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Аутофагия — ключевой внутриклеточный механизм, отвечающий за удаление агреги-
рующих белков, патогенов и поврежденных органелл, таких как митохондрии. Нарушение
аутофагии связано с нейродегенеративными заболеваниями, часто вызванными дефекта-
ми в аутофагии и лизосомных функциях, особенно в регуляции pH[3]. Оптимальный pH в
лизосомах, необходимый для активности гидролаз, поддерживается вакуолярной АТФа-
зой (протонной помпой), и ее активность может служить индикатором способности клетки
к аутофагии[1, 2]. Нарушения в работе АТФазы могут иметь серьезные последствия для
организма, что подчеркивает важность разработки методов для оценки ее активности.

В данной работе мы представляем систему оценки эффективности лекарственной тера-
пии на основе анализа активности вакуолярной АТФазы с помощью родопсиновой оптоге-
нетики. В данной работе сравнивается действие различных веществ,влияющих на метабо-
лизм клетки Анализ активности вакуолярной АТФазы проводился оптогенетически сле-
дующим образом. Клетки HEK293 Phoenix-AMPHO были трансфицированны плазмидой
pCMV с геном родопсина – протонной помпы и флуоресцентным сенсором pH. Освещением
индуцировался кратковременный лизосомный стресс, связанный с временным повышени-
ем pH внутри лизосом, и оценивалась скорость восстановления pH до исходного уровня.
Кислотность клеток, инкубированных с разными веществами, релаксировала в начально-
му pH с разной скоростью. Преимущество оптогенетического метода контроля активности
вакуолярной АТФ-азы в том, что он производится in situ, а также в уникальной обрати-
мости воздействия, т.е. возможности запуска подщелачивания и мгновенного выключения
воздействия.

Таким образом, была разработана и протестирована система для in situ скрининга
препаратов для максимального изменения активности vATPase, которая может быть ис-
пользована для оценки эффективности лекарственной терапии нейродегенеративных за-
болеваний.
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