Создание генетически кодируемого сенсора на основе люциферазы высших грибов, чувствительного к изменениям концентрации кальция
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Ионы кальция являются вторичными мессенджерами, участвующими в восприятии и передаче сигналов при ответе растений на изменения окружающей среды. На сегодняшний день визуализация кальциевого сигналинга в растениях в основном ограничивается использованием индикаторов кальция на основе флуоресценции, характеризующиеся высоким уровнем автофлуоресценции сильно пигментированных тканей. Важно отметить, что сенсоры, основанные на люминесценции, лишены таких недостатков: они не требуют возбуждения светом и почти не имеют фонового сигнала.

Недавно была охарактеризована полностью генетически кодируемая биолюминесцентная система из высших грибов [1]. В настоящем исследовании мы использовали биолюминесцентную систему грибов для разработки дизайна генетически кодируемого люминесцентного кальциевого сенсора. Основываясь на биолюминесцентном резонансном переносе энергии, мы предложили несколько вариантов кальциевых сенсоров на основе белков слияния люциферазы с красным флуоресцентным белком через кальций-связывающий домен или с существующими красными флуоресцентными кальциевыми сенсорами (RCaMP). Оценили их функциональность при временной ко-экспрессии с генами пути биосинтеза люциферина в суспензионной культуре растительных клеток табака и наблюдали изменение люминесценции в ответ на обработку раствором хлорида кальция. Помимо этого, путем инсерционного и делеционного анализа были определены функциональные участки люциферазы и определены потенциальные сайты для встройки кальций-связывающих доменов.
Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и МНТ в рамках научного проекта № 21-54-52004.
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