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Однофлуорофорные генетически кодируемые кальциевые индикаторы, такие
как GCaMP, являются широко используемыми инструментами для изучения
нейрональной активности. Их главным преимуществом является способность в
режиме реального времени и с высокой чувствительностью реагировать на изме-
нения концентрации ионов кальция в клетке. Это особенно важно для исследо-
вания нейрональных процессов и нейронных ансамблей, где кальциевые сигна-
лы играют ключевую роль в передаче информации. Данный обзор рассматривает
семейство кальциевых индикаторов GCaMP, описывает их разновидности, осо-
бенности и перспективы использования для визуализации нейронной активно-
сти. Особое внимание уделяется тенденции совершенствования GCaMP, в част-
ности направленной на расширение их спектральных свойств и способности ре-
гистрировать высокочастотную спайковую активность.
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СОКРАЩЕНИЯ И ТЕРМИНЫ

Апокальмодулин (apoCaM) – свободная от Ca2+ форма кальмодулина, которая может
взаимодействовать с определенными белками в отсутствие кальция.

Биолюминесценция – это естественное явление, которое возникает в результате биохи-
мической реакции, включающей окисление небольшой молекулы люциферина, внутри жи-
вых организмов.

ГеККИ (генетически-кодируемые кальциевые индикаторы) – тип биосенсоров, исполь-
зуемых для обнаружения и измерения концентрации ионов кальция в живых клетках.

Деплеция – процесс уменьшения или исчерпания какого-либо вещества в клетке.
Кальциевый транзиент – это изменение концентрации ионов кальция внутри клетки в

ответ на определенный сигнал, например, сигнал от нейромедиатора или гормона.
Кальмодулин – это небольшой кальций-связывающий белок, который участвует во многих

клеточных процессах, включая сокращение мышц, высвобождение нейротрансмиттеров и
транскрипцию генов. Когда кальций связывается с кальмодулином, он претерпевает конфор-
мационные изменения, что позволяет ему взаимодействовать с различными целевыми бел-
ками, включая ферменты и ионные каналы.

ОБЗОРНЫЕ
И ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ
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Квантовый выход (Φ) – это показатель эффективности преобразования поглощенного
света в флуоресценцию, представляет собой отношение числа испускаемых фотонов (флуо-
ресцентный сигнал) к числу поглощенных фотонов (поглощенный свет). Квантовый выход
измеряется в процентах или в долях единицы (от 0 до 1).

Константа диссоциации по кислотности (pKa) – это значение pH, при котором половина
молекул индикатора GCaMP находится в протонированной форме (несвязанной с кальци-
ем) и половина в депротонированной форме (связанной с кальцием).

Коэффициент экстинкции (ε, молярный коэффициент экстинкции) – это мера, которая
характеризует способность вещества поглощать свет определенной длины волны, определя-
ется как отношение поглощенной интенсивности света к концентрации GCaMP в растворе.
Коэффициент экстинкции позволяет оценить, насколько эффективно GCaMP поглощает
свет определенной длины волны, что влияет на его способность обнаруживать изменения
концентрации кальция в клетке. Коэффициент экстинкции измеряется в литрах, деленных
на моль и на сантиметр (л моль−1 см−1) или в молярных единицах экстинкции (M−1 см−1).

Мотив – участок белка, который имеет определенную структуру и выполняет определен-
ную функцию.

Нейриты (или аксоны) – это длинные, тонкие ветви нейрона, которые передают инфор-
мацию в виде электрических импульсов от тела клетки (сомы) к другим нейронам, мышцам
или железам.

Нейронный ансамбль – это группа нейронов, которые активируются синхронно и сов-
местно участвуют в выполнении определенных функций и задач в мозге.

Нейропиль – это область нервной ткани, где нейроны устанавливают связи между собой
и другими клетками.

Опсины – это белки, которые содержатся в глазах живых организмов и участвуют в процессе
зрения. Они связываются с пигментами, такими как ретиналь, и образуют фотоприемники,
которые способны реагировать на световые стимулы и транслировать их в нервные импуль-
сы для дальнейшей обработки в головном мозге.

Оптическая электрофизиология (Оптофизиология) – это область научных исследований,
которая объединяет методы оптики и электрофизиологии для изучения электрической актив-
ности клеток и тканей в организмах. Она использует оптические методы, такие как флуорес-
ценция, для измерения электрических потенциалов и токов в нервной системе, мышечных
тканях и других типах тканей, которые генерируют электрическую активность.

Пептид M13 – это последовательность из 13 аминокислот, которая обладает высоким
сродством к кальмодулину и может специфически связываться с ним даже в присутствии
других кальций-связывающих белков.

Пресинаптическая терминаль (бутон) – расширение конца нервного волокна, которое
содержит мембранные белки (синаптические белки), необходимые для передачи нервного
импульса на постсинаптический нейрон или эффекторную клетку.

Спайк – короткий электрический импульс, который генерируется нейроном и передает-
ся по аксону к другим нейронам или эффекторным клеткам, таким как мышцы или железы.
Спайк часто используется для описания электрической активности нейронов на уровне це-
лых нейронных сетей или организмов, в отличие от термина “потенциал действия”, кото-
рый обычно используется для описания физиологических процессов, происходящих внутри
нейрона.

Тропизм вируса – это способность вируса инфицировать определенные типы клеток или
тканей в организме своего хозяина.

Тропонин-С – это белковый компонент тропонинового комплекса, состоящий из двух
глобулярных доменов, каждый из которых связывает по два иона кальция, изменяя конфор-
мацию комплекса и вызывая сокращение мышечной клетки. Тропонин-С широко исполь-
зуется в диагностике острого коронарного синдрома и других сердечно-сосудистых заболе-
ваний, так как его уровень в крови может указывать на повреждение миокарда.

ФБ – флуоресцентный белок.
Флуоресценция – это явление, при котором вещество поглощает свет определенной дли-

ны волны, а затем испускает свет большей длины волны, обычно с меньшей энергией.
Флуорофор – это молекула, которая поглощает свет определенной длины волны, а затем

излучает свет большей длины волны. Флуорофоры могут быть естественного происхожде-
ния, например, зеленый флуоресцентный белок (GFP), обнаруженный в медузах, или син-
тетические, такие как флуоресцеин или родамин.

Цитоморбидность – нарушение функции клеток или их структуры, вызванное различны-
ми факторами, такими как инфекции, токсины, нарушения обмена веществ и другие.

Цитотоксичность – это способность вещества или микроорганизма повреждать или уни-
чтожать клетки. Например, повышенный уровень кальция в нейроне может вызвать актива-
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цию кальций-зависимых протеаз, таких как кальпаин и катепсин, которые могут разрушать
клеточные белки, включая белки клеточного скелета.

Шипик (спайклет) – это маленький выступ на дендритах или соме нейрона, который мо-
жет контактировать с окружающими клетками, в том числе и другими нейронами. Шипики
обычно играют важную роль в формировании и поддержании синаптических контактов
между нейронами.

Aequorin – это фотопротеин, выделенный из медузы Aequorea victoria, кальций-чувстви-
тельный белок, который излучает синий свет, когда связывается с ионами кальция.

Arch (Archaerhodopsin) – архродопсин, семейство ретиналь-содержащих фоторецепто-
ров, обнаруженных у одноклеточных микроорганизмов Halobacterium и Halorubrum.

CaMKK (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase) – киназа кальций/кальмоду-
лин-зависимой протеинкиназы.

ChR2 (Channelrhodopsin-2) – каналородопсин-2, семейство ретиналь-содержащих фото-
рецепторов, обнаруженных у одноклеточных синих водорослей Chlamydomonas reinhardtii.

ckkap (CaM-dependent kinase kinase peptide) – пептид CaM-зависимой киназы.
cpGFP (circularly permuted green fluorescent protein) – круговой пермутированный зеле-

ный флуоресцентный белок. Вариант GFP, в котором аминокислотные последовательности
были переставлены для создания круговой формы белка. Обладает более высокой интенсив-
ностью флуоресценции и более коротким временем перехода между состояниями, что дела-
ет его более подходящим для регистрации быстрых процессов в клетках.

Cre-рекомбиназа – это фермент, который используется в генетической инженерии для
управления экспрессией генов. Cre-рекомбиназа может распознавать специфические ДНК-
последовательности, называемые “локусами”, и вызывать рекомбинацию между ними. Это
позволяет исследователям удалять, вставлять или переставлять определенные гены в геноме
организма.

EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) – улучшенный вариант GFP, который имеет
более яркую и стабильную флуоресценцию. EGFP менее склонен к деградации, т.е. к потере
флуоресценции с течением времени.

EGTA (Этиленгликоль-бис(2-аминоэтилэфир)-N,N,N',N'-тетрауксусная кислота) – органи-
ческое соединение, используемое в биохимии и молекулярной биологии в качестве хелати-
рующего агента. EGTA широко применяется для связывания и удаления дивалентных ионов
металлов, особенно ионов кальция (Ca2+), из растворов.

eNOS (Endothelial Nitric Oxide Synthase) – эндотелиальная синтаза оксида азота.
GFP – зеленый флуоресцентный белок, впервые обнаружен в медузе Aequorea victoria в

1962 г.
HR (Halorhodopsin) – галородопсин, семейство ретиналь-содержащих фоторецепторов,

обнаруженных у одноклеточных микроорганизмов, известных как галобактерии.
mApple – один из видов мутантного зеленого флуоресцентного белка, имеющий красно-

вато-оранжевый цвет, более высокую стабильность и яркость, чем оригинальный GFP.
MOPS – это химическое соединение, используемое в биохимических и биологических

исследованиях в качестве буфера. Он является слабой кислотой с pKa около 7.2, что делает
его эффективным для поддержания постоянного pH в диапазоне 6.5–7.9.

mRuby – один из видов мутантного зеленого флуоресцентного белка (GFP), имеющий
красный цвет, более высокую стабильность и яркость, чем оригинальный GFP.

RFP (Red Fluorescent Protein) – это красный флуоресцентный белок, который использу-
ется в биологических исследованиях для маркировки клеток и белков.

SNR (Signal-to-Noise Ratio, соотношение сигнал–шум) – это показатель, характеризую-
щий соотношение между уровнем сигнала и уровнем шума в измерении или эксперименте.

ВВЕДЕНИЕ

Визуализация кальция (Ca2+), которая представляет собой оптическое измере-
ние концентрации кальция с помощью специальных флуоресцентных индикато-
ров [1, 2], имеет долгую и богатую историю, восходящую к концу 1960-х – началу
1970-х годов. В то время исследователи впервые обнаружили, что изменения уров-
ня внутриклеточного кальция связаны с активностью нейронов [3, 4], и начали ис-
пользовать синтетические флуоресцентные кальций-чувствительные красители
(например, Quin-2, Fura-2 или Fluo-3) в качестве индикаторов активности нейро-
нов [5–7]. Хотя это была революционная технология, необходимость доставки
этих молекул с помощью патч-пипетки или объемной внеклеточной загрузки в ли-
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пофильных условиях ограничивала специфические для конкретного типа клеток
условия доставки и визуализации [8]. В 1980-х и 1990-х годах достижения в области
микроскопии и технологий визуализации, включая изобретение электронного
микроскопа, развитие флуоресцентной микроскопии, изобретение усовершенство-
ванных стереомикроскопов, развитие оптических и спектральных методов количе-
ственной визуализации, развитие методов маркировки флуоресцентных белков, поз-
волили исследователям визуализировать изменения внутриклеточного уровня каль-
ция в нейронах как in vitro, так и in vivo в режиме реального времени [9–11].
Впоследствии область визуализации кальция в нейробиологии продолжала разви-
ваться и расширяться, что было обусловлено технологическим прогрессом и расту-
щей потребностью в более сложных методах регистрации активности нейронов.
Это привело к разработке новых кальциевых индикаторов, таких как генетически-
кодируемые кальциевые индикаторы (ГеККИ), которые позволили регистриро-
вать изменения уровня внутриклеточного кальция с высокой чувствительностью и
специфичностью [12, 13]. Сегодня кальциевая визуализация широко используется
в исследованиях для изучения синаптической передачи, регистрации активности
нейронов и понимания влияния лекарств и заболеваний на мозг. Данный метод
остается важнейшим инструментом для исследователей в этой области и продол-
жает играть важную роль в изучении нервной системы.

ГЕНЕТИЧЕСКИ-КОДИРУЕМЫЕ ИНДИКАТОРЫ КАЛЬЦИЯ

Ион кальция (Ca2+) является распространенным вторичным посредником в
клеточной передаче сигналов, с помощью которого регулируются многие биологи-
ческие явления, в частности нейронная активность [3, 4, 14–16]. Уровень цито-
плазматического кальция в состоянии покоя обычно составляет 50–100 нМ, одна-
ко активность нейронов стимулирует его приток [1, 13]. Во время распространения
потенциала действия (ПД), потенциал-зависимые кальциевые каналы приводят к
увеличению соматического кальция до ~1 мкМ [17, 18]. Поэтому ПД могут быть
косвенно оценены путем измерения изменений внутриклеточного Ca2+ [1, 19–21].
Для получения более подробной информации о различных формах возбуждения
Ca2+, о том, как они различаются в разных типах нейронов, и о биохимических ме-
ханизмах связывания Ca2+ с флуоресцентными изменениями читатели могу озна-
комиться в обзорах [1, 13, 22].

Первые эксперименты по визуализации внутриклеточных изменений Ca2+ [23,
24] были проведены с использованием Ca2+-чувствительного биолюминесцентно-
го белка aequorin [25]. Эти эксперименты предшествовали появлению генетически-
кодированных Ca2+-индикаторов [26], так же, как открытие зеленого флуоресцент-
ного белка (GFP) [25], создание различных вариантов GFP [27] и биохимическое
изучение связывания Ca2+ путем слияния кальмодулина с его связывающим пеп-
тидом M13, полученным из киназы легкой цепи миозина [28]. Эра современных
ГеККИ началась с появлением биосенсоров на основе флуоресцентных белков
(ФБ), способных определять изменения уровня внутриклеточного кальция [21, 29],
напряжения мембраны [30] и секреции синаптических пузырьков [31].

Генетически-кодируемые кальциевые индикаторы – это тип биосенсоров, ис-
пользуемых для измерения концентрации ионов кальция в живых клетках. ГеККИ
создаются путем слияния кальций-связывающего белка, такого как кальмодулин
или тропонин-С [26, 32], с флуоресцентным белком, например, GFP, для регистра-
ции внутриклеточного уровня кальция. Существует несколько типов ГеККИ,
включая однофлуорофорные ГеККИ (интенсиометрические), двухфлуорофорные
ГеККИ (резонансного переноса энергии Фёрстера, FRET, ратиометрические) [33–
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35] и ГеККИ на основе флуоресцентных белков, отличных от GFP. ГеККИ наибо-
лее широко используются для прижизненной визуализации в модельных системах,
включая червей [36, 37], зебрафиш [38], мух [39], грызунов [40, 41] и нечеловече-
ских приматов [42, 43].

В данном обзоре речь пойдет об интенсиометрических Ca2+-сенсорах, таких как
GCaMP, т.к. этот тип ГеККИ является одним из самых распространенных сенсо-
ров для визуализации нейронной активности [44]. Данный обзор будет полезен чи-
тателям, начинающим работать в области флуоресцентной визуализации нейрон-
ной активности.

ПРЕИМУЩЕСТВА И НЕДОСТАТКИ ГЕНЕТИЧЕСКИ-КОДИРУЕМЫХ
КАЛЬЦИЕВЫХ ИНДИКАТОРОВ

Преимущество ГеККИ в том, что они позволяют проводить хроническую неин-
вазивную визуализацию определенных клеток и компартментов [45] за счет опти-
ческой флуоресцентной визуализации, которая в свою очередь позволяет одновре-
менно исследовать большие популяции нейронов, избежать серьезного поврежде-
ния интересующих клеток [13]. ГеККИ могут быть введены с помощью вирусной
доставки генов или трансгенеза (постоянной геномной модификации). Генетиче-
ский контроль снижает фоновый сигнал от источников, не являющихся объектом
исследования, повышая соотношение сигнал–шум (SNR) [46] и позволяя исследо-
вать популяцию клеток, которая анатомически или функционально связана. На-
пример, ГеККИ позволяют специфически маркировать нейроны прямых и непря-
мых путей в стриатуме [47], а также возбуждающие [48] и тормозные [49] нейроны.
Также ГеККИ позволяют одновременно регистрировать данные с большой попу-
ляции клеток с лучшим пространственным разрешением, чем электрофизиологи-
ческие методы [50, 51]. Это не означает, что оптическая визуализация устраняет
необходимость применения электрических методов в нейробиологии. Напротив,
методы электрической регистрации также прогрессируют и могут предложить луч-
шее или сопоставимое пространственное разрешение [52].

Возможность проводить хроническую регистрацию одних и тех же клеток в те-
чение длительного периода времени [34, 41, 53] является одним из ключевых пре-
имуществ ГеККИ. Их применение дало возможность получать изображения дина-
мики уровней внеклеточных нейротрансмиттеров и нейромодуляторов у свободно
передвигающихся животных [54, 55]. Кроме того, важным преимуществом визуа-
лизации Ca2+ является совместимость этого метода с другими оптическими мето-
дами. Например, сочетание визуализации Ca2+ с оптогенетическими подходами
позволяет реализовать оптическую электрофизиологию, в которой одновременно
происходит визуализация и модуляция светом одних и тех же групп нейронов [56].

К недостаткам ГеККИ можно отнести необходимость подбора уровня экспрес-
сии. Низкий уровень экспрессии исключает визуализацию сенсора и снижает
SNR. Он также требует визуализации с более высокой мощностью источника света
и более длительным временем экспозиции, что может привести к фототоксично-
сти, снижению скорости визуализации и увеличению фотообесцвечивания. С дру-
гой стороны, высокий уровень экспрессии подразумевает использование меньшей
мощности источника возбуждения, но также увеличивает буферизацию кальция и
может нарушить сигнальные пути клетки, что может привести к цитотоксичности
и цитоморбидности [12, 41, 57, 58]. Проблема, как правило, решается выбором со-
ответствующего задачам исследования серотипа вируса с различным тропизмом
для разных типов клеток и эмпирическим подбором его концентрации [59, 60].
Среди новых серотипов с улучшенной трансдукцией и новыми свойствами достав-
ки следует отметить AAV-PHP.eB. Данный серотип является производным AAV9,
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который эффективно преодолевает гематоэнцефалический барьер после внутри-
венной инъекции [61], обеспечивая удобный способ экспрессии необходимых ин-
дикаторов в нескольких областях мозга грызунов [62]. Индикаторы с высоким
сродством к Ca2+ могут нарушать собственные Ca2+-зависимые процессы в клетке
[63, 64]. Так, например, варианты ГеККИ на основе кальмодулина могут влиять на
работу кальциевых каналов L-типа (CaV1), препятствуя как их открытию, так и пе-
редаче сигнала [65]. Решением данной проблемы может быть использование бес-
кальциевой формы кальмодулина (apoCaM) [66]. Кроме того, ГеККИ могут связы-
ваться с кальцием не только в местах, где его концентрация повышена, но и там,
где кальция нет, но есть другие катионы, например, магний. Это приводит к лож-
ноположительным сигналам, которые могут искажать интерпретацию данных [67].
Одним из вариантов устранения проблемы высокого сродства ГеККИ к кальцию
является создание новых версий индикатора с измененными свойствами [68]. На-
пример, существуют индикаторы с низким сродством к магнию, такие как
GCaMP6, которые позволяют снизить количество ложноположительных сигна-
лов [69]. Также возможно использование индикаторов, которые реагируют на дру-
гие ионы, например, натрий [70] или калий [71]. ГеККИ, такие как GCaMP, имеют
медленную (миллисекундную) кинетику, что может затруднять наблюдение быст-
ро изменяющейся активности клеток, т.е. регистрацию высокочастотных потенци-
алов действия [72, 73].

В целом, несмотря на проблемы, ГеККИ в сочетании с современными методами
микроскопии сегодня широко используются для исследования нейронной актив-
ности в самых разных условиях как in vitro, так и in vivo [74].

ОДНОФЛУОРОФОРНЫЕ ГЕККИ

Первым однофлуорофорным (интенсиометрическим) ГеККИ был Camgaroo –
индикатор кальция, реализованный на основе кальмодулина (CaM) и желтого флу-
оресцентного белка (YFP) [75]. Camgaroo был первым индикатором, в котором
Ca2+-зависимые конформационные изменения в CaM, вызывали ионизацию хро-
мофора, которая приводила к увеличению флуоресценции [13]. Стоит отметить,
что однофлуорофорные индикаторы отличаются от двухфлуорофорных, которые
изменяют конформацию белка от вытянутой до более компактной при связывании
кальция, что приводит к увеличению эффективности FRET от ФБ с короткой дли-
ной волны к ФБ с большей длиной волны [21]. У однофлуорофорных индикаторов
использовался дизайн, отличный от подхода, основанного на FRET, в случае
Camgaroo кальций-связывающий домен CaM вставлен в середину YFP. В дальней-
шем, индикаторы Pericams [76] и G-CaMP (позднее сокращенный до GCaMP) [77]
расширили эту концепцию, присоединив CaM к С-концу и CaM-связывающий
пептид к N-концу кругового пермутированного флуоресцентного белка [75, 78]. На
текущий момент, основными представителями однофлуорофорных ГеККИ явля-
ются индикаторы семейства GCaMP [77], которые все чаще используются для ви-
зуализации кальция in vivo [39, 79, 80].

Как отмечалось выше, дизайн GCaMP основан на молекулярном слиянии быст-
рой кальций-связывающей части белка (CaM), кальмодулин-связывающего пеп-
тида из киназы легкой цепи миозина гладких мышц (RS20, также известного как
M13 [77]) и одного кругового пермутированного флуоресцентного белка, как пра-
вило, зеленого (cpEGFP) [44]. При связывании с Ca2+ мотив CaM (может связы-
вать до четырех ионов кальция) вызывает конформационные изменения, которые
обеспечивают связывание с M13. Эти взаимодействия вызывают депротонирова-
ние хромофора, что приводит к изменению спектральных свойств и увеличению
интенсивности излучения сигнала (рис. 1) [41, 81, 82].
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Оптический сигнал, создаваемый GCaMP, пропорционален доле молекул инди-
катора, связанных с Ca2+ [44]. Флуоресценцию GCaMP обычно регистрируют при
возбуждении на длине волны 470–480 нм при однофотонном, 920–940 нм при двух-
фотонном и ~1300 нм при трехфотонном возбуждении [47, 83–85]. При этом ско-
рость флуоресцентных конформаций GCaMP может быть ограничена не только ско-
ростью связывания кальция, но и скоростью взаимодействия CaM и M13 [44]. Также
стоит отметить, что для Ca2+-индикаторов время включения обычно быстрее, чем
затухания, поскольку первое обычно ограничено связыванием Ca2+ с индикатором,
а второе – буферизацией и откреплением Ca2+ от индикатора [63].

ОСНОВНЫЕ ПАРАМЕТРЫ, ХАРАКТЕРИЗИРУЮЩИЕ
ОДНОФЛУОРОФОРНЫЕ ГЕККИ

Важными характеристиками ГеККИ являются: динамический диапазон, соот-
ношение сигнал–шум, отношение сигнала к базовому уровню, константа диссоци-
ации и коэффициент Хилла.

Динамический диапазон (D) является одним из наиболее важных характеристик
ГеККИ, который для однофлуорофорных индикаторов определяется по формуле:

где D – динамический диапазон, а Fmax и Fmin – соответственно максимальная и
минимальная интенсивности флуоресценции, полученные в условиях Ca2+-насы-
щения или Ca2+-деплеции.

Динамический диапазон также может быть выражен в процентах и может быть
определен следующим образом:

Как видно из уравнения, двукратное увеличение интенсивности флуоресценции
соответствует 100%-ному увеличению динамического диапазона.

Отношение сигнала к базовому уровню (SBR) или мера сигнала, сообщаемого
индикатором во время изменения внутриклеточной концентрации кальция для
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Рис. 1. Схематическое изображение однофлуорофорных генетически кодированных индикаторов каль-

ция. Связывание Ca2+ (красные кружки) с кальций-связывающим доменом (CaM–M13) увеличивает
флуоресценцию кругового пермутированного флуоресцентного белка (изображен зеленым оттенком).
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интенсиометрического индикатора, определяется отношением флуоресцентного

ответа к базовой флуоресценции [19]:

где ΔF – изменение интенсивности флуоресценции, зарегистрированное при из-

менении Ca2+, F0 – средняя базовая флуоресценция в условиях покоя.

Как правило, способность индикатора регистрировать Ca2+-транзиент на фоне

флуоресценции определяется на основе соотношения сигнал–шум (SNR), харак-

терного для индикатора, которое вычисляется как отношение между сигналом

флуоресценции (ΔF) и дробным шумом базовой флуоресценции [19]:

где  – стандартное отклонение базовой флуоресценции (до изменения концен-

трации кальция в клетке).

Еще одной важной характеристикой интенсиометрических индикаторов являет-

ся фракционное насыщение ( ) [86], которое может быть определено следующим

образом:

где F – интенсивность флуоресценции, Fmax и Fmin – соответственно максимальная

и минимальная интенсивности флуоресценции, полученные в условиях Ca2+-на-

сыщения или Ca2+-деплеции. Фракционное насыщение зависит как от концентра-

ции Ca2+ в исследуемой среде, так и от свойств связывания Ca2+ индикатором. Ес-

ли фракционное насыщение высокое, то дальнейшее увеличение Ca2+ приведет к

незначительному изменению SNR.

Реакции, способствующие изменению оптических свойств ГеККИ при связыва-

нии Ca2+ в условиях равновесия, могут быть описаны с помощью константы дис-

социации (Kd):

где koff и kon – скорости ассоциации и диссоциации между лигандом и рецептором,

эти параметры определяют, насколько быстро и эффективно индикатор связыва-

ется и высвобождает ионы кальция в ответ на изменения концентрации кальция.

Значение Kd позволяет качественно сравнивать ГеККИ между собой и дает пред-

ставление о приблизительном диапазоне концентраций Ca2+, в котором могут

функционировать ГеККИ. Чем ниже значение Kd, тем меньше концентрация каль-

ция, необходимая для насыщения индикатора, и, следовательно, тем более чув-

ствительным является индикатор к изменениям концентрации кальция в клетке.

Связь между фракционным насыщением индикатора, концентрацией кальция и

Kd индикатора выражается с помощью уравнения Хилла [87]: 

где n – коэффициент Хилла, а остальные переменные имеют то же значение, что

описано выше. Константа Хилла показывает кривизну зависимости между кон-

центрацией кальция и сигналом (флуоресценцией индикатора). Коэффициент

Хилла может принимать значения больше, меньше или равные 1. Если коэффици-
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ент Хилла равен 1, то зависимость между концентрацией кальция и сигналом ли-

нейна. Если коэффициент Хилла больше 1, то зависимость имеет более крутой на-

клон и является сигналом с усилением, что может быть полезно для измерения

кальция в более высоких концентрациях. Если коэффициент Хилла меньше 1, то

зависимость имеет более плавный наклон и является сигналом с ослаблением, что

может быть полезно для измерения кальция в более низких концентрациях.

Для определения коэффициента Хилла и константы диссоциации проводят ка-

либровку ГеККИ. Калибровка представляет собой процесс определения связи

между флуоресцентным сигналом, который генерирует кальциевый индикатор, и

концентрацией ионов кальция. В процессе калибровки ГеККИ проводятся экспе-

рименты, в которых измеряют флуоресцентный сигнал индикатора при различных

известных концентрациях кальция. На основе полученных данных строится ка-

либровочная кривая, которая позволяет обратно преобразовать флуоресцентный

сигнал ГеККИ в соответствующую концентрацию ионов кальция, необходимую

для дальнейшего измерения кальциевой активности в биологических системах.

Для калибровки используют очищенный белок ГеККИ [12]. Титрование каль-

ция проводят по нескольким точкам, изменяя концентрацию кальция от 100 нМ

до 10 мМ. Для этого разбавляют очищенный белок ГеККИ в соотношении 1 : 50 в

буферном растворе, содержащем 30 мМ MOPS (pH 7.2) и 100 мМ KCl. В зависимо-

сти от требуемой концентрации свободного кальция, в буфер добавляют либо

10 мМ EGTA (без свободного кальция), либо 10 мМ CaEGTA (~39 мкМ свободного

кальция), смешивают в различных пропорциях. Далее, используя спектрофото-

метр с микропланшетным ридером, например, Safire 2 (Tecan), регистрируют флу-

оресценцию индикатора при определенных длинах волн. Например, для GCaMP

возбуждение осуществляется на длине волны 485 нм, а эмиссия измеряется на длине

волны 510 нм. Затем полученные данные используются для построения калибро-

вочных кривых связывания индикатора с кальцием. Для аппроксимации этих кри-

вых используют сигмоидальные функции, после чего определяют коэффициент

Хилла и Kd.

Наряду с калибровкой ГеККИ определяют значения ряда параметров, таких как

константа диссоциации по кислотности (pKa), коэффициент экстинкции (ε) и

квантовый выход (Φ).

Определение константы диссоциации по кислотности (pKa) осуществляется пу-

тем титрования по pH. pKa представляет собой значение pH, при котором полови-

на молекул ГеККИ находится в протонированной форме (несвязанной с кальцием) и

половина в депротонированной форме (связанной с кальцием). При pH ниже pKa
большая часть ГеККИ будет находиться в протонированной форме, а при pH выше

pKa – в депротонированной форме. Для определения константы диссоциации очи-

щенный белок ГеККИ разбавляют в pH-буферах, содержащих либо 5 мМ CaCl2 для

индикатора в связанном с кальцием состоянии, либо 5 мМ EGTA для ГеККИ в не-

связанном с кальцием состоянии соответственно. Буферы готовят таким образом,

чтобы получить двенадцать различных значений pH в диапазоне от 4.5 до 10.5 [12].

Значения pKa определяют по точке перегиба кривой флуоресценции в зависимости

от pH. Определение pKa для ГеККИ позволяет подобрать оптимальное pH, при ко-

тором будет достигнута наилучшая флуоресцентная активность и стабильность ин-

дикатора.

Коэффициент экстинкции (ε) ГеККИ определяется как отношение поглощен-

ной интенсивности света к концентрации индикатора в растворе и позволяет оце-

нить, насколько эффективно флуорофор поглощает свет определенной длины вол-

ны. Коэффициент экстинкции ГеККИ важен для вычисления концентрации каль-

ция в клетке на основе изменений интенсивности флуоресценции, вызванных
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взаимодействием индикатора с кальцием. Чем больше значение коэффициента

экстинкции, тем больше света поглощается флуорофором, и тем сильнее может

быть его флуоресцентный сигнал. Значение коэффициента экстинкции можно

определить экспериментально, используя известную концентрацию ГеККИ и зна-

чение поглощенной интенсивности света, измеренное с помощью спектрофото-

метра. Для определения коэффициента экстинкции индикатора в связанном и не-

связанном с кальцием состояниях, очищенный белок ГеККИ растворяют в 50 мМ

MOPS, 100 мМ KCl (pH 7.2), содержащем либо 5 мМ CaCl2, либо 10 мМ EGTA со-

ответственно. Затем измеряется поглощенная интенсивность света при соответ-

ствующей длине волны, например, для GCaMP – при 497 или 505 нм [12]. Концен-

трацию ГеККИ в растворе определяют путем денатурации белка в 0.1 М NaOH с

использованием коэффициента экстинкции 44 000 М−1 см−1 при 447 нм для дена-

турированного хромофора GFP [12].

Квантовый выход (Φ) определяется как отношение количества испускаемых фо-

тонов (флуоресцентного сигнала) к количеству поглощенных фотонов (возбужда-

ющего света) и показывает, насколько эффективно ГеККИ преобразует энергию

поглощенного света в флуоресцентный сигнал. Квантовый выход измеряется в

процентах или в долях единицы (от 0 до 1). Например, если квантовый выход со-

ставляет 0.6, это означает, что ГеККИ испускает примерно 60% фотонов в виде

флуоресцентного сигнала, а остаток энергии теряется в виде нагрева или других

процессов. Чем выше значение квантового выхода, тем более эффективно флуоро-

фор преобразует поглощенные фотоны в испускаемую флуоресценцию. Для опре-

деления квантового выхода, очищенный белок ГеККИ, насыщенный кальцием,

растворяют в 50 мМ MOPS, 100 мМ KCl и 5 мМ CaCl2. Затем, с помощью спектро-

фотометра анализируется количество испускаемых и поглощенных фотонов. Для

GCaMP пики возбуждения/эмиссии без кальция и с кальцием составляют

505 нм/517 нм и 497 нм/515 нм соответственно [12].

РАЗВИТИЕ GCaMP

Оригинальная версия сенсора GCaMP [77] была итеративно усовершенствована

несколькими группами исследователей путем многочисленных раундов мутагенеза

и селекции (рис. 2, табл. 1) [13]. В результате появились следующие версии сенсора:

GCaMP1.6 [88], GCamp2 [89], GCamp3 [41], высокочувствительные GCaMP, такие

как GCaMP-HS [83], Fast-GCaMPs [90], GCaMP4.1 [91], GCamp5 [92], GCamp6

Рис. 2. Хронология развития основных представителей семейства GCaMP по датам соответствующих

публикаций.
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(GCaMP6s, GCaMP6m и GCaMP6f) [12], jGCamp7 (т.е. jGCaMP7s, jGCaMP7f,

jGCaMP7b и jGCaMP7c) [93], jGCaMP8 (jGCaMP8f, jGCaMP8m и jGCaMP8s) [94].

Самыми востребованными версиями GCaMP за исключением последних модифи-

каций индикатора были GCaMP3, GCaMP5, GCaMP6 [95].

Следует отметить, что некоторые научные группы используют отдельную систе-

му нумерации для вариантов GCaMP [95], которые включают GCaMP6 [96], G-

CaMP7 [96], GCaMP7a [97], G-CaMP7.09 [98] и GCaMP8 [96], GCaMP9a [99],

GCamp-X [65]. Однако эти GCaMP являются постепенным усовершенствованием

не серии GCaMP6, а более ранних версий [12].

GCaMPs продемонстрировали свое применение для обнаружения ПД и опреде-

ленных субклеточных событий in vivo. Одно из их первых применений in vivo – ви-

зуализация одорантных ответов у мух, где использовался GCaMP1 [39]. С тех пор

GCaMPs использовались для визуализации активности в мозге червей и рыб, что

позволило выявить специфические нейроны, участвующие в принятии решений

или обучении [101–104]. Регистрация ПД в одной и той же популяции нейронов с

течением времени с помощью GCaMP позволила выявить процесс, при котором

определенные нейроны в мозге начинают работать вместе для выполнения опреде-

ленной функции (рекрутирование) во время обучения у мыши [105–107]. GCaMP

также использовались для локализации активности в определенных постсинапти-

ческих и пресинаптических компартментах [108].

С момента появления GCaMP2 ГеККИ на его основе стали регулярно использо-

ваться для визуализации in vivo, поскольку GCaMP2, в отличие от предыдущих вер-

Таблица 1. Характеристики основных представителей семейства GCaMP

Вариант GCaMP
Кальций-связывающий

домен
Kd (нМ)

Коэффициент 
Хилла

Источник

GCaMP

CaM-M13

235 3.3 [77]

G-CaMP2 146 3.8 [89]

GCaMP3 330 3.2 [100]

GCaMP5A 307 2.7 [92]

GCaMP5G 460 2.5

GCaMP5K 189 3.8

GCaMP6s 144 2.9 [12]

GCaMP6m 167 2.96

GCaMP6f 375 2.27

jGCaMP7f 174 2.3 [93]

jGCaMP7s 68 2.49

jGCaMP7c 298 2.44

jGCaMP7b 82 3.06

jGCaMP8f

CaM-eNOS

334 2.08 [94]

jGCaMP8m 108 1.92

jGCaMP8s 46 2.2
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сий GCaMP, обладал пониженной чувствительностью к рН и был полностью

функционален при 37°C [109]. Благодаря этим особенностям GCaMP2 использо-

вался для отслеживания пресинаптических кальциевых транзиентов, отдельных

спайков и больших популяций нейронов [12, 110]. В результате GCaMP2 послужил

шаблоном для создания высокочувствительных GCaMP с улучшенным временным

и пространственным разрешением для in vivo исследований [73, 83].

Значительный прогресс был достигнут в версии GCaMP3, которая обладала по-

вышенной яркостью, динамическим диапазоном и сродством к Ca2+, что позволило

регистрировать повышение Ca2+, вызванное отдельными потенциалами действия

in vitro [41]. GCaMP3 был первым вариантом ГеККИ, для которого были созданы

трансгенные мыши, обеспечивающие неинвазивную, хроническую экспрессию c

использованием Cre-рекомбиназы [111, 112]. Наличие таких мышей значительно

расширило возможности использования GCaMP3. Кроме того, GCaMP3 был ис-

пользован для обнаружения активности в больших популяциях нейронов в мотор-

ной коре [41], бочкообразной коре [113] и гиппокампе [80] мышей. Долгосрочная

визуализация с использованием GCaMP3 выявила изменения в нейронной сети,

связанные с обучением, in vivo [114]. GCaMP3 также использовался для исследова-

ния активности популяции нейронов в слое 5 (L5) соматосенсорной коры взрослой

мыши [115], изучения сетчатки мыши на клеточном и субклеточном уровнях [116],

зрительного тракта зебрафиш [117] и зрительно-моторного пути дрозофилы [118] и др.

Тем не менее, на тот момент времени, GCaMP3 оставался несовершенным ГеККИ, т.к.

не позволял стабильно регистрировать одиночные ПД in vivo и отставал по скоро-

сти обнаружения активных клеток от показателей синтетических кальциевых сен-

соров [41].

На основе GCaMP3 был создан набор вариантов GCaMP5 путем целевого мута-

генеза линкерных последовательностей, соединяющих M13/CaM с cpGFP [81, 92,

119]. Двенадцать GCaMP5 (5A, 5D, 5G, 5K, 5L и др.) были систематически охарак-

теризованы в культивируемых нейронах, астроцитах, а также в Caenorhabditis ele-
gans, дрозофиле, зебрафиш и мыши в различных условиях. Все варианты GCaMP5

продемонстрировали улучшенный динамический диапазон по сравнению с

GCaMP3, среди которых отдельно отмечались варианты GCaMP5A, GCaMP5G и

GCaMP5K [95]. В результате улучшения характеристик, GCaMP5 использовался

для локализации одиночных событий высвобождения нейромедиаторов в нервно-

мышечном соединении мухи, показав, что спонтанные и вызванные события про-

исходят на разных бутонах [120].

Впоследствии на основе GCaMP5 был создан GCaMP6 путем модификаций

аминокислот между cpGFP-CaM и M13-CaM [12]. На диссоциированной культуре

нейронов были проверены 447 вариантов GCaMP, в результате чего были получены

три сверхчувствительных варианта GCaMP6 с различной кинетикой: GCaMP6s,

GCaMP6m и GCaMP6f, характеризующиеся медленной, средней и быстрой кине-

тикой соответственно. По сравнению с GCaMP5, эти сенсоры имели 1.1–1.6-крат-

ное увеличение динамического диапазона и в три раза более высокую аффинность

связывания Ca2+. Кроме того, GCaMP6f на то время демонстрировал самую быструю

кинетику среди всего семейства GCaMP благодаря мутации в домене M13-CaM.

Поколение генетически кодированных сенсоров GCaMP6 (GCaMP6s, GCaMP6m

и GCaMP6f) стало самым востребованным и произвело прорыв в области прижиз-

ненной кальциевой визуализации [95]. Так, например, GCaMP6 использовался для

регистрации кальциевых транзиентов от дендритных отростков возбуждающих

тормозных интернейронов, расположенных в первичной зрительной коре [12].

В экспериментах с использованием GCaMP6s было показано, что разные отростки

на одном и том же нейроне зрительной коры отвечают на зрительные стимулы раз-
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ной ориентации [12]. С помощью GCaMP6s было обнаружено, что локальные

дендритные шипики коррелируют с синаптическим потенцированием в нейронах

коры головного мозга [121] и приобретением специфичности места в нейронах

гиппокампа [122]. Кроме того, GCaMP6s использовали для обнаружения ориента-

ционной избирательности отдельных аксональных бутонов в проекциях зритель-

ной коры [123]. В свою очередь, GCaMP6f использовался для изучения нейронных

сетей у бодрствующих свободно передвигающихся мышей с высоким временным

разрешением путем однофотонной широкопольной визуализации с помощью ми-

ниатюрных микроскопов [124]. В целом, можно сказать, что варианты GCaMP6

активно использовались для визуализации активности нейронов у бодрствующих

животных [125–130].

Дальнейшая оптимизация GCaMP6 привела к созданию серий jGCaMP7 (Janelia

GCaMP7) [93] и jGCaMP8 (Janelia GCaMP8) [94]. jGCaMP7 был создан путем мо-

дификаций аминокислот между cpGFP-CaM, M13-CaM и M13-cpGFP. На диссо-

циированной культуре нейронов были проверены 662 варианта GCaMP [93]. В ре-

зультате были отобраны следующие варианты GCaMP7 с различными свойствами:

jGCaMP7s (чувствительный), jGCaMP7b (яркий), jGCaMP7c (контрастный),

jGCaMP7f (быстрый). jGCaMP7s показал более низкую константу диссоциации

(более высокое сродство) для связывания Ca2+ по сравнению с GCaMP6s (68 про-

тив 147 нМ). jGCaMP7f, jGCaMP7b и jCaMP7s продемонстрировали более высо-

кую базовую флуоресценцию, а также большую амплитуду ΔF/F0 по сравнению с

GCaMP6f. Кинетика jGCaMP7f оказалась быстрее, чем у других сенсоров jGCaMP7, и

была сравнима с GCaMP6f. jGCaMP7s, в отличие от других версий jGCaMP7, имел

более медленное время затухания. jGCaMP7b демонстрировал 50%-ное увеличение

базового уровня флуоресценции по сравнению с GCaMP6s. В сравнении с семей-

ством GCaMP6, индикаторы jGCaMP7 обеспечивали улучшенное обнаружение отдель-

ных спайков (jGCaMP7s,f), визуализацию в нейритах и нейропиле (jGCaMP7b) и позво-

ляли отслеживать большие популяции нейронов с помощью двухфотонной

(jGCaMP7s,f) или широкопольной (jGCaMP7c) визуализации [93].

jGCaMP8 был разработан путем замены пептида M13 на пептид эндотелиальной

синтазы оксида азота (eNOS) [94]. Такая конструкция придавала сенсору более

быструю кинетику, что улучшало отслеживание потенциалов действия. На диссо-

циированной культуре нейронов были проверены 32 варианта GCaMP. В результа-

те было отобрано три перспективных варианта: jGCaMP8s (быстрое нарастание,

медленное затухание, высокая чувствительность), jGCaMP8f (быстрое нарастание

и быстрое затухание) и jGCaMP8m (быстрое нарастание и среднее затухание). Все

индикаторы jGCaMP8 имели более быстрое время нарастания (~10 мс) и спада

(~50–200 мс) флуоресценции, чем время нарастания (~50–200 мс) и спада (~150–

500 мс) у GCaMP6 [12]. Варианты jGCaMP8 позволяли регистрировать отдельные

спайки в нейронах с частотой до 50 Гц. ΔF/F0 и SNR для всех индикаторов jGCaMP8 бы-

ли больше, чем для jGCaMP7, при этом jGCaMP8f в три быстрее jGCaMP7f. Се-

мейство jGCaMP8 идеально подходит для отслеживания активности быстроспай-

кующих интернейронов. Из-за быстрого времени затухания флуоресценции инди-

каторы jGCaMP8 более предпочтительны для визуализации с более высокой

частотой дискретизации, чем широко используемые индикаторы jGCaMP7s и

GCaMP6s.

ЦВЕТОВЫЕ РАЗНОВИДНОСТИ GCAMP

С появлением GCaMP6, jGCaMP7 и jGCaMP8 оптимизация ГеККИ типа

GCaMP, по крайней мере для зеленой флуоресцентной разновидности, казалось,

достигла стадии, когда дальнейшее улучшение труднодостижимо или невозможно.
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Тем не менее были созданы варианты интенсиометрических кальциевых сенсоров

с ФБ отличными от GFP [68, 69, 131]. В результате путем замены cpEGFP на cp-

mApple и cpmRuby были созданы красные флуоресцентные Ca2+-индикаторы, та-

кие как R-GECO [68] и RCaMP [119]. Впоследствии в семействе GECO были созда-

ны многоцветные варианты: B-GECO (синие), Y-GECO (желтые) и NIR-GECO

(инфракрасные) [132–135]. Зеленые флуоресцентные Ca2+-индикаторы, как пра-

вило, работают лучше всего, но наличие других цветовых вариантов позволяет

пользователям одновременно получать изображения Ca2+-активности различных

типов клеток в разных цветах или выбирать ГеККИ, спектрально совместимые с

другими индикаторами, используемыми в эксперименте. Стоит отметить, что флу-

оресцентные индикаторы со смещенными в красную область спектрами возбужде-

ния обладают сниженной фоновой автофлуоресценцией, меньшей фототоксично-

стью и лучшим соотношением сигнал–шум благодаря меньшему поглощению

красных длин волн в тканях мозга [68].

Сенсоры семейства GECO [68] были созданы на основе GCaMP3 путем случай-

ного мутагенеза. GECO позволяли маркировать несколько клеточных популяций

разными цветами и осуществлять визуализацию в глубоких слоях мозга. Однако

эти варианты страдали слабой интенсивностью и ограниченным контрастом для

визуализации in vivo.

Аналогично GCaMP, R-GECO был впоследствии оптимизирован и сконструи-

рован в R-CaMP1.07, R-CaMP2, XCaMP-R, jRGECO и K-GECO1 [69, 131, 136]. Так,

например, R-CaMP2 был создан путем замены фрагмента M13 в R-CaMP1.07 (в то

время обладавшего наивысшими характеристиками красного ГеККИ) на пептид

ckkap из киназы CaMK (CaMKK) из 150 мутаций, которые были внесены в домен

cpRFP-CaM. R-CaMP2 имел в три раза более высокую чувствительность к Ca2+

(Kd = 70 нМ) и коэффициент Хилла 1.2. Этот подход был также использован при

разработке красного флуоресцентного Ca2+-индикатора K-GECO1, который вклю-

чал ckkap в качестве CaM-связывающего пептида и демонстрировал улучшенную

чувствительность, быструю кинетику и линейный ответ на спайки [136].

Отдельно стоит упомянуть более поздний набор многоцветных ГеККИ, создан-

ный на основе GCaMP4.1 и получивший название X-CaMP (синий: XCaMP-B, зе-

леный: XCaMP-G, желтый: XCaMP-Y, красный: XCaMP-R) [131]. В серии XCaMP

был использован подход, аналогичный созданию R-CaMP2. В отличие от класси-

ческих представителей GCaMP, в XCaMP пептид M13 был заменен на пептид ckkap

из CaMKK. Предыдущие биохимические анализы показали, что CaMKK обладает

высоким сродством к Ca2+ и низким коэффициентом Хилла (∼1), т.е. линейно реа-

гирует на кальций [131]. XCaMPs позволяет обнаруживать одиночные спайки в те-

чение 3–10 мс после начала спайка, что особенно важно для оценки быстроспайку-

ющих интернейронов [131], в то время как у многих представителей семейства

GCaMP коэффициенты Хилла для связывания Ca2+ больше единицы, что делает

их менее чувствительными к одному или нескольким спайкам [22]. Кроме того, по-

вышенная базовая флуоресценция X-CaMP облегчает использование кальциевой

визуализации для оценки подпороговых событий в шипиках и синаптических тер-

миналях [131]. Новые цветовые варианты (синий, желтый и красный) в серии

X-CaMP облегчают многоцветную визуализацию с 1-фотонным или 2-фотонным

возбуждением флуоресценции.

На сегодняшний день многоцветная визуализация с использованием кальцие-

вых сенсоров становится все более актуальна. Например, использование различ-

ных многоцветных сенсоров может способствовать раскрытию взаимодействия

между нейронами и астроцитами в процессе формирования нейронных связей [95].

Так, использование двухцветной одновременной двухфотонной визуализации
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нейронов и астроцитов в зрительной коре бодрствующей мыши имело решающее

значение для обнаружения зрительного ответа астроцитов, в частности того, как

этот ответ связан с активностью соседних нейронов [137].

Еще одним преимуществом многоцветной Ca2+-визуализации является одно-

временная визуализация пре- и постсинаптических, субклеточных компартментов

нейронов из перекрывающихся аксонов и дендритов или отростков астроцитов

[69, 131, 138]. Двухцветные одновременные наблюдения в слое 1 бочковой коры

мыши с использованием XCaMP-R в дендритах пирамидальных нейронов и

XCaMP-Y в аксоне SST-нейронов позволили охарактеризовать обработку инфор-

мации через синапсы [131]. Постсинаптические Ca2+-события были подавлены

только в дендритных сегментах с перекрывающимися аксонами. Дендритные со-

бытия также достоверно подавлялись за секунду до и после активации аксона.

В совокупности эти результаты определяют пространственные и временные мас-

штабы локального дендритного торможения в апикальных отростках пирамидаль-

ных нейронов.

Кроме всего выше сказанного, отдельно стоит упомянуть использование много-

цветных ГеККИ в оптогенетических экспериментах. Оптогенетическая модуляция

в сочетании с мониторингом клеточной активности на основе GCaMP позволяет

использовать полностью оптическую электрофизиологию (ОЭ). Первоначальные

усилия по созданию ОЭ были затруднены из-за спектрального разделения индика-

торов. Например, зеленые GCaMP не могут быть использованы в клетках, экс-

прессирующих каналородопсин-2 (ChR2), галородопсин (HR) или архродопсин

(Arch), поскольку спектр возбуждающего света ГеККИ перекрывается со спектра-

ми активации светочувствительных каналов [44]. Примером красного ГеККИ,

который удалось использовать в сочетании с оптогенетикой, является вариант

jRGECO1a [93]. Попытки еще больше сдвинуть спектр возбуждения ГЕККИ в

красную область привели к созданию индикатора кальция ближнего инфракрасного

(NIR) диапазона, NIR-GECO1, который состоит из кальцийсвязывающих доменов

CaM и M13, вставленных в основанный на бактериофитохроме NIR-флуоресцент-

ный белок mIFP [134]. Дополнительные спектры возбуждения ГеККИ обеспечива-

ют гибкость в инструментарии оптофизиологии, позволяя анализировать различ-

ные нейронные ансамбли [68].

Расширение цветового спектра значительно увеличило потенциал ГеККИ в

многоцветной визуализации. Применение красных флуоресцентных индикаторов

позволили уменьшить рассеяние ткани, фототоксичность и фоновую флуоресцен-

цию, способствуя визуализации в глубоких слоях мозга. Применение синих и жел-

тых вариантов ГеККИ, помимо красных и зеленых, позволили исследователям

проводить одновременную визуализацию различных нейронных ансамблей, а так-

же комбинировать применение генетически кодируемых кальциевых индикаторов

с оптогенетическими инструментами [119].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение генетически кодируемых кальциевых индикаторов представляет

собой важный инструмент для изучения нейрональных процессов и нейронных

ансамблей в реальном времени. В этом обзоре была представлена необходимая ин-

формация об однофлуорофорных ГеККИ: их преимуществах и недостатках, разно-

видностях, особенностях текущего использования и перспективах применения для

визуализации нейронной активности. Один из главных плюсов ГеККИ заключает-

ся в том, что они позволяют получать детальную информацию о кальциевых сигна-

лах в реальном времени. Современные тенденции совершенствования ГеККИ на-

правлены на расширение их спектральных свойств и способности регистрировать
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высокочастотную спайковую активность путем модификаций домена CaM-M13.

Благодаря многоцветной in vivo визуализации с использованием ГеККИ и ее ком-

бинированию с такими методами, как оптогенетика, нейробиологи вносят допол-

нительный вклад в наше понимание функций мозга. Очевидно, что в ближайшие

годы мы увидим новые версии ГеККИ, учитывая большое количество CaM-связы-

вающих белков (более 300) [139], которые могут быть полезны для дальнейшего

усовершенствования этих индикаторов.
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GCaMP – a Family of Single-Fluorophore Genetically Encoded Calcium Indicators

A. I. Erofeeva, *, E. K. Vinokurova, O. L. Vlasovaa, and I. B. Bezprozvannya, b
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Single f luorophore genetically encoded calcium indicators (GECIs) such as GCaMP are

widely utilized tools for investigating neuronal activity. Their primary advantage lies in

their capacity to provide real-time and highly sensitive responses to f luctuations in intra-

cellular calcium ion concentrations. This characteristic is of significant importance

when studying neuronal processes and ensembles, wherein calcium signals play a crucial

role in information transmission. This comprehensive review focuses on the GCaMP

family, encompassing an analysis of their various types, distinctive features, and poten-

tial applications for visualizing neuronal activity. Special attention is dedicated to the on-

going advancements in GCaMP technology, particularly the endeavors to expand their

spectral properties and enhance their capability to detect high-frequency spike activity.

Keywords: calcium indicators, neuronal activity, dynamics, f luorescence
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