Применение фотоконвертируемого флуоресцентного белка SAASoti для изучения ферментативной активности каспазы-3 методом ФКС
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Флуоресцентная корреляционная спектроскопия (ФКС) – метод, позволяющий определять коэффициенты диффузии флуоресцирующих молекул, регистрируемых в фокальный объем конфокального микроскопа. Этот метод нашел применение для изучения взаимодействий внутри живых клеток. При использовании флуоресцентных белков (ФБ) возникают сложности в регуляции количества экспрессируемых конструкций, приводящие к затруднениям при проведении измерений в режиме ФКС. Однако применение фотоактивируемых ФБ позволяет контролировать количество флуоресцирующих молекул внутри клетки. В данном исследовании было предложено использовать мономерную форму фотоконвертируемого ФБ SAASoti, который способен необратимо переходить из зеленой флуоресцентной формы (509/518) в красную (579/589) [1]. В отличие от фотоактивируемых ФБ зеленая форма SAASoti позволяет наблюдать изначальную локализацию интересуемого объекта и оценить его количество. В данной использовался FRET-сенсор SAASoti-23-KFP, который представляет собой два последовательно соединенных гена ФБ SAASoti и KFP, линкерный участок (-DEVD-) между ФБ расщепляется каспазой-3 при активации апоптоза в клетке [2]. Измерения ФКС на клектах проводили до и после активации апоптоза. Расщепление сенсора регистрировали по увеличению времени жизни флуоресценции SAASoti. При этом предполагалось увеличение коэффициента диффузии за счет появления свободного SAASoti (октамер -> мономер). Однако коэффициенты диффузии уменьшились по всему объему клетки, что можно объяснить резким увеличением вязкости во время протекания апоптоза. 
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