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Генетически кодируемые кальциевые индикаторы (ГККИ) являются незаменимыми
инструментами для визуализации нейронной активности и кальциевой сигнализации в
живых клетках. На данный момент зеленые ГККИ разрабатываются на основе двух флу-
оресцентных белков: EGFP или mNeonGreen [3]. Однако сенсоры на основе обоих флуорес-
центных белков обладают некоторыми недостатками. У ГККИ на основе EGFP небольшая
яркость, а у индикаторов на основе mNeonGreen низкая фотостабильность и медленная
кинетика. Для решения этой проблемы для разработки ГККИ мы использовали яркий зе-
леный белок mAvicFP1 [1], который обладает низкой гомологией с EGFP и mNeonGreen.

Ранее при разработке кальциевого индикатора FAvCaMP, за основу был взят NTnC-
подобный дизайн, где на N- и C-концах расположены две части флуоресцентного белка,
а кальций-связывающий домен расположен посередине [2]. В качестве кальций-связыва-
ющего домена был выбран CaM-M13-комплекс из грибов S. pombe, который так же имеет
не высокую гомологию с CaM-M13-комплексом из H. sapiens и M. musculus. Подобный
дизайн обеспечивает сохранения свойств сенсора при переклонировании в разные кон-
струкции, в отличие от индикаторов с GCaMP-подобным дизайном. Однако полученный
сенсор FAvCaMP обладал пониженным сродством к ионам кальция.

Для улучшения сродства к ионам кальция был проведен раунд мутагенеза с измененны-
ми условиями скрининга, в результате чего был получен сенсор FAvCaMP2, обладающий
сродством к ионам кальция оптимальным для использования в цитозоле нейронов.

Работа проведена в рамках выполнения государственного задания НИЦ «Курчатов-
ский институт»
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