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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ïðîöåññû ðàçâîðà÷èâàíèÿ—ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêà iRFP713, ïðè-
íàäëåæàùåãî ê êëàññó áëèæíå-èíôðàêðàñíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ (NIR FPs), øèðîêî èñïîëüçóå-
ìûõ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ïðîöåññîâ îòäåëüíîé êëåòêè è âèçóàëèçàöèè òêàíåé è îðãàíîâ öå-
ëîãî îðãàíèçìà â ðåàëüíîì ìàñøòàáå âðåìåíè. Ðàçâîðà÷èâàíèå iRFP713 â àïîôîðìå (â îòñóòñòâèå õðî-
ìîôîðìà) è â õîëîôîðìå (â êîìïëåêñå ñ áèëèâåðäèíîì) ïîä äåéñòâèåì ñèëüíîãî õèìè÷åñêîãî
äåíàòóðàíòà ãóàíèäèíòèîöèàíàòà (GTC) íà÷èíàåòñÿ ñ äèññîöèàöèè äèìåðà áåëêà íà ìîíîìåðû. Àãðåãà-
öèÿ iRFP713 ïðè èñïîëüçîâàíèè GTC îáóñëîâëåíà ñîâïàäåíèåì îáëàñòè êîíöåíòðàöèé äåíàòóðàíòà, â
êîòîðîé ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå ïðîìåæóòî÷íîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêà, ñ îáëàñòüþ êîíöåíòðàöèé äåíàòó-
ðàíòà, îïòèìàëüíîé äëÿ íåéòðàëèçàöèè çàðÿäà ïîâåðõíîñòè áåëêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áàêòåðèàëüíûå ôèòîõðîìû, ôëóîðåñöåíòíûå ìàðêåðû, àãðåãàöèÿ áåëêà

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: NIR FPs — áëèæíå-èíôðàêðàñíûå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè, BV — áè-
ëèâåðäèí, GTC — ãóàíèäèíòèîöèàíàò.

Áëèæíå-èíôðàêðàñíûå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè (NIR
FPs), ñêîíñòðóèðîâàííûå íà îñíîâå êîìïëåêñîâ áàêòåðè-
àëüíûõ ôèòîõðîìîâ ñ èõ ïðèðîäíûì ëèãàíäîì áèëèâåð-
äèíîì (BV), íàøëè ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå ãåíåòè÷åñêè
êîäèðóåìûõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ äëÿ ïðèæèçíåí-
íîé âèçóàëèçàöèè ìîëåêóëÿðíûõ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿ-
ùèõ â îòäåëüíûõ êëåòêàõ è â öåëîì îðãàíèçìå ñ âûñîêèì
ðàçðåøåíèåì â ðåàëüíîì ìàñøòàáå âðåìåíè (Rodriguez
et al., 2017). NIR FPs ñîñòîÿò èç äâóõ äîìåíîâ PAS
(Per-ARNT-Sim) è GAF (cGMP PDE/AC/FhlA), îáðàçóþ-
ùèõ õðîìîôîðñâÿçûâàþùèé äîìåí ôèòîõðîìîâ. Îáà äî-
ìåíà, PAS è GAF, âîâëå÷åíû â îáðàçîâàíèå ñëîæíîãî è
ðåäêîãî äëÿ áåëêîâ ñòðóêòóðíîãî ýëåìåíòà, óçëà òèïà
âîñüìåðêè (Jamroz et al., 2015). Èññëåäîâàíèÿ NIR FPs â
îñíîâíîì áûëè íàïðàâëåíû íà îïòèìèçàöèþ èõ ñïåêò-
ðàëüíûõ è ôîòîôèçè÷åñêèõ ñâîéñòâ (Toh et al., 2011;
Bhattacharya et al., 2014). Èçó÷åíèå ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâà-
íèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ ðÿäà äèìåðíûõ è ìîíîìåðíûõ NIR
FPs ïîçâîëèëî ïîêàçàòü, ÷òî íà ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà
(Stepanenko et al., 2016) è ñòàáèëüíîñòü ñòðóêòóðû ýòèõ
áåëêîâ (Stepanenko et al., 2017) îêàçûâàåò âëèÿíèå ìåñòî
êîâàëåíòíîãî ïðèñîåäèíåíèÿ BV è àëëîñòåðè÷åñêîå âçàè-
ìîäåéñòâèå ìîíîìåðîâ â äèìåðíûõ NIR FPs. Ïðè èçó÷å-
íèè ïðîöåññîâ ðàçâîðà÷èâàíèÿ è ñâîðà÷èâàíèÿ iRFP713,
ñêîíñòðóèðîâàííîãî íà îñíîâå áàêòåðèàëüíîãî ôèòîõðî-
ìà RpBphP2 (Filonov et al., 2011) ïîä äåéñòâèåì ãóàíè-
äèíãèäðîõëîðèäà (GdnHCl), ìû ïîêàçàëè, ÷òî êîâàëåíòíî
ñâÿçàííûé BV ïðåïÿòñòâóåò ýôôåêòèâíîìó ðåôîëäèíãó
iRFP713 (Stepanenko et al., 2014).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîäîëæèëè èññëåäîâàíèå
ïðîöåññîâ ðàçâîðà÷èâàíèÿ—ñâîðà÷èâàíèÿ iRFP713 â àïî-
è õîëîôîðìå ïîä äåéñòâèåì ñèëüíîãî õèìè÷åñêîãî äåíàòó-
ðàíòà ãóàíèäèíòèîöèàíàòà (GTC) ìåòîäàìè àáñîðáöèîííîé
è ôëóîðåñöåíòíîé ñïåêòðîñêîïèè. Íàðÿäó ñî ñòàöèîíàðíû-
ìè çàâèñèìîñòÿìè áûëè èññëåäîâàíû êèíåòè÷åñêèå çàâèñè-
ìîñòè ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê ïðè ðàçâîðà÷èâàíèè
iRFP713 — òàêîé êîìïëåêñíûé ïîäõîä ïîçâîëÿåò íàèáîëåå
ïîëíî âûÿâèòü ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ â áåëêå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ì à ò å ð è à ë û. (GTC, òðèñ(2-êàðáîêñèýòèë)ôîñôèí
ãèäðîõëîðèä (TCEP)) è òðèñ(ãèäðîêñèìåòèë)àìèíîìåòàí
(Tris) (Sigma, ÑØÀ) èñïîëüçîâàíû áåç äîïîëíèòåëüíîé
î÷èñòêè. Êîíöåíòðàöèþ GTC îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
ðåôðàêòîìåòðà Àááå (ËÎÌÎ, Ðîññèÿ).

Â û ä å ë å í è å è î ÷ è ñ ò ê à á å ë ê î â. Ãåí iRFP713 ñ
polyHis-tag íà N-êîíöå êëîíèðîâàí â âåêòîð pBAD/His-B
(Invitrogen, ÑØÀ) ïî ñàéòàì BglII è EcoRI, êîòîðûì
òðàíñôîðìèðîâàëè øòàìì áàêòåðèé Escherichia ñoli
LMG 194. Áåëîê ïîëó÷åí è î÷èùåí, êàê îïèñàíî ðàíåå
(Stepanenko et al., 2016), åãî ÷èñòîòó êîíòðîëèðîâàëè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè. Îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü â ðàñòâîðàõ
áåëêà íå ïðåâûøàëà 0.1, èçìåðåíèÿ âûïîëíåíû â 20 ìM
Tris/HCl, pH 8.0, 1 ìM TCEP.

Ñ ï å ê ò ð î ô î ò î ì å ò ð è ÿ. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ èç-
ìåðÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôîòîìåòðà U-3900H
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(Hitachi, ßïîíèÿ) è êâàðöåâûõ êþâåò (101.016-QS, Hell-
ma, Ãåðìàíèÿ) ñ äëèíîé îïòè÷åñêîãî ïóòè 5 ìì.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û å è ç ì å ð å í è ÿ. Èñïîëüçîâàëè
ñïåêòðîôëóîðèìåòð Cary Eclipse (Agilent, ÑØÀ) è êþâå-
òû 10(10(4 ìì (Starna, ÑØÀ). Ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðè-
ñòèêè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè è ôëóîðåñöåíöèè
BV êîððåêòèðîâàëè ñ ó÷åòîì ýôôåêòà âòîðè÷íîãî âíóò-
ðåííåãî ôèëüòðà (Fonin et al., 2014). Ðàçâîðà÷èâàíèå (ñâî-
ðà÷èâàíèå) áåëêà èíèöèèðîâàëè ðó÷íûì ñìåøåíèåì íà-
òèâíîãî áåëêà (èëè áåëêà, äåíàòóðèðîâàííîãî â òå÷åíèå
24 ÷ â 2.5 M GTC) ñ áóôåðíûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì

íåîáõîäèìóþ êîíöåíòðàöèþ äåíàòóðàíòà. Ðàâíîâåñíûå
çíà÷åíèÿ ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê iRFP713 áûëè èç-
ìåðåíû ïîñëå èíêóáàöèè áåëêà â ïðèñóòñòâèè GTC ïðè
23 °Ñ â òå÷åíèå 24 ÷.

Ðåçóëüòàòû

Ð à ç â î ð à ÷ è â à í è å — ñ â î ð à ÷ è â à í è å i R F P 7 1 3.
Ñòàöèîíàðíûå çàâèñèìîñòè. Êîíôîðìàöèîííûå ïðåâðà-
ùåíèÿ iRFP713 â àïî- è õîëîôîðìå ïðè ðàçâîðà÷èâà-

Àãðåãàöèÿ áëèæíå-èíôðàêðàñíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà iRFP713 ïðè ðàçâîðà÷èâàíèè 843

Ðèñ. 1. Ðàçâîðà÷èâàíèå—ñâîðà÷èâàíèå áåëêà iRFP713 â àïîôîðìå è õîëîôîðìå ïîä äåéñòâèåì ãóàíèäèíòèîöèàíàòà (GTC).

à — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) òðèïòîôàíà ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ è ðåãèñòðàöèè 295 è 365 íì ñîîòâåòñòâåííî; á — èçìå-
íåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà ïðè äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè 690 íì; â — èçìåíåíèå ÈÔ õðîìîôîðà ïðè äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ 690 íì,
ñêîððåêòèðîâàííîé íà âåëè÷èíó ïîãëîùåíèÿ ðàñòâîðà ïðè äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»); ã — èçìåíåíèå ïàðàìåòðà
A = I320/I365 ïðè äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ 295 íì; ä — èçìåíåíèå àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ è ðåãèñòðàöèè 295 è
365 íì ñîîòâåòñòâåííî; å — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ñâåòîðàññåÿíèÿ. Çíà÷åíèÿ ðåãèñòðèðóåìûõ õàðàêòåðèñòèê äëÿ iRFP713 â àïîôîðìå è õîëî-
ôîðìå ïðåäñòàâëåíû êðóæêàìè êðàñíîãî è ñèíåãî öâåòîâ ñîîòâåòñòâåííî. Îòêðûòûå ñèìâîëû — ðàçâîðà÷èâàíèå, çàêðûòûå — ñâîðà÷èâàíèå. Èçìå-

ðåíèÿ âûïîëíåíû ïîñëå èíêóáàöèè íàòèâíîãî èëè äåíàòóðèðîâàííîãî áåëêà â ïðèñóòñòâèè GTC â òå÷åíèå 24 ÷.



íèè—ñâîðà÷èâàíèè ïîä äåéñòâèåì GTC ðåãèñòðèðîâàëè
ïî èçìåíåíèþ õàðàêòåðèñòèê òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè (èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, ïàðàìåòðà À è
àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè), ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðè-
ñòèê õðîìîôîðà (îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â ìàêñèìóìå äà-
ëüíå-êðàñíîé ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ è èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè) è ñâåòîðàññåÿíèÿ (ðèñ. 1).

Èíòåíñèâíîñòü òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè
iRFP713 â õîëîôîðìå â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè ñóùåñòâåííî
íèæå, ÷åì ó áåëêà â àïîôîðìå. Êàê ìû ïîêàçàëè ðàíåå,
òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
iRFP713 â õîëîôîðìå îáóñëîâëåíî áåçûçëó÷àòåëüíûì ïå-
ðåíîñîì ýíåðãèè îò òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ áåëêà íà
õðîìîôîð (Stepanenko et al., 2014). Â îáëàñòè êîíöåíòðà-
öèé îò 0.5 äî 1.0 Ì GTC ñóùåñòâåííî óìåíüøàåòñÿ èí-
òåíñèâíîñòü òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè iRFP713 â
õîëîôîðìå (ðèñ. 1, à), à îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü è èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè BV áåëêà óìåíüøàþòñÿ äî íóëÿ
(ðèñ. 1, á, â). Ýôôåêò îáóñëîâëåí àãðåãàöèåé è âûïàäåíè-
åì áåëêà â îñàäîê. Çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðà À è àíèçîòðîïèè
ôëóîðåñöåíöèè iRFP713 â õîëîôîðìå â ýòîé îáëàñòè êîí-
öåíòðàöèé äåíàòóðàíòà ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿþòñÿ
(ðèñ. 1, ã, ä). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî õàðàêòåðèñòèêè òðèïòîôà-

íîâîé ôëóîðåñöåíöèè îñòàâøåéñÿ â ðàñòâîðå ÷àñòè áåëêà
íå îòëè÷àþòñÿ îò õàðàêòåðèñòèê áåëêà â îòñóòñòâèå äåíà-
òóðàíòà. Àãðåãàöèÿ iRFP713 â àïîôîðìå íà÷èíàåòñÿ óæå
ïðè 0.4 Ì GTC (ðèñ. 1, à). Òî, ÷òî àãðåãàöèÿ iRFP713 â õî-
ëîôîðìå ïðîèñõîäèò ïðè áîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ äåíà-
òóðàíòà, î÷åâèäíî, âûçâàíî ñòàáèëèçàöèåé õîëîáåëêà
âñòðîåííûì BV. Â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé îò 0.5 äî 0.7 Ì
GTC íàáëþäàåòñÿ ðîñò âñåõ èçìåðåííûõ õàðàêòåðèñòèê
iRFP713 â àïîôîðìå (ðèñ. 1, êðàñíûå êðèâûå). Ìû ïðåä-
ïîëàãàåì, ÷òî â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ óâåëè-
÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî ðàñòâîðåííûõ àãðåãàòîâ àïîáåëêà.

Â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé áîëåå 1.0 Ì GTC èíòåíñèâ-
íîñòü òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè iRFP713 â õîëî-
ôîðìå âîçðàñòàåò (ðèñ. 1, à). Òàêæå íàáëþäàåòñÿ íåçíà÷è-
òåëüíîå óâåëè÷åíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè BV (ðèñ. 1, á),
ôîðìà ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ õàðàêòåðíà äëÿ ñâîáîäíîãî
BV. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî â ýòèõ óñëîâèÿõ óâå-
ëè÷èâàåòñÿ äîëÿ ðàñòâîðåííûõ ìîëåêóë áåëêà, â êîòîðûõ
õðîìîôîð óæå íå âñòðîåí â êàðìàí GAF-äîìåíà. Ðàçâîðà-
÷èâàíèå iRFP713 â õîëîôîðìå â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé
GTC 1.1—1.7 Ì òàêæå ñîïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì
çíà÷åíèé ïàðàìåòðà À è àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè
(ðèñ. 1, ã, ä). Â îáëàñòè äåíàòóðàöèîííîãî ïåðåõîäà çíà-
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Ðèñ. 2. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå ðàçâîðà÷èâàíèÿ iRFP713 â àïîôîðìå è õîëîôîðìå ïîä äåéñòâèåì GTC.

à, â — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ñâåòîðàññåÿíèÿ äëÿ õîëîôîðìû è àïîôîðìû ñîîòâåòñòâåííî; á, ã — èçìåíåíèå ïàðàìåòðà A = I320/I365 ïðè äëèíå âîë-
íû âîçáóæäåíèÿ 295 íì äëÿ õîëîôîðìû è àïîôîðìû ñîîòâåòñòâåííî. ×èñëà ó êðèâûõ — êîíöåíòðàöèÿ GTC â ðàñòâîðå áåëêà.



÷åíèÿ ïàðàìåòðà À è àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè
iRFP713 â õîëîôîðìå ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàþò ñî çíà÷åíè-
ÿìè ýòèõ õàðàêòåðèñòèê àïîáåëêà. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì,
÷òî â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GTC, ïðè êîòîðûõ ïðîèñõî-
äèò ðàçâîðà÷èâàíèå áåëêà, BV óæå íå âñòðîåí â ñòðóêòó-
ðó áåëêà (ðèñ. 1, á), ïîýòîìó ïîâåäåíèå õîëî- è àïîáåëêà
èäåíòè÷íî. Çíà÷åíèÿ õàðàêòåðèñòèê iRFP713 â õîëîôîð-
ìå, èçìåðåííûõ ïðè äåíàòóðàöèè áåëêà è åãî ðåíàòóðà-
öèè, íå ñîâïàäàþò â îáëàñòè êîíöåíòðàöèè GTC ìåíåå
1.0 Ì (ðèñ. 1), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íåîáðàòèìîñòè äå-
íàòóðàöèè iRFP713 â õîëîôîðìå ïîä äåéñòâèåì GTC, âå-
ðîÿòíî èç-çà íàêîïëåíèÿ àãðåãèðîâàííûõ ôîðì áåëêà.
Ïðîöåññ ðàçâîðà÷èâàíèÿ iRFP713 â àïîôîðìå îáðàòèì,
÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ ñîâïàäåíèåì çàâèñèìîñòåé âñåõ ðå-
ãèñòðèðóåìûõ õàðàêòåðèñòèê iRFP713 â àïîôîðìå, èç-
ìåðåííûõ ïðè äåíàòóðàöèè è ðåíàòóðàöèè áåëêà èç ïîë-
íîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ (ðèñ. 1).

Ð à ç â î ð à ÷ è â à í è å — ñ â î ð à ÷ è â à í è å i R F P 7 1 3.
Êèíåòè÷åñêèå çàâèñèìîñòè. Â ðàñòâîðàõ GTC â êîíöåíò-
ðàöèè 0.85—1.35 Ì îáíàðóæåíî çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷å-
íèå èíòåíñèâíîñòè ñâåòîðàññåÿíèÿ áåëêà â òå÷åíèå 1 ÷
ïîñëå ñìåøåíèÿ ðàñòâîðîâ áåëêà è äåíàòóðàíòà è ïîñëå-
äóþùåå óìåíüøåíèå ýòîé õàðàêòåðèñòèêè ïðè ïðîäîëæè-
òåëüíîé èíêóáàöèè õîëîáåëêà â ïðèñóòñòâèè GTC (ðèñ. 2,
à). Ìàêñèìàëüíîå 10-êðàòíîå óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè
ñâåòîðàññåÿíèÿ íàáëþäàåòñÿ äëÿ õîëîáåëêà â ðàñòâîðå
1.05 Ì GTC. Íàáëþäàåòñÿ çàìåòíîå óìåíüøåíèå çíà÷å-
íèÿ ïàðàìåòðà À è àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè iRFP713
â õîëîôîðìå çà ìåðòâîå âðåìÿ ýêñïåðèìåíòà ïðè ïåðåâî-
äå áåëêà â ðàñòâîð GTC âî âñåì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé
(ðèñ. 2, á). Â ïðèñóòñòâèè GTC â êîíöåíòðàöèè ìåíåå
1.35 Ì ïåðâè÷íîå óìåíüøåíèå ýòèõ õàðàêòåðèñòèê ñìåíÿ-
åòñÿ èõ âûðàæåííûì ðîñòîì. Ðàçâîðà÷èâàíèå iRFP713 â
àïîôîðìå ïîä äåéñòâèåì GTC òàêæå ñîïðîâîæäàåòñÿ ñó-
ùåñòâåííûì óâåëè÷åíèåì èíòåíñèâíîñòè ñâåòîðàññåÿíèÿ
(ìàêñèìàëüíîå 8-êðàòíîå âîçðàñòàíèå èíòåíñèâíîñòè ñâå-
òîðàññåÿíèÿ îòíîñèòåëüíî áåëêà â áóôåðíîì ðàñòâîðå çà-
ðåãèñòðèðîâàíî â ïðèñóòñòâèè 0.7 Ì GTC) è óâåëè÷åíè-
åì ïàðàìåòðà À (ðèñ. 2, â, ã).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá îáðàçîâà-
íèè ïðè ðàçâîðà÷èâàíèè iRFP713 ñîñòîÿíèÿ ñ áîëåå íèç-
êèì çíà÷åíèåì ïàðàìåòðà À ïî ñðàâíåíèþ ñ íàòèâíûì
áåëêîì. Ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðàçâîðà÷èâàíèå
iRFP713 íà÷èíàåòñÿ ñ ðàçðóøåíèÿ åãî äèìåðíîé ñòðóêòó-
ðû. Òðè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêà iRFP713 ëîêàëèçîâàíû â
ðàçíûõ äîìåíàõ áåëêà. Îñòàòêè W109 è W281 íàõîäÿòñÿ
âî âíóòðåííåé îáëàñòè PAS-äîìåíà è íà ïåðèôåðèè
GAF-äîìåíà áåëêà â ïëîòíîì è æåñòêîì ìèêðîîêðóæå-
íèè (Stepanenko et al., 2017). Îñòàòîê W311 íàõîäèòñÿ â
îáëàñòè âçàèìîäåéñòâèÿ ìîíîìåðîâ â äèìåðå áåëêà. Ñó-
ùåñòâåííîå óìåíüøåíèå ïàðàìåòðà À iRFP713 â àïî- è
õîëîôîðìå çà ìåðòâîå âðåìÿ ïðè ïåðåâîäå áåëêà â ðàñ-
òâîð GTC â óìåðåííûõ êîíöåíòðàöèÿõ (ðèñ. 2, á, ã) ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíî ðàçðóøåíèåì äèìåðà áåëêà íà ìîíîìå-
ðû è óâåëè÷åíèåì äîñòóïíîñòè ðàñòâîðèòåëþ W311. Îá-
ðàçîâàíèå ìîíîìåðîâ iRFP713 íà ðàííèõ ýòàïàõ ðàçâîðà-
÷èâàíèÿ áåëêà òðåáóåò äàëüíåéøåãî ïîäòâåðæäåíèÿ.

Â ïðèñóòñòâèè óìåðåííûõ êîíöåíòðàöèé GTC íà-
áëþäàåòñÿ àãðåãàöèÿ iRFP713 â àïî- è õîëîôîðìå. Ðàíåå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èîííûå äåíàòóðàíòû ìîãóò âûçûâàòü
àãðåãàöèþ áåëêîâ â ïðîìåæóòî÷íîì ñîñòîÿíèè ïðè íåé-
òðàëèçàöèè çàðÿäà ïîâåðõíîñòè áåëêà êàòèîíàìè GdnH+

(Povarova et al., 2010). Ýòî ïîçâîëèëî íàì ïðåäïîëîæèòü,
÷òî â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé áîëåå 0.4 è 0.5 Ì GTC äëÿ
àïî- è õîëîáåëêà iRFP713 ñîîòâåòñòâåííî ïðîèñõîäèò îá-
ðàçîâàíèå ïðîìåæóòî÷íîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêà, ñêëîííîãî ê
àãðåãàöèè. Ñ ýòèì ïðåäïîëîæåíèåì ñîãëàñóåòñÿ íàáëþäå-
íèå î òîì, ÷òî óñëîâèÿ, íàèáîëåå áëàãîïðèÿòíûå äëÿ àã-
ðåãàöèè àïîáåëêà, ñîçäàþòñÿ â ïðèñóòñòâèè GTC â ìåíü-
øåé êîíöåíòðàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíöåíòðàöèåé GTC,
íåîáõîäèìîé äëÿ ñòèìóëèðîâàíèÿ àãðåãàöèè õîëîáåëêà
(ðèñ. 1). Ïîñêîëüêó äèññîöèàöèÿ äèìåðà ïðîèñõîäèò íà
ðàííèõ ýòàïàõ ðàçâîðà÷èâàíèÿ iRFP713, äàííîå ïðîìåæó-
òî÷íîå ñîñòîÿíèå òàêæå äîëæíî áûòü ìîíîìåðíûì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ÌÊÁ ÐÀÍ è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëü-
íûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 16-04-01515).
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AGGREGATION AT UNFOLDING OF THE NEAR-INFRARED FLUORESCENT PROTEIN iRFP713
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Here, we studied the unfolding — refolding processes of iRFP713, belonging to near-infrared fluorescent
proteins (NIR FPs), widely used as genetically encoded optical probes for real times visualization of molecular
processes from single cell to the whole organism. Our data are consistent with the dissociation of the protein di-
mer to monomers at early step of guanidine thiocyanate induced unfolding of iRFP713 in apo- (free of the chro-
mophore) and holoform (bound with biliverdin). Pronounced aggregation of iRFP713 in the case of the use of
guanidine thiocyanate arises from the coincidence of the concentration range of the denaturant, in which the in-
termediate state of the protein is populated, with the range of denaturant concentrations that is optimal for neut-
ralizing the charge of the protein surface.

K e y w o r d s: bacterial phytochromes, optical probes, protein aggregation

846 Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî, Îëåñÿ Â. Ñòåïàíåíêî


