Na3C6H5O7 в полученной крови 0.129 моль/л). За-
тем кровь центрифугировали (8 мин, 150 g) и от-
бирали богатую тромбоцитами плазму (platelet
rich plasma, PRP). Оставшуюся часть крови цен-
трифугировали 15 мин с ускорением 2000 g для
получения бедной тромбоцитами плазмы с целью
калибровки прибора. К богатой тромбоцитами
плазме добавляли гирудин в концентрации
10 ед/мл и CaCl2 до концентрации 20 мМ (расчет-
ная концентрация свободных ионов кальция в
плазме составляет 2.5 мМ), и 3 мин инкубировали

при температуре 37°С, затем проводили измере-
ние на агрегометре Biola LA-230 при скорости пе-
ремешивания 800 оборотов в минуту. Активация
проводилась коллагеном (1 и 2.5 мкг/мл).

Анализ данных. Обработка данных проточной
цитометрии и агрегометрии проводилась посред-
ством Python 3.7. Для оценки значимости разли-
чий был использован U-критерий Манна–Уит-
ни, статистически значимым отличием считалось
значение p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Ответы тромбоцитов на активацию GPVI в про-
точной цитофлуориметрии. При исследовании
внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах
здоровых доноров и мышей в качестве маркера
сигнальной активности использовалось относи-
тельное изменение концентрации свободных
ионов кальция в цитозоле в ответ на активацию
(рис. 2а, 2г, 2ж). Функциональные характеристи-
ки тромбоцитов оценивались по связыванию
фибриногена (проагрегантный тромбоцитарный
ответ, рис. 2б, 2д, 2з) и изменению формы (пер-
вичный ответ тромбоцитов на активацию, рис. 2в,
2е, 2и). По сигнальным и функциональным отве-
там тромбоцитов в ходе исследования были выде-
лены две отдельные группы (рис. 2а–2в и рис. 2г–
2е соответственно). Доноры, максимальное изме-
нение внутриклеточного кальция которых в ответ
на активацию 5 мкг/мл CRP превышало 1.4 отн. ед.
(рис. 2а, 2г), были отнесены к типу 1 (рис. 2а–2в),
в обратном случае к типу 2 (рис. 2г–2е). Мыши-
ные тромбоциты были выделены в отдельную
группу (рис. 2ж–2и). Выбор границы был сделан
на основании визуального разделения доноров на
две группы при наблюдении кривых зависимости
относительной концентрации внутриклеточного
Ca2+ от времени.

Дальнейший анализ полученных данных был
проведен для выявления закономерностей в из-
меренных параметрах в зависимости от типа
объекта исследования. Так, степень связывания
фибриногена и процент изменения бокового све-
торассеяния (далее изменение формы) также
различался в зависимости от группы: мышиные
тромбоциты демонстрировали существенно боль-
шее связывание фибриногена по сравнению с че-
ловеческими (рис. 2б, 2д, 2з), а изменение формы
у доноров типа 2 было снижено по сравнению с
типом 1 и мышами (рис. 2в, 2е, 2и).

В ответ на высокую концентрацию CRP на-
блюдается вариабельность ответа по относитель-
ному изменению концентрации внутриклеточно-
го кальция в тромбоцитах человека (2.02 ±
± 0.45 отн. ед. и 1.22 ± 0.13 отн. ед. у типа 1 и
типа 2, соответственно). Тромбоциты мышей бы-
ли выделены в группу 3 (1.49 ± 0.06 отн. ед.), ста-
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Рис. 2. Типичные кривые для трех видов ответов, полученные в ходе экспериментов. Стрелка указывает на время до-
бавления активатора. Концентрация CRP в образце: 0.25 (1), 1 (2) и 5 мкг/мл (3). Относительное изменение концен-
трации кальция в цитозоле, R/R0 (а), связывание фибриногена (б) и изменение формы (в) тромбоцитов в течение 140 с
после добавления CRP для получения трех различных концентраций активатора в образце для доноров типа 1. Отно-
сительное изменение концентрации кальция в цитозоле, R/R0 (г), связывание фибриногена (д) и изменение формы
(е) тромбоцитов в течение 140 с после добавления CRP для получения трех различных концентраций активатора в об-
разце для доноров типа 2. Относительное изменение концентрации кальция в цитозоле, R/R0 (ж), связывание фибри-
ногена (з) и изменение формы (и) тромбоцитов в течение 140 с после добавления CRP для получения трех различных
концентраций активатора в образце у мышей.
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тистически значимо отличающуюся от типа 2
(рис. 3а). Связывание фибриногена напрямую не
коррелирует со значением внутриклеточной кон-
центрации кальция (рис. 3а, 3б). Максимальный
процент связывания фибриногена был наивыс-
шим у мышей (17.6 ± 5.8), средним для типа 1
(9.1 ± 1.7) и низким для типа 2 (4.6 ± 2.3). Также
была продемонстрирована двукратная вариа-
бельность по изменению формы для типа 1 и
типа 2 (рис. 3в).

При помощи критерия Манна–Уитни были
исследованы численные характеристики ответов
доноров на стимуляцию CRP для поиска стати-
стически значимых различий. При концентраци-
ях активатора 5, 1 и 0.25 мкг/мл изменение внут-
риклеточной концентрации кальция различалось
между типом 1 и типом 2 и между типом 2 и мы-
шами (рис. 3а). Процент связывания фибриноге-
на тромбоцитами типа 2 при концентрации CRP
5 мкг/мл был значимо ниже, чем у двух оставших-

ся групп (рис. 3б). При уменьшении количества
активатора до 1 мкг/мл человеческие тромбоциты
демонстрировали схожие ответы по фибриногену
(4.5 ± 0.9 для типа 1 и 3.9 ± 1.8 для типа 2), мень-
шие, чем ответ мышиных клеток (9.0 ± 2.1) (рис. 3б).
Оба типа ответа человеческих тромбоцитов при
концентрациях агониста 5 и 1 мкг/мл различа-
лись по изменению формы, и сходным образом
наблюдалось отличие между типом 2 и мышины-
ми тромбоцитами (рис. 3в).

Снижение концентрации CRP приводило к
уменьшению вариабельности функциональных
видов ответов, так, различия по фибриногену и
изменению формы при концентрации CRP
0.25 мкг/мл были незначимы (рис. 3б–3в).

Ответы тромбоцитов на активацию GPVI в агре-
гометрии. Плазма 12 доноров была исследована
методом турбидиметрической агрегометрии. Ис-
пользуя данные, полученные эксперименталь-
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ным путем, мы получили значения максимально-
го изменения оптической плотности раствора
при активации коллагеном I типа (концентрации
2.5 и 1 мкг/мл), а также начальную скорость агре-
гации. Значения данных параметров для различ-
ных концентраций активатора сходятся в преде-
лах погрешности (рис. 4в).

Агрегационные ответы различных доноров
также оказались вариабельны, как при стимуля-
ции 1 мкг/мл коллагена (рис. 4а), так и при сти-

муляции 2.5 мкг/мл коллагена (рис. 4б). Однако,
в отличие от данных проточной цитометрии
(рис. 2, 3), выделить две различные подгруппы
доноров по данным агрегометрии оказалось не-
возможно (рис. 4а, 4б). Важно отметить, что
группировка доноров по результатам проточной
цитометрии проводилась по максимально дости-
жимым концентрациям свободных ионов каль-
ция в ответ на активацию, так как провести чет-
кое разделение по степени связывания фибрино-
гена данных групп было затруднительно (рис. 2б, 2д).

Рис. 3. Количественное сравнение ответов тромбоцитов на стимуляцию рецептора GPVI. а – Средние значения мак-
симума R/R0 для трех типов ответов при трех различных концентрациях CRP. б – Средние значения максимального
процента связывания фибриногена для трех типов ответов при трех различных концентрациях CRP. в – Средние зна-
чения максимального процента изменения формы для трех типов ответов при трех различных концентрациях CRP.
Двумя звездочками обозначено статистически значимое различие при p < 0.01, одной – при p < 0.05.

*
*

**

**
*

*

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
CRP CRP CRP

аОтн. ед.

5 мкг/мл 1 мкг/мл 0.25 мкг/мл

Тип 1
Тип 2
C57BI6

*

*

*
*

25

20

15

10

5

0
CRP CRP CRP

б% %

5 мкг/мл 1 мкг/мл 0.25 мкг/мл

*

*

**

*

40

25
20

35
30

15
10
5
0

CRP CRP CRP

в

5 мкг/мл 1 мкг/мл 0.25 мкг/мл

Рис. 4. Результаты агрегометрии в ответ на коллаген. Агрегационные кривые тромбоцитов 12 доноров в ответ на кон-
центрации коллагена 1 (а) и 2.5 мкг/мл (б). в – Значения средних максимумов агрегации и начальной скорости агре-
гации для доноров двух типов при концентрациях коллагена 1 и 2.5 мкг/мл.

60

80

100

40

20

0

20

0 200 400 600 800 1000

а

в

А
гр

ег
ац

ия
, %

Время, с

Концентрация

60

80

100

40

20

0

20

0 200 400 600 800 1000

б

А
гр

ег
ац

ия
, %

Время, с

коллагена, мкг/мл
1

2.5

Максимальная
агрегация, %

52 ± 13
53 ± 14

Начальная скорость
агрегации, %/с

0.61 ± 0.19
0.65 ± 0.17



448

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 6  2020

СТЕПАНЯН и др.

ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе были проанализированы раз-
личные показатели ответа тромбоцитов при их
активации коллагеном или подобным коллагену
пептидом через рецептор GPVI и показана вариа-
бельность по уровню внутриклеточного кальция,
связыванию фибриногена и изменению формы
(рис. 2, 3) для разных доноров. В то время как
кальциевые ответы позволяли выделить несколь-
ко групп здоровых доноров, различия по фибри-
ногену между группами были менее выраженны
или вовсе отсутствовали (рис. 3а, 3б). Результаты
турбидиметрической агрегометрии не выявили
разделения доноров на группы. Мышиные тром-
боциты по концентрации свободных ионов каль-
ция и изменению формы были близки к ответам
типа 1, а также демонстрировали существенно
большее связывание фибриногена (рис. 3). Со-
гласно литературным данным, существует мно-
жество потенциальных причин наблюдаемого на-
ми феномена.

Авторами [42] было показано, что экспрессия
GPVI у здоровых доноров может иметь пятикрат-
ные различия, а также была продемонстрирована
значительная разница в индуцированной кон-
вульксином активности протромбиназы на тром-
боцитах, которая коррелировала с уровнем GPVI-
рецепторов. В той же работе прямой связи между
агрегацией тромбоцитов в ответ на конвульксин и
CRP и экспрессией GPVI не наблюдалось, и кор-
реляции между адгезией тромбоцитов к лигандам
GPVI и содержанию данного рецептора также не
было продемонстрировано. Однако существуют
исследования, в которых экспрессия рецептора
имеет меньшую вариабельность, так, среди
102 доноров она различалась только в 1.5 раза [43].
Для проверки гипотезы о том, что изменение
уровня внутриклеточного кальция в ответ на ак-
тивацию CRP (рис. 2, 3) зависит от уровня экс-
прессии GPVI, необходимо дальнейшее изучение
феномена, включающее в себя подсчет числа ин-
тересующих нас рецепторов на мембране. Вопрос
о причинах столь значительных отличий экспрес-
сии тромбоцитарного рецептора GPVI также
остается открытым на сегодняшний день.

Другой причиной вариабельных ответов у здо-
ровых доноров могли быть различные полимор-
физмы в аминокислотной последовательности
рецептора GPVI. Пять однонуклеотидных поли-
морфизмов (SNP) были найдены в гене GP6. Бы-
ли выделены два общих гаплотипа, каждый из
которых определяется пятью связанными поли-
морфизмами, три из которых находятся во вне-
клеточном домене и два в цитоплазматическом
(аллель “а” – SKTQH и аллель “b” – PEALN с ал-
лельными частотами 0.85 и 0.13) [44, 45]. Аллель
“b” ассоциирована с низкой плотностью GPVI и
уменьшает функциональные ответы на коллаген

и CRP [43]. С другой стороны, Трифиро и коллеги
показали отсутствие связи между генотипом и
экспрессией GPVI [46]. Также было показано, что
гаплотипы SKTQH и PEALN отвечали только за
35% вариабельности [47]. Была найдена связь
между гаплотипом “bb” и коронарным тромбо-
зом [48]. Гомозиготность по “b” аллелю была ас-
социирована с развитием инфаркта миокарда у
японцев [49]. При этом была найдена корреляция
между уменьшением повторов сердечно-сосуди-
стых событий и снижением смертности у пациен-
тов с аллелем “b”, но не первым инфарктом мио-
карда [50]. Интерес также представляют различия
в отдельных SNP. N322 ослабляет связывание с
Fyn/Lyn и, следовательно, фосфорилирование
Syk [46]. Для проверки предположения, что гап-
лотип доноров связан с наблюдаемой вариабель-
ностью кальциевого ответа (рис. 3а), необходимо
дальнейшее расширение выборки и скрининг до-
норов на предмет наличия полиморфизмов.

Механизмы взаимодействия GPVI индуциро-
ванной кальциевой сигнализации в тромбоцитах
и функциональных ответов тромбоцита не явля-
ются до конца определенными. Отдельный инте-
рес представляет фосфоинозитидная сигнализа-
ция в тромбоцитах. Тромбоцитарные интегрины
αIIbβ3, ответственные за проагрегантный ответ,
запускаются GTP-азой Rap1, ключевым регуля-
тором которой является Ca2+-регулируемый фак-
тор обмена нуклеотидов CalDAG-GEFI [51, 52].
Было продемонстрировано, что активация Rap1
по GPVI-зависимому пути зависит от активности
PI3K [53]. Таким образом, при разной концентра-
ции внутриклеточного кальция (рис. 3а) может
быть достигнута схожесть в активации комплекса
αIIbβ3 (рис. 3б) и агрегационного ответа (рис. 4) у
здоровых доноров.

Кроме того, при активации GPVI происходит
активация металлопротеиназы ADAM10, которая
отделяет эктодомен GPVI рецептора [54]. В ре-
зультате данного процесса в плазму выделяется
55 кДа белок sGPVI [55]. Ингибиторы кальциевой
сигнализации и компонентов сигнального пути
рецептора GPVI блокируют данный процесс [54,
56]. Растворимый GPVI связывается с коллаге-
ном, а также уменьшает адгезию и агрегацию
тромбоцитов in vivo [57]. Участие sGPVI в агрега-
ции (рис. 4) может быть причиной меньших
функциональных различий по сравнению с про-
точной цитометрией (рис. 2, 3) в связи с большей
концентрацией клеток в растворе.

Оптическая агрегометрия является одним из
широко используемых методов выявления нару-
шений функционирования тромбоцитов, однако
существует большое количество ограничений при
использовании данного метода и численной
оценке данных. Так, результат одного и того же
пациента зависит от большого числа условий: ти-
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па антикоагулянта, количества липидов в плазме,
гемолиза, количества тромбоцитов, свежести об-
разца. Отсутствие стандартизации и контроля ка-
чества существенно усложняет наблюдение ма-
лых различий [58]. Таким образом, не выявлен-
ное в ходе этого исследования разделение
доноров на подгруппы тестом турбидиметриче-
ской агрегометрии (рис. 4) может также быть
следствием низкой точности теста.

В настоящей работе нами было продемонстри-
ровано существование различных типов актива-
ции тромбоцитов по GPVI-пути и не связанных
между собой напрямую кальциевого и фибрино-
генового ответа тромбоцитов и выдвинуто не-
сколько гипотез о природе данного явления. По-
лученные нами данные позволяют предполо-
жить, что в тромбоците существует больше
одного уровня регуляции внутриклеточных про-
цессов, отвечающих за активацию и агрегацию.
Дальнейшее изучение вопроса необходимо для
уточнения механизмов и потенциального ис-
пользования знаний о группе пациента (рис. 2, 3)
для персонализированной терапии.
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Platelet Activation through GPVI Receptor: Variability of the Response
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Platelets are nuclear-free cell fragments responsible for preventing blood loss in case of the vascular wall in-
jury. After a contact with collagen exposed when the vessel is damaged, platelets become activated through
the receptor glycoprotein GPVI. This leads to platelet shape change, degranulation, aggregation, and proco-
agulant responses. The aim of this study was to detect changes in calcium mobilization and functional re-
sponses of platelets upon stimulation through the GPVI receptor. The study involved healthy adult volunteers
and house mice Mus musculus of the C57Bl6 line (wild type). Calcium signaling was monitored by Fura-Red
fluorophore’s f luorescence using BD FACS Canto II f low cytometer. Integrin activation was observed either
by platelets’ binding of human fibrinogen or by Biola optical aggregometry. For the f low cytometry analysis,
platelets were activated by collagen-related peptide CRP; when tested by aggregometry, platelets were activat-
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ed using collagen. As a result of the study, the following phenomenon was revealed: in human platelets, sig-
nificant inter-donor variability was detected in the relative change in the level of Ca2+ in the cytosol in re-
sponse to stimulation; inter-donor variability in platelet integrin activation, shape change, and aggregation
response was significantly less. In mice, such variability in the relative cytosolic calcium increase induced by
stimulation was not observed. The observed variability of the calcium response of human platelets could be
caused by differences in the GPVI expression or polymorphisms of the GPVI receptor gene in the studied do-
nors. Similarities in the functional responses of platelets with different signaling patterns suggest a variable
contribution of the phosphoinositide branch of the intracellular signaling in platelets in response to activation
of GPVI.

Keywords: collagen, GPVI, platelets, intracellular signaling, cytosolic Ca2+
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Целью исследования была оценка возрастных изменений транскрипционной активности генов,
участвующих в регуляции Ca2+-сигнализации – IP3R, RyR и модуляторов их активности СаМ и
Epac, в сосудах и миокарде крыс обоего пола. Экспрессию оценивали по содержанию мРНК иссле-
дуемого белка относительно содержания мРНК β-актина. Показано, что у крыс обоего пола при
старении в аорте развиваются однонаправленные изменения экспрессии генов, кодирующих IP3Rs
и RyR2, и различные, в зависимости от пола животных, изменения экспрессии генов белков, моду-
лирующих их активность – СаМ и Epac. В сосудах старых крыс (24 мес.) обоего пола снижен отно-
сительный уровень мРНК для IP3R 2 и 3 типа, не изменен для IP3R1 и значительно повышен для ре-
цепторов RyR2 по сравнению с этими показателями у молодых крыс (4 мес.). В аорте старых самок
снижено относительное содержание мРНК для СаМ и Epac1 и не изменено для Epac2, у самцов, на-
против, повышена экспрессия Epac1 и Epac2 на 67 и 50%, соответственно, по сравнению с анало-
гичными показателями у молодых крыс (4 мес.) и не изменяется для СаМ, что свидетельствует о
гендерных различиях в нарушении тонких механизмов модуляции активности RyR2 и IP3Rs в сосу-
дах. Значительные изменения выявлены в миокарде старых крыс. У старых самцов возрастает экс-
прессия RyR2, IP3R1,2,3 в левом желудочке, RyR2 и IP3R1 – в левом предсердии, RyR2 и IP3R3 – в
правом предсердии. В отличие от самцов в левом желудочке самок содержание мРНК для RyR2,
IP3R1,2,3 было значительно ниже, чем у молодых животных. В правом предсердии старых самок вы-
явлен высокий уровень экспрессии IP3R1 и IP3R3, в левом – IP3R3. Во всех отделах сердца самок
неизменной была экспрессия IP3R2. В миокарде старых крыс обоего пола значительно возрастала
экспрессия белков СаМ и Epac2. Выявленные возрастные различия в транскрипционной активно-
сти генов, участвующих в регуляции внутриклеточного Ca2+-сигналинга на уровне IP3Rs- и RyR2-
опосредованных механизмов позволяют предположить, что с увеличением продолжительности
жизни у самцов вероятность развития гипертрофии миокарда и нарушения сердечного ритма зна-
чительно выше, чем у самок.

Ключевые слова: аорта, сердце, возраст, рианодиновые рецепторы, RyR2, инозитол-1,4,5-трисфос-
фатные рецепторы, IP3R, CaM, Epac1,2, Ca2+-сигналинг
DOI: 10.31857/S0233475520050084

ВВЕДЕНИЕ
В мире с каждым годом растет численность по-

жилого населения. С увеличением продолжи-
тельности жизни возрастает и риск развития сер-
дечно-сосудистых заболеваний, которые являют-
ся ведущей причиной смертности во всем мире
[1, 2]. С возрастом в сосудах и сердце изменяются
структурные и электромеханические свойства
гладкомышечных клеток и кардиомиоцитов.
Предшественниками или проявлением подобных
трансформаций являются изменения уровней

экспрессии генов белков, принимающих участие
в регуляции внутриклеточной сигнализации и
функциональной активности клеток [3–7]. Зна-
ние, в какой степени возрастные изменения спо-
собствуют адаптации или развитию сердечно-со-
судистых заболеваний, является чрезвычайно
важным. Показано, что в процессе физиологиче-
ского старения целостность структуры миокарда
в большей степени сохраняется в женском орга-
низме, что может быть одной из причин различия
в продолжительности жизни между женщинами и

УДК 615.225.1/612.018.2
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мужчинами [8]. У пожилых людей возрастает ча-
стота и тяжесть мерцательных аритмий, которая
играет критическую роль в генезе внезапной сер-
дечной смерти. По результатам эпидемиологиче-
ского исследования возникновение фибрилля-
ции предсердий (Atrial fibrillation, AF) у пожилых
мужчин выше, чем у женщин [7, 9–11]. Полагают,
что это связано с более ранним поражением ко-
ронарных артерий у мужчин. У женщин AF диа-
гностируется в более пожилом возрасте, чем у
мужчин, но у них высок риск развития связанных
с AF осложнений. В экспериментах на крысах так-
же продемонстрировано, что возрастные струк-
турные и функциональные изменения в сосудах и
миокарде у самцов развиваются раньше, чем у са-
мок [12]. Полагают, что это связано с дефицитом
тестостерона, который может вызвать аритмоген-
ную утечку ионов Ca2+ из саркоплазматического
ретикулума (sarcoplasmic reticulum, SR) [13].

Поддержание внутриклеточного кальциевого
гомеостаза имеет решающее значение для нор-
мального функционирования клеток, поскольку
Ca2+ играет центральную роль в регуляции про-
цессов возбуждения, сокращения, транскрипции
и пролиферации клеток. Важнейшую роль в гене-
рации, распространении и регуляции внутрикле-
точных кальциевых сигналов играют встроенные в
мембрану сарко/эндоплазматического ретикулума
(SR/ER) Ca2+-селективные внутриклеточные ка-
налы – инозитол-1,4,5-трисфосфатные (IP3R) и
рианодиновые (RyR) рецепторы. Они регулируют
многочисленные физиологические и патофизио-
логические процессы в организме [14–16]. Наруше-
ния тонуса сосудов и сердечного ритма связывают,
в первую очередь, с IP3R- и RyR2-индуцированной
дисрегуляцией внутриклеточного кальциевого об-
мена [17–19].

Идентифицировано по три изоформы IP3Rs
(IP3R1,2,3) и RyRs (RyR1,2,3) рецепторов [20–22].
В сосудах и миокарде существует региональная
гетерогенность в экспрессии изоформ IP3Rs и
RyRs, что, по-видимому, имеет значение в реали-
зации различных физиологических функций, та-
ких как возбудимость, сократимость и экспрес-
сия генов [18, 23–25]. Локализация этих рецепто-
ров на мембране SR/ER также является
изоформной и тканеспецифичной [14, 26].

Показано, что в гладкомышечных клетках со-
судов (ГМК) наиболее высокоэкспрессируемой
изоформой является IP3R1, затем со значитель-
ной гетерогенностью в экспрессии – IP3R3 и IP3R2,
в кардиомиоцитах – RyR2. Активность IP3Rs и
RyRs стимулируется многими эндогенными мо-
лекулами, которые действуют через сопряженные
с G-белками рецепторы (G protein-coupled recep-
tors – GPCR), и модулируется Ca2+, кальмодули-
ном (СаМ), протеинкиназами A и G (PKA и PKG),

активными формами кислорода и др. [27–32]. Аго-
нисты, действующие через Gs-белок, активируют
аденилатциклазу, что приводит к повышению кон-
центрации циклического аденозинмонофосфата
(cAMP), активации PKA и cAMP-связывающих
белков Epac (Exchange Proteins Directly Activated by
cAMP), последующему фосфорилированию IP3Rs и
RyRs и изменению их функциональной активности
[16, 33]. Для понимания механизмов, лежащих в ос-
нове биологического старения, и выявления воз-
можных факторов риска развития ассоциирован-
ных с возрастом сердечно-сосудистых заболеваний
нам представлялось важным изучить особенности
изменений транскрипционной активности генов
IP3Rs, RyRs и модуляторов их активности – сиг-
нальных белков СаМ и Epac в сосудах и миокарде
крыс в зависимости от пола животных.

Цель исследования – оценка возрастных изме-
нений транскрипционной активности генов бел-
ков, участвующих в регуляции Ca2+-сигнализа-
ции – IP3Rs, RyRs рецепторов и модуляторов их
активности СаМ и Epac в сосудах и миокарде
крыс обоего пола.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на беспородных крысах
самцах и самках в возрасте 4 и 24 мес. Условия со-
держания животных соответствовали приказу МЗ
РФ № 708н “Об учреждении правил лаборатор-
ной практики” от 23.08.2010 и этическим нормам,
изложенным в Правилах лабораторной практики
(GLP) Хельсинской декларации (2000).

Включенные в исследование крысы были ран-
домизированы на 4 группы: 1-я группа – самцы в
возрасте 4 мес. (молодые, n = 10); 2-я группа –
самцы в возрасте 24 мес. (старые, n = 8); 3-я
группа – самки в возрасте 4 мес. (молодые, n =
= 14); 4-я группа – самки в возрасте 24 мес. (ста-
рые, n = 10). Наркотизированных (25%-ный рас-
твор уретана, 4 мл/кг) крыс декапитировали,
вскрывали грудную клетку, извлекали фрагменты
сердца и аорты, отмывали от крови в физиологи-
ческом растворе натрия хлорида при 4°C, после
чего ткани помещали в раствор RNAlater (Ambi-
on, США) и хранили до выделения РНК при тем-
пературе –20°С. Кусочки тканей предсердий, ле-
вого желудочка и аорты перетирали в жидком азо-
те. Выделение РНК из тканей проводили с
помощью набора GeneJET™ (Thermo Fisher Sci-
entific Inc., США) согласно протоколу произво-
дителя. Концентрацию суммарной РНК в образ-
цах определяли на спектрофотометре Nano-
Drop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
США). Выделенную суммарную РНК для предот-
вращения контаминации геномной ДНК обраба-
тывали ДНКазой I (Thermo Fisher Scientific Inc.,
США). Синтез кДНК проводили с помощью на-
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бора  RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Syn-
thesis Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., США) со-
гласно протоколу производителя. Для синтеза
брали 76 нг тотальной РНК. ПЦР-РВ проводили
с помощью набора qPCRmix-HS (Евроген, Рос-
сия), используя праймеры и флуоресцентные
зонды (ДНК-синтез, Россия), согласно протоко-
лам производителей на амплификаторе CFX96TM

Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad Labo-
ratories Inc., США). Полученные значения экс-
прессии для каждого исследуемого гена нормиро-
вали на значение экспрессии для референсного
гена. В качестве референсного гена был исполь-
зован ген β-актина. Уровень экспрессии гена β-
актина между сравниваемыми группами (самки 4
и 24 мес.; самцы 4 и 24 мес.) в условиях наших
экспериментов оставался неизменным. Измене-
ние уровня экспрессии гена-мишени оценивали
по изменению уровня мРНК исследуемого ге-
на/мРНК β-актина. Отрицательные контроли
были поставлены согласно общепринятым стан-
дартам к отрицательным контролям при проведе-
нии количественной ПЦР: для исключения кон-
таминации реагентов реакция была запущена без
фрагментов кДНК; для исключения контамина-
ции кДНК геномной ДНК реакция была запуще-
на с образцом тотальной РНК. 

Статистика. Предварительную обработку ре-
зультатов проводили с использованием программ-
ного обеспечения, приложенного к прибору. Даль-
нейшая обработка проводилась в приложении Mic-
rosoft Excel с использованием алгоритма 2–ΔΔCt.
Статистическую значимость различий определяли с
помощью t-критерия Стьюдента. Различия считали
значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Аорта. В тканях аорты крыс самцов и самок
оценивали уровень мРНК рианодиновых (RyR2)
и инозитол-1,4,5-трисфосфатных (IP3R1, IP3R2,
IP3R3) рецепторов, а также регуляторных белков –
CaM, Epac1 и Epac2. Анализ полученных резуль-
татов свидетельствует о том, что в аорте старых
крыс обоего пола (24 мес.) снижается уровень
мРНК для IP3R2 (до 63 и 61% соответственно у са-
мок и самцов) и IP3R3 (до 62 и 67% соответствен-
но у самок и самцов) и не меняется экспрессия
рецепторов IP3R2-типа по сравнению с аналогич-
ными данными у молодых крыс (4 мес.). Установ-
лено, что у старых крыс независимо от пола жи-
вотных в сосудах более чем в 1.5 раза возрастает
содержание мРНК для RyR2 (до 153% у самцов и
до 185% у самок) (рис. 1а).

Вместе с тем отмечаются значительные поло-
вые отличия в характере возрастных изменений
экспрессии генов СаМ и белков Epac. Выявлено,
что у старых самок в аорте уменьшается уровень
мРНК для СаМ и Epac1 (соответственно на 30 и
32%) и не меняется для Epac2 по сравнению с ана-
логичными показателями в сосудах молодых са-
мок (рис.1б). В отличие от самок в сосудах старых
крыс самцов, напротив, возрастает экспрессия
белков Epac1 и Epac2 и не меняется для СаМ
(рис. 1б).

Функция IP3Rs в сосудах. IP3Rs играют цен-
тральную роль в генерации и поддержании мио-
генного тонуса сосудов. Однако до сих пор точно
неизвестно, в какой степени каждый из трех под-
типов IP3Rs вносит вклад в сложную передачу
сигналов Ca2+ в клетке. Остается непонятной
роль IP3R сосудов в развитии гипертонии, а име-
ющиеся данные противоречивы. Полагают, что

Таблица 1. Последовательности праймеров, используемых в работе.

Белок Прямой праймер Обратный праймер Праймер с флуоресцентным зондом

RyR2 CAGCAGACTGGAGAGACTGG CCTTCTTTGATGATATTCAGAG FAM-GTCCTCTGGTATCCTG-
GAGGTC-BHQ1

IP3R3 AACTCAACGAGGGCTTCATC CATTGTTGGGAACATCGC FAM-GACCGCAGGTTTGTCATC-
CAG-BHQ1

IP3R2 CATAGACACAGAGGAAGAGAG CACACGATGGCAAAGGCT FAM-CATGCTGAAAATTGG-
GACCTGC-BHQ1

IP3R1 CCCTGACTTTGAGGAAGAATG CACAGAGACCAGAGAGTACACC FAM-AGCCCTCAGTGGACCCT-
GATC-BHQ1

CaM GGTGGATGCTGATGGCAAT GTATCTCCTCCTCGCTGTCTG FAM-CATTGACTTCCCA-
GAGTTCCTGAC-BHQ1

Epac1 GCTCCCTGGACTTCAGAGTG CAAGAGATGACGGTACAGGA FAM-CTGGAGCAGGCCACCACA-
GAG-BHQ1

Epac2 GGACGCCTGTTTGCCTG CATCTGGTACGCCAAGTCT FAM-CGACTCACTGACTCCCTTG-
CCA-BHQ1
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при гипертонии повышение чувствительности к
фенилэфрину вызвано увеличением экспрессии
IP3R1 в ГМК сосудов в результате Ca2+-зависимой
активации транскрипционного фактора CN-NFAT
(calcineurin-Nuclear factor of activated T-cells) [34].
В то же время показано, что в мозговых артериях
активация IP3R1, расположенных в непосред-
ственной близости к Ca2+-активируемым кали-
евым каналам большой проводимости (BKCa),
повышает чувствительность этих каналов к Ca2+.
По мнению авторов, с помощью этого механизма
может ограничиваться IP3-индуцированная вазо-
констрикция в мозговых артериях [35].

В экспериментах на культуре клеток HeLa, ко-
торые экспрессируют сопоставимые количества
IP3R1 и IP3R3, было показано, что подавление

экспрессии подтипа IP3R1 методом РНК-интер-
ференции приводит к значительному уменьше-
нию суммарных Ca2+-сигналов и прекращению
осцилляций Ca2+ [17]. И, напротив, подавление
экспрессии IP3R3 приводит к более устойчивым и
продолжительным колебаниям внутриклеточной
концентрации Ca2+, чем в контроле. Сходные эф-
фекты нокаута IP3R3 получены и на клетках COS-7,
которые преимущественно экспрессируют IP3R3
[17]. Эти результаты позволили авторам предпо-
ложить, что в клетках IP3R1 и IP3R3 оказывают
противоположные эффекты на генерацию внут-
риклеточных колебаний Ca2+.

В экспериментах на культуре ГМК аорты кры-
сы показано, что пролиферирующие клетки экс-
прессируют преимущественно IP3R2 и IP3R3, но в

Рис. 1. Возрастные изменения уровня мРНК рианодиновых (RyR2), инозитол-1,4,5-трисфосфатных рецепторов
(IP3R1, IP3R2, IP3R3) (а), кальмодулина (CaM) и белков Epac1, Epac2 (б) в аорте крыс самцов и самок. Значения экс-
прессии для каждого исследуемого гена нормировали на значение экспрессии референсного гена – β-актина в том же
образце ткани. Содержание мРНК каждого исследуемого белка выражено в процентах от среднего значения содержа-
ния того же белка в группе молодых крыс самцов или самок, принятого за 100%. * – p < 0.01 по сравнению с крысами
в возрасте 4 мес.
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процессе их развития экспрессия этих типов ре-
цепторов уменьшается, а IP3R1, напротив, увели-
чивается [36, 37]. Установлено, что IP3R1 распре-
делены по всей цитоплазме, IP3R2 тесно связаны
с ядром и с плазматической мембраной, IP3R3
распределены преимущественно вокруг ядра. По-
казано, что каждая изоформа IP3Rs может приво-
дить к активации апоптоза [38]. Однако изоформа
IP3R3 играет особую роль в индукции апоптоза
преимущественно путем передачи Ca2+-сигналов
в митохондрии, поскольку IP3R3 имеет особую
склонность к формированию субклеточных кла-
стеров с митохондриями, что приводит к образо-
ванию ассоциированных сигнальных микродо-
менов. Интересно, что IP3R3 могут не только ак-
тивировать, но и ингибировать апоптоз, и этот
процесс реализуется по Akt-IP3R3-зависимому
механизму [39].

Нами было установлено, что одним из прояв-
лений возрастных изменений сосудов является
дисбаланс в экспрессии IP3Rs: снижается экс-
прессия рецепторов 2 и 3 типов и не изменяется
IP3R1. Эти изменения в экспрессии подтипов
IP3Rs в стареющих сосудах животных обоего по-
ла, по-видимому, могут быть критичными для
различных форм передачи Ca2+-сигналов как в
ГМК, так и в эндотелиальных клетках и влиять на
сократительные свойства сосудов. Кроме того,
можно предположить, что значительное сниже-
ние экспрессии IP3R2 и IP3R3 типов в аорте ста-
рых крыс обоего пола является проявлением воз-
растного снижения пролиферативной и апопто-
тической активности ГМК.

Функция RyRs в сосудах. Функция RyRs в ГМК
менее понятна. Хотя RyRs в гладких мышцах ге-
нерируют локальные Ca2+-спарки (sparks), кото-
рые аналогичны тем, которые наблюдаются в по-
перечно-полосатых мышцах, однако вклад этих
изменений в вызванное деполяризацией глобаль-
ное повышение внутриклеточной концентрации
Ca2+ ([Ca2+]i) довольно ограничен. В отличие от
сердечной или скелетной мышц, RyR-зависимый
Ca2+-индуцированный выброс кальция (calcium-
induced calcium release, CICR) не является необ-
ходимым для вазоконстрикции, потому что в
ГМК сосудов концентрация Ca2+, вызывающая
сокращение сосудов, ниже требуемой для RyR-
опосредованной активации CICR [40]. В ГМК сосу-
дов RyR-опосредованные Ca2+-спарки сопровожда-
ются активацией BKCa, что приводит к снижению
миогенного тонуса и вазодилятации. Вместе с тем
показано, что BKСа- и RyR-каналы играют разные
роли в регуляции миогенного и нейрогенного то-
нуса: в то время как BKСа- и RyR-каналы действу-
ют совместно, чтобы противодействовать мио-
генной вазоконстрикции, BKСа-каналы противо-

действуют нейрогенной вазоконстрикции, а RyR
каналы, напротив, усиливают ее [41]. Авторы по-
лагают, что на уровне нейрогенной вазокон-
стрикции резистивных артерий RyRs действуют
совместно с потенциал-зависимыми Ca2+-кана-
лами L-типа.

Нами установлено, что в сосудах старых самок
и самцов возрастает уровень мРНК RyR2 соответ-
ственно в 1.9 и 1.5 раз по сравнению с аналогич-
ными показателями у молодых крыс. Вызванное
старением повышение экспрессии RyR2 и пони-
жение IP3R2 и IP3R3 в аорте крыс обоего пола
указывают на существенные изменения внутри-
клеточного обмена Ca2+, но пока неясно, каким
образом они влияют на регуляцию миогенного и
нейрогенного тонуса сосудов в условиях целост-
ного организма. Кроме того, в процессе старения
сосудов изменяется экспрессия важнейших регу-
ляторов активности канальных белков – СаМ и
Epac. Нами выявлено, что на фоне высокой экс-
прессии RyR2 в аорте старых самок наблюдается
значительное снижение экспрессии СаМ и Epac1,
в то время как в сосудах самцов уровень мРНК
для СаМ остается неизменным, но возрастает
экспрессия белков Epac1 и Epac2.

Для RyRs кальций является основным физио-
логическим регулятором их активности [30, 42].
При умеренном повышении [Ca2+]i возбуждение
RyRs опосредуется через активацию CaMK-зави-
симого фосфорилирования каналов или путем
взаимодействия Ca2+ с Ca2+-связывающим бел-
ком S100A, который конкурирует с СаМ за связы-
вание с RyRs. Вазодилататоры, которые действу-
ют на рецепторы, связанные с Gs-белком, активи-
руют аденилатциклазу, что приводит к увеличению
уровня cAMP и последующей активации PKA- и
Epac-опосредованного фосфорилирования RyRs,
что приводит к увеличению частоты RyR-зависи-
мых локальных кальциевых сигналов, последую-
щей активации BKCa-каналов и вазодилатации.
При высоком уровне [Ca2+]i. активность RyR, на-
против, ингибируется через механизмы, включа-
ющие Ca2+-связывающие белки сорбин (SORC)
или CaM [16].

Как и в случае с RyRs, высокие уровни внутри-
клеточного Ca2+ ингибируют активность IP3Rs
через CaM-зависимые механизмы. Основными
стимулами активации IP3R являются индуциро-
ванное вазоконстрикторами увеличение IP3 и
умеренное увеличение [Ca2+]i. Активация IP3Rs
ионами Ca2+ реализуется путем их прямого взаи-
модействия с каналами или опосредовано через
активацию CaMK и последующего фосфорили-
рования каналов. В отличие от RyRs PKA- или
Epac-индуцированное фосфорилирование IP3Rs
приводит к снижению их активности [16].
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Таким образом, в процессе старения в аорте
крыс развиваются однонаправленные изменения
экспрессии генов канальных белков IP3Rs и
RyR2, и различные в зависимости от пола крыс
изменения экспрессии белков, модулирующих их
активность – СаМ и Epac, что свидетельствует о
возрастных изменениях внутриклеточного каль-
циевого обмена. Можно предположить, что высо-
кий уровень экспрессии Epac1 и Epac 2 в сосудах
старых крыс самцов негативно влияет на актив-
ность IP3Rs и позитивно – на RyRs, поскольку
Epac-индуцированное фосфорилирование при-
водит к снижению активности первых и повыше-
нию вторых. Уменьшение экспрессии СаМ в со-
судах старых самок, возможно, приводит к сни-
жению его ингибирующего влияния на IP3Rs и
RyRs, а Epac1 – к снижению активирующего вли-
яния на RyR2 и ингибирующего на IP3Rs. По-ви-
димому, одним из признаков стареющих сосудов,
является нарушение тонких механизмов модуля-
ции важнейших ионных каналов, участвующих в
регуляции [Ca2+]i, которые имеют определенную
специфичность у самок и самцов крыс. Выявлен-
ные изменения могут вносить существенный
вклад в возраст-инициированную патологию со-
судов на уровне их сократительной, пролифера-
тивной и апоптотической активности. Однако не
исключено, что некоторые из них могут быть
проявлением компенсаторных механизмов, на-
правленных на сохранение Ca2+-гомеостаза в ста-
реющих сосудах.

Сердце. Установлено, что у старых крыс сам-
цов в левом желудочке и обоих предсердиях воз-
растает уровень мРНК RyR2 (рис. 2). У старых
самцов в левом желудочке увеличивается содер-
жание мРНК для всех трех типов IP3Rs, в левом
предсердии только для IP3R1-типа, в правом
предсердии – возрастает для IP3R3-типа, но сни-
жается уровень мРНК для IP3R2-типа по сравне-
нию с контрольными животными (рис. 2).

Иные возрастные изменения в экспрессии ге-
нов RyR2 и IP3Rs выявлены в сердцах старых са-
мок. Установлено, что у самок в процессе старе-
ния в левом желудочке в отличие от самцов сни-
жается экспрессия RyR2, IP3R1 и IP3R3, в то
время как в левом предсердии возрастает уровень
мРНК для IP3R3-типа, в правом – для рецепторов
IP3R1- и IP3R3-типа (рис. 2). Уровень экспрессии
мРНК IP3R2-типа в сердцах старых самок не от-
личается от показателей в сердцах молодых крыс.

В процессе старения в левом желудочке и
предсердиях крыс обоего пола значительно воз-
растает экспрессия СаМ и Epac2, о чем свиде-
тельствует более высокий уровень их мРНК по
сравнению с аналогичными показателями у мо-
лодых животных (рис. 3). У старых самцов в серд-
це остается неизменным уровень мРНК для

Epac1, в то время как у самок уровень мРНК дан-
ного белка понижается в левом желудочке и, на-
против, повышается в левом предсердии (рис. 3).

Известно, что стареющее сердце характеризу-
ется сниженной реакцией на симпатическую сти-
муляцию, высоким риском развития аритмий и
внезапной сердечной смерти [43–45]. Связанную
с возрастом электрическую нестабильность и со-
кратительную дисфункцию миокарда связывают
прежде всего с нарушением гомеостаза Ca2+. Од-
нако специфические молекулярные механизмы,
лежащие в основе измененной регуляции обмена
Сa2+ в стареющем сердце, остаются недостаточно
изученными. Показано, что у пожилых людей
снижается функциональная активность синоат-
риального узла, что, как полагают, связано с воз-
растным снижением экспрессии основного Ca2+-
проводящего канала SR – RyR2, а также с измене-
нием экспрессии других ионных каналов – уве-
личением Na(v)1.5, Na(v)β1 и Ca(v)1.2 и снижени-
ем K(v)1.5 и HCN1 [46].

Функция RyRs в сердце. Известно, что RyR2 ре-
цепторы являются ключевыми внутриклеточны-
ми структурами, реализующими воздействие
симпатической нервной системы на миокард.
Нами показано, что у старых самцов в левом же-
лудочке и предсердиях значительно возрастает
экспрессия RyR2, в то время как у самок, напро-
тив, снижается в левом желудочке и не изменяет-
ся в предсердиях. Одновременно c изменением
экспрессии RyR2 в стареющих сердцах крыс обо-
его пола выявлен высокий уровень экспрессии
мРНК белков СаМ и Epac2. Изменения на уровне
транскрипции данных генов могут приводить к
чрезмерной активации RyR2 и к серьезным нару-
шениям кальциевого обмена в кардиомиоцитах
[25, 47]. Установлено, что чрезмерное повышение
активности RyR2 в результате их окисления, нит-
розилирования или гиперфосфорилирования
способствует развитию сердечной недостаточно-
сти и возникновению желудочковых аритмий [48,
49]. Известно, что активация β-адренорецепто-
ров (β-AR) может спровоцировать сердечные
аритмии через cAMP-зависимые механизмы пу-
тем увеличения утечки Ca2+ из SR в диастолу.
cAMP может активировать как PKA, так и белки
Epac. В исследованиях с использованием генети-
ческих модификаций Epac1, Epac2, RyR2 и CaM-
KII было показано, что активация Epac и PKA
может в равной степени способствовать возник-
новению β-AR-индуцированных аритмий и утеч-
ки Ca2+ из SR. Показано, что вызванное β1-AR
усиление аритмогенных выбросов Ca2+ опосреду-
ется Epac2 [50]. Аритмогенное действие Epac2
было продемонстрировано в многочисленных ис-
следованиях последних лет [47, 51]. Установлено,
что β-AR-cAMP-Epac2-PI3K-Akt-NOS1-CaM-
KII сигнальный каскад опосредует повышенную
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(патологическую) утечку Ca2+ из SR в диастолу, в
то время как с помощью cAMP-PKA-пути реали-
зуются главным образом инотропный и люсит-
ропный эффекты β-AR [52].

В кардиомиоцитах CaM регулирует актив-
ность RyR2 путем прямого взаимодействия с ни-
ми, а также через CaMKII, которые фосфорилиру-

ют как RyR2, так и IP3Rs [53]. CaM снижает вероят-
ность открытия RyR2 при субмикромолярной
(диастолической) и микромолярной (систоличе-
ской) концентрациях Ca2+. В последние годы по-
лучены данные о ключевой роли CaM в механиз-
мах развития гипертрофии сердца. В экспери-
ментах in vitro и in vivo показано, что подавление

Рис. 2. Возрастные изменения уровня мРНК рианодиновых (RyR2) и инозитол-1,4,5-трисфосфатных рецепторов
(IP3R1, IP3R2, IP3R3) в левом желудочке, левом и правом предсердиях сердца крыс самцов и самок. Значения экс-
прессии для каждого исследуемого гена нормировали на значение экспрессии референсного гена – β-актина в том же
образце ткани. Содержание мРНК каждого исследуемого белка выражено в процентах от среднего значения содержа-
ния того же белка в группе молодых крыс самцов или самок, принятого за 100%. * – p < 0.05; ** – p < 0.01 по сравнению
с крысами в возрасте 4 мес.
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Рис. 3. Возрастные изменения уровня мРНК кальмодулина (CaM) и белков Epac1, Epac2 в левом желудочке, левом и
правом предсердиях сердца крыс самцов и самок. Значения экспрессии для каждого исследуемого гена нормировали
на значение экспрессии референсного гена – β-актина в том же образце ткани. Содержание мРНК каждого исследу-
емого белка выражено в процентах от среднего значения того же белка в группе молодых крыс самцов или самок, при-
нятого за 100%. * – p < 0.01 по сравнению с крысами в возрасте 4 мес.
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экспрессии гена СаМ с помощью микроРНК
оказывает выраженное антигипертрофическое
действие [54]. Установлено, что точечные мута-
ции в CaM-связывающем домене RyR2
(W3587A/L3591D/F3603A) у мышей приводят к
тяжелой гипертрофии сердца, резкому снижению
инотропной функции левого желудочка и ранней
смерти животных [55, 56]. Полученные нами дан-
ные о высоком уровне экспрессии RyR2, СаМ и
Epac2 в сердцах старых животных, позволяют
предположить, что у самцов вероятность разви-
тия гипертрофии миокарда и возникновения же-
лудочковых аритмий значительно выше, чем у са-
мок (рис. 2, 3).

Функция IP3Rs в сердце. Если роль RyR2 как ре-
цептора, регулирующего высвобождение Ca2+ из
SR, необходимого для реализации электромеха-
нического сопряжения кардиомиоцитов, очевид-
на, то до настоящего времени нет четкого пред-
ставления о вкладе IP3Rs в этот процесс. В физио-
логических условиях в кардиомиоцитах, в отличие
от невозбудимых клеток, низкий уровень Gq-ин-
дуцированной генерации IP3 и слабый ответ на не-
го IP3R [18]. Роль IP3Rs в патофизиологии, особен-
но в аритмогенезе и гипертрофии миокарда, бо-
лее очевидна. В настоящее время доказано, что в
глобальном увеличении [Сa2+]i в кардиомиоцитах
доля IP3R-индуцированного высвобождения Ca2+

из SR незначительна, что делает их вклад в регу-
ляцию процесса электромеханического сопряже-
ния кардиомиоцитов минимальным. Полагают,
что важным условием активации IP3Rs является
их локализация в субсарколеммальной зоне, т.е. в
непосредственной близости от места генерации
IP3 [18].

В настоящем исследовании нами были выяв-
лены половые различия возрастных изменений
уровня экспрессии рецепторов IP3R1–IP3R3 типов
в левом желудочке сердец старых крыс. Так, у старых
самцов в левом желудочке экспрессия IP3R1, IP3R2
и IP3R3 была значительно выше, а у самок, на-
против, ниже (IP3R1 и IP3R3), чем в сердцах мо-
лодых крыс.

В сердце IP3R1 локализуются преимуществен-
но в проводящих, а IP3R2 в сократительных кар-
диомиоцитах, причем в кардиомиоцитах желу-
дочков IP3R2 находятся преимущественно в обла-
сти перинуклеарной мембраны [57, 58]. Клетки
предсердий экспрессируют большее количество
IP3Rs по сравнению с кардиомиоцитами желудоч-
ков. В них в основном преобладают IP3Rs 1 и 2 типа
[59]. В предсердиях количество IP3R2 в 6–10 раз
больше, чем в желудочках, и в SR они находятся в
непосредственной близости от сарколеммы в тес-
ной близости с RyRs [57, 58]. Было показано, что
агонист-индуцированная активация фосфолипа-
зы С (PLC) в кардиомиоцитах предсердий вызы-

вает возникновение локальных Ca2+-спарков, ко-
торые могут передаваться на расположенные ря-
дом RyR2 и усиливать ответ CICR, и, таким
образом, IP3Rs могут влиять на процесс электро-
механического сопряжения в предсердиях [60].
Полагают, что IP3R-вызванная активация RyR2,
других ионных каналов и обменников, в частности
Ca2+-каналов L-типа и Na+/Ca2+-обменника, мо-
жет приводить к фибрилляции предсердий [59].

С учетом данных литературы о преимуще-
ственной локализации IP3R1 типа в проводящих
кардиомиоцитах, можно предположить, что уве-
личение экспрессии данной изоформы рецепто-
ров в левом желудочке и левом предсердии старых
крыс самцов является фактором риска развития у
них аритмий. Кроме того, высокий уровень экс-
прессии IP3R2 в левом предсердии также может
провоцировать фибрилляцию предсердий, по-
скольку их роль в аритмогенезе доказана [61, 62].

Показано, что ось GPCR/IP3R модулирует не
только нарушения сердечного ритма, но и разви-
тие гипертрофии. Имеются убедительные данные
о причастности IP3R2 к развитию гипертрофии
миокарда в условиях повышенной экспрессии
этих рецепторов и/или их чрезмерной активации
в результате агонист-индуцированного сигна-
линга от GPCR [63], и эти механизмы реализуют-
ся на уровне ядерных мембран.

В последние годы все больше внимания уделя-
ется изучению особенностей передачи Ca2+-сиг-
налов в ядрах кардиомиоцитов и их роли в регуля-
ции транскрипции генов [64, 65]. На транскрип-
цию генов и рост клеток оказывают влияние
ядерные сигналы Сa2+, которые отличаются от
сигналов цитозольного Сa2+. Регуляция внутри-
ядерной концентрации Ca2+ ([Ca2+]nuc) осуществ-
ляется главным образом посредством пассивной
диффузии ионов из цитоплазмы. Однако в ядре
имеется дополнительный источник Ca2+, полно-
стью независимый от цитозольного, – это ядер-
ная мембрана (nuclear envelope, NE), которая
представляет собой клеточный компартмент с
собственным перинуклеарным хранилищем Ca2+

[66]. В NE экспрессируются белки, регулирую-
щие трафик Ca2+, включая IP3R, обращенные как
к нуклеоплазме, так и цитоплазме [67]. Специфи-
ческие стимулы GPCR могут через IP3R-опосре-
дованное высвобождение Ca2+ из NE увеличивать
[Ca2+]nuc независимо от концентрации ионов Ca2+

в цитозоле клетки ([Ca2+]cyt ) [68]. В отличие от
глобального увеличения [Ca2+]cyt, в настоящее
время считается, что центральную роль в регуля-
ции экспрессии генов в кардиомиоцитах играет
локальный прирост [Ca2+]nuc.

Структурная организация передачи Ca2+-сиг-
налов в ядре может включать в себя как рецепто-
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ры и генерацию IP3 на мембранах Т-канальцев
кардиомиоцитов желудочков, находящихся в непо-
средственной близости от ядра, так и GPCR-ком-
плексы, локализованные на NE [64, 65]. Известно,
что в кардиомиоцитах желудочков IP3R2-типа
сконцентрированы в NE [69]. Специфические сти-
мулы GPCR, такие как эндотелин 1, ангиотензин II
и др., могут через IP3R2-опосредованное высво-
бождение Ca2+ из NE увеличивать [Ca2+]nuc неза-
висимо от [Ca2+]cyt [68]. Локализованные на NE
IP3R2 ассоциированы с СаМ, CaMKII. Актива-
ция CaMKII-зависимой ядерной сигнализации
запускает фосфорилирование гистоновых деаце-
тилаз класса II (HDAC) и экспорт ядерных
HDAC, что приводит к активации MEF2-зависи-
мой транскрипции различных генов (myocyte
enhancer factor-2) [70]. Также активируется и
CaN-NFAT транскрипционный путь. Наличие
локальных Ca2+-зависимых механизмов IP3R2-
опосредованной регуляции проницаемости ядер-
ных пор для трафика транскрипционных факто-
ров в кардиомиоцитах взрослых крыс предполага-
ет вовлеченность IP3R2 в развитие у старых самцов
патологической гипертрофии левого желудочка. В
пользу данного предположения свидетельствует
высокий уровень экспрессии IP3R2, а также СаМ в
кардиомиоцитах левого желудочка крыс в воз-
расте 24 мес. по сравнению с аналогичными пока-
зателями у молодых крыс.

В отличие от самцов у старых самок высока ве-
роятность развития мерцательной аритмии, по-
скольку в процессе старения в правом предсердии
сердца самок значительно возрастает уровень
экспрессии IP3R1. Повышение уровня IP3Rs на-
блюдается и в кардиомиоцитах предсердий у па-
циентов с хронической фибрилляцией предсер-
дий [71, 72]. В отличие от самцов у старых самок
риск развития желудочковых аритмий, как и их
гипертрофии минимален, поскольку у них в ле-
вом желудочке выявлен низкий уровень экспрес-
сии RyR2, IP3R1 и IP3R3 и неизмененный – для
IP3R2-типа.

Установлено, что IP3R3-изоформа рецепторов
причастна к развитию различных заболеваний
человека [73]. Однако менее изучена роль IP3R3 в
регуляции сердечной деятельности в норме и при
патологии. Известно, что IP3R3-зависимый Ca2+-
сигналинг необходим для NO-индуцированной
дифференцировки кардиомиоцитов, полученных
из эмбриональных стволовых клеток [74]. С уче-
том вышеизложенных данных о важном вкладе
IP3R3 в модуляцию генерации Ca2+-осцилляций
[17] можно предположить, что значительное уве-
личение экспрессии данных рецепторов в кар-
диомиоцитах крыс обоего пола в сочетании с из-
мененной экспрессией RyR2, IP3R1 и IP3R2 сви-
детельствует о переходе на новый уровень

регуляции внутриклеточного кальциевого обмена
в сердцах старых крыс.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Старение является естественным процессом

увядания функциональной активности организ-
ма на уровне всех систем и органов, что приводит
к перепрограммированию профиля экспрессии
генов, которые направлены в первую очередь на
поддержание жизнедеятельности в условиях ме-
няющихся потребностей организма, т.е. носят
адаптивный характер. Важнейшую роль в этих
процессах играет цитозольный и ядерный Сa2+-
сигналинг. Вместе с тем, с учетом полученных
данных есть все основания полагать, что в про-
цессе старения организма в ГМК и кардиомиоци-
тах происходят значительные изменения на уров-
не регуляции внутриклеточного кальциевого об-
мена, которые могут вносить существенный
вклад в развитие ассоциированных с возрастом
сердечно-сосудистых заболеваний. Выявленные
гендерные возрастные различия в транскрипци-
онной активности генов, участвующих в регуля-
ции внутриклеточного Сa2+-сигналинга на уров-
не IP3Rs- и RyR2-опосредованных механизмов
позволяют предположить, что с увеличением
продолжительности жизни у самцов вероятность
развития гипертрофии миокарда и нарушения
сердечного ритма значительно выше, чем у са-
мок. Возрастные изменения в уровне экспрес-
сии генов RyR2 и IP3Rs и модуляторов их актив-
ности – СаМ и Epac в аорте также могут негатив-
но отразиться на сократительной активности
сосудов в старости.
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Sex Differences in Age-Related Changes in the Expression of Ryanodine Receptors 
RyR2 and Inositol-1,4,5-Trisphosphate Receptors IP3R1,2,3 and of Their Modulators 

СаM and Epac in Rat Aorta and Myocardium
L. M. Kozhevnikova1, *, I. F. Sukhanova1, N. P. Semenova1, and S. A. Kryzhanovskii2

1Institute of General Pathology and Pathophysiology, Moscow, 125315 Russia
2Zakusov Institute of Pharmacology, Moscow, 125315 Russia

*e-mail: lubovmih@yandex.ru

The study was aimed at the assessment of age-related changes in the transcriptional activity of genes involved
in the regulation of Ca2+ signaling, specifically of the genes of IP3R and RyR and of their activity modulators
CaM and Epac, in the vessels and myocardium of rats of both sexes. Expression was evaluated by the content
of the mRNA of the studied protein related to the content of β-actin mRNA. It was shown that upon aging,
unidirectional changes in the expression of genes encoding IP3Rs and RyR2 develop in the aorta of rats of
both sexes, as well as various, sex-specific changes in the expression of genes of proteins CaM and Epac that
modulate the activity of IP3R and RyR. In the vessels of old rats (24 months) of both sexes, relative levels of
mRNA for IP3R of types 2 and 3 were reduced but remained unchanged for IP3R1 and significantly increased
for RyR2 as compared with these indicators in young rats (4 months). In the aorta of old females, the relative
mRNA content was reduced for CaM and Epac1 but remained unchanged for Epac2; in males, on the con-
trary, the expression of Epac1 and Epac2 was increased by 67% and 50%, respectively, as compared with cor-
responding parameters in young rats (4 months), but was not changed for CaM, which indicates gender dif-
ferences in the violation of the subtle mechanisms of modulation of RyR2 and IP3Rs activity in blood vessels.
Significant changes were revealed in the myocardium of old rats. In older males, an elevated expression was
demonstrated for RyR2, IP3R1,2,3 in the left ventricle, for RyR2 and IP3R1 in the left atrium, and for RyR2
and IP3R3 in the right atrium. In contrast to males, in the left ventricle of females the mRNA content for
RyR2 and IP3R1,2,3 was significantly lower than in young animals. In old females, the right atrium exhibited
high expression levels of IP3R1 and IP3R3, and in the left atrium the expression level of IP3R3 was increased.
In all parts of the heart of females, the expression of IP3R2 was unchanged. In the myocardium of old rats of
both sexes, the expression of proteins CaM and Epac2 increased significantly. The revealed age-related dif-
ferences in the transcriptional activity of genes involved in the regulation of intracellular Ca2+ signaling at the
level of IP3Rs and RyR2-mediated mechanisms suggest that with increasing life expectancy in males, the
likelihood of developing myocardial hypertrophy and heart rhythm disturbance is significantly higher than in
females.

Keywords: aorta, heart, age, ryanodine receptors, RyR2, inositol-1,4,5-trisphosphate receptors, IP3R, CaM,
Epac1,2, Ca2+ signaling
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Большинство сельскохозяйственных культур испытывают серьезные угрозы от воздействия различ-
ных абиотических стрессоров. Биологическая мембрана является первичным защитным барьером
при действии стрессовых факторов и выступает в роли своеобразной мишени, принимающей удар
на себя. Мембранные липиды являются важным компонентом, от которого зависит состояние рас-
тительной мембраны, степень ее проницаемости для ионов, микровязкость, а также работа мембра-
носвязанных ферментных комплексов. Целью настоящего исследования явилось изучение липид-
ного профиля в корнях проростков пшеницы Triticum aestivum L. при направленном изменении
состояния мембран специфическими агентами: CaCl2 (1 мМ) и β-ситостерином (0.5 мМ), уплотня-
ющими мембрану, а также каналоформером нистатином (0.1 мМ) и детергентом тритоном Х-100
(16 мкМ), увеличивающими ее проницаемость. Установлено, что стабилизация мембран CaCl2 не
приводила к изменениям в липидном составе клеток корней пшеницы, при этом индекс стабильно-
сти и степень упорядоченности мембран увеличивались. Насыщение мембран β-ситостерином так-
же вызывало увеличение мембранной стабильности и упорядоченности липидного бислоя, что со-
провождалось увеличением содержания стеринов и моногалактозилдиацилглицерида и снижением
уровня фосфатидилхолина и гликоцерамидов. Действие нистатина на интактные проростки не вли-
яло на стабильность и упорядоченность мембран, несмотря на снижение общего уровня стеринов в
клетках корней пшеницы. Повреждение мембран клеток корней тритоном Х-100, проявлявшееся в
значительном увеличении выхода электролитов и снижении упорядоченности бислоя, сопровожда-
лось увеличением в липидном профиле доли терпеноидов.

Ключевые слова: пшеница, стерины, фосфолипиды, мембранотропные вещества, проницаемость,
микровязкость
DOI: 10.31857/S0233475520060080

ВВЕДЕНИЕ

Проблема стрессовой устойчивости сельско-
хозяйственных растений является предметом
пристального внимания исследователей в тече-
ние многих лет. Актуальная задача – выявление
эндогенных механизмов защиты растений, в том
числе опосредованных изменением состояния
клеточных мембран. При воздействии абиотиче-
ских стрессовых факторов окружающей среды на
растение клеточная мембрана выступает в роли
своеобразной мишени, принимая удар на себя,
что зачастую может привести к ее повреждению,
нарушению деятельности растительной клетки и

гибели организма в целом [1]. В естественных
условиях растения постоянно подвергаются раз-
личным стрессовым воздействиям: колебания
температуры (перегрев и охлаждение), засуха, за-
соление, окислительный стресс. При действии
стрессовых факторов биологические мембраны
претерпевают изменения биофизических пара-
метров – текучести и проницаемости. Несмотря
на возможные различия в механизмах действия,
естественные абиотические стрессоры могут при-
водить к последствиям, схожим с действием мем-
бранотропных агентов тритона и нистатина (уве-
личение проницаемости мембран) или кальция
и ситостерина (увеличение микровязкости и
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уменьшение проницаемости). Так, в литературе
имеется достаточно информации о стресс-инду-
цированных изменениях мембранных характери-
стик. В частности, показано увеличение прони-
цаемости мембран клеток кукурузы в условиях
засухи [2], при солевом стрессе в корнях гидро-
понной культуры Atriplex halimus subsp. Schwein-
furthii [3, 4].

Колебания температуры приводят к измене-
нию мембранной текучести [5, 6]. Тепловой
стресс вызывает повреждение мембран, наруше-
ние стабильности и увеличение проницаемости
мембран для электролитов в пшенице [7]. В на-
ших исследованиях было показано увеличение
проницаемости для электролитов мембран кле-
ток корней проростков пшеницы, подвергнутых
действию низких положительных температур [8].
Адаптивные возможности растений в значитель-
ной степени зависят от того, насколько они спо-
собны сохранять текучесть мембран и предотвра-
щать фазовый переход липидов при действии
стрессоров [9, 10]. Нарушение целостности кле-
точной мембраны и последующая утечка внутри-
клеточного содержимого могут иметь драматиче-
ские последствия для клетки и организма в целом.
В связи с этим анализ стабильности клеточных
мембран используется в качестве одного из мар-
керов устойчивости растений при различных
абиотических стрессах [11]. Состояние мембран
во многом определяется составом мембранных
липидов – фосфолипидов, гликолипидов и сте-
ринов [12]. Важным показателем физико-хими-
ческого состояния биологических мембран яв-
ляется микровязкость мембран, которая опреде-
ляется природой мембранных липидов [13].
Степень микровязкости мембран зависит от мно-
гих факторов, например содержания стеринов,
состава жирных кислот, состояния и количества
белков в мембране, рН, ионной силы и т.д. Все
эти факторы влияют на характер упаковки бислоя
и подвижность его компонентов. Физико-хими-
ческое состояние бислоя может влиять на эла-
стичность мембран и их проницаемость, подвиж-
ность и активность мембранных белков и липи-
дов [14]. Эти изменения определяют работу
многочисленных мембраносвязанных фермент-
ных комплексов, в том числе компонентов сиг-
нальных систем, запускающих стрессовые реак-
ции и адаптационные процессы. Выявление вза-
имосвязи биофизического состояния мембран и
их липидного состава может способствовать по-
ниманию фундаментальных механизмов стрессо-
вой устойчивости растений. Целью настоящего
исследования явилось изучение липидного про-
филя в корнях проростков пшеницы Triticum aes-
tivum L. при направленном изменении состояния
мембран агентами, стабилизирующими мембра-
ны – CaCl2 и β-ситостерином, а также агентами,
увеличивающими мембранную проницаемость, –

каналоформером нистатином и детергентом три-
тоном Х-100.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы. В работе использовали следующие

реактивы: CaCl2 (Fluka Chemie AG, Швейцария),
сахароза (ТатХимПродукт, Россия), Sigma-Aldrich,
США: тритон Х-100, нистатин, β-ситостерин,
триолеин, олеиновая кислота, сквален, фосфати-
дилхолин, смесь гликоцерамидов, HEPES, EDTA,
поливинилпирролидон, дитиотреитол, фенилме-
тансульфонилфторид, лаурдан.

Объект исследования. В работе использовали
яровую пшеницу (T. aestivum L.) сорта “Казанская
юбилейная”. Семена пшеницы, предварительно
замоченные в дистиллированной воде в течение
суток, помещали на различные среды для прора-
щивания: 0.25 мМ CaCl2 – контроль; 1 мМ CaCl2;
0.5 мМ β-ситостерин; 0.1 мМ нистатин; 16 мкМ
тритон Х-100. Проростки пшеницы выращивали
в течение 4 сут при температуре +22°C и освещен-
ности 100 Вт/м2 с 12-часовым фотопериодом.

Проростки пшеницы выращивали на средах с
добавлением исследуемых мембранотропных ве-
ществ в течение 4 сут. При исследовании влияния
на клеточные мембраны детергента, октилфенол-
полиэтиленгликольного эфира, тритона Х-100,
4-дневные проростки пшеницы, выращенные на
дистиллированной воде, помещали в раствор де-
тергента на 3 ч, после чего их отмывали и анали-
зировали.

Определение выхода электролитов и индекса
мембранной стабильности (ИМС). Навеску корней
проростков пшеницы (0.1 г) несколько раз про-
мывали в бидистиллированной воде, затем погру-
жали в бюксы с бидистиллированной водой
(10 мл) и выдерживали в термостате при темпера-
туре 40°C в течение 30 мин. Электропроводность
раствора после инкубации (C1) измеряли с помо-
щью кондуктометра Cond 7310 (WTW, Германия).
Полный выход электролитов (C2) определяли по
электропроводности той же вытяжки после раз-
рушения растительной ткани кипячением в тече-
ние 10 мин [15]. Выход электролитов (C) рассчи-
тывали в процентах от полного выхода по формуле:

ИМС рассчитывали по формуле:

Определение величины генерализационной по-
ляризации возбуждения флуоресценции липофиль-
ного зонда лаурдана в микросомальных мембранах
растительных клеток. Навеску корней (10 г) гомо-
генизировали в среде, содержащей 250 мМ саха-
розы, 50 мМ HEPES (рН 7.5), 1 мМ EDTA
(рН 8.0), 0.6% поливинилпирролидон, 5 мМ ди-

1 2( ) 100%C C C= ×

1 2ИМС 1 100%( ) .C C= − ×
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тиотреитол, 1 мМ фенилметансульфонилфтори-
да. Микросомальные мембраны осаждали цен-
трифугированием гомогената в течение 30 мин
при 100000 g. Осадок ресуспендировали в среде,
содержащей 250 мМ сахарозы, 50 мМ HEPES
(рН 7.0), и использовали для исследования. Сте-
пень микровязкости мембран микросомальной
фракции клеток корней пшеницы анализировали
с помощью флуоресцентного липофильного зон-
да лаурдана. Флуоресценция лаурдана в разных
частях спектра позволяет выявить изменения в
упорядоченности фосфолипидов в мембране, ко-
торая зависит от физического состояния липид-
ного бислоя [16]. К микросомальным мембранам
добавляли 1 мМ раствор лаурдана и инкубирова-
ли при комнатной температуре в течение 15 мин в
темноте. Измерение интенсивности флуоресцен-
ции лаурдана проводили на спектрофлуориметре
Флюорат-02-Панорама (Россия). По изменению
интенсивности излучения флуоресценции лаур-
дана проводили расчет значения ГП, по которому
оценивали микровязкость мембран. Обобщенная
поляризация возбуждения была получена из
уравнения:

где I430 и I490 – интенсивность излучения при 430
и 490 нм.

По данным литературы, значение ГП колеб-
лется в пределах от –1 до +1. –1 означает неупо-
рядоченную фазу, тогда как значение ГП + 1
означает полностью упорядоченную фазу. Экспе-
риментально эти значения зависят от липидного
состава мембран, температуры окружающей сре-
ды и прочих факторов [17].

Экстракция липидов из корней пшеницы и ана-
лиз их состава методом высокоэффективной тонко-
слойной хроматографии (ВЭТСХ). Экстракцию
липидов из корней пшеницы осуществляли изо-
пропанолом, затем смесью изопропанол/хлоро-
форм (1:1) по методу Николса [18] с модификаци-
ями [19]. Выход липидов определяли гравимет-
рическим методом. Анализ состава липидов,
экстрагированных из корней пшеницы, проводи-
ли с помощью высокоэффективной тонкослой-

430 490 430 490ГП ( ) ( ),I I I I= − +

ной хроматографии (ВЭТСХ) с использованием
оборудования фирмы CAMAG (Швейцария). Для
хроматографии использовали классические ТСХ-
пластины на стекле, силикагель 60, размером 10 ×
× 20 см (Merck KGaA, Германия), которые перед
анализом элюировали этанолом и активировали
нагреванием +120°C 20 мин. Нанесение раство-
ров объектов исследования и стандартов на ТСХ-
пластину выполняли на автоматическом аппли-
каторе Linomat 5 в виде треков шириной 8 мм.
Разделение липидов проводили в автоматической
камере для элюирования ADC 2, линия фронта
подвижной фазы – 80 мм. Для анализа нейтраль-
ных липидов в качестве подвижной фазы ис-
пользовали смесь петролейный эфир : этиловый
эфир : уксусная кислота (80 : 20 : 1), полярных ли-
пидов – хлороформ : метанол : вода (65 : 25 : 4).
Для дериватизации использовали реагент –
5%-раствор H2SO4 в этаноле. Пластину опрыски-
вали реагентом с помощью пульверизатора
(Ленхром, Россия), высушивали, переносили в
сушильный шкаф и нагревали 20 мин при темпе-
ратуре +150°C. Денситометрическое сканирова-
ние ТСХ-пластин после дериватизации проводи-
ли на приборе TLS Scanner 4 с использованием
компьютерной программы winCATS 1.4.9. Пара-
метры сканирования: режим – отражательная
абсорбция, длина волны – 490 нм, щель – 8.00 ×
× 0.40 мм, скорость сканирования 20 мм/с, разре-
шение – 100 мкм/шаг, математический фильтр
Savitsky–Golay 7. Количественное определение
отдельных липидов в исследуемых экстрактах из
корней проростков пшеницы осуществляли с по-
мощью калибровочных уравнений зависимости
площади пиков (y) от количества чистых липидов –
стандартов (x) (табл. 1).

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческая обработка экспериментальных данных
проводилась путем расчета стандартного откло-
нения с использованием t-критерия Стьюдента с
помощью программы Microsoft Excel и U-критерия
Манна–Уитни с использованием автоматиче-
ской программы для онлайн расчета U-крите-
рия Манна–Уитни (https://statpsy.ru/mana-uitni/
onlajn-raschet-kriteriya-u-manna-uitni/). Результа-

Таблица 1. Калибровочные уравнения для количественного определения липидов

Вещества-стандарты Количество вещества, мкг Полученное калибровочное 
уравнение (по площади пиков) r; sdv

Фосфатидилхолин 4; 6; 8 у = 1629 + 864.6х 0.97; 9.47
Гликоцерамид 1 2.4; 3.6; 4.8 у = 4703 + 2020х 0.99; 1.44
Гликоцерамид 2 1.6; 2.4; 3.2 у = 2336 + 2365х 0.99; 0.53
β-Ситостерол 2; 4; 6; 8; 10 у = 4812.461 + 668.782х 0.96; 6.88
Циклоартенол 0.2; 0.3; 0.4 у = 1344 + 5.852х 0.99; 2.57
Сквален 4; 6; 8 у = 4081 + 651х 0.99; 3.07
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ты денситометрии обрабатывались автоматически
с помощью специализированной программы win-
CATS, версия 1.4.9 с использованием фильтра
Savitsky–Golay 7.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе с помощью мембрано-

тропных агентов были смоделированы различные
состояния растительных мембран: стабилизация,
уплотнение и нарушение проницаемости, кото-
рые могут наблюдаться в клетках растений в есте-
ственных стрессовых условиях. При действии
мембранотропных агентов нами обнаружены из-
менения таких важных мембранных характери-
стик, как проницаемость мембран, микровяз-
кость и индекс мембранной стабильности.

Исследование влияния мембранотропных 
соединений на проницаемость и микровязкость 

мембран клеток корней пшеницы
В формировании ответной реакции растений

на внешние воздействия значительную роль иг-
рает клеточная поверхность, от состояния кото-
рой зависят как ранние реакции, так и более дли-
тельные, связанные с адаптацией процессы. Од-
ним из элементов защитной реакции клеток на
воздействие является снижение проницаемости
мембран для ионов [20]. Особое значение в инте-
грации клеточных функций у растений принадле-
жит Ca2+, который является универсальным триг-
гером многих клеточных процессов [21]. Известно,
что экзогенный кальций выполняет роль стаби-
лизатора интегральной фосфолипидной и белко-
вой фазы мембран [22]. Ионы кальция, связыва-
ясь с мембранами, образуют мостики между от-
рицательно заряженными группами двух
соседних молекул белков (а также липидов) мем-
бран. На тенях эритроцитов показано, что 80%
Ca2+ связывается с карбоксильными группами
белков, а 15–20% – с фосфатными группами кис-
лых фосфолипидов [23]. Кроме того, связанный
отрицательно заряженной группой ион Ca2+ спо-
собен вызывать дегидратацию. Частичная дегид-
ратация и снижение отрицательного заряда мем-
браны, по мнению Левина [24], являются факто-

рами, стабилизирующими структуру мембран. В
наших экспериментах выращивание проростков
пшеницы на 1 мМ CaCl2 приводило к снижению
выхода электролитов из корневых клеток, увели-
чению ИМС на 7% и возрастанию ГП на 4%, что
свидетельствует об увеличении микровязкости
мембран (табл. 2).

Стабилизирующий эффект на мембраны кле-
ток корней пшеницы также наблюдался при до-
бавлении в среду выращивания проростков β-си-
тостерина (0.5 мМ), в частности, наблюдалось
уменьшение выхода электролитов из клеток, уве-
личение ИМС на 4.7% и возрастание ГП на 5%
(табл. 2). Известно, что β-ситостерин является
одним из основных стеринов, содержащихся в
плазматической мембране растительных клеток,
который увеличивает упорядоченность мем-
бран [25].

Другим агентом, модифицирующим мембра-
ны, является полиеновый антибиотик, канало-
формер нистатин. Действие нистатина достаточно
подробно изучено на модельных мембранах [26].
Было показано, что нистатин нарушает структур-
ную организацию мембран путем связывания со
стеринами, входящими в их состав, и образова-
ния пор. В результате этого взаимодействия уве-
личивается ионная проницаемость мембран,
происходит потеря клеткой воды, аминокислот и
других компонентов [27, 28]. Ранее на модельной
системе, отсеченных корнях проростков пшени-
цы, нами было показано, что уже с первых минут
действия нистатина на корни происходит значи-
тельное увеличение проницаемости мембран для
электролитов и деполяризация плазматической
мембраны [28], наблюдается нарушение важней-
ших физиологических процессов и значительное
снижение жизнеспособности клеток [29]. Воз-
можно, что токсические действия нистатина на
клетки усугублялись раневым стрессом, сопро-
вождающим отсечение корней от проростков [30].
В настоящем исследовании действию нистатина
подвергались интактные проростки пшеницы,
которые выращивались на растворе антибиотика
в течение 4 сут. В отличие от предыдущих экспе-
риментов, нистатин не оказывал дестабилизиру-
ющего действия на мембраны клеток корней
пшеницы: выход электролитов, индекс мембран-

Таблица 2. Выход электролитов, ИМС и ГП в корнях проростков пшеницы при действии мембранотропных
веществ (n = 9)

Вариант Выход электролитов, % ИМС, % ГП

Контроль 26.4 ± 0.3 73.6 0.16 ± 0.01
СаСl2 (1 мМ) 19.5 ± 5.1 80.5 0.19 ± 0.01
β-Ситостерин (0.5 мМ) 22.3 ± 1.3 77.7 0.21 ± 0.03
Нистатин (0.1 мМ) 24.8 ± 2.1 75.2 0.14 ± 0.05
Тритон Х-100 (16 мкМ) 54.5 ± 10.7 45.5 0.11 ± 0.01
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ной стабильности и микровязкость были близки
к контрольным значениям (табл. 1). Можно пред-
положить, что для интактных корней использова-
ние нистатина в данной концентрации не было
токсичным и не вызвало изменений в проницае-
мости клеточных мембран и ИМС.

В нашей работе было изучено действие на кор-
ни пшеницы еще одного мембранотропного
агента, резко меняющего физико-химические па-
раметры мембран, тритона Х-100. Тритон Х-100 –
это неионный детергент, механизм действия ко-
торого основан на извлечении мембранных фос-
фолипидов и разрушении их комплексов с белка-
ми [31]. Показано, что обработка проростков
пшеницы тритоном Х-100 приводила к двукрат-
ному увеличению выхода электролитов, сниже-
нию ИМС на 28% и заметному снижению микро-
вязкости мембран (табл. 2).

Таким образом, изучение мембранных харак-
теристик клеток корней пшеницы при действии
мембранотропных веществ подтвердило специ-
фичность их действия на мембраны клеток.

Анализ липидного состава корней пшеницы 
при действии мембранотропных веществ

На рис. 1 и рис. 2 приведены пластины ТСХ
анализа нейтральных и полярных липидов в ис-
следуемых экстрактах корней пшеницы. Резуль-
таты их денситометрии приведены в табл. 3.

В ходе проведенного ВЭТСХ анализа было по-
казано, что экстракты из корней пшеницы в кон-

трольном и опытных вариантах имеют одинако-
вый качественный состав липидов, но отличаются
по их количественному содержанию. Нейтраль-
ные липиды корней пшеницы представлены как
омыляемыми (ацилглицериды, эфиры стеринов),
так и неомыляемыми липидами (стерины, терпе-
ноиды, ЖК и др.). Во всех исследуемых экстрак-
тах стерины и углеводороды, в том числе сквален,
занимают наибольшую долю в сумме липидных
веществ (табл. 3). Содержание ацилглицеридов
(триацилглицеридов (ТАГ) и диацилглицеридов
(ДАГ)), являющихся основными запасными ли-
пидами, составляет в сумме около 10–16%, тогда
как на долю ЖК приходится не более 1%.

Качественный анализ фосфолипидного соста-
ва показал, что среди спектра разнообразных
фосфолипидов, обнаруженных во всех исследуе-
мых экстрактах, наибольшее количество (около
19 и 13% соответственно) приходится на фосфа-
тидилхолин (ФХ) и фосфатидилэтаноламин (ФЭ).
(табл. 3). Эти соединения являются главными ли-
пидными компонентами мембран в клетках выс-
ших растений и метаболически связаны друг с
другом [33]. Предшественником их синтеза явля-
ется фосфатидилсерин, содержание которого в
исследуемых экстрактах почти в 13–16 раз ниже
по сравнению с ФХ и ФЭ. Исследование липид-
ного профиля корней Arabidopsis при недостатке
Ca2+ показало повышение уровня ФХ, лизо-ФХ,
ФЭ, лизо-ФЭ, фосфатидилинозитола (ФИ) и
ТАГ, биосинтеза фосфатидной кислоты и био-
синтеза ДАГ [34]. Повышение содержания ТАГ и
молярного соотношения ФХ/ФЭ в этих корнях

Рис. 1. Хроматограмма нейтральных липидов в экстрактах корней пшеницы, содержащих липофильные соединения,
в видимом свете после дериватизации пластин 5% раствором H2SO4 в этаноле: Rc1,2,3 – контроль; Rca1,2,3 – CaCl2;
Rn1,2,3 – нистатин; Rs1,2,3 – β-ситостерин; Rt1,2,3 – тритон Х-100; St1,2,3 – стандарт (β-ситостерин).

Rc1 Rn1 Rs1 Rt1 St1 St2 St3Rca1 Rc2 Rn2 Rs2 Rt2Rca2 Rc3 Rn3 Rs3 Rt3Rca3
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может быть направлено на поддержание стабиль-
ности мембраны и баланса между мембранными
и запасными липидами. Это исследование де-
монстрирует важную роль Ca2+ в поддержании
стабильности плазматической мембраны [34].
В наших экспериментах выращивание пророст-
ков пшеницы на 1 мМ CaCl2 не вызвало измене-
ний в содержании основных фосфолипидов – ФХ
и ФЭ (табл. 3), стабильность и упорядоченность
мембран при этом возрастали (табл. 2). Ранее бы-
ло показано, что увеличение уровня экзогенного
Ca2+ приводило к увеличению содержания стери-
нов, ФЛ, СЖК в отсеченных корнях пшеницы,
что, по мнению авторов, приводило к стабилиза-
ции мембран, характерной для клеток корня при
переходе в состояние “относительного покоя”
[21]. В наших экспериментах в присутствии CaCl2
наблюдалось увеличение содержания ФГ и ФИ.
Учитывая то, что ФИ является основным компо-
нентом митохондриальных мембран [35], можно
предположить, что возрастание количества этого
фосфолипида необходимо для поддержания
Ca2+-депонирующей функции митохондрий.

В составе гликолипидов, идентифицирован-
ных в исследуемых экстрактах, показано наличие
гликоцерамидов двух типов: моногалактозилдиа-
цилглицерида (МГДГ) и дигалактозилдиацилгри-
церида (ДГДГ) (табл. 3). Известно, что эти соеди-
нения являются важными мембранными липид-
ными компонентами в растениях. Несмотря на
то, что гликолипиды не считаются основными
компонентами непластидных мембран, измене-
ния в их содержании часто наблюдаются в усло-
виях стресса, что свидетельствует об их важной

роли в приобретении стрессовой устойчивости
растений [36]. Было показано, что действие β-си-
тостерина на корни пшеницы приводило к суще-
ственным изменениям в содержании МГДГ и
ДГДГ в липидном профиле. По сравнению с кон-
тролем содержание МГДГ увеличивается в 1.6 раза,
а ДГДГ – наоборот снижается в 1.3 раза (табл. 3).
В литературе имеются данные о том, что в услови-
ях дефицита фосфора может наблюдаться увели-
чение содержания галактолипидов как в фото-
синтезирующих, так и в нефотосинтезирующих
тканях [36]. По мнению Киселевой с соавтором,
недостаток фосфора может стимулировать синтез
ФХ по так называемому альтернативному меха-
низму, путем последовательного трехступенчато-
го метилирования ФЭ [37]. При этом на фоне ре-
дукции предшественников, в том числе ФК и ФЭ,
происходит аккумуляция ФХ, которые в дальней-
шем, при участии фосфолипазы С подвергаются
гидролизу до диацилглицеридов. Образующиеся
диацилглицериды расходуются на синтез глико-
липидов, главным образом ДГДГ и/или МГДГ
[37]. В настоящее время точно установлено, что
дефицит фосфата вызывает замену мембранных
фосфолипидов нефосфатсодержащими галакто-
липидами МГДГ и ДГДГ [38]. Замена фосфоли-
пида на ДГДГ происходит в листьях и корнях Ara-
bidopsis [39], побегах и корнях овса [40], культуры
кленовых клеток сикамора [41], соевых бобах
[42]. В нашем случае, вероятно, происходит вы-
теснение молекул ФХ β-ситостерином, которое
вызывает увеличение содержания МГДГ.

В табл. 4 обобщены данные определения сум-
марного количества липидных веществ, извлека-
емых из контрольного и опытных вариантов

Рис. 2. Хроматограмма полярных липидов в экстрактах корней пшеницы, содержащих липофильные соединения, в
видимом свете, после дериватизации пластин 5% раствором H2SO4 в этаноле: Rc1,2,3 – контроль; Rca1,2,3 – CaCl2;
Rn1,2,3 – нистатин; Rs1,2,3 – β-ситостерин; Rt1,2 – тритон Х-100; St1,2,3 – стандарт (фосфатидилхолин); Gl –стан-
дарт (гликоцерамиды).

Rc1 Rn1 Rs1 Rt1 St1 St2 St3Rca1 Rc2 Rn2 Rs2 G1Rca2 Rc3 Rn3 Rs3 Rt2Rca3
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корней пшеницы, и количественного анализа от-
дельных липидов в полученных экстрактах.

Установлено, что количество липидных ве-
ществ в корнях пшеницы при действии CaCl2,
β-ситостерина и нистатина практически не изме-
няется. Наибольшее количество липидов было
получено при экстракции корней пшеницы, об-
работанных тритоном Х-100 (табл. 4). Это почти в
3 раза выше, чем в контроле и других опытных об-
разцах. Наблюдаемый эффект резкого увеличе-
ния количества липидов, полученных из корней

пшеницы на фоне тритона Х-100, может быть
обусловлен повышением доступности липидов к
извлечению за счет их высвобождения из мем-
бранных клеточных структур в присутствии де-
тергента.

Анализ действия других мембранотропных ве-
ществ выявил существенные изменения липид-
ного профиля в корнях пшеницы (табл. 4). Так,
показано, что при выращивании проростков на
среде с β-ситостерином в 3.4 раза увеличивается
содержание стеринов в корнях по сравнению с

Таблица 3. Состав и содержание липидов в экстрактах из корней проростков пшеницы, обработанных мембра-
нотропными веществами (n = 3)

* Рассчитано по площади пиков на денситограмме.
** Отнесение путем сопоставления Rf пятна с Rf вещества-стандарта. 

*** Отнесение в сопоставлении с литературными данными [32].

Rf

Содержание, %*

Отнесение
контроль

СaCl2
(1 мМ)

β-Ситостерин 
(0.5 мМ)

Нистатин 
(0.1 мМ)

Тритон Х-100 
(16 мкМ)

Нейтральные липиды

0.04 42.2 ± 2.5 41.8 ± 1.1 40.9 ± 2.1 39.8 ± 2.4 39.2 ± 2.3 Не идентифицировано
0.14 3.7 ± 0.5 3.9 ± 0.2 4.7 ± 0.6 3.5 ± 0.6 7.5 ± 0.5 1,2-Диглицериды***
0.18 14.0 ± 1.0 12.5 ± 0.4 21.4 ± 1.9 11.5 ± 0.3 12.7 ± 0.4 Стерины**
0.21 2.4 ± 0.4 4.3 ± 0.2 3.1 ± 0.9 7.4 ± 1.1 4.2 ± 0.6 Высшие спирты***
0.25 3.3 ± 0.9 3.7 ± 0.6 3.0 ± 0.2 3.4 ± 0.8 5.0 ± 0.3 Терпеноиды**
0.33 0.9 ± 0.1 1.2 ± 0.2 1.2 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.0 ± 0.2 Жирные кислоты**
0.41 0.8 ± 0.1 1.0 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.8 ± 0.1 0.9 ± 0.1 Не идентифицировано
0.51 10.3 ± 0.5 7.5 ± 0.4 6.3 ± 0.5 9.7 ± 1.4 8.7 ± 0.4 Триглицериды**
0.65 0.9 ± 0.1 0.9 ± 0.1 0.8 ± 0.2 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.1 Не идентифицировано
0.92 3.3 ± 1.2 3.2 ± 0.4 2.5 ± 0.4 2.4 ± 0.5 3.5 ± 1.0 Не идентифицировано
0.98 4.7 ± 0.7 6.0 ± 0.4 3.9 ± 0.7 5.2 ± 0.7 4.7 ± 0.6 Эфиры стеринов***
1.00 13.6 ± 1.9 14.0 ± 0.7 11.6 ± 1.1 14.3 ± 1.1 12.1 ± 1.1 Углеводороды, сквален**

Полярные липиды

0.15 1.1 ± 0.1 0.9 ± 0.2 1.4 ± 1.0 1.0 ± 0.7 1.5 ± 0.4 Фосфатидилсерин***
0.17 0.6 ± 0.5 1.8 ± 0.5 1.1 ± 0.5 1.2 ± 0.8 1.5 ± 0.8 Фосфатидилинозитол***
0.31 3.2 ± 0.2 3.4 ± 0.4 2.7 ± 0.5 3.2 ± 0.4 4.0 ± 0.9 Не идентифицировано
0.38 19.3 ± 1.5 18.1 ± 2.5 15.1 ± 1.7 18.6 ± 1.3 15.9 ± 1.1 Фосфатидилхолин**
0.45 7.6 ± 1.0 10.6 ± 0.3 7.1 ± 0.3 8.4 ± 1.0 9.4 ± 1.5 Фосфатидилглицерин***
0.49 2.7 ± 0.2 2.6 ± 0.2 2.2 ± 0.4 2.6 ± 0.1 2.0 ± 0.5 Дифосфатидилглицерин***
0.57 1.9 ± 0.4 2.0 ± 0.1 1.4 ± 0.1 1.8 ± 0.2 2.0 ± 0.7 Дигалактозилдиацилглицерид***
0.66 13.4 ± 1.0 12.7 ± 0.1 11.7 ± 0.4 13.6 ± 0.3 13.2 ± 0.1 Фосфатидилэтаноламин***
0.72 6.0 ± 0.5 6.2 ± 0.5 5.7 ± 0.2 6.5 ± 0.4 6.4 ± 0.1 Гликоцерамид 1**
0.74 6.6 ± 1.0 6.4 ± 0.9 4.7 ± 0.2 5.5 ± 0.7 5.4 ± 0.3 Гликоцерамид 2**
0.80 3.4 ± 0.5 3.2 ± 0.5 4.0 ± 0.4 3.2 ± 0.7 5.2 ± 0.5 Не идентифицировано
0.83 4.8 ± 0.8 4.7 ± 1.0 6.2 ± 1.0 4.1 ± 0.6 6.2 ± 0.3 Не идентифицировано
0.87 3.2 ± 0.6 3.8 ± 0.8 3.6 ± 0.8 3.5 ± 0.7 2.6 ± 0.1 Не идентифицировано
0.93 12.0 ± 1.1 9.8 ± 0.9 19.9 ± 2.8 11.8 ± 1.2 9.9 ± 1.1 Моногалактозилдиацилглицерид***
0.99 14.9 ± 2.2 13.6 ± 0.7 13.1 ± 1.2 14.3 ± 1.5 14.9 ± 2.9 Не идентифицировано
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контролем (табл. 4). Это указывает на то, что рас-
тительные клетки способны использовать экзо-
генный β-ситостерин, что приводит к увеличе-
нию стабильности мембран (табл. 2). Из данных
литературы известны структурные особенности
стеринов, необходимые для их встраивания в
мембраны и выполнения ими структурной функ-
ции: это наличие свободной β-гидроксильной
группы при С-3, плоский тетрациклический ске-
лет и алифатическая боковая цепь с 8–10 атомами
углерода [43]. Основные растительные стерины
обладают этими характеристиками. Эксперимен-
ты на модельных мембранах из ФХ и стеринов
сои показали, что все растительные стерины мо-
гут регулировать жидкостность и проницаемость
фосфолипидных бислоев, но с разной эффектив-
ностью [44–46]. Функциональный анализ физи-
ческих свойств моделей растительных мембран
показал, что среди различных стеринов β-сито-
стерин является основным стерином, увеличива-
ющим упорядоченность жидкой фазы раститель-
ных мембран [46, 47].

Стерины и другие изопреноидные производ-
ные могут влиять на свойства мембран посред-
ством изменения состояния мембран в результате
взаимодействия с другими липидами бислоя [46].
В мембранах стерины взаимодействуют с глико-
церамидами и фосфолипидами. Важной особен-
ностью гликоцерамидов является их высокое
сродство к стеринам, обусловленное Ван-дер-Ва-
альсовыми взаимодействиями боковых цепей
стеринов с насыщенными алкильными цепями
сфинголипидов. Это способствует более плотной
упаковке и облегчает образование липидных
микродоменов (“рафтов”). В литературе эти два
класса липидов часто называют рафтообразую-
щими липидами [48]. Эти микродомены могут иг-
рать важную роль в передаче сигнала в клетку и
служить платформами для ферментных сигналь-
ных комплексов.

Ранее в наших исследованиях была обнаружена
интересная закономерность: изменение уровня

стеринов при действии низких положительных
температур [8] и стерин-связывающих агентов
[29, 49] сопровождается обратнонаправленным
изменением уровня гликоцерамидов. В настоя-
щей работе также наблюдались подобные взаи-
мосвязанные изменения: увеличение уровня сте-
ринов под действием β-ситостерина сопровожда-
лись снижением содержания гликоцерамидов
(ГлЦер) (табл. 4), что свидетельствует о наличии
функциональной взаимосвязи между этими дву-
мя классами липидов. Кроме того, исследования
на клетках дрожжей и животных показали, что
пути биосинтеза стеринов и сфинголипидов
взаимосвязаны [50], это также может иметь место
и у растений. Например, нарушение пути био-
синтеза стеринов у проростков лука-порея нару-
шает синтез сложных сфинголипидов, таких как
глюкозилцерамиды [29, 51]. Можно полагать, что
существует взаимосвязь между метаболизмом
стеринов и сфинголипидов, что может иметь зна-
чение для поддержания соотношений и функци-
онального взаимодействия этих классов липидов
[29, 52].

Выращивание проростков на среде со стеринс-
вязывающим агентом нистатином ожидаемо при-
водило к резкому (в 3.3 раза) снижению количе-
ства детектируемых стеринов (табл. 4). Наряду с
этим при действии нистатина наблюдалось сни-
жение уровня ФХ.

Влияние на мембраны неионного детергента
тритона Х-100, как известно, обусловлено взаи-
модействием его липофильных цепей с гидро-
фобными поверхностями молекул белков и вы-
теснением их из мембран. Тритон Х-100 действует
на мембраны достаточно агрессивно, солюбили-
зируя до 80% белков и 90% фосфолипидов [53].
В работе Гордона с соавторами [28] показано, что
добавление тритона Х-100 в среду инкубации от-
сеченных корней вызывает резкое усиление про-
ницаемости плазмалеммы для ионов и значитель-
ную стимуляцию потребления кислорода корня-
ми пшеницы. Исследования, проведенные на

Таблица 4. Количество липидов в корнях пшеницы при действии мембранотропных веществ (n = 3)

Количество,
мкг/г сырого веса корней

Вариант

контроль
СаСl2

(1 мМ)
β-Ситостерин 

(0.5 мМ)
Нистатин
(0.1 мМ)

Тритон Х-100 
(16 мкМ)

Сумма липидов 1350 ± 212 1600 ± 141 1600 ± 141 1550 ± 71 4400 ± 282
Стерины 36.8 ± 3.3 32.2 ± 2.8 125.4 ± 5.6 11.1 ± 0.7 35.6 ± 1.5
Терпеноиды 1.6 ± 0.4 1.3 ± 0.7 0.7 ± 0.2 1.5 ± 0.5 2.5 ± 0.5
Фосфатидилхолин 180.4 ± 15.5 191.4 ± 1.2 131.6 ± 8.5 156.4 ± 11.3 162.8 ± 12.8
Гликоцерамид 1 7.2 ± 0.7 8.1 ± 1.0 4.7 ± 2.0 9.8 ± 0.8 9.9 ± 2.5
Гликоцерамид 2 19.7 ± 0.3 21.1 ± 0.1 8.5 ± 0.4 11.1 ± 0.5 14.4 ± 2.3
Углеводороды, в том числе сквален 61.2 ± 8.5 51.5 ± 1.7 37.5 ± 6.8 44 ± 8.0 42.6 ± 5.4
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пшенице и сахарной свекле, показали эффектив-
ность тритона Х-100 как эпимутагена [54]. Воз-
действие тритона Х-100 на растения сахарной
свеклы приводило к изменению морфологии
корня и листьев, признака “стерильность–фер-
тильность” пыльцы, динамики прорастания се-
мян [55]. Таким образом, можно заключить, что
тритон Х-100 оказывает мощное стрессовое воз-
действие на мембраны клеток. В настоящей рабо-
те мы наблюдали его значительное повреждаю-
щее действие на клеточные мембраны корней
пшеницы, которое выражалось в двукратном уве-
личении выхода электролитов, снижении ИМС
на 28% и заметном снижении микровязкости
мембран (табл. 2). Эти изменения мембранных
характеристик сопровождались увеличением ко-
личества терпеноидов в 1.6 раза относительно
контроля, незначительным снижением количе-
ства ГлЦер 2, снижением содержания ФХ, уро-
вень стеринов оставался неизменным (табл. 4).
Кроме того, при действии тритона Х-100 наблю-
далось многократное увеличение общей массы
выделенных липидных веществ. Можно пола-
гать, что увеличение количества терпеноидов мо-
жет быть результатом большей доступности ли-
пидных компонентов для детергента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе корни проростков пшени-
цы подвергались действию мембранотропных
агентов (СаСl2, β-ситостерин, нистатин, тритон
Х-100) с целью моделирования стресс-индуциро-
ванных состояний мембран растительных клеток.
Обработка корней СаСl2 и β-ситостерином при-
водила к увеличению мембранной стабильности
и упорядоченности липидного бислоя. Парадок-
сальным представляется факт, что, несмотря на
значительное снижение количества детектируемых
стеринов при действии каналоформера нистати-
на на интактные корни, уменьшения стабильно-
сти и упорядоченности мембран не наблюдалось.
Значительное повреждение клеточных мембран
детергентом тритоном Х-100 сопровождалось
увеличением в липидном профиле корней доли
терпеноидов, возможно, обусловленным боль-
шей доступностью липидных компонентов к из-
влечению. Наиболее выраженным среди всех
обнаруженных эффектов оказалось действие эк-
зогенного β-ситостерина. Увеличение стабильно-
сти и упорядоченности мембран в присутствии
этого стерина сопровождалось увеличением об-
щего содержания стеринов и МГДГ, а также сни-
жением количества ФХ и ГлЦер. На наш взгляд,
эти изменения в липидном профиле могут быть
взаимосвязаны. Так, встраивание β-ситостерина
может приводить к вытеснению из мембран мо-
лекул ФХ, уменьшение доли которых, в свою оче-
редь, вызывает увеличение содержания галакто-

липидов, в частности МГДГ. Обратнонаправлен-
ные изменения в содержании стеринов и ГлЦер,
показанные в присутствии экзогенного β-сито-
стерина, наблюдались нами ранее и при других
воздействиях. Это может свидетельствовать о на-
личии функциональной взаимосвязи между эти-
ми двумя классами липидов.

Таким образом, воздействие на клетки про-
ростков пшеницы мембранотропных агентов ин-
дуцирует изменения не только физико-химиче-
ского состояния мембран, но и их липидного со-
става. Комплекс этих изменений может быть
одним из механизмов, которые запускаются в
клетках растений в стрессовых условиях.

Работа выполнена в рамках государственного
задания ФИЦ КазНЦ РАН, а также при финансо-
вой поддержке гранта РФФИ № 20-04-00988 (для
Ю.Н. Валитовой) и гранта Президента РФ МК-
264.2020.4 (для А.Г. Ренковой).
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The Lipid Profile of Wheat Roots Treated with Membranotropic Agents
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Most crops are seriously threatened by various abiotic stressors. Biological membrane is a primary barrier
protecting from stress factors and acting as a target that takes a hit on itself. An important component of mem-
branes, on which the state of a plant membrane depends, its permeability to ions, microviscosity, and the ac-
tivity of membrane-bound enzyme complexes, are lipids. The aim of this study was to study the lipid profile
in the roots of wheat seedlings of Triticum aestivum L. with a directed alteration of the membrane state by spe-
cific agents: CaCl2 (1 mM) and β-sitosterol (0.5 mM) that increase the membrane rigidity, as well as the
channel former nystatin (0.1 mM) and detergent Triton X-100 (16 μM) that increase the membrane perme-
ability. It was found that stabilization of membranes by CaCl2 did not lead to changes in the lipid composition
of wheat root cells, while the stability index and degree of membrane ordering increased. Saturation of mem-
branes with β-sitosterol also caused an increase in membrane stability and ordering of the lipid bilayer, which
was accompanied by an increase in the content of sterols and monogalactosyl diacylglyceride and a decrease
in the level of phosphatidylcholine and glycoceramides. The action of the channel former nystatin on intact
seedlings did not affect the stability and orderliness of the membranes, despite a decrease in the total level of
sterols in the cells of the roots of wheat. Damage of the root membranes by Triton X-100, which manifested
itself in a significant increase in the electrolyte leakage and a decrease in the ordering of the bilayer, was ac-
companied by an increase in the proportion of terpenoids.

Keywords: wheat, sterols, phospholipids, membranotropic substances, permeability, microviscosity
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ЮЛИАН ГЕОРГИЕВИЧ МОЛОТКОВСКИЙ
(к 85-летию со дня рождения)

7 апреля 2020 года исполнилось 85 лет профес-
сору Юлиану Георгиевичу Молотковскому –
крупнейшему специалисту в области химии ли-
пидов и мембранологии. Его труды хорошо из-
вестны в России и за рубежом. Вся творческая
деятельность Ю.Г. Молотковского связана с
Институтом биоорганической химии им. акад.
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН. Он
стоял у истоков Института, созданного академи-
ком М.М. Шемякиным в 1959 г. Юлиан Георгие-
вич входит в ту когорту исследователей-энтузиа-
стов, таланту которых Институт обязан своей
лидирующей позицией в области физико-хими-
ческой биологии. После окончания аспирантуры
и защиты кандидатской диссертации он стал со-
трудником созданной в 1963 г. лаборатории хи-
мии липидов, которую возглавил будущий член-
корреспондент РАН Л.Д. Бергельсон. Наука о ли-
пидах в то время была в стадии становления, и
развитие этого направления биоорганической
химии стало предметом многолетней плодотвор-
ной деятельности Ю.Г. Молотковского. В обла-
сти его интересов находились синтез минорных
фосфолипидов клеточных мембран, что сделало
их доступными для исследования, разработка ме-
тодов разделения рацемических спиртов на анти-
поды, а также создание оригинальных методов
синтеза ненасыщенных липидов. С середины
70-х годов главным направлением научной рабо-
ты Ю.Г. Молотковского становится создание ли-
пидов с флуоресцентными и фотоаффинными
метками ─ липидных зондов, эффективных ин-
струментов для исследования свойств искус-
ственных и биологических мембран. С помощью
зондов им были обнаружены новые закономер-
ности в структуре липопротеинов крови, мем-

бран эритроцитов и оболочек вирусов гриппа. Ре-
зультаты этих исследований послужили основой
докторской диссертации, которую Юлиан Геор-
гиевич защитил в 1985 г. В том же году он был удо-
стоен Государственной премии СССР.

С начала 90-х годов и на протяжении более
15 лет Ю.Г. Молотковский возглавлял лаборато-
рию химии липидов ИБХ РАН. Благодаря его ак-
тивной деятельности было установлено плодо-
творное сотрудничество по применению флуо-
ресцентных липидных зондов для исследования
мембранных систем с целым рядом отечествен-
ных научных коллективов и с учеными из Шве-
ции, США, Украины. С середины 90-х годов в ла-
боратории под его руководством получило разви-
тие новое направление исследований – создание
систем для направленной доставки противоопу-
холевых препаратов на основе липосом. Сегодня
это направление относится к области новой бурно
развивающейся области науки ─ наномедицины.

Профессора Ю.Г. Молотковского по праву
можно назвать атлантом настоящей Науки. Им
написано более 240 научных работ. Часть из них
опубликована в журнале “Биологические мем-
браны”, что несомненно способствовало повы-
шению его рейтинга.

Редколлегия журнала “Биологические мем-
браны”, друзья и коллеги сердечно поздравляют
Юлиана Георгиевича с юбилеем, благодарят его
за многолетнее и плодотворное сотрудничество и
неоценимый вклад в деятельность Редколлегии и
желают ему здоровья и творческого долголетия.

Е.Л. Водовозова
С.С. Колесников

PERSONALIA
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ОБЩАЯ ИНФОРМАЦИЯ
Журнал Биологические мембраны публикует ста-

тьи, обзоры и краткие сообщения, освещающие раз-
личные, прежде всего физико-химические и моле-
кулярные аспекты функционирования клеток и кле-
точных систем. Приоритетными являются работы в
области клеточной и молекулярной мембранологии
и биофизики, а также работы, в которых представле-
ны клеточные и молекулярные аспекты физиоло-
гии, фармакологии, иммунологии и медицины.
Журнал принимает как экспериментальные, так и
теоретические работы в указанных направлениях.

Приветствуются экспериментальные работы,
в которых исследуются связь между структурой и
функцией мембран, молекулярные механизмы
мембранного транспорта, рецепторные системы
и внутриклеточная сигнализация, клеточные функ-
ции и клеточные патологии, ассоциированные с
плазматической мембраной клеток (рецепторы,
ионные каналы, экзоцитоз, эндоцитоз, фагоцитоз,
межклеточные контакты и др.) и с мембранами
внутриклеточных структур (биоэнергетика, фото-
синтез, ядерно-цитоплазматические отношения,
апоптоз, Са2+-сигнализация и др.).

Предпочтение отдается теоретическим работам, в
которых рассматриваются физико-химические свой-
ства мембранных систем в рамках моделей различно-
го уровня детализации, моделируются структура и
динамика молекулярных систем, функционирующих
в биологических мембранах и в клетке в целом, пред-
лагаются математические модели сигнальных и регу-
ляторных процессов, обеспечивающих жизнедея-
тельность клеток и клеточных систем.

Английская версия журнала называется “Bio-
chemistry (Moscow), Supplement Series A: Membrane
and Cell Biology” и распространяется издатель-
ством Springer (http://www.springer.com).

Типы публикаций. Основным типом публика-
ций является исследовательская статья, в которой
представлены результаты оригинальных экспе-
риментальных и теоретических работ. Рукопись
должна преимущественно содержать новые, ранее
не опубликованные данные. Допускается исполь-
зование собственных, уже представленных мате-
риалов, если таковые были опубликованы в виде
краткого сообщения или тезисов доклада. Ссылка
на предварительное сообщение обязательна.

Новые, приоритетные данные, требующие сроч-
ного опубликования, могут быть напечатаны в
кратком виде в разделе Краткие сообщения. Целесо-
образность такой внеочередной публикации долж-

на быть обоснована в письме, направляемом Глав-
ному редактору автором для корреспонденции.
В случае принятия такая работа может быть опуб-
ликована в течение 3–4 месяцев.

Журнал публикует обзоры и мини-обзоры, отра-
жающие существующие представления и важней-
шие достижения в области мембранологии, био-
физики и биологии клетки, молекулярной и кле-
точной физиологии, иммунологии и медицины.

Не допускается направление в Биологические
мембраны статей, которые уже были представлены
в другой журнал, книгу или для электронной пуб-
ликации, а также направление в другой журнал
статей, представленных в Биологические мембраны.

ТРЕБОВАНИЯ К ОФОРМЛЕНИЮ СТАТЕЙ
Формат статей. Рукопись должна быть написа-

на либо на русском, либо на английском языке.
Текст печатается шрифтом Times New Roman (12 pt),
через 1.5 интервала, с полями 3 см слева и 2.5 см
сверху, справа и снизу. Объем исследовательской
статьи (включая аннотацию, основной текст, таб-
лицы, список литературы и подписи к рисункам) не
должен превышать 8000 слов и 8 рисунков, обзора –
12000 слов и 8 рисунков, мини-обзора – 4000 слов и
3 рисунков, краткого сообщения – 2000 слов и 1 ри-
сунка. Правила оформления рукописи размещены
на сайте http://www.pleiades.online.

Рукопись надлежит представлять в электрон-
ном виде. Следует присылать единый прикреп-
ленный файл, не превышающий 15 Мб, в форма-
те MS Word (*.doc), содержащий текст, таблицы и
рисунки (обычно черно-белые) в последовательно-
сти, изложенной ниже. Если объем рисунка превы-
шает 1 Мб, он должен быть прислан в виде отдель-
ного файла. При необходимости файлы рекомен-
дуется сжимать в стандарте WinZip или WinRAR.
Цветные иллюстрации принимаются лишь по со-
гласованию с редакцией, и их публикация опла-
чивается авторами.

Рукопись должна сопровождаться кратким пись-
мом к Главному редактору от автора для корреспон-
денции, в котором констатируется, что данная рабо-
та (название, авторы) направляется для опубликова-
ния в журнале Биологические мембраны и что все
авторы согласны с направлением статьи в журнал.

Сопроводительные документы. Рукопись статьи
должна сопровождаться: (а) письмом-направлением
и актом экспертизы от учреждения, в котором вы-
полнена работа; (б) заполненными бланками дого-
воров о передаче авторского права на использование
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материалов для русской и английской версий жур-
нала. В случае отклонения статьи договор в силу не
вступает.

Сопроводительные документы принимаются
в электронном виде. Письмо-направление от
учреждения с подписью руководителя и печа-
тью, заполненные и подписанные бланки дого-
воров и титульная страница статьи (см. ниже) с
подписями всех авторов сканируются и посыла-
ются (biomembranes2010@gmail.com) в формате
jpeg или pdf.

При наличии в авторском коллективе зарубеж-
ных соавторов их согласие индивидуально подтвер-
ждается письмом, посылаемым в редакцию по
электронной почте (biomembranes2010@gmail.com)
на имя Главного редактора.

Порядок представления материалов. При оформ-
лении статьи необходимо придерживаться следую-
щего порядка.

Титульная страница:
• индекс УДК (в левом верхнем углу);
• заглавие статьи (не более 150 знаков без про-

белов);
•инициалы и фамилии авторов;
•полное название учреждения(ий), почтовый

адрес(а);
• инициалы и фамилия автора для корреспон-

денции с указанием почтового адреса, контакт-
ного телефона, факса, электронного адреса;

• ключевые слова (3–6);
• количество слов в основном тексте;
• количество таблиц;
• количество рисунков;
• подписи всех авторов.
Основной текст:
• индекс УДК (в левом верхнем углу);
• заглавие статьи (не более 150 знаков, не счи-

тая интервалы);
• инициалы и фамилии авторов;
• полное название учреждения(ий), почтовый

адрес(а);
• аннотация (до 300 слов)
• ключевые слова (3–6);
• введение
• материалы и методы;
• результаты;
• обсуждение (или результаты и обсуждение)
• благодарности (отдельный абзац без заголовка)
• таблицы (каждая на отдельной странице);
• подписи к рисункам (на отдельной странице);
• список цитированной литературы (на отдель-

ной странице);
• резюме на английском языке или на русском,

если основной текст представлен на английском
(до 300 слов, на отдельной странице);

• рисунки (пронумерованные, каждый на от-
дельной странице).

Расположение основных материалов теорети-
ческой работы произвольно, хотя следует в целом
придерживаться последовательности, изложен-
ной выше. Уравнения должны быть напечатаны
предпочтительно с помощью Microsoft Equation
Editor. Не рекомендуется использование симво-
лов корней, вместо них должны использоваться
дробные показатели степени. Двоеточие не долж-
но использоваться как знак деления. Уравнения
должны нумероваться с правой стороны в скоб-
ках. Символы должны быть определены при пер-
вом упоминании в тексте. Если количество сим-
волов более 10, они должны быть представлены и
определены на отдельной странице.

Математические модели должны быть пред-
ставлены таким образом, чтобы для широкого
круга читателей было понятно, какая система
(молекулярная, клеточная и др.) или процесс мо-
делируется, каковы исходные постулаты модели
и целесообразность ее использования для описа-
ния процесса или системы, а также ограничения
модели. Методы решения уравнений модели долж-
ны быть описаны в деталях, достаточных для их
воспроизведения. Коммерческие программы и ис-
пользуемые в них алгоритмы должны быть упомя-
нуты. Основополагающие детали вывода уравне-
ний и/или их решения могут быть представлены в
Приложении, помещаемом в конце работы.

Аннотация (не более 300 слов) обязательна для
статьи (обзора) и должна давать ясное представле-
ние о сути работы, объектах и методах исследова-
ния, основных результатах и сделанных выводах.

Раздел Материалы и методы должен содер-
жать информацию о методах исследования, до-
статочную для их ясного понимания и воспроиз-
ведения. Методы, описанные ранее, могут быть
представлены в краткой форме и должны сопро-
вождаться адекватными ссылками. Необходимо
указывать квалификацию и источник основных
реактивов; название (в оригинальной транскрип-
циии) фирмы-изготовителя реактивов/оборудо-
вания и страна приводятся в скобках (Serva, Гер-
мания). Использованные статистические методы
обработки данных, графические программы и т.п.
также должны быть указаны.

Таблицы (и рисунки) нумеруются в порядке
упоминания их в тексте. Каждая таблица должна
иметь заголовок и, если необходимо, краткие по-
яснения к представленным данным (условия экс-
перимента, число экспериментов и т.п.).

Рисунки должны быть выполнены с разреше-
нием не менее 300 dpi и в масштабе, допускаю-
щем их двукратное уменьшение без потери каче-
ства. В сложных рисунках со множественными
панелями каждую следует пометить курсивной бук-
вой (а, б, в …). На графиках следует использовать
стандартные символы (m . d s r h j). В нижней
части рисунка необходимо указать его порядковый
номер и фамилию первого автора.
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Электронные версии штриховых рисунков и
полутоновых фотографий должны представлять-
ся в формате JPEG или TIFF.

Цитирование литературы. Ссылка на цитиро-
ванную работу дается в тексте цифрой в квадрат-
ных скобках (нумерация в порядке цитирования).
Если ссылка на работу есть в таблице или в подпи-
си к рисунку, ей присваивается порядковый но-
мер, соответствующий расположению данного ма-
териала в тексте статьи.

Авторы несут полную ответственность за пра-
вильность цитирования работ. Последние должны
быть либо опубликованными, либо принятыми в
печать. Ссылки на тезисы докладов, диссертации,
авторские свидетельства следует приводить только,
если они являются единственным источником. Ци-
тирования типа “неопубликованные данные” или
“персональное сообщение” не должны включаться
в список литературы, но допускаются в тексте (на-
пример, Прутков К.Ф., персональное сообщение).
При этом предполагается, что авторы получили раз-
решение на цитирование в какой-либо форме.

Список цитированной литературы должен
оформляться следующим образом:

Статья в журнале
Карпушев А.В., Павлов Т.С., Старущенко А.В.

2009. Регуляция эпителиальных натриевых кана-
лов (ENaC) малыми G-белками и фосфатидили-
нозитидами. Биол. мембраны. 26 (4), 265–279.

Takeuchi H., Imanaka Y., Hirono H., Kurahashi T.
2003. Cross-adaptation between olfactory responses
induced by two-subgroups of odorant molecules.
J. Gen. Physiol. 122, 255–264.

Книга
Владимиров Ю.А., Добрецов Г.Е. 1980. Флуорес-

центные зонды в исследовании биологических
мембран. М.: Наука. 320 с.

Hille B. 1992. Ionic channels of excitable membranes.
2nd ed. Sunderland: Sinauer Associates, Inc. 607 p.

Статья в книге
Леднев В.В. 1977. Исследование структуры ак-

тинсодержащих нитей методом дифракции рент-
геновских лучей. В кн.: Молекулярная и клеточная
биофизика. Ред. Франк Г.М. М.: Наука, с. 164–172.

Keating M.T 1995. Molecular genetics of the long QT
syndrome. In: Ion channels and genetic diseases. Eds
Dawson D.C., Frizzell R.A. New York: The Rockefeller
University Press, p. 53–60.

Статья, принятая в печать
Додонова С.О., Крупенина Н.А., Булычев А.А.

2010. Подавление H+-проводимости плазмалеммы
на фоне высокой активности H+-насоса в клетках
Chara под действием дитиотреитола. Биол. мембраны
(в печати).

Во многих международных журналах статьи,
принятые в печать, публикуются в электронном
виде до выхода бумажной версии. При этом статьи
идентифицируются с использованием DOI (digital

object identifier), и их следует цитировать в ориги-
нальном формате:

Komaki S., Abe Т, Coutuer S., Inze D., Russinova E.,
Hashimoto T. 2010. Nuclear-localized subtype of end-
binding 1 protein regulates spindle organization in Arabi-
dopsis. J. Cell Sci. doi: 10.1242/jcs.062703.

Если работы, которые цитировались как в печати,
были опубликованы на момент получения кор-
ректуры, авторы должны внести необходимые ис-
правления в список литературы.

Сокращения и аббревиатуры. Стандартные со-
кращения, рекомендованные комиссией по биохи-
мической номенклатуре IUPAC-IUB (Eur. J. Bio-
chem. 1977, 74(1), 1–6), могут быть использованы не-
посредственно. Нестандартные сокращения хими-
ческих соединений, сокращения общего характера
разрешается вводить лишь в случае многократного
употребления. Их следует ввести (в скобках) при
первом же использовании сложного словосочета-
ния в основном тексте статьи, например: активные
формы кислорода (АФК).

Аббревиатуры или формулы химических соеди-
нений, употребляемые как прилагательные, пишут-
ся через дефис: ИК-спектроскопия, ЖК-состоя-
ние, Na+-форма, ОН-группа, но группа ОН.

Размерности отделяются от цифры пробелом
(100 кПА, 77 К), кроме градусов, процентов и про-
милле: 90°, 20°С (для градусов Цельсия 20°С, а не
20°), 45%, 10‰. Дробные размерности: 58 Дж/моль,
10 моль/л. Для более сложных размерностей до-
пускается использование степеней, в том числе
отрицательных; символы различных размерно-
стей должны быть отделены пробелом: 9.8 м/c2 или
9.8 м с–2, 37 Дж моль–1 град–1. Единообразие напи-
сания размерностей в рукописи является обяза-
тельным.

При перечислении, а также в числовых интер-
валах размерность приводится лишь для послед-
него числа (10–30 Дж/моль, 22–25°С), за исклю-
чением угловых градусов (5°–10°, а не 5–10°).
Размерности переменных пишутся через запятую
(Е, кДж/моль), подлогарифмических величин – в
круглых скобках без запятой: ln t (мин).

Специальные символы и цифры. Для печати спе-
циальных символов (греческие буквы, математи-
ческие символы, графические символы и т.п.)
следует использовать функцию Insert Symbol в ре-
дакторе Microsoft Word. Десятичные доли в числах
отделяются точкой (3.14, а не 3,14).

Репринты. После выхода журнала издатель-
ство высылает авторам бесплатно PDF-файлы
русской и английской версии статьи.
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