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Изложены основные представления электронно-конформационной (ЭК) модели лиганд-активируемых

рианодиновых каналов (RyR), в рамках которой множество степеней свободы этого гигантского наноскопи-

ческого молекулярного комплекса сводится к двум, условно называемым электронной и конформационной.

В простейшем варианте модели (
”
toy model“) конформационный потенциал, или энергетический профиль,

RyR-канала представляет собой две ветви, описывающие зависимость энергии от конформационной

координаты (
”
координаты реакции“) в исходном и лиганд-активированном состояниях соответственно.

Рассмотрено обобщение модели с учетом как тетрамерной структуры RyR-канала, так и дополнительной

(
”
ортогональной“) вращательной конформационной моды. Показано, что ЭК модель дает биофизическое

обоснование традиционной феноменологической модели марковских цепей. В качестве иллюстрации

возможностей ЭК модели приведены ссылки на примеры модельного описания динамики изолированных

RyR-каналов и кластеров RyR-каналов в высвобождающих единицах сердечной клетки.

DOI: 10.21883/JTF.2018.09.46415.19-18

Введение

Динамика внутриклеточного кальция (Ca2+) играет

принципиальную роль в функционировании сердечных

клеток, являясь центральным звеном в электромеханиче-

ском сопряжении в рабочих кардиомиоцитах и формиро-

вания сердечного ритма в клетках синусно-предсердного

узла (SANC) [1]. Сокращения сердечных клеток акти-

вируются повышением концентрации внутриклеточного

Ca2+ за счет периодического высвобождения Ca2+ из

просвета люмена терминальных цистерн (ТЦ) сарко-

плазматического ретикулюма (СР) в результате процес-

са, называемого
”
кальцием, вызванного высвобождения

кальция“ (КВВК). Особенностью КВВК является триг-

герный характер высвобождения большого количества

Ca2+ из СР в ответ на стимуляцию в виде относительно

небольшого количества Ca2+, поступающего из внекле-

точной среды через сарколеммальные каналы L-типа.
Высвобождение кальция из СР происходит через риа-

нодиновые рецепторы (RyR-каналы) в ответ на локаль-

ное повышение концентрации Ca2+ в так называемом

диадном пространстве (или субпространстве) между

сарколеммой и мембраной СР. Рецепторы сердечного

типа (RyR2) являются общими основными каналами

высвобождения Ca2+ в SANC и желудочковых миоцитах.

Изменение функции RyR2 рассматривается как важней-

ший фактор сердечно-сосудистой патофизиологии, такой

как унаследованная аритмия, сердечная недостаточность

и кардиомиопатия. В итоге RyR2 теперь рассматрива-

ется как важнейший новый элемент медикаментозной

терапии [2]. Канал RyR2 вместе с регуляторными бел-

ками, включая FKBP12.6, кальцеквестрин, джанктин и

триадин, образует мультимолекулярный комплекс, от-

вечающий за точное регулирование количества Ca2+,

выделяемого в цитозоль в течение каждого сердечного

цикла. Этот гигантский (30 × 3× 15 nm) наноскопиче-

ский макромолекулярный белковый комплекс, содержа-

щий 4 субъединицы 565 kDa каждый, состоит из боль-

шой тетрагонально-структурированной цитоплазматиче-

ской головки, выходящей из СР в диадное простран-

ство между сарколеммой и СР, включающей примерно

до 80% от массы белка. Остальная (∼ 20% массы)
часть RyR-канала находится в трансмембранной обла-

сти СР и охватывает Ca2+-проводящие поры и фильтр

селективности. В цитоплазматической области каждого

протомера выделены девять основных доменов, включая

четыре домена с armadillo-повторами — аминоконцевой

домен (NTD), Handle-домен, Helical-домен и централь-

ный домен, три SPRY-домена (структурные домены,

идентифицированные в SplA и RyR), два домена P1, P2.

Недавние исследования электронной криомикроскопии

(крио-EM) [3] показывают, что RyR претерпевает боль-

шие перестройки структуры как в трансмембранном, так

и особенно в цитоплазматическом сегментах, когда он

переходит между закрытым и открытым состояниями

при активации Ca2+. Минимальный радиус поры в за-

крытом состоянии (∼ 0.5�A) определяется положением

молекулярных остатков Ile4868. При 20µM Ca2+ цито-

плазматические
”
ворота“ уширяются примерно на 8�A,

а минимальный радиус поры в открытом состоянии

(∼ 2µ�A) определяется теперь положением четырех мо-

лекулярных остатков Gln4864.

Структурное сравнение открытого и закрытого RyR2

показывает относительно небольшую внутридоменную

перестройку цитоплазматических доменов. Относитель-

ные сдвиги между этими доменами приводят к
”
ды-
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хательно-вращательной“ моде движения периферии ци-

топлазматической части RyR, образованной Helical-

доменом, SPRY-доменами и доменами P1, P2, сопро-

вождаемую своеобразным качанием в сторону люмена

СР и вращения по часовой стрелке при наблюдении

со стороны цитоплазмы. Отметим, что
”
дыхательная“

мода в теории колебательных спектров молекул соответ-

ствует полносимметричной моде. Центральный домен,

представляющий собой относительно подвижное образо-

вание стабильных структурных единиц (VSL-домен, U-

мотив, CTD,. . .), переводит конформационные измене-

ния цитоплазматических датчиков, индуцированные раз-

личными стимулами, в изменение сечения центральной

поры.

Отметим, что, несмотря на высокое разрешение, по-

следние данные криоэлектронной микроскопии [3] не

дали ответа на положение центра Ca2+-активации, или

центра Ca2+-связывания. В открытом состоянии соответ-

ствующая электронная плотность не обнаружена.

Основным результатом экспериментальнго исследо-

вания динамики изолированных RyR-каналов в липид-

ном бислое в стационарном режиме cis- и trans-
концентраций Ca2+ можно считать обнаружение спон-

танного переключения канала между двумя активными

режимами функционирования (gating) с низкой (L) и

высокой (H) вероятностями Po открытия канала, а также

неактивным (I) режимом. Как и для многих других

ионных каналов, для RyR-каналов может наблюдать-

ся режим
”
пакетов“ быстрых переключений открытие–

закрытие (bursts), разделяемых относительно длительны-
ми закрытыми состояниями [4,5].
В настоящей работе изложены основные представле-

ния электронно-конформационной (ЭК) модели лиганд-

активирумых RyR-каналов [6–13] и ее обобщение с

учетом как тетрамерной структуры RyR-канала, так и

дополнительной (
”
ортогональной“) вращательной кон-

формационной моды. В разд. 1 рассмотрены проблемы

модельного описания структуры и динамики RyR-ка-

налов. В основных разд. 2 и 3 рассмотрены простейшая

ЭК модель и ее обобщение соответственно. Краткое

заключение — в разд. 4.

1. Проблемы модельного описания
структуры и динамики RyR-каналов

Как и все ионные каналы, RyR имеет огромное число

внутренних электронных и конформационных степеней

свободы, однако его основная функция связана с относи-

тельным движением крупных фрагментов, т. е. доменов,

друг относительно друга, что по твердотельной термино-

логии связано с низкочастотными оптическими модами.

Формирование устойчивой конфигурации/конформации

RyR-канала можно рассматривать как результат кон-

денсации определенной оптичекой моды. Однако под-

ходы, типичные для небольших
”
жестких“ высокосим-

метричных молекул и кристаллических твердых тел,

основанные на введении симметризованных смещений и

соответствующих колебательных мод, для таких огром-

ных
”
нежестких“ (exible) наноскопических образований

как RyR-каналы оказываются малопродуктивными. В та-

кой ситуации особое значение приобретают различные

модельные подходы, заведомо огрубляющие структуру

белка и предполагающие выделение основных актив-

ных степеней свободы и соответствующих основных

конформационных координат [14,15]. В частности, это

относится к модели воротного механизма функциониро-

вания ионных каналов [16], а также к модели упругой

трубки с крышкой [6–11]. В общем случае в таких моде-

лях вводится многоконфигурационное/конформационное

пространство с конформационным потенциалом, или

энергетическим профилем, предполагающим существо-

вание различных (мета)стабильных конформационных

состояний (конфигураций) [17]. Функционирование кана-

ла предполагает движение в многомерном пространстве

с характерными временами задержки в метастабильных

состояниях, подобное движению горнолыжника по слож-

ному профилю горной трассы. Отметим, что
”
горнолыж-

ная“ аналогия предполагает отсутствие влияния
”
транс-

портных“ ионов Ca2+ на конформационный потенциал.

Традиционно рассматривается
”
химический“ меха-

низм Ca2+ активации RyR2-канала, согласно которому

ионы Ca2+ связываются с определенными центрами

(binding site) одного или нескольких мономеров. В этом

случае логично вводить два или несколько конформаци-

онных потенциала, для исходного состояния и состояния

со связанным лигандом или лигандами соответственно.

Однако возможен и
”
физический“ механизм Ca2+ акти-

вации, который не предусматривает химического связы-

вания, а подразумевает эффект неупругого рассеяния

ионов Ca2+ на RyR2-канале с возбуждением послед-

него либо в пределах одной ветви конформационного

потенциала, либо переход между различными ветвями

потенциала.

Дальнейшее упрощение модели конформационного

потенциала предполагает проектирование многомерного

энергетического профиля на одномерное (1D) простран-
ство с введением единственной эффективной конформа-

ционной координаты Q, которую по аналогии с описа-

нием химических реакций можно назвать координатой

реакции. В этом случае можно использовать простую

теорию Крамерса, уравнения одномерной диффузии и

уравнение Ланжевена для описания динамики системы.

С координатой реакции в ионных каналах естественно

связать эффективное сечение канала и/или проводи-

мость канала. Вообще говоря, переход к эффектив-

ному одномерному 1D конформационному потенциалу

приводит к замедлению динамики из-за существования

локальных минимумов и барьеров вдоль координат,

”
ортогональных“ координате реакции Q. Эффект за-

медления может быть учтен введением эффективно-

го
”
внутреннего

”
трения [18] с коэффициентом тре-

ния Ŵ(Q). Таким образом, барьеры вдоль координаты

реакции учитываются в эффективном конформационном
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потенциале явно, тогда как барьеры вдоль ортогональ-

ных координат учитываются введением эффективного

внутреннего трения или коэффициента диффузии, за-

висящих от координаты реакции. Однако, как показано

ниже в разд. 3, переход к одномерной модели может

в отдельных стучаях грозить потерей принципиально

важной информации о динамике канала.

Несмотря на очевидную физическую обоснованность

одномерной конформационной модели, она не получила

широкого распространения. Наиболее популярными для

интерпретации динамики RyR-канала остаются фено-

менологические марковские кинетические модели [5],
в основе которых задание некоторого минимального

набора возможных состояний канала: О — открытое,

С — закрытое, I — инактивационное, а также веро-

ятностей переходов между ними. Число состояний и

величины вероятностей переходов между ними подби-

раются из условия оптимального описания эксперимен-

тальных данных по динамике изолированных RyR-ка-

налов, прежде всего распределения времен нахождения

канала в открытом и закрытом состояниях. К сожале-

нию, экспериментальные данные для
”
изолированных“

RyR-каналов часто получены в различных условиях

(люменальный Ca2+, АТФ, Mg2+, . . .) с использованием

различной техники обработки результатов, что меша-

ет объективному сравнению различных данных. Более

того, в работе Мукхерджи с соавторами [5] на приме-

ре hRyR2 (human RyR2), изолированного от внешних

модуляторов (purified hRyR2), показана невозможность

описания динамики изолированного канала в рамках

единой кинетической модели для широкого диапазона

концентрации активирующего [Ca2+]cyt. Авторы были

вынуждены ввести три кинетические схемы для трех

концентрационных интервалов. В рамках марковских

кинетических моделей был предсказан ряд новых эф-

фектов, в частности, существование открытых состояний

канала без Ca2+-активации и закрытых состояний в

Ca2+-связанном состоянии.

Очевидно, что все (мета)стабильные состояния мар-

ковских кинетических моделей естественным образом

должны связываться с локальными минимумами кон-

формационных потенциалов для исходного и лиганд-

активированного состояний канала, что позволяет свя-

зать два модельных подхода к описанию структуры и

динамики ионных каналов.

2. Простейшая ЭК модель

Очевидно, что проводимость ионных каналов так или

иначе определяется ведущей
”
дыхательной“ (breathing)

конформационной модой, непосредственно связанной с

изменением поперечного сечения канала, так что в

качестве координаты реакции Q естественно выбрать

средний радиус, или, проще, наименьший радиус сечения

канала (constriction site).

oC

cO

cC

oO

Q

E
n
er

g
y

0

Рис. 1. Наивная модель
”
трубка с крышкой“ для RyR-канала

в закрытом основном состоянии. Строчные буквы c, o исполь-

зуются для обозначения не связанных и связанных с Ca2+

состояний соответственно, а прописные буквы C,O — для

обозначения конформационно закрытых и открытых состояний

соответственно.

В основе простейшей ЭК модели (plug-and-tube
model) [6–12] лежит представление о RyR-канале как

о некой
”
упругой“ трубке с переменным сечением,

определяемым конформационной координатой Q, и лег-

кой
”
электронной крышкой“, переключаемой связывани-

ем/отсоединением ионов Ca2+ с RyR-каналом (рис. 1).

”
Электронная крышка“ связана с конформационной ко-

ординатой Q и работает как триггер для стимуляции

ее изменения, соответственно изменения проводимости

RyR-канала. Другими словами, мы свели огромное число

степеней свободы RyR-канала к двум: быстрой и мед-

ленной, условно называя их электронной и конформа-

ционной соответственно. Забывая о достаточно сложной

структуре RyR-каналов, мы предполагаем существова-

ние только двух электронных состояний канала:
”
откры-

того“ и
”
закрытого“, а единственная конформационная

координата Q считается классической переменной. Оче-

видно существование некоторого критического значения

координаты реакции Qcr, определяющего порог проводи-

мости канала, так что при Q < Qcr канал считается кон-

формационно закрытым, а при Q > Qcr — конформаци-

онно открытым и проводящим. В дальнейшем в качестве

координаты реакции Q мы примем ее отклонение от кри-

тического значения, сохранив при этом обозначение Q.

Выбор зависимости проницаемости D(Q) от конформа-

ционной координаты Q является одним из принципиаль-

нейших элементов описания модельного канала. Из са-

мых общих соображений проницаемость должна расти с

ростом Q, меняясь от малых величин, соответствующих

возможной утечке при Q ≈ 0, до некоторого предельно-

го значения при больших Q. Однако в самой простой
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модели можно пользоваться степенной зависимостью:

D(Q) = DQβ(Q ≥ 0). (1)

2.1. Конформационный потенциал модельного
RyR-канала

Конформационный потенциал V(Q) в общем случае

имеет сложный вид с глобальным и локальным мини-

мумами (рис. 2), связываемых с основным и возбужден-

ными метастабильными состояниями модельного канала

соответственно. В простейшей модели мы ограничимся

классическим гармоническим приближением, в котором

конформационный потенциал может быть представлен в

виде, типичном для упругой системы, как

V(Q) = V0 − pQ+
K
2

Q2, (2)

где K > 0 — эффективная константа
”
упругости“ канала,

а параметр p имеет смысл эффективного давления.

Минимум конформационной энергии Emin = V0 − p2/2K
при Qmin = p/K определяет либо закрытое при Qmin < 0,

либо открытое при Qmin > 0 основное состояние канала.

Таким образом, изменение знака эффективного давления

реализует переключение C ↔ O (closed ↔ open) для

основного состояния канала. Обратим внимание, что при

этом даже в основном закрытом состоянии возможны

открытия в возбужденных состояниях. Очевидно, что

связывание канала с лигандом приводит к изменению

конформационного потенциала, что в гармоническом

приближении приводит к изменению трех парамет-

ров V0, K, p. Вводя число n, равное нулю в отсутствие

лиганда и равное единице в связанном с лигандом состо-

янии, запишем конформационный потенциал модельного

канала в общем для обеих ветвей виде как

Vn(Q) = 1n− pnQ +
Kn

2
Q2, (3)

где параметр 1 определяет изменение энергии канала

при присоединении лиганда в конформационном состоя-

нии Q = 0.

До сих пор мы рассматривали модельный канал

как классическую двухуровневую систему, что кажется

Q

V Q( )

Рис. 2. Типичный вид одномерного энергетического профиля

в функции конформационной координаты реакции.

вполне оправданным для такого большого наноскопи-

ческого объекта как RyR-канал. Однако, строго говоря,

даже для таких объектов мы не можем избежать учета

квантовых эффектов прежде всего вблизи точек Qint пе-

ресечения ветвей конформационного потенциала, точек

”
случайного вырождения“ V0(Qint) = V1(Qint). Квантовое
обобщение двухуровневой задачи может быть легко

выполнено введением вместо конформационного потен-

циала Vn(Q) оператора Гамильтона, или, проще говоря,

матрицы 2× 2 [6–8,10–13]:

Ĥ = 1ŝz − hŝx − pQ+
K
2

Q2 + aQŝz, (4)

где sz = 1
2

(

1 0

0 −1

)

, sx = 1
2

(

0 1

1 0

)

— матрицы Па-

ули, p0 = p + a, p1 = p− a, параметр a может быть

назван параметром электронно-конформационной связи.

Параметр h учитывает квантовый эффект
”
смешивания“

ветвей конформационного потенциала. Для упрощения

мы пренебрегли изменением упругой константы при свя-

зывании канала с лигандом K0 = K1 = K. В дальнейшем

мы используем безразмерную координату реакции Q, а

значит, все параметры конформационного потенциала и

гамильтониана модельного канала (1, h, p, K, α) будут

иметь размерность энергии. Отметим, что ЭК модель

вводит энергию как один из важнейших факторов, опре-

деляющих состояния ионного канала.

Два собственных числа матрицы гамильтониана Ĥ

E±(Q) =
K
2

Q2 − pQ± 1

2
[(1− aQ)2 + h2]1/2 (5)

определяют две ветви конформационного потенциала.

При h = 0 мы возвращаемся к классическим ветвям

”
диабатического“ потенциала V±(Q) = E±(Q), которые
связываются c конформационными потенциалами не

связанного и связанного с лигандом состояний канала,

которые условно можно назвать электронно-закрытым

и электронно-открытым соответственно (рис. 3). Пара-

болы E±(Q) имеют минимумы E(0)
± = −(p∓ a)2/2K + 1

при Q± = (p∓)/K соответственно и пересекаются в

точке Qint = 1/a. Очевидно, что
”
рабочая“ модель

для описания процесса открытия/закрытия канала пред-

полагает так называемое условие
”
бистабильности“

O< < Qint < Q> (Q<,> — меньшее, большее из Q±),
когда оба минимума располагаются по разные стороны

от точки пересечения ветвей.
”
Расстояние“ между ми-

нимумами E(0)
± линейно зависит от параметров 1, p, a.

Учет квантовых эффектов с h 6= 0 приводит к принци-

пиальной модификации конформационного потенциала,

когда вместо двух парабол мы приходим к двум новым

изолированным ветвям, где точка пересечения ветвей,

или точка двукратного вырождения, расщепляется с

появлением высокоэнергетического метастабильного со-

стояния и низкоэнергетического неустойчивого (пере-
ходного) состояния (см. вставку на рис. 3). Интересно,

что
”
движение“ системы по новым ветвям фактически
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Рис. 3. Конформационный потенциал простой ЭК модели

при h = 0 с глобальным минимумом для закрытого состояния.

Величины δE
−
, δE+ — потенциальные барьеры, отсчитыва-

емые от дна диабатических потенциалов. Вставка показыва-

ет квантовый эффект, учитываемый при отличном от нуля

параметре h, с формированием верхнего метастабильного и

нижнего неустойчивого (переходного) состояний.

связано с более или менее плавным процессом при-

соединения/отсоединения лиганда. Согласно квантовым

представлениям в области пересечения ветвей, вероят-

ность обнаружения системы в состоянии с присоединен-

ным лигандом близка к 50% .

2.2. Электронно-конформационные

преобразования в простой модели

RyR-канала

Стрелками на рис. 3 обозначены основные пути

электронно-конформационных преобразований, или ди-

намики, в модельном канале. С физической точки зре-

ния они включают индуцированные ионами кальция

в диадном пространстве быстрые электронные франк-

кондоновские переходы между ветвями конформацион-

ного потенциала (вертикальные стрелки), идущие без

изменения координаты реакции. С химической точки

зрения эти переходы представляют первую быструю

стадию реакции присоединения (binding, cC → oC) или

отсоединения (unbinding, oO → cO) ионов Ca2+. Со-

ответствующие вероятности переходов зависят как от

концентрации [Ca2+]SS, так и энерии ионов Ca2+, хотя

не исключены и спонтанные переходы на нижележа-

щие ветви. Пунктирные кривые стрелки вдоль ветвей

конформационного потенциала указывают на медлен-

ную конформационную динамику (переходы cO → oO

и cC → oO). Горизонтальные стрелки вблизи точки

пересечения ветвей указывают на квантовые туннель-

ные переходы, идущие без изменения энергии. При

конечных температурах нужно учитывать температурно-

активированные переходы через потенциальный барьер.

Таким образом, даже простейшая модель указыва-

ет на существование нескольких характерных времен,

определяющих динамику канала, включая: 1) короткое

время электронного перехода cC → oC, зависящее

от [Ca2+]SS; 2) время медленной конформационной ре-

лаксации oC → oO; 3) короткое время электронного

перехода oO → cO, зависящее от [Ca2+]SS (
”
индуци-

рованное кальцием отсоединение кальция“); 4) время

медленной конформационной релаксации cO → cC;

5) широкий спектр времен резонансного туннелирова-

ния; 6) времена термоактивационного перехода через

барьер вблизи переходного состояния; 7) времена мед-

ленной конформационной релаксации от окрестности

переходного состояния до минимумов oO и cC; 8) время

перехода между ветвями вблизи точки пересечения.

Очевидно, что все эти времена регулируются внутрикле-

точными лигандами (АТФ, каффеин, Mg2+, кальмодулин,

FKBP12, . . .), концентрацией [Ca2+] jSR ионов кальция в

люмене.

2.2.1. Конформационная динамика. Для описа-

ния медленной конформационной динамики мы исполь-

зуем уравнение движения Ланжевена [19] для ветвей V±:

MQ̈± = − ∂

∂Q
V±(Q) − MŴ±(Q)Q̇ + γ

√
TR(t), (6)

где первое слагаемое в правой части описывает конфор-

мационную силу, второе — силу внутреннего трения

с коэффициентом трения Ŵ±(Q), третье — тепловые

флуктуации с параметром случайной силы γ . Эффек-

тивная масса канала M — эффективная масса веду-

щей конформационной моды, то есть величина порядка

массы сегмента, ответственного за динамику основной

дыхательной моды канала. Коэффициент внутреннего

трения Ŵ±(Q) — эффективный параметр, аккумули-

рующий все эффекты
”
одномеризации“ многомерного

конформационного потенциала [17,18]. R(t) описывает

дельта-коррелированный стационарный гауссовский про-

цесс. Случайная сила определяет
”
внешнее“ трение. От-

метим, что флуктуационно-диссипативная теорема [19]
для силы эффективного внутреннего трения и внешней

случайной силы, вообще говоря, не работает. Типич-

ным приближением для температурных зависимостей

параметров Ŵ±(Q) и γ является использование закона

Аррениуса [18]:

Ŵ(T) = Ŵ0e
EŴ

kBT ; γ(T) = γ0e
Eγ

kBT (7)

с энергиями активации EŴ и Eγ соответственно.

2.2.2. Квантовое туннелирование. Обычно био-

логи, изучая массивные белки, обходятся без привле-

чения законов квантовой физики, считая ее уделом

микроскопических атомных систем. Однако прогресс в
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развитии экспериментальных методик в последние годы

показал, что квантовые эффекты в биологии могут про-

являться не только на уровне одноионного транспорта,

но и в динамике наноскопических сегментов ионных

каналов, в частности селективных фильтров, играющих

принципиальную роль в функционировании каналов.

В работе [20] оценка вклада квантового туннели-

рования
”
тепловых“ ионов калия в бактериальном

KcsA канале в проводимость дает величины поряд-

ка 105−1010 ions/s, что вполне согласуется с экспери-

ментным значением ∼ 108 ions/s. Чанси с коллегами [21]
рассматривали квантовое туннелирование между закры-

тым и открытым состояниями натриевого канала, точнее

наноскопического сегмента S4 α-helix с массой 2400Da,

и получили разумные значения характерного времени

туннелирования в интервале от 1µs до нескольких ms.

Учет квантовых эффектов расщепления, взаимодей-

ствия/смешивания мод, а также и туннелирования в

окрестности точки пересечения ветвей конформацион-

ного потенциала является необходимым элементом про-

стой ЭК модели.

В работе [10] для описания вероятности туннели-

рования было предложено использование упрощенного

варианта формулы Гамова

Ptun = P0e
−Atun1Q

√
1E, (8)

где 1Q — ширина, 1E — высота энергетического

барьера (рис. 3), а P0 — эффективная частота по-

пыток. Очевидно, что заметные величины вероятности

туннелирования будут наблюдаться только непосред-

ственно вблизи точки пересечения ветвей потенциала,

где 1E и 1Q обращаются в нуль. Одним из основных

кандидатов на объект туннелирования в RyR2-канале

может служить S6cyt сегмент. Подчеркнем резонансный

характер туннельного перехода, что делает его важным

конкурентом традиционных энергозатратных переходов.

2.3. Регуляция RyR2-канала люменальным
Ca

2+
и АТФ

Цитозольный кальций Ca2+ рассматривается как ос-

новной физиологический активатор RyR2-канала, однако

исследование изолированных каналов показало, что сам

по себе цитозольный Ca2+ фактически является слабым

активатором и не приводит к вероятностям открытия Po

более 0.5. Для максимальной активации канала необхо-

димы микромолярные концентрации Ca2+ в присутствии

дополнительного лиганда. Таким образом, хотя рост

концентрации цитозольного Ca2+ и является триггером

открытия RyR2-каналов сердечных клеток в физиоло-

гических условиях, но активация, достаточная для под-

держания рабочего режима возбуждения–сокращения,

требует синергетического эффекта действия Ca2+ и,

по крайней мере, еще одного активирующего лиганда.

In situ функционирование RyR2-канала регулируется

различными физиологическими и фармакологическими

агентами, включая люменальный Ca2+, АТФ, Mg2+, каль-

модулин, FKBP12 и такими клеточными процессами, как

окисление, фосфорилирование и др. Большинство этих

лигандов/регуляторов связываются в большой цитоплаз-

матической области RyR2-канала и участвуют в алло-

стерической регуляции процесса открытия/закрытия.

Накопление Ca2+ в люмене саркоплазматического

ретикулума является движущей силой, способствующей

истечению Ca2+ из люмена в цитозоль. В настоящее

время отсутствует единое понимание механизма регу-

ляции RyR2-канала люменальным Ca2+. Этот механизм

in vivo может включать Ca2+-чувствительные центры

как в люменальной, так и в цитозольной части канала,

причем их роль может зависеть от экспериментальных

условий.

Кальций поступает в диадное пространство двумя

путями: через каналы L-типа на сарколемме и из лю-

менов SRчерез RyR2-каналы. Активация RyR2-каналов

люменальным кальцием Ca jSR может быть приписана

либо Ca2+, проходящему к высокочувствительным ак-

тивационным центрам цитоплазматической части RyR2-

каналов, либо Ca2+-регуляторным центрам на люме-

нальной стороне RyR2-каналов [22,23]. Большая часть

экспериментальных фактов согласуется скорее с люме-

нальным механизмом [2], предполагающим существо-

вание люменальных Ca2+-сенсоров, контролирующих

функции RyR2-канала путем направленного изменения

его конформации для увеличения вероятности открытия.

В отличие от CaSS, активирующего непосредственный

отклик RyR2-каналов, люменальные Ca2+- сенсоры обес-

печивают непрерывную регуляцию функциональной ак-

тивности хранилища кальция, связывая содержание Ca2+

с активностью RyR2-каналов [2].

Люменальные Ca2+-сенсоры в RyR2-каналах связы-

ваются с люменальными белками, кальцеквестрином,

триадином и джанктином, которые и являются мо-

дуляторами активности RyR2-канала. Кальцеквестрин

известен своей способностью к связыванию ионов

Ca2+ с изменением конформации. Триадин и джанк-

тин обеспечивают механизм передачи конформацион-

ных напряжений от кальцеквестрина RyR2-каналу, ре-

гулируя, таким образом, его проводимость. Именно

конформационные напряжения, или эффективное дав-

ление, представляются основным ингредиентом в ме-

ханизме отклика RyR2-канала на люменальную Ca2+

концентрацию.

Таким образом, в отличие от прямого
”
электронного“

эффекта CaSS эффект влияния Ca jSR на RyR2-канал,

скорее всего, носит
”
механический“ характер, через

конформационное давление на RyR2-канал. Этот эффект

может быть естественным образом учтен в ЭК модели,

если предположить, что параметр эффективного давле-

ния в эффективном конформационном потециале RyR2-

канала является функцией Ca jSR. Мы предполагаем,

что параметр p растет с ростом люменальной Ca2+
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Рис. 4. Конформационные потенциалы простой ЭК модели

при K = 2, a = 6, h = 0.9. Вверху: 1 = 0, p = −1, 0, +1; внизу:

p = 0, 1 = +2, 0, −2.

концентрации согласно обычному закону Хилла [6–8]:

p([Ca jSR]) =

(

2
[Ca jSR]

n

[Ca jSR]n + Kn
Ca

− 1

)

p0; −p0 ≤ p ≤ +p0,

(9)

где KCa —
”
полумаксимальное“ значение: p(KCa) = 0,

n — коэффициент Хилла. Изменение p в интервале

(−p0, +p0) ведет к принципиальной перестройке ветвей

конформационного потенциала с переходом от стабили-

зации закрытого состояния к стабилизации открытого

состояния канала (рис. 4).

2.3.1. Аллостерическая модель АТФ-регуляции

RyR-канала. Цитоплазматическая область RyR-

канала представляет собой своеобразную структурную

платформу для связывания различных внутриклеточных

лигандов, включая АТФ, которые модулируют

функционирование канала. Первое исследование,

демонстрирующее связь между цитозольной АТФ

и вероятностью открытия Po RyR-канала, было

выполнено Кермодом с соавторами [24]. В присутствии

активирующего цитозольного Ca2+ АТФ-активация

канала была положительным кооперативным процессом

с хилловским коэффициентом 1.5. Анализ времен

жизни событий продолжительностью > 1ms показал,

что в присутствии цитозольного Ca2+ АТФ приводит

к росту как частоты, так и длительности открытий

канала. Авторы пришли к заключению, что АТФ

должна связываться как с закрытым, так и открытым

состояниями канала.

АТФ является очень активным активатором RyR-

каналов, однако структурный механизм регуляции оста-

ется невыясненным из-за отсутствия данных о поло-

жении и молекулярном составе соответствующих свя-

зывающих центров, пространственной связи с ион-

проводящей порой канала и природы конформацион-

ных изменений в процессе связывания АТФ с каналом.

В любом случае очевидно, что прямое связывание АТФ

влияет на функционирование канала путем передачи

энергии связывания на конформационные изменения ка-

нала, которые включают междоменные взаимодействия.

Замечено, что АТФ связывается сильнее с мономерами

RyR канала в открытом, чем в закрытом состоянии,

стабилизируя, таким образом, открытое состояние [25].

Синергетический эффект люминального, цитозольно-

го Ca2+, и цитозольной АТФ на активацию изолирован-

ных RyR2-каналов в липидном бислое рассматривался

в работе Тенцеровой с соавторами [25]. Низкий уровень

люменального Ca2+ (1mM) приводил к существенному

росту сродства канала к АТФ, но без существенного

роста активации.

Повышение концентрации люменального Ca2+ замет-

но увеличивало влияние АТФ на активацию канала

без влияния на сродство к АТФ. Концентрации цито-

зольного Ca2+, близкие к диастолическим (< 500 nM),
приводили к усилению эффекта люменального Ca2+. Эф-

фект влияния люменального и цитозольного Ca2+ может

быть объяснен как результат действия аллостерических

взаимодействий АТФ с RyR2-каналом.

В рамках простой ЭК модели естественно предполо-

жить, что основной эффект цитозольной АТФ сводится

к стабилизации открытого состояния канала благодаря

росту энергетического параметра 1. Другими слова-

ми, зависимость 1([ATP]) должна быть такой, чтобы

рост концентрации АТФ сопровождался ростом пара-

метра 1([ATP]). Отметим, что ЭК модель предсказы-

вает подобие эффектов влияния АТФ (через влияние

на параметр 1([ATP])) и люменального кальция (че-
рез влияние на параметр эффективного давления p)
на функционирование канала, так как оба параметра

влияют на конформационный потенциал аналогичным

образом (рис. 4).

3. Обобщение простой ЭК модели

Несмотря на многие достоинства, простая ЭК модель

дает слишком упрощенное представление о RyR-канале,

в частности, это касается не только
”
одномеризации“

конформационного потенциала, но и использования при

этом примитивного гармонического приближения, кото-

рое обычно работает только в непосредственной низко-

энергетической окрестности основного состояния систе-

мы. Выше мы фактически рассматривали существование

у RyR-канала единого центра связывания с Ca2+, хотя

тетрамерная структура канала однозначно указывает на

наличие как минимум четырех центров связывания.

Тем не менее модельный подход, заложенный в осно-

вания ЭК модели, допускает ее обобщение, хотя и ценой

неизбежного введения новых параметров.

Так, рис. 5 демонстрирует возможное усложнение

гармонической модели введением ангармонического од-
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Рис. 5. Предполагаемый конформационный потенциал в

реалистической ЭК модели hRyR2-канала, соответствующий

марковской схеме работы [5] (см. детали в тексте).

номерного конформационного потенциала с появлени-

ем новых метастабильных состояний как в исходном

(закрытом), так и в Ca2+-связанном (открытом) со-

стояниях, которые соответствуют номенклатуре состо-

яний, введенной в работе [5]. Это два типа исходных

закрытых состояний С1/С2 (responsive/nonresponsive) в

отсутствие Ca2+-связывания,
”
промежуточное“ закрытое

состояние С3 Ca2+-связанного канала, открытое состо-

яние в отсутствие Ca2+-связывания (unliganded open

state). Схема рис. 5 указывает на возможную связь так

называемой
”
фликкер“ моды [5] с туннельным перехо-

дом вблизи переходного состояния. В целом эта схема

указывает на возможность сопоставления конформаци-

онному потенциалу определенной марковской схемы с

ясным физическим представлением о характере перехо-

дов и, наоборот, анализ марковской схемы может дать

важную информацию о характере конформационного

потенциала.

Учет тетрамерной структуры RyR-канала и наличия

четырех центров Ca2+-связывания может быть проведен

и в рамках простой ЭК модели, но путем введения

дополнительных ветвей конформационного потенциала,

соответственно различным конфигурациям заполнения

n ионами Ca2+ (n = 0, 1, 2, 3, 4) четырех центров связы-

вания. При этом нужно иметь в виду наличие четырех

эквивалентных конфигураций при n = 1 и 3, четырех

эквивалентных конфигураций ближайших и двух сле-

дующих за ближайшими (вторых) соседей при n = 2.

В общем случае мы будем иметь 16 ветвей конформа-

ционного потенциала — две невырожденные ветви для

n = 0 и 4, две четырехкратно вырожденных ветви для

n = 1 и 3, одну четырехкратно вырожденную и одну

двукратно вырожденную ветви для n = 2. Очевидно, что

в общем случае нужно учитывать еще и взаимодействие

ионов Ca2+ в
”
квадрате“ из четырех центров связывания.

Энергию межцентрового взаимодействия Ca2+−Ca2+

можно представить как

Eint =
∑

i 6= j

Ji j ni n j , (10)

где ni , j = 0; 1 — числа заполнения i , j -центра свя-

зывания (
∑

i ni = n), Ji j — энергия взаимодействия

Ca2+i −Ca2+j , Ji j = J1 для ближайших и Ji j = J2 для

вторых соседей. Энергия взаимодействия принимает

значения 0, 0, 2J1 + J2, 4J1 + 2J2 для n = 0, 1, 3,

4 соответственно, тогда как для n = 2 энергия равна

либо J1, либо J2 в зависимости от конфигурации бли-

жайших, либо вторых соседей соответственно. С учетом

электростатического взаимодействия Ca2+−Ca2+ следу-

ет ожидать положительных значений энергий взаимо-

действия с J1 > J2. Отметим, что весь предыдущий

анализ не учитывает квантовых эффектов транспорта

ионов Ca2+ между различными центрами связывания.

Энергия ветвей потенциала может быть представлена

как обобщение (3) в виде

En(Q) = En(Q = 0) − p(n)Q +
K(n)

2
Q2 + a(n)Q, (11)

где

En(Q = 0) = 1n +
∑

i 6= j

Ji j ni n j , (12)

причем первое слагаемое представляет аддитивный, а

второе — кооперативный вклад в
”
затравочную“ (Q = 0)

энергию канала. Мы предполагаем единую координату

реакции для всех ветвей потенциала.

Таким образом, в классическом приближении мы

приходим к выводу о существовании шести минимумов

общего конформационного потенциала, соответствую-

щих в зависимости от величины параметров типа 1, p,
K, a шести (мета)стабильным открытым или закрытым

состояниям канала. Естественно, что этот вывод нужно

учитывать при выборе той или иной марковской схемы.

Кроме того, учет квантовых эффектов взаимодействия

ветвей приведет к появлению дополнительных метаста-

бильных состояний вблизи точек пересечения ветвей.

На рис. 6 представлены пять ветвей
”
пробного“ кон-

формационного потенциала, полученного при простей-

шем предположении En = 0, но при условии a(n) ∝ n.
В этом случае мы получаем три варианта закрытых

состояний, два из которых соответствуют каналу, свя-

занному с одним или даже двумя ионами Ca2+, одному

состоянию с минимумом при Q = 0, соответствующе-

му слабо проводящему состоянию канала, и, наконец,

одному рабочему открытому состоянию, соответству-

ющему связыванию канала с четырьмя ионами Ca2+.

Очевидно, что этот модельный вариант не описывает
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Рис. 6. Пять ветвей предполагаемого конформационного по-

тенциала в обобщенной ЭК модели RyR2-канала, предполага-

ющей учет четырех центров связывания с единой координатой

реакции Q и без учета эффектов взаимодействия Ca2+−Ca2+.

Модельный вариант указывает на устойчивое открытое состо-

яние с четырьмя связанными ионами Ca2+.

реально наблюдаемое для hRyR [5] значение коэффици-

ента Хилла ∼ 2, а также эффект ингибирования канала

при высоких mM-концентрациях [Ca2+]cyt. Однако это

расхождение может быть устранено в рамках также

простой, но более реалистичной модели, учитывающей,

в частности, тот факт, что энергия взаимодействия

Ca2+−Ca2+ при n = 2 меньше, чем при n = 3 и 4. На

рис. 7 представлены шесть, в общем случае вырожден-

ных, ветвей пробного конформационного потенциала,

рассчитанного при значениях En и a(n), приведенных

на нижнем графике. Долгоживущее открытое состояние

канала соответствует при этом связыванию с двумя

ионами Ca2+, образующими пару вторых соседей, хотя

активация может идти через промежуточное состояние

со связыванием одиночного иона Ca2+.

4. Двухмодовая модель RyR-канала

Как отмечено во Введении структурные данные [3]
указывают на сложный характер конформационных из-

менений цитоплазматической части RyR-канала в про-

цессе открытия, в частности, важной роли
”
дыхательно-

вращательной“ или своеобразной винтовой моды движе-

ния периферии, образованной Helical-доменом, SPRY-до-

менами и доменами P1, P2.

Такое сложное конформационное преобразование, на-

блюдаемое, например, для ирисовой диафрагмы фото-

объектива, не может быть описано в рамках одномерной

модели с одной
”
дыхательной“ координатой реакции Q

и требует по крайней мере двумерного описания с вве-

дением дополнительной вращательной степени свободы,

описываемой некоторым углом поворота �. Представим

конформационную энергию канала с учетом конфор-

мационной координаты Q, связанной с радиусом поры

канала, и угла поворота � в виде

V(Q, �) =
K
2

Q2 + κ1 sin
2 � + κ2 sin

4�− pQsin�,

(13)

где первое слагаемое представляет собой гармоническое

приближение для энергии конформационной моды Q,
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Рис. 7. Шесть ветвей предполагаемого конформационного по-

тенциала в обобщенной ЭК модели RyR2-канала, предполага-

ющей учет четырех центров связывания с единой координатой

реакции Q и учетом эффектов взаимодействия Ca2+−Ca2+. Мо-

дельный вариант указывает на устойчивое открытое состояние

с двумя связанными ионами Ca2+ . Внизу представлена модель-

ная зависимость от числа связанных ионов Ca2+ затравочной

(Q = 0) энергии и константы электронно-конформационного

взаимодействия.
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Рис. 8. Контурный график потенциальной энергии V(Q, �) при K = 2meV/�A
2
, κ1 = 2.1meV, κ2 = 150meV: a — p = −2.8meV/�A,

p2 < 2κ1K; b — p = −7meV/�A, p2 > 2κ1K; c — параметры, аналогичные b, но с учетом дополнительного кубического слагаемого.

Пунктирными линиями обозначен конформационный потенциал V(Q, 0) = K
2

Q2 . Углы � указаны в градусах, координата Q —

в ангстремах.

а второе и третье слагаемые представляют энергию

вращения с κ2 > 0, что обеспечивает необходимую

жесткость вращательной (торсионной) моды. Четвертое

слагаемое описывает взаимодействие дыхательной и

торсионной мод. В основном состоянии

Q0 =
p
K

sin�, (14)

тогда как для � мы имеем несколько возможных значе-

ний:

1) sin 2� = 0, 2) sin� = ±

√

(

p2

2K
− κ1

)

/

2κ2, (15)

если

κ1 ≤
p2

2K
≤ κ1 + 2κ2. (16)

Контурный график потенциальной энергии V(Q, �)
на рис. 8 демонстрирует три различные реализации

механизма взаимодействия дыхательной и торсион-

ной мод. Вариант, представленный на рис. 8, a при

p = −2.8meV/�A, p2 < 2κ1K соответствует потенциаль-

ной энергии с единственным минимумом при Q = 0

и � = 0. Вариант, представленный на рис. 8, b, при

p = −7meV/�A, p2 > 2κ1K соответствует бифуркации

с двумя эквивалентными по энергии минимумами, но

соответствующим противоположным знакам как Q так

и �. Минимумы могут быть приписаны закрытому и

открытому состояниям канала соответственно. Энерге-

тическая эквивалентность минимумов пропадает, если

мы учтем в потенциальной энергии V(Q, �) нечетный

кубический член ∝ sin3�. Рис. 8, c демонстрирует по-

явление асимметрии потенциала при включении куби-

ческого слагаемого — 25 sin3 � в потенциальную энер-

гию V(Q, �), представленную на рис. 8, b. Естественно,

что все параметры двухмодовой потенциальной энергии

V(Q, �) будут зависеть от характера Ca2+-связывания.

В частности, можно предсказать возможность торсион-

ной неустойчивости как закрытого, так и открытого со-

стояний канала. Такая ситуация будет реализовываться

в случае, если некоторые минимумы в одномерной по-

тенциальной энергии V(Q) будут фактически седловыми

точками с учетом ортогональной торсионной моды [17].
Естественно, что в такой ситуации учет ортогональной

моды с помощью введения внутреннего трения в проце-

дуре одномеризации вряд ли будет адекватно отражать

реальную ситуацию.

Заключение

В работе изложены основные представления простой

электронно-конформационной модели рианодиновых ре-

цепторов (RyR-каналов) сердечной клетки, а также

ее обобщение с учетом реальной тетрамерной струк-

туры RyR-каналов и сложного двухмодового характе-

ра конформационных преобразований, сопровождающих

процесс открытия канала. В результате разработана

перспективная методика описания сложной динамики

RyR-каналов, которая позволяет, с одной стороны,

дать биофизическое обоснование традиционным марков-

ским кинетическим моделям описания динамики RyR-

каналов, а с другой стороны, дает основу для описания

и предсказания эффектов влияния различных лигандов, а

также таких внешних факторов как температура [26,27],
фазовые переходы в липидных бислоях на функциониро-

вание RyR-каналов. Даже в рамках простой биофизиче-

ски обоснованной ЭК модели уже получен ряд новых

результатов, включая модель конформационного взаи-

модействия RyR-каналов [7,8], модель высвобождающей

единицы (ВЕ) [10–12], которая позволила объяснить

формирование и свойства спонтанного колебательного

режима ВЕ как в клетке водителей сердечного ритма при

нормальных физиологических условиях, так и в рабочем

кардиомиоците при перегрузке люмена СР кальцием.

Исследована изолированная Ca2+ высвобождающая еди-

ница в клетках водителя сердечного ритма, или так

называемые Ca2+-
”
часы“ [10,12] и их взаимодействие

с мембранным осциллятором [28]. Впервые обнаружен
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и исследован эффект случайной остановки осцилляций

Ca2+-
”
часов“ при достаточно сильном взаимодействии

между RyR-каналами. В целом ЭК модель предлагает

новый взгляд на основные механизмы, управляющие

потоками внутриклеточного Ca2+, и может служить

отправной точкой для дальнейших исследований физи-

ческих принципов формирования регулярной динамики

сердечных клеток и ее нарушений in vivo и in vitro.
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