SypHer3s: генетически кодируемый флуоресцентный рН-индикатор
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рН является важнейшим внутриклеточным показателем, влияющим на протекание различных биохимических реакций. Изменение значения рН в каком-либо компартменте может иметь как регуляторную функцию, так и быть следствием метаболических процессов в клетке [1]. 

Для определения внутриклеточного рН существует множество различных методов. В частности, использование флуоресцентной микроскопии при мечении рН-чувствительным флуорофором позволяет следить за данным показателем in vivo в режиме реального времени с высоким пространственным разрешением. Использование генетически кодируемой флуоресцентной метки дает дополнительные преимущества (напр., возможность локализовать флуоресцентный сигнал в определенном компартменте). Среди последних особо популярны рН-индикаторы на основе флуоресцентных белков семейства GFP (Green Fluorescent Protein), содержащих в своем составе рН-чувствительный 4-(п-гидроксибензилиден)-5-имидазолиноновый хромофор. Так, рН-индикаторы SypHer и SypHer2 (“Synthetic pH-sensor”), содержащие в своем составе домены транскрипционного фактора E.Coli OxyR и желтого флуоресцентного белка cpYFP, были успешно применены в [2].
В данной работе методом случайного мутагенеза SypHer была отобрана версия SypHer3s, физико-химические характеристики которой были определены. Данная версия сенсора была охарактеризована in vitro (препарат выделенного белка), а также in vivo при временной экспрессии в различных клеточных культурах (HeLa Kyoto, первичная культура гиппокампальных нейронов). Преимуществами SypHer3s являются повышенная яркость (~ в 3 раза выше SypHer2), его мономерность, а также более высокая контрастность (ответ на изменение значения рН). При помощи SypHer3s было визуализировано изменение рН пресинаптических митохондрий в процессе синаптической передачи.
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