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Ïîëó÷åíèå áëèæíåèíôðàêðàñíîãî îäíîäîìåííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà

Ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè (FP) øèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ â êà÷åñòâå ãåíåòè÷åñêèêîäèðóåìûõ ìàðêåðîâ äëÿ
êîëè÷åñòâåííîãî è íåèíâàçèâíîãî èññëåäîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Ðàçðàáîòêà áèîìàðêåðîâ,
ôëóîðåñöèðóþùèõ â áëèæíåì èíôðàêðàñíîì ñïåêòðàëüíîì äèàïàçîíå, ïîçâîëÿåò èçó÷àòü òêàíè æèâîò-
íûõ íà áîëåå ãëóáîêîì óðîâíå, ïîñêîëüêó îíè íàèáîëåå ïðîíèöàåìû äëÿ ñâåòà ýòîãî äèàïàçîíà äëèí
âîëí, ÷åì äëÿ ñâåòà âèäèìîãî äèàïàçîíà. Äëÿ øèðîêîãî ïðèìåíåíèÿ FP âàæíû òàêèå ñâîéñòâà, êàê íèç-
êàÿ ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà è ìîíîìåðíîñòü. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà îñíîâå õðîìîôîðîñâÿçûâàþùåãî äîìå-
íà áàêòåðèàëüíîãî ôèòîõðîìà (BphP) Rhodopseudomonas palustris (RpBphP1) íàì óäàëîñü ïîëó÷èòü FP,
íàçâàííûé GAF-FP, ñ ìîë. ìàññîé ~19 êÄà, â 2 ðàçà ìåíüøåé, ÷åì ó äðóãèõ FP íà îñíîâå BphP, è â 1.4 ðà-
çà ìåíüøå, ÷åì ó øèðîêî ïðèìåíÿåìûõ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ, ôëóîðåñöèðóþùèõ â áëèæíåèíôðàêðàñ-
íîì äèàïàçîíå. Â îòëè÷èå îò áîëüøèíñòâà äðóãèõ áëèæíåèíôðàêðàñíûõ FP GAF-FP ÿâëÿåòñÿ ìîíîìå-
ðîì, îáëàäàåò âûñîêîé ôîòîñòàáèëüíîñòüþ, åãî ñòðóêòóðà óñòîé÷èâà ê âíåñåíèþ ìàëûõ ïåïòèäíûõ
âñòàâîê. Áîëåå òîãî, GAF-FP ñïîñîáåí êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíÿòü äâà ðàçëè÷íûõ òåòðàïèððîëüíûõ õðî-
ìîôîðà — ôèêîöèàíîáèëèí (PCB) è áèëèâåðäèí (BV), êîòîðûé ñîäåðæèòñÿ â òêàíÿõ ìëåêîïèòàþùèõ.
GAF-FP ñ ïðèñîåäèíåííûì BV â êà÷åñòâå õðîìîôîðà (GAF-FP—BV) èìååò îñíîâíóþ ïîëîñó ïîãëîùå-
íèÿ ñ ìàêñèìóìîì ïðè 635 íì. Ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè ïðèõîäèòñÿ íà 670 íì, áëàãîäàðÿ ÷åìó
GAF-FP èìååò âûñîêîå ñîîòíîøåíèå ñèãíàëà ôëóîðåñöåíöèè ê ôîíîâîìó ñèãíàëó, åñëè äàæå FP ëîêàëè-
çîâàí íà ãëóáèíå íåñêîëüêèõ ìèëëèìåòðîâ ïîä ïîâåðõíîñòüþ òêàíè. Ïîìèìî áëèæíåèíôðàêðàñíîé ïî-
ëîñû ïîãëîùåíèÿ GAF-FP—BV èìååò òàêæå ïîëîñó ïîãëîùåíèÿ â ôèîëåòîâîé îáëàñòè ñïåêòðà ñ ìàêñè-
ìóìîì ïðè 378 íì. Ýòî ñâîéñòâî áûëî èñïîëüçîâàíî íàìè äëÿ ñîçäàíèÿ õèìåðíîãî áåëêà, ñîñòîÿùåãî èç
ìîäèôèöèðîâàííîé ëþöèôåðàçû Renilla reniformis (RLuc8) è GAF-FP. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ñîçäàííîì
áåëêå ñëèÿíèÿ âîçìîæåí ðåçîíàíñíûé ïåðåíîñ ýíåðãèè îò ñóáñòðàòà, âîçáóæäåííîå ñîñòîÿíèå êîòîðîãî
âîçíèêàåò ïðè åãî îêèñëåíèè ëþöèôåðàçîé, ê õðîìîôîðó GAF-FP—BV. Â îòñóòñòâèå àêöåïòîðà ýíåðãèè
RLuc8 êàòàëèçèðóåò ðàñùåïëåíèå ñóáñòðàòà ñ èçëó÷åíèåì ñâåòà ñ ìàêñèìóìîì ïðè 400 íì. Â òî æå
âðåìÿ â ñîñòàâå õèìåðíîãî áåëêà GAF-FP—RLuc8 ýíåðãèÿ îò ñóáñòðàòà ïåðåäàåòñÿ íà õðîìîôîð FP è çà-
òåì èçëó÷àåòñÿ â áëèæíåì èíôðàêðàñíîì äèàïàçîíå, ñîîòâåòñòâóþùåì ñïåêòðó ôëóîðåñöåíöèè
GAF-FP. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îòêðûâàþò ïóòü äëÿ ñîçäàíèÿ íîâûõ ìàëûõ áëèæíåèíôðàêðàñíûõ FP
íà îñíîâå ðàçëè÷íûõ ïðèðîäíûõ BphP ñ ïåðñïåêòèâîé èõ øèðîêîãî ïðèìåíåíèÿ â êëåòî÷íîé è ìîëåêó-
ëÿðíîé áèîëîãèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìîíîìåðíîñòü, ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè, ôèòîõðîìû, áèîëþìèíåñöåíöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: BphP — áàêòåðèàëüíûé ôèòîõðîì, BV — áèëèâåðäèí IXa, PCB —
ôèêîöèàíîáèëèí, FP — ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, GFP — çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, RLuc8 — ëþ-
öèôåðàçà Renilla reniformis.

Áîëüøàÿ ïîòðåáíîñòü â ãåíåòè÷åñêè êîäèðóåìûõ
áëèæíåèíôðàêðàñíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðàõ äëÿ íå-
èíâàçèâíîãî èññëåäîâàíèÿ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â
òêàíÿõ æèâîòíûõ ñóùåñòâåííî ðàñøèðèëà îáëàñòü ñîçäà-
íèÿ íîâûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ (FP) íà îñíîâå áàêòå-
ðèàëüíûõ ôèòîõðîìîâ (BphP) (Shcherbakova, Shemetov
et al., 2015). Îñîáåííîñòÿìè áëèæíåãî èíôðàêðàñíîãî èç-
ëó÷åíèÿ ÿâëÿþòñÿ åãî ñïîñîáíîñòü ïðîíèêàòü â òêàíè æè-
âîòíûõ íà á*îëüøóþ ãëóáèíó, ÷åì ó ñâåòà ñ äëèíîé âîëíû

ìåíüøå 600 íì, à òàêæå ìåíüøàÿ ïîäâåðæåííîñòü ñâåòî-
ðàññåÿíèþ. Â ñâîþ î÷åðåäü BphP ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå ïîä-
õîäÿùåé îñíîâîé äëÿ ñîçäàíèÿ áëèæíåèíôðàêðàñíûõ FP,
ïîñêîëüêó èõ åñòåñòâåííûé ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ñäâèíóò â
áëèæíåèíôðàêðàñíóþ îáëàñòü, à õðîìîôîð, ïðîäóêò ìå-
òàáîëèçìà ãåìà, áèëèâåðäèí IXa (BV), âñåãäà èìååòñÿ â
äîñòàòî÷íîì êîëè÷åñòâå â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ (Piat-
kevich et al., 2013a). BphP óæå ïîñëóæèëè îñíîâîé äëÿ ñî-
çäàíèÿ áëèæíåèíôðàêðàñíûõ FP (Shu et al., 2009; Filonov
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et al., 2011; Auldridge et al., 2012; Shcherbakova, Ver-
khusha, 2013; Bhattacharya et al., 2014; Yu et al., 2014), ôî-
òîïåðåêëþ÷àåìûõ áëèæíåèíôðàêðàñíûõ FP (Piatkevich
et al., 2013) è áëèæíåèíôðàêðàñíûõ ìàðêåðîâ áåëîê-áåë-
êîâûõ âçàèìîäåéñòâèé (Filonov, Verkhusha, 2013; Chen
et al., 2015).

Íåñìîòðÿ íà ïðåèìóùåñòâà ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðè-
ñòèê áëèæíåèíôðàêðàñíûõ FP, ñîçäàííûõ íà îñíîâå
BphP, ýòè áåëêè èìåþò òåíäåíöèþ ê îáðàçîâàíèþ äèìå-
ðîâ è îáëàäàþò ïðèìåðíî íà 40 % áîëüøåé ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññîé ïî ñðàâíåíèþ ñ GFP-ïîäîáíûìè FP. Ýòè
íåäîñòàòêè îáóñëîâëåíû ñâîéñòâàìè ïðèðîäíûõ BphP,
òàêèõ êàê íàëè÷èå íåñêîëüêèõ äîìåíîâ è ñòðóêòóðû òè-
ïà óçåë, à òàêæå ñïîñîáíîñòè ê îáðàçîâàíèþ ãîìîäèìå-
ðîâ (Bhoo et al., 2001; Rockwell, Lagarias, 2010). Äëÿ
ñâÿçûâàíèÿ õðîìîôîðà BphP íåîáõîäèìû äîìåíû PAS
(PER/ARNT/Sim) è GAF (cGMPphosphodiesterase/Àdenyl
cyclase/FhlA). PAS-äîìåí ñîäåðæèò êîíñåðâàòèâíûé
îñòàòîê öèñòåèíà, êîòîðûé êîâàëåíòíî ñâÿçûâàåò BV; äî-
ìåí GAF èìååò «êàðìàí», â êîòîðûé ìîæåò âñòðàèâàòü-
ñÿ BV. Ìåæäîìåííûå âçàèìîäåéñòâèÿ óñèëåíû óçëîì, â
êîòîðûé âõîäÿò 35 îñòàòêîâ N-êîíöåâîé ÷àñòè äîìåíà
PAS è îñòàòêè 225—257 äîìåíà GAF (Stepanenko, Bub-
likov et al., 2014). Ýòè ñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè BphP
ïðåïÿòñòâóþò óìåíüøåíèþ ðàçìåðîâ áëèæíåèíôðàêðàñ-
íûõ FP, îñíîâàííûõ íà BphP, ÷òî ñóæàëî èõ ïîòåíöèàëü-
íûå âîçìîæíîñòè äëÿ ïðèìåíåíèÿ â êà÷åñòâå áèîìàð-
êåðîâ.

Öèàíîáàêòåðèîõðîìû, ïîäêëàññ ôîòîðåöåïòîðîâ, îò-
íîñÿùèõñÿ ê ôèòîõðîìàì, ñïîñîáíû àâòîêàòàëèòè÷åñêè
ñâÿçûâàòü òåòðàïèððîëüíûé õðîìîôîð ôèêîöèàíîáèëèí
(PCB) ïðè ó÷àñòèè òîëüêî äîìåíà GAF (Lamparter, 2004;
Fischer et al., 2005). Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íåêî-
òîðûå öèàíîáàêòåðèîõðîìû ñïîñîáíû ôëóîðåñöèðîâàòü â
ñâÿçè ñ PCB (Zhang et al., 2010; Rockwell et al., 2012; Nari-
kawa et al., 2015), à îäèí èç íèõ — AM1_1557g2 — ñïîñî-
áåí ñâÿçûâàòü êàê PCB, òàê è BV (Narikawa et al., 2015).

Îñíîâûâàÿñü íà ýòèõ äàííûõ, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî,
ïåðåìåñòèâ öèñòåèíîâûé îñòàòîê ñ N-êîíöåâîãî ó÷àñòêà
PAS-äîìåíà BphP â åãî GAF-äîìåí, ìû ñìîæåì îáúåäè-
íèòü êîâàëåíòíîå è ñòåðè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå BV â êàðìà-
íå ýòîãî äîìåíà. Òàêèì îáðàçîì, öåëüþ íàñòîÿùåãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñòàëî ñîçäàíèå ìàëîãî ìîíîìåðíîãî áëèæíå-
èíôðàêðàñíîãî FP íà îñíîâå GAF-äîìåíà RpBPhP1,
ãðàìîòðèöàòåëüíîé ïóðïóðíîé íåñåðíîé áàêòåðèè Rho-
dopseudomonas palustris.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ì ó ò à ã å í å ç è î ò á î ð ê ë î í î â è ç á à ê ò å ð è à ë ü -
í û õ á è á ë è î ò å ê ì ó ò à í ò î â á å ë ê à. Àìïëèôèöèðî-
âàííûå ôðàãìåíòû, êîäèðóþùèå PAS- è GAF-äîìåíû
RpBphP1 (ïåðâûå 315 àìèíîêèñëîò) èëè òîëüêî äîìåí
GAF, áûëè âñòðîåíû â âåêòîð pBAD/HisB (LifeTechnolo-
gies/Invitrogen, ÑØÀ). Íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà QuikChangeMutagenesisKit
(Stratagene, ÑØÀ). Ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì GeneMorphII Random Mutagenesis Kit (Stra-
tagene, ÑØÀ) â òàêèõ óñëîâèÿõ, ÷òîáû íà 1000 íóêëåîòè-
äîâ ïðèõîäèëîñü 16 ìóòàöèé. Ïîëó÷åííàÿ òàêèì îáðàçîì
ìóòàíòíàÿ ÄÍÊ áûëà èñïîëüçîâàíà äëÿ òðàíñôîðìàöèè
êëåòîê Escherichia coli ïóòåì ýëåêòðîïîðàöèè. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå èñïîëüçîâàëè øòàìì LMG194, ñîäåðæàùèé
ïëàçìèäû pWA23h (Shcherbakova, Verkhusha, 2013) èëè

pL-PCB (Gambetta, Lagarias, 2001), îáåñïå÷èâàþùèå ñèí-
òåç BV èëè PCB ñîîòâåòñòâåííî.

Áèáëèîòåêà ìóòàíòíîé ÄÍÊ â ñðåäíåì âêëþ÷àëà â
ñåáÿ 106—108 êëîíîâ. Áàêòåðèàëüíûå êëåòêè íàðàùèâàëè
â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °C â ñðåäå RM (Fisher Scientific,
ÑØÀ), ñîäåðæàùåé àìïèöèëèí è êàíàìèöèí. Ïîëå èí-
äóêöèè ýêñïðåññèè áåëêîâ äîáàâëåíèåì àðàáèíîçû è ðàì-
íîçû äî 0.004 è 0.04 % ñîîòâåòñòâåííî êëåòêè êóëüòèâè-
ðîâàëè â òå÷åíèå 6—8 ÷. Ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâà-
íèè òåìïåðàòóðó ïîñëåäîâàòåëüíî ñíèæàëè ñíà÷àëà äî
30 °C íà 10—12 ÷, çàòåì äî 18 °C åùå íà 24 ÷. Ïåðåä îò-
áîðîì êëîíîâ (ñ íàèáîëåå ÿðêîé ôëóîðåñöåíöèåé) ñ ïî-
ìîùüþ êëåòî÷íîãî ñîðòåðà MoFlo XDP, óêîìïëåêòîâàí-
íîãî àðãîíîâûì, êðèïòîíîâûì è ãåëèé-íåîíîâûì ãàçîâû-
ìè ëàçåðàìè (Beckman Coulter, ÑØÀ), áàêòåðèàëüíûå
êëåòêè ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðíûì ðàñòâî-
ðîì è ðàçâîäèëè äî äîñòèæåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
0.03 åä. ïðè äëèíå âîëíû 600 íì. Äëÿ îòáîðà íåîáõîäè-
ìîãî êîëè÷åñòâà ïîëîæèòåëüíûõ êëîíîâ àíàëèçèðîâàëè
êîëè÷åñòâî êëåòîê, ñîîòâåòñòâóþùåå äåñÿòè ðàçìåðàì
áèáëèîòåêè, ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû
633 íì è ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ôèëüòðà, ïðîïóñêàþùåãî ñâåò ñ äëèíîé âîëíû áîëåå
647 íì.

Íàèáîëåå ÿðêèå êëåòêè ñîáèðàëè â îáîãàùåííóþ ñðå-
äó SOC (Fisher Scientific, ÑØÀ) è èíêóáèðîâàëè ïðè
30 °C â òå÷åíèå 1 ÷, ïîñëå ÷åãî ðàññåâàëè íà ÷àøêè Ïåò-
ðè, ñîäåðæàùèå àãàðèçîâàííóþ ñðåäó LB (Fisher Scienti-
fic, ÑØÀ), àìïèöèëèí, êàíàìèöèí, 0.004 % àðàáèíîçû è
0.04 % ðàìíîçû, è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè
37 °C è åùå 24 ÷ ïðè 18 °C. Êîëîíèè áàêòåðèé àíàëèçèðî-
âàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî ñòåðåîìèêðî-
ñêîïà MZ16F (Leica, ÑØÀ), îñíàùåííîãî ôèëüòðàìè
605/40 è 650/45 íì â êàíàëå âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè,
è ôèëüòðàìè, ïðîïóñêàþùèìè ñâåò ñ äëèíîé âîëíû áîëåå
640 èëè 690 íì, â êàíàëå ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè
(Chroma, ÑØÀ), à òàêæå ÏÇÑ-êàìåðîé. Íà îñíîâå àíàëèçà
ÿðêîñòè îòáèðàëè ~30—50 êëîíîâ èç êàæäîé áèáëèîòåêè,
à èõ ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ ñåêâåíèðîâàëè. Ñìåñü ïëàçìèä
íàèáîëåå ÿðêèõ èç îòîáðàííûõ ìóòàíòîâ èñïîëüçîâàëè
äëÿ ñëåäóþùåãî ðàóíäà ìóòàãåíåçà.

Ñ ï å ê ò ð à ë ü í û å è ô è ç è ê î - õ è ì è ÷ å ñ ê è å
ñ â î é ñ ò â à á à ê ò å ð è à ë ü í û õ ê ë å ò î ê - ï ð î ä ó ö å í -
ò î â ì ó ò à í ò í û õ ô î ð ì G A F - F P. Áàêòåðèàëüíûå
êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå RM (Fisher Scientific,
ÑØÀ), ñîäåðæàùåé àìïèöèëèí, êàíàìèöèí, 0.004 % àðà-
áèíîçû è 0.02 % ðàìíîçû, â òå÷åíèå 6—8 ÷ ïðè 37 °C, çà-
òåì â òå÷åíèå 10—12 ÷ ïðè 30 °C è åùå 24 ÷ ïðè 18 °C.
Ôîòîîáåñöâå÷èâàíèå áàêòåðèé îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ
èíâåðòèðîâàííîãî ýïèôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà IX81
(Olympus, ÑØÀ), îñíàùåííîãî ìåòàëëîãàëîãåííîé ëàì-
ïîé ìîùíîñòüþ 200 Âò (Prior, ÑØÀ), èììåðñèîííûì
îáúåêòèâîì 1.4 NA ñ óâåëè÷åíèåì 100� (UPlanSApo,
Olympus) è íàáîðîì ôèëüòðîâ äëÿ âîçáóæäåíèÿ
(605/40 íì) è ýìèññèè (ôèëüòð, ïðîïóñêàþùèé ñâåò ñ
äëèíîé âîëíû áîëåå 640 íì) ôëóîðåñöåíöèè (Chroma,
ÑØÀ). Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðàññ÷èòûâàëè ñ
ó÷åòîì êîýôôèöèåíòà ïðîïóñêàíèÿ ôèëüòðà, èñïîëüçóå-
ìîãî äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, êîýôôèöèåíòîâ
ýêñòèíêöèè ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ è ïåðåêðûâàíèÿ èõ
ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ñî ñïåêòðîì ìåòàëëîãàëîãåííîé
ëàìïû. GAF-FP è åãî ìóòàíòû, ñîäåðæàùèå ïîëèãèñòè-
äèíîâûé N-ïåïòèä, ýêñïðåññèðîâàëè â êëåòêàõ øòàììà
LMG194 E. coli, ñîäåðæàùèõ ïëàçìèäû pWA23h èëè
pL-PCB.

Ïîëó÷åíèå áëèæíåèíôðàêðàñíîãî îäíîäîìåííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà 745



Á è î õ è ì è ÷ å ñ ê à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ê ë å -
ò î ê - ï ð î ä ó ö å í ò î â ì ó ò à í ò í û õ ô î ð ì G A F - F P.
Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñêîðîñòè ñîçðåâàíèÿ ôëóîðåñöåíò-
íûõ áåëêîâ êëåòêè LMG194, ñîäåðæàùèå èññëåäóåìûé
ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, çàêîäèðîâàííûé â ïëàçìèäå
pBAD/HisB (GAF-FP èëè iRFP670), è ïëàçìèäû pWA23h
èëè pPL-PCB, èíêóáèðîâàëè â ñðåäå RM â òå÷åíèå íî÷è
ïðè 37 °C. Íà ñëåäóþùèå ñóòêè â ñðåäó äîáàâëÿëè ðàìíî-
çó äî êîíöåíòðàöèè 0.2 % íà 2 ÷, ïîñëå ÷åãî äîáàâëÿëè
àðàáèíîçó äî êîíöåíòðàöèè 0.002 % åùå íà 1 ÷. Ïîñëå
ýòîãî êëåòêè îòìûâàëè îò àðàáèíîçû è ïðîäîëæàëè êóëü-
òèâèðîâàòü â ñðåäå RM, ñîäåðæàùåé 0.2 % ðàìíîçû, ïðè
37 °C. Çàòåì ÷åðåç ðàâíûå èíòåðâàëû âðåìåíè îöåíèâàëè
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðàâíûõ àëèêâîò êëåòî÷-
íîé ñóñïåíçèè, ðàçâåäåííûõ äî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
0.2 åä., ïðè äëèíå âîëíû 600 íì. Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ðàññ÷èòàíû ñ ó÷åòîì ñòå-
ïåíè ðàçâåäåíèÿ îáðàçöîâ. Ïðè ýêñïðåññèè ôëóîðåñöåíò-
íîãî áåëêà EGFP êëåòêè LMG194 íå ñîäåðæàëè ïëàçìèä
äëÿ ñèíòåçà òåòðàïèððîëîâ.

Ñâÿçûâàíèå òåòðàïèððîëîâ c FP àíàëèçèðîâàëè ïóòåì
ðåãèñòðàöèè öèíêèíäóöèðóåìîé ôëóîðåñöåíöèè êîìï-
ëåêñà áåëêà ñ õðîìîôîðîì â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ïî-
ñëå ýëåêòðîôîðåçà ïî Ëýììëè. Äëÿ îöåíêè ñâÿçûâàíèÿ
õðîìîôîðîâ ñ GAF-FP åãî ýêñïðåññèðîâàëè áåç èíäóêöèè
ñèíòåçà òåòðàïèððîëîâ. Äàëüíåéøóþ ðàáîòó ñ î÷èùåí-
íûì àïîáåëêîì ìû ïðîâîäèëè ïî îïèñàííîìó ðàíåå ïðî-
òîêîëó (Wagner et al., 2007). Õîëîáåëîê ïîëó÷àëè in vitro
ïîñðåäñòâîì èíêóáàöèè àïîáåëêà ñ 10-êðàòíûì èçáûòêîì
BV, PCB èëè èõ ñìåñè â ðàçëè÷íûõ ïðîïîðöèÿõ. Íà îñíî-
âå èçìåðåííûõ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ðàñòâîðîâ õîëîáåë-
êà ïîñëå èíêóáàöèè ìû îöåíèâàëè ýôôåêòèâíîñòü ñâÿçû-
âàíèÿ BV îòíîñèòåëüíî PCB. Äëÿ êàæäîé ñìåñè õîëîáåë-
êà ñ BV- è PCB-õðîìîôîðàìè îïðåäåëÿëè îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü ïðè äëèíå âîëíû, îòâå÷àþùåé äëèííîâîëíîâî-
ìó ìàêñèìóìó ïîãëîùåíèÿ õîðîìîôîðà (Abs). Íà îñíîâå
ýòèõ äàííûõ (AbsBV/AbsPCB) îïðåäåëÿëè âêëàä êàæäîé èç
õîëîôîðì GAF-FP, ñâÿçàííîé ñ BV èëè PCB. Ñîîòíîøå-
íèÿ ìåæäó ôîðìàìè õîëîáåëêà äëÿ êàæäîãî ðàñòâîðà
áûëè íîðìàëèçîâàíû ïóòåì âû÷èòàíèÿ âåëè÷èíû, ñîîò-
âåòñòâóþùåé îáðàçöó, ñîäåðæàùåìó 100 % PCB. Òàêèì
îáðàçîì, îáðàçåö ñî 100 % PCB ïðèíèìàëè çà 0, à îáðàçåö
ñî 100 % BV — çà 100.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ãåëü-ôèëüòðàöèè 2 ìë î÷èùåííîãî
GAF-FP—BV áûëè âíåñåíû â õðîìàòîãðàôè÷åñêóþ êî-
ëîíêó HiLoad 16/600 Superdex 200 (GE Healthcare, ÑØÀ),
óðàâíîâåøåííóþ áóôåðíûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì
10 ìÌ HEPES, pH 7.4, 50 ìêÌ ÝÄÒÀ, 10 % ãëèöåðèíà,
150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ ÄÒÒ, 0.2 ìÌ ôåíèëìåòàíñóëüôîíèë-
ôòîðèäà, 0.01 % äåòåðãåíòà EP—40 è 0.2 ìÌ áåíçîäèàçå-
ïèíà. Õðîìàòîãðàôèþ ïðîâîäèëè ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà â
êîëîíêå 1 ìë/ìèí. Êîëîíêó äëÿ ãåëü-ôèëüòðàöèè êàëèá-
ðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ñòàíäàðòîâ (Bio-Rad,
ÑØÀ).

Èçó÷åíèå àíàýðîáíîãî ñîçðåâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ
áåëêîâ ïðîâîäèëè â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ LMG194, ñî-
äåðæàùèõ èññëåäóåìûé FP â ïëàçìèäå pBAD/HisB, à òàê-
æå îäíó èç ïëàçìèä äëÿ ñèíòåçà òåòðàïèððîëîâ. Øòðèõè
áàêòåðèé íà ÷àøêàõ Ïåòðè c àãàðèçîâàííîé ñðåäîé LB,
ñîäåðæàùåé àìïèöèëèí, êàíàìèöèí è 0.02 % ðàìíîçû,
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °C. Äàëåå ïîñëå
îïðûñêèâàíèÿ áàêòåðèé 200 ìêë 20%-íîãî ðàñòâîðà àðà-
áèíîçû ÷àøêè Ïåòðè ïîìåùàëè â êàìåðó ñ àíàýðîáíû-
ìè óñëîâèÿìè (Mitsubishi gas chemical, ßïîíèÿ) íà 24 ÷
ïðè 37 °C. Çàòåì èçìåðÿëè ôëóîðåñöåíöèþ áàêòåðèé ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ýïèôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà MZ16F
(Leica, ÑØÀ), îñíàùåííîãî ôèëüòðàìè 480/40, 570/30 è
605/40 íì â êàíàëå âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, à òàêæå
ôèëüòðàìè 530/40 è 615/40 íì è ôèëüòðàìè, ïðîïóñêàþ-
ùèìè ñâåò ñ äëèíîé âîëíû áîëåå 640 èëè 690 íì, â êàíà-
ëå ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè (Chroma, ÑØÀ). Íåçà-
ìåäëèòåëüíî ïîñëå âûïîëíåíèÿ àíàëèçà ÷àøêè Ïåòðè ñ
êëåòêàìè ïîìåùàëè â òåðìîñòàò íà 24 ÷ ïðè 4 °C â ïðè-
ñóòñòâèè êèñëîðîäà. Â òå÷åíèå ýòîãî âðåìåíè ñèíòåçèðî-
âàííûé çà âðåìÿ àíàýðîáíîé èíêóáàöèè FP èìåë âîçìîæ-
íîñòü ïðèñîåäèíèòü õðîìîôîð, îäíàêî ñèíòåç íîâîãî áåë-
êà áûë çíà÷èòåëüíî çàìåäëåí. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðè 4 °C êîëîíèè íà ÷àøêàõ Ïåòðè ñíîâà àíàëèçèðîâàëè.
Îêîí÷àòåëüíûé óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè áàêòåðèé ïðèíè-
ìàëè çà 100 %. Ïðè ýêñïðåññèè ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ
EGFP èëè mCherry êëåòêè LMG194 íå ñîäåðæàëè ïëàç-
ìèä äëÿ ñèíòåçà òåòðàïèððîëîâ. Âñå êîëè÷åñòâåííûå èç-
ìåðåíèÿ íà îñíîâå èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ïðîãðàììû ImageJ (Schneider et al., 2012).

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ G A F - F P â ê ë å ò ê à õ æ è â î ò í û õ.
Àìïëèôèöèðîâàííûå ôðàãìåíòû, êîäèðóþùèå GAF-FP è
ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê sfGFP (Pedelacq et al., 2006), áûëè
âñòàâëåíû â âåêòîð pEGFP-N1 (Clontech, ÑØÀ) âìåñòî
ãåíà, êîäèðóþùåãî EGFP. Êëåòêè ëèíèè HeLa ðàñòèëè íà
ñðåäå Èãëà, ìîäèôèöèðîâàííîé Äóëüáåêêî è ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè, 0.5 % ïåíèöèë-
ëèíà, 0.5 % ñòðåïòîìèöèíà è 2 ìÌ ãëóòàìèíà (LifeTech-
nologies/Invitrogen, ÑØÀ). Äëÿ ýïèôëóîðåñöåíòíîé ìèê-
ðîñêîïèè êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â 35-ìèëëèìåòðîâûõ
÷àøêàõ Ïåòðè ñî ñòåêëÿííûì äîíûøêîì (MatTek, ÑØÀ).
Òðàíñôåêöèþ ïëàçìèä îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè ðåà-
ãåíòà Effectene (Qiagen, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåí-
äàöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïðè íåîáõîäèìîñòè â
ñðåäó ê êëåòêàì äîáàâëÿëè ðàñòâîðû òåòðàïèððîëîâ â äè-
ìåòèëñóëüôîêñèäå (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 10 ìêÌ) çà
24 ÷ äî ïðîâåäåíèÿ èìèäæèíãà.

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ì å ò ð è ÿ. Àíàëèç êëåòîê ìåòî-
äîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà LSR II (BD Biosciences,
ÑØÀ). Êëåòêè ëèíèè HeLa, òðàíñôèöèðîâàííûå ïëàçìè-
äîé pGAF-FP—sfGFP-N1, àíàëèçîâàëè ïî çåëåíîé è áëèæ-
íåèíôðàêðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè. Ôëóîðåñöåíöèþ âîç-
áóæäàëè àðãîíîâûì è ãåëèé-íåîíîâûì ëàçåðàìè ñ äëèíà-
ìè âîëí 488 è 640 íì ñîîòâåòñòâåííî. Ôëóîðåñöåíöèþ
äåòåêòèðîâàëè â êàíàëàõ ñ ôèëüòðîì 530/40 íì è ñ ôèëüò-
ðîì, ïðîïóñêàþùèì ñâåò ñ äëèíîé âîëíû áîëåå 670 íì.
Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ÿðêîñòè êëåòîê áûëè ïîëó÷åíû ïðè ïî-
ìîùè ïðîãðàììû FCS express (DeNovo Software, ÑØÀ).

Ý ï è ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í ó þ ì è ê ð î ñ ê î ï è þ æèâûõ
êëåòîê ëèíèè HeLa ïðîâîäèëè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåê-
öèè. Èìèäæèíã êëåòîê ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ýïèôëóî-
ðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà IX81 (Olympus, ÑØÀ), êîòîðûé
èñïîëüçîâàëè äëÿ ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ áàêòåðèàëüíûõ
êëåòîê. Äëÿ èçìåðåíèÿ çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçî-
âàëè íàáîð ôèëüòðîâ äëÿ âîçáóæäåíèÿ è äëÿ ýìèññèè
ôëóîðåñöåíöèè 480/40 è 535/40 íì ñîîòâåòñòâåííî (Chro-
ma, ÑØÀ). Äëÿ óïðàâëåíèÿ ìèêðîñêîïîì èñïîëüçîâàëè
ïðîãðàììó SlideBook (Intelligent Imaging Innovations,
ÑØÀ).

Ñ î ç ä à í è å õ è ì å ð í û õ á å ë ê î â. Àìïëèôèöè-
ðîâàííûå ôðàãìåíòû, êîäèðóþùèå GAF-FP è ìîäèôè-
öèðîâàííóþ ëþöèôåðàçó Renilla reniformis (RLuc8) (Saito
et al., 2012), áûëè âñòðîåíû â âåêòîð pBAD/HisB (Life
Technologies/Invitrogen, ÑØÀ). Ëèíêåð ìåæäó áåëêàìè
ñîñòîÿë èç 2 (-GT), 7 (-GGGGSGT-) èëè 14 (-GGGGSGT-

746 Ê. À. Ðóìÿíöåâ è äð.



GGGGSGG-) àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Àìèíîêèñëîò-
íàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ëèíêåðà áûëà âûáðàíà òàêèì
îáðàçîì, ÷òîáû îáåñïå÷èòü åãî ãèäðîôèëüíîñòü è ïî-
äâèæíîñòü. Â âåêòîð pBAD/HisB âñòðîèëè òàêæå àìïëè-
ôèöèðîâàííûé ôðàãìåíò, êîäèðóþùèé RLuc8.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ ÿðêîñòè áëèæíåèíôðàêðàñíîé áèîëþ-
ìèíåñöåíöèè õèìåðíûõ êîíñòðóêòîâ ìû êóëüòèâèðîâàëè
êëåòêè LMG194 â ñðåäå RM, ñîäåðæàùåé àìïèöèëèí, êà-
íàìèöèí, 0.004 % àðàáèíîçû è 0.04 % ðàìíîçû, â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 37 °C. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â áèîëþìèíåñöåíò-
íîì ðåæèìå IVIS Spectrum (PerkinElmer, ÑØÀ). Äëÿ èí-
äóêöèè áèîëþìèíåñöåíöèè 200 ìêë áàêòåðèàëüíîé ñóñ-
ïåíçèè ñìåøèâàëè ðàñòâîðîì ñóáñòðàòà (äèìåòîêñè-êîý-
ëåíòåðàçèí) äî åãî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50 ìêÌ ñî-
ãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (NanoLight
Technologies, ÑØÀ).

È ç ì å ð å í è ÿ â ì û ø è í î ì ô à í ò î ì å ïî îïèñàí-
íîìó ðàíåå ìåòîäó (Shcherbakova, Verkhusha, 2013). Ðå-
êîìáèíàíòíóþ RLuc8 ýêñïðåññèðîâàëè â áàêòåðèàëüíûõ
êëåòêàõ øòàììà LMG194 è î÷èùàëè ìåòîäîì àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè íà íèêåëü-àãàðîçå (Qiagen, ÑØÀ). Î÷è-
ùåííûå õèìåðíûé áåëîê, GAF-FP èëè RLuc8 ðàçâîäèëè
äî êîíöåíòðàöèè 8 ìêÌ, ðàññ÷èòàííîé ïî êîýôôèöèåí-
òàì ýêñòèíêöèè õðîìîôîðîâ â ìàêñèìóìå ñïåêòðà ïîãëî-
ùåíèÿ èëè ïî ïîãëîùåíèþ ïðè äëèíå âîëíû 280 íì. Äà-
ëåå 5 ìêë ðàñòâîðà áåëêà èëè èõ ñìåñè ñìåøèâàëè ñ äèìå-
òîêñè-êîýëåíòåðàçèíîì (NanoLight Technologies, ÑØÀ)
äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50 ìêÌ. Íåçàìåäëèòåëüíî ïî-
ñëå ñìåøèâàíèÿ ñóáñòðàòà è ðàñòâîðà áåëêîâ îáðàçöû ïî-
ìåùàëè â îäíó èç äâóõ ïîëîñòåé ìûøèíîãî ôàíòîìà
XFM-2 (PerkinElmer/Caliper, ÑØÀ) è ïðîâîäèëè èìèä-
æèíã. Ïîëîñòè â ìûøèíîì ôàíòîìå ðàñïîëàãàëèñü íà
ðàññòîÿíèÿõ 7.0 è 18.1 ìì îò ïîâåðõíîñòè. Èìèäæèíã
ïðîâîäèëè â áèîëþìèíåñöåíòíîì è ýïèôëóîðåñöåíòíîì
ðåæèìàõ ñèñòåìû IVIS Spectrum (PerkinElmer, ÑØÀ).
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé íàèëó÷øåãî êà÷åñòâà ìû òå-
ñòèðîâàëè ðàçëè÷íûå êîìáèíàöèè ôèëüòðîâ âîçáóæäåíèÿ
è ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè èëè ðåãèñòðàöèè áèîëþ-
ìèíåñöåíöèè â äèàïàçîíå îò 500 äî 750 íì. Ìûøèíûé
ôàíòîì ñ îáðàçöîì, ñîäåðæàùèì òîëüêî áóôåðíûé ðàñ-
òâîð, èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ àâòîôëóîðåñöåíöèè.
Âñå êîëè÷åñòâåííûå èçìåðåíèÿ ñèãíàëîâ áèîëþìèíåñ-
öåíöèè è ôëóîðåñöåíöèè, à òàêæå ìàòåìàòè÷åñêèå îïåðà-
öèè ñ èçîáðàæåíèÿìè îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðîãðàììû Living Image (Perkin Elmer, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ ñîçäàíèÿ îäíîäîìåííîãî áëèæåèíôðàêðàñíîãî
ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà íà îñíîâå RpBphP1 ìû ïðèìåíè-
ëè íàïðàâëåííóþ ìîëåêóëÿðíóþ ýâîëþöèþ (ðèñ. 1, à).
Â ïåðâóþ î÷åðåäü ìû ïîäâåðãëè íàïðàâëåííîìó ìóòàãå-
íåçó êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü GAF- è PAS-äî-
ìåíîâ RpBphP1 â ïîçèöèÿõ Asp200 è Ile201 (ðèñ. 1, á).
Ýòè àìèíîêèñëîòû âõîäÿò â êîíñåðâàòèâíóþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü -197PXSDIP202- è ðàñïîëàãàþòñÿ â íåïîñðåä-
ñòâåííîé áëèçîñòè îò õðîìîôîðà. Èõ çàìåíà ïðåïÿòñòâó-
åò ôîòîèçîìåðèçàöèè õîðîìîôîðà è áåçûçëó÷àòåëüíîé
äèññèïàöèè ýíåðãèè, òàêèì îáðàçîì óñèëèâàÿ ôëóîðåñ-
öåíöèþ áåëêà (Toh et al., 2011; Auldridge et al., 2012;
Shcherbakova, Verkhusha, 2013). Äàëåå ìû ïðèìåíèëè
ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç âñåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà. Âî
âðåìÿ îòáîðà íàèáîëåå ÿðêèõ êëîíîâ â áàêòåðèàëüíîé
áèáëèîòåêå ìóòàíòîâ ìû îáíàðóæèëè âàðèàíò FP, íàç-

âàííûé PAS-GAF-FP. Ýòîò ìóòàíò áûë ñïîñîáåí ñëàáî
ôëóîðåñöèðîâàòü è â òî æå âðåìÿ îáëàäàë äâóìÿ àìèíî-
êèñëîòíûìè çàìåíàìè Cys19Ser è Ile252Cys. Ìû ïðåäïî-
ëîæèëè, ÷òî çàìåíà Cys19Ser ïðèâåëà ê òîìó, ÷òî BV áî-
ëåå íå ìîã ñâÿçûâàòüñÿ êîâàëåíòíî â PAS-äîìåíå è ÷òî,
âîçìîæíî, íîâûé öèñòåèí â ïîëîæåíèè 252 ñòàë âûïîë-
íÿòü ýòó ôóíêöèþ. Íàøà ãèïîòåçà áûëà îñíîâàíà íà ñõîä-
ñòâå ïîçèöèé íîâîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà öèñòåèíà
è õðîìîôîðñâÿçûâàþùåãî îñòàòêà öèñòåèíà â äîìåíàõ
GAF ôèòîõðîìîâ ðàñòåíèé è öèàíîáàêòåðèé, êîòîðûå èñ-
ïîëüçóþò áîëåå âîññòàíîâëåííûå òåòðàïèððîëû (ôèòî-
õðîìîáèëèí è PCB) â êà÷åñòâå õðîìîôîðîâ (Rockwell,
Lagarias, 2010).

Îïèðàÿñü íà ýòó ãèïîòåçó, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
PAS-GAF-FP ìîæåò áûòü óêîðî÷åí äî äîìåíà GAF. Îä-
íàêî óäàëåíèå äîìåíà PAS ïðèâîäèëî ê ïîòåðå ôëóîðåñ-
öåíöèè è ñòàáèëüíîñòè, ÷òî ïðîÿâëÿëîñü â îáðàçîâàíèè
âèäèìûõ àãðåãàòîâ â ðàñòâîðàõ î÷èùåííîãî áåëêà. Äëÿ
òîãî ÷òîáû ñòàáèëèçèðîâàòü äîìåí GAF ñ ìóòàöèåé
Ile252Cys, ìû ïðîâåëè àìèíîêèñëîòíîå âûðàâíèâàíèå
åãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ GAF-äîìåíàìè ôèòîõðîìîâ
öèàíîáàêòåðèé. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà òàêèõ ôèòîõðîìîâ
ìîæíî ïðèâåñòè GAF-äîìåíû AnPixJ (Narikawa et al.,
2008) è TePixJ (Ishizuka, Narikawa et al., 2007), êîòîðûå,
êàê áûëî ïîêàçàíî, ñòàáèëüíû è ñïîñîáíû êîâàëåíòíî
ñâÿçûâàòü PCB â êà÷åñòâå õðîìîôîðà. Ìû îáðàòèëè âíè-
ìàíèå íà òî, ÷òî äîìåíû GAF ýòèõ öèàíîáàêòåðèîõðîìîâ
íå èìåëè óçëà, õàðàêòåðíîãî äëÿ áàêòåðèîôèòîõðîìîâ,
ïîñëå ÷åãî óäàëèëè óçåë èç GAF-äîìåíà ñ ìóòàöèåé
Ile252Cys (ðèñ. 1, à).

Â ðåçóëüòàòå îïèñàííîãî ïðîöåññà íîâàÿ âåðñèÿ ìó-
òèðîâàííîãî äîìåíà GAF, ñîñòîÿùàÿ èç àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ 122—224 è 247—315 RpBphP1, áûëà ñïîñîáíà ê
ñëàáîé ôëóîðåñöåíöèè, òàê æå êàê è PAS-GAF-FP. Íà
äàííîì ýòàïå ìû òàêæå âíåñëè ìîíîìåðèçóþùèå ìóòà-
öèè â Ñ-êîíöåâóþ ÷àñòü áåëêà (Shu et al., 2009; Auldridge
et al., 2012) è ïðîâåëè ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç. Ïîìèìî ýòî-
ãî, ìû ñíîâà ïðèìåíèëè íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç ïîçè-
öèé 200 è 201, à òàêæå äîáàâèëè ê íèì ïîçèöèþ 178, ìó-
òàöèè â êîòîðîé âñòðå÷àëèñü ó áîëåå êîðîòêîâîëíîâûõ
âàðèàíòîâ äâóõäîìåííûõ FP íà îñíîâå áàêòåðèàëüíûõ
ôèòîõðîìîâ (iRFP) (Shcherbakova, Verkhusha, 2013)
(ðèñ. 1, á). Èç áàêòåðèàëüíîé áèáëèîòåêè ìóòàíòîâ ìû
îòîáðàëè íàèáîëåå ÿðêèå ìóòàíòû è ñîáðàëè âñå àìèíî-
êèñëîòíûå çàìåíû â îäíîì áåëêå. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ïîäîáíûé ïîäõîä ïîçâîëÿåò ýôôåêòèâíî ïîâûñèòü
ñòàáèëüíîñòü FP (Shcherbakova, Verkhusha, 2013). Îêîí-
÷àòåëüíûé âàðèàíò íîâîãî FP áûë íàçâàí GAF-FP. Ñóì-
ìàðíî â ïðîöåññå ìóòàãåíåçà GAF-FP áûëè çàìåíåíû
àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè â 25 ïîçèöèÿõ, ÷òî ñîñòàâëÿåò
îêîëî 15 % îò êîëè÷åñòâà àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ âî
âñåì áåëêå. Áîëåå òîãî, â GAF-FP îòñóòñòâóåò ó÷àñòîê
äëèíîé â 22 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêà, êîòîðûå ñîñòàâëÿ-
ëè óçåë â GAF-äîìåíå RpBphP1.

Íà îñíîâå ñõîäñòâà ìåæäó GAF-FP è PCB-ñâÿçûâàþ-
ùèìè GAF-äîìåíàìè öèàíîáàêòåðèîõðîìîâ (ðèñ. 1, á)
ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî GAF-FP òàêæå áóäåò ñïîñîáåí
ñâÿçûâàòü êàê BV (õðîìîôîð áàêòåðèàëüíûõ ôèòîõðî-
ìîâ), òàê è PCB (õðîìîôîð öèàíîáàêòåðèîõðîìîâ). Ïî-
ñêîëüêó ìîëåêóëà PCB èìååò íà äâå äâîéíûå óãëåðîäíûå
ñâÿçè ìåíüøå, ÷åì ìîëåêóëà BV (ðèñ. 2, à), FP, ñâÿçàííûå
ñ PCB, îáëàäàþò áîëåå êîðîòêîâîëíîâûì ñïåêòðîì ïî-
ãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè.

Èçìåðåííûå ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè GAF-FP
ñîîòâåòñòâîâàëè ñïåêòðàëüíûì õàðàêòåðèñòèêàì äðóãèõ
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áëèæíåèíôðàêðàñíûõ FP, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå áàêòå-
ðèàëüíûõ ôèòîõðîìîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ïðàâèëü-
íîì âñòðàèâàíèè îáîèõ õðîìîôîðîâ (Shu et al., 2009; Filo-
nov et al., 2011; Auldridge et al., 2012; Shcherbakova, Ver-
khusha, 2013; Bhattacharya et al., 2014; Yu et al., 2014).
GAF-FP èìååò äâå ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ â âèäèìîì äèàïà-
çîíå äëèí âîëí: â ôèîëåòîâîé îáëàñòè ñ ìàêñèìóìàìè
ïðè 359 (GAF—PCB) è 379 (GAF—BV) íì, à òàêæå â
áëèæíåèíôðàêðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà ñ ìàêñèìóìàìè
ïðè 623 (GAF—PCB) è 637 (GAF—BV) íì (ðèñ. 2, á).
Ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþò
ñïåêòðó ïîãëîùåíèÿ áåëêà GAF-FP è èìåþò ìàêñèìóìû
ïðè 625 è 635 íì äëÿ ôîðì, ñâÿçàííûõ ñ PCB è BV ñîîò-
âåòñòâåííî. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè èìåþò Ñòîêñîâ
ñäâèã ïîðÿäêà 35 íì è ñîîòâåòñòâåííî ìàêñèìóìû
ïðè 660 (GAF—PCB) è 670 (GAF—BV) íì (ðèñ. 2, â).
Ìîëÿðíûå êîýôôèöèåíòû ýêñòèíêöèè GAF-FP â áëèæ-
íåèíôðàêðàñíîé ïîëîñå ïîãëîùåíèÿ ñîñòàâèëè 80 500
è 49 800 Ì–1�ñì–1 äëÿ ôîðì, ñâÿçàííûõ ñ PCB è BV ñî-
îòâåòñòâåííî. Êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè
GAF—PCB ñîñòàâèë 12 %, à GAF-FP—BV — 7 % (ñì.
òàáëèöó).

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ êîâàëåíòíîãî ñâÿçûâàíèÿ õðîìî-
ôîðîâ ïîñðåäñòâîì íîâîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà öèñ-

òåèíà (Cys110, ïîðÿäêîâûé íîìåð ñîîòâåòñòâóåò íóìåðà-
öèè äëÿ GAF-FP) ìû çàìåíèëè ýòîò àìèíîêèñëîòíûé
îñòàòîê íà ñåðèí. Ïîëó÷åííûé ìóòàíò ýêñïðåññèðîâàëè â
ïðèñóòñòâèè BV èëè PCB è ïîñëå î÷èñòêè ïðîàíàëèçèðî-
âàëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà áåëêîâ â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå ïî Ëýììëè íàðÿäó ñ èñõîäíûì FP. Àíàëèç öèíêèí-
äóöèðîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè õðîìîôîðîâ â ïîëèàêðèëà-
ìèäíîì ãåëå íå âûÿâèë ïðèñóòñòâèÿ õðîìîôîðîâ â ïîëî-
ñå ìóòàíòíîãî áåëêà, ïîäòâåðäèâ, òàêèì îáðàçîì, íàøó
ãèïîòåçó (ðèñ. 2, ã).

Äëÿ îöåíêè ðàçëè÷èé â ñâÿçûâàíèè õðîìîôîðîâ ìû
ïðèìåíèëè ìåòîä êîíêóðåíòíîãî ñâÿçûâàíèÿ, êîòîðûé çà-
êëþ÷àåòñÿ â èíêóáàöèè àïîôîðìû GAF-FP ñî ñìåñüþ
õðîìîôîðîâ â èõ ðàçëè÷íîì ñîîòíîøåíèè ïðè íåèçìåí-
íîé ñóììàðíîé êîíöåíòðàöèè (ñîîòíîøåíèå BV è PCB â
èíêóáàöèîííîé ñìåñè âàðüèðîâàëè îò 1 äî 100). Ñîîòíî-
øåíèå ìåæäó BV è PCB, ñâÿçàâøèìèñÿ ñ áåëêîì, îïðåäå-
ëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïî ðàçëè÷èþ ñïåêòðîâ ïî-
ãëîùåíèÿ GAF-FP-BV è GAF-FP-PCB. Êàê ïîêàçàíî
íà ðèñ. 2, á, ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ äâóõ ôîðì áåëêà õîðî-
øî ðàçëè÷èìû, ÷òî ïîçâîëÿåò îöåíèòü âêëàä êàæäîé èç
íèõ â îáùèé ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ îáðàçöà ïîñëå èíêóáà-
öèè. Ïîñòðîèâ çàâèñèìîñòü ñîäåðæàíèÿ GAF-FP—BV îò
ñîîòíîøåíèÿ õðîìîôîðîâ â èíêóáàöèîííîé ñìåñè, ìû

748 Ê. À. Ðóìÿíöåâ è äð.

Ðèñ. 1. Ìîëåêóëÿðíàÿ ýâîëþöèÿ áëèæíåèíôðàêðàñíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà GAF-FP.

à — ñõåìàòè÷íîå èçîáðàæåíèå íàïðàâëåííîé ìîëåêóëÿðíîé ýâîëþöèè RpBphP1, ïîçâîëèâøåé ñîçäàòü GAF-FP è åãî ìóòàíòíûå ôîðìû ñ ïåïòèäíûìè
âñòàâêàìè; èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè ó÷àñòêà ñõåìû ñîîòâåòñòâóåò ÿðêîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþùåãî áåëêà. á — âûðàâíèâàíèå àìèíîêèñëîò-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé GAF-FP, GAF-äîìåíà RpBphP1, à òàêæå GAF-äîìåíîâ öèàíîáàêòåðèîõðîìîâ AnPixJ è TePixJ; àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè
GAF-FP, êîòîðûå áûëè ìóòèðîâàíû â ïðîöåññå ìîëåêóëÿðíîé ýâîëþöèè, îáîçíà÷åíû áåëûì øðèôòîì íà ÷åðíîì ôîíå. Íóìåðàöèÿ ïðèâåäåíà äëÿ

RpBphP1.



îïðåäåëèëè, ÷òî àïîáåëîê ñâÿçûâàåò PCB â 1.75 ðàçà ýô-
ôåêòèâíåå, ÷åì BV (ðèñ. 2, ä).

Á è î õ è ì è ÷ å ñ ê è å ñ â î é ñ ò â à G A F - F P. Àíàëèç
çàâèñèìîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò âåëè÷èíû pH ðàñòâîðà
ïîêàçàë, ÷òî FP îáëàäàåò äâóìÿ çíà÷åíèÿìè pKa (ðèñ. 3,
à), ñîîòâåòñòâóþùèìè 4.0 è 7.8 äëÿ GAF-FP-BV è 4.6 è
8.3 äëÿ GAF-FP-PCB. Èçìåíåíèÿ pH íå ïðèâîäèëè ê èç-

ìåíåíèþ ôîðìû ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè. Ìàêñèìàëü-
íîé ÿðêîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè áåëîê îáëàäàåò ïðè
çíà÷åíèè pH 6.0 (ðèñ. 3, á), â òî âðåìÿ êàê ïðè ôèçèîëîãè-
÷åñêîì çíà÷åíèè pH 7.2 GAF-FP-BV îáëàäàåò 70%-íîé
ÿðêîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè îò ìàêñèìàëüíîé.

Ìû òàêæå îïðåäåëèëè ñêîðîñòè ñîçðåâàíèÿ è âñòðàè-
âàíèÿ õðîìîôîðà äëÿ GAF-FP è äâóõäîìåííîãî áëèæíå-

Ïîëó÷åíèå áëèæíåèíôðàêðàñíîãî îäíîäîìåííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà 749

Ðèñ. 2. Ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè è ñâÿçûâàíèå õðîìîôîðîâ ñ GAF-FP.

à — ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû õðîìîôîðîâ GAF-FP — áèëèâåðäèíà IXa (BV) è ôèêîöèàíîáèëèíà (PCB). á — ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ GAF-FP, ñâÿçàííîãî ñ
BV èëè ñ PCB. â — ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè ôëóîðåñöåíöèè GAF-FP, ñâÿçàííîãî ñ BV èëè ñ PCB; ã — ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç êîâàëåíò-
íîãî ñâÿçûâàíèÿ BV è PCB ñ GAF-FP è ìóòàíòîì Ñys110Ser áåëêà GAF-FP; ïîêàçàíû èçîáðàæåíèÿ ãåëÿ, îêðàøåííûå Êóìàññè áðèëëèàíòîâûì ñèíèì
èëè äåìîíñòðèðóþùèå öèíêèíäóöèðîâàííóþ ôëóîðåñöåíöèþ òåòðàïèððîëîâ. ä — êîíêóðåíòíîå ñâÿçûâàíèå BV è PCB ñ àïîôîðìîé GAF-FP. OD —

îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, ÈÔ — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè.

Õàðàêòåðèñòèêè GAF-FP è åãî ìóòàíòîâ, ñâÿçàííûõ ñ BV èëè ñ PCB

Ôëóîðåñöåíòíûé
áåëîê

Exmax,à íì Emmax,á íì e,â

Ì–1�ñì–1 QY,ã %
Ðàñ÷åòíàÿ

ÿðêîñòü,ä %
Ò1/2,å ÷ pKa1 pKa2

Èçìåðåííàÿ
ÿðêîñòü,æ %

GAF-FP—BV 635 670 49.800 7.3 100 4.0 4.0 7.8 100

GAF-FP i1 BV 635 670 45.650 5.7 72 4.1 4.8 8.1 58

GAF-FP i2 BV 635 670 52.300 6.5 94 3.7 4.7 8.1 111

GAF-FP i3 BV 635 670 49.600 6.2 85 5.4 4.7 8.0 56

GAF-FP i4 BV 635 670 47.400 5.5 72 5.1 4.6 7.8 60

GAF-FP—PCB 625 657 80.500 12.1 268 3.5 4.6 8.3 176

GAF-FP i1 PCB 625 657 66.500 12.4 227 3.0 4.4 9.1 111

GAF-FP i2 PCB 625 657 83.000 12.7 290 3.3 4.6 8.6 183

GAF-FP i3 PCB 625 657 81.500 12.8 287 4.4 4.7 8.2 55

GAF-FP i4 PCB 625 657 72.500 11.4 227 3.7 4.8 8.4 158

à Ìàêñèìóì âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè; á ìàêñèìóì ýìèññèè ôëóîðåñöåíöèè; â êîýôôèöèåíò ìîëÿðíîé ýêñòèíêöèè; ã êâàíòîâûé âûõîä
ôëóîðåñöåíöèè; ä ìîëåêóëÿðíàÿ ÿðêîñòü ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà, ðàññ÷èòûâàåìàÿ êàê ïðîèçâåäåíèå êâàíòîâîãî âûõîäà è êîýôôèöèåíòà ìîëÿðíîé
ýêñòèíêöèè; å âðåìÿ ïîëóñîçðåâàíèÿ ïðè 37 °C; æ ÿðêîñòü ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà â êëåòêàõ E. coli, îïðåäåëÿåìàÿ êàê ñðåäíåå çíà÷åíèå ÿðêîñòè
ïîïóëÿöèè êëåòîê ïðè àíàëèçå íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå, âûðàæåííàÿ â % îòíîñèòåëüíî ÿðêîñòè êëåòîê ñ GAF-FP-BV.
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èíôðàêðàñíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà ñî ñõîäíûìè ñïåê-
òðàëüíûìè ñâîéñòâàìè — iRFP670 (Shcherbakova, Ver-
khusha, 2013). Äëÿ ýòîãî ìû ñëåäèëè çà èçìåíåíèåì óðîâíÿ
ôëóîðåñöåíöèè áàêòåðèé ïðè êðàòêîé îäíîìîìåíòíîé èí-
äóêöèè ýêñïðåññèè áåëêà. Âðåìÿ äîñòèæåíèÿ ôëóîðåñ-
öåíöåíöèåé ïîëîâèíû îò ìàêñèìàëüíîãî óðîâíÿ êàê äëÿ
iRFP670, òàê è äëÿ GAF-FP ñ ëþáûì èç äâóõ õðîìîôîðîâ
ëåæàëî â ïðîìåæóòêå ìåæäó 3.5—4.0 ÷ (ðèñ. 3, â). Èññëå-
äîâàíèå ôîòîñòàáèëüíîñòè GAF-FP âûÿâèëî åãî çíà÷èòå-
ëüíóþ óñòîé÷èâîñòü ê ôîòîîáåñöâå÷èâàíèþ â ñðàâíåíèè
ñ iRFP670 (ðèñ. 3, ã). Áûëî ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî GAF-FP
îáëàäàåò ñëîæíîé êèíåòèêîé ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ, ñîñòî-
ÿùåé èç äâóõ êîìïîíåíò. Âíà÷àëå, â òå÷åíèå 200 ñ, òåðÿ-
åòñÿ îêîëî 20 % ÿðêîñòè ôëóîðåñöåíöèè GAF-FP, â òî
âðåìÿ êàê ïðè äàëüíåéøåì ôîòîîáåñöâå÷èâàíèè (áîëåå
2000 ñ) ïðîèñõîäèò ëèøü åå íåçíà÷èòåëüíîå ïàäåíèå.

Äëÿ ïðîâåðêè ñïîñîáíîñòè GAF-FP ñâÿçûâàòü õðîìî-
ôîð â àíàýðîáíûõ óñëîâèÿõ ìû ñðàâíèëè ÿðêîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê ïðè èíäóêöèè ýêñïðåñ-
ñèè áåëêà â îòñóòñòâèå êèñëîðîäà è â åãî ïðèñóòñòâèè.
Â îòëè÷èå îò GFP-ïîäîáíûõ FP GAF-FP äîñòèãàë 90 è
60 % ÿðêîñòè â àíàýðîáíûõ óñëîâèÿõ äëÿ ôîðì, ñâÿçàí-
íûõ ñ BV è PCB ñîîòâåòñòâåííî, â òî âðåìÿ êàê ôëóîðåñ-
öåíöèÿ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ EGFP è mCherry â àíàýðîá-
íûõ óñëîâèÿõ íå ïðåâûøàëà 10 % îò òàêîâîé â àýðîáíûõ
óñëîâèÿõ (ðèñ. 3, ä).

Îëèãîìåðíîå ñîñòîÿíèå GAF-FP ìû èçó÷èëè ïðî ïî-
ìîùè ãåëü-ôèëüòðàöèè íà íîñèòåëå Superdex-200. Ðåçóëü-

òàòû õðîìàòîãðàôèè ïîêàçàëè, ÷òî GAF-FP ñ ïîëèãèñòè-
äèíîâûì N-ïåïòèäîì ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìîíîìåð ñ ìîë.
ìàññîé ïîðÿäêà 20 êÄà, ÷òî â 2 è 1.4 ðàçà ìåíüøå ìàññ
áëèæíåèíôðàêðàñíûõ FP íà îñíîâå BphP è GFP-ïîäîá-
íûõ FP ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 3, å).

Ñòàáèëüíîñòü ñòðóêòóðû GAF-FP èññëåäîâàíà íàìè
ïðè ïîìîùè ñîçäàíèÿ áèáëèîòåêè ìóòàíòîâ áåëêà, ñîäåð-
æàùèõ âñòðîåííûå ñëó÷àéíûì îáðàçîì âñòàâêè èç ïÿòè
àìèíîêèñëîò. Èç ýòîé áèáëèîòåêè ìû îòîáðàëè òå ìóòàí-
òû, êîòîðûå ñîõðàíèëè ÿðêîñòü ôëóîðåñöåíöèè, áëèçêóþ
ê èñõîäíîìó óðîâíþ. ×åòûðå íàèáîëåå ÿðêèõ ìóòàíòà
áûëè íàçâàíû ñîãëàñíî ïîëîæåíèþ âñòàâêè â àìèíîêèñ-
ëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè GAF-FP (ðèñ. 4). Îïðåäåëèâ
ïîëîæåíèÿ âñòàâîê îòíîñèòåëüíî ðàñïîëîæåíèÿ ýëåìåí-
òîâ âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû GAF-äîìåíà RpBphP1, ìû îá-
íàðóæèëè, ÷òî ïîçèöèè âñòàâîê ñîâïàäàþò ñ ðåãèîíàìè,
íå èìåþùèìè âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû è îáëàäàþùèìè îò-
íîñèòåëüíî âûñîêèì èíäåêñîì ïîäâèæíîñòè. Ýòè äàííûå
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî GAF-FP íå òîëüêî ïðîÿâ-
ëÿåò âûñîêóþ ñòàáèëüíîñòü ñòðóêòóðû â öåëîì, íî è ñî-
õðàíÿåò âòîðè÷íóþ ñòðóêòóðó áåëêà, áëèçêóþ ê òàêîâîé ó
GAF äîìåíà èñõîäíîãî BphP.

Ýêñïðåññèþ GAF-FP â êëåòêàõ æèâîòíûõ èññëåäîâà-
ëè ìåòîäàìè ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè è ýïèôëóî-
ðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè. Äëÿ òîãî ÷òîáû ñïîñîáñòâîâàòü
ýêñïðåññèè GAF-FP â òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ, ìû
ñêîíñòðóèðîâàëè è èñïîëüçîâàëè áåëîê ñëèÿíèÿ GAF-FP
è sfGFP (superfolder GFP, âûñîêîñòàáèëüíûé ìóòàíò çåëå-

Ïîëó÷åíèå áëèæíåèíôðàêðàñíîãî îäíîäîìåííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà 751

Ðèñ. 4. Àìèíîêèñëîòíîå âûðàâíèâàíèå GAF-FP è åãî ìóòàíòîâ: GAF-FP i1, GAF-FP i2, GAF-FP i3, GAF-FP i4 è GAF-FP
Cys110Ser.

Ïåïòèäíûå âñòàâêè è ìóòàöèÿ Cys110Ser âûäåëåíû áåëûì øðèôòîì íà ÷åðíîì ôîíå. Ïîëîæåíèå àëüôà-ñïèðàëåé îòìå÷åíî çèãçàãîîáðàçíîé ëèíèåé,
ïîëîæåíèå áåòà-ëèñòîâ ïîêàçàíî ñòðåëêàìè. Íóìåðàöèÿ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ïðèâåäåíà äëÿ GAF-FP áåç âñòàâîê.
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íîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà (Pedelacq et al., 2006)), ñî-
äåðæàùèé ãèáêèé ëèíêåð èç 20 àìèíîêèñëîò. Âðåìåííî
òðàíñôèöèðîâàííûå êëåòêè ëèíèè HeLa àíàëèçèðîâà-
ëè ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè (ðèñ. 5, à). Ïðè ýòîì
÷àñòü êëåòîê êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå, ê êîòîðîé çà 24 ÷ äî
àíàëèçà äîáàâëÿëè 10 ìêÌ BV èëè PCB. Êëåòêè HeLa,
ýêñïðåññèðóþùèå GAF-FP áåç äîáàâëåíèÿ ýêçîãåííîãî
õðîìîôîðà, áûëè â 12 ðàç ÿð÷å, ÷åì íåòðàíñôèöèðîâàí-
íûå êëåòêè. Òå êëåòêè, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè ñ
äîáàâëåíèåì õðîìîôîðîâ, óâåëè÷èëè ñâîþ ÿðêîñòü â 65 è
45 ðàç â ñëó÷àÿõ BV è PCB ñîîòâåòñòâåííî. Ýïèôëóîðåñ-
öåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòîê HeLa
ïîêàçàëà ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå ñèãíàëà ôëóîðåñ-
öåíöèè è îòñóòñòâèå àãðåãàòîâ GAP-FP â êëåòêå, ÷òî íà-
áëþäàåòñÿ êàê â çåëåíîì, òàê è â áëèæíåèíôðàêðàñíîì
êàíàëàõ (ðèñ. 5, á).

Ìîíîìåðíîñòü, ìàëûå ìàññà è ðàçìåð, à òàêæå ñïî-
ñîáíîñòü GAF-FP ïîãëîùàòü ñâåò â ôèîëåòîâîé îáëàñòè
ñïåêòðà áûëè èñïîëüçîâàíû íàìè äëÿ ñîçäàíèÿ áëèæ-
íåèíôðàêðàñíîé ëþöèôåðàçû. Äëÿ ýòîãî ìû ñîçäàëè íå-
ñêîëüêî õèìåðíûõ êîíñòðóêòîâ, ñîäåðæàùèõ GAF-FP
è ìîäèôèöèðîâàííóþ ëþöèôåðàçó Renilla reniformis
(RLuc8). Ïðè îêèñëåíèè ëþöèôåðàçîé äèìåòîêñè-êîýëåí-
òåðàçèíà ïðîèñõîäèò èçëó÷åíèå ñâåòà ñ ìàêñèìóìîì ïðè
400 íì. Â õèìåðíîì áåëêå çíà÷èòåëüíîå ïåðåêðûâàíèå
ñïåêòðà áèîëþìèíåñöåíöèè ñî ñïåêòðîì ïîãëîùåíèÿ
GAF-FP—BV îáåñïå÷èâàåò óñëîâèÿ äëÿ áåçûçëó÷àòåëü-
íîãî ðåçîíàíñíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè îò ñóáñòðàòà ïîñëå
åãî îêèñëåíèÿ ëþöèôåðàçîé ê FP, êîòîðûé ôëóîðåñöèðó-
åò ñ ìàêñèìóìîì èçëó÷åíèÿ ïðè 670 íì (ðèñ. 5, â). Äëÿ
âûáîðà îïòèìàëüíîé ñòðóêòóðû õèìåðíîãî áåëêà ìû ïðî-
òåñòèðîâàëè íåñêîëüêî êîíñòðóêöèé, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî
ïîðÿäêó ðàñïîëîæåíèÿ äâóõ áåëêîâ è ïî äëèíå ëèíêåðà
ìåæäó íèìè (ðèñ. 5, ã). Íàèëó÷øèé õèìåðíûé êîíñòðóêò,
íàçâàííûé GAF-FP—RLuc8, èìåë íàèìåíüøèé ïî äëèíå
ëèíêåð èç äâóõ àìèíîêèñëîò.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü ñâîéñòâà GAF-FP—RLuc8 â
ñðàâíåíèè ñ äðóãèìè áèîëþìèíåñöåíòíûìè ïðîáàìè, ìû
èñïîëüçîâàëè ôàíòîì ìûøè, èìèòèðóþùèé ïîãëîùåíèå,
ñâåòîðàññåÿíèå è àâòîôëóîðåñöåíöèþ òêàíåé æèâîòíîãî.
Ðàâíûå êîëè÷åñòâà î÷èùåííûõ áåëêîâ (GAF-FP—RLuc8,
ñìåñü GAF-FP è RLuc8 èëè òîëüêî RLuc8) ñìåøèâàëè ñ
ñóáñòðàòîì. Ïðîáû íåìåäëåííî ïîìåùàëè â ôàíòîì íà
ãëóáèíó 7.0 èëè 18.1 ìì è ïðîèçâîäèëè ñúåìêó â ðàçíûõ
ñïåêòðàëüíûõ êàíàëàõ. Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ èçîáðàæå-
íèé ìû èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè è
ñîîòíîøåíèå ñèãíàëà ôëóîðåñöåíöèè ê ñèãíàëó àâòîôëó-
îðåñöåíöèè. Â êàíàëå 680/20 íì áèîëþìèíåñöåíöèÿ
GAF-FP—RLuc8 â 10 ðàç ïðåâçîøëà ÿðêîñòü ñìåñè
GAF-FP è RLuc8 è áîëåå ÷åì â 100 ðàç ÿðêîñòü RLuc8
(ðèñ. 5, ä). Áëèæíåèíôðàêðàñíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ GAF-FP
òàêæå îáëàäàåò âûñîêèì ñîîòíîøåíèåì ñèãíàëà ôëóîðåñ-
öåíöèè è ñèãíàëà àâòîôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 5, å). Äëÿ õè-
ìåðíîãî áåëêà ýòî ñîîòíîøåíèå ñîñòàâèëî 2.3 è 1.2 äëÿ
ãëóáèí â 7.0 è 18.1 ìì ñîîòâåòñòâåííî.

Ç à ê ë þ ÷ å í è å. Ðåçóëüòàòîì íàñòîÿùåãî èññëåäî-
âàíèÿ ñòàë áèîèíæåíåðíûé ïîäõîä, êîòîðûé ïðèâåë ê ñî-
çäàíèþ ñàìîãî ìàëåíüêîãî â íàñòîÿùåå âðåìÿ áëèæíå-
èíôðàêðàñíîãî FP. Ââåäåíèå àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà
öèñòåèíà â GAF-äîìåí ïîçâîëèëî íàì óìåíüøèòü äâóõ-
äîìåííûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê äî õðîìîôîðñâÿçûâàþ-
ùåãî äîìåíà, à òàêæå óäàëèòü êîíñåðâàòèâíóþ ñòðóêòóðó
òèïà «óçåë». Â ñî÷åòàíèè ñî çíà÷èòåëüíûì ìóòàãåíåçîì
ýòî ïðèâåëî ê ñîçäàíèþ íîâîãî áëèæíåèíôðàêðàñíîãî
FP — GAF-FP. Îí îáëàäàåò ðÿäîì óëó÷øåííûõ õàðàêòå-

ðèñòèê, òàêèõ êàê ìîíîìåðíîñòü, âûñîêàÿ ôîòîñòàáèëü-
íîñòü, ñïîñîáíîñòü ôëóîðåñöèðîâàòü â àíàýðîáíûõ
óñëîâèÿõ, à òàêæå óñòîé÷èâîñòü ê âñòðàèâàíèþ êîðîòêèõ
ïåïòèäîâ. Áîëåå òîãî, ñïîñîáíîñòü ïðèñîåäèíÿòü äâà ðàç-
ëè÷íûõ õðîìîôîðà ïîçâîëèò ïðèìåíÿòü GAF-FP â ðàç-
ëè÷íûõ îðãàíèçìàõ, ýíäîãåííî ñèíòåçèðóþùèõ ðàçíûå
òåòðàïèððîëû.

Ñîçäàííûé õèìåðíûé áåëîê ïðåâðàòèë GAF-FP â
áëèæíåèíôðàêðàñíóþ ëþöèôåðàçó, êîòîðàÿ îáëàäàåò
âîçìîæíîñòÿìè äëÿ ìíîãîïàðàìåòðè÷åñêîãî (îäíîâðå-
ìåííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî è áèîëþìèíåñöåíòíîãî) àíà-
ëèçà. Ïîäîáíûé ïîäõîä ìîæåò áûòü ïðèìåíåí è ê äðóãèì
áëèæíåèíôðàêðàñíûì FP, êîòîðûå èñïîëüçóþò òåòðà-
ïèððîëû â êà÷åñòâå õðîìîôîðîâ è ïîãëîùàþò ñâåò â ôèî-
ëåòîâîé îáëàñòè. Ïðîäåìîíñòðèðîâàííûé â ðàáîòå ðà-
öèîíàëüíûé ïóòü ñîçäàíèÿ GAF-FP ìîæåò ïîñëó-
æèòü îñíîâîé äëÿ ñîçäàíèÿ óñîâåðøåíñòâîâàííûõ ìàëûõ
áëèæíåèíôðàêðàñíûõ FP è õèìåðíûõ áëèæíåèíôðàêðàñ-
íûõ ëþöèôåðàç íà îñíîâå äîìåíîâ GAF äðóãèõ BphP, êî-
òîðûå óæå èñïîëüçîâàëèñü äëÿ ñîçäàíèÿ äâóõäîìåííûõ
áëèæíåèíôðàêðàñíûõ FP, òàêèõ êàê RpBphP2, RpBphP6,
DrBhpP è BrBphP.
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Fluorescent proteins (FPs) are widely used as genetically encoded markers for noninvasive and quantita-
tive study of biological processes. Development of biomarkers that fluoresce in the near-infrared spectral range
allows the study of animals at a deeper level due to high permeability of tissues to light in this wavelength ran-
ge, compared to the visible light. For widespread use of FPs, such properties as low molecular weight and the
monomer become important. In this paper, we developed a FP called the GAF-FP and based on the chromopho-
re-binding domain of bacterial phytochrome from Rhodopseudomonas palustris (RpBphP1). GAF-FP has a mo-
lecular mass of ~ 19 kDa, 2 times lower than that of other FP based on BphPs and 1.4 times less than the com-
monly used GFP-like proteins. Unlike most other near-infrared FP, GAF-FP is a monomer, has high photostabi-
lity and its structure can withstand the introduction of small peptide inserts. Moreover, GAF-FP can covalently
bind two different tetrapyrrole chromophores: phycocyanobilin (PCB) and biliverdin (BV), which is found in
mammalian tissues. GAF-FP with BV as a chromophore (GAF-FP—BV) has a main absorption band with a
maximum at 635 nm and fluorescence maximum at 670 nm, whereby GAF-FP has a high signal to background
ratio even if localized at a depth of several mm below the tissue surface. Apart from the near-infrared absorpti-
on band, GAF-FP—BV also has also an absorption band in the violet spectral range with a maximum at
378 nm. This property has been used by us to create a chimeric protein consisting of a modified luciferase from
Renilla reniformis (RLuc8) and GAF-FP. We have shown that the chimeric protein is capable of resonance
energy transfer from the substrate, which is oxidized by luciferase, to chromophore of GAF-FP—BV. In the ab-
sence of energy acceptor, RLuc8 catalyzes the cleavage of the substrate with light radiation having a peak of
400 nm. At the same time, as a part of GAF-FP—RLuc8 chimeric protein, the energy from the substrate is tran-
sferred to the chromophore of FP and then emitted in the near-infrared spectral range corresponding to GAF-FP
fluorescence. These results open the way for the creation of new small near-infrared FPs based on various natu-
ral BphPs with a prospect of their wider use in cell and molecular biology.
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