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Аннотация. Одними из важнейших участников механизмов внутриклеточной механотрансдукции 
являются открытые в 2010 году механочувствительные ионные каналы семейства Piezo. Эти каналы 
(Piezo1 и Piezo2) обнаружены во многих типах клеток, включая первичные сенсорные нейроны, 
причем их роль здесь пока неясна. Изучению механизмов функционирования каналов Piezo1 может 
способствовать применение специфических фармакологических активаторов этих каналов, например, 
Jedi2. В литературе отсутствуют данные о влиянии Jedi2 на нейроны. В настоящей работе исследованы 
эффекты Jedi2 на первичные сенсорные нейроны. С помощью метода органотипической культуры 
ткани было установлено, что Jedi2 дозозависимо регулирует рост нейритов сенсорных нейронов 
спинномозговых ганглиев. Методом атомно-силовой микроскопии было показано, что указанный 
агент в концентрации 10 мкМ, которая не влияет на рост нейритов сенсорных нейронов, приводит 
к увеличению жесткости первичных сенсорных нейронов. Полученный результат можно объяснить 
опосредованным каналами Piezo1 запуском внутриклеточных Са2+-активируемых сигнальных путей, 
что указывает на возможность эффективного применения Jedi2 в концентрации 10 мкМ для выяснения 
молекулярных механизмов Piezo1-опосредованной механотрансдукции в первичных сенсорных 
нейронах при физиологически адекватных условиях.

Ключевые слова: сенсорные нейроны, атомно-силовая микроскопия, каналы Piezo1, Jedi2, 
органотипическая культура ткани
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Abstract. Mechanosensitive ion channels of the Piezo family, discovered in 2010, are crucial participants 
of intracellular mechanotransduction. The Piezo1 and Piezo2 channels are found in various cell types, 
including primary sensory neurons, although their precise roles remain poorly understood. Although Jedi2, 
a pharmacological activator of Piezo1 channels, has been shown to modulate Piezo1 activity, its effects 
on neurons have not been studied yet. In this work, we investigate the impact of Jedi2 on primary sensory 
neurons. Using organotypic tissue culture, we demonstrate that Jedi2 regulates neurite growth of sensory 
neurons of dorsal root ganglia in a dose-dependent manner. Atomic force microscopy revealed that a 10 μM 
concentration of Jedi2 — while having no effect on neurite growth — induces a significant increase in the 
stiffness of primary sensory neurons. This response can be explained by the triggering of intracellular  
Ca2+-dependent signaling pathways mediated by Piezo1 channel activation. Our findings suggest that  
Jedi2 at 10 μM concentration can serve as a useful tool for exploring the molecular mechanisms of Piezo1-
mediated mechanotransduction in primary sensory neurons under physiologically relevant conditions. 

Keywords: sensory neurons, atomic force microscopy, Piezo1 channels, Jedi2, organotypic tissue culture

Введение

Сущностью механотрансдукции является 
преобразование механических стимулов в элек-
трические или химические ответы живой клетки 
(Martinac, Cox 2017). Механотрансдукция играет 
важную роль при реализации ряда физиологи-
ческих функций, включая тактильную чувстви-
тельность, слух, проприоцепцию, ноцицепцию 
(Volkers et al. 2015). Молекулярными структура-
ми, воспринимающими механические стимулы, 
являются механочувствительные ионные каналы, 
локализованные в плазматической мембране 
клетки (Canales Coutiño, Mayor 2021). Известны 
различные ионные каналы, участвующие в ме-
ханотрансдукции в клетках эукариот: дегенерин/

эпителиальные натриевые (DEG/ENaC), калиевые 
(K2P), TRP (Transient Receptor Potential), а также 
Piezo (Miles et al. 2023). Последние были откры-
ты лишь в 2010 году (Coste et al. 2010). Они ши-
роко распространены в организме человека, 
причем возможное нарушение их функциониро-
вания может стать причиной возникновения 
ряда патологий (Cox et al. 2016). Это, а также 
недостаточно полное понимание механизмов 
работы механочувствительных ионных каналов 
Piezo (Piezo1 и Piezo2) обусловливает особый 
интерес к их изучению. Piezo представляют собой 
неселективные катионные каналы, проницаемые 
преимущественно для ионов Ca2+, в меньшей 
степени — для других катионов: Na+, K+, Cs+, Ba2+, 
Mg2+ и Mn2+ (Cox, Gottlieb 2019; Gnanasambandam 
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et al. 2017). Известно, что ионы Ca2+ играют цен-
тральную роль в регуляции многих внутрикле-
точных процессов, включая экспрессию генов 
и транспортировку белков, ремоделирование 
цитоскелета (Szczot et al. 2021), поэтому актива-
ция указанных механочувствительных каналов 
должна играть роль в сопряжении процессов, 
вызванных механическими стимулами, и про-
цессов внутриклеточной сигнализации. 

Каналы Piezo участвуют в механотрансдукции 
сенсорных нейронов (Roh et al. 2020). Хотя ис-
следования показывают, что каналы Piezo тесно 
связаны с передачей ощущения прикосновения, 
проприоцепцией и болью, роль Piezo1 в этих 
процессах пока неясна (Fang et al. 2021). Ранее 
считалось, что сенсорные нейроны экспресси-
руют только каналы Piezo2 (Coste et al. 2010; 
Ranade et al. 2014; Wang et al. 2019). Однако 
позже были получены данные, свидетельствую
щие, что сенсорные нейроны спинномозговых 
ганглиев экспрессируют и Piezo1 каналы (Roh 
et al. 2020; Shin et al. 2023). Пониманию роли 
каналов Piezo1 в механотрансдукции сенсорных 
нейронов могут способствовать исследования 
методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) 
(Binnig et al. 1986) с привлечением веществ, 
специфических модуляторов активности этих 
каналов, например таких, как активатор Jedi2. 
АСМ позволяет изучать механические свойства 
индивидуальных клеток, являющиеся важным 
индикатором их состояния (Pérez-Domínguez 
et al. 2020). Возможное изменение механических 
свойств сенсорных нейронов в ответ на действие 
Jedi2 может свидетельствовать о запуске вну-
триклеточных каскадных процессов, опосредо-
ванных активацией каналов Piezo1.

Настоящая работа посвящена изучению воз-
можной роли механочувствительных каналов 
Piezo1 в процессе механотрансдукции в первич-
ных сенсорных нейронах. Нами впервые было 
исследовано влияние воздействия Jedi2, специ
фического фармакологического активатора 
механочувствительных каналов Piezo1. Полу-
ченные результаты подтверждают участие ка-
налов Piezo1 в механотрансдукции первичных 
сенсорных нейронов, а также свидетельствуют, 
что Jedi2 можно эффективно применять в ис-
следованиях Piezo1-опосредованной механо-
трансдукции клеток.

Материалы и методы

Органотипическая культура нервной ткани
Применяемый метод органотипической куль-

туры нервной ткани подробно описан в наших 
предыдущих работах (Penniyaynen et al. 2019). 

Объектами исследования были эксплантаты 
спинномозговых ганглиев 10–12-дневных ку-
риных эмбрионов. Экспериментальные экс-
плантаты культивировали в присутствии Jedi2 
в течение трех суток. Эксплантаты, культиви-
руемые только в питательной среде, считали 
контрольными. Морфометрический метод ис-
пользовали для количественной оценки роста 
эксплантатов спинномозговых ганглиев. Индекс 
площади (ИП) рассчитывали как отношение 
площади зоны роста к исходной площади экс-
плантата. Контрольное значение ИП принима-
ли за 100%. Оптический микроскоп Axiostar Plus 
(Carl Zeiss, Германия) применяли для визуали-
зации эксплантатов. Полученные изображения 
анализировали с помощью программ ImageJ 
(National Institutes of Health, США) и ZEN_2012 
(Carl Zeiss).

Метод получения культуры  
сенсорных нейронов

Сенсорные нейроны получали по ранее опи-
санному протоколу (Khalisov et al. 2015; Plakhova 
et al. 2020). Спинномозговые ганглии 10–12-днев-
ных куриных эмбрионов препарировали, дис-
социировали и культивировали следующим 
образом: выделенные спинномозговые ганглии 
помещали в раствор Хенкса при 4°C, затем фер-
ментативно диссоциировали 0,125% трипсином 
(Sigma, США) в течение одной минуты. Фермен-
тативный раствор удаляли и заменяли раствором 
Хенкса, после чего пипетировали при 4°C. Полу-
ченную клеточную суспензию культивировали 
в питательной среде в СО2-инкубаторе (Sanyo, 
Япония) в течение трех суток при 37°C и 5% CO2. 
Jedi2 в концентрации 10 мкМ добавляли в экс-
периментальные чашки непосредственно перед 
исследованием методом АСМ. 

Работа выполнена на оборудовании ЦКП 
«Конфокальная микроскопия» Института фи-
зиологии им. И. П. Павлова РАН.

Атомно-силовая микроскопия
Изучение влияния Jedi2 на механические 

свойства первичных сенсорных нейронов осу-
ществляли с помощью атомно-силового микро-
скопа BioScope Catalyst (Bruker, США). Для 
поиска клеток использовали инвертированный 
оптический микроскоп Axio Observer Z1 (Carl 
Zeiss, Германия), совмещенный с атомно-сило-
вым микроскопом. АСМ-исследование сенсор-
ных нейронов проводили в питательной среде. 
Температуру чашек Петри во время АСМ-
эксперимента поддерживали на уровне около 
37°C посредством встроенного в атомно-сило-
вой микроскоп нагревательного элемента  
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под управлением термоконтроллера 335-й мо-
дели (Lake Shore, США).

Для изучения механических свойств первич-
ных сенсорных нейронов применяли кантилеве-
ры Nitra-Tall-V-G-(A) (ScanSens GmbH, Германия). 
Коэффициент жесткости каждого кантилевера 
калибровали перед исследованием клеток с по-
мощью метода анализа тепловых шумов (Hutter, 
Bechhoefer 1993). АСМ-сканирование сенсорных 
нейронов осуществляли в режиме работы Peak-
Force QNM, позволяющем одновременно полу-
чать информацию о топографии рельефа поверх-
ности и локальных механических свойствах 
клеток. Картирование механических свойств при 
АСМ-сканировании возможно благодаря анали-
зу силовых кривых, регистрируемых на исследуе
мой поверхности. Механические свойства сен-
сорных нейронов характеризовали значениями 
кажущегося модуля Юнга, определенными по мо-
дели Снеддона (в ней форма зонда считается 
конической) (Sneddon 1965), на основании сле-
дующего выражения:

( ) ( ) ,tan
1

2 2
2 δα

υπ −
=

EF

где F — сила взаимодействия зонд — поверх-
ность, ν — коэффициент Пуассона (ν = 0,5), 
α — половинный угол раствора конуса (α = 20°), 
δ — величина деформации.

АСМ-сканированию подвергали фрагмент 
подложки, содержащий сому сенсорного ней-
рона (рис. 1А). Значение пиковой силы воздей-
ствия зонда на клетку было выбрано на уровне 
1 нН. Такая величина силы, с одной стороны, 
позволяет деформировать сенсорные нейроны 
в среднем на несколько сотен нанометров, 
а с другой, как правило, не представляет опас-
ности для целостности клеток. Последнее под-
тверждается за счет визуального контроля, 
производимого с помощью оптического микро-
скопа в процессе проведения АСМ-эксперимента. 
При определении среднего значения кажуще-
гося модуля Юнга клетки выбирали область 
на соме, исключая края нейрона, где ошибка 
пиковой силы имеет максимальную амплитуду 
и зонд может контактировать с клеткой не остри-
ем, а боковой гранью (рис. 1В).

Используя АСМ-карту кажущегося модуля 
Юнга, определяли среднее значение его вели-
чины для каждого сенсорного нейрона. Влияние 
Jedi2 на механические свойства сенсорных 
нейронов выявляли путем сравнения средних 
значений кажущегося модуля Юнга экспери-
ментальных и контрольных клеток.

Статистическая обработка
Статистический анализ полученных данных 

выполняли в  программе STATISTICA 10.0 
(StatSoft, США) с использованием t-критерия 

Рис. 1. АСМ-изображения контрольного сенсорного нейрона: топография рельефа поверхности (А) и карта 
распределения кажущегося модуля Юнга (В), прерывистой линией обозначена область анализа (во вставке — 

гистограмма кажущегося модуля Юнга в рамках выделенной области). Параметры АСМ-сканирования: 
заданное значение пиковой силы — 1 нН, частота строчной развертки — 0,15 Гц, частота и амплитуда 
вертикальных колебаний зонда — 0,25 кГц и 1 мкм соответственно, размер кадра — 128 × 128 точек

Fig. 1. AFM images of the control sensory neuron: (А) topography and (B) apparent Young’s modulus map.  
The dashed line indicates the analysis area, with a histogram of the apparent Young’s modulus within this area 

shown in the inset. AFM imaging parameters: peak force setpoint — 1 nN, scan rate — 0.15 Hz, peak force 
frequency — 0.25 kHz, peak force amplitude — 1 µm, respectively, frame size — 128 × 128
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Стьюдента (метод органотипической культуры 
ткани) и U-критерия Манна — Уитни (АСМ). 
Данные представлены в виде среднего значения ± 
стандартная ошибка среднего. Различия счита-
ли статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты

Влияние Jedi2, фармакологического актива-
тора механочувствительных каналов Piezo1, 
на рост эксплантатов спинномозговых ганглиев 
исследовали в концентрациях: 1 мкМ, 10 мкМ, 
20 мкМ и 0,1 мМ (рис. 2). Добавление в культу-
ральную среду Jedi2 в концентрациях 1 мкМ 
(n = 28) и 10 мкМ (n = 27) практически не влия
ло на рост эксплантатов спинномозговых ган-
глиев — ИП слабо отличались от контрольного 
значения (n = 25) (рис. 2). При введении в пита-
тельную среду Jedi2 в концентрации 20 мкМ 
наблюдали статистически значимое ингибиро-
вание роста нейритов сенсорных нейронов 
спинномозговых ганглиев. ИП эксперименталь-
ных эксплантатов был на 39 ± 5% (n = 29, р < 0,05) 
ниже контрольного значения. В концентрации 
0,1 мМ (n = 30) исследуемое вещество полностью 
блокировало рост нейритов сенсорных нейронов 
спинномозговых ганглиев (рис. 2). Полученные 
данные демонстрируют, что Jedi2 оказывает 
дозозависимое действие на рост нейритов сен-
сорных нейронов спинномозговых ганглиев.

С помощью АСМ было исследовано воздей-
ствие Jedi2 в концентрации 10 мкМ на механи-
ческие свойства первичных сенсорных нейронов. 
Анализ АСМ-данных показал статистически 
значимое различие между значениями кажу- 
щегося модуля Юнга первичных сенсорных  
нейронов, подвергшихся воздействию Jedi2, 
и контрольных клеток. В среднем жесткость 
сенсорных нейронов после культивирования 
в питательной среде в присутствии исследуе-
мого вещества выросла до 10,9 ± 0,9 кПа (n = 48) 
по сравнению с контролем, 7,3 ± 0,8 кПа (n = 40). 
Следовательно, фармакологический активатор 
каналов Piezo1, Jedi2, в концентрации 10 мкМ 
вызывает увеличение жесткости первичных 
сенсорных нейронов.

Обсуждение

Механотрансдукция — фундаментальная 
способность, позволяющая живым организмам 
воспринимать механические сигналы как из внеш-
ней, так и из внутренней среды и реагировать 
на них. Существенная роль белков Piezo в ме-
ханотрансдукции была подтверждена много-
численными исследованиями (Coste, Delmas 
2024; Dienes et al. 2023; Douguet et al. 2019; Li et al. 
2022; Szczot et al. 2021; Xu et al. 2021).

Ранее было высказано предположение о том, 
что в сенсорных нейронах экспрессируются 

Рис. 2. Влияние Jedi2 на рост нейритов сенсорных нейронов спинномозговых ганглиев  
(третьи сутки культивирования). По оси ординат — индекс площади эксплантатов (AI, %),  

* — различия статистически значимы относительно контрольных значений, p < 0,05

Fig. 2. Effect of Jedi2 on the growth of neurites of sensory neurons of the dorsal root ganglion  
(3rd day of cultivation). The ordinate axis represents the area index (AI, %),  

* indicates statistically significant differences relative to the control values, p < 0.05
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каналы Piezo2 и практически не экспрессиру-
ются каналы Piezo1 (Coste et al. 2010; Ranade 
et al. 2014). Однако позднее экспрессия Piezo1 
была обнаружена в нейронах тройничного узла 
(Cho et al. 2022; Mikhailov et al. 2019) и спинно-
мозговых ганглиев (Roh et al. 2020; Shin et al. 
2023; Wang et al. 2019). Считается, что каналы 
Piezo2 необходимы для восприятия прикосно-
вений, участвуют в механизмах проприоцепции. 
Особый интерес вызывают данные, согласно 
которым указанные каналы вносят вклад в функ-
ционирование ноцицептивной системы, нару-
шение их работы приводит к возникновению 
аллодинии (Wang et al. 2019; Zhang et al. 2019). 
Экспрессия Piezo1 в ноцицептивных нейронах 
спинномозговых ганглиев позволяет предпо-
ложить участие этих каналов в модуляции но-
цицептивной системы мозга (Wang et al. 2019).

Каналы Piezo представляют собой перспек-
тивные мишени для новых лекарственных суб-
станций (Coste, Delmas 2024; Dienes et al. 2023; 
Ridone et al. 2019). Однако, ввиду нехватки 
данных о специфических модуляторах актив-
ности каналов Piezo, возможности регуляции 
их работы сильно ограничены. Известны специ
фические синтетические активаторы каналов 
Piezo1: Yoda1 (Syeda et al. 2015), Jedi1 и Jedi2 
(Wang et al. 2018). Специфических модуляторов 
активности каналов Piezo2 пока не обнаружено. 
Селективный фармакологический агонист Yoda1 
широко используется для исследования потен-
циального влияния Piezo1 на различные кле-
точные процессы (Chubinskiy-Nadezhdin et al. 
2019; Jiang et al. 2021; Roh et al. 2020; Vasileva et al. 
2021). Данные о влиянии Jedi1/2 на внутрикле-
точные сигнальные пути, опосредуемые акти-
вацией Piezo1 каналов, в литературе практиче-
ски отсутствуют.

Ясного представления о функции Piezo1 
в первичных сенсорных нейронах пока нет. От-
вету на этот вопрос могут способствовать специ
фические активаторы канала Piezo1, включая 
Jedi2. Для эффективного использования суб-
станции в исследовании роли Piezo1 в механо-
трансдукции сенсорных нейронов необходимо 
установить безопасную концентрацию Jedi2, 
поскольку высокие концентрации этого агента 
могут привести к повреждающим эффектам 
и к ошибочным выводам о степени участия 
Piezo1 в клеточной сигнализации.

В настоящей работе впервые с помощью 
метода органотипической культуры ткани было 
показано, что Jedi2 дозозависимо ингибирует 
рост нейритов сенсорных нейронов спинно-
мозговых ганглиев. Известно, что активация 
канала Piezo1 способствует поступлению ионов 

Ca2+ внутрь клетки, которые впоследствии за-
пускают внутриклеточные сигнальные пути, 
в том числе, кальций/кальмодулин-зависимую 
протеинкиназу II, эндотелиальную синтазу 
оксида азота, фосфоинозитид-3 киназу/про-
теинкиназу B (Kang et al. 2019; Lai et al. 2021; 
Wang et al. 2022). Было показано, что Yoda1, 
селективный агонист Piezo1, индуцирует Са2+-
ответ главным образом в нейронах малого 
и среднего размера спинно-мозговых ганглиев 
мышей (Roh et al. 2020). Подобный внутрикле-
точный кальциевый ответ на Yoda1 был про-
демонстрирован в нейронах ганглия тройнич-
ного нерва (Mikhailov et al. 2019). По-видимому, 
обнаруженный в настоящей работе ингибирую
щий эффект Jedi2 на рост нейритов сенсорных 
нейронов спинномозговых ганглиев связан 
с Са2+-зависимыми сигнальными путями, опосре
дованными Piezo1.

Важным направлением применения АСМ 
является количественный подход к изучению 
механических свойств клеток (Haase, Pelling 
2015). Изменения механических свойств клеток 
могут быть связаны с развитием различных 
заболеваний, например, рака (Stylianou et al. 
2018), диабета (Benech et al. 2014), прогрессиру-
ющей псевдоревматоидной дисплазии (Lin et al. 
2020). Кроме того, влияние на механические 
свойства клеток способны оказывать старение 
(Lieber et al. 2004), жесткость подложки (Tee 
et al. 2011), химические вещества (Khalisov et al. 
2020; Liang et al. 2021). Таким образом, изучение 
механических свойств клеток посредством АСМ 
может способствовать более глубокому пони-
манию различных физиологических и патоло-
гических процессов. В данной работе метод АСМ 
был применен для исследования действия Jedi2 
на механические свойства первичных сенсорных 
нейронов. Было обнаружено, что изучаемое 
вещество в концентрации 10 мкМ, которая не 
влияла на рост нейритов, вызывает увеличение 
жесткости клеток. Поскольку Jedi2 представля-
ет собой специфический активатор механо- 
чувствительных каналов Piezo1, полученный  
результат свидетельствует, что субстанция, 
связываясь с каналами Piezo1 и открывая их, 
вероятно, запускает Ca2+-опосредованные вну-
триклеточные каскадные процессы, приводящие 
к изменению механических свойств первичных 
сенсорных нейронов. 

Ранее отмечалось, что высокое значение EC50 ≈ 
≈ 158 мкМ (Wang et al. 2018) может служить 
ограничивающим фактором использования Jedi2 
в лабораторных исследованиях (Coste, Delmas 
2024). Действительно, в наших экспериментах 
наблюдалось сильно выраженное ингибирующее 
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действие Jedi2 при его концентрации, равной 
0,1 мМ. Вместе с тем, данные АСМ показа- 
ли, что на порядок более низкая концентра- 
ция субстанции, 10 мкМ, способна вызывать 
увеличение жесткости сенсорных нейронов. 
Полученный результат указывает на возмож- 
ность эффективного применения Jedi2 именно  
в этой концентрации для исследований Piezo1-
опосредованной механотрансдукции при физи-
ологически адекватных условиях. К такому же 
выводу пришли и другие авторы, показавшие 
с применением метода локальной фиксации 
потенциала, что Jedi2 в концентрации 6 мкМ 
активирует каналы Piezo1 в клетках K562 (Vasileva 
et al. 2021). Отметим, что подобный эффект Jedi2 
наблюдался ранее и на фибробластах сердца 
(Khalisov et al. 2024). Схожесть ответов первич-
ных сенсорных нейронов и фибробластов серд-
ца на Jedi2 может указывать на универсальность 
механизмов действия изучаемой субстанции 
на клетки разных тканей.

Обнаруженные в настоящей работе ответы 
на Jedi2 первичных сенсорных нейронов могут 
объясняться Piezo1-опосредованной активаци-
ей Са2+-зависимых внутриклеточных сигнальных 
путей, детализация этих молекулярных меха-
низмов станет задачей наших будущих исследо-
ваний.
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