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На сегодняшний день репортеры внутриклеточного кальция являются самыми распро-
страненными оптическими зондами для детекции активности нейрона. Синтетические
низкомолекулярные и генетически кодируемые белковые соединения обеспечивают
огромное разнообразие доступных методов регистрации сигналов разной интенсивности
на разных уровнях изучения нервной системы, начиная от синаптических бутонов и денд-
ритных шипиков и заканчивая регистрацией активности центральной нервной системы в
свободном поведении in vivo. В работе проводится сравнительное описание методик опти-
ческой регистрации изменений в концентрации внутриклеточного кальция и сопоставля-
ются оригинальные экспериментальные данные, полученные каждым из описываемых
методов. Описаны преимущества и недостатки, а также очерчены возможные области при-
менения каждого из коммерчески доступных и широко используемых видов кальций-чув-
ствительных репортеров.
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ВВЕДЕНИЕ

Среди методов визуализации нейрональ-
ной активности по праву выделяется реги-
страция ионов внутриклеточного кальция
как наиболее массовый и востребованный
метод. Концентрация кальция в нейроне в
норме очень низкая и изменяется при генера-
ции потенциала действия на несколько по-
рядков (Gleichmann, Mattson, 2011), что вы-
годно отличает кальций от других ионов,
концентрации которых изменяются не столь
значительно. Кроме того, нейроны обладают
развитым механизмом буферизации кальция,
который эффективно восстанавливает кон-
центрацию кальция после окончания потен-
циала действия до фоновых значений (Mat-
thews, Dietrich, 2015). Различные вариации
регистрации кальция позволяют записывать
дискретную спайковую активность много-
численных нейронов in vivo и in situ на уровне
нейронной сети, регистрировать надпорого-

вые и подпороговые изменения концентра-
ции кальция на субклеточном уровне в ком-
партментах нейрона, таких как аксон и пре-
синаптические бутоны (Koester, Johnston,
2005; Roshchin et al., 2018), дендриты и денд-
ритные шипики (Higley, Sabatini, 2012). Реги-
стрируемые кальциевые сигналы не только
помогают распознать генерацию потенциа-
лов действия, но и имеют самостоятельное
функциональное значение. Так, например,
уровень внутриклеточного кальция опреде-
ляет выброс медиатора из синаптической
терминали и амплитуду вызванного постси-
наптического потенциала (Koester, Johnston,
2005; Roshchin et al., 2018). Регистрация по-
тенциалов действия представляет собой от-
носительно более простую задачу по сравне-
нию с регистрацией подпороговых сигналов,
поскольку при этом активируются не только
низкопороговые потенциал-зависимые каль-
циевые каналы (LVA), но и высокопороговые
каналы с высокой проводимостью (LVA,
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включая L-, P/Q-, N- и R-типы (Catterall,
2000; Grienberger, Konnerth, 2014)), поэтому
при достижении определенного порога воз-
никает непропорционально высокий оптиче-
ский сигнал. Кроме этого, использование оп-
тических зондов позволяет регистрировать и
низкоамплитудные флуктуации внутрикле-
точного кальция, не связанные с изменения-
ми мембранного потенциала (Ross, 2012).

В свете всего сказанного детальная прора-
ботка оптических методов регистрации каль-
ция, включая характеристики самих зондов
(структура, уровень сродства, стабильность,
яркость, выцветание, фототоксичность, ли-
нейность и т.п.), способы их доставки и дета-
ли оптической системы, необходимой для ре-
гистрации, имеют огромное значение для
разработки схемы и проведения успешного
оптофизиологического эксперимента на со-
ответствующем объекте. В этой работе мы де-
тально рассматриваем наиболее известные
методы, позволяющие успешно применить
оптическую регистрацию кальция, которые
уже многократно доказали свою полезность и
важность для выявления принципиально но-
вых деталей физиологии нейронов и их сетей,
недоступных другим методам.

НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ 
СИНТЕТИЧЕСКИЕ ЗОНДЫ

Низкомолекулярные зонды – производные 
кальциевых хелаторов

К низкомолекулярным зондам (по сравне-
нию с высокомолекулярными белковыми
зондами) кальциевой активности относят
синтетические химические соединения-кра-
сители, созданные на основе кальциевых хе-
латоров и флуоресцентных групп, изменяю-
щие интенсивность своей флуоресценции
при связывании со свободным внутриклеточ-
ным кальцием (табл. 1). Одним из первых
зондов, получивших широкое применение,
стал синтезированный на основе салицило-
вого альдегида в восьмидесятых годах про-
шлого века краситель Fura-2 (Grynkiewicz et al.,
1985). Зонд Fura-2 не только позволял реги-
стрировать уровень свободного кальция, но
также был рациометрическим, т.е. обладал
линейностью ответа в достаточном диапазо-
не, и, при возможности калибровки, позво-
лял получать реалистичные численные зна-
чения внутриклеточной концентрации каль-
ция, измеряя отношение флуоресценции
(обычно в полосе ~450–550 нм) при возбуж-

дении 340 нм/380 нм (Fowler, Tiger, 1997). Од-
нако из-за требований учета трехмерной
структуры образца при калибровке в реаль-
ном эксперименте надежные рациометриче-
ские измерения с использованием Fura-2
были практически ограничены монослойны-
ми культуральными клетками и первичными
культурами нейронов, где этот зонд активно
используется для быстрого скрининга отве-
тов рецепторов на аппликацию фармаколо-
гических агентов (Lin et al., 1999; Blockstein
et al., 2012). Зонд Fura-2 имеет множество не-
достатков, таких как возбуждение УФ-спек-
тром (необходимо использовать кварцевую
оптику), недостаточные стабильность в рас-
творе и фотостабильность, а также несовме-
стимость с лазерными источниками возбуж-
дения (Lin et al., 1999). С другой стороны,
смещение спектров зондов Fura в фиолето-
вую область облегчает их комбинированное
одновременное применение с красными зон-
дами, такими как стириловые репортеры мем-
бранного потенциала (JPW-1114, JPW-3027/8),
из-за минимального перекрытия спектров
(Canepari et al., 2008). На смену им пришли
предложенные производителем Molecular
Probes зонды серии Oregon Green BAPTA
(OGB) и Calcium Green, выгодно отличаю-
щиеся повышенной стабильностью, ярко-
стью и соотношением сигнал/шум при реги-
страции относительного изменения во флуо-
ресценции (Sah, Clements, 1999; Zheng et al.,
2015). Эти зонды были оптимизированы под
максимум возбуждения 488 нм (полоса ши-
рокодоступных газовых и твердотельных ла-
зеров) и флуоресценцию от 510 нм и выше.
OGB1 на основе хелатора BAPTA до сего-
дняшнего дня является одним из самых ши-
роко используемых зондов для исследований
кальциевых сигналов в нейрональных ком-
партментах нейронов млекопитающих (см.
обзор (Grienberger, Konnerth, 2014)) и беспо-
звоночных (Kemenes et al., 2006; Nikitin et al.,
2005, Nikitin et al., 2013). Зонд обеспечивает
регистрацию с сигналом до десятков процен-
тов по отношению к фоновой флуоресцен-
ции, позволяет отводить сигнал от тонких от-
ростков нейронов на препаратах переживаю-
щей ЦНС или срезов мозга (рис. 1).
Поскольку базовая флуоресценция тонких
отростков, заполненных OGB1, очень низкая
и часто не отличается от фоновой флуорес-
ценции, в добавление к OGB1 обычно ис-
пользуют дополнительный, более яркий флу-
оресцентный морфологический трейсер –
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краситель с эмиссией в другой полосе и обла-
дающий высокой фотостабильностью, такой
как Alexa Fluor 594 (Koester, Johnston, 2005),
необходимый для того, чтобы высветить кон-
тур интересующего отростка и облегчить фо-
кусировку и эффективное считывание каль-
циевого сигнала. Кроме того, для оптической
регистрации одновременно с активацией фо-
точувствительных соединений (таких как
caged-Ca2+) была создана версия OGB2 (ана-
лог Calcium Green-2), имеющая близкие по-
лосы возбуждения и эмиссии, но содержащая
две флуоресцентные группы, гасящие друг
друга при отсутствии кальция, что обеспечи-
вает низкую фоновую флуоресценцию и, как
следствие, отсутствие ложного сигнала и фо-
товыцветания при фотоактивации (Wang, Au-

gustine, 1995; Roshchin et al., 2018). Другие ва-
рианты – OGB5 и 6 – обладают более низким
сродством к кальцию, чем OGB1, и они пред-
назначаются для детекции более сильных из-
менений концентрации кальция (табл. 1). Ре-
же применяемая для регистрации нейронов
линейка аналогичных зондов выпускается
под маркой Fluo (2–5).

Способы доставки низкомолекулярных зондов

Существует два основных способа достав-
ки низкомолекулярных зондов внутрь нейро-
на: (1) внутриклеточно через регистрирую-
щую патч-пипетку или острый электрод под
давлением для мембранно-непроникающих
зондов или (2) аппликация специально моди-

Таблица 1. Сравнение основных коммерчески доступных кальциевых зондов, используемых для регистрации
нейрональной активности. Сравниваются недостатки и преимущества каждого зонда, определяющие область
применения в нейрофизиологии. * – Линейка современных зондов с варьирующим сродством к кальцию для де-
текции сигналов разной интенсивности. Недавно выпущены более новые зонды серии jGCaMP7 (Dana et al.,
2019), но они пока широко не используются 
Table 1. Comparison of the most common and commercially available probes of calcium that are employed for imaging of
neuronal activity. Advantages and disadvantages of each probe are compared to determine their best possible usage in neu-
rophysiology. * – a range of probes with varying calcium affinity for detection of different signal amplitudes. Newer probes
jGCaMP7 (Dana et al., 2019) are already available, but they are not commonly used yet

Названия зондов Способ доставки в нейрон Преимущества Недостатки

Fura-2 Внутриклеточная инъек-
ция и патч-перфузия

Рациометрические изме-
рения, контролируемая 
концентрация зонда

Возбуждение УФ, низкие 
сигнал и стабильность, 
высокое выцветание

Oregon Green BAPTA 1 (5, 
6), Calcium Green 1

Внутриклеточная инъек-
ция, патч-перфузия

Сигнал/шум, умеренная 
фоновая флуоресценция, 
контролируемая концен-
трация зонда

Умеренное выцветание, 
узкая палитра спектров

Oregon Green BAPTA 2, 
Fluo-3(4, 5)

Внутриклеточная инъек-
ция, патч-перфузия

Высокий сигнал/шум, 
контролируемая концен-
трация зонда, применение 
вместе с фотоактивируе-
мыми веществами

Низкая фоновая флуорес-
ценция

Calcium Green 1 –AM, 
Fura-2 AM, Fluo-4 (5) AM

Прямое нанесение рас-
твора на ткани

Сигнал/шум, мультиней-
ронная регистрация, уме-
ренно контролируемая 
концентрация зонда

Нестабильность эфирных 
соединений, сложность 
аппликации, ограничен-
ная область

Oregon Green BAPTA-1 
dextran, Calcium Green 1 
dextran

Внутриклеточная инъек-
ция, пиноцитоз, электро-
порация

Применение in vivo, ретро-
градное окрашивание, ста-
бильность

Сложность применения, 
ограниченная область

GCaMP6s (f, m)* зеленый, 
RGeco (1) красный

Электропорация, вирус-
ная трансдукция, химиче-
ская трансфекция, генная 
пушка

Генетический таргетинг 
популяций и компартмен-
тов нейронов, фотоста-
бильность, высокий 
сигнал/шум, применение 
in vivo, палитра спектров

Широкие спектры, нет 
контроля концентрации, 
фоновая флуоресценция, 
взаимодействие с белками
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фицированной AM-формы (мембранно-про-
никающая форма, ацетоксиметиловый эфир)
зонда на препарат в виде раствора.

Первый способ позволяет очень точно
контролировать концентрацию зонда, кото-
рую в случае патч-пипетки в режиме целой
клетки (whole cell) принимают равной кон-
центрации в пипетке, поскольку клетка пер-
фузируется через открытое отверстие из кон-
чика пипетки. Это позволяет избежать чрез-

мерной буферизации цитоплазмы зондом
(поскольку он обладает кальций-связываю-
щими свойствами) и получать воспроизводи-
мую форму потенциала действия. При ап-
пликации давлением через острый электрод
тоже можно контролировать концентрацию
зонда, варьируя число коротких импульсов
давления (Nikitin et al., 2013).

При аппликации в раствор эфирная форма
зонда (AM) легко проникает сквозь мембрану
и гидролизуется внутри нейрона эстеразами,
переводя зонд в мембранно-непроницаемую
форму. Таким способом невозможно окра-
сить одиночные нейроны, поскольку зонд
находится в растворе. Сложность примене-
ния состоит в низкой стабильности эфирной
формы, а также необходимости использовать
свежий полностью безводный диметилсуль-
фоксид для растворения зонда перед окрас-
кой. Однако таким способом на культурах и
срезах мозга можно регистрировать мульти-
нейронную активность нейронной сети и вы-
делять активность отдельных клеток по их
контурам (рис. 2). При значительном услож-
нении методики возможно даже зарегистри-
ровать единичную активность нескольких
нейронов in vivo (Grewe et al., 2010).

Кроме того, существует еще один несколь-
ко необычный способ окрашивания мономо-
лекулярными зондами, подразумевающий
использование декстран-конъюгированых со-
единений зонда с повышенной стабильно-
стью, – это совместная инкубация с агентом,
стимулирующим пиноцитоз (Friedrich, Kor-
sching, 1997) или приложение электрического
тока (электропорация (Hovis et al., 2010)) для
облегчения проникновения зонда в клетки.
Например, таким способом были впервые
визуализированы ответы гломерул обоня-
тельных луковиц после ретроградного окра-
шивания с нанесением декстрановой формы
зонда на обонятельный эпителий (Wachowi-
ak, Cohen, 2001). Однако из-за трудоемкости
метод применялся очень ограниченным чис-
лом лабораторий, и сейчас уже доступны го-
раздо более удобные альтернативы с исполь-
зованием генетически-кодируемых зондов
(Storace et al., 2015), и, в частности, для ретро-
градного окрашивания успешно использу-
ются векторы на основе вируса бешенства,
проникающие через синаптическую щель
(Osakada et al., 2012), и векторы на основе аде-
ноассоциированного вируса, проникающие
через активные синаптические терминали
нейронов (Tervo et al., 2016).

Рис. 1. Пример оптической регистрации потен-
циалов действия в компартментах нейрона
(здесь – апикальный дендрит) с использовани-
ем флуоресцентного зонда OGB1, доставленно-
го внутриклеточно через патч-пипетку, и скани-
рования линии. Слева показан конфокальный
кадр с эпифлуоресцентным изображением ней-
рона и патч-пипетки (контур слева). Отмечены
области линии, соответствующие проксималь-
ной (proxy) и дистальной (distal) частям апи-
кального дендрита. Справа показана временная
развертка сканирования линии. Серыми прямо-
угольниками выделены области усреднения.
Сверху от развертки показан усредненный каль-
циевый ответ от времени, снизу – электрофи-
зиологическая регистрация потенциалов дей-
ствия. Моменты потенциалов действия отмече-
ны вертикальными черными прерывистыми
линиями для синхронизации с оптической ре-
гистрацией. Получено авторами.
Fig. 1. Example of optical recording of action poten-
tials in the neuronal compartments (here, an apical
dendrite) using the linescan and epifluorescent
probe OGB1 delivered through the patch pipette.
Left, a confocal frame of the neuron and patch pi-
pette (silhouette on the left side). The linescan re-
gions corresponded to proximal (proxy) and more
distal (distal) parts of the apical dendrite are shown.
Right, time series of linescan. Gray squares demar-
cates the areas of signal averaging. Top left, trace
show averaged calcium transients against time. Bot-
tom left, electrophysiological recording of action po-
tentials (timing: vertical dotted lines). Recordings
obtained by the authors.

5
0

 m
V

20 �m

20 ms

15%

proxy

proxy

distal

distal

proxy

distal

�F/F



ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ  том 72  № 2  2022

ПРИМЕНЕНИЕ ОПТИЧЕСКИХ ЗОНДОВ 153

Низкомолекулярные зонды красного спектра
Кроме красителей зеленого спектра

(OGB1 и аналоги, возбуждение: ~488 нм,
эмиссия: 510LP) были разработаны подобные
кальциевые зонды (Fura-red, Calcium Orange,
Rhod-2/3), но со сдвигом спектра в красную
область, что позволило бы применять их не-
зависимо и одновременно с красителями зе-
леного спектра или, например, совместно с
такими широко используемыми белками, как
зеленый GFP в условиях наложения флуо-
ресцентного сигнала. Однако были выявлены
проблемы с загрузкой и неравномерным рас-
пределением этих красителей внутри нейро-
на, что критически затрудняет их использо-
вание для регистрации нейрональной актив-
ности (Wilson et al., 2007). Впоследствии
Rhod-3-AM (в виде ацетоксиметилового
эфира) использовался в отдельных работах
для имаджинга суммарного кальциевого сиг-
нала срезов мозга, не требующих дискрими-
нации сигналов отдельных нейронов (Kuma-
da, Komuro, 2004; Wang et al., 2014), но даль-
нейшего распространения для регистрации
нейрональной активности этот зонд не полу-
чил и полностью устарел в свете появления
генетически-кодируемых красных белков-
репортеров.

БЕЛКОВЫЕ ЗОНДЫ

Генетически кодируемые кальциевые 
репортеры

На основе флуоресцентных белков, полу-
чивших самое широкое распространение в
биомедицинских исследованиях последних
десятилетий, были созданы генетически ко-
дируемые флуоресцентные кальциевые ре-
портеры как альтернатива низкомолекуляр-
ным зондам. Самый известный из них был
сконструирован путем слияния трех белков:
зеленого флуоресцентного белка GFP, каль-
ций-чувствительного белка кальмодулина
(CaM, умеренное сродство к кальцию
(Mangialavori et al., 2010)) и последовательно-
сти легкой цепи миозина (Nakai et al., 2001).
Когда GCaMP связывается с кальцием, его
флуоресценция дает пик на волне ~510 нм при
максимуме возбуждающего спектра ~480 нм
(Barnett et al., 2017). После этого структура ре-
портера GCaMP подверглась многочислен-
ным доработкам и оптимизации для увеличе-
ния чувствительности и сигнала (Tian et al.,
2009; Akerboom et al., 2012), что практически
позволило им сравняться по этим характери-

стикам с низкомолекулярными синтетиче-

скими зондами свободного кальция. В совре-

менных исследованиях последним наиболее

широко используемым зондом стал GCaMP6

(табл. 1), оптимизированный специально для

регистрации отдельных потенциалов дей-

ствия в соме, дендритах и дендритных шипи-

ках нейронов in situ и in vivo (Chen et al., 2013).

Всего было произведено три разновидности

GCaMP6 – это “s” (наивысшая амплитуда сиг-

нала), “m” (промежуточный) и “f” (наилучшая

скорость возврата к базовой флуоресценции.

Амплитуда сигнала GCaMP6s на диссоции-

рованной культуре нейронов достигала 30%

ΔF/F при одном потенциале действия и 50%

Рис. 2. Регистрация спонтанной активности
нейронов (около 400) переживающего среза эн-
торинальной коры с использованием красителя
Oregon Green BAPTA 1-AM и конфокального
микроскопа LSM 5 Live. (a) – общий вид кадра,
получаемого с использованием объектива 63x и
сканирования 256 × 256 (256 строк по 256 пик-
селей). (b) – репрезентативная область кадра
(выделена прямоугольником на (a)) с отмечен-
ными телами нейронов, сигнал от которых
усредняется по области. (с) Усредненные сигна-
лы (“трейсы”) от областей тел нейронов, отме-
ченных на (b), измеренные как относительное
изменение флуоресценции от времени. Получе-
но авторами.

Fig. 2. Optical recording of multineuronal activity
(~400) in the acute slice of the enthorinal cortex us-
ing the probe Oregon Green BAPTA 1-AM and a
confocal microscope LSM 5 Live. (a) Frame ob-
tained with a single 256 × 256 scan using a 63x ob-
jective lens. (b) Representative frame (shown on (a)
with a square) with highlighted neuronal bodies as
zones of signal averaging. (c) Calcium traces ob-
tained for these areas of neuronal bodies, shown in
(b) were measured as relative change in f luorescence
against time. Data obtained by the authors.

20 �m

5 �m

20 16

18

176

3 1

219

1(a) (c)

(b)

2

3

6

16

17

18

19

20

100 ms

10%
�F/F



154

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ  том 72  № 2  2022

НИКИТИН и др.

ΔF/F при десяти вызванных потенциалах
действия (Chen et al., 2013).

Направление белковых зондов в определенные 
типы клеток и их компартменты (таргетинг)

Для того чтобы получить сигнал от генети-
чески кодируемого репортера в нейроне, не-
обходимо вызвать достаточную его экспрес-
сию в этом нейроне, т.е. с помощью соб-
ственных клеточных механизмов вызвать
трансляцию белка с инородного гена, достав-
ленного в клетку генно-инженерными спосо-
бами. Для этого используются плазмиды, со-
держащие промоторы, обеспечивающие счи-
тывание и производство флуоресцентного
белка в клетке. Одним из самых простых ва-
риантов является промотор цитомегаловиру-
са (CMV), не обладающий специфичностью к
классам зараженных клеток и вызывающий
заражение нейронов и глии (van den Pol et al.,
1999). Этот промотор подходит для трансфек-
ции культуры электропорацией или химиче-
скими методами, а также позволяет трансфи-
цировать клетки переживающих срезов с ис-
пользованием генной пушки (Matlashov et al.,
2015; Roshchin et al., 2018). Поскольку при ис-
пользовании промотора CMV для трансфек-
ции эмбриона наблюдается подавление экс-
прессии во взрослом состоянии, для преодо-
ления этого был создан модифицированный
промотор pCAG путем добавления энхансера
бета-актина (Alexopoulou et al., 2008). Хотя
pCAG не обладает клеточной избирательно-
стью, тем не менее с его помощью можно
трансфицировать выбранную группу нейро-
нов коры, если проводить электропорацию
in utero (или вирусную), инъецируя в соответ-
ствующий желудочек на определенный день
развития, когда формируются предшествен-
ники нейронов, например, пирамидных кле-
ток пятого слоя (E14-E15) (LoTurco et al.,
2009).

Возможность более точного и удобного на-
правления белковых зондов в специфическую
группу нейронов предоставляет клеточно-
специфический таргетинг, использующий
промоторы, которые позволяют экспрессиро-
вать зонд только при попадании вектора в
определенный тип клеток. Например, про-
мотор a-CaMKII, широко применяемый в со-
временных исследованиях, позволяет полу-
чить специфичность трансфекции глутама-
тергических нейронов до 90% на моделях in vivo
(Wang et al., 2013; Watakabe et al., 2015). Спе-

цифические промоторы были также скон-
струированы для классов интернейронов
SST+ (соматостатин) и PV+ (парвальбумин)
(Mehta et al., 2019).

Однако наиболее благоприятные возможно-
сти, недостижимые для низкомолекулярных
зондов, предоставляет таргетинг белковых зон-
дов в специфические группы нейронов in vivo с
использованием группоспецифических промо-
торов и субклеточный таргетинг в определен-
ные компартменты нейронов, опирающийся
на мотивы внутриклеточного транспорта. Сли-
яние GCaMP с последовательностью синапто-
физина (цитоплазматического белка, ассо-
циированного с синаптическими везикула-
ми) позволило регистрировать изменения в
пресинаптическом кальции в области синап-
сов (Dreosti et al., 2009). Соответственно, на-
правление зонда GCaMP в дендриты (Mao
et al., 2008) и дендритные шипики (Reese, Ka-
valali, 2016) позволило оптически регистри-
ровать сигналы от этих структур. Элегантное
применение было найдено для таргетинга
GCaMP, позволившее значительно улучшить
регистрацию сигналов нейронов in vivo. По-
скольку в мозге у нейронов много переплета-
ющихся отростков, при использовании in vivo
оптики с достаточно низкой числовой апер-
турой (для увеличения числа нейронов в поле
зрения) сигналы разных нейронов и их от-
ростков накладываются и суммируются по
области регистрации. Для локализации пре-
одоления смешивания сигналов активных
нейронов было предложено использовать ло-
кализующийся в ядре H2B-GCaMP (рис. 3),
полученный путем слияния с последователь-
ностью ядерного гистона (Cong et al., 2017).
Этот зонд слияния позволяет определять
спайковую активность нейрона только в ме-
сте расположения его ядра и сомы, но не в об-
ластях проекций его отростков.

Интерференция с кальмодулином 
и способы ее преодоления

Поскольку наиболее широко используе-
мые белки GCaMP созданы на основе моду-
ляторного белка CaM (кальмодулина), то сам
зонд потенциально способен аллостерически
модулировать функциональные белки и ка-
налы нейрона (Adams et al., 2014; Chang et al.,
2018), и, в частности, есть данные по взаимо-
действию GCaMP-зондов и кальциевых
Cav1-каналов (Yang et al., 2018). Подобная ин-
терференция может не только нарушить вза-
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имодействие канала с нормальным белком

CaM, но и повлиять на уровень внутрикле-

точного кальция и кальциевый сигнал, вызы-

вая аномальную нейрональную активность

(Steinmetz et al., 2017). С целью исправления

этого недостатка был создан видоизменен-

ный зонд GCaMP-X, конструирование кото-

рого было попыткой снизить нежелательные

взаимодействия последовательности CaM,

добавляя к ней дополнительный мотив
apoCaM, затрудняющий связывание с кана-
лами Cav1 (Yang et al., 2018). Тем не менее
полного описания интерференции CaM-мо-
тивов зондов GCaMP и внутриклеточных ми-
шеней CaM на сегодняшний день не суще-
ствует. В качестве альтернативы предлагается
вообще заменить кальций-чувствительную
часть зонда, используя вместо CaM другие
белки-сенсоры, не обладающие столь же
многофункциональными модулирующими
свойствами. Были предложены несколько ва-
риантов сенсоров на основе тропонина-С
(Heim, Griesbeck, 2004), продемонстрировав-
шие более линейный сигнал по сравнению с
оригинальными GCaMP и подходящие, в том
числе, для визуализации потенциалов дей-
ствия нейронов (Barykina et al., 2016).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На сегодняшний день репортеры уровня
внутриклеточного кальция являются самыми
распространенными оптическими зондами
для детекции активности нейрона. Синтети-
ческие низкомолекулярные и белковые гене-
тически кодируемые соединения обеспечи-
вают огромное разнообразие доступных ме-
тодов для регистрации сигналов разной
интенсивности на разных уровнях изучения
нервной системы, начиная от синаптических
бутонов и дендритных шипиков и заканчивая
регистрацией активности комплексных ней-
ронных сетей в свободном поведении in vivo.

Изучение низкомолекулярных синтетиче-
ских зондов выполнено при поддержке гран-
та РНФ 20-15-00408. Эксперименты с генети-
чески кодируемыми белками-репортерами
выполнены при поддержке гранта РНФ 20-
75-00090.
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EMPLOYMENT OF OPTICAL PROBES FOR THE IMAGING
OF INTRACELLULAR CALCIUM AND ACTION POTENTIAL IN NEURONS

E. S. Nikitina,#, M. V. Roshchina, A. A. Borodinovaa, A. B. Zuzinaa, and P. M. Balabana

aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology RAS, Moscow, Russia
#e-mail: nikitin@ihna.ru

Currently, the reporters of intracellular calcium are the most widely used optical probes for the de-
tection of neuronal activity. Synthetic molecules and genetically encoded proteins provide a large
variety of methods available for recording of neuron-related signals of different shapes and ampli-
tudes at several levels of neuronal studies, starting from single-cellular level and ending up with the
in vivo recordings in the freely behaving animals. Here, we compare different methods of optical re-
cording of intracellular calcium transients based on to the original data obtained with those meth-
ods. We describe the advantages and limitations of each of the commercially available and widely
employed calcium-sensitive probes.

Keywords: neuron, action potential, calcium, optical recording
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