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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Депо-зависимый вход кальция – один из основных путей поступления кальция в электроневозбу-
димые клетки, вызывающий запуск множества внутриклеточных сигнальных каскадов. Белки семейства 
STIM (STIM1 и STIM2), ключевые в данном процессе, являются сенсорами кальция во внутриклеточных 
кальциевых депо, активирующими депо-управляемые каналы плазматической мембраны при снижении 
концентрации кальция. В физиологических условиях белки STIM1 и STIM2 управляют различными депо-
зависимыми ионными каналами плазматической мембраны. Селективные модуляторы активности белков 
STIM на данный момент отсутствуют, а инструментарий по разграничению их активности в условиях экс-
перимента недостаточен. В результате скрининга библиотеки низкомолекулярных соединений нами обна-
ружено вещество 4-MPTC, селективно подавляющее STIM2-зависимый депо-управляемый вход кальция 
(IC50 = 1 мкМ), но практически не влияющее на STIM1-зависимый механизм активации депо-управляемых 
каналов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА кальций, депо-управляемый вход, STIM1, STIM2, 2-APB, Orai.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 2-APB – 2-аминоэтоксидифенилборат; 4-MPTC – 4-метил-2-(2-пропилпиридин)-N-
(пиридин)-тиазол-5-карбоксамид; CC1 – домен coiled-coil 1; DMSO – диметилсульфоксид; STIM – молекула 
стромального взаимодействия; SOAR – STIM-ORAI-активирующий домен; Tg – тапсигаргин.
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ВВЕДЕНИЕ 
Повышение концентрации ионов кальция в цито-
плазме – один из общих ответов клетки на вне-
клеточную стимуляцию мембранных рецепторов 
физиологически активными веществами, запуска-
ющими широкий спектр внутриклеточных каска-
дов. В физиологических условиях кальциевый ответ 
клетки на агонист включает в себя не только вход 
внеклеточного кальция в клетку, но и опустошение 
внутриклеточных депо, расположенных в эндоплаз-
матическом ретикулуме [1]. Вход кальция в клетку 
через каналы плазматической мембраны в ответ 
на опустошение внутриклеточных депо или депо-
управляемый вход кальция [2] обеспечивает суще-
ственную часть притока ионов кальция. Запускают 
этот вход белки STIM (STIM1 и STIM2) – сенсоры 
кальция в просвете эндоплазматического ретику-
лума. Первым был охарактеризован белок STIM1, 
основной активатор депо-управляемого входа [3, 4]. 

Белки STIM1 и STIM2 различаются сродством к ио-
нам кальция и способностью к взаимодействию с ка-
налами плазматической мембраны [5]. STIM2 более 
чувствителен к малым изменениям концентрации 
кальция в депо и является более слабым активато-
ром депо-управляемого входа, чем STIM1. Вероятнее 
всего, STIM1 отвечает за кальциевый ответ клетки 
при поступлении внеклеточного сигнала, а STIM2 ре-
гулирует базальный уровень концентрации кальция 
в депо и цитозоле [6]. Кроме того, STIM2 способству-
ет переходу STIM1 в активное состояние [7]. В физи-
ологических условиях STIM1 и STIM2 активируют 
в клетке различные депо-управляемые каналы [8], 
которые сформированы белками семейств Orai [9, 
10] и TRP [11–13]. Белки STIM вовлечены в широкий 
спектр патологических процессов. Например, при бо-
лезни Хантингтона [14, 15], болезни Альцгеймера [16, 
17], церебральной ишемии [18] и черепно-мозговых 
травмах [19, 20] на фоне увеличенной активности 
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белков STIM наблюдается долговременное повыше-
ние концентрации кальция в нейронах, приводящее 
к клеточной гибели. Изменение уровней экспрессии 
STIM характерно для нескольких типов рака мо-
лочной железы [21], карциномы толстой кишки [22]. 
Таким образом, изменение активности белков STIM, 
в частности, уменьшение активности STIM2, может 
вызывать потенциальный терапевтический эффект. 
В фундаментальных исследованиях модулятор ак-
тивности белков STIM2 востребован как инструмент, 
дающий возможность разделить STIM1- и STIM2-
зависимые сигнальные пути, поскольку подобные 
фармакологические инструменты на данный момент 
отсутствуют. 

Исследователи активно применяют широкий 
спектр блокаторов депо-управляемого входа, боль-
шинство из них модулируют активность депо-за-
висимых каналов, но эти соединения зачастую не-
достаточно охарактеризованы и имеют несколько 
мишеней. Одно из наиболее часто применимых со-
единений 2-аминоэтоксидифенилборат (2-APB) 
впервые было охарактеризовано как блокатор IP

3
-

индуцированного выброса кальция [23]. В настоящее 
время оно широко применяется как блокатор депо-
управляемого входа при концентрациях более 50 
мкМ. Кроме того, показано, что 2-APB в концентра-
ции 5 мкМ может потенцировать депо-управляемый 
вход [24]. Механизм действия 2-APB не до конца из-
учен, известно, что это соединение действует на не-
сколько мишеней и, в том числе, оказывает модули-
рующий эффект на активность различных каналов, 
например, образованных белками семейства TRPV 
[25, 26] и Orai3 [27]. 2-APB увеличивает также не-
специфическую утечку кальция из просвета эндо-
плазматического ретикулума [28]. 

При заполненном кальцием депо эндоплазмати-
ческого ретикулума белки STIM находятся в неак-
тивной конформации, которая стабилизируется вза-
имодействием доменов СС1 (Coiled-Coil 1) и SOAR 
(STIM-Orai Activating Region). При опустошении 
депо белки STIM мультимеризуются, меняют свою 
конформацию и открывают домен SOAR для взаимо-
действия с каналами плазматической мембраны [29]. 
Известно, что соединение 2-APB в концентрациях 
порядка 10 мкМ вызывает депо-независимый вход 
кальция, переводя структуру белка STIM2 в актив-
ную конформацию [30]. Соединение 2-APB в большей 
концентрации (50 мкМ), напротив, стабилизирует бе-
лок STIM1 в неактивной конформации за счет усиле-
ния взаимодействия между доменами СС1 и SOAR 
и, тем самым, затрудняет взаимодействие домена 
SOAR с каналами Orai1 и их активацию. Любопытно, 
что повышение экспрессии Orai1 этот эффект ча-
стично нивелирует [31]. 

Таким образом, соединение 2-APB непосредствен-
но взаимодействует с белками STIM, а значит, яв-
ляется хорошей основой для поиска более селектив-
ного модулятора депо-управляемого входа кальция. 
В данной работе с целью выявления селективного 
модулятора белка STIM2 протестирована библио-
тека из 250 химических соединений, полученных 
от компании InterBioScreen Ltd. и обладающих схо-
жей с 2-APB химической структурой. Обнаружено, 
что вещество 4-MPTC подавляет STIM2-зависимый 
вход кальция (IC

50
 = 1 мкМ), но практически не вли-

яет на STIM1-зависимый механизм активации де-
по-управляемых каналов. Остальные 249 соединений 
из данной библиотеки оказывали разнонаправлен-
ный и неселективный эффект.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии
В работе использовали модельные клеточные ли-
нии, любезно предоставленные Jonathan Soboloff 
и Mohamed Trebak, созданные на базе клеток линии 
НЕК293: STIM1Orai3 (линия, экспрессирующая экзо-
генные белки STIM1-YFP и Orai3-CFP), STIM2Orai3 
(линия, экспрессирующая экзогенные белки STIM2-
YFP и Orai3-CFP) [32], STIM1 KО (линия с подавлени-
ем экспрессии белка STIM1 методом CRISPR/Cas9), 
STIM2 KO (линия с подавлением экспрессии бел-
ка STIM2 методом CRISPR/Cas9) и Orai3 КО (ли-
ния с подавлением экспрессии белка Orai3 методом 
CRISPR/Cas9) [30]. Клеточные линии культивирова-
ли в среде DMEM («Биолот», Россия) с добавлением 
10% эмбриональной сыворотки крупного рогатого ско-
та и антибиотиков пенициллина (100 ед./мл) и стреп-
томицина (0.1 мг/мл) при 37°С и 5% СО

2
. 

Флуоресцентные измерения
Изменения концентрации внутриклеточного кальция 
регистрировали с использованием флуоресцентно-
го зонда Fluo-4 AM (Thermo Fisher Scientific, США). 
Клеточные линии рассевали на 96-луночные план-
шеты для культивирования клеток за 48 ч до нача-
ла измерений. Клетки сначала инкубировали в те-
чение 1 ч в растворе HBSS (мМ: 2 CaCl

2
, 130 NaCl, 

25 KCl, 1.2 MgCl
2
, 10 HEPES и 10 глюкоза), содер-

жащем 5 мкМ Fluo-4 AM, затем в течение 30 мин 
в растворе HBSS, содержащем соединение 4-MPTC 
(InterBioScreen Ltd., Россия) либо 1% DMSO (Sigma-
Aldrich, США). Измерения проводили в присутствии 
2 мМ кальция во внеклеточном растворе на планшет-
ном ридере Fluostar Omega (BMG labtech, Германия). 
Данные представлены как значения интенсивности 
флуоресценции Fluo-4, нормированные на базальное 
значение флуоресценции.
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Электрофорез и иммуноблотинг
Клетки выращивали на чашках Петри диаметром 
60 мм, затем лизировали с добавлением коктейля 
ингибиторов протеаз. Электрофорез белков прово-
дили в денатурирующих условиях в 8% полиакрила-
мидном геле. Перенос белков на нитроцеллюлозную 
мембрану осуществляли полусухим методом на уста-
новке для переноса (Hoefer Pharmacia Biotech., 
Германия). Первичные антитела к STIM1 (Cell 
Signaling #4917, США), STIM2 (Cell Signaling #5668) 
и α-тубулину (Sigma-Aldrich #T6074, США) разводи-
ли в соотношении 1:1000. Вторичные антитела Anti-
Mouse IgG (Sigma-Aldrich #A0168) для α-тубулина 
и Anti-Rabbit IgG (Sigma-Aldrich #A0545) для STIM1 
и STIM2. Блоты проявляли на устройстве BioRad Cell 
Imaging System (Bio-Rad Laboratories, Inc., США).

Низкомолекулярные химические соединения 
для скрининга, в том числе и 4-MPTC, любезно 
предоставленные компанией InterBioScreen Ltd. 
(ibscreen.com) в сухом виде, растворяли в DMSO 
до концентрации 10 мМ.

Статистическая обработка
Статистическую обработку проводили с использова-
нием программного обеспечения Origin 8. Результаты 
флуоресцентных измерений проверяли на нормаль-
ность с помощью критерия Фишера. Группы данных 
сравнивали с помощью теста Бонферрони, стати-
стически значимые различия отмечены на рисун-
ках: «*» – при доверительном интервале p <0.05, 

«***» – при p <0.001 и «n.s.» – различия статистиче-
ски не значимы. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для поиска низкомолекулярных соединений, моду-
лирующих активность белков STIM2, использовали 
созданную на основе клеток линии НЕК293 модель-
ную клеточную линию, стабильно экспрессирующую 
экзогенные белки STIM2 и Orai3 (клеточная линия 
STIM2Orai3) (рис. 1А). Эффект влияния тестовых со-
единений на амплитуду кальциевого сигнала клеток 
в ответ на опустошение внутриклеточных кальцие-
вых депо регистрировали с помощью флуоресцент-
ного зонда Fluo-4 AM. Опустошение внутриклеточ-
ных кальциевых депо достигалось путем добавления 
во внеклеточный раствор 1 мкМ тапсигаргина (Tg), 
селективного блокатора кальциевых помп эндоплаз-
матического ретикулума. На первом этапе тести-
ровали действие библиотеки аналогов соединения 
2-APB на Tg-индуцированный кальциевый ответ. 
С этой целью клетки инкубировали в растворе HBSS, 
содержащем каждое из 250 исследуемых соединений 
(в концентрации 100 мкМ) в течение 30 мин перед на-
чалом экспериментов, в которых оценивали ампли-
туду кальциевого ответа на приложение 1 мкМ Tg. 
В результате скрининга библиотеки отобрали хими-
ческое соединение 4-MPTC (рис. 1В), наиболее силь-
но влияющее на Tg-индуцированный кальциевый от-
вет в клетках STIM2Orai3. Кальциевый ответ клеток 
был подавлен на 39 ± 3% по сравнению с клетками, 

Рис. 1. Уровень экспрессии белков STIM в клеточных линиях STIM1Orai3, STIM2Orai3, Orai3 КО, STIM1 КО и STIM2 
КО. А – иммуноблотинг с использованием антител против STIM1. Б – иммуноблотинг с использованием антител 
против STIM2. Для оценки равномерности нанесения проб представлены данные по окрашиванию проб антитела-
ми к α-тубулину. В – структурная формула химического соединения 4-MPTC

A
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инкубированными в растворе, содержащем 1% DMSO 
(рис. 2А). Поскольку соединение 4-MPTC существен-
но подавляет Tg-индуцированный кальциевый ответ 
в клетках с повышенной экспрессией белков STIM2 
и Orai3, то можно полагать, что 4-MPTC модулирует 
активность именно этих белков. В пользу непосред-
ственного действия 4-MPTC на Orai3 может говорить 
и тот факт, что соединение 2-APB способно активи-
ровать канал Orai3 [27]. Для проверки влияния со-
единения 4-MPTC на каналы Orai3 использовали 
клеточную линию НЕК293 с нокаутом белка Orai3 
(клеточная линия Orai3 KO). Инкубация клеток Orai3 
KO с 4-MPTC изменяла форму Tg-индуцированного 
кальциевого ответа и снижала его амплитуду на 12 ± 
3% (рис. 2Б). Более того, в клеточной линии НЕК293 
с экспрессией экзогенных белков STIM1 и Orai3 
(клеточная линия STIM1Orai3) инкубация клеток 
с соединением 4-MPTC не подавляет амплитуду 
Tg-индуцированного кальциевого ответа (рис. 2Б), 
а значит, и не уменьшает активность каналов Orai3. 
Следовательно, белок Orai3 не является селективной 
мишенью соединения 4-MPTC. 

Известно, что активность депо-управляемых ка-
налов в клетке может модулироваться как белками 
STIM1, так и белками STIM2 [8]. Изменяя уровень 
экспрессии данных белков, можно управлять пре-
обладающим путем активации депо-управляе-
мого входа либо через белок STIM1, либо через 
STIM2. Для проверки действия соединения 4-MPTC 
на белок STIM1 использовали клеточную линию 
НЕК293 с экспрессией экзогенных белков STIM1 
и Orai3. Как было сказано выше, инкубация клеток 
STIM1Orai3 с соединением 4-MPTC меняет форму, 
но не подавляет амплитуду Tg-индуцированного 
кальциевого ответа (рис. 2Б). Поскольку в клеточ-
ной линии STIM2Orai3 соединение 4-MPTC суще-
ственно уменьшало амплитуду кальциевого ответа, 

но не изменяло форму кривой (рис. 2А), можно пред-
положить, что на путь активации депо-управля-
емого входа это соединение действует через белок 
STIM2, но не через STIM1. Изменение формы кривой 
в клеточных линиях Orai3 KO и STIM1Orai3 доста-
точно характерно и отражает уменьшение скорости 
развития кальциевого ответа. Поскольку в клетках 
Orai3 KO и STIM1Orai3 присутствует эндогенный 
белок STIM2 (рис. 1Б), соединение 4-MPTC может 
уменьшить активность этого белка и тем самым из-
менить динамику как выброса кальция из депо 
в цитоплазму, так и входа внеклеточного кальция. 
Аналогичное влияние на кальциевый ответ оказы-
вает нокаут белка STIM2 с применением коротких 
интерферирующих РНК, который уменьшает и вы-
брос кальция из депо [33], и последующий вход [4, 
34]. Клеточные линии со сверхэкспрессией белков 
STIM (STIM1Orai3, STIM2Orai3) содержат эндоген-
ные белки STIM1 и STIM2 (рис. 1А,Б), что затрудня-
ет интерпретацию результатов. Поэтому в дальней-
ших исследованиях использовали клеточные линии 
с нокаутом белков STIM1 (клеточная линия STIM1 
КО) и STIM2 (клеточная линия STIM2 КО), которые 
лишены этого недостатка (рис. 1А,Б).

При полном подавлении экспрессии STIM1 бе-
лок STIM2 становится ключевым и единственным 
активатором депо-управляемого входа кальция [4]. 
Предварительное инкубирование клеток STIM1 КО 
с 4-MPTC уменьшало на 57 ± 8% Tg-индуцированный 
кальциевый ответ по сравнению с контролем (инку-
бация с 1% DMSO) (рис. 3А). Необходимо отметить, 
что в этих условиях 4-MPTC более эффективно 
подавляет депо-управляемый вход кальция. Так, 
в клеточной линии STIM1 КО Tg-индуцированный 
ответ был подавлен на 57%, тогда как в клетках 
STIM2Orai3 подавление составило 39%. В клетках 
с нокаутом белка STIM2, в которых единственным 
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Рис. 2. Влияние соединения 4-MPTC на Tg-индуцированный кальциевый ответ в клеточных линиях с экспрессией 
экзогенных белков STIM2 и Orai3 (А), STIM1 и Orai3 (Б) и с подавлением экспрессии белка Orai3 (В). Показана за-
висимость флуоресценции Fluo-4 от времени, нормированная на базальный уровень флуоресценции. До начала 
эксперимента клетки инкубировали в течение 30 мин в растворе HBSS с добавлением 100 мкМ 4-MPTC. Кон-
трольные клетки инкубировали в течение 30 мин в растворе HBSS с добавлением 1% DMSO. Данные представле-
ны как средние значения ± стандартная ошибка среднего (n = 12)



144 | ACTA NATURAE |  ТОМ 13  № 1 (48)   2021

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

активатором депо-управляемого входа кальция яв-
ляется белок STIM1, наблюдается существенное 
изменение формы кривой Tg-индуцированного от-
вета после инкубации с соединением 4-MPTC, кон-
центрация кальция увеличивается медленнее, чем 
в контрольных клетках, но максимальная ампли-
туда кальциевого ответа выше на 61 ± 5% (рис. 3Б). 
Экспериментально показано, что соединение 4-MPTC 
в клеточных линиях STIM1 КО и STIM2 КО действу-
ет разнонаправленно, ингибируя кальциевый ответ 
через STIM2-зависимые пути и увеличивая его через 
STIM1-зависимые пути. Таким образом, отобранное 
нами соединение 4-MPTC обеспечивает возможность 
разделения путей активации депо-управляемого 
входа через различные белки STIM, но механизм 
действия этого соединения требует уточнения. 

Соединение 4-MPTC имеет характерную кривую 
зависимости эффекта действия от концентрации 
(рис. 4). Изучено действие 4-MPTC в концентрации 
0.001, 0.1, 1, 10 и 100 мкМ на Tg-индуцированный 
кальциевый ответ в клетках STIM2Orai3. Величина 
концентрации полумаксимального ингибирования 
(IC

50
) составляет 1 мкМ и рассчитана по аппроксими-

рующей кривой. 
Таким образом, из представленных выше ре-

зультатов можно заключить, что в клеточных ли-
ниях с преобладающим количеством белка STIM2 
(STIM1 КО, STIM2Orai3) применение 4-MPTC су-
щественно подавляет амплитуду кальциевого отве-
та на Tg. А в клеточных линиях с преобладающим 
количеством белка STIM1 (STIM2 КО, STIM1Orai3) 
соединение 4-MPTC изменяет форму кривой каль-
циевого ответа без уменьшения его амплитуды. Т.е. 
соединение 4-MPTC селективно подавляет вход 

кальция при депо-управляемом входе через STIM2-
зависимый, но не через STIM1-зависимый путь. 

Несмотря на то что соединение 2-APB широко 
применяется как блокатор депо-управляемого вхо-
да кальция, оно недостаточно селективно подавляет 

Рис. 3. Влияние соединения 4-MPTC на Tg-индуцированный кальциевый ответ в клеточных линиях с подавлением 
экспрессии белка STIM1 (А) и STIM2 (Б). Показана зависимость флуоресценции Fluo-4 от времени, нормиро-
ванная на базальный уровень флуоресценции. До начала эксперимента клетки инкубировали в течение 30 мин 
в растворе HBSS с добавлением 100 мкМ 4-MPTC. Контрольные клетки инкубировали в течение 30 мин в раство-
ре HBSS с добавлением 1% DMSO. Данные представлены как средние значения ± стандартная ошибка среднего 
(n = 12)
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Рис. 4. Зависимость амплитуды Tg-индуцированного 
кальциевого ответа от концентрации соединения 
4-MPTC в клеточной линии, экспрессирующей экзоген-
ные белки STIM2 и Orai3. Показано значение флуорес-
ценции Fluo-4 на 9-й мин эксперимента, нормирован-
ное на базальный уровень флуоресценции. До начала 
эксперимента клетки инкубировали в течение 30 мин 
с различными концентрациями 4-MPTC (0.001, 0.1, 
1, 10 и 100 мкМ). Данные представлены как средние 
значения ± стандартная ошибка среднего (n = 6). 
Пунктиром обозначены уровень подавления на 50% 
от максимального и концентрация полумаксимального 
ингибирования (IC
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 = 1 мкМ)
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депо-зависимый вход, а кроме того, имеет разнона-
правленный эффект в зависимости от концентрации. 
В поисках блокатора, лишенного перечисленных не-
достатков, исследуют производные 2-APB [35–41]. 
Большинство найденных соединений подавляют 
депо-управляемый вход в меньших концентрациях, 
чем 2-APB, а также лишены способности активиро-
вать вход кальция при определенных концентраци-
ях, иными словами, обладают лучшими блокирующи-
ми свойствами, чем исходное соединение. При поиске 
новых блокаторов депо-управляемого входа большее 
внимание уделяется STIM1-зависимому пути акти-
вации депо-управляемого входа, а STIM2-зависимый 
путь часто остается неисследованным. Например, 
в качестве модельных используют клетки линии 
MDA-MB-231, где ключевую роль в депо-зависи-
мом входе играют белки STIM1 и Orai1, либо клетки 
НЕК293, экспрессирующие STIM1 и белки семейства 
Orai [42, 43]. Исследование соединений DPB163-AE 
и DPB162-AE показало, что они по-разному взаимо-

действуют со STIM1 и STIM2, но в результате по-
давляют депо-зависимый вход через оба эти белка 
[37]. Обнаруженное нами соединение 4-MPTC обла-
дает ингибирующим эффектом на STIM2-зависимый 
путь, но не подавляет вход кальция через STIM1-
зависимый путь.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Скрининг библиотеки аналогов соединения 2-APB 
клеток позволил отобрать соединение 4-MPTC, ко-
торое оказывает ингибирующий эффект на Tg-
индуцированный кальциевый ответ клеток 
через STIM2-зависимый путь поступления каль-
ция, но не подавляет вход кальция через STIM1-
зависимый путь. Механизм действия этого соедине-
ния на белок STIM2 требует дальнейшего уточнения.
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