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Депо-управляемый вход кальция (store-operated calcium entry, SOCE) является основным механиз-
мом притока Ca2+ в невозбудимые клетки. Основными компонентами SOCE являются молекула 
стромального взаимодействия 1 (stromal interaction molecule 1, STIM1), локализованная в эндоплаз-
матическом ретикулуме, и активируемый в результате высвобождения ионов кальция Ca2+-канал 
(Ca2+ release-activated Ca2+ channel, CRAC) Orai, локализованный на плазматической мембране. 
Механизм SOCE требует взаимодействия между белками STIM1 и Orai. В клетках млекопитающих 
были выявлены три гомолога Orai: Orai1, Orai2 и Orai3. Хотя белок Orai1 был широко изучен, и было 
показано, что он необходим для множества клеточных процессов, Orai3 также недавно привлёк 
к себе значительное внимание. Механизмы запуска и активации канала Orai3 ещё полностью 
не выяснены. В настоящей работе нами был экспрессирован, очищен и реконструирован в липо-
сомах белок Orai3. В полученных протеолипосомах была изучена ориентация и олигомерное со-
стояние этого белка. Показано, что белок STIM1 взаимодействует с Orai3-содержащими протео-
липосомами и опосредует высвобождение из них ионов кальция. Это указывает на функционально 
активное состояние канала Orai3 и то, что рекомбинантный белок STIM1 может напрямую откры-
вать канал Orai3 в условиях in  vitro. Разработанная нами система высвобождения ионов кальция 
in vitro может быть использована для изучения структуры, функции и фармакологических свойств 
канала Orai3.
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DOI: 10.31857/S0320972523090099, EDN: WUHVBK

Принятые сокращения: SOCE  – store-operated calcium entry, депо-управляемый вход кальция; STIM1  – stromal 
interaction molecule 1, молекула стромального взаимодействия 1.
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ВВЕДЕНИЕ

Ионы Са2+ являются важным вторичным 
мессенджером, который участвует практически 
во всех физиологических процессах в клетке. 
Нарушения внутриклеточного гомеостаза каль-
ция зачастую связаны с различными заболева-
ниями [1, 2]. Депо-управляемый вход кальция 
(store-operated calcium entry, SOCE) является 
одним из основных механизмов поступле-
ния внеклеточного кальция в клетки млеко-
питающих и центральным механизмом регу-
ляции кальций-зависимой передачи сигнала 
в невозбудимых клетках. Ключевыми элемен-
тами процесса активации SOCE являются 
белок STIM1 (stromal interaction mole cule 1, 
молекула стромального взаимодействия 1) и бе-

лок Orai1 [3–6]. Известно, что белок Orai1 об-
разует высокоселективные кальциевые каналы 
в плазматической мембране. Показана связь 
недостатка Orai1 со многими заболеваниями, 
такими как иммунодефицит, мышечная гипо-
тония и ангидротическая эктодермальная дис-
плазия [7–9]. У млекопитающих идентифици-
рованы три белка Orai (Orai1, Orai2 и Orai3), 
которые имеют высокую степень гомологии 
аминокислотных последовательностей, но 
проявляют различные функциональные свой-
ства [10–12]. Из этих трёх белков Orai1 вносит 
наибольший вклад в SOCE, взаимодействуя с 
белком STIM1. Поэтому его структура, функ-
ции и механизм активации были подробно 
изучены [13–15]. Orai1 представляет собой бе-
лок с четырьмя трансмембранными доменами, 
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оба конца которого расположены в цитозоле, 
и он функционирует как гексамерный ком-
плекс [16]. STIM1 представляет собой однопро-
ходной белок мембраны эндоплазматического 
ретикулума (ЭР) с люминальным N-концевым 
участком, содержащим два мотива EF-ручка 
(EF-hand) и стерильный альфа-мотив (sterile 
alpha motif, SAM). С-Концевой участок белка 
STIM1 экспонирован в цитозоль. При исто-
щении запасов кальция в ЭР белок STIM1 
посредством своего домена EF-ручка реаги-
рует на снижение концентрации ионов Ca2+ в 
ЭР. Это выражается в кластеризации белков 
и их транслокации в область стыковки мем-
бран ЭР и плазматической мембраны. SOAR-
домен белка STIM1 отвечает за связывание 
с N- и C-концевыми фрагментами Orai1 для 
обеспечения открытия канала  [14,  17]. Канал 
Orai1 играет ключевую роль во многих кле-
точных функциях и ассоциирован со многими 
заболеваниями. Мутация R91W в белке Orai1 
вызывает блокировку процесса активации 
канала, что приводит к тяжёлому комбини-
рованному иммунодефициту (severe combined 
immunodeficiency, SCID) у пациентов [8]. Му-
тации с усилением функции (gain-of-function 
mutations) в белке Orai1, вызывающие консти-
тутивную активность канала, приводят к воз-
никновению несиндромальной тубулярной 
агрегатной миопатии и синдрома тромбоцитов 
Йорка, а также синдрома Сторморкен [18, 19].

Белок Orai3 является уникальным кана-
лом, экспрессия которого наблюдается только 
у млекопитающих. Участвующие в образова-
нии пор трансмембранные домены всех трёх 
белков Orai демонстрируют высокую степень 
консервативности. Как и Orai1, Orai3 пред-
ставляет собой белок, образованный четырь-
мя трансмембранными доменами, и его N- и 
C-концевые фрагменты экспонированы в ци-
топлазму  [20–22]. Показано, что белок Orai3 
также индуцирует SOCE, однако величина 
притока кальция в этом случае меньше, чем 
в случае Orai1. Кроме того, Orai3 связывает-
ся с Orai1 с образованием гетеромультимер-
ных Ca2+-каналов, регулируемых арахидоно-
вой кислотой (arachidonic acid-regulated Ca2+, 
ARC), и Ca2+-каналов, регулируемых лейко-
триеном C4 (leukotriene C4  (LTC4)-regulated, 
LRC), но эти каналы являются депо-незави-
симыми [23–26]. Недавно была показана кри-
тическая роль белка Orai3 в прогрессировании 
многих видов рака, например, рака молочной 
железы, экспрессирующего эстрогеновые ре-
цепторы (ER+), немелкоклеточного рака лёг-
кого и рака предстательной железы  [27–29]. 
Было также показано, что Orai3 способствует 

ремоделированию гладкомышечных клеток 
сосудов при повреждении сосудов и аутоим-
мунных заболеваниях  [30,  31]. Хотя в послед-
ние годы белок Orai3 привлёк значительное 
внимание исследователей, тем не менее меха-
низмы его запуска и активации ещё полностью 
не выяснены. Реконструкция мембранных бел-
ков в липосомах оказалась мощным инстру-
ментом для изучения функции мембранных 
белков в упрощённой среде, которая, тем не 
менее, имитирует их нативную липидную сре-
ду [32, 33]. В настоящей работе нами были экс-
прессированы белок Orai3 и домен SOAR белка 
STIM1 в клетках Escherichia coli и получены их 
очищенные препараты. Солюбилизированный 
детергентом белок Orai3 был нами реконструи-
рован в липосомах. В полученных протеоли-
посомах была изучена ориентация и олигомер-
ное состояние этого канала. С помощью такой 
системы мы показали, что STIM1 может непо-
средственно вызывать высвобождение ионов 
кальция из протеолипосом, содержащих Orai3. 
Полученные нами результаты указывают на то, 
что реконструкция мембранного белка Orai3 
в липосомах является эффективным инстру-
ментом для изучения функций каналов Orai3 
in vitro. Этот метод может способствовать раз-
работке новых стратегий для изучения молеку-
лярных механизмов действия каналов Orai3 и 
разработки новых препаратов направленного 
действия для лечения заболеваний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Плазмиды. Полный ген белка Orai3 челове-
ка был клонирован в вектор pGEX-6P-1 с при-
креплением метки HA к C-концу. Фрагмент 
белка STIM1 человека из аминокислотных 
остатков 342–531 (STIM1 (а.о.  342–531)) был 
клонирован в вектор pET-28a с меткой Flag на 
C-конце. С полными последовательностями 
плазмид можно ознакомиться в Приложении.

Экспрессия и очистка белка. Чтобы вы-
звать экспрессию белков GST-Orai3-HA и 
His6-STIM1 (342–531)-Flag, клетки E. coli 
Rosetta DE3 («Novagen», США) были транс-
формированы плазмидами. Клетки E. coli вы-
ращивали в среде LB при 37 °C до достижения 
значения оптической плотности среды при 
600 нм (OD600), равной 0,8. Индукцию экспрес-
сии белка осуществляли путём добавления 
0,5 мМ изопропил-β-D-тиогалактозида на 12 ч 
при 24 °C. Клетки собирали и затем лизиро-
вали с помощью ультразвука в растворе 50 мМ 
Tris-HCl (pH 8,0), содержащем 300 мМ NaCl и 
набор ингибиторов протеаз («Roche», Швей-
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цария). Чтобы очистить белок GST-Orai3-HA, 
суммарные клеточные мембраны осаждали в 
ходе ультрацентрифугирования при 182 000 g 
в течение 1 ч при 4 °C. Полученный осадок го-
могенизировали и солюбилизировали в 50 мМ 
буфера Tris-HCl (pH 8,0), содержащего 300 мМ 
NaCl и 2% (v/v) Triton X-100, в течение 2 ч. Не-
растворимые остатки клеток удаляли при цен-
трифугировании в режиме 100 000 g в течение 
30 мин при 4 °C, и полученный супернатант 
инкубировали с гранулами глутатион-сефа-
розы («GE Healthсare», США). Затем гранулы 
промывали 50 мМ буфера Tris-HCl (pH 8,0), 
содержащего 300 мМ NaCl и 0,1% (v/v) Triton 
X-100. Связавшиеся с гранулами белки элюи-
ровали 10 мМ восстановленного глутатиона в 
50 мМ Tris-HCl (pH 8,0), содержащего 300 мМ 
NaCl. Далее белок GST-Orai3-HA очищали пу-
тём гель-фильтрации с использованием 50 мМ 
Tris-HCl (pH 8,0), содержащего 300 мМ NaCl и 
0,1% (v/v) Triton X-100, на колонке Superdex 200 
(«GE Healthсare»), предварительно уравнове-
шенной тем же буфером. Для очистки STIM1 
(а.о. 342–531) клетки выращивали и затем 
лизировали с помощью ультразвука в 50 мМ 
Tris-HCl (pH 8,0), содержащего 300 мМ NaCl, 
4 мМ имидазола и 2 мМ β-меркаптоэтанола. 
Лизаты клеток осветляли путём центрифугиро-
вания при 38 900 g в течение 1 ч при 4 °C. Ре-
комбинантный белок очищали с помощью 
хроматографии на колонке Ni-NTA («Qiagen», 
США). После нанесения раствора белка смолу 
промывали 20 мМ имидазола в 50 мМ Tris-HCl 
(pH 8,0), содержащего 300 мМ NaCl, и связав-
шийся белок элюировали 400 мМ имидазола. 
Белок His-STIM1 (342–531)-Flag дополни-
тельно очищали с помощью ионообменной 
хроматографии с использованием колонки 
HiTrap Q HP («GE Healthcare»), предварительно 
уравновешенной буфером A (20 мМ Tris-HCl, 
pH 8,0). Образцы белка наносили на колонку с 
использованием петли объёмом 5 мл. Колонку 
промывали пятью объёмами буфера A. Связав-
шиеся белки элюировали с колонки линейным 
градиентом концентрации NaCl (от 0 до 1 M 
NaCl в пяти объёмах колонки).

Анализ белков путём совместного осаж-
дения (pull-down assay). Меченные биотином 
концевые пептиды белка Orai3 были синтези-
рованы «GL Biochem» (Шанхай, Китай). Пеп-
тиды иммобилизовывали на гранулах стреп-
тактин сефарозы («Qiagen») и инкубировали 
с очищенным STIM1 (а.о.  342–531) в течение 
1 ч при 4 °C. Гранулы промывали три раза и 
кипятили в двухкратном буфере для образцов 
белка, содержащем додецилсульфат натрия 
(SDS). Далее белки разделяли с использовани-

ем электрофореза в ПААГ в присутствии SDS 
(SDS-PAGE), и затем подвергали Вестерн-блот-
тингу с использованием антител против Flag.

Вестерн-блоттинг. Образцы белков под-
вергали разделению с использованием SDS-
PAGE, и разделённые белки переносили 
на поливинилиденфторидную (PVDF) мем-
брану. Мембрану блокировали в течение 1  ч 
5%-ным обезжиренным молоком в соле-
вом растворе с Tris-буфером, содержащим 
0,1%-ный Tween 20 (TBST), и затем инкубиро-
вали в течение ночи с первичными антителами 
при 4 °C. Затем мембрану промывали три раза 
в TBST и в течение 1 ч инкубировали со вто-
ричными антителами, конъюгированными с 
пероксидазой хрена (HRP). Белковые полосы 
идентифицировали с помощью реагента ECL 
Western blotting substrate («Pierce», США).

Получение липосом. Препараты 1,2-паль-
митоил-олеоил-sn-глицеро-3-фосфохолина 
(POPC), 1,2-пальмитоил-олеоил-sn-глицеро-3-
фосфосерина (POPS) и меченного родамином 
1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-фосфоэтанол-
амина, DPPE (Rho-PE), были получены от 
«Avanti Polar Lipids» (Алабастер, США). Липо-
сомы приготавливали в стеклянной пробирке 
с помощью раствора липида (10 мМ) в хлоро-
форме (83,5% POPC, 15% POPS, 1,5% Rho-PE). 
Липиды высушивали под мягким потоком азо-
та до образования тонкой плёнки и затем су-
шили в вакуумном эксикаторе в течение ночи. 
Далее плёнки липида увлажняли с использова-
нием буфера Hepes (25 мМ Hepes, 100 мМ KCl), 
после чего 10  раз замораживали и размора-
живали. Для получения однослойных липо-
сом суспензию липидов 10 раз пропустили под 
давлением через поликарбонатные фильтры с 
диаметром пор, равным 100 нм («Whatman», 
Великобритания), с использованием аппарата 
Mini-Extruder («Avanti Polar Lipids»).

Реконструкция белка в липосомах. Очи-
щенный белок GST-Orai3-HA смешивали с 
липосомами в молярном соотношении 1 : 1000 
(белок : общий липид). Конечная концен-
трация белка составляла 2 мкМ, а липи-
дов – 2 мМ. Для загрузки ионов Ca2+ в протео-
липосомы в реконструкционную смесь добав-
ляли Ca2+ до конечной концентрации, равной 
200 мкМ. Эту смесь инкубировали при ком-
натной температуре при мягком встряхива-
нии в течение 5 мин. Чтобы удалить детергент 
(Triton X-100), липосомы инкубировали при 
4 °C с тремя сменами гранул Bio-Beads SM2 
(«Bio-Rad», США) – 20 мг гранул на 1 мл сус-
пензии липосом. Реконструкционную смесь 
затем подвергали ультрацентрифугированию 
при 55 000  об./мин в течение 1 ч при 4 °C. 
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Полученный осадок промывали буфером 
Hepes и снова подвергали ультрацентрифуги-
рованию для удаления остатков ионов каль-
ция. Ca2+-содержащие протеолипосомы Orai3 
ресуспендировали в буфере Hepes.

Флотационный анализ. Эффективность 
реконструкции белка определяли с помо-
щью анализа флотации в градиенте сахарозы. 
Протеолипосомы (30 мкл) смешивали с 1,9 M 
сахарозы (100 мкл) и далее последовательно 
наслаивали 1,25 M (100 мкл) и 0,25 M (20 мкл) 
сахарозы. Образцы центрифугировали в тече-
ние 1 ч на роторе Beckman TLS 55 в режиме 
55 000 об./мин при 4 °C. Градиент сахарозы 
собирали в виде пяти фракций, которые далее 
анализировали с помощью Вестерн-блоттинга.

Определение ориентации белка в липосомах. 
Протеолипосомы с белком GST-Orai3-HA ин-
кубировали с протеазой 3C («Takara», Япония) 
или без неё в течение 3 ч при 4 °C. Реакцию 
останавливали путём добавления SDS-содержа-
щего буфера для нанесения образцов, и образцы 
анализировали с помощью Вестерн-блоттинга 
с использованием антител против HA.

Определение олигомеров белков в липо-
сомах. Протеолипосомы, содержащие GST-
Orai3-HA, инкубировали с 1%-ным SDS или 
1%-ным дигитонином при 4 °C в течение 1 ч 
и затем аккуратно наслаивали на верхний слой 
5–25%-ного (w/v) градиента сахарозы. Образ-
цы центрифугировали при 174 000 g и 4 °C в 
течение 2 ч. Градиент собирали в виде 14 фрак-
ций, которые затем анализировали с помощью 
Вестерн-блоттинга.

Определение потока кальция. После рекон-
струкции белка GST-Orai3-HA в липосомах 
и их загрузки ионами Ca2+ функционирова-
ние Orai3 в качестве ионного канала оцени-
вали с помощью метода определения потока 
ионов  Ca2+, основанного на измерении флуо-

ресценции с использованием пентанатриевой 
соли Fura-2 и ридера микропланшет. Кон-
трольные липосомы и протеолипосомы, содер-
жащие белок Orai3 (100 мкл), вносили в ячейки 
чёрной 96-ячеечной микропланшеты. В каж-
дую ячейку добавляли краситель Fura-2 (ко-
нечная концентрация 50 мкМ), и микроплан-
шету инкубировали в течение 2 мин на ридере 
микропланшет SpectraMax i3x (установленный 
на режим прочтения конечной точки) до начала 
измерения в каждой ячейке сигнала флуорес-
ценции при 510 нм (возбуждение при 340 нм 
и 380 нм) без добавления или после добавления 
STIM1 (а.о. 342–531) (2 мкМ) или детергента 
Triton Х-100 (5 мкл). Соотношение интенсив-
ности флуоресценции, F340 нм / F380 нм, для 
красителя Fura-2 было прямо пропорциональ-
но концентрации ионов Ca2+.

Статистическая обработка результатов. Ана-
лиз полученных данных проводили с исполь-
зованием программы GraphPad Prism  5. Полу-
ченные результаты представлены в виде сред-
него ± стандартная ошибка отклонения (SD). 
Различия между двумя группами определяли с 
помощью t-критерия Стьюдента. Различия счи-
тались статистически значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Экспрессия и очистка белка Orai3 и фрагмен-
та белка STIM1. Белки Orai1 и STIM1 являются 
ключевыми молекулами процесса активации 
SOCE, который зависит от взаимодействия 
между доменом SOAR (а.о. 344–442) белка 
STIM1 и N- и C-концевыми фрагментами бел-
ка Orai1 (рис. 1, а). Хотя Orai3 является гомо-
логом белка Orai1, его уникальные функции 
остаются невыясненными. Чтобы определить 
функции белка Orai3 и создать эффективную 

Рис. 1. Экспрессия и очистка Orai3 и STIM1 (а.о. 342–531). а – Схематичное изображение активации канала CRAC 
(Ca2+ release-activated Ca2+ channel, активируемый в результате высвобождения ионов кальция Ca2+-канал). Связыва-
ние SOAR-домена STIM1 с N- и C-концевыми фрагментами белка Orai1 приводит к открытию канала и проникно-
вению ионов кальция. б – Окрашивание Кумасси бриллиантовым голубым очищенного Orai3 и STIM1 (а.о. 342–531)
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Рис. 2. Взаимодействия между STIM1 (а.о. 342–531) и N- и С-концевыми пептидами белка Orai3 (NT и CT соответ-
ственно). а  –  Аминокислотные последовательности синтетических пептидов белка Orai3. б  –  Анализ совместного 
осаждения (Pull-down assay) для определения связывания STIM1 (а.о.  342–531) и концевых пептидов белка Orai3. 
IB: Flag – антитела против Flag

и простую исследовательскую модель in  vitro, 
полноразмерный белок Orai3 и фрагмент белка 
STIM1 (а.о. 342–531) были экспрессированы в 
клетках E. coli и далее очищены. Поскольку до-
мен SOAR белка STIM1, как известно, трудно 
очистить, нами были протестированы несколь-
ко несущих домен SOAR конструкций, вклю-
чая фрагменты STIM1 (а.о. 233–531), STIM1 
(а.о. 310–531) и STIM1 (а.о. 342–531). Фраг-
мент оказалось легко выделить, и он демон-
стрировал более сильное связывание с Orai3. 
Рекомбинантный белок Orai3 был помечен 
метками GST и HA, а STIM1 (а.о. 342–531)  – 
метками His и Flag (рис. 1, б). Экспрессию и 
очистку белка GST-Orai3-HA (молекулярная 
масса ~ 58 кДа) подтверждали с помощью Ве-
стерн-блоттинга с использованием антител 
против HA.

Взаимодействия между STIM1 (а.о. 342–
531) и концевыми пептидами Orai3. В предыду-
щей работе мы показали, что STIM1 (а.о. 342–
531) взаимодействует с каналом Orai  [21]. 
В настоящей работе мы подтвердили с помо-
щью метода совместного осаждения (pull-down 
assay) связывание STIM1 (а.о. 342–531) как 
с N-, так с C-концевыми фрагментами белка 
Orai3. С этой целью были синтезированы ме-
ченные биотином пептиды на основе последо-

вательностей белка Orai3 человека (рис. 2, а), 
которые связывали с гранулами, конъюгиро-
ванными со стрептавидином. STIM1 (а.о. 342–
531) инкубировали с гранулами при 4 °C в 
течение 1 ч. Гранулы осаждали, и связавшие-
ся с ними белки сначала разделяли с помо-
щью SDS-PAGE, а затем визуализировали с 
помощью Вестерн-блоттинга с использова-
нием антител против метки Flag. Очищенный 
STIM1 (а.о. 342–531) был способен физически 
взаимодействовать с N- и С-концевыми пеп-
тидами белка Orai3 (рис. 2, б, дорожки  2, 3). 
В то же время мутантный белок с аминокис-
лотной заменой L282S (остаток L282 в белке 
Orai3 эквивалентен остатку L273 в белке Orai1) 
и укороченные С-концевые пептиды проде-
монстрировали пониженную способность 
взаимодействовать со STIM1 (рис. 2, б, дорож-
ки 4, 5). Связывание биотинилированных пеп-
тидов со стрептавидином было подтверждено 
окрашиванием Кумасси бриллиантовым голу-
бым (рис. 2, б, нижняя панель).

Реконструкция Orai3 в липосомах. Чтобы 
создать простую и эффективную исследова-
тельскую модель для изучения функций Orai3 
in  vitro, очищенный белок GST-Orai3-HA был 
реконструирован в липосомах. Для контроля 
высвобождения кальция через канал Orai3, 
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Рис. 3. Реконструированный в липосомах белок GST-Orai3-HA. а – Модель активации канала Orai3 in vitro. Активация 
канала Orai3, реконструированного в нагруженных ионами Ca2+ липосомах, путём добавления белка STIM1 приводи-
ла к высвобождению ионов Ca2+ из липосом. Количество выделившегося Ca2+ контролировали с помощью красителя 
Fura-2. б  –  Анализ эффективности реконструкции белка с помощью флотационного анализа. Пять фракций были 
проанализированы с помощью Вестерн-блоттинга с использованием антител против НА (IB: HA). в – Анализ ори-
ентации GST-Orai3-HA в липосомах с использованием протеаз. Протеолипосомы, содержащие белок GST-Orai3-HA, 
обрабатывали протеазой  3C и анализировали с помощью Вестерн-блоттинга с использованием антител против HA 
(IB:  HA). г  –  Анализ олигомерного состояния белка GST-Orai3-HA в липосомах с помощью центрифугирования 
в градиенте плотности сахарозы. Реконструированный белок GST-Orai3-HA обрабатывали указанными детергентами 
и наносили на градиент сахарозы. После центрифугирования 14  фракций были проанализированы с помощью 
Вестерн-блоттинга с использованием антител против НА (IB: HA)

активированный в результате взаимодействия 
с белком STIM1, использовали флуоресцент-
ный индикатор Fura-2 (рис. 3, а). Белок GST-
Orai3-HA со связанным детергентом (Triton 
Х-100) смешивали с липосомами и инкубиро-
вали при 4 °С в течение 1 ч, после чего детер-
гент медленно удаляли с помощью биогранул, 
что приводило к образованию протеолипосом. 
Эффективность реконструкции белка оце-
нивали методом флотации в градиенте саха-
розы. При центрифугировании белок GST-
Orai3-HA, реконструированный в липосомах, 
всплывал на вершину градиента сахарозы. 
Как и ожидалось, Вестерн-блоттинг подтвер-
дил высокую эффективность реконструкции. 
Так, почти все содержащие Orai3 протеолипо-
сомы обнаруживались в верхней фракции 
(рис. 3, б). Поскольку ориентация канала Orai3 
определяет направление потока кальция и экс-
позицию сайта связывания STIM1, мы также 
определили ориентацию встроенного в липо-
сомы белка GST-Orai3-HA с помощью анализа 
продуктов его расщепления протеазами. Ожи-
далось, что очищенный Orai3 будет представ-

лять собой белок с четырьмя трансмембран-
ными доменами, помеченный метками GST 
и HA на N- и C-концах соответственно, при-
чём оба конца будут экспонированы наружу из 
протеолипосом. Вестерн-блоттинг с использо-
ванием антител против метки HA показал, что 
метка GST реконструированного белка Orai3 
была удалена протеазой  3C (рис. 3, в). Такая 
ориентация канала Orai3 достигалась после 
предварительной загрузки протеолипосом 
ионами Ca2+.

Анализ кристаллической структуры белка 
Orai у Drosophila выявил гексамерную структу-
ру этого белка [34]. Чтобы изучить олигомери-
зацию белка GST-Orai3-HA в липосомах, нами 
был использован метод центрифугирования в 
градиенте плотности сахарозы. Реконструиро-
ванный GST-Orai3-HA, солюбилизированный 
дигитонином (относительно мягкий детер-
гент) или SDS (сильный ионный детергент), 
наносили на поверхность градиента сахарозы 
и подвергали центрифугированию. С помо-
щью метода Вестерн-блоттинга было пока-
зано, что после обработки дигитонином белок 
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Рис. 4. Вызванное STIM1 высвобождение кальция из протеолипосом, содержащих Orai3, измеренное с помощью 
индикатора кальция Fura-2. Последовательно проводили возбуждение красителя Fura-2 на длинах волн 340 и 380 нм 
и определяли соотношение сигналов эмиссии для каждой длины волны возбуждения. Для определения концентра-
ции ионов Са2+ использовали соотношение F340 нм / F380 нм. Синий – концентрация Ca2+ вне липосом; фиолетовый – 
высвобождение Ca2+, вызванное STIM1 (а.о. 342–531), розовый – общий Ca2+, высвобождаемый из липосом детерген-
том Triton Х-100

GST-Orai3-HA мигрировал в градиенте как 
белок со значительно большим молекулярным 
весом, что указывало на образование в липо-
сомах олигомеров белка Orai3. При обработке 
SDS происходило разрушение олигомеров, в 
результате чего этот белок обнаруживался 
в верхних фракциях градиента (рис. 3, д). 
В целом, эти результаты свидетельствуют об 
успешной реконструкции в липосомах очи-
щенного белка GST-Orai3-HA.

STIM1 индуцировал высвобождение ионов 
кальция из протеолипосом, содержащих Orai3. 
Чтобы дополнительно подтвердить, что канал 
Orai3 может быть активирован белком STIM1 
in vitro, мы проанализировали высвобождение 
Ca2+ из липосом с использованием индикато-
ра кальция Fura-2 с максимумом возбуждения 
при 380 нм (при низких концентрациях ионов 
кальция). Концентрация Са2+ вне протеолипо-
сом в начале эксперимента была очень низкой. 
Добавление STIM1 (а.о. 342–531) приводило 
к индукции флуоресценции Fura-2 с пиком 
эмиссии при 510 нм и сдвигу максимальной 
длины волны возбуждения от 340 до 380 нм в 
ответ на связывание кальция. Это свидетель-
ствовало о том, что STIM1 (а.о. 342–531) вы-
зывал значительное высвобождение Ca2+ из 
протеолипосом, содержащих Orai3. Неболь-
шое увеличение соотношения интенсивно-
стей флуоресценции Fura-2 (F340 нм / F380 нм) 
в ответ на добавление фрагмента белка STIM1 
также наблюдалось в липосомах, не содер-
жащих Orai3, что может быть связано с очень 
высокой чувствительностью Fura-2. Поэтому 
добавление раствора белка STIM1, содержаще-
го некоторое количество ионов, могло вызвать 
небольшое увеличение сигнала флуоресцен-
ции. Также возможно, что добавление белка 

STIM1 могло вызвать разрыв некоторых липо-
сом, что привело к утечке ионов кальция и не-
большому увеличению флуоресцентного сиг-
нала. Обработка протеолипосом Triton Х-100 
приводила к практически полному высвобож-
дению Са2+. Соотношение F340 нм / F380 нм бы-
ло одинаковым для Orai3-содержащих про-
теолипосом и контрольных липосом. Эти ре-
зультаты свидетельствуют о том, что белок 
GST-Orai3-HA, реконструированный в липо-
сомах, образует активные Ca2+-каналы, и что 
взаимодействие между STIM1 и Orai3 было до-
статочным для открытия канала in vitro (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Реконструкция мембранных белков в ис-
кусственной липидной среде является мощным 
инструментом, широко используемым при изу-
чении структуры и функций ионных каналов, 
транспортёров, рецепторов и т.д. [35–37]. SOCE 
является основным механизмом проникнове-
ния кальция в невозбудимые клетки, кото-
рый используется в ряде физиологических и 
патологических процессов. Он опосредован 
взаимодействием между Orai1 и STIM1. Струк-
тура, функция и механизм активации белка 
Orai1 как ключевого компонента SOCE были 
широко изучены in vitro. Zhou et al. экспрес-
сировали белок Orai1 человека в дрожжах Sac-
charomyces cerevisiae и выделили из аппарата 
Гольджи запечатанные мембранные везикулы, 
переносящие Orai1 к плазматической мем-
бране. Авторы показали, что рекомбинантный 
STIM1, экспрессируемый в бактериях, может 
напрямую открывать канал Orai1 in  vitro  [38]. 
Liu et  al. получили моноклональные антитела 
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против белка Orai1, используя в качестве анти-
гена комплекс липосом и очищенного белка 
Orai1, синтезированного в бесклеточной си-
стеме [39]. Hou et al. определили кристалличе-
скую структуру Orai из Drosophila melanogaster 
и изучили функцию канала Orai путём рекон-
струкции очищенного белка Orai в липосомах 
с использованием флуоресценции для монито-
ринга потока ионов [34].

Белок Orai3, который является гомологом 
Orai1, встречается исключительно у млекопи-
тающих. Для него характерны существенные 
отличия аминокислотной последовательно-
сти от других изоформ белка Orai. Этот белок 
обладает уникальными особенностями меха-
низмов регуляции и модуляции. Идентичность 
последовательностей белков Orai3 и Orai1 в 
экспонированных в цитозоль N- и C-концевых 
участках составляет 34 и 46% соответствен-
но  [40], что может объяснить гораздо более 
сильное связывание Orai3 с белком STIM1. 
Индуцированные Orai3 депо-управляемые по-
токи протекают значительно медленнее, чем в 
случае Orai1  [41]. Биофизические и фармако-
логические свойства этих двух белков также 
различаются  [10,  42,  43]. Было показано, что 
Orai3 является важным компонентом депо-
независимых каналов ARC и LRC, ассоцииро-
ванных с развитием рака и ремоделированием 
сердечно-сосудистой системы. Следовательно, 
канал Orai3 может играть критическую роль в 
специфических клетках или в специфических 
условиях у млекопитающих. В настоящей ра-
боте нами была разработана система in  vitro, 
которую можно использовать для изучения 
структуры, функции и фармакологических 
свойств канала Orai3. Кроме того, мы разрабо-
тали эффективный протокол очистки белка 
Orai3 из клеток E. coli и его реконструкции 
в протеолипосомах. Мы подтвердили ориента-
цию белка Orai3 в липосомах с помощью ана-
лиза продуктов его расщепления и показали, 
что оба концевых участка Orai3 обращены во 

внешнюю среду и доступны для взаимодей-
ствия с рекомбинантным STIM1. Добавление 
рекомбинантного фрагмента STIM1 (а.о. 342–
531) вызывало отток Ca2+ из липосом.

Можно заключить, что белок Orai3 привле-
кает значительное внимание исследователей и 
все чаще признается как терапевтическая ми-
шень при различных заболеваниях. Однако 
уникальный механизм активации Orai3 оста-
ётся плохо изученным. В настоящей работе мы 
реконструировали очищенный белок Orai3 в 
протеолипосомах в отсутствие загрязняющих 
факторов, что позволило преодолеть некото-
рые ограничения традиционных методов. Это 
может послужить основой для будущих иссле-
дований структуры и функции канала Orai3 
и облегчить открытие его высокоселективных 
ингибиторов.
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RECONSTITUTION OF CALCIUM CHANNEL PROTEIN Orai3 
INTO LIPOSOMES FOR FUNCTIONAL STUDIES
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Store-operated calcium entry (SOCE) is the main mechanism for the Ca2+ inf lux in non-excitable cells. 
The two major components of SOCE are stromal interaction molecule  1 (STIM1) in the endoplasmic 
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reticulum and Ca2+ release-activated Ca2+ channel (CRAC) Orai on the plasma membrane. SOCE re-
quires interaction between STIM1 and Orai. Mammals have three Orai homologs: Orai1, Orai2, and Orai3. 
Although Orai1 has been widely studied and proven to be essential for numerous cellular processes, Orai3 
has also attracted a significant attention recently. The gating and activation mechanisms of Orai3 have 
yet to be fully elucidated. Here, we expressed, purified, and reconstituted Orai3 protein into liposomes 
and investigated its orientation and oligomeric state in the resulting proteoliposomes. STIM1 interacted 
with the Orai3-containing proteoliposomes and mediated calcium release from them, suggesting that the 
Orai3 channel was functional and that recombinant STIM1 could directly open the Orai3 channel in vitro. 
The developed in vitro calcium release system could be used to study the structure, function, and pharma-
cology of Orai3 channel.

Keywords: store-operated Ca2+ entry, Orai3, STIM1, reconstitution, liposomes


