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В данной работе проводится оценка эффективности воздействия lyso-Rhodopsin, опто-
генетического инструмента для защелачивания лизосом, на лизосомный и цитозольный
рН. Управление pH лизосом считается перспективным способом поддержания гомеостаза
клетки [1].

lyso-Rhodopsin представляет собой химерный белок, подобный оптогенетическому ин-
струменту lyso-pHoenix[2], в котором прямая протонная помпа Arch3 заменена на обрат-
ную - XenoRhodopsin, при воздействии света выкачивающую ионы водорода из лизосом.
XenoRhodopsin считается перспективным белком для использования в оптогенетике [3].

В настоящей работе проводилось сравнение эффектов химерных белков lyso-Rhodopsin
с белком дикого типа и с точечной мутацией по 220-ому положению (D220N), важному для
функционирования родопсина (соответствующая аминокислота является промежуточным
акцептором протонов).
Изменения рН люмена лизосом фиксировались за счёт рН-чувствительного флуоресцент-
ного белка pHluorin, входящего в состав lyso-Rhodopsin в качестве домена. Наблюдения
проводились на оборудовании для конфокальной микроскопии от компании ZEISS.

В результате работы было выяснено, что lyso-Rhodopsin как с протонной помпой ди-
кого типа, так и с мутантной при воздействии света защелачивает люмен лизосом (как
видно по выбранному флуоресцентному методу детекции pH). Однако, отличается процесс
восстановления лизосомального рН после защелачивания: в случае белка дикого типа вы-
деляется быстрая стадия обратного закисления, которая сменяется медленной; в случае
мутанта быстрая стадия отсутствует, и закисление происходит постепенно.

В итоге, настоящая работа подтверждает эффективность lyso-Rhodopsin как оптоге-
нетического инструмента, повышающего pH лизосом, а также демонстрирует разницу в
характере работы белка дикого типа и мутантного. В дальнейшем будет проведено сравне-
ние эффективности работы данных средств (по уровню изменения pH лизосом и цитозоля)
в клетках в разном состоянии (при разных уровнях АТФ и т. п.).
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