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Äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ (FPs) â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ ïðè èçó÷åíèè ýêñïðåññèè ãå-
íîâ, ëîêàëèçàöèè è äèíàìèêè áåëêîâ â êëåòêå áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò èõ ñòàáèëüíîñòü. Â ðàáîòå âûïîë-
íåíî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ñòàáèëüíîñòè ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ, èìåþùèõ ðàçëè÷íóþ ÷åòâåðòè÷-
íóþ ñòðóêòóðó: EGFP (ìîíîìåð çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà, GFP), zFP506 (òåòðàìåð GFP), mRFP1
è «dimer2» (ñîîòâåòñòâåííî ìîíîìåð è äèìåð êðàñíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà), DsRed1 (êðàñíûé òåòðà-
ìåð). Õàðàêòåð çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäà
(GdnHCl) äëÿ ýòèõ áåëêîâ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî òåòðàìåð çåëåíîãî áåëêà zFP506 îá-
ëàäàåò áîëüøîé ñòàáèëüíîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ìîíîìåðîì çåëåíîãî áåëêà EGFP, äèìåð êðàñíîãî áåëêà
«dimer 2» îáëàäàåò ìåíüøåé ñòàáèëüíîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ òåòðàìåðîì DsRed1, îäíàêî ñòàáèëüíîñòü
ìîíîìåðà êðàñíîãî áåëêà mRFP1 ïðèìåðíî òàêàÿ æå, êàê ñòàáèëüíîñòü òåòðàìåòðà DsRed1. Ñäåëàí âû-
âîä î òîì, ÷òî ÷åòâåðòè÷íàÿ ñòðóêòóðà íå ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì ñòàáèëü-
íîñòü ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè, îëèãîìåðèçàöèÿ, ñòàáèëüíîñòü áåëêîâ, ôîëäèíã áåë-
êîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: GdnHCl — ãóàíèäèíãèäðîõëîðèä, ÊÄ — êðóãîâîé äèõðîèçì, FPs —
ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè, GFP — çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, CPs — õðîìîïðîòåèíû, KFPs — «ðàç-
æèãàåìûå» áåëêè.

Òåðìèí «ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè» èëè «GFP-ïîäîá-
íûå áåëêè» èñïîëüçóåòñÿ äëÿ îáîçíà÷åíèÿ îáøèðíîãî
êëàññà áåëêîâ, õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ êîòîðûõ ÿâëÿ-
åòñÿ íàëè÷èå ó íèõ óíèêàëüíîãî õðîìîôîðà, îáðàçóþùå-
ãîñÿ â ðåçóëüòàòå òðåõñòàäèéíîé àóòîêàòàëèòè÷åñêîé
öèêëèçàöèè òðåõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â ïîëîæåíèè
65—67 (Reid, Flynn, 1997), ïîãëîùàþùåãî è â áîëüøèí-
ñòâå ñëó÷àåâ ñïîñîáíîãî ôëóîðåñöèðîâàòü â âèäèìîé îá-
ëàñòè ñïåêòðà. Â çåëåíîì ôëóîðåñöåíòíîì áåëêå äèêîãî
òèïà èç ìåäóçû Aequorea Victoria õðîìîôîð îáðàçîâàí
àìèíîêèñëîòàìè Ser 65, Tyr 66 è Gly 67. Òàêàÿ àìèíî-
êèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âñòðå÷àåòñÿ è â äðóãèõ
áåëêàõ, íî â íèõ õðîìîôîð íå îáðàçóåòñÿ, ÷òî ãîâîðèò î
ðåøàþùåé ðîëè ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû áåëêà â
îáðàçîâàíèè «çåëåíîãî õðîìîôîðà» (Tsien, 1998). Âñå
áåëêè ýòîãî êëàññà ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé öèëèíäð, îáðàçî-
âàííûé 11 â-ëèñòàìè (â-can ), â öåíòðå êîòîðîãî ïðîõî-
äèò á-ñïèðàëü, ñîäåðæàùàÿ õðîìîôîð. Äëÿ âñåõ ôëóî-
ðåñöåíòíûõ áåëêîâ äèêîãî òèïà, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ
èñòî÷íèêîâ, êîíñåðâàòèâíûìè ÿâëÿþòñÿ òîëüêî Tyr 66 è
Gly 67. Ïðè çàìåíå Tyr 66 íà Trp, Phe è His, âûïîëíåí-
íîé ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè, ñïîñîáíîñòü ê îáðàçî-

âàíèþ õðîìîôîðà ñîõðàíÿåòñÿ, ïðîèñõîäèò ëèøü èçìå-
íåíèå åãî ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî çàìåíà
Gly 67 íà êàêóþ-ëèáî äðóãóþ àìèíîêèñëîòó íåâîçìîæ-
íà, ïîñêîëüêó íàëè÷èå â ýòîì ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîò-
íîãî îñòàòêà ñ áîëåå ìàññèâíûì áîêîâûì ðàäèêàëîì
äîëæíî ïðåïÿòñòâîâàòü îáðàçîâàíèþ õðîìîôîðà (Tsien,
1998). Îáðàçîâàíèå ñïîñîáíîãî ê ôëóîðåñöåíöèè õðîìî-
ôîðà òðåáóåò íåêîòîðîãî âðåìåíè ïîñëå çàâåðøåíèÿ
ôîðìèðîâàíèÿ íàòèâíîé ñòðóêòóðû áåëêà, êîòîðîå ïðè-
íÿòî íàçûâàòü âðåìåíåì åãî ñîçðåâàíèÿ.

Áîëüøîé èíòåðåñ ê ôëóîðåñöåíòíûì áåëêàì âûçâàí
èõ èíòåíñèâíûì èñïîëüçîâàíèåì â êëåòî÷íîé áèîëîãèè
â êà÷åñòâå áèîëîãè÷åñêèõ ìàðêåðîâ äëÿ èçó÷åíèÿ äèíà-
ìèêè ãåííîé ýêñïðåññèè è òðàíñïîðòà áåëêîâ â æèâûõ
êëåòêàõ è òêàíÿõ (Tsien, 1998; Zimmer, 2002). Ñðàçó æå
ïîñëå îòêðûòèÿ ïåðâîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà GFP íà-
÷àëèñü ãåííî-èíæåíåðíûå ðàáîòû, íàïðàâëåííûå íà
óëó÷øåíèå ñâîéñòâ, ñóùåñòâåííûõ äëÿ áîëåå ýôôåêòèâ-
íîãî èñïîëüçîâàíèÿ ýòèõ áåëêîâ â ìîëåêóëÿðíîé è êëå-
òî÷íîé áèîëîãèè. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïîëó÷åíî áîëü-
øîå ÷èñëî ìóòàíòíûõ ôîðì FPs, îáëàäàþùèõ áîëåå âû-
ñîêèì êâàíòîâûì âûõîäîì è áîëåå êîðîòêèì âðåìåíåì
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ñîçðåâàíèÿ, íå ñêëîííûõ ê îëèãîìåðèçàöèè è ñóùåñòâåí-
íî ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ïîëîæåíèþ ìàêñèìóìà ñïåêòðà
ôëóîðåñöåíöèè. Îäíàêî òàê è íå óäàëîñü ïîëó÷èòü ìó-
òàíòíóþ ôîðìó GFP, èìåþùóþ ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè ñ
áîëåå äëèííîâîëíîâûì ìàêñèìóìîì, ÷åì 529 íì, êàê ó
æåëòîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà (Tsien, 1998).

Ïàðàëëåëüíî ñ ãåííî-èíæåíåðíûìè ðàáîòàìè øåë
ïîèñê íîâûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ â äðóãèõ îðãàíèç-
ìàõ. Áûëè îáíàðóæåíû áåëêè, áëèçêèå ê GFP èç A. Victo-
ria ïî ñâîèì õàðàêòåðèñòèêàì, íàïðèìåð GFP èç Renilla
reniformis, è áåëêè ñ ñîâåðøåííî èíûìè õàðàêòåðèñòèêà-
ìè. Â ÷àñòíîñòè, èç Heteractis crispa è Condylactis gigan-
tean (Gurskaya et al., 2001) áûëè âûäåëåíû GFP-ïîäîá-
íûå áåëêè hcriCP è cgigCP ñîîòâåòñòâåííî, èìåþùèå â
ñâîåì ñîñòàâå ñïåöèôè÷åñêèé õðîìîôîð, ïîãëîùàþùèé
â âèäèìîé îáëàñòè, íî íå ôëóîðåñöèðóþùèé (chromop-
hor protein, CP). Èç Anemonia sulcata (Lukyanov et al.,
2000) áûë âûäåëåí áåëîê asulCP, êîòîðûé ôëóîðåñöèðó-
åò ïðè îáëó÷åíèè çåëåíûì ñâåòîì è ôëóîðåñöåíöèÿ êî-
òîðîãî òóøèòñÿ ïðè îáëó÷åíèè ãîëóáûì ñâåòîì. Ôëóî-
ðåñöåíòíûå áåëêè ýòîãî òèïà áûëè íàçâàíû «ðàçæèãàå-
ìûìè» (kindling fluorescent proteins, KFPs).

Áåëêè òèïîâ CP è KFP ÿâëÿþòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ïðåäìåòîì èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé. Ïîêàçàíî, ÷òî
ðÿä òî÷å÷íûõ ìóòàöèé â áåëêàõ CP ïåðåâîäèò èõ â ðàç-
ðÿä KFP, à âîçãîðàíèå ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ òèïà KFP
ìîæåò ïðîèñõîäèòü íå òîëüêî ïðè îáëó÷åíèè ñâåòîì
â îïðåäåëåííîé ñïåêòðàëüíîé îáëàñòè, íî òàêæå ïîä âîç-
äåéñòâèåì èçìåíåíèÿ pH èëè ïðè ïåðåâîäå áåëêà â ðàñò-
âîðû ñ äîñòàòî÷íî âûñîêèì ñîäåðæàíèåì äåíàòóðàíòà.
Ýòè âîçäåéñòâèÿ, ïî-âèäèìîìó, íåäîñòàòî÷íû äëÿ ðàç-
ðóøåíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà, íî ïðèâîäÿò ê óìåíüøå-
íèþ åãî æåñòîêîñòè. Ñåíñàöèåé ñòàëî âûäåëåíèå êðàñ-
íîãî áåëêà drFP583 èç êîðàëëîâ Discosoma sp. (â íàçâà-
íèè d — Discosoma, r—red, 583 — ìàêñèìóì ôëóî-
ðåñöåíöèè, íì), âïîñëåäñòâèè ïîëó÷èâøåãî íàçâàíèå
DsRed (Matz et al., 1999). Ïîñêîëüêó â ýòîé îáëàñòè ñïåê-
òðà â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòåïåíè ìåøàåò ñîáñòâåííàÿ
ôëóîðåñöåíöèÿ êëåòîê, ïîÿâëåíèå DsRed ñóëèëî ñóùå-
ñòâåííîå ðàñøèðåíèå âîçìîæíîñòåé èñïîëüçîâàíèÿ ôëó-
îðåñöåíòíûõ áåëêîâ â áèîòåõíîëîãèè è êëåòî÷íîé áèî-
ëîãèè.

Ôàêòîðàìè, îãðàíè÷èâàþùèìè èñïîëüçîâàíèå ôëóî-
ðåñöåíòíûõ áåëêîâ â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ â êëåòî÷íîé
áèîëîãèè, ÿâëÿþòñÿ ïðèñóùàÿ ýòèì áåëêàì òåíäåíöèÿ ê
îëèãîìåðèçàöèè, à òàêæå çíà÷èòåëüíàÿ ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü ñîçðåâàíèÿ íåêîòîðûõ èç íèõ. GFP äèêîãî òèïà èç
A. victoria ñêëîíåí ê äèìåðèçàöèè, GFP äèêîãî òèïà èç
R. reniformis ÿâëÿåòñÿ äèìåðîì, à êðàñíûé ôëóîðåñöåíò-
íûé áåëîê äèêîãî òèïà DsRed èç Discosoma sp. — òåòðà-
ìåðîì è èìååò äëèòåëüíîå âðåìÿ ñîçðåâàíèÿ (Baird et al.,
2000). Íåäàâíèì âàæíåéøèì äîñòèæåíèåì ñòàëî ñîçäà-
íèå ìîíîìåðíîãî êðàñíîãî áåëêà mRFP1 (Campbell et al.,
2002), âðåìÿ ñîçðåâàíèÿ êîòîðîãî â 10 ðàç ìåíüøå, ÷åì ó
òåòðàìåðà.

Èçâåñòíî, ÷òî ìîíîìåð EGFP ãîðàçäî ìåíåå ñòàáè-
ëåí, ÷åì òåòðàìåð DsRed. Â ñâÿçè ñ ýòèì âîçíèê âîïðîñ î
òîì, ÿâëÿåòñÿ ëè îëèãîìåðèçàöèÿ íåîáõîäèìûì óñëîâè-
åì ñòàáèëüíîñòè FPs. Ñ öåëüþ âûÿñíåíèÿ ðîëè ÷åòâåð-
òè÷íîé ñòðóêòóðû â ñòàáèëèçàöèè FPs â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç íåñêîëüêèõ FPs ñ ðàç-
ëè÷íîé ñòåïåíüþ îëèãîìåðèçàöèè, à èìåííî EGFP (çåëå-
íîãî ìîíîìåðà), zFP506 (çåëåíîãî òåòðàìåðà), mRFP1
(êðàñíîãî ìîíîìåðà), «dimer2» (êðàñíîãî äèìåðà) è
DsRed1 (êðàñíîãî òåòðàìåðà).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê î í ñ ò ð ó è ð î â à í è å ï ë à ç ì è ä. Ïëàçìèäû, êîäèðó-
þùèå EGFP, zFP506, mRFP1, «dimer2» è DsRed1 FPs ñ êîí-
öåâûìè ïîëèãèñòèäèíîâûìè ìåòêàìè, áûëè ñêîíñò-
ðóèðîâàíû ñîãëàñíî îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêå (Verkhusha
et al., 2001). Ïëàçìèäû èñïîëüçîâàëè äëÿ òðàíñôåêöèè êëå-
òîê Escherichia coli BL21 (DE3) (Invitrogen, ÑØÀ).

Ï î ë ó ÷ å í è å è à í à ë è ç ð å ê î ì á è í à í ò í û õ á å ë -
ê î â. Ýêñïðåññèþ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ â E. coli èíäó-
öèðîâàëè 1 ìÌ IPTG (nacalai tesque, ßïîíèÿ). Íàðàùèâà-
íèå êëåòî÷íîé ìàññû ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè
37 °C. Áåëêè î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ Ni-àãàðîçû (Qiagen,
ÑØÀ). ×èñòîòà îáðàçöîâ ïî äàííûì SDS-ýëåêòðîôîðåçà
ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 95 %. Ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó âûäå-
ëåííûõ áåëêîâ êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ SDS-ýëåêò-
ðîôîðåçà, èñïîëüçóÿ íàáîð ñòàíäàðòíûõ áåëêîâ
(Bio-Red, ÑØÀ) â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ. Óðîâåíü pH 8.0 â
ðàñòâîðàõ ïîääåðæèâàëè 50 ìÌ Òðèñ-HCl-áóôåðîì.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û å è ç ì å ð å í è ÿ âûïîëíÿëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôëóîðèìåòðè÷åñêîé óñòàíîâêè ñî
ñòàöèîíàðíûì âîçáóæäåíèåì (Òóðîâåðîâ è äð., 1998).
Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôîòî-
ìåòðà F-2500 (Hitachi, ßïîíèÿ). Ôëóîðåñöåíöèþ õðîìî-
ôîðîâ çåëåíûõ è êðàñíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ âîç-
áóæäàëè ïðè äëèíå âîëíû 365 íì è ðåãèñòðèðîâàëè ïðè
510 (EGFP è zFP506), 580 (DsRed 1 è «dimer2») èëè 612
(mRFP1) íì. Òðèïòîôàíîâóþ ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäà-
ëè ïðè äëèíå âîëíû 297 íì è ðåãèñòðèðîâàëè ïðè äëèíå
âîëíû, ñîîòâåòñòâóþùåé ìàêñèìóìó èíòåíñèâíîñòè â
ñïåêòðå ôëóîðåñöåíöèè: 326 («dimer»), 320 (DsRed1),
337 (EGFP), 334 (mRFP1) èëè 330 (zFP506) íì. Èçìåðå-
íèÿ áûëè âûïîëíåíû ïðè 23 °C.

À í à ë è ç ê ð è â û õ ç à ò ó õ à í è ÿ ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è.
Èçìåðåíèå êðèâûõ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðîâîäèëè
íà èìïóëüñíîé ñïåêòðîôëóîðèìåòðè÷åñêîé óñòàíîâêå
(Òóðîâåðîâ è äð., 1998). Àíàëèç êèíåòè÷åñêèõ çàâèñèìî-
ñòåé ôëóîðåñöåíöèè ïðîâîäèëè â ìóëüòèýêñïîíåíöèàëü-
íîì ïðèáëèæåíèè:

I t ti i
i

( ) exp(– )= ∑α τ , (1)

ãäå ái è ôi — ñîîòâåòñòâåííî àìïëèòóäà è âðåìÿ æèçíè
i-òîé êîìïîíåíòû ( α i =∑ 1). Êîíñòàíòû îïðåäåëÿëè ìå-
òîäîì íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ, èñïîëüçóÿ àëãîðèòì,
ïðåäëîæåííûé Ìàðêóàðäòîì (Marquardt, 1963).

Ò ó ø å í è å ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïî-
ëó÷èòü èíôîðìàöèþ î äîñòóïíîñòè äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ è õðîìîôîðà FPs, ïðîâîäèëè
ýêñïåðèìåíòû ïî òóøåíèþ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè è ôëóîðåñöåíöèè õðîìîôîðà àêðèëàìèäîì. Ðàñòâî-
ðû ãîòîâèëè â 50 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 8.0. Êîíöåíòðàöèþ
áåëêîâ â èññëåäóåìûõ ðàñòâîðàõ âûáèðàëè òàêèì îáðà-
çîì, ÷òîáû îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ïðè äëèíå âîëíû âîç-
áóæäåíèÿ íå ïðåâûøàëà 0.1. Ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäà-
ëè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 365 íì è ðåãèñòðèðîâàëè ïðè
510 (EGFP è zFP506), 580 (DsRed1 è «dimer2») èëè 612
(mRFP1) íì. Òðèïòîôàíîâóþ ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè
ïðè äëèíå âîëíû 297 íì è ðåãèñòðèðîâàëè ïðè äëèíàõ
âîëí 326 («dimer2») , 320 (DsRed1) , 337 (EGFP),
334 (mRFP1) èëè 330 (zFP506) íì. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò
áûë âûïîëíåí òðèæäû. Ïðè îáðàáîòêå äàííûõ äåëàëè
ïîïðàâêó íà âêëàä â ðåãèñòðèðóåìîå ñâå÷åíèå ðàñòâîðè-
òåëÿ. Îöåíêó êîíñòàíò òóøåíèÿ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ñîîòíîøåíèÿ Øòåðí-Ôîëüìåðà
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I0 /I = 1 + KSV[Q], (2)

ãäå I0 è I — èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â îòñóòñòâèå
è â ïðèñóòñòâèè òóøèòåëÿ ñîîòâåòñòâåííî, KSV — êîí-
ñòàíòà òóøåíèÿ, [Q] — êîíöåíòðàöèÿ òóøèòåëÿ. Áèìîëå-
êóëÿðíàÿ êîíñòàíòà ïðîöåññà ñòîëêíîâåíèÿ ôëóîðåñöè-
ðóþùèõ ìîëåêóë â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè è ìîëåêóë
òóøèòåëÿ (kq) áûëà ðàññ÷èòàíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîîòíî-
øåíèÿ (Lakowicz et al., 1983)

kq = KSV /ô, (3)

t — ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå âðåìÿ æèçíè ôëóîðåñöåíöèè â
îòñóòñòâèå òóøèòåëÿ.

Ê ð ó ã î â î é ä è õ ð î è ç ì. Äëÿ ðåãèñòðàöèè ñïåêòðîâ
ÊÄ èñïîëüçîâàëè ñïåêòðîïîëÿðèìåòðû AVIV 60DS (La-
kewood, ÑØÀ) è J-810 (Jasco, ßïîíèÿ). Êîíöåíòðàöèè
áåëêà ñîñòàâëÿëè 0.25 è 0.50 ìã/ìë ïðè èçìåðåíèè ñïåê-
òðîâ ÊÄ â äàëüíåé è áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòÿõ ñïåêòðà ñîîò-
âåòñòâåííî. Äëÿ ðåãèñòðàöèè ñïåêòðîâ ÊÄ â äàëüíåé
ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà èñïîëüçîâàëè ìèêðîêþâåòû ñ äëè-
íîé îïòè÷åñêîãî ïóòè 0.1 ìì, èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â
äèàïàçîíå äëèí âîëí îò 250 äî 190 íì ñ øàãîì 0.5 íì.
Äëÿ ðåãèñòðàöèè ñïåêòðîâ ÊÄ â âèäèìîé è áëèæíåé
ÓÔ-îáëàñòÿõ ñïåêòðà èñïîëüçîâàëè ìèêðîêþâåòû ñ äëè-
íîé îïòè÷åñêîãî ïóòè 1.0 ñì, èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â
äèàïàçîíå äëèí âîëí îò 650 äî 250 íì ñ øàãîì 1.0 íì.
Êàæäûé ñïåêòð ÊÄ ðåãèñòðèðîâàëè 5 ðàç è ïîëó÷åí-
íûå äàííûå óñðåäíÿëè. Ñïåêòðû ÊÄ áåëêîâ ïîñòðîåíû ñ
ó÷åòîì ÊÄ ñîîòâåòñòâóþùåãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà.

È ç ì å ð å í è å ð à â í î â å ñ í û õ ê ð è â û õ ä å í à ò ó -
ð à ö è è. Ðàñòâîðû áåëêîâ èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè
ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäà
(GdnHCl) ïðè 4 °C â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè, ïðîäîë-
æèòåëüíîñòü êîòîðîãî áûëà ñóùåñòâåííî ðàçíîé äëÿ ðàç-
íûõ áåëêîâ è çàâèñåëà îò êîíöåíòðàöèè äåíàòóðàíòà. Â
êà÷åñòâå äåíàòóðàíòà èñïîëüçîâàëè GdnHCl (Nacalai tes-
que, ßïîíèÿ). Êîíöåíòðàöèþ GdnHCl â ðàñòâîðàõ îïðå-
äåëÿëè ïî ïîêàçàòåëþ ïðåëîìëåíèÿ (Pace, 1986) ñ ïîìî-
ùüþ ðåôðàêòîìåòðà Àááå (ËÎÌÎ, Ðîññèÿ). Âñå ôëóî-
ðåñöåíòíûå èçìåðåíèÿ áûëè âûïîëíåíû â ìèêðîêþâåòàõ
101.016-QS 5 � 5 ìì (Helma, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ñ ï å ê ò ð à ë ü í û å ñ â î é ñ ò â à ì î í î ì å ð í û õ è
î ë è ã î ì å ð í û õ ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û õ á å ë ê î â. Îòëè-
÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ
ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü õðîìîôîð ï-ãèäðîêñèáåíçè-
ëèäåí-èìèäàçîëèäîí (Cody et al., 1993) âíóòðè áåëêî-
âîé ãëîáóëû. Õðîìîôîð îáðàçóåòñÿ â ïðîöåññå ðåàêöèè
àâòîêàòàëèòè÷åñêîé öèêëèçàöèè ìåæäó îñòàòêàìè
Ser-Tyr-Gly â ïîëîæåíèè 65—67 (íóìåðàöèÿ àìèíîêèñ-
ëîò ñîãëàñíî GFP Aequorea). Â äðóãèõ áåëêàõ ñ ïîäîáíîé
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ õðîìîôîð íå îá-
ðàçóåòñÿ. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ñïîñîáíîñòü ê
ôîðìèðîâàíèþ õðîìîôîðà íå îïðåäåëÿåòñÿ îñîáûìè
ñâîéñòâàìè äàííîé ïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ÷òî
â îáðàçîâàíèè õðîìîôîðà ðåøàþùóþ ðîëü èãðàåò ïðî-
ñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà áåëêà. Èçâåñòíî, ÷òî îñíîâíûå
ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ,
òàêèå êàê ïîëîæåíèå è ôîðìà ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ è
ôëóîðåñöåíöèè, çàâèñÿò îò îñîáåííîñòåé ìèêðîîêðóæå-
íèÿ õðîìîôîðà (Heim et al., 1994; Cubitt et al., 1995; Heim

et al., 1995). Òàê êàê ïÿòü èññëåäóåìûõ íàìè áåëêîâ ðàç-
ëè÷àþòñÿ ïî ñâîåé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
íåóäèâèòåëüíî, ÷òî ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà äàííûõ áåë-
êîâ òàêæå ðàçëè÷àþòñÿ.

Ñ ï å ê ò ð û ï î ã ë î ù å í è ÿ EGFP (çåëåíîãî ìîíîìå-
ðà), zFP 506 (çåëåíîãî òåòðàìåðà), mRFP1 (êðàñíîãî ìî-
íîìåðà), «dimer2» (êðàñíîãî äèìåðà) è DsRed1 (êðàñíîãî
òåòðàìåðà) ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1. Êðàñíûå ôëóîðåñ-
öåíòíûå áåëêè èìåþò ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ñ ìàêñèìóìà-
ìè ïðè äëèíàõ âîëí 548, 555 è 580 íì äëÿ «dimer2»,
DsRed1 è mRFP1 ñîîòâåòñòâåííî. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ
êðàñíûõ FPs èìåþò äîâîëüíî ñëîæíûé âèä. Âñå îíè ñî-
äåðæàò êîðîòêîâîëíîâóþ ïîëîñó ïîãëîùåíèÿ ñ ìàêñèìó-
ìîì âáëèçè 334 íì; ñïåêòðû DsRed1 è «dimer2» èìåþò
äâà ïëå÷à ïðè äëèíàõ âîëí 480—490 è 520 íì, â òî âðåìÿ
êàê ñïåêòð mRFP1 â äîïîëíåíèå ê äëèííîâîëíîâîìó ïëå-
÷ó ïðè 550 íì ñîäåðæèò åùå äâå ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ ñ
ìàêñèìóìàìè îêîëî 500 è 380 íì (ðèñ. 1). Ñïåêòðû ïî-
ãëîùåíèÿ çåëåíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ èìåþò çíà÷è-
òåëüíî áîëåå ïðîñòóþ ôîðìó. Ñïåêòðû EGFP è zFP506
èìåþò ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ ïðè äëèíàõ âîëí 486 è
487 íì ñîîòâåòñòâåííî; â ñïåêòðàõ îáîèõ áåëêîâ ïðèñóò-
ñòâóåò ïëå÷î âáëèçè 460 íì, ñïåêòð EGFP èìååò äîïîë-
íèòåëüíîå ïëå÷î ïðè 400 íì (ðèñ. 1).

Â ò î ð è ÷ í à ÿ è ò ð å ò è ÷ í à ÿ ñ ò ð ó ê ò ó ð û ô ë ó î -
ð å ñ ö å í ò í û õ á å ë ê î â. Ñïåêòðû ÊÄ âñåõ èññëåäîâàí-
íûõ â ýòîé ðàáîòå áåëêîâ â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà
ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ñîâïàäàþò (äàííûå íå ïðåäñòàâ-
ëåíû). Ïîýòîìó ìîæíî ñ÷èòàòü, ÷òî âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà
âñåõ ïÿòè áåëêîâ âåñüìà ñõîäíà. Ñïåêòðû ÊÄ â âèäèìîé
è áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòÿõ ñïåêòðà äëÿ çåëåíûõ ôëóîðåñ-
öåíòíûõ áåëêîâ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ (ðèñ. 2). Äëÿ
âñåõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ â âèäèìîé îáëàñòè ñïåêòðà
íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøîé îòðèöàòåëüíûé ýôôåêò Êîòòî-
íà, ÷òî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ðà-
íåå (Visser et al., 2002).

Ñ ï å ê ò ð û ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è è ä î ñ ò ó ï í î ñ ò ü
õ ð î ì î ô î ð à ì î ë å ê ó ë à ì ð à ñ ò â î ð è ò å ë ÿ. Íà
ðèñ. 3, à ïðåäñòàâëåíû ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè EGFP,
zFP506, mRFP1, «dimer2» è DsRed1, êîòîðûå áûëè ïðè-
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Ðèñ. 1. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ EGEP (1),
zFP506 (2), mRFP1 (3), «dimer2» (4) è DsRed1 (5).



âåäåíû ê åäèíèöå â ìàêñèìóìå ôëóîðåñöåíöèè. Ñïåöè-
ôè÷åñêàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ õðîìîôîðà äàííûõ áåëêîâ
èìååò ìàêñèìóì íà äëèíàõ âîëí 506, 510, 584, 586 è
612 íì äëÿ zFP506, EGFP, «dimer2», DsRed1 è mRFP1 ñî-
îòâåòñòâåííî. Êîðîòêîâîëíîâûé ñäâèã ñïåêòðà ôëóîðåñ-
öåíöèè zFP506 ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïåêòðîì EGFP, âåðîÿò-
íåå âñåãî, îáóñëîâëåí ìåíüøåé äîñòóïíîñòüþ õðîìîôîðà
zFP506 äëÿ ìîëåêóë ðàñòâîðèòåëÿ, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìî-
æåò áûòü ñëåäñòâèåì òåòðàìåðèçàöèè zFP506. Îëèãîìåðè-
çàöèÿ êðàñíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ («dimer2» è
DsRed1) òàêæå ìîæåò âûçûâàòü óâåëè÷åíèå èçîëèðîâàí-
íîñòè õðîìîôîðà îò ìîëåêóë ðàñòâîðèòåëÿ. Îáîñíîâàí-
íîñòü äàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áûëà ïðîâåðåíà ìåòîäîì
òóøåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè õðîìîôîðà àêðèë-
àìèäîì. Øòåðí-Ôîëüìåðîâñêèå çàâèñèìîñòè (ðèñ. 3, á) è
ðàññ÷èòàííûå êîíñòàíòû òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
(òàáë. 1) ñâèäåòåëüñòâóþò î íèçêîé äîñòóïíîñòè õðîìî-
ôîðà äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ âî âñåõ èññëåäîâàííûõ áåëêàõ.
Òåì íå ìåíåå îëèãîìåðèçàöèÿ ïðèâîäèò ê íåáîëüøîìó äî-
ïîëíèòåëüíîìó óìåíüøåíèþ çíà÷åíèé KSV è kq, ÷òî ãîâî-
ðèò î ñíèæåíèè äîñòóïíîñòè õðîìîôîðà äëÿ ìîëåêóë àê-
ðèëàìèäà.

Î ñ î á å í í î ñ ò è ò ð è ï ò î ô à í î â î é ô ë ó î ð å ñ ö å í -
ö è è. Äîïîëíèòåëüíàÿ èíôîðìàöèÿ î äîñòóïíîñòè âíóò-
ðåííèõ îáëàñòåé áåëêîâ äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ ìîæåò áûòü
ïîëó÷åíà èç àíàëèçà òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Ïî-
ëîæåíèå ñïåêòðîâ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè FPs
çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àåòñÿ (ðèñ. 4, à). Äåéñòâèòåëüíî,

ñïåêòð òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè zFP506 ñäâèíóò â
êîðîòêîâîëíîâóþ îáëàñòü ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïåêòðîì
EGFP, â òî âðåìÿ êàê êðàñíûå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè îá-
ðàçóþò ñëåäóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî ïîëîæåíèþ
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Ðèñ. 2. Ñïåêòðû êðóãîâîãî äèõðîèçìà â âèäèìîé è áëèæíåé
ÓÔ-îáëàñòÿõ ñïåêòðà çåëåíûõ (à) è êðàñíûõ (á) ôëóîðåñöåíò-

íûõ áåëêîâ.

à — EGFP (1) è zFP506 (2); á — mRFP1 (3), «dimer2» (4) è DsRed1 (5).

Ðèñ. 3. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè (à) è äîñòóïíîñòü äëÿ ðàñòâî-
ðèòåëÿ õðîìîôîðîâ (á) FPs.

à — ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè, íîðìèðîâàííûå ê åäèíèöå â ìàêñèìóìå;
á — Øòåðí-Ôîëüìåðîâñêèå çàâèñèìîñòè òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè õðî-
ìîôîðà EGFP (1) è zFP506 (2); mRFP1 (3), «dimer2» (4) è DsRed1 (5) àê-
ðèëàìèäîì. I è I0 — èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ïðèñóòñòâèè òóøè-
òåëÿ è ïðè åãî îòñóòñòâèè ñîîòâåòñòâåííî. Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ —
365 íì, äëèíû âîëí ðåãèñòðàöèè — 510 (EGFP è zFP506), 584 («dimer2» è

DsRed1) è 612 (mRFP1) íì.

Ò à á ë è ö à 1

Äîñòóïíîñòü õðîìîôîðà è òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ

Áåëîê

Äîñòóïíîñòü õðîìîôîðà
Äîñòóïíîñòü

òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ

KSV , Ì–1 kq × 10 7– ,
Ì–1�c–1

KSV , Ì–1 kq × 10 8– ,
Ì–1�c–1

EGFP 0.071�0.003 2.55�0.12 2.70�0.04 9.72�0.13

zFP506 0.043�0.001 1.17�0.03 0.83�0.01 2.29�0.04

mRFP1 0 0 2.09�0.02 11.93�0.10

«dimer2» 0.021�0.001 0.53�0.03 0.97�0.01 2.43�0.18

DsRed1 0.002�0.001 0.05�0.04 0.257�0.005 0.71�0.01



ìàêñèìóìà òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè (îò á �îëüøèõ
äëèí âîëí ê ìåíüøèì): mRFP1 > «dimer2» > DsRes1.
Äðóãèìè ñëîâàìè, ìîíîìåðíûå çåëåíûé è êðàñíûé ôëó-
îðåñöåíòíûå áåëêè õàðàêòåðèçóþòñÿ áîëåå äëèííîâîë-
íîâûì ïîëîæåíèåì ñïåêòðà òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè (ïî ñðàâíåíèþ ñ îëèãîìåðíûìè ôîðìàìè), ÷òî ãîâî-
ðèò î âîçìîæíîì óìåíüøåíèè äîñòóïíîñòè òðèïòî-
ôàíîâûõ îñòàòêîâ äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ â ðåçóëüòàòå îëèãî-
ìåðèçàöèè áåëêà. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå áûëî ïîäòâåðæäå-
íî ýêñïåðèìåíòàìè ïî òóøåíèþ òðèïòîôàíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè àêðèëàìèäîì (ðèñ. 4, á). Íåáîëüøèå çíà÷åíèÿ
Øòåðí-Ôîëüìåðîâñêîé êîíñòàíòû òóøåíèÿ è áèìîëåêó-
ëÿðíîé êîíñòàíòû ñêîðîñòè (òàáë. 1) ñâèäåòåëüñòâóþò î
íèçêîé äîñòóïíîñòè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, îòâåòñò-
âåííûõ çà ôëóîðåñöåíöèþ, ìîëåêóëàì òóøèòåëÿ âî âñåõ
èññëåäîâàííûõ áåëêàõ. Òåì íå ìåíåå ñîïîñòàâëåíèå çíà-
÷åíèé âåëè÷èí KSV è kq äëÿ zFP506, «dimer2» è DsRed1
ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî îëèãîìåðèçàöèÿ ïðèâîäèò ê
äîïîëíèòåëüíîé ýêðàíèðîâêå òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
îò ðàñòâîðèòåëÿ è óìåíüøåíèþ èõ äîñòóïíîñòè äëÿ ìî-
ëåêóë àêðèëàìèäà.

Ê è í å ò è ê à ä å í à ò ó ð à ö è è ï î ä ä å é ñ ò â è å ì ã ó -
à í è ä è í ã è ä ð î õ ë î ð è ä à. Ðåãèñòðàöèÿ êèíåòè÷åñêèõ
êðèâûõ èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè õðî-
ìîôîðà ïðè äåíàòóðàöèè áåëêîâ GdnHCl âûñîêîé êîí-
öåíòðàöèè ïîêàçàëà âûñîêóþ óñòîé÷èâîñòü FPs ê äåéñò-
âèþ äåíàòóðàíòà (ðèñ. 5, 6). Â òî æå âðåìÿ ïî óñòîé÷èâî-
ñòè ê äåíàòóðèðóþùåìó äåéñòâèþ GdnHCl èññëåäî-
âàííûå FPs ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ. Ïðîöåññ ðàçâîðà-
÷èâàíèÿ EGFP â ïðèñóòñòâèè GdnHCl âûñîêîé êîíöåíò-
ðàöèè (4.0, 5.6 è 6.2 Ì) îñóùåñòâëÿåòñÿ çà íåñêîëüêî ìè-
íóò (ðèñ. 5, à). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, èíêóáàöèÿ zFP506 â
ïðèñóòñòâèè 4.0 Ì GdnHCl íå ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííî-
ìó óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè çà ýòî
âðåìÿ (ðèñ. 5, á). Ïðè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ äå-
íàòóðàíòà óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
õðîìîôîðà zFP506 ïðîèñõîäèò î÷åíü ìåäëåííî. Èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðèìåðíî ÷åðåç 90 ÷ ïîñëå ïå-
ðåâîäà áåëêà â ðàñòâîðû 5.6 è 6.2 Ì GdnHCl ñîñòàâëÿåò
46 è 26 % îò íà÷àëüíîãî çíà÷åíèÿ ñîîòâåòñòâåííî.

Íåñêîëüêî íåîæèäàííûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû
äëÿ ñåðèè êðàñíûõ FPs. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî mRFP1 îáëà-
äàåò âûñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ê äåéñòâèþ GdnHCl. Äåíà-
òóðàöèÿ äàííîãî áåëêà GdnHCl äàæå ïðè âûñîêîé êîí-
öåíòðàöèè äåíàòóðàíòà çàíèìàåò íåñêîëüêî ÷àñîâ
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Ðèñ. 4. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè (à) è äîñòóïíîñòü äëÿ ðàñòâî-
ðèòåëÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ (á) FPs.

à — ñïåêòðû òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè, íîðìèðîâàííûå ê åäèíèöå
ïðè äëèíå âîëíû 365 íì; á — Øòåðí-Ôîëüìåðîâñêèå çàâèñèìîñòè òóøå-
íèÿ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè EGFP (1), zFP506 (2), mRFP1 (3),
«dimer2» (4) è DsRed1 (5) àêðèëàìèäîì. I è I0 — èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè â ïðèñóòñòâèè òóøèòåëÿ è ïðè åãî îòñóòñòâèè ñîîòâåòñòâåííî.
Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ — 297 íì, äëèíû âîëí ðåãèñòðàöèè — 326
(«dimer2»), 320 (DsRed1), 337 (EGFP), 334 (mRFP1) èëè 330 (zFP506) íì.

Ðèñ. 5. Êèíåòèêà äåíàòóðàöèè EGFP (à) è zFP506 (á) ïîä äåé-
ñòâèåì GdnHCl

Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ äåíàòóðàíòà â ðàñòâîðå (Ì): 4.0 (1), 5.6 (2),
6.5 (à, 3 ) èëè 6.2 (á, 3). Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ 365 íì, äëèíà âîëíû

ðåãèñòðàöèè 510 íì.



(ðèñ. 6, à). Â òî æå âðåìÿ «dimer2» îáëàäàåò ñóùåñòâåííî
áîëåå íèçêîé ñòàáèëüíîñòüþ — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè «dimer2» çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåòñÿ óæå ÷åðåç íå-

ñêîëüêî ìèíóò ïîñëå ïåðåâîäà áåëêà â ðàñòâîð 6.5 Ì
GdnHCl (ðèñ. 6, á). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, DsRed1 äåéñòâè-
òåëüíî ÿâëÿåòñÿ áîëåå óñòîé÷èâûì ê äåéñòâèþ GdnHCl
ïî ñðàâíåíèþ ñ mRFP1 (ðèñ. 6, â). Òàêèì îáðàçîì, èç
òðåõ èññëåäóåìûõ êðàñíûõ FPs «dimer2» ÿâëÿåòñÿ íàèìå-
íåå ñòàáèëüíûì. Êèíåòè÷åñêèå çàâèñèìîñòè èçìåíåíèÿ
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè FPs ïîä÷èíÿþòñÿ ìîíî-
ýêñïîíåíöèàëüíîìó çàêîíó ñ t1/2 (âðåìÿ èíêóáàöèè áåëêà
â ïðèñóòñòâèè ñîîòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè äåíàòó-
ðàíòà, ïðè êîòîðîì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñî-
ñòàâëÿåò 50 % îò íà÷àëüíîãî çíà÷åíèÿ), óìåíüøàþùèì-
ñÿ ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè GdnHCl. Êèíåòè÷åñêèå
ïàðàìåòðû ïðîöåññîâ äåíàòóðàöèè FPs, ïîëó÷åííûå ïðè
îáðàáîòêå âðåìåíí �ûõ çàâèñèìîñòåé èíòåíñèâíîñòè ôëó-
îðåñöåíöèè, ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ
äàííûõ ïîêàçàë, ÷òî ñòåïåíü óñòîé÷èâîñòè FPs ê äåéñò-
âèþ GdnHCl èçìåíÿåòñÿ â ñëåäóþùåì ïîðÿäêå: zFP506 >
DsRed1 > mRFP1 > «dimer2» > EGFP.

Ê â à ç è ñ ò à ö è î í à ð í û å ç à â è ñ è ì î ñ ò è. Ñðàâíèòå-
ëüíîå èçó÷åíèå óñòîé÷èâîñòè áåëêîâ ê äåíàòóðèðóþùåìó
äåéñòâèþ GdnHCl, âûïîëíåííîå ïóòåì ðåãèñòðàöèè èçìå-
íåíèé ñîáñòâåííîé çåëåíîé (ðèñ. 7) èëè êðàñíîé (ðèñ. 8)
ôëóîðåñöåíöèè, ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî äîñòèæåíèå
ðàâíîâåñèÿ ïðè äåíàòóðàöèè âñåõ èññëåäóåìûõ çäåñü FPs
ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî ìåäëåííûì ïðîöåññîì.

Êâàçèñòàöèîíàðíûå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ îò êîíöåíòðàöèè äåíàòóðàíòà
áûëè èçìåðåíû ìíîãîêðàòíî ÷åðåç ðàçëè÷íûå ïðîìåæóò-
êè âðåìåíè ïîñëå ïåðåâîäà áåëêîâ â ðàñòâîð GdnHCl çà-
äàííîé êîíöåíòðàöèè. Ïîëó÷åííûå äàííûå áûëè èñïî-
ëüçîâàíû äëÿ ïîñòðîåíèÿ çàâèñèìîñòè âåëè÷èíû C1/2

(êîíöåíòðàöèÿ äåíàòóðàíòà, ïðè êîòîðîé èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ñîñòàâëÿåò 50 % îò íà÷àëüíîãî çíà÷åíèÿ)
îò âðåìåíè, êîòîðàÿ îòîáðàæàåò êèíåòèêó äîñòèæåíèÿ
ðàâíîâåñèÿ ïðîöåññà äåíàòóðàöèè. Èñõîäÿ èç ýòèõ çàâè-
ñèìîñòåé áûëè ðàññ÷èòàíû êîíñòàíòû ñêîðîñòè äåíàòó-
ðàöèè, çíà÷åíèÿ êîòîðûõ ñîñòàâëÿþò (17.73 � 0.22) �
10–6 è (4.17 � 0.22) � 10–6 ñ–1 äëÿ EGFP è zFP506, ñîîò-
âåòñòâåííî (ðèñ. 7, â) è (4.57 � 0.26) � 10–6, (3.89 �
� 0.19) � 10–6 è (9.59 � 0.76) � 10–6 ñ–1 äëÿ mRFP1, «di-

1022 Îëåñÿ Â. Ñòåïàíåíêî, Â. Â. Âåðõóøà è äð.

Ðèñ. 6. Êèíåòèêà äåíàòóðàöèè êðàñíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ
mRFP1 (à), «dimer2» (á) è DsRed1 (â) ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

Êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè äåíàòóðàíòà â ðàñòâîðå (Ì): äëÿ mRFP1 (à) —
2.0 (1), 4.0 (2), 5.2 (3), 5.6 (4) èëè 6.5 (5); äëÿ «dimer2» (á) — 0 (1), 0.1 (2),
2.0 (3), 4.0 (4), 5.2 (5) èëè 6.5 (6); äëÿ DsRed1 (â) — 4.0 (1), 5.6 (2) èëè
6.5 (3). Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ — 365 íì, äëèíû âîëíû ðåãèñòðà-

öèè — 612 (mRFP1), 584 («dimer2») èëè 580 (DsRed1) íì.

Ò à á ë è ö à 2

Êèíåòèêà ïðîöåññà äåíàòóðàöèè
ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ GdnHCl

[GdnHCl],
Ì

t1 2 , ÷

EGFP zFP506 mRFP1 «dimer2» DsRed1

4.0 0.30 — 112.0
(16 %)

116.00
(38 %)

142
(18 %)

4.2 — 93.0
(17 %)

— — —

5.2 — — — 10.00 —

5.6 0.05 67.0 25.0 — 15

6.2 — 4.5 — — —

6.5 0.01 — 3.5 0.06 4

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äëÿ áåëêîâ zFP506, mRFP1, «dimer2» è DsRed1
ïðîöåññ äåíàòóðàöèè â ðàñòâîðàõ GdnHCl ñ êîíöåíòðàöèåé 4.0—4.2 Ì
ïðîèñõîäèò î÷åíü ìåäëåííî. Ïîýòîìó âìåñòî çíà÷åíèÿ t1 2 , îòâå÷àþùåãî
50%-íîìó óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, ïðèâåäåíû
âðåìÿ çàâåðøåíèÿ ýêñïåðèìåíòà è â ñêîáêàõ — ñîîòâåòñòâóþùåå
óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, %.



mer2» è DsRed1 ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 8, ã). Òàêèì îáðàçîì,
âðåìÿ äîñòèæåíèÿ ðàâíîâåñèÿ äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ
áåëêîâ ñîñòàâëÿåò íåñêîëüêî ñóòîê. Äðóãèì èíòåðåñíûì
íàáëþäåíèåì ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî EGFP äîñòèãàåò ðàâíîâåñèÿ
áûñòðåå, ÷åì zFP506. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî äàí-
íûé ïðîöåññ â çíà÷èòåëüíîé ìåðå çàâèñèò îò ñòåïåíè àññî-
öèàöèè áåëêà. Ïðîöåññ äîñòèæåíèÿ ðàâíîâåñèÿ äëÿ êðàñ-
íûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ, ïî-âèäèìîìó, â ìåíüøåé ñòå-
ïåíè îïðåäåëÿåòñÿ òðåòè÷íîé ñòðóêòóðîé áåëêà.

Ñ ò à ö è î í à ð í û å ê ð è â û å ä å í à ò ó ð à ö è è. Ñòàöè-
îíàðíûå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò
êîíöåíòðàöèè äåíàòóðàíòà (ðèñ. 9, à) äàþò äîïîëíèòåëü-
íîå ïîäòâåðæäåíèå ñóùåñòâåííîãî ðàçëè÷èÿ êîíôîðìà-
öèîííîé ñòàáèëüíîñòè FPs. Òàê êàê äîñòèæåíèå ðàâíîâå-
ñèÿ äëÿ âñåõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ î÷åíü
ìåäëåííûì ïðîöåññîì, ñòàöèîíàðíûå çàâèñèìîñòè áûëè
èçìåðåíû ÷åðåç 5—6 ñóò ïîñëå ïåðåâîäà áåëêà â ðàñòâîð
ñ ñîîòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèåé GdnHCl. Õàðàêòåð çà-
âèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíòðà-
öèè GdnHCl äëÿ FPs ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ. Äëÿ
EGFP è zFP506 â îáëàñòè ìàëûõ êîíöåíòðàöèé GdnHCl
(îò 0 äî 0.4 Ì) íàáëþäàåòñÿ âîçðàñòàíèå èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ïðèáëèçèòåëüíî íà 20 %. Äëÿ EGFP èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñîõðàíÿåòñÿ íåèçìåííîé â îá-
ëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl îò 0.4 äî 2.0 Ì, çàòåì ïðîèñ-
õîäèò ðåçêîå óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè.

Äëÿ zFP506 ìîíîòîííîå óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè âïëîòü äî 5.6 Ì GdnHCl ñìåíÿåòñÿ ðåçêèì óìåíü-
øåíèåì ïðè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl. Ñ äðó-
ãîé ñòîðîíû, äåéñòâèå äåíàòóðàíòà ïðè ìàëûõ êîíöåíòðà-
öèÿõ íà êðàñíûå FPs çíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ îò àíàëîãè÷-
íîãî äåéñòâèÿ íà çåëåíûå FPs. Â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé
GdnHCl îò 0 äî 0.4 Ì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
DsRed1 óâåëè÷èâàåòñÿ ïðèìåðíî íà 10 %, èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè «dimer2» ïàäàåò ïðèáëèçèòåëüíî íà 10 %, à
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè mRFP1 îñòàåòñÿ íåèçìåí-
íîé â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé GdnHCl îò 0 äî 4.8 Ì. Ïðè
êîíöåíòðàöèè GdnHCl áîëåå 0.5 Ì ñòàöèîíàðíûå çàâèñè-
ìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè èìåþò îáû÷íûé ñèã-
ìîèäàëüíûé õàðàêòåð (ðèñ. 9, à).

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 9, à, ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû äëÿ ðàñ÷åòà òåðìîäèíàìè÷åñêèõ õàðàêòåðè-
ñòèê ñòàáèëüíîñòè FPs â ïðåäïîëîæåíèè, ÷òî ïðîöåññû
ðàçâîðà÷èâàíèÿ èçó÷àåìûõ çäåñü áåëêîâ îñóùåñòâëÿþò-
ñÿ ïî äâóõñòàäèéíîìó ìåõàíèçìó. Ðàçíîñòü ñâîáîäíîé
ýíåðãèè FPs â íàòèâíîì è ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèÿõ ìî-
æåò áûòü îïðåäåëåíà èç ñîîòíîøåíèÿ

ÄG°([den]) = –RT lnK, (4)

ãäå R — óíèâåðñàëüíàÿ ãàçîâàÿ ïîñòîÿííàÿ, T — àáñî-
ëþòíàÿ òåìïåðàòóðà, K — êîíñòàíòà ðàâíîâåñèÿ, êîòîðàÿ
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Ðèñ. 7. Êâàçèðàâíîâåñíûå êðèâûå äåíàòóðàöèè áåëêîâ EGFP (à) è zFP506 (á) ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

Èçìåðåíèÿ äëÿ EGFP (à) ïðîâîäèëè ÷åðåç 15 (1), 43 (2), 67 (3) è 216 (4) ÷ èíêóáàöèè áåëêà â ïðèñóòñòâèè îïðåäåëåííîé êîíöåíòðàöèè äåíàòóðàíòà; äëÿ
zFP506 (á) — ÷åðåç 1 (1), 2 (2), 3 (3) è 5 (4) ñóò; â — êèíåòèêà äîñòèæåíèÿ ðàâíîâåñèÿ ðàçâîðà÷èâàíèÿ êàê çàâèñèìîñòü C1/2 îò âðåìåíè èíêóáàöèè äëÿ

EGFP (1) è zFP506 (2).



ìîæåò áûòü ðàññ÷èòàíà èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ñ
ïîìîùüþ ñîîòíîøåíèÿ (Tanford, 1968)

K = [(y)N – (y)] / [(y) – (y)D]. (5)

Çäåñü (y) — íàáëþäàåìîå çíà÷åíèå ýêñòåíñèâíîé õàðàê-
òåðèñòèêè (íàïðèìåð, èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè,
èëè ýëëèïòè÷íîñòè), èñïîëüçóåìîé äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåñ-
ñîâ äåíàòóðàöèè, (y)N è (y)D — çíà÷åíèÿ ýòîé æå õàðàêòå-
ðèñòèêè äëÿ íàòèâíîãî è ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòî-

ÿíèé ñîîòâåòñòâåííî ïðè òàêèõ æå óñëîâèÿõ, ïðè êîòî-
ðûõ áûëî èçìåðåíî (y).

Ðåçóëüòàòû òàêîãî àíàëèçà äëÿ mRFP1, «dimer2»,
DsRed1, EGFP è zFP506 ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî çà-
âèñèìîñòü ÄG°([den]) îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl ÿâëÿåòñÿ
ëèíåéíîé (ðèñ. 9, á). Íà îñíîâàíèè ýòèõ ðåçóëüòàòîâ, èñ-
ïîëüçóÿ ñîîòíîøåíèå (Pace, 1986)

ÄG°([den]) = ÄG°([0]) – m[den], (6)]

ïðîâåëè îöåíêó êîíôîðìàöèîííîé ñòàáèëüíîñòè FPs â
îòñóòñòâèå äåíàòóðàíòà — ÄG°([0]). Â ïðèâåäåííîì
âûøå ñîîòíîøåíèè m =∂(ÄG°([den]))/∂[den] — òàíãåíñ
óãëà íàêëîíà ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè ÄG°([den]) îò êîí-
öåíòðàöèè äåíàòóðàíòà.

Ðåçóëüòàòû äàííîãî àíàëèçà äëÿ ïÿòè FPs âìåñòå ñ
âåëè÷èíàìè C1/2 ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 3. Ñîãëàñíî ýòèì
äàííûì, zFP506 ÿâëÿåòñÿ ãîðàçäî áîëåå ñòàáèëüíûì, ÷åì
EGFP, â òî âðåìÿ êàê ó èññëåäîâàííûõ êðàñíûõ FPs âå-
ëè÷èíà êîíôîðìàöèîííîé ñòàáèëüíîñòè èçìåíÿåòñÿ ñî-
ãëàñíî ðÿäó «dimer2» < DsRed1 < mRFP1.

Îáñóæäåíèå

Íåäàâíî áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî DsRed1 îáëàäàåò ãî-
ðàçäî áîëüøåé êîíôîðìàöèîííîé ñòàáèëüíîñòüþ, ÷åì
EGFP, êàê in vitro, òàê è in vivo (Verkhusha et al., 2003).

1024 Îëåñÿ Â. Ñòåïàíåíêî, Â. Â. Âåðõóøà è äð.

Ðèñ. 8. Êâàçèðàâíîâåñíûå êðèâûå äåíàòóðàöèè mRFP1 (à), «dimer2» (á) è DsRed1 (â) ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

Èçìåðåíèÿ äëÿ mRFP1 (à) è «dimer2» (á) ïðîâîäèëè ÷åðåç 1 (1), 2 (2), 3 (3) è 5 (4) ñóò èíêóáàöèè áåëêà â ïðèñóòñòâèè îïðåäåëåííîé êîíöåíòðàöèè äå-
íàòóðàíòà; äëÿ DsRed1 (â) — ÷åðåç 5 (1), 24 (2), 56 (3) è 100 (4) ÷ èíêóáàöèè áåëêà â ïðèñóòñòâèè æåëàåìîé êîíöåíòðàöèè äåíàòóðàíòà. ã — êèíåòèêà

äîñòèæåíèÿ ðàâíîâåñèÿ ðàçâîðà÷èâàíèÿ êàê çàâèñèìîñòü C1/2 îò âðåìåíè èíêóáàöèè äëÿ mRFP1 (1), «dimer2» (2) è DsRed1 (3).

Ò à á ë è ö à 3

Òåðìîäèíàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû ïðîöåññà äåíàòóðàöèè
ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ GdnHCl

Áåëîê
∆G ([ ])0 ,

êêàë�ìîëü–1
m,

êêàë�ìîëü–1�Ì–1
C1 2 , Ì

EGFP 5.2 � 0.5 2.2 � 0.2 2.3

zFP506 10.6 � 0.8 1.8 � 0.2 5.9

mRFP1 8.1 � 0.7 1.6 � 0.2 5.0

«dimer2» 4.6 � 0.4 1.1 � 0.1 4.1

DsRed1 5.1 � 0.5 1.1 � 0.1 4.5

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðèâåäåíû çíà÷åíèÿ ∆G([0]) è m íà 1 ìîëü áåëêà,
Ì — êîíöåíòðàöèÿ GdnHCl.



Äåéñòâèòåëüíî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äåíàòóðàöèÿ DsRed1
îñóùåñòâëÿåòñÿ ãîðàçäî ìåäëåííåå, ÷åì äåíàòóðàöèÿ
EGFP, ïðè âîçäåéñòâèè òàêèõ àãåíòîâ, êàê ïîâûøåííàÿ
òåìïåðàòóðà è GdnHCl. Ïðè ýòîì äîñòèæåíèå ðàâíîâå-
ñèÿ ïðè äåíàòóðàöèè îáîèõ áåëêîâ GdnHCl ÿâëÿåòñÿ
÷ðåçâû÷àéíî ìåäëåííûì ïðîöåññîì, çàíèìàþùèì 3 è
6 ñóò äëÿ EGFP è DsRed1 ñîîòâåòñòâåííî. In vivo áûëà
èçó÷åíà óñòîé÷èâîñòü EGFP è DsRed1 ê ïðîòåîñîìíîé
äåãðàäàöèè â êëåòêàõ Drosophila S2, êëåòêàõ ïî÷êè ÷åëî-
âåêà HEK293 è â ýìáðèîíàõ Xeopus. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
âðåìÿ æèçíè ôëóîðåñöåíöèè DsRed1 â êóëüòóðàëüíûõ
êëåòêàõ è ýìáðèîíàõ â íåñêîëüêî ðàç áîëüøå âðåìåíè
æèçíè ôëóîðåñöåíöèè EGFP.

Èçâåñòíî, ÷òî òðåòè÷íàÿ ñòðóêòóðà DsRed è EGFP
îäèíàêîâà è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé â-áî÷îíîê. Ñäåëàíî
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî îñíîâíûì ôàêòîðîì, îïðåäå-
ëÿþùèì ðàçëè÷íóþ ñòàáèëüíîñòü ýòèõ áåëêîâ, ÿâëÿåòñÿ
òî, ÷òî EGFP — ìîíîìåð, â òî âðåìÿ êàê DsRed — òåòðà-
ìåð. Îïðåäåëåíèå ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû DsRed
ïîêàçàëî, ÷òî êàæäûé ìîíîìåð â òåòðàìåðå âçàèìîäåéñò-
âóåò ñ äâóìÿ äðóãèìè ìîíîìåðàìè, ïëîùàäè îáëàñòåé
âçàèìîäåéñòâèÿ ñîñòàâëÿþò 10.4 è 13.6 íì2 (Terskikh et
al., 2000; Yanushevich et al., 2002). Ïðèðîäà âçàèìîäåéñò-
âèé â ýòèõ äâóõ îáëàñòÿõ ðàçëè÷íà. Ïåðâàÿ ãðóïïà âçàè-

ìîäåéñòâèé îáóñëîâëåíà ïðåèìóùåñòâåííî ýëåêòðîñòà-
òè÷åñêèìè êîíòàêòàìè è âîäîðîäíûìè ñâÿçÿìè. Â ñèñòå-
ìó âîäîðîäíûõ ñâÿçåé âêëþ÷åíû òàêæå 14 ìîëåêóë
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Ðèñ. 9. Ñòàöèîíàðíûå êðèâûå äåíàòóðàöèè áåëêîâ EGFP (1),
zFP506 (2), «dimer2» (3), mRFP1 (4) è DsRed1 (5).

à — çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè äåíà-
òóðàíòà, èçìåðåííûå ÷åðåç 9 ñóò èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè GdnHCl; á —
çàâèñèìîñòè èçìåíåíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè ÄG îò êîíöåíòðàöèè

GdnHCl.

Ðèñ. 10. Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ EGFP èç Aequorea victoria, DsRed èç Discosoma sp., äèìåð-
íîé è ìîíîìåðíîé ìóòàíòíûõ ôîðì DsRed, «dimer2» è mRFP1 è zFP506 èç Zoanthus sp.

Àìèíîêèñëîòû, áîêîâûå öåïè êîòîðûõ îáðàçóþò âíóòðåííþþ îáëàñòü â-áî÷îíêà, äàíû íà ñâåòëî-ñåðîì ôîíå. Àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè 65—67, ó÷à-
ñòâóþùèå â ôîðìèðîâàíèè õðîìîôîðà, äàíû íà òåìíî-ñåðîì ôîíå. Îáëàñòè, îòâåòñòâåííûå çà îáðàçîâàíèå â-ñëîåâ, ïîä÷åðêíóòû. Íóìåðàöèÿ îñòàò-

êîâ ñîîòâåòñòâóåò EGFP.



âîäû. Âòîðóþ ãðóïïó ñîñòàâëÿþò ãèäðîôîáíûå ñâÿçè
ìåæäó áîêîâûìè öåïÿìè, îáðàçóþùèìè êëàñòåð, èç êî-
òîðîãî èñêëþ÷åíû ìîëåêóëû ðàñòâîðèòåëÿ. Íà ïåðèôå-
ðèè ýòîé îáëàñòè ãèäðîôîáíûõ êîíòàêòîâ ïðèñóòñòâóþò
âîäîðîäíûå ñâÿçè è ñîëåâûå ìîñòèêè. Ïîäîáíàÿ îðãàíè-
çàöèÿ ñâÿçåé ÿâëÿåòñÿ òèïè÷íîé äëÿ ìíîãèõ âûñîêîàô-
ôèííûõ ìåæáåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé. Èíòåðåñíîé îñî-
áåííîñòüþ òåòðàìåðà DsRed ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü
C-êîíöà ìîíîìåðà èç îäíîãî äèìåðà âçàèìîäåéñòâîâàòü
ñ C-êîíöîì ìîíîìåðà äðóãîãî äèìåðà, ïåðåïëåòàÿñü è
îáðàçóÿ ïîäîáèå «çàñòåæêè» òàêèì îáðàçîì, ÷òî ïðè
ýòîì íåêîòîðûå îáúåìíûå áîêîâûå öåïè îäíîãî ìîíîìå-
ðà (His 222 è Phe 224) ðàñïîëàãàþòñÿ â «êàðìàíàõ» äðó-
ãîãî ìîíîìåðà. Òàêèì îáðàçîì, ïîäîáíàÿ ñïåöèôè÷åñêàÿ
óïàêîâêà ìîíîìåðîâ â òåòðàìåð ìîæåò ñëóæèòü îáúÿñíå-
íèåì ÷ðåçâû÷àéíî âûñîêîé êîíôîðìàöèîííîé ñòàáèëü-
íîñòè DsRed (Verkhusha et al., 2003). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
GFP-ïîäîáíûå áåëêè èç äðóãèõ îðãàíèçìîâ êëàññà Ant-
hozoa, îáëàäàþùèå äèìåðíîé îðãàíèçàöèåé, òàêæå èìå-
þò ïîâûøåííóþ óñòîé÷èâîñòü ê âîçäåéñòâèþ äåíàòóðè-
ðóþùèõ àãåíòîâ. GFP èç Renilla reniformis òåðÿåò ñïî-
ñîáíîñòü ôëóîðåñöèðîâàòü ïîä äåéñòâèåì äåòåðãåíòîâ
ãîðàçäî áîëåå ìåäëåííî, ÷åì GFP èç Aequorea (Mizuno et
al., 2001), GFP èç Renilla muelleri ïëàâèòñÿ ïðè áîëüøåé
òåìïåðàòóðå ïî ñðàâíåíèþ ñ EGFP (Chalfie et al., 1994).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûë ïðîâåäåí ñèñòåìàòè÷åñêèé
àíàëèç ñåðèè çåëåíûõ è êðàñíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ
ñ öåëüþ âûÿñíåíèÿ ðîëè ÷åòâåðòè÷íîé ñòðóêòóðû â ñòà-
áèëèçàöèè ýòèõ áåëêîâ. Â öåëîì ýêñïåðèìåíòàëüíûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòàáèëüíîñòü ôëóî-
ðåñöåíòíûõ áåëêîâ ðàçëè÷àåòñÿ çíà÷èòåëüíî. Â ãðóïïå
çåëåíûõ FPs àññîöèàöèÿ äåéñòâèòåëüíî ìîæåò ðàññìàò-
ðèâàòüñÿ â êà÷åñòâå âàæíåéøåãî ñòàáèëèçèðóþùåãî ôàê-
òîðà, òàê êàê áûëî ïîêàçàíî, ÷òî zFP506 îáëàäàåò ãîðàç-
äî áîëüøåé ñòàáèëüíîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ EGFP. Îá
ýòîì ñâèäåòåëüñòâóþò áîëüøåå çíà÷åíèå âåëè÷èíû C1/2,
â 2 ðàçà áîëüøåå çíà÷åíèå âåëè÷èíû ÄG°([0]) è ãîðàçäî
áîëüøåå çíà÷åíèå âðåìåíè, íåîáõîäèìîãî äëÿ äîñòèæå-
íèÿ ðàâíîâåñèÿ ïðîöåññà äåíàòóðàöèè äëÿ zFP506, ïî
ñðàâíåíèþ ñ EGFP (ðèñ. 7, 9; òàáë. 3). Áåçóñëîâíî, ïðÿ-
ìîå ñðàâíåíèå EGFP è zFP506 íå ÿâëÿåòñÿ ïîëíîñòüþ
îáîñíîâàííûì, â ñèëó òîãî ÷òî àìèíîêèñëîòíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ýòèõ áåëêîâ ãîìîëîãè÷íû âñåãî ëèøü íà
23.9 % (ðèñ. 10; òàáë. 4). Áîëåå òîãî, îòñóòñòâèå ðàçðå-
øåííîé ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû zFP506 äåëàåò íå-
âîçìîæíûì âûÿâëåíèå ëþáûõ îñîáåííîñòåé óêëàäêè ïî-
ëèïåïòèäíîé öåïè â òåòðàìåðå. Âñëåäñòâèå ýòîãî àíàëèç
âëèÿíèÿ äðóãèõ ôàêòîðîâ ïîìèìî îëèãîìåðèçàöèîííîãî
ñòàòóñà çàòðóäíåí, è èññëåäîâàíèå îñòàíåòñÿ íåçàâåð-
øåííûì äî òåõ ïîð, ïîêà íå áóäåò âûïîëíåí àíàëèç áî-

ëüøîãî ÷èñëà áåëêîâ ñ ðàçëè÷íûìè ôëóîðåñöåíòíûìè
ñâîéñòâàìè, ýâîëþöèîííûì ïðîèñõîæäåíèåì è îëèãîìå-
ðèçàöèîííûì ñòàòóñîì. Â ýòîì ñëó÷àå ìîæíî áóäåò ñäå-
ëàòü âûâîä î òîì, êàêîå âëèÿíèå îêàçûâàåò ÷åòâåðòè÷íàÿ
ñòðóêòóðà íà êîíôîðìàöèîííóþ ñòàáèëüíîñòü äàííîãî
FP. Òåì íå ìåíåå, ïîñêîëüêó áûëî ïîêàçàíî, ÷òî zFP506
ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ñòàáèëüíûì èç ïÿòè èçó÷àåìûõ áåë-
êîâ, è â ñèëó îòìå÷åííîé â ïóáëèêàöèÿõ âûñîêîé ãîìî-
ëîãèè âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ðàçëè÷íûõ FPs ìû ïîëàãàåì,
÷òî òåòðàìåðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ìîæåò ñóùåñòâåííî óâåëè-
÷èâàòü ñòàáèëüíîñòü äàííîãî áåëêà.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, äàííûå, ïîëó÷åííûå äëÿ êðàñíûõ
FPs, íå ïîäòâåðæäàþò ýòîò âûâîä. Äåéñòâèòåëüíî, ýòè
áåëêè, èìåÿ îòíîñèòåëüíî ñõîäíûå àìèíîêèñëîòíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè (ðèñ. 10; òàáë. 4), îáëàäàþò ïðèìåðíî
îäèíàêîâîé êîíôîðìàöèîííîé ñòàáèëüíîñòüþ, ïðè ýòîì
mRFP1 ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ñòàáèëüíûì èç òðåõ êðàñíûõ
FPs ïðè ðàâíîâåñíûõ óñëîâèÿõ, à DsRed èìååò íàèáîëåå
ìåäëåííóþ êèíåòèêó äîñòèæåíèÿ ðàâíîâåñèÿ. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå â ñîâîêóïíîñòè ñ äàííûìè î âûñîêîé ñêîðî-
ñòè ñîçðåâàíèÿ mRFP1, êîòîðàÿ áîëåå ÷åì â 10 ðàç ïðå-
âûøàåò ñêîðîñòü ñîçðåâàíèÿ DsRed1, ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü
mRFP1 öåííûì ìàðêåðîì äëÿ ìå÷åíèÿ îòäåëüíûõ ìîëå-
êóë è îðãàíåëë â æèâûõ êëåòêàõ.

Êðîìå òîãî, íàìè áûëî ïîêàçàíî ñóùåñòâåííîå ðàç-
ëè÷èå êîíôîðìàöèîííîé ñòàáèëüíîñòè è ïàðàìåòðîâ
ïðîöåññà äåíàòóðàöèè äëÿ ïàð çåëåíîãî è êðàñíîãî ìîíî-
ìåðà (EGFP è mRFP1) è çåëåíîãî è êðàñíîãî òåòðàìåðîâ
(zFP506 è DsRed1). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî EGFP îáëàäàåò
ãîðàçäî ìåíüøåé ñòàáèëüíîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ mRFP1,
â òî âðåìÿ êàê zFP506 ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ñòàáèëüíûì èç
âñåõ ïÿòè èññëåäîâàííûõ íàìè áåëêîâ (òàáë. 3; ðèñ. 9).
Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ áûë ñäåëàí âûâîä î
òîì, ÷òî ÷åòâåðòè÷íàÿ ñòðóêòóðà ÿâëÿåòñÿ âàæíûì, íî íå
åäèíñòâåííûì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì ñòàáèëüíîñòü
ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî ñòàáèëü-
íîñòü áåëêà ìîæåò áûòü çíà÷èòåëüíî óâåëè÷åíà â ðåçóëü-
òàòå ââåäåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì ïîäîáðàííûõ
àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí, ïðè ýòîì íåò íåîáõîäèìîñòè ñî-
õðàíÿòü ïðèñóùóþ ìíîãèì FPs òåòðàìåðíóþ îðãàíèçà-
öèþ. Ïîñëåäíåå áåçóñëîâíî ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ äëÿ
ñîçäàíèÿ íîâûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áèîìàðêåðîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49290), INTAS (ãðàíò 2001-2347) è ïðîãðàììû
ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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Ñòåïåíü ãîìîëîãèè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
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«dimer2» 25.6 92.4 100.0 91.0 43.2

mRFP1 25.3 86.9 91.0 100.0 43.1

zFP506 23.9 43.6 43.2 43.1 100.0
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THE ROLE OF QUARTERNARY STRUCTURE IN FLUORESCENT PROTEIN STABILITY
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The stability of fluorescent proteins (FPs) is of great importance for their use as reporters in studies of gene
expression, protein dynamics and localization in cell. A comparative analysis of conformational stability of flu-
orescent proteins, having different association state was done. The list of studied proteins includes EGFP (mo-
nomer of green fluorescent protein, GFP), zFP506 (tetramer GFP), mRFP1 and «dimer2» (monomer and dim-
mer of red fluorescent protein), DsRed1 (red tetramer). The character of fluorescence intensity changes induced
by guanidine hydrochloride (GdnHCl) of these proteins differs significantly. Green tetramer zFP506 has been
shown to be more stable than green monomer EGFP, red dimmer «dimer2» has been shown to be less stable than
red tetramer DsRed1, while red monomer mRFP1 has been shown to be practically as stable as tetramer
DsRed1. It is concluded that the quaternary structure, being an important stabilizing factor, does not represent
the only circumstance dictating the dramatic variations between fluorescent proteins in their conformational sta-
bility.

K e y w o r d s: fluorescent proteins, oligomerization, protein stability, protein folding.
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