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ОПТОГЕНЕТИКА – НОВЫЙ МЕТОД ИССЛЕДОВАНИЯ  
НЕЙРОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ

Статья посвящена вопросам реализации и применения оптогенетических 
методов для выявления причин различных заболеваний, контроля биохимиче-
ских процессов клеточной жизнедеятельности и исследований на различных 
организмах. Рассматривается проблема доставки, встраивания и контроля экс-
прессии генов опсинов в геном изучаемых клеток. В статье описаны параметры 
и свойства различных опсинов, а также основные стратегии достижения опти-
ческого контроля над клетками с использованием опсинов. Отмечены принци-
пы выбора светового пучка и особенности его транспортировки. Выделяются и 
описываются характерные особенности различных методов измерения и реги-
страции показателей эксперимента.
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РОДОПСИН, ЛЕНТИВИРУС, ТРАНСГЕННАЯ МЫШь,  ПОТЕНцИАЛ ДЕЙСТВИЯ.

Введение

В последнее десятилетие в лаборатории 
Карла Дайзерота (профессор биоинжене-
рии, психиатрии и поведенческих наук 
в Стэнфордском университете) был раз-
работан принципиально новый метод ис-
следования – оптогенетика. Он состоит в 
изучении работы клеток путем внедрения 
в их мембрану светочувствительных компо-
нентов, которые могут в ответ на освеще-
ние световым пучком определенной длины 
волны изменять свойства клетки-носителя 
и являться ее флуоресцентными метками. 

Важно отметить, что данный метод 
включает создание генетически кодиро-
ванных конструкций – оптогенетических 
инструментов, которые при доставке в 
специфичные клетки изменяют под дей-
ствием света их физиологию. Созданные 
инструменты позволяют контролировать с 
помощью света электрическую активность 
определенного вида нейронов, клеточный 

сигналинг и другие процессы. Для приме-
нения метода необходимо также создание 
систем доставки света вовнутрь тканей и 
регистрации результатов экспериментов. 
Хотя отдельные элементы этих методик 
уже существовали в 1970-е годы, их объ-
единение и использование для создания 
оптогенетических методов началось только 
в 2005 году [1]. Изначально технология раз-
рабатывалась для проведения исследований 
в области нейронаук. Но оказалось, что 
возможности оптогенетики гораздо шире. 
Метод позволяет контролировать опреде-
ленные события (с временным разрешени-
ем порядка миллисекунд, что соответствует 
временам процессов жизнедеятельности) в 
определенных типах клеток [2 – 5].

Такой анализ особенно важен, посколь-
ку клеточные события необходимо рассма-
тривать только в контексте других событий, 
происходящих в отдельных тканях и орга-
низме в целом.
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Краткая история вопроса

В 1979 году первооткрыватель структуры 
ДНК Фрэнсис Крик выдвинул предположе-
ние, что одной из главных задач в области 
нейронаук является избирательный кон-
троль одного типа клеток в мозге при усло-
вии, что остальные клетки будут оставаться 
нетронутыми [6]. Поскольку электродами 
невозможно возбудить определенную об-
ласть мозга с необходимой точностью, а 
различные лекарства действуют слишком 
медленно, Ф. Крик решил, что видимый 
свет обладает всеми свойствами, чтобы ис-
пользовать его в качестве инструмента кон-
троля. Но в то время не было никаких ме-
тодов, чтобы сделать определенные клетки 
чувствительными к свету.

Еще раньше, в 1971 году, У. Стокениус 
и Д. Остерхельт показали, что бактериоро-
допсин является ионным «насосом», кото-
рый можно быстро активировать фотонами 
видимого света [7]. Позднее были найдены 
и другие представители этого семейства –  
галородопсин (1977) и каналородопсин 
(2002) [8].

Тем не менее, долгое время считалось, 
что подобное объединение оптических и 
генетических методов не даст желаемого 
эффекта. Во-первых, ввиду того, что чуже-
родные мембранные белки, встроенные в 
клетку, могут быть токсичными; во-вторых, 
как многие полагали, индуцированные све-
том токи будут слишком малы. К тому же, 
бактериальным опсинам для поглощения 
фотонов необходим еще и химический ко-
фактор – полностью-транс-ретиналь. 

Летом 2005 года была опубликована ра-
бота, в которой была продемонстрирована 
возможность использования бактериаль-
ного опсина без добавления каких-либо 
других частей, компонентов или реагентов 
[1]. При этом нейроны становились чув-
ствительными к свету. В следующие не-
сколько лет другими исследователями было 
показано, что бактериородопсин и галоро-
допсин, как и каналородопсин, также спо-
собны включать или выключать нейроны 
быстро и безопасно для клеток в ответ на 
облучение светом различных длин волн.  
Ткани позвоночных животных уже содер-

жат полностью-транс-ретиналь, и поэто-
му оптогенетический контроль возможен в 
интактных тканях мозга и даже в свободно 
передвигающихся особях. 

Современные достижения

За прошедшие семь лет с помощью но-
вой технологии был проведен ряд интерес-
нейших экспериментов. Разрабатываются 
новые опсины с целью применения опто-
генетики в многообразных исследовани-
ях на различных организмах. В 2008 году, 
например, из водоросли Volvoxcarteri был 
выделен каналородопсин VChR1, который 
чувствителен к желтому, а не синему цвету 
[9]. Таким образом, используя параллельно 
несколько типов каналородопсинов, экс-
периментатор может одновременно кон-
тролировать смешанные популяции клеток: 
одни команды будут отдаваться желтым 
светом первому типу клеток, другие синим 
светом – второму. Также генетически были 
созданы так называемые «быстрые» и «мед-
ленные» опсины, которые позволяют осу-
ществлять временной контроль над потен-
циалом действия. Первые из них способны 
создавать потенциал действия до 200 раз в 
секунду [10]. Уже существуют опсины, чув-
ствительные к свету, частота которого на-
ходится на границе видимого и инфракрас-
ного диапазонов. Волны с данной частотой 
проникают глубже вовнутрь ткани и легче 
фокусируются.

Одной из самых интересных возмож-
ностей применения оптогенетических 
методов является контроль не только за 
электрическими явлениями в нейроне, но 
и за определенными биохимическими со-
бытиями. Как известно, большое количе-
ство медицинских препаратов функцио-
нирует через взаимодействие с семейством 
мембранных рецепторов (GPCR). Эти ре-
цепторы действуют по принципу передачи 
сигнала извне от какого-либо соединения 
(лекарства) внутрь клетки, изменяя тем са-
мым внутриклеточный сигналинг, напри-
мер уровень ионов кальция. Если добавить 
светочувствительный домен от родопсина 
к GPCR, то можно получить рецепторы, 
чувствительные к зеленому свету. Такие 
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рецепторы получили название optoXR [11]. 
При доставке с помощью вируса одно-
компонентного гена optoXR в мозг лабо-
раторных животных удалось осуществить 
клеточно-специфичный контроль светом 
над определенными биохимическими путя-
ми передачи сигнала [11].

Разработка новых оптоволоконных 
приборов позволила осуществить достав-
ку светового пучка в любую область мозга 
свободно двигающихся животных. Кроме 
того, была создана методика, позволяю-
щая одновременно исследовать оптическое 
возбуждение и регистрацию электрических 
импульсов. В настоящее время возможно, 
например, прямо измерять  электрическую 
активность в нейронных ансамблях, ответ-
ственных за моторную деятельность, одно-
временно контролируя их с помощью оп-
синов.

Первые оптогенетические исследования, 
выполненные на свободно двигающихся 
животных, были направлены на исследо-
вания нейронов, синтезирующих нейро-
трансмиттер гипокретин [12]. Эти клетки 
считаются ответственными за одно из нару-
шений сна – нарколепсию. Именно в этих 
клетках были обнаружены специфические 
типы электрической активности, которые 
в совокупности приводят к пробуждению.  
С помощью оптогенетики также было по-
казано, как допамин-синтезирующие ней-
роны отвечают за чувство радости [13].

Одними из самых известных экспери-
ментов с применением оптогенетики яв-
ляются опыты по исследованию новейших 
методов лечения болезни Паркинсона [14, 
15]. Данная патология характеризуется на-
рушением передачи информации в нейронах 
Substantia nigra pars compacta, ответственных 
за моторную деятельность. Для лечения бо-
лезни Паркинсона с начала 1990-х годов 
применяется глубокая стимуляция мозга. 
При этой методике переменный электрон-
ный импульс подается в определенные от-
делы мозга с помощью имплантируемых 
инструментов. Тем не менее, потенциаль-
но эффективная стратегия лечения сильно 
ограничена, так как электроды стимулиру-
ют отдельные клетки мозга не избиратель-
но. Фундаментальное понимание данного 

метода лечения было получено с приме-
нением оптогенетики. При переключении 
различных типов нейронов у лаборатор-
ных мышей моделей болезни Паркинсона 
были обнаружены неожиданные результа-
ты. Наибольший терапевтический эффект 
достигается не стимуляцией определенного 
вида клеток, а воздействием на активность 
соединительных аксонов.

Генетические методы доставки генов  
опсинов в специфичные популяции нейронов

Гены опсинов могут селективно экс-
прессироваться в определенном, заранее 
выбранном типе нейронов в мозге. Рас-
смотрим основные стратегии, эффектив-
ность которых была доказана для достиже-
ния экспрессии in vivo. Один из наиболее 
распространенных способов доставки ге-
нетического материала – использование 
лентивирусов. Оптимальное время для экс-
прессии генов составляет две недели после 
введения. Основным преимуществом этого 
метода является высокий уровень экспрес-
сии генов и длительность поддержания не-
обходимой экспрессии на протяжении не-
скольких лет. К недостаткам использования 
лентивирусов следует отнести недостаточ-
ную специфичность, низкую точность сте-
реотоксического введения, а также низкий 
уровень экспрессии некоторых клеточно-
специфичных промоторов.  В настоящее 
время доставка генетического материала с 
помощью лентивирусов используется почти 
во всех опытах такого рода над эксперимен-
тальными  животными-млекопитающими. 
Другой, также распространенный, спо-
соб – доставка указанного материала  аде-
ноассоциированными вирусами  (AAV). 
Оптимальное время для экспрессии генов 
составляет 3 недели после введения. Тре-
тий, наименее распространенный способ –  
это Cre-зависимые системы экспрессии 
AVV. Время экспрессии составляет 3 неде-
ли. Преимущества и недостатки второго и 
третьего методов аналогичны таковым для 
метода использования лентивирусов. 

Вирусные системы. В отличие от боль-
шинства генетических методов, вирусные 
векторы, основанные на лентивирусах и 
аденоассоциированных вирусах (AAV), 
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не требуют использования трансгенных 
животных-моделей. Подобные методы по-
зволяют достичь высокого уровня экспрес-
сии генов опсинов и в грызунах, и в при-
матах на период до нескольких месяцев. 
Векторы, основанные на лентивирусах и 
аденоассоциированных вирусах, используе-
мые в экспериментах, обладают следующи-
ми параметрами:

трансдуцирующих единиц для лентиви-
русов – более 109;

геномных копий для AAV – более 1012. 
В общем случае экспрессия генов опси-

нов в мозге грызунов достигает необходи-
мого уровня спустя три недели после вве-
дения AAV и две недели – после введения 
лентивируса. Для достижения стационар-
ного уровня экспрессии в дистальных ча-
стях аксонов может понадобиться уже бо-
лее шести недель. 

Электропорация. Для достижения экс-
прессии в некоторые типах клеток можно 
использовать метод электропорации in utero 
в определенные дни развития эмбриона. С 
помощью этого метода можно обеспечить 
таргетную доставку гена в корковые слои 
II и III, в нейроны стриатума и гиппокам-
па [16 – 19]. В отличие от вирусных ме-
тодов, с помощью электропорации можно 
доставлять ДНК любого размера с больши-
ми промотерными сегментами для дости-
жения большей клеточной специфичности. 
Электропорация также позволяет внедрить 
большее количество копий гена.

Трансгенные мыши. Необходимую экс-
прессию генов опсинов можно достичь, 
если использовать трансгенные кассеты, 
несущие рекомбинантные промотеры, и 
трансгенные конструкции, основанные на 
бактериальных искусственных хромосомах. 
Было получено несколько линий трансген-
ных мышей без изменений их репродук-
тивных свойств и без заметных изменений 
в поведении, экспрессирующих ChR2 под 
Thy-1 промотером [20, 21]. 

Cre-зависимые системы экспрессии. Хотя 
клеточно-специфичные промотеры эф-
фективны для достижения необходимого 
уровня экспрессии в определенных типах 
нейронов, некоторые промотеры обладают 
слабой транскрипционной активностью.  

С их помощью невозможно достичь экс-
прессии, при которой опсины смогут эф-
фективно создавать потенциал действия. 
Для увеличения транскрипционной ак-
тивности были созданы специальные Cre-
зависимые AAV-векторы. Такие векторы 
содержат трансгенные кассеты, которые 
активируются только в присутствии Cre в 
трансгенных линиях животных. Таким об-
разом, для увеличения экспрессии в опре-
деленном типе клеток необходимо выбрать 
нужную линию мышей.

Основные стратегии оптического контроля  
с помощью опсинов

Рассмотрим основные эксперименталь-
ные способы, с помощью которых может 
достигаться оптический контроль с исполь-
зованием опсинов.

Быстрое возбуждение – каналородопсины 
(ChR). В некоторых случаях ген микроб-
ного родопсина, встроенный в нейроны, 
может привести к светоиндуцированному 
фототоку. В настоящее время в основном 
используются модифицированные виды 
опсинов. В частности, некоторые кодо-
ны водорослей были заменены кодонами 
млекопитающих, что значительно повыси-
ло экспрессию данных генов. Безусловно, 
изменение кодонов может привести к не-
предвиденным эффектам, когда наряду с 
повышенной экспрессией в нейронах мле-
копитающих также наблюдается снижение 
других функций или экспрессии в других 
типах клеток. Например, внедрение мута-
ции H134R в ChR2 привело к увеличению 
фототока в два раза при длительной сти-
муляции, однако временная точность резко 
снизилась на фоне уменьшения скорости 
закрытия каналов [22]. 

Существенное смещение в красную об-
ласть спектра оптического поглощения 
(вместо белка) VChR1 [23], который воз-
буждают желтым светом (длина волны воз-
буждения – 590 нм) и который не оказы-
вает воздействия на ChR2 (длина волны 
возбуждения – 470 нм), дает возможность 
установить комбинированный контроль 
возбуждения в естественных условиях. 
Большинство ChR, изученных на сегод-
няшний день, характеризуются относитель-
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но низкой одноканальной проводимостью 
и широкой катионной избирательностью. 
Комбинированные методики, в том числе с 
использованием VChR1, дают возможность 
получить различные характеристики кле-
точных фототоков.

При изучении, например L132Cmutant 
[24], было установлено, что его активация 
приводит к незначительным фототокам 
ионов кальция при его физиологических 
концентрациях, а увеличение концен-
трации этих ионов в цитозоле обусловле-
но, в основном, активацией эндогенных 
потенциал-зависимых кальциевых каналов 
из-за деполяризации мембраны нейронов 
[25]. Уровни проводимости второго и даже 
третьего порядков всегда следует учиты-
вать, особенно когда наблюдается высокая 
проводимость ионов кальция.

Различные типы клеток или даже раз-
ные отделы одной и той же клетки могут 
вызывать, переносить или отвечать на по-
вышенные концентрации ионов кальция 
по-разному. Последние работы по моде-
лированию, в которых ответы клетки на 
фотостимуляцию были интегрированы с 
моделью нейрона Ходжкина – Хаксли [26], 
можно расширить и дополнить проводимо-
стями второго порядка, а это означает, что 
появляется возможность точнее прогнози-
ровать клеточные ответы в рамках различ-
ных способов фотостимуляции.

Быстрое ингибирование – галородопсины 
(NpHR). Для изучения активности нейронов 
и нейронных ансамблей ингибирование так-
же играет важную роль в оптогенетических 
исследованиях. Для достижения этих целей 
используется галородопсин Halobacterial 
HR (индуцирует электрогенный ток ионов 
хлора), однако для него характерно десен-
сибилизирующее действие. Тем не менее, 
гомологичный ген от Natronomonaspharaonis 
[32–34] способен вызвать стабильный фо-
тоток [35] с максимумом на длине волны 
590 нм (воздействие с такой длиной волны 
не вызывает какого-либо ответа от ChR2, 
что позволяет осуществить активации ChR2 
и NpHR независимо для двунаправленной 
модуляции активности). В отличие от воз-
буждающих ChR, NpHR требует постоян-
ного светового облучения.  Хотя торможе-

ние с использованием NpHR было успешно 
доказано в модели свободно движущихся 
червей и тонких срезов мозга млекопитаю-
щих [35], а также в культуре нейронов [36], 
потребовалось несколько лет, прежде чем 
удалось достигнуть подобных результатов у 
интактных млекопитающих, из-за проблем 
мембранного транспорта, которые требуют 
использования дополнительных методик. 

Различными инженерными методами 
был создан опсин eNpHR2.0, для кото-
рого характерны более высокие значения 
токов [37, 21]. Это позволило его приме-
нить для интактной ткани грызунов [38], 
а также тканей приматов и человека [39]. 
В конечном итоге был получен eNpHR3.0 
с еще большими значениями фототоков 
при умеренной интенсивности света в 
желтом диапазоне длин волн или смещен-
ным в красную зону оптического спектра  
(до 680 нм) [26].

Следует отметить, что для опытов по 
ингибированию функции нейронов целе-
сообразно использовать двунаправленный 
контроль, а также учитывать влияние ста-
бильности фототоков ингибирующих опси-
нов. Наконец, необходимо проявлять осто-
рожность с дозами светового облучения, в 
частности, чтобы избежать перегрева тка-
ней при непрерывном воздействии. В свя-
зи с этим важно контролировать интенсив-
ность света, необходимую для торможения 
[40].

Ступенчато-функциональные опсины 
(SFO). Проводимость дикого типа ChR2 
деактивируется после прекращения фото-
стимуляции (она длится около 10 мс), тог-
да как мутантный ChR2 (C128X) (мутации 
в цистеин-128 и аспартат-156) деактиви-
руется гораздо медленнее [27, 28]. Напри-
мер, мутантные белки с заменами C128T, 
C128A и C128S характеризуются постоян-
ными времени 2, 42 и 100 с, соответственно 
[27]. Прекратить этот стабильный, вызван-
ный голубым светом фототок можно пу-
тем применения импульсов желтого света  
(560 – 590 нм). Мутантные гены этого клас-
са называют ступенчато-функциональными 
опсинами (SFO), так как они делают воз-
можным ступенчатый контроль мембран-
ного потенциала. Подобный контроль 
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вероятнее приведет к порогу потенциала 
действия и увеличит вероятность эндоген-
ных синаптических выходов [27]. 

      Ключевые различия между SFO и ChR. 
Отметим два таких различия. Во-первых, 
это увеличение клеточной светочувстви-
тельности SFO, по сравнению с ChR; оно 
является результатом накопления откры-
тых каналов во время светового импульса. 
[27, 29]. Во-вторых, отличие SFO от ChR 
обусловлено асинхронной природой SFO-
опосредованной активности нейронов, ко-
торая не вовлекает все экспрессирующие 
нейроны в единый паттерн, вызванный 
фотостимуляцией. 

Сейчас существуют SFO с постоянной 
времени деактивации до 30 мин [30]; это 
дает возможность приблизить экспрессиру-
ющие нейроны к стабильному потенциалу 
покоя с последующим удалением источника 
света, т. е. позволяет проводить последую-
щий поведенческий или физиологический 
эксперимент при полном отсутствии света 
или другого оборудования. Более того, ис-
пользование длительных низкоинтенсивных 
импульсов света обеспечивает устранение 
неравномерности ответа экспрессирующих 
клеток.  В этом случае даже большие объ-
емы ткани могут быть доведены до уровня 
насыщения с течением времени. 

Но, несмотря на широкие эксперимен-
тальные возможности SFO, его использо-
вание всегда должно сопровождаться до-
полнительными электрофизиологическими  
исследованиями. Это необходимо для пра-
вильной интерпретации полученных дан-
ных.

Но даже при множестве полезных 
свойств, ни один из перечисленных выше 
ChR не способен вызывать серии пиков с 
частотой выше 40 Гц, в то время как мно-
гие типы нейронов и их физиологические 
процессы требуют высокочастотных серий 
пиков (более 40 Гц). Даже дикий тип ChR2 
(10 мс), а также H134R (20 мс) не способны 
к точному управлению на высоких часто-
тах. Замена в ChR2 остатков глутамата-123 
треонином или аланином привела к уско-
рению кинетики закрытия канала с 10 до 
4 мс за счет умеренного снижения вели-
чины фототока, и это значительно повы-

сило точность оптогенетического контроля 
[10]. Мутации E123 являются уникальными 
среди ChR, так как устраняют чувствитель-
ность кинетики канала к мембранным по-
тенциалам, действуй они раздельно или в 
комбинации с другими мутациями H134R и 
T159C [10, 31]. После устранения этих не-
линейных и нестационарных эффектов от-
вет каналов становится более предсказуе-
мым и легко моделируемым. Опсины этого 
класса (отдельно мутации E123 или в ком-
бинации с другими изменениями [10]) на-
зываются ChETAs (ChRE123T/A). ChETAs 
можно использовать не только для нейро-
нов, требующих высокочастотные серии 
пиков, так как их использование приводит 
к снижению количества появляющихся до-
полнительных пиков, наряду со снижением 
ложно-пролонгированной деполяризации. 
Было показано, что ChETAs обеспечивают 
повышенную производительность в преде-
лах интактных тканей мозга млекопитаю-
щих [10]; в то же время быстрая деакти-
вация, как правило, приводит к снижению 
эффективной клеточной чувствительности 
к длительным импульсам света, так как 
меньше каналов остаются открытыми. 

Фармакологическая, оптогенетическая и 
электро-стимуляции. Они будут отличаться 
от естественной синаптической передачи 
ввиду изменения проводимости потоков 
ионов и мембранного потенциала. Любой 
из этих типов стимуляции может повлиять 
на внутриклеточные мембраны, эндоплаз-
матический ретикулум, ядерный аппарат, 
синаптические визикулы и митохондрии. 
Эти факторы необходимо учитывать, осо-
бенно при изучении одиночных нейронов. 
И несмотря на новизну, точность и специ-
фичность оптогентических методов, необ-
ходимо сопоставлять их результаты с ре-
зультатами электростимуляции в подобных 
условиях. Хотя оптогенетика дает возмож-
ность понять, как именно функционируют 
нейроны и нейронные ансамбли, экспери-
ментальные результаты обычно сильней-
шим образом зависят от типа нейронов и 
параметров стимуляции (частота, длитель-
ность, амплитуда и т. п.). Огромное значе-
ние имеет также выбор опсина (например, 
H134R или L132C).
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Существуют большие возможности для 
создания новых оптогенетических инстру-
ментов, если принять во внимание огром-
ное разнообразие микробных генов опси-
нов, встречающихся в природе.

Инструменты для модуляции  
биохимического сигналинга

Микробные гены опсинов (тип I), опи-
санные выше, кодируют ионные каналы, 
которые контролируют возбудимость ней-
ронов, изменяя их мембранный потенци-
ал выше или ниже порога генерации по-
тенциала действия. Такой подход имеет 
преимущества в отношении скорости и 
точности воздействия, однако в некоторых 
экспериментах необходима временная и 
точная модуляция внутриклеточных про-
цессов.

Существует еще один тип опсинов  
(тип II), например светочувствительные 
белки глаз млекопитающих; эти белки спо-
собны не только индуцировать фототок под 
действием света, но и выступать в качестве 
семейства рецепторов GPCR, а значит уча-
ствовать во внутриклеточной сигнализа-
ции. Таким образом можно осуществлять 
медленный тормозящий [41] или возбуж-
дающий [42] контроль. В настоящее время 
разрабатывается большое количество химер 
[43] между родопсинами позвоночных и 
семействами GPCRs, которые могут слу-
жить однокомпонентными инструментами 
контроля (в их числе дофаминергический, 
серотонинергический и адренергический 
рецепторы, играющие важную роль в ней-
ротрансмиссии и нейромодуляции). Такие 
оптогенетические инструменты получили 
название optoXRs, они позволяют осущест-
влять контроль над внутриклеточной сигна-
лизацией для изучения поведения свободно 
движущихся мышей [11].

Скорость и точность, которые достига-
ются с помощью методов биохимической 
оптогенетики, раскрывают возможности, 
недостижимые для фармакологических и 
генетических методов. Активное развитие 
этой области оптогенетики дает возмож-
ность расширить применение этих техно-
логий практически на все типы клеток.

Выбор параметров светового пучка  
и доставка света

После того как опсины начали экспрес-
сироваться в нейронах, представляющих 
интерес для исследователей, встала задача 
доставки светового пучка. Требования к его 
параметрам различны и зависят от условий 
эксперимента. Например, для изучения 
быстрых осцилляций в тонких срезах моз-
га при использовании нескольких опсинов 
in vitro, необходимы параметры пучка, ко-
торые отличаются от таковых для исследо-
вания эффектов длительной стимуляции  
in vivo определенных отделов мозга живот-
ных [44]. Параметры фототоков, индуциро-
ванных в нейронах световыми импульсами, 
зависят от многих факторов. К таковым 
относятся тип экспрессируемого опсина, 
длина волны облучения, его интенсивность 
и время, и даже события, происходившие 
до момента облучения. Если не все молеку-
лы каналородопсина вернулись в исходное 
состояние после предыдущего воздействия, 
начальный ответ на импульс света окажется 
меньше. 

 Параметры активации различных оп-
синов. Для семейства опсинов ChR2, 
ChR2(H134R), ChR1/2 химеры, ChETA (вы-
делены из Chlamydomonas reinhardtii) длина 
волны возбуждения составляет 470 нм. При 
этом их основная функция – это деполя-
ризация клеточной мембраны. Модуля-
торными возможностями этого семейства 
опсинов является быстрое включение/вы-
ключение, поэтому лучше всего эти опсины 
подходят для точной активации нейронов. 
Замена H134R дает больше фототоков по 
отношению к диким типам ChR2.  В част-
ности, ChR1/ChR2 химеры и ChETA дают 
пики до 200 Гц. 

Следующая группа опсинов – ступен-
чато-функциональные опсины (SFO): ChR2 
(C128A), ChR2 (C128S), ChR2 (C128T) (вы-
делены из Chlamydomonas reinhardtii). Дли-
на волны возбуждения составляет 470 нм,  
для ингибирования используют свето-
вой пучок с длиной волны 546 нм. При 
этом их основная функция – также де-
поляризация клеточной мембраны. ChR2  
(с точечными мутациями) характеризуются 
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медленной или оптически переключаемой 
деактивацией. Замены C128A и C128S дают 
наиболее длительную активацию и высокую 
светочувствительность, а C128T сохраняет 
высокую временную точность активации. 
SFOs можно включать и выключать сини-
ми и зелеными световыми импульсами.

VChR1 (выделен из Volvox carteri) име-
ет длину волны возбуждения – 535 нм, его 
основная функция – также деполяризация 
клеточной мембраны. Смещение  спектра 
действия в красную область (по отноше-
нию к ChR2) позволяет проводить комби-
нированный контроль.

NpHR, eNpHR (выделены из 
Natronomonas pharaonis) имеют длину вол-
ны возбуждения 589 нм, но их основная 
функция – гиперполяризация клеточной 
мембраны. Эта группа опсинов представля-
ет собой активируемый светом «насос» для 
ионов хлора. Используется для гиперполя-
ризации нейронов с высокой временной 
точностью и устойчивым торможением в 
течение нескольких минут.

Opto-α1AR, opto-β2AR (получены син-
тетическим способом) имеют длину волны 
возбуждения – 500 нм; при этом их основ-
ная функция – биохимическое воздействие 
на клеточную мембрану. Эта группа опси-
нов представляет собой активируемый све-
том GPCR (через G-белок).

При разработке системы доставки све-
та для активации опсинов, прежде всего 
необходимо учитывать такой параметр, 
как коэффициент поглощения фотонов 
определенной длины волны. Он пропор-
ционален потоку света, который в свою 
очередь представляет собой количество 
фотонов на единицу площади в единицу 
времени. Однако в эксперименте удобнее 
пользоваться другой величиной. Это плот-
ность потока света, которая измеряется в 
мВт/мм2 и определяется как произведение 
потока света на энергию одного фотона. 
Для каналородопсина ChR2 дикого типа 
при стандартном уровне экспрессии и об-
лучении светом с длиной волны 473 нм, 
плотность потока света, необходимая для 
инициирования аксонного потенциала, 
составляет 1 –5 мВт/мм2. 

Как отмечалось ранее, требования к 

длительности светового облучения зависят 
от условий различных оптогенетических 
экспериментов. В случае оптогенетическо-
го ингибирования интервал времени опре-
деляется длительностью этого ингибирова-
ния (плотность потока света 1–5 мВт/мм2), 
тогда как при бистабильном оптогенетиче-
ском контроле требуется короткий проме-
жуток времени, а пучок света должен иметь 
гораздо меньшую плотность потока (менее 
0,01 мВт/мм2).

Для экспериментов in vitro, когда об-
разец ткани наблюдают под микроскопом, 
наиболее подходящие источники света –  
галогеновые/ксеноновые лампы, свето-
диоды, лазеры – могут быть размещены 
прямо вдоль направления луча микроско-
па. Для некоторых экспериментов требу-
ется импульсное облучение. Для создания 
кратковременных импульсов света можно 
использовать быстрые затворы (например, 
Lambda DG-4 или Uniblitzshutter) или не-
посредственно импульсные лазеры. Для ис-
следований in vivo в свободно двигающихся 
животных больше всего  подходят источ-
ники с высокими значениями мощности 
(10 – 15 мВт на краю волокна сечением 
100 мкм). Для стимуляции коркового слоя 
мозга можно также использовать светодио-
ды. При контроле более глубоких областей 
мозга необходимо использовать тонкое 
оптоволокно. Оптоволокно применяют для 
изготовления так называемых оптотродов – 
инструментов для одновременной регистра-
ции электрофизиологических параметров и 
оптического возбуждения опсинов. Толщи-
на волокна выбирается также в зависимо-
сти от природы изучаемого объекта. Так, 
для мышей, без ограничения их движения, 
необходимая величина составляет не более 
300 мкм, а для крыс – 400 мкм. При по-
становке экспериментов необходимо также 
учитывать, что ткани мозга млекопитаю-
щих сильно поглощают свет; например, на 
500 мкм от края волокна интенсивность 
светового пучка составляет примерно 10 % 
от исходной.

В настоящее время в лаборатории мо-
лекулярной нейродегенерации разрабаты-
вается аппаратно-программный комплекс 
(АПК) для оптогенетических исследований. 
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Предлагаемый АПК представляет собой 
источник светового воздействия, состоя-
щий из нескольких ярких светодиодов, со 
специальным программным обеспечением, 
в котором заложены необходимые параме-
тры диодов для опсинов, подобранные экс-
периментальным путем.

Способы регистрации  
экспериментальных данных

Для оптогенетического контроля при-
меняются различные методы измерения 
параметров эксперимента. Во-первых, 
это методы получения и анализа изо-
бражения с использованием различных 
красителей. В качестве последних ис-
пользуются Ca2+-специфичные красители 
(например, Fura-2, Fluo-5F), а также красите-
ли, чувствительные к изменению напряжения  
(VSD – Voltage-Sensitive Dye), например 
RH-155. Подобный метод эффективен 
для измерения электрической активности 
в больших популяциях клеток ex vivo и in 
vivo с высоким временным разрешением.  
В случае применения Са2+-специфичных 
красителей для получения изображения 
можно использовать двухфотонный микро-
скоп, так как при двухфотонном возбуж-
дении практически отсутствуют шумы от 
фотоактивации каналородопсинов. Краси-
тели, чувствительные к изменению напря-
жения, представляют собой липофильные 
молекулы, оптическое поглощение которых 
зависит от потенциала на мембране. Наря-
ду с высокоскоростными камерами для ре-
гистрации изменений оптического сигнала, 
работают с изображением, полученным с 
помощью VSD и позволяющим опреде-
лять изменения электрической активности 
в нейронах с высоким пространственно-
временным разрешением (порядка мс и 
мкм). Максимум поглощения для красите-
ля RH-155 составляет 700 нм, а пики воз-
буждения опсинов находятся в пределах 
470 – 590 нм. Такая разница в длинах волн 
позволяет одновременно проводить опти-

ческую стимуляцию опсинов и детектиро-
вать изображение.

Другой класс методов измерения пара-
метров оптогенетических экспериментов 
включает одновременный контроль поведе-
ния животных и электрофизиологическую 
регистрацию. Для этого были созданы спе-
циальные приборы на основе оптоволок-
на для доставки светового пучка в область 
экспрессии гена опсина и электрофизиоло-
гических измерений.

Заключение

В данной статье мы изложили суть опто-
генетической методики, ее основные состав-
ляющие и области применения. В настоящее 
время эта методика интенсивно развивается, 
совершенствуется и находит применение в 
новых сферах научного познания.  Наиболь-
ший интерес для авторов статьи представля-
ет применение оптогенетического подхода к 
изучению нарушений синаптической пере-
дачи при развитии различных нейродегене-
ративных заболеваний. Так, в 2013 году на 
мышиных моделях болезни Хантингтона при 
помощи оптогенетической методики уже 
были продемонстрированы нарушения в си-
наптической передаче в кортико-стриатной 
культуре нейронов [45]. Исследование про-
блем такого рода является предметом ны-
нешних и дальнейших научных изысканий 
авторов статьи.
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Vlasova O.L. THE NEW METHOD FOR STUDYING NEURONAL ACTIVITY: OPTO-
GENETICS.

The article is devoted to problems of realization and application of optogenetic methods used to identify 
reasons of various diseases, to monitor the biochemical processes of cell activity and to study various 
organisms. The problems of delivery, embedding and monitoring the expression of opsin genes into the cell 
genome of interest have been considered. In the article, the parameters and properties of various opsins 
and also the main ways of achievement of precise optical control over cell using opsins were presented. 
The rules for choosing the parameters of a light beam and the features of its putting were pointed out. The 
characteristic properties of the different measurement technique and recording the experimental quantities 
were analyzed and given.  
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