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Одной из важных характеристик функционирования и жизнедеятельности клеток яв-
ляется редокс-потенциал, так как подавляющее большинство процессов представляют со-
бой окислительно-восстановительные реакции [2]. Отслеживание и мониторинг редокс-
потенциала - важная задача исследований и манипуляций в биологии. Для ее решения
разрабатываются сенсоры на основе природных белков, сигнализирующие о присутствии
в клетке активных форм кислорода (в частности, перекиси водорода). Не менее актуаль-
ной и практически важной является задача по определению специфичности и чувстви-
тельности вновь появляющихся сенсоров.

HyPer-3 - представитель зеленых HyPer-подобных флуоресцентных белковых сенсоров,
которые являются самыми лучшими вариантами для мониторинга перекиси водорода в
клетках [1]. Однако недавно появились данные о том, что Hyper3 реагирует и с другими
веществами [3].

HyPer_mut - новый представитель зеленых HyPer-подобных флуоресцентных белко-
вых сенсоров, который был разработан на основе HyPer-3 для увеличения скорости взаи-
модействия и специфичности по отношению к перекиси водорода.

Главной целью исследования являлась оптимизация выделения HyPer-подобных сен-
соров и подтверждение того, что HyPer_mut - улучшенный и более оптимальный для
использования аналог HyPer-3 по двум наиболее важным параметрам: специфичности по
отношению к перекиси водорода и высокой скорости реакции.

Для сравнения кинетических параметров белков HyPer-3 и HyPer_mut были измере-
ны константы скорости второго порядка при фиксированной концентрации сенсоров и
варьированной концентрации субстратов. В качестве субстратов использовались перекись
водорода (для определения разницы в скоростях взаимодействия) и гипохлорит натрия
(для определения специфичности).

На основе полученных результатов было установлено, что HyPer-3 не является строго
специфичным сенсором на перекись водорода, так как реагирует и с другими веществами
(например, гипохлоритом натрия) (Рис.1). Кроме того HyPer_mut реагирует с перекисью
водорода быстрее и специфичнее, чем HyPer-3 (Рис.2). Следовательно, разработанный бе-
лок HyPer_mut является усовершенствованным аналогом HyPer-3 и более оптимален для
мониторинга перекиси водорода в живых клетках, так как является в 5 раз чувствитель-
нее и в 2 раза специфичнее, чем HyPer-3.
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Иллюстрации

Рис. 1. Отличия реакций HyPer mut и HyPer-3 с перекисью водорода

2



Конференция «Ломоносов 2015»

Рис. 2. Зависимость константы скорости от концентрации гипохлорита натрия

3


