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В настоящей работе мы впервые применили престин – электроподвижный белок слухового анализато-
ра млекопитающих – в качестве потенциал-чувствительного ядра генетически кодируемого индикатора
мембранного потенциала. Prestin-5 – один из вариантов химерного белка, полученного нами путем сли-
яния полипептидных цепей престина и флуоресцентного репортера FusionRed, – при электрофизиоло-
гическом тестировании продемонстрировал флуоресцентный ответ на изменение мембранного потен-
циала, характеризующийся субмиллисекундной кинетикой. Таким образом, мы показали работоспо-
собность престина в составе флуоресцентных потенциал-чувствительных конструкций.
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ВВЕДЕНИЕ
Перспективный подход к мониторингу элек-

трической активности нервных клеток – исполь-
зование генетически кодируемых индикаторов
мембранного потенциала (ГКИМП) [1], которые
представляют собой химерные белки с трансмем-
бранным доменом. Индикаторы разной струк-
турной организации объединяет наличие у них
двух функциональных активностей: чувствитель-
ности к мембранному потенциалу и способности
реагировать на его колебания изменением своих
оптических свойств. В большинстве ГКИМП эти
функциональные активности реализуются струк-
турно различающимися белковыми доменами,
потенциал-чувствительным (ПЧД) и репортер-
ным (чаще всего представлен вариантом флуо-
ресцентного белка). Имеющийся репертуар ПЧД
сравнительно беден [1], и поиск новых кандида-
тов на эту роль представляется актуальной науч-
ной задачей.

Престин – электроподвижный белок лате-
ральной мембраны внешних волосковых клеток
млекопитающих, конформационные изменения
которого в ответ на изменения электрохимиче-
ского потенциала происходят в субмиллисекунд-
ной временной шкале [2, 3]. Недавно была также
выявлена роль престина в работе сердечной му-
скулатуры [4]. Цель настоящей работы – опреде-
лить, возможно ли использование престина в ро-
ли потенциал-чувствительного домена ГКИМП.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно данным компьютерного моделиро-

вания [5], молекула престина состоит из 14 транс-
мембранных сегментов и цитоплазматического
STAS-домена. Принимая во внимание крупный
размер и сложность организации молекулы прести-
на, мы предложили три топологических варианта
молекулы индикатора: “insertion-into-FP”, “inser-
tion-into-cpFP”, а также “insertion-of-cpFP” (рис. 1).
В качестве репортерного домена был взят красный
флуоресцентный белок FusionRed, потенциально
пригодный для визуализации индикатора in vivo.

Первый вариант предполагает вставку гена
чувствительного ядра (престина) внутрь гена
флуоресцентного белка с сохранением “нативно-

Сокращения: ГКИМП – генетически кодируемые индика-
торы мембранного потенциала; ПЧД – потенциал-чув-
ствительный домен; FP – флуоресцентный белок (f luores-
cent protein); cpFP – циркулярный пермутант флуорес-
центного белка (circularly permuted fluorescent protein).
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го” порядка следования аминокислот FusionRed,
но с фрагментацией его последовательности.
Второй вариант представляет собой вставку гена
престина внутрь гена циркулярного пермутанта
флуоресцентного белка cpFusionRed 189–188.
Выбор положения вставки чувствительного ядра
обоснован успешным применением этого способа
организации химерного гена в ГКИМП семейства
VSDFR 189–188, описанных нами ранее [6, 7].

Третий вариант, топология “insertion-of-cpFP”,
основан на инсерции кодирующей последователь-
ности cpFusionRed 189–188 в последовательность
чувствительного ядра (престина). Для инсерции
были выбраны три петельных участка, локализо-
ванных во внеклеточном пространстве (E2, E3,
E4), два петельных участка во внутриклеточном
пространстве (I2, I4) и участок, соединяющий
трансмембранный домен 14 и STAS-домен (S).

Рис. 1. Линейные схемы химерных белков на основе престина (синий) и флуоресцентного белка FusionRed (красный).
Прямоугольниками обозначены фрагменты полипептидных цепей доменов, входящих в состав индикатора (нумера-
ция аминокислот представлена в соответствии с нативной первичной структурой). Под вертикальными линиями, раз-
деляющими функциональные домены, указаны последовательности аминокислотных линкеров в однобуквенном коде. В
конструкциях “insertion-of-cpFP” состав линкеров стандартный: N-концевой GS, С-концевой GT. На белом фоне пред-
ставлен функциональный вариант ГКИМП, на светло-сером – варианты, прошедшие первичное тестирование, на темно-
сером – остальные химерные молекулы. FR – FusionRed, cpFR – циркулярно пермутированный FusionRed.
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Всего было сконструировано 18 вариантов ин-
дикатора (рис. 1), каждый из которых включен в
соответствующий ДНК-вектор для экспрессии в
клетках эукариот.

При экспрессии в клетках линии HEK293T
оценивали корректность мембранной локализа-
ции, склонность к агрегации и интенсивность
флуоресцентного сигнала индикаторов. Восемь
конструкций, продемонстрировавших удовле-
творительные результаты этого первичного те-
стирования (рис. 1), были направлены на функ-
циональное тестирование методом whole-cell
voltage clamp, которое представляло собой непре-
рывное измерение интенсивности флуоресцен-
ции при циклически запрограммированных
сдвигах мембранного потенциала от удерживаю-
щего потенциала (–60 мВ) до +100 мВ.

Один из вариантов в топологической группе
“insertion-into-cpFP” – Prestin-5 – при электро-
физиологическом тестировании продемонстриро-
вал индикаторные свойства (рис. 2). Его флуорес-
центный ответ на изменение мембранного потен-
циала характеризуется динамическим диапазоном

1.23% ΔF/F, временем активации флуоресцентно-
го ответа индикатора τon = 0.57 мс и временем его
инактивации τoff = 1.50 мс (рис. 2б). Prestin-5 был
успешно экспрессирован нами в первичной эм-
бриональной культуре нейронов мыши, что пока-
зывает возможность использования данного
ГКИМП в модельной системе, релевантной для
задач нейробиологии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Экспрессионные векторы содержали кодиру-
ющую последовательность гена престина мон-
гольской песчанки Meriones unguiculatus (UniProt
ID: Q9JKQ2, любезно предоставлена Peter Dallos)
и фрагменты красного флуоресцентного белка
FusionRed (Евроген, Россия). Упомянутые после-
довательности амплифицировали методом ПЦР,
используя праймеры, содержащие сайты узнава-
ния эндонуклеазы рестрикции BsaI и участки,
гомологичные последовательностям престина и
FusionRed, температура отжига 60°С, элонгация
20–120 с, 18–25 циклов. ПЦР-фрагменты вставля-

Рис. 2. (а) – Модель пространственной структуры ГКИМП Prestin-5, полученная с помощью онлайн-ресурса Alpha-
Fold2. Трансмембранный домен престина сверху; (б) – усредненное изменение интенсивности флуоресцентного сиг-
нала Prestin-5 (красная кривая) в клетках линии НЕК293Т (n = 6) при изменении мембранного потенциала от –60 мВ
до +100 мВ (черная кривая).

(а) (б) 0.5%
�F/F

+100 мВ

–60 мВ

20 мс
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ли в вектор pICH47742 (Addgene, США) методом
модульного клонирования Golden Gate [8].

Транзиентную трансфекцию клеток HEK293T
(из коллекции ATCC) и первичных эмбриональ-
ных нейронов мыши проводили методом липо-
фекции с использованием FuGene HD (Promega,
США) согласно протоколу производителя. Флуо-
ресцентный сигнал оценивали спустя 48 ч после
трансфекции на флуоресцентном микроскопе
BioRevo BZ-9000 (Keyence, Япония) с исполь-
зованием светофильтров TxRed (возбуждение
562/40 нм, эмиссия 624/40 нм). Электрофизиологи-
ческое тестирование методом локальной фиксации
потенциала в конфигурации whole cell проводили
на клетках линии НЕК293Т. Сигнал усиливали при
помощи стандартного внутриклеточного усилителя
Axoclamp 2B (Axon Instruments, США) в режиме
фиксации потенциала.

Флуоресцентный ответ на изменение мем-
бранного потенциала регистрировали с помощью
лазерного сканирующего микроскопа LSM 5 live
(Zeiss, Германия), объектив 63× W.I. NA 1.0 IR
DIC (Zeiss, Германия).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе работы получена химерная конструкция

Prestin-5, представляющая собой циркулярно пер-
мутированный красный флуоресцентный белок
FusionRed со вставкой полипептидной цепи пре-
стина внутрь молекулы и демонстрирующая инди-
каторные свойства. Кинетические характеристики
этого варианта индикатора ставят его в один ряд с
наиболее “быстрыми” ГКИМП на основе прокари-
отических опсинов. Таким образом, мы показали,
что престин пригоден для использования в качестве
потенциал-чувствительного ядра ГКИМП.
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The Electromotive Protein Prestin as a Sensitive Core 
of the Fluorescent Voltage Indicator
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In this study, we first used prestin, an electromotive protein of the mammalian auditory analyzer, as a voltage-
sensitive core of a genetically encoded voltage indicator. Prestin-5, one of the chimeric proteins obtained as
a fusion of prestin and the f luorescent reporter FusionRed, demonstrated a f luorescent response to change
in membrane potential, characterized by submillisecond kinetics. Thus, we demonstrate the performance of
prestin in f luorescent voltage-sensitive constructs.

Keywords: voltage indicator, fluorescent biosensor, neurobiology, fluorescent proteins, prestin
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