
ÔËÓÎÐÅÑÖÅÍÒÍÛÅ ÁÅËÊÈ: ÔÈÇÈÊÎ-ÕÈÌÈ×ÅÑÊÈÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ

È ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ Â ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÁÈÎËÎÃÈÈ

© Îëåñÿ Â. Ñòåïàíåíêî,1 Â. Â. Âåðõóøà,2 È. Ì. Êóçíåöîâà,1 Ê. Ê. Òóðîâåðîâ1

Îëåñÿ Â. Ñòåïàíåíêî, Â. Â. Âåðõóøà è äð.
Ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè: ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà è èñïîëüçîâàíèå

1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ðîññèÿ, è
2 Êàôåäðà àíàòîìèè è ñòðóêòóðíîé áèîëîãèè Ìåäèöèíñêîãî êîëëåäæà èì. Àëüáåðòà Ýéíøòåéíà,

Íüþ-Éîðê 10461, ÑØÀ;
1 ýëåêòðîííûé àäðåñ: kkt@mail.cytspb.rssi.ru

Çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê (GFP) èç ìåäóçû Aequorea victoria ñòàë îäíèì èç íàèáîëåå ïðè-
ñòàëüíî èçó÷àåìûõ è øèðîêî èñïîëüçóåìûõ â êëåòî÷íîé áèîëîãèè áåëêîâ. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè óäà-
ëîñü îáíàðóæèòü äðóãèå ïðèðîäíûå öâåòíûå áåëêè, ïîäîáíûå GFP, è ïîëó÷èòü ìóòàíòíûå ðåêîìáèíàíò-
íûå GFP-ïîäîáíûå áåëêè, îòëè÷àþùèåñÿ îò áåëêîâ äèêîãî òèïà ñòàáèëüíîñòüþ, âåëè÷èíîé êâàíòîâîãî
âûõîäà, ïîëîæåíèåì ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ, âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè è ôëóîðåñöåíöèè è ôîòîõèìè-
÷åñêèìè ñâîéñòâàìè. ×èñëî GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ïðîäîëæàåò ïîñòîÿííî ðàñòè. Â íàñòîÿùåì îáçîðå
ñäåëàíà ïîïûòêà îõàðàêòåðèçîâàòü îñíîâíûå ãðóïïû èçâåñòíûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè GFP-ïîäîáíûõ
áåëêîâ, îïèñàòü èõ ñòðóêòóðó, ìåõàíèçìû ñâîðà÷èâàíèÿ è îáðàçîâàíèÿ õðîìîôîðà, ïîêàçàòü îñíîâíûå
íàïðàâëåíèÿ èõ èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ è ñåíñîðîâ â êëåòî÷íîé è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè, õðîìîïðîòåèíû, ôîòîàêòèâèðóåìûå áåëêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: BFP — ãîëóáîé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, CFP — öèàíîâûé ôëóîðåñöåí-
òíûé áåëîê, CP — õðîìîïðîòåèí, FP — ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, GFP — çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê,
KFP — «ðàçæèãàåìûé» ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, PAFP — ôîòîàêòèâèðóåìûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê,
PS-CFP — ôîòîïåðåêëþ÷àåìûé öèàíîâûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, RFP — êðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áå-
ëîê, YFP — æåëòûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê.

Îäíèì èç øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûõ ïîäõîäîâ ïðè
ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèé â îáëàñòè áèîõèìèè, áèîòåõ-
íîëîãèè, êëåòî÷íîé áèîëîãèè è áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÿâ-
ëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ äëÿ ìå-
÷åíèÿ îòäåëüíûõ ìîëåêóë, âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð,
æèâûõ êëåòîê è öåëûõ îðãàíèçìîâ. Íîâûé ýòàï â èñïîëü-
çîâàíèè ýòîãî ïîäõîäà íàñòóïèë ïîñëå êëîíèðîâàíèÿ
ãåíà çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà GFP (Shimomura et
al., 1962; Prasher et al., 1992) è ïîñëåäóþùåãî ñîçäàíèÿ
«óëó÷øåííûõ» ìóòàíòíûõ ôîðì áåëêà (Heim et al., 1994;
Delagrade et al., 1995; Ormö et al., 1996; Tsien, 1998). Î÷å-
ðåäíûì òîë÷êîì ðàçâèòèÿ ýòîãî íàïðàâëåíèÿ â áèîòåõ-
íîëîãèè ïîñëóæèëî êëîíèðîâàíèå ãåíîâ GFP-ïîäîáíûõ
áåëêîâ, ôëóîðåñöèðóþùèõ â çåëåíîé, æåëòîé è êðàñíîé
îáëàñòÿõ ñïåêòðà (Matz et al., 1999; Fradkov et al., 2000;
Labas et al., 2002), è íåôëóîðåñöåíòíûõ õðîìîïðîòåèíîâ
(Lukyanov et al., 2000; Labas et al., 2002). Âñåãî ê íàñòîÿ-
ùåìó âðåìåíè êëîíèðîâàíî îêîëî 200 ãåíîâ ôëóîðåñ-
öåíòíûõ áåëêîâ (FPs) è õðîìîïðîòåèíîâ (CPs), â îñíîâ-
íîì èç êëàññà Anthozoa è Hydrozoa òèïà Cnidaria, è èõ
÷èñëî ïîñòîÿííî ðàñòåò (Carter et al., 2004; Shagin et al.,
2004).

Áîëüøîå ïðåèìóùåñòâî GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ êàê
ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ ïî ñðàâíåíèþ, íàïðèìåð, ñ
íèçêîìîëåêóëÿðíûìè ôëóîðåñöåíòíûìè ìåòêàìè îáó-
ñëîâëåíî èõ ñïîñîáíîñòüþ îáðàçîâûâàòü õðîìîôîð áåç
ó÷àñòèÿ âñïîìîãàòåëüíûõ êîôàêòîðîâ, ôåðìåíòîâ èëè

êàêèõ-ëèáî ñóáñòðàòîâ, êðîìå ìîëåêóëÿðíîãî êèñëîðîäà
(Heim et al., 1994; Reid, Flynn, 1997; Tsien, 1998). Òàêèì
îáðàçîì, âîçíèêàåò âîçìîæíîñòü îáðàçîâàíèÿ õðîìîôî-
ðà è âîçíèêíîâåíèÿ ñâå÷åíèÿ íåïîñðåäñòâåííî â æèâûõ
îðãàíèçìàõ, òêàíÿõ èëè êëåòêàõ (Cubitt et al., 1995). Ôëó-
îðåñöåíòíûå áåëêè âñå áîëüøå è áîëüøå èñïîëüçóþòñÿ â
êà÷åñòâå êîëè÷åñòâåííûõ ãåíåòè÷åñêè êîäèðóåìûõ ìàð-
êåðîâ äëÿ èçó÷åíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâ, èõ ëîêàëèçà-
öèè è òðàíñïîðòà (Zacharias et al., 2000).

Â íàñòîÿùåì îáçîðå ñäåëàíà ïîïûòêà îõàðàêòåðèçî-
âàòü îñíîâíûå ãðóïïû èçâåñòíûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè
GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ, îïèñàòü èõ ñòðóêòóðó, ìåõàíèç-
ìû ñâîðà÷èâàíèÿ è îáðàçîâàíèÿ õðîìîôîðà, ïîêàçàòü
îñíîâíûå íàïðàâëåíèÿ èõ èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ìàð-
êåðîâ è ñåíñîðîâ â êëåòî÷íîé è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè.

Ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ

Íåñêîëüêî äåñÿòèëåòèé íàçàä GFPs áûëè îáíàðóæå-
íû â ìåäóçå Aequorea victoria (Johnson et al., 1962) è ìîð-
ñêîì îãóðöå Renilla reniformis (Ward, Cormier, 1979). Ýòè
áåëêè îêàçàëèñü êîìïîíåíòàìè áèîëþìèíåñöåíòíûõ ñè-
ñòåì, ïðåîáðàçóþùèõ ãîëóáîé ñâåò, èñïóñêàåìûé àêâî-
ðèíîì (â Aequorea victoria) èëè êîìïëåêñîì ëþöèôåðà-
çà—îêñèêîýëåíòåðàçèí (Renilla reniformis), â çåëåíûé.
Âåðîÿòíî, ñâÿçü GFPs ñ áèîëþìèíåñöåíöèåé áûëà ãëàâ-

395

2 0 0 7 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 49, ¹ 5



íîé ïðè÷èíîé òîãî, ÷òî èññëåäîâàòåëè â òå÷åíèå íåêîòî-
ðîãî âðåìåíè íå èñêàëè GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ â íåáèî-
ëþìèíåñöèðóþùèõ êîðàëëàõ. Îäíàêî ñåé÷àñ ÿñíî, ÷òî çà
áîëüøèíñòâî ôëóîðåñöåíòíûõ è äàæå îáû÷íûõ îêðàñîê
íåôëóîðåñöèðóþùèõ âèäîâ êîðàëëîâ îòâåòñòâåííû ìíî-
ãî÷èñëåííûå ãîìîëîãè GFP.

GFP-ïîäîáíûå áåëêè çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ïî
ñïåêòðàëüíûì ñâîéñòâàì. Â ýòîì ðàçäåëå êðàòêî ðàñ-
ñìîòðåíû ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà GFP-ïîäîáíûõ áåë-
êîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê ðàçíûì êëàññàì îðãàíèçìîâ.
Ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà Aequorea GFP îïèñàíû áîëåå ïî-
äðîáíî, òàê êàê ýòîò áåëîê èìååò íàèáîëåå ñëîæíûå
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Ðèñ. 1. Ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ è èõ ìóòàíòíûõ ôîðì, ïðèíàäëåæàùèõ ê ÷åòûðåì îñíîâíûì ãðóïïàì â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ïîëîæåíèåì ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè: çåëåíûå (GFPs), æåëòûå (YFPs), êðàñíûå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè (RFPs) è õðîìî-

ïðîòåèíû (CPs) (Verkhusha et al., 2003).

Ðÿä I — ñïåêòðû áåëêîâ äèêîãî òèïà, ðÿä II — ñïåêòðû ìóòàíòíûõ ôîðì. Øòðèõîâûå ëèíèè — ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ äëÿ FPs èëè ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ
äëÿ CPs, ñïëîøíûå ëèíèè — ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè. Ïóáëèêóåòñÿ ñ ëþáåçíîãî ðàçðåøåíèÿ àâòîðîâ.



ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ è âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïî
ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ôëóîðåñöåíòíûìè áåëêàìè. Îò-
äåëüíî ðàññìîòðåíû ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà òàê íàçû-
âàåìûõ ôîòîàêòèâèðóåìûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ,
ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè êîòîðûõ èçìåíÿþòñÿ
ïîä äåéñòâèåì îáëó÷åíèÿ.

G F P - ï î ä î á í û å á å ë ê è è ç ê ë à ñ ñ à A n t h o z o a.
Ïî ïîëîæåíèþ ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè GFP-ïîäîáíûå
áåëêè èç êëàññà Anthozoa ìîæíî ðàçäåëèòü íà òðè îñíîâ-
íûå ãðóïïû (Labas et al., 2002; Carter et al., 2004): çåëå-
íûå (îêîëî 485—520 íì, Anthozoa GFP), æåëòûå (îêîëî
540 íì, Anthozoa YFP) è îðàíæåâî-êðàñíûå (áîëåå
570 íì, Anthozoa RFP). Êðîìå òîãî, áûëî îáíàðóæåíî
íåñêîëüêî áåëêîâ ñ äâóõöâåòíîé ôëóîðåñöåíöèåé (êðàñ-
íîé è çåëåíîé) è íåôëóîðåñöåíòíûõ CPs (Lukyanov et al.,
2000; Labas et al., 2002). Áåëêè ïîñëåäíåé ãðóïïû ýôôåê-
òèâíî ïîãëîùàþò ñâåò, îäíàêî íå ôëóîðåñöèðóþò. Ñïåê-
òðû ïîãëîùåíèÿ, âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè è ôëóî-
ðåñöåíöèè áåëêîâ ýòèõ ãðóïï ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Âûÿñíåíèå çàâèñèìîñòè ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ FPs
îò ñòðóêòóðû áåëêà èìååò áîëüøîé íàó÷íûé è ïðàêòè÷å-
ñêèé èíòåðåñ. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â ðàñïîðÿæå-
íèè èññëåäîâàòåëåé èìååòñÿ áîëüøîå ÷èñëî GFP-ïîäîá-
íûõ áåëêîâ ñ ðàçëè÷íûìè àìèíîêèñëîòíûìè çàìåíàìè, â
íàñòîÿùåå âðåìÿ î÷åíü òðóäíî îïðåäåëèòü ðîëü îòäåëü-
íûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â ôîðìèðîâàíèè îïðåäå-
ëåííûõ ôëóîðåñöåíòíûõ ñâîéñòâ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ.

×òîáû îïðåäåëèòü ñóùåñòâåííûå äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ
ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ FPs àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîäû êàê ñëó÷àéíîãî, òàê è ñàéòíàïðàâ-
ëåííîãî ìóòàãåíåçà. Âïåðâûå íà íåôëóîðåñöåíòíîì õðî-
ìîïðîòåèíå asulCP èç ìîðñêîé àêòèíèè Anemonia sulcata
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ðåçóëüòàòå åäèíè÷íîé àìèíîêèñ-
ëîòíîé çàìåíû Ala íà Ser â ïîëîæåíèè 148 ýòîò áåëîê
ñòàíîâèòñÿ RFP (Lukyanov et al., 2000). Áûëè ñîçäàíû
ìóòàíòíûå ôîðìû asulCP è DsRed1 (èëè drFP583 —
êðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê èç êîðàëëà Discoso-
ma sp.) ñ äâóõöâåòíîé ôëóîðåñöåíöèåé (êðàñíîé è çåëå-
íîé) è «çåëåíûé» ìóòàíò DsRed1 (Baird et al., 2000; Lu-
kyanov et al., 2000; Wiehler et al., 2001; Terskikh et al.,
2002). Áûëà ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü âçàèìíîãî ïåðåõîäà
ìåæäó GFPs è YFPs èç êëàññà Anthozoa (Gurskaya et al.,
2001). Íà îñíîâàíèè DsRed1 áûë ñîçäàí íåôëóîðåñöåíò-
íûé õðîìîïðîòåèí DsRed-NF (Bulina et al., 2002). Àíà-
ëèç òðåõìåðíûõ ñòðóêòóð Aequorea GFP è DsRed1 ïîêà-
çàë, ÷òî îñíîâíàÿ ÷àñòü àìèíîêèñëîò, çàìåíû êîòîðûõ
âåäóò ê èçìåíåíèþ ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ áåëêîâ, êàê è
ñëåäîâàëî îæèäàòü, âõîäÿò â ìèêðîîêðóæåíèå õðîìîôî-
ðà (ðèñ. 2).

Îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿëè ñîçäàíèþ ìóòàíòíûõ
ôîðì ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ, ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè
êîòîðûõ ñäâèíóò â áîëåå äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü, ãäå
àâòîôëóîðåñöåíöèÿ (ôëóîðåñöåíöèÿ ôëàâèíîâ, âèòàìè-
íîâ è NAD(P)H) çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â ñèíå-çåëåíîé
îáëàñòè ñïåêòðà. Ïðèðîäíûå êðàñíûå ôëóîðåñöåíòíûå
áåëêè ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà Anthozoa èìåþò ñïåêòðû
ôëóîðåñöåíöèè, íàèáîëåå äëèííîâîëíîâûé ìàêñèìóì
êîòîðûõ — 595 íì. Íà îñíîâå DsRed1 è dis2RFP áûë ñî-
çäàí ìóòàíò ds/drFP616, ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè êîòî-
ðîãî ñäâèíóò â áîëåå äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü — äî
616 íì (Fradkov et al., 2000). Äàëüíåéøèé êðàñíûé ñäâèã
áûë äîñòèãíóò ïðè ñîçäàíèè ìóòàíòíûõ ôîðì CPs. Òàê,
HcRed1, äèìåðíàÿ ìóòàíòíàÿ ôîðìà hcriCP èç Heteractis
crispa, èìååò ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè ñ
ìàêñèìóìàìè ïðè 590 è 645 íì ñîîòâåòñòâåííî (Fradkov

et al., 2002). Áûëà ñîçäàíà ìîíîìåðíàÿ ìóòàíòíàÿ ôîðìà
mRFP1 áåëêà DsRed1 (Campbell et al., 2002), îáëàäàþùàÿ
áîëåå äëèííîâîëíîâûìè ïîëîæåíèÿìè ñïåêòðîâ âîç-
áóæäåíèÿ (584 íì) è ôëóîðåñöåíöèè (607 íì). Ñîâñåì
íåäàâíî ïîÿâèëàñü óëó÷øåííàÿ ãåíåðàöèÿ ìîíîìåðíûõ
êðàñíûõ FPs, ñîçäàííûõ íà îñíîâå mRFP1, òàêèõ êàê
mOrange, mStrawberry è mCherry (Shaner et al., 2004),
mRaspberry è mPlum (Wang et al., 2004).

G F P - ï î ä î á í û å á å ë ê è è ç ä ð ó ã è õ ê ë à ñ ñ î â
î ð ã à í è ç ì î â. Îñíîâíàÿ ÷àñòü GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ,
âûäåëåííûõ èç îðãàíèçìîâ êëàññà Hydrozoa, ïðèíàäëå-
æèò ê êëàññó çåëåíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ ñ ìàêñè-
ìóìàìè ôëóîðåñöåíöèè â îáëàñòè 490—520 íì. Èç âñåõ
ïðèðîäíûõ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ýòîãî êëàññà òîëüêî
Aequorea GFP èìååò ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ñ ìàêñèìóìîì â
ÓÔ-îáëàñòè. Îñòàëüíûå çåëåíûå áåëêè èìåþò ìàêñèìó-
ìû ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ â äèàïàçîíå îò 465 äî 498 íì.

Íåäàâíî âûäåëèëè 4 íîâûõ GFP-ïîäîáíûõ áåëêà
èç Hydrozoa (Ianushevich et al., 2005). Äâà èç íèõ
(anm1GFP1 è anm1GFP2 èç Anthomedusae sp.) òàêæå ôëó-
îðåñöèðóþò â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà. Áåëîê anm2CP èç
Anthomedusae sp. îêàçàëñÿ õðîìîïðîòåèíîì, ôîðìà è ïî-
ëîæåíèå ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ êîòîðîãî ñõîäíû ñ äàííû-
ìè õàðàêòåðèñòèêàìè õðîìîïðîòåèíîâ è RFPs èç êëàññà
Anthozoa. Ýòî ñõîäñòâî ïîçâîëèëî öåëåíàïðàâëåííî ââå-
ñòè òàêèå ìóòàöèè, êîòîðûå ïðèâåëè ê ïðåâðàùåíèþ
anm2CP â RFP, íàçâàííûé JRed, ñ ìàêñèìóìîì ñïåêòðîâ
ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâåííî 584 è
610 íì (Åâðîãåí, Ðîññèÿ). JRed ÿâëÿåòñÿ ïåðâûì êîììåð-
÷åñêèì ôëóîðåñöåíòíûì ìàðêåðîì, ñïåöèàëüíî ðàçðàáî-
òàííûì äëÿ ìå÷åíèÿ áåëêîâ. Èç ìåäóçû Phialidium sp.
(êëàññ Hydrozoa) áûë âûäåëåí åùå îäèí ôëóîðåñöåíò-
íûé áåëîê — æåëòûé phiYFP. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü zo-
anYFP (êëàññ Anthozoa) phiYFP ñîäåðæèò òèðîçèí â ïî-
ëîæåíèè 203. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî çàìåíà Thr203 íà
Tyr â Aequorea GFP ïðèâîäèò ê ñäâèãó ñïåêòðà ôëóîðåñ-
öåíöèè â æåëòóþ îáëàñòü ñïåêòðà. Òàêèì îáðàçîì, phi-
YFP ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì îáíàðóæåííûì ïðèðîäíûì
GFP-ïîäîáíûì áåëêîì, â êîòîðîì ðåàëèçóåòñÿ òà æå
ñòðàòåãèÿ, êîòîðàÿ áûëà èñïîëüçîâàíà ïðè ñîçäàíèè æåë-
òûõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìóòàíòíûõ ôîðì íà îñíîâå Aequo-
rea GFP.

Íåäàâíî áûëî âûäåëåíî øåñòü GFP-ïîäîáíûõ áåë-
êîâ èç ðà÷êîâ êëàññà Copepoda òèïà Arthropoda. Äâà FP
áûëè âûäåëåíû èç Pontellina plumata (ppluGFP1 è
ppluGFP2), îäèí — èç Labidocera aestiva (laesGFP),
äâà — èç Pontella meadi (pmeaGFP1 è pmeaGFP2) è
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Ðèñ. 2. Ñõåìà, ïîêàçûâàþùàÿ àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû, îòâåò-
ñòâåííûå çà èçìåíåíèå öâåòà ôëóîðåñöåíöèè GFP-ïîäîáíûõ

áåëêîâ.

Öèôðû ñîîòâåòñòâóþò àìèíîêèñëîòíûì ïîëîæåíèÿì, â êîòîðûõ áûëè
ïðîâåäåíû çàìåíû.



îäèí — èç íåóñòàíîâëåííîãî âèäà (pdae1GFP). Âñå ýòè
áåëêè ôëóîðåñöèðóþò â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà ñ ìàê-
ñèìóìàìè ôëóîðåñöåíöèè îò 500 äî 511 íì. Îòëè÷èòåëü-
íîé îñîáåííîñòüþ GFPs ýòîãî êëàññà ÿâëÿåòñÿ îòñóòñò-
âèå â èõ ñîñòàâå òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ (òîëüêî la-
esGFP ñîäåðæèò Trp â ïîëîæåíèè 179), ÷òî îáúÿñíÿåò
íèçêóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè äàííûõ áåëêîâ
ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû 280 íì.

A e q u o r e a G F P è å ã î ó ë ó ÷ ø å í í û å â à ð è à í -
ò û. Aequorea GFP äèêîãî òèïà èìååò íàèáîëåå ñëîæíûå
ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ è âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïî
ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíûìè GFP (ðèñ. 3, à). Îñíîâíàÿ ïîëî-
ñà ñïåêòðà âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ýòîãî GFP èìååò
ìàêñèìóì ïðè 395 íì, èíòåíñèâíîñòü ýòîé ïîëîñû ïðè-
ìåðíî â 3 ðàçà áîëüøå èíòåíñèâíîñòè ìèíîðíîé ïîëîñû
ñ ìàêñèìóìîì ïðè 475 íì. Âîçáóæäåíèå â îáëàñòè ïîëî-
ñû ñ ìàêñèìóìîì 395 íì ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ
ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè ñ ìàêñèìóìîì 508 íì, òîãäà êàê
âîçáóæäåíèå áîëåå äëèííîâîëíîâûì ñâåòîì (475 íì)

ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè ñ
ìàêñèìóìîì 503 íì (Heim et al., 1994). Çàâèñèìîñòü
ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ñóùåñòâóþò ïî ìåíüøåé ìåðå
äâå õèìè÷åñêè ðàçëè÷íûå ôîðìû õðîìîôîðà, ðàâíîâåñèå
ìåæäó êîòîðûìè íå óñïåâàåò óñòàíîâèòüñÿ çà âðåìÿ æèç-
íè â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè. Ïðè pH 10—11, êîãäà áå-
ëîê íàõîäèòñÿ íà ãðàíè ðàçâîðà÷èâàíèÿ, ïîâûøåíèå pH
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ èíòåíñèâíîñòè ïîãëîùåíèÿ â
ïîëîñå ñ ìàêñèìóìîì ïðè 475 íì è óìåíüøåíèþ èíòåí-
ñèâíîñòè ïîëîñû ñ ìàêñèìóìîì ïðè 395 íì. Áûëî âûñêà-
çàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïîëîñà ïîãëîùåíèÿ ñ
ìàêñèìóìîì 475 íì ïîÿâëÿåòñÿ çà ñ÷åò ìîëåêóë GFP, ñî-
äåðæàùèõ äåïðîòîíèðîâàííûé (àíèîííûé) õðîìîôîð,
òîãäà êàê ïîëîñà ñ ìàêñèìóìîì ïðè 395 íì ñâÿçàíà ñ ïî-
ãëîùåíèåì GFP, ñîäåðæàùèì ïðîòîíèðîâàííûé (íåé-
òðàëüíûé) õðîìîôîð (Cubitt et al., 1995). Ïî-âèäèìîìó,
õðîìîôîð äåïðîòîíèðóåòñÿ â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè,
÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ôåíîëîâ.
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Ðèñ. 3. Ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè (ñïëîøíûå è øòðèõîâûå ëèíèè ñîîòâåòñòâåííî) ïðåäñòàâèòåëåé øåñòè îñíîâíûõ
êëàññîâ ìóòàíòíûõ ôîðì GFP èç Aequorea è ñòðóêòóðû ñîîòâåòñòâóþùèõ õðîìîôîðîâ (Tsien, 1998).

à — GFP äèêîãî òèïà; á — Emerald (çàìåíû Ser65 íà Thr, Ser72 íà Ala, Asn149 íà Lys, Met153 íà Thr è Ile167 íà Thr), ñîäåðæèò õðîìîôîð â àíèîííîé
ôîðìå; â — Sapphire (çàìåíû Thr203 íà Ile, Ser72 íà Ala è Tyr145 íà Phe), ñîäåðæèò íåéòðàëüíûé õðîìîôîð; ã — Topaz èç êëàññà YFPs; ä — W1B èç êëàñ-

ñà CFPs; å — P4-3 èç êëàññà BFPs.



GFP äèêîãî òèïà èç Aequorea èìååò íåñêîëüêî íåäî-
ñòàòêîâ ñ òî÷êè çðåíèÿ åãî èñïîëüçîâàíèÿ. Ñðåäè íèõ —
íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ñâîðà÷èâàíèÿ ïðè 37 °Ñ. Ýòî ñâÿ-
çàíî ñ òåì, ÷òî ìåäóçà Aequorea victoria â ïðèðîäå âñòðå-
÷àåòñÿ â õîëîäíûõ âîäàõ ñåâåðî-çàïàäíîé ÷àñòè Òèõîãî
îêåàíà, ïîýòîìó çðåëûé áåëîê íàèáîëåå ýôôåêòèâíî îá-
ðàçóåòñÿ ïðè òåìïåðàòóðàõ íèæå 37 °Ñ. Êðîìå òîãî, GFP
äèêîãî òèïà èìååò íèçêóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè ïðè âîçáóæäåíèè ãîëóáûì ñâåòîì è íèçêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè â íåêîòîðûõ âèäàõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ
(Inouye, Tsuji, 1994; Heim et al., 1995). Ïîýòîìó áûëà ñî-
çäàíà óëó÷øåííàÿ âåðñèÿ GFP — áåëîê EGFP, ó êîòîðî-
ãî ïðîèçâåäåíû çàìåíà Phe64 íà Leu, ïîâûøàþùàÿ ýô-
ôåêòèâíîñòü ñâîðà÷èâàíèÿ ïðè 37 °Ñ, è çàìåíà Ser65 íà
Thr, ïðèâîäÿùàÿ ê èîíèçàöèè õðîìîôîðà è óëó÷øåíèþ
ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ (Cormack et al., 1996).

Â ñâÿçè ñ ïðîáëåìîé ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèè æèâûõ
êëåòîê â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà ïðîâîäèëè àêòèâíûå
ðàáîòû ïî ìóòàãåíåçó Aequorea GFP ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ
áåëêà ñî ñïåêòðîì ôëóîðåñöåíöèè, ñäâèíóòûì â êðàñ-
íóþ îáëàñòü. Â ðåçóëüòàòå áûëè ñîçäàíû ìíîãî÷èñëåí-
íûå ìóòàíòíûå ôîðìû Aequorea GFP, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî
ñïåêòðàëüíûì ñâîéñòâàì, êîòîðûå ìîæíî ðàçäåëèòü íà 6
êëàññîâ (ðèñ. 3).

Ïåðâûé êëàññ — ýòî áåëêè, ñîäåðæàùèå õðîìîôîð â
à í è î í í î é ô î ð ì å, íàïðèìåð EGFP. Ýòè áåëêè ñîäåð-
æàò çàìåíó Ser65 íà Thr, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê èîíèçàöèè
õðîìîôîðà. Ïðè ýòîì èíòåíñèâíîñòü ïîëîñû ñ ìàêñèìó-
ìîì âîçáóæäåíèÿ ïðè 395 íì, îáóñëîâëåííàÿ íåéòðàëü-
íîé ôîðìîé õðîìîôîðà áåëêà äèêîãî òèïà, óìåíüøàåòñÿ,
à èíòåíñèâíîñòü ïîëîñû ñ ìàêñèìóìîì ïðè 470—475 íì,
ñîîòâåòñòâóþùåé âîçáóæäåíèþ àíèîííîé ôîðìû, óñè-
ëèâàåòñÿ â 5—6 ðàç è ñäâèãàåòñÿ ê 489—490 íì (Heim et
al., 1995). Çàìåíà Ser65 íà ãëèöèí, àëàíèí, öèñòåèí èëè
ëåéöèí âûçûâàåò ïðèáëèçèòåëüíî òàêîé æå ýôôåêò. Âîç-
ìîæíî, ýòî îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî òîëüêî Ser65 ìîæåò âû-
ñòóïàòü â êà÷åñòâå äîíîðà âîäîðîäíîé ñâÿçè äëÿ áîêîâîé
öåïè Glu222, ÷òî ïðèâîäèò ê èîíèçàöèè åå êàðáîêñèëü-
íîé ãðóïïû, êîòîðàÿ íàõîäèòñÿ íà ðàññòîÿíèè 3.7 Å îò
õðîìîôîðà (Brejc et al., 1996; Ormö et al., 1996). Ãëèöèí,
àëàíèí è âàëèí íå ìîãóò îáðàçîâûâàòü âîäîðîäíóþ
ñâÿçü, à áîêîâûå öåïè òðåîíèíà è öèñòåèíà ñëèøêîì áîëü-
øèå, ÷òîáû ïðèíÿòü íóæíóþ êîíôîðìàöèþ â ïëîòíî
óïàêîâàííîì âíóòðåííåì ïðîñòðàíñòâå áåëêà. Íàëè÷èå
ýòèõ îñòàòêîâ â ïîëîæåíèè 65 ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî êàð-
áîêñèëüíàÿ ãðóïïà Glu 222 îñòàåòñÿ íåéòðàëüíîé. Â ýòîì
ñëó÷àå äðóãèå ïîëÿðíûå ãðóïïû â îêðóæåíèè õðîìîôîðà
ñïîñîáíû âûçâàòü åãî èîíèçàöèþ äî àíèîíà, à åñëè
Glu222 çàðÿæåíà, òî ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå îòòàëêèâàíèå
ïðåïÿòñòâóåò èîíèçàöèè õðîìîôîðà. Ýòà ãèïîòåçà îáúÿñ-
íÿåò, ïî÷åìó çàìåíà Glu222 íà ãëèöèí ïðèâîäèò ê àíàëî-
ãè÷íûì ñïåêòðàëüíûì èçìåíåíèÿì (Ehrig et al., 1995).

Âòîðîé êëàññ — ýòî áåëêè, ñîäåðæàùèå í å é ò ð à ë ü -
í û é õ ð î ì î ô î ð, íàïðèìåð sapphire-GFP. Çàìåíà
Thr203 íà Ile ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óìåíüøåíèþ
èíòåíñèâíîñòè ïîëîñû âîçáóæäåíèÿ ñ ìàêñèìóìîì ïðè
475 íì, íî íå âëèÿåò íà èíòåíñèâíîñòü ïîëîñû ñ êîðîò-
êîâîëíîâûì ìàêñèìóìîì ïðè 399 íì. Ïðåäïîëîæèòåëü-
íî ýòî îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî àíèîí õðîìîôîðà íå ìîæåò
áûòü äîñòàòî÷íî ñîëüâàòèðîâàí, ïîñêîëüêó ãèäðîêñèëü-
íàÿ ãðóïïà Thr203 îòñóòñòâóåò. Òàêèì îáðàçîì, â îñíîâ-
íîì ñîñòîÿíèè õðîìîôîð íàõîäèòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â
íåéòðàëüíîé ôîðìå. Îäíàêî ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè âñå
åùå èìååò ìàêñèìóì ïðè 511 íì, òàê êàê õðîìîôîð â
âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè îñòàåòñÿ äîñòàòî÷íî êèñëîò-

íûì, ÷òîáû îòùåïèòü ïðîòîí (Heim et al., 1994; Ehrig et
al., 1995).

Òðåòèé êëàññ — ýòî ìóòàíòû GFP, â êîòîðûõ èìååò-
ñÿ òàê íàçûâàåìîå ð-ñòýêèíãîâîå â ç à è ì î ä å é ñ ò â è å
à ð î ì à ò è ÷ å ñ ê î ã î ê î ë ü ö à è ô å í î ë ÿ ò - à í è î í à
õðîìîôîðà. Àðîìàòè÷åñêîå êîëüöî ââîäèòñÿ çàìåíîé
îñòàòêà Thr203 íà His, Trp, Phe èëè Tyr. Ïðè ýòîì
ìàêñèìóìû ñïåêòðîâ âîçáóæäåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè
ñäâèãàþòñÿ â êðàñíóþ îáëàñòü, à ìàêñèìàëüíûé ñäâèã
íà 20 íì íàáëþäàåòñÿ â ñëó÷àå çàìåíû îñòàòêà Thr203
íà Tyr (Ormö et al., 1996). Ïðè ñîçäàíèè ýòèõ ìóòàíòîâ
èñõîäèëè èç àíàëèçà ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû
GFP/Ser65Thr. Áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
äîïîëíèòåëüíàÿ ïîëÿðèçóåìîñòü îêðóæåíèÿ õðîìîôîðà
è ð—ð-âçàèìîäåéñòâèå ïîíèçÿò ýíåðãèþ âîçáóæäåííîãî
ñîñòîÿíèÿ, ÷òî ïðèâåäåò ê óâåëè÷åíèþ ìàêñèìóìîâ âîç-
áóæäåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè. Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòó-
ðà ìóòàíòíîãî áåëêà, ñîäåðæàùåãî Tyr203, ñâèäåòåëüñò-
âóåò î òîì, ÷òî àðîìàòè÷åñêîå êîëüöî òèðîçèíà íàõîäèò-
ñÿ ðÿäîì ñ õðîìîôîðîì è âçàèìîäåéñòâóåò ñ íèì
(Wachter et al., 1998). Çàìåíà Gln69 íà Lys äàåò äîïîëíè-
òåëüíûé äëèííîâîëíîâûé ñäâèã ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè
íà 1—2 íì, è äàííûé áåëîê èìååò ñàìûé äëèííîâîëíî-
âûé ñïåêòð ñðåäè âñåõ èçâåñòíûõ ìóòàíòíûõ ôîðì GFP
(529 íì). Òàêèå ìóòàíòû áûëè íàçâàíû EYFP (óëó÷øåí-
íûå æåëòûå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè) çà èõ æåëòîâàòóþ
îêðàñêó.

×åòâåðòûé êëàññ áåëêîâ èìååò â ñîñòàâå õðîìîôîðà
è í ä î ë ü í î å ê î ë ü ö î âìåñòî ôåíîëüíîãî, ò. å. ñîäåð-
æèò çàìåíó Tyr66 íà Trp (Heim et al., 1995). Ìàêñèìóìû
ñïåêòðîâ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè è ôëóîðåñöåíöèè
ýòîé ìóòàíòíîé ôîðìû (436 è 476 íì ñîîòâåòñòâåííî)
èìåþò ïðîìåæóòî÷íîå ïîëîæåíèå ìåæäó ñîîòâåòñòâóþ-
ùèìè ìàêñèìóìàìè äëÿ õðîìîôîðà ñ íåéòðàëüíûì ôå-
íîëîì èëè àíèîííûì ôåíîëÿòîì. Òàêèå ìóòàíòû áûëè
íàçâàíû óëó÷øåííûìè öèàíîâûìè ôëóîðåñöåíòíûìè
áåëêàìè (ECFP) èç-çà èõ ñèíå-çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè.

Ïÿòûé êëàññ — ýòî áåëêè ñ õðîìîôîðîì, ñîäåðæà-
ùèì è ì è ä à ç î ë âìåñòî ôåíîëà. Áåëêè ñîäåðæàò çàìåòó
Tyr66 íà His (Heim et al., 1995). Îíè áûëè íàçâàíû EBFP
(óëó÷øåííûå ñèíèå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè), òàê êàê
ìàêñèìóìû èõ ñïåêòðîâ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè è
ôëóîðåñöåíöèè íàõîäÿòñÿ ïðè 383 è 447 íì ñîîòâåòñò-
âåííî.

Øåñòîé êëàññ áåëêîâ ñîäåðæèò õðîìîôîð ñ ô å í è -
ë à ë à í è í î ì âìåñòî òèðîçèíà. Ýòèì áåëêàì ñâîéñòâåí-
íû ñàìûå êîðîòêîâîëíîâûå ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ è ôëó-
îðåñöåíöèè ñ ìàêñèìóìàìè ïðè 360 è 442 íì ñîîòâåòñò-
âåííî (Cubitt et al., 1995; Heim et al., 1995). Ýòè ìóòàíòû
ìàëî èçó÷åíû, òàê êàê íå íàøëè ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíå-
íèÿ èç-çà ñëèøêîì êîðîòêîâîëíîâîãî âîçáóæäåíèÿ. Ñó-
ùåñòâîâàíèå òàêîãî ìóòàíòà äîêàçûâàåò, ÷òî ëþáîé àðî-
ìàòè÷åñêèé îñòàòîê â ïîëîæåíèè 66 ìîæåò ñôîðìèðî-
âàòü õðîìîôîð.

Ô î ò î à ê ò è â è ð ó å ì û å ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û å á å ë -
ê è. Íåäàâíî áûëî ðàçðàáîòàíî íåñêîëüêî òàê íàçûâàå-
ìûõ ôîòîàêòèâèðóåìûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ —
PAFPs. Ýòè áåëêè ñïîñîáíû ê ñóùåñòâåííîìó èçìåíå-
íèþ ôëóîðåñöåíòíûõ ñâîéñòâ ïðè îáëó÷åíèè äîñòàòî÷íî
èíòåíñèâíûì ñâåòîì îïðåäåëåííîé äëèíû âîëíû. Íåêî-
òîðûå PAFPs ïåðåõîäÿò èç íåôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ âî ôëóîðåñöåíòíîå â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ
(ôîòîàêòèâàöèÿ), â òî âðåìÿ êàê äðóãèå èçìåíÿþò öâåò
ôëóîðåñöåíöèè ïðè îáëó÷åíèè ñâåòîì (ôîòîïåðåêëþ÷å-
íèå). Ñîçäàííûå ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè PAFPs ìîãóò

Ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè: ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà è èñïîëüçîâàíèå 399



áûòü ðàçäåëåíû íà ÷ å ò û ð å îñíîâíûå ãðóïïû â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ ìåõàíèçìîì ôîòîàêòèâàöèè.

Ê ïåðâîé ãðóïïå îòíîñÿò PAFPs, êîòîðûå ñïîñîáíû ê
íåîáðàòèìîé ôîòîêîíâåðñèè õðîìîôîðà èç íåéòðàëüíîé
â àíèîííóþ ôîðìó. Â ýòó ãðóïïó âõîäÿò PA-GFP (Patter-
son, Lippincott-Schwartz, 2002), PS-CFP (Chudakov et al.,
2004), ñîçäàííûå íà îñíîâå GFP-ïîäîáíîãî áåëêà èç
Aequorea coerulescens, è íåñêîëüêî PAmRFP1s (Verkhus-
ha, Sorkin, 2005). Áåëîê PA-GFP ñîçäàí íà îñíîâå GFP èç
Aequorea ïóòåì ââåäåíèÿ åäèíè÷íîé çàìåíû îñòàòêà
Thr203 íà His, ïîýòîìó õðîìîôîð PA-GFP íàõîäèò-
ñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â ïðîòîíèðîâàííîì ñîñòîÿíèè.
PA-GFP èìååò ìàêñèìóìû ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè
ïðè 400 è 515 íì ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè âîçáóæäåíèè â ïî-
ëîñå ïîãëîùåíèÿ àíèîííîé ôîðìû õðîìîôîðà (480—
510 íì) èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè PA-GFP ÷ðåçâû-
÷àéíî íèçêà. Îáëó÷åíèå óëüòðàôèîëåòîì (îêîëî 400 íì)
âûçûâàåò íåîáðàòèìûé ïåðåõîä õðîìîôîðà èç íåéòðàëü-
íîé â àíèîííóþ ôîðìó, êîòîðàÿ èìååò ìàêñèìóìû ïî-
ãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè ïðè 504 è 517 íì ñîîòâåòñò-
âåííî. Â ðåçóëüòàòå ôîòîàêòèâàöèè èíòåíñèâíîñòü çåëåíîé
ôëóîðåñöåíöèè àíèîííîé ôîðìû PA-GFP óâåëè÷èâàåòñÿ
â 100 ðàç.

Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü PA-GFP áåëîê PS-CFP ôëóî-
ðåñöèðóåò â ñèíåé îáëàñòè ñïåêòðà (lem = 468 íì), à îá-
ëó÷åíèå áåëêà óëüòðàôèîëåòîâûì ñâåòîì âûñîêîé èí-
òåíñèâíîñòè ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ çåëåíîé ôëóîðåñ-
öåíöèè ïðè 511 íì â 300 ðàç è óìåíüøåíèþ ñèíåé
ôëóîðåñöåíöèè â 5 ðàç. Äàííûé ïåðåõîä íåîáðàòèì.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â îñíîâå ìåõàíèçìà ôîòîàêòèâàöèè
PA-GFP è PS-CFP ëåæèò â ïðîöåññå äåêàðáîêñèëèðîâà-
íèÿ îñòàòêà Glu222, â ðåçóëüòàòå êîòîðîãî ïðîèñõîäÿò
ïåðåñòðîéêà ñåòè âîäîðîäíûõ ñâÿçåé è äåïðîòîíèðîâà-
íèå õðîìîôîðà (Van Thor et al., 2002; Bell et al., 2003).

Íåîáðàòèìàÿ ôîòîàêòèâàöèÿ ïîä äåéñòâèå óëüòðàôè-
îëåòîâîãî îáëó÷åíèÿ áûëà òàêæå ïîêàçàíà äëÿ PAmRFP1s,
ñêîíñòðóèðîâàííûõ íà îñíîâå mRFP1 ñ ââåäåíèåì çàìåí
â ïîëîæåíèè 148, 165 è 203. Áåëîê PAmRFP1-1 (ìóòàíò-
íàÿ ôîðìà mRFP1, îáëàäàþùàÿ «íàèëó÷øèìè» õàðàêòå-
ðèñòèêàìè) èçíà÷àëüíî èìååò ñëàáóþ ôëóîðåñöåíöèþ â
ñèíåé îáëàñòè ñïåêòðà, à ôîòîàêòèâàöèÿ ïðèâîäèò ê
70-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ èíòåíñèâíîñòè êðàñíîé ôëóî-
ðåñöåíöèè.

Âòîðàÿ ãðóïïà PAFPs ñïîñîáíà ê íåîáðàòèìîé ôîòî-
êîíâåðñèè èç «çåëåíîé» ôëóîðåñöåíòíîé ôîðìû â «êðàñ-
íóþ». Ýòîò êëàññ áåëêîâ âêëþ÷àåò â ñåáÿ áåëêè èç êîðàë-
ëîâûõ ïîëèïîâ, òàêèå êàê Kaede èç Trachyphyllia geo-
ffroyi (Ando et al., 2002), EosFP èç Lobophyllia hemprichii
è åãî ìîíîìåðíàÿ ôîðìà mEosFP (Wiedenmann et al.,
2004), KikGR — ìóòàíòíàÿ ôîðìà áåëêà KikG èç Favia
favus (Tsutsui et al., 2005), è äðóãèå áåëêè. Õðîìîôîð áåë-
êîâ äàííîé ãðóïïû îáðàçîâàí òðèïåïòèäîì His65—
Tyr66—Gly67. Ïîä äåéñòâèåì óëüòðàôèîëåòîâîãî îáëó-
÷åíèÿ îñíîâíàÿ öåïü ìåæäó àòîìàìè àçîòà è Cá His65
ïîäâåðãàåòñÿ ðàçðûâó è îáðàçóåòñÿ äâîéíàÿ ñâÿçü ìåæäó
Cá è Câ His65. Ðàñøèðåíèå ñèñòåìû ñîïðÿæåííûõ ð-ñâÿ-
çåé è ïðèâîäèò ê ñäâèãó ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè â êðàñ-
íóþ îáëàñòü.

Òðåòüÿ ãðóïïà âêëþ÷àåò â ñåáÿ dendGFP èç îêîòîêî-
ðàëëà Dendronephthya sp. è íåäàâíî ñîçäàííûé íîâûé
ìîíîìåðíûé PAFP — Dendra (Gurskaya et al., 2006). Áåë-
êè ýòîãî êëàññà ñïîñîáíû ê íåîáðàòèìîé ôîòîêîíâåðñèè
èç çåëåíîãî â êðàñíîå ôëóîðåñöåíòíîå ñîñòîÿíèå ïîä
äåéñòâèåì êàê óëüòðàôèîëåòîâîãî, òàê è âèäèìîãî ñèíå-
ãî ñâåòà. Dendra ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðâûé PAFP, êîòî-

ðûé ÿâëÿåòñÿ îäíîâðåìåííî ìîíîìåðíûì, ýôôåêòèâíî
ñâîðà÷èâàåòñÿ ïðè 37 °Ñ â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ è
êëåòêàõ æèâîòíûõ è ìîæåò áûòü ôîòîàêòèâèðîâàí ñèíèì
ñâåòîì, îáëàäàþùèì íèçêîé ôîòîòîêñè÷íîñòüþ. Õðîìî-
ôîð áåëêîâ dendGFP è Dendra îáðàçîâàí àìèíîêèñëîòà-
ìè His62—Tyr63—Gly64. Ãèñòèäèí â ýòîì ïîëîæåíèè
õàðàêòåðåí äëÿ ãðóïïû Kaede-ïîäîáíûõ ôîòîàêòèâèðóå-
ìûõ áåëêîâ. Îäíàêî íè îäèí èç áåëêîâ ýòîé ãðóïïû íå
ñïîñîáåí ê ôîòîêîíâåðñèè ïîä äåéñòâèåì ñèíåãî ñâåòà.
Ñòðóêòóðíûå îñíîâû ÷óâñòâèòåëüíîñòè Dendra ê ñèíåìó
ñâåòó îñòàþòñÿ ïîêà íåâûÿñíåííûìè. Ñðàâíåíèå àìèíî-
êèñëîò, âõîäÿùèõ â ìèêðîîêðóæåíèå õðîìîôîðà áåëêîâ
dendGFP/Dendra è Kaede, EosFP è KikGR, ïîêàçàëî, ÷òî â
ïîëîæåíèè 116 â Dendra íàõîäèòñÿ Gln, òîãäà êàê â Kae-
de-ïîäîáíûõ áåëêàõ — Asn. Àíàëèç ïðîñòðàíñòâåííîé
ñòðóêòóðû EosFP ïîêàçàë, ÷òî áîëåå äëèííàÿ áîêîâàÿ
öåïü îñòàòêà Gln â ýòîì ïîëîæåíèè ìîæåò âçàèìîäåéñò-
âîâàòü ñ ïîëèïåïòèäíîé öåïî÷êîé âáëèçè õðîìîôîðîá-
ðàçóþùåãî îñòàòêà His62 (Nienhaus et al., 2005). Âîçìîæ-
íî, ýòî âçàèìîäåéñòâèå ñïîñîáñòâóåò ðàñùåïëåíèþ ïî-
ëèïåïòèäíîé öåïè è îáðàçîâàíèþ êðàñíîãî õðîìîôîðà â
îòâåò íà îáëó÷åíèå ñèíèì ñâåòîì. ×òîáû óñòàíîâèòü ìå-
õàíèçì ôîòîêîíâåðñèè Dendra, íåîáõîäèìî äàëüíåéøåå
èçó÷åíèå.

×åòâåðòàÿ ãðóïïà PAFPs âêëþ÷àåò â ñåáÿ áåëêè
KFP1, ìóòàíòíóþ ôîðìó õðîìîïðîòåèíà asulCP èç ìîð-
ñêîé àêòèíèè Anemonia sulcata (Chudakov et al., 2003a,
2003b) è Dronpa èç êîðàëëà Pectiniidae (Ando et al., 2004).
Áåëîê äèêîãî òèïà asulCP ýôôåêòèâíî ïîãëîùàåò ñâåò
(ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ ïðè 568 íì), íî íå ôëóîðåñöèðó-
åò; â îòâåò íà îáëó÷åíèå èíòåíñèâíûì çåëåíûì ñâåòîì
áåëîê ñòàíîâèòñÿ ôëóîðåñöåíòíûì (ðàçæèãàåòñÿ) ñ ìàê-
ñèìóìîì ïîãëîùåíèÿ ïðè äëèíå âîëíû 575 íì è ìàêñè-
ìóìîì èçëó÷åíèÿ ïðè äëèíå âîëíû 595 íì (Lukyanov et
al., 2000). Ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ îáëó÷åíèÿ çåëåíûì ñâå-
òîì áåëîê áûñòðî ïåðåõîäèò â íà÷àëüíîå íåôëóîðåñöåí-
òíîå ñîñòîÿíèå (t1/2 < 10 c). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ôëóîðåñ-
öåíöèÿ ýòîãî áåëêà ìîæåò áûòü ìãíîâåííî çàòóøåíà ïðè
îáëó÷åíèè êîðîòêîâîëíîâûì (ãîëóáûì) ñâåòîì. Îáà
ïðîöåññà («ðàçæèãàíèå» è òóøåíèå) îáðàòèìû (Chuda-
kov et al., 2003a, 2003b). Êîðîòêîå âðåìÿ æèçíè ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ ïðåïÿòñòâóåò èñïîëüçîâàíèþ äèêîãî
òèïà asulCP â êà÷åñòâå ëîêàëüíî àêòèâèðóåìîé ôëóîðåñ-
öåíòíîé ìåòêè áåëêîâ è îðãàíåëë in vivo. Ïîýòîìó áûëà
ñîçäàíà ìóòàíòíàÿ ôîðìà asulCP, íàçâàííàÿ KFP1 (kind-
ling fluorescent protein), ñ áîëåå äëèòåëüíûì âðåìåíåì
æèçíè ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ. Ýòîò áåëîê, òàê æå
êàê asulCP, ïåðåõîäèò âî ôëóîðåñöåíòíîå ñîñòîÿíèå ïðè
îáëó÷åíèè èíòåíñèâíûì çåëåíûì ñâåòîì è òóøèòñÿ ïðè
îáëó÷åíèè ãîëóáûì ñâåòîì. «Ðàçîææåííûé» KFP1 èìååò
ïîëîñó ïîãëîùåíèÿ ñ ìàêñèìóìîì ïðè äëèíå âîëíû
580 íì è ìàêñèìóìîì ïîëîñû èçëó÷åíèÿ ïðè äëèíå âîë-
íû 600 íì. Êðîìå òîãî, îáëó÷åíèå KFP1 çåëåíûì ñâåòîì
åùå áîëüøåé èíòåíñèâíîñòè èëè â òå÷åíèå áîëåå ïðî-
äîëæèòåëüíîãî ïðîìåæóòêà âðåìåíè (èëè è òî è äðóãîå
âìåñòå) âûçûâàåò íåîáðàòèìûé ïåðåõîä áåëêà âî ôëóî-
ðåñöåíòíîå ñîñòîÿíèå, ïðè ýòîì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè âîçðàñòàåò ïî êðàéíåé ìåðå â 30 ðàç ïî ñðàâíå-
íèþ ñ íåîáëó÷åííûì áåëêîì.

Ñ ïîìîùüþ ñàéòíàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà õðîìî-
ïðîòåèíîâ cgigCP è hcriCP áûëà ñîçäàíà öåëàÿ ñåðèÿ
«ðàçæèãàåìûõ» ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ (Chudakov et al.,
2003b). Âñå ýòè áåëêè ñïîñîáíû êàê ê îáðàòèìîé, òàê è ê
íåîáðàòèìîé ôîòîêîíâåðñèè èç íåôëóîðåñöåíòíîãî
âî ôëóîðåñöåíòíîå ñîñòîÿíèå. Äâå ìóòàíòíûå ôîðìû
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hcriCP c åäèíè÷íûìè çàìåíàìè Asn165 íà Ala è Asn165
íà Gly ñîîòâåòñòâåííî ïîäâåðãàþòñÿ ôîòîêîíâåðñèè ïîä
äåéñòâèåì ñèíåãî ñâåòà. Ïðåèìóùåñòâîì ýòèõ ìóòàíò-
íûõ ôîðì ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè KFPs ÿâëÿåòñÿ îòñóò-
ñòâèå ôîíîâîé ôîòîêîíâåðñèè â ïðîöåññå íàáëþäåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè «ðàçîææåííûõ» áåëêîâ. KFPs â «ðàçî-
ææåííîì» ñîñòîÿíèè èìåþò ìàêñèìóìû ôëóîðåñöåíöèè
â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà (äëèíû âîëí âîçáóæäåíèÿ
580—590 íì, âîëí ôëóîðåñöåíöèè — 600—630 íì).

Áåëîê Dronpa ñïîñîáåí ê îáðàòèìîé ôîòîêîíâåðñèè
èç ôëóîðåñöåíòíîé ôîðìû â íåôëóîðåñöåíòíóþ. Èçíà-
÷àëüíî Dronpa ôëóîðåñöèðóåò â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà
ñ ìàêñèìóìîì ïîãëîùåíèÿ ïðè äëèíå âîëíû 503 íì è
ìàêñèìóìîì èçëó÷åíèÿ ïðè äëèíå âîëíû 518 íì. Ïðîäîë-
æèòåëüíîå èëè èíòåíñèâíîå îáëó÷åíèå áåëêà ñèíèì ñâå-
òîì ïðèâîäèò ê åãî ïåðåõîäó â íåôëóîðåñöåíòíîå ñîñòîÿ-
íèå ñ ìàêñèìóìîì ïîãëîùåíèÿ ïðè 390 íì. Ïîñëå ýòîãî
Dronpa ìîæåò áûòü ïåðåâåäåí îáðàòíî âî ôëóîðåñöåíòíîå
ñîñòîÿíèå îáëó÷åíèåì ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 400 íì.
Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî äëÿ áåëêîâ KFP1 è Dronpa àêòû àê-
òèâàöèè è òóøåíèÿ ìîãóò áûòü ïîâòîðåíû ìíîãîêðàòíî.

Áûëà ïðåäëîæåíà ìîäåëü, ñîãëàñíî êîòîðîé ïåðåõîä
asulCP è KFP1 èç õðîìîñîñòîÿíèÿ âî ôëóîðåñöåíòíîå ñî-
ñòîÿíèå ñâÿçàí ñ cis—trans-èçîìåðèçàöèåé õðîìîôîðà
(ðèñ. 4). Â ðÿäó ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ èç êëàññà Antho-
zoa îñòàòîê Ser148 ÿâëÿåòñÿ âûñîêîêîíñåðâàòèâíûì, è
çàìåíà Ala148 íà Ser â asulCP ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó
óâåëè÷åíèþ êâàíòîâîãî âûõîäà áåëêà (Wall et al., 2000;
Yarbrough et al., 2001). Ïîýòîìó áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëî-
æåíèå î ñõîäíîé êîíôîðìàöèè õðîìîôîðà asulCP âî
ôëóîðåñöåíòíîì ñîñòîÿíèè è õðîìîôîðîâ Anthozoa FPs
è Aequorea GFP. Ñëåäîâàòåëüíî, åñëè ôîòîêîíâåðñèÿ
ñâÿçàíà ñ cis—trans-èçîìåðèçàöèåé õðîìîôîðà, îñòàòîê
Tyr66 asulCP â õðîìîñîñòîÿíèè äîëæåí âçàèìîäåéñòâî-
âàòü ñ Ser165. Â áåëêå DsRed1 ðåàëèçàöèè äàííîé êîí-
ôîðìàöèè ïðîñòðàíñòâåííî ïðåïÿòñòâóåò îñòàòîê Ile165.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îñòàòîê Ser165 îòâå÷àåò çà ñòàáèëè-
çàöèþ õðîìîôîðà asulCP â íåôëóîðåñöåíòíîì ñîñòîÿ-
íèè, ïîñêîëüêó â äðóãèõ FPs Ser â ýòîì ïîëîæåíèè íå
âñòðå÷àåòñÿ. Ïðè ýòîì ñóùåñòâóåò âåðîÿòíîñòü ïåðåõîäà
âîçáóæäåííîãî õðîìîôîðà âî ôëóîðåñöåíòíîå ñîñòîÿ-
íèå. Ïðåäëîæåííàÿ ìîäåëü õîðîøî îáúÿñíÿåò ñâîéñòâà
KFP1 è asulCP è îáðàòèìûé ïåðåõîä èç õðîìîñîñòîÿíèÿ
âî ôëóîðåñöåíòíîå ñîñòîÿíèå. Ìåõàíèçì íåîáðàòèìîé
ôîòîàêòèâàöèè KFP1 íåèçâåñòåí è òðåáóåò äàëüíåéøåãî
èçó÷åíèÿ. Ìåõàíèçì îáðàòèìîé ôîòîàêòèâàöèè Dronpa â
íàñòîÿùèé ìîìåíò íåèçâåñòåí, õîòÿ ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî
â åãî îñíîâå òàêæå ëåæàò ïðîöåññû cis—trans-èçîìåðèçà-
öèè õðîìîôîðà.

Ñòðóêòóðíûå ñâîéñòâà GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ

Äëÿ îáúÿñíåíèÿ ñóùåñòâåííîãî ðàçëè÷èÿ ñïåêòðàëü-
íûõ ñâîéñòâ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ñóùåñòâóþò äâå âîç-
ìîæíîñòè: ðàçëè÷èå íåêîâàëåíòíûõ âçàèìîäåéñòâèé
ìåæäó õðîìîôîðîì è îñòàòêàìè, âõîäÿùèìè â ìèêðîîê-
ðóæåíèå õðîìîôîðà, è õèìè÷åñêîå ðàçëè÷èå ñòðóêòóðû
õðîìîôîðîâ. Âåðîÿòíî, ðåàëèçóþòñÿ îáà ìåõàíèçìà.
Â ýòîì ðàçäåëå îïèñûâàþòñÿ ìåõàíèçìû îáðàçîâàíèÿ è
ñòðóêòóðà «çåëåíîãî», «êðàñíîãî», «æåëòîãî» õðîìîôî-
ðîâ è õðîìîôîðîâ èç õðîìîïðîòåèíîâ. Ðàññìàòðèâàåòñÿ
òàêæå âëèÿíèå êëþ÷åâûõ àìèíîêèñëîò èç ìèêðîîêðóæå-
íèÿ õðîìîôîðà íà ôîðìèðîâàíèå ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ
GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ.

Ï ð î ñ ò ð à í ñ ò â å í í à ÿ ñ ò ð ó ê ò ó ð à, ò î ï î ë î ã è ÿ è
î ë è ã î ì å ð è ç à ö è ÿ. Íåñìîòðÿ íà äîâîëüíî íèçêóþ àìè-
íîêèñëîòíóþ ãîìîëîãèþ ìåæäó GFP-ïîäîáíûìè áåëêà-
ìè èç ðàçíûõ êëàññîâ (îêîëî 25—30 %), àíàëèç àìè-
íîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ýòèõ áåëêîâ âûÿâëÿåò
êëþ÷åâûå ýëåìåíòû âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû (ðèñ. 5). Ýòè
áåëêè èìåþò 11 â-âåòâåé è â-èçãèáû ìåæäó íèìè. Ïîýòî-
ìó òðåòè÷íàÿ ñòðóêòóðà ýòèõ áåëêîâ, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿ-
åòñÿ âûñîêîêîíñåðâàòèâíîé è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òàê íà-
çûâàåìûé â-áî÷îíîê-öèëèíäð, îáðàçîâàííûé 11 â-âåòâÿìè,
ïî îñè êîòîðîãî ïðîõîäèò á-ñïèðàëü ñ ïðèêðåïëåííûì ê
íåé õðîìîôîðîì (ðèñ. 6). Äàííûå îá îäèíàêîâîé òîïîëî-
ãèè ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ
ïîäòâåðæäàåò ñðàâíåíèå òðåõìåðíûõ ñòðóêòóð Aequorea
GFP è DsRed1. Âõîäÿùèé â ñîñòàâ õðîìîôîðà îñòàòîê
Gly67 ïðèñóòñòâóåò âî âñåõ èçâåñòíûõ FPs. Â Anthozoa
FPs õðîìîôîðîîáðàçóþùèå îñòàòêè (Tyr66 è Gly67) ÿâ-
ëÿþòñÿ àáñîëþòíî êîíñåðâàòèâíûìè (íóìåðàöèÿ àìèíî-
êèñëîò Anthozoa FPs ñîîòâåòñòâóåò íóìåðàöèè àìèíî-
êèñëîò Aequorea GFP ïîñëå âûðàâíèâàíèÿ). Îñòàòêè
Arg96 è Glu222 òàêæå ÿâëÿþòñÿ âûñîêîêîíñåðâàòèâíûìè
â ðÿäó GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ. Äàííûå àìèíîêèñëîòíûå
îñòàòêè ïðåäïîëîæèòåëüíî âîâëå÷åíû â ïðîöåññ îáðàçî-
âàíèÿ õðîìîôîðà (Yarbrough et al., 2001).

Çà èñêëþ÷åíèåì GFP èç ìåäóçû Aequorea victoria è
íåäàâíî îáíàðóæåííîãî õðîìîïðîòåèíà anm2CP èç Ant-
homedusae sp., çåëåíûå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè, ïîëó÷åí-
íûå èç äðóãèõ îðãàíèçìîâ êëàññà ãèäðîèäíûõ, äàæå â
ðàçáàâëåííûõ ðàñòâîðàõ îáðàçóþò ñòàáèëüíûå äèìåðíûå
èëè òåòðàìåðíûå êîìïëåêñû, êîòîðûå äèññîöèèðóþò
òîëüêî â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ (Ward, Cormier,
1979; Ward, Bokman, 1982). Äèìåðèçàöèÿ Aequorea GFP
(Prendergast, Mann, 1978) íàáëþäàåòñÿ òîëüêî ïðè âûñî-
êèõ êîíöåíòðàöèÿõ áåëêà â ðàñòâîðå è çàâèñèò îò èîííîé
ñèëû (êîíñòàíòà äèìåðèçàöèè îöåíèâàåòñÿ êàê 10–4 Ì).
Â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé ðîñòà êðèñòàëëîâ GFP èç
Aequorea êðèñòàëëèçóåòñÿ â âèäå äèìåðà èëè ìîíîìåðà
(Brejc et al., 1996). Â äèìåðíîé ñòðóêòóðå GFP ïîâåðõ-
íîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ äâóõ ìîíîìåðîâ îáðàçîâàíà êàê
ãèäðîôîáíûìè (Ala206, Leu221 è Phe223), òàê è ãèäðî-
ôèëüíûìè (Glu146, Asn144, Ser147, Arg168, Tyr200 è
äð.) ïîëÿðíûìè àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè. Ñïîñîá-
íîñòü Aequorea GFP ê îëèãîìåðèçàöèè ïðèâîäèò ê çàâè-
ñèìîñòè ôîðìû ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ îò êîíöåíòðàöèè
áåëêà. Äëÿ Aequorea GFP äèêîãî òèïà ïðè îëèãîìåðèçà-
öèè íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå ïîãëîùåíèÿ â ïîëîñå ñ
ìàêñèìóìîì ïðè 475 íì (Cubitt et al., 1995).
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Ðèñ. 4. Ñõåìà cis—trans-èçîìåðèçàöèè õðîìîôîðà ðàçæèãàåìî-
ãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà KFP1 ïðè îáðàòèìîì ïåðåõîäå èç

ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ â íåôëóîðåñöåíòíîå.

Öèôðû — àìèíîêèñëîòû, âçàèìîäåéñòâèå ñ êîòîðûìè ñòàáèëèçèðóåò
õðîìîôîð â ôëóîðåñöåíòíîì èëè íåôëóîðåñöåíòíîì ñîñòîÿíèè.



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



Äèìåðèçàöèÿ GFP, ïî-âèäèìîìó, èãðàåò íåìàëîâàæ-
íóþ ðîëü â ïðèðîäå. Õåìèëþìèíåñöèðóþùèé áåëîê àê-
âîðèí, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ïàðòíåðîì GFP ïðè èíäóêòèâ-
íî-ðåçîíàíñíîì ïåðåíîñå ýíåðãèè â ìåäóçå Aequorea vic-
toria, ñâÿçûâàåòñÿ òîëüêî ñ äèìåðíîé ôîðìîé GFP, à íå ñ
ìîíîìåðíîé. Âåðîÿòíî, â ýòîì ñëó÷àå îáåñïå÷èâàåòñÿ
áîëåå ýôôåêòèâíûé çàõâàò ýíåðãèè âîçáóæäåííîãî ñî-
ñòîÿíèÿ àêâîðèíà (Ñubitt et al., 1995). Èç âñåõ áåëêîâ, âû-
äåëåííûõ èç îðãàíèçìîâ êëàññà Crustacea, òðåòè÷íàÿ
ñòðóêòóðà îïðåäåëåíà òîëüêî äëÿ ppluGFP2, êîòîðûé ÿâ-
ëÿåòñÿ ìîíîìåðîì. Áîëüøèíñòâî ïðèðîäíûõ ôëóîðåñ-
öåíòíûõ áåëêîâ è õðîìîïðîòåèíîâ èç êëàññà Anthozoa,
ïî-âèäèìîìó, äàæå ïðè íàíîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òåòðàìåðû. Òåòðàìåðíàÿ îðãàíèçà-
öèÿ áûëà ïîêàçàíà äëÿ zoanYFP, zoanGFP, asulGFP-
amajGFP (Labas et al., 2002), ds/drFP616 è êðàñíûõ ôëóî-
ðåñöåíòíûõ ìóòàíòîâ asulCP ìåòîäàìè ãåëü-ôèëüòðàöèè
(Fradkov et al., 2000), íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà (Baird et
al., 2000; Yanushevich et al., 2002), ðàâíîâåñíîé ñåäèìåí-
òàöèè (Baird et al., 2000; Vrzhershch et al., 2000; Verkhus-
ha et al., 2001a), ôëóîðåñöåíòíîé êîððåëÿöèîííîé ñïåê-
òðîñêîïèè (Heikal et al., 2000) è äèíàìè÷åñêîãî ðàññåÿ-
íèÿ ñâåòà (Verkhusha et al., 2001a).

Ðåíòãåíîñòðóêòóðíûé àíàëèç DsRed1 ïîêàçàë, ÷òî
áåëîê èìååò òåòðàìåðíóþ îðãàíèçàöèþ (Yarbrough et al.,
2001). Êàæäûé ìîíîìåð â DsRed1 âçàèìîäåéñòâóåò ñ
äâóìÿ ñîñåäíèìè ìîíîìåðàìè, ïðè ýòîì îáëàñòè âçàèìî-
äåéñòâèÿ õèìè÷åñêè ðàçëè÷íû (ñì. òàáëèöó). Ãèäðîôîá-
íàÿ îáëàñòü âçàèìîäåéñòâèÿ îáðàçîâàíà öåíòðàëüíûì
êëàñòåðîì ïëîòíî óïàêîâàííûõ ãèäðîôîáíûõ àìèíîêèñ-
ëîò, êîòîðûé îêðóæåí íåñêîëüêèìè ïîëÿðíûìè àìèíî-
êèñëîòàìè. Ãèäðîôèëüíàÿ îáëàñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ñî-

äåðæèò ìíîãî ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ êîíòàêòîâ è âîäîðîä-
íûõ ñâÿçåé ìåæäó ïîëÿðíûìè àìèíîêèñëîòàìè è ìîëå-
êóëàìè âîäû, à òàêæå ñîäåðæèò ðåäêóþ ñòðóêòóðó «çà-
æèì», îáðàçîâàííóþ C-êîíöåâûìè ó÷àñòêàìè êàæäîãî
ìîíîìåðà. Ñóùåñòâóþò äâå ìîäåëè ïðîñòðàíñòâåííîé
ñòðóêòóðû DsRed1, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ïîëîæåíèþ äâóõ
C-êîíöåâûõ îñòàòêîâ — Phe231 è Leu232. Ñîãëàñíî ïåð-
âîé ìîäåëè (Yarbrough et al., 2001), Phe231 ðàñïîëîæåí â
ùåëè ìåæäó Arg223 è Glu225 ñîñåäíèõ ìîíîìåðîâ. Ñî-
ãëàñíî äðóãîé ìîäåëè (Wall et al., 2000), ýòó ùåëü çàíè-
ìàåò Leu232, â òî âðåìÿ êàê Phe231 íå ó÷àñòâóåò â îáðà-
çîâàíèè òåòðàìåðà. Âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî â ïðèðîäå
âñòðå÷àþòñÿ îáå ýòè êîíôîðìàöèè.

Ñðàâíåíèå ó÷àñòêîâ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ îáëàñòåé âçàèìîäåéñòâèÿ
ìîíîìåðîâ ó ðàçëè÷íûõ FPs èç Anthozoa, ïîêàçàëî, ÷òî
îíè ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ ó ðàçíûõ áåëêîâ. Òàê, íà-
ïðèìåð, â ãèäðîôîáíóþ îáëàñòü âçàèìîäåéñòâèÿ DsRed1
âõîäÿò Glu19, Lys124 è Glu26, ñïîñîáíûå îáðàçîâûâàòü
ñîëåâûå ìîñòèêè. Â òî æå âðåìÿ ãèäðîôîáíàÿ îáëàñòü
âçàèìîäåéñòâèÿ rfoRFP (Labas et al., 2002), âåðîÿòíî, íå
ñîäåðæèò ñîëåâûõ ìîñòèêîâ, òàê êàê â åå ñîñòàâ âõîäÿò
Val19, Pro26 è His124. Êðîìå òîãî, â rfoRFP îòñóòñòâóåò
Arg157, êîòîðûé ìîã áû âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ Glu101 èç
ãèäðîôèëüíîé îáëàñòè âçàèìîäåéñòâèÿ. Áåëîê mcavRFP
(Labas et al., 2002), âîçìîæíî, ñîäåðæèò ñîëåâîé ìîñòèê
ìåæäó Arg109 è Asp126. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âñå òðè
áëèçêî ãîìîëîãè÷íûõ Zoanthus FPs (zoanGFP, zoanYFP è
zoan2RFP) ñîäåðæàò çàìåòíî ðàçëè÷àþùèåñÿ îáëàñòè
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ðàçëè÷íûìè àìèíîêèñëîòàìè â ïîëî-
æåíèÿõ 109, 124, 126, 128 è 157. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî, ñêîðåå âñåãî, ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè
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Ðèñ. 5. Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêîâ, ïîäîáíûõ GFP, ñ ðàçëè÷íûìè ôëóîðåñöåíòíûìè ñâîéñòâàìè: amajGFP è
dstrGFP — ïîäãðóïïà öèàíîâûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ; hcriGFP è zoanGFP — çåëåíûå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè; zoanYFP — æåë-
òûå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè; DsRed1 è dis2RFP — êðàñíûå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè; asulCP è hcriCP — íåôëóîðåñöåíòíûå áåëêè

èëè õðîìîïðîòåèíû. zoanRFP è mcavRFP îáëàäàþò äóàëüíîé ôëóîðåñöåíöèåé (Verkhusha et al., 2003).

Íóìåðàöèÿ àìèíîêèñëîò ñîîòâåòñòâóåò GFP èç Aequorea. Êîíñåðâàòèâíûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè Tyr66, Gly67, Arg96 è Glu222 ïîä÷åðêíóòû. Ñå-
ðûé ôîí óêàçûâàåò àìèíîêèñëîòû, áîêîâûå öåïè êîòîðûõ îáðàçóþò âíóòðåííþþ îáëàñòü â-áî÷îíêà. Àìèíîêèñëîòû, âëèÿþùèå íà ñïåêòðàëüíûå
ñâîéñòâà ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ, âûäåëåíû áåëûì øðèôòîì íà ÷åðíîì ôîíå. Ôèãóðû ïîä àìèíîêèñëîòíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ïîêàçûâàþò

ñõåìàòè÷íî ýëåìåíòû âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû. Ïóáëèêóåòñÿ ñ ëþáåçíîãî ðàçðåøåíèÿ àâòîðîâ.

Ðèñ. 6. Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà GFP èç Aequorea ñ çàìåíàìè S65T è Q80R (1EMA, Ormö et al., 1996; Bernstein et al., 1977) â
òðåõ ïðîåêöèÿõ (à—â).

Õðîìîôîð ïîêàçàí êðàñíûì öâåòîì. Öåíòðàëüíàÿ á-ñïèðàëü, ñîäåðæàùàÿ õðîìîôîð, ïîêàçàíà çåëåíûì öâåòîì. Ðèñóíîê ñîçäàí ñ èñïîëüçîâàíèåì
ãðàôè÷åñêèõ ïðîãðàìì VMD (Humphrey et al., 1996) è Raster3D (Merritt, Bacon, 1977).



îáðàçóþò ãîìî-, à íå ãåòåðîòåòðàìåðû. Êðîìå òîãî, ìåòî-
äàìè ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè æèâûõ êîðàëëîâ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî FPs ðàçíîãî öâåòà îáû÷íî ýêñïðåññè-
ðóþòñÿ â ðàçíûõ êëåòêàõ îðãàíèçìà. Ïîýòîìó ñ÷èòàåòñÿ,
÷òî âåðîÿòíîñòü âñòðåòèòü â ïðèðîäå ãåòåðîòåòðàìåðíûé
FPs î÷åíü íèçêà (Wall et al., 2000).

Ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ôëóîðåñöåíòíûå
áåëêè äèêîãî òèïà èç áèîëþìèíåñöåíòíûõ îðãàíèçìîâ, â
òîì ÷èñëå èç Aequorea è Renilla, ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü
ãåòåðîòåòðàìåðû ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ôîòîáåëêàìè
(FP2 � ôîòîáåëîê2). Ýòî íàáëþäåíèå âìåñòå ñ àíàëèçîì
ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ïî-
çâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ôóíêöèè ãèäðîôèëüíîé è
ãèäðîôîáíîé îáëàñòåé âçàèìîäåéñòâèÿ ðàçëè÷íû. Îäíà
èç ýòèõ îáëàñòåé îáû÷íî ó÷àñòâóåò â îáðàçîâàíèè ãîìî-
äèìåðîâ, â òî âðåìÿ êàê ôóíêöèÿ äðóãîé îáëàñòè èçìåíÿ-
ëàñü â õîäå ýâîëþöèè. Â áåëêàõ ó áèîëþìèíåñöåíòíûõ
âèäîâ ýòà îáëàñòü îòâåòñòâåííà çà ñâÿçûâàíèå àêâîðèíà
èëè ëþöèôåðàçû, à ó íåáèîëþìèíåñöåíòíûõ ñâÿçûâàåò
âòîðîé ãîìîäèìåð GFP-ïîäîáíîãî áåëêà.

Èíôîðìàöèÿ î òðåõìåðíîé ñòðóêòóðå DsRed1 è àìè-
íîêèñëîòàõ, âõîäÿùèõ â îáëàñòè âçàèìîäåéñòâèÿ, îêàçà-
ëàñü ïîëåçíîé ïðè ñîçäàíèè ìóòàíòíûõ íåîëèãîìåðíûõ
ôîðì FPs. Ãåííîèíæåíåðíûìè ìåòîäàìè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ôîðìèðîâàíèå òåòðàìåðîâ ÿâëÿåòñÿ î÷åíü âàæíûì
ýòàïîì ïðè ñîçðåâàíèè FPs. Åäèíè÷íûå àìèíîêèñëîòíûå
çàìåíû â îáëàñòÿõ âçàèìîäåéñòâèÿ DsRed1 ïðèâîäèëè ê
ðåçêîìó óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè è
ñêîðîñòè ñîçðåâàíèÿ áåëêà (Campbell et al., 2002). Ïîòåðÿ
ñïîñîáíîñòè îáðàçîâûâàòü òåòðàìåðû ïî-ðàçíîìó ñêàçû-
âàåòñÿ íà ôëóîðåñöåíòíûõ ñâîéñòâàõ ðàçëè÷íûõ FPs èç
Anthozoa. Òàê íàïðèìåð, ôëóîðåñöåíòíûé ìóòàíò hcriCP
óäàëîñü ïåðåâåñòè èç òåòðàìåðíîé ôîðìû â äèìåðíóþ
ïðè ïîìîùè åäèíè÷íîé àìèíîêèñëîòíîé çàìåíû Leu126
íà His â ãèäðîôîáíîé îáëàñòè âçàèìîäåéñòâèÿ, è ïðè
ýòîì íå íàáëþäàëè ñóùåñòâåííîãî óìåíüøåíèÿ ñâå÷å-
íèÿ. Àìèíîêèñëîòíàÿ çàìåíà â òîì æå ñàìîì ïîëîæåíèè
(Ile126 íà Arg) â DsRed1 òàêæå ïåðåâîäèò áåëîê â äèìåð-
íóþ ôîðìó, íî ïðè ýòîì ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ óòðà÷è-
âàåòñÿ ñïîñîáíîñòü ê ôëóîðåñöåíöèè (Campbell et al.,

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

Àìèíîêèñëîòû, îáðàçóþùèå îáëàñòè âçàèìîäåéñòâèÿ â áåëêå DsRed1, è èõ êîíñåðâàòèâíîñòü èëè âàðèàáåëüíîñòü
â äðóãèõ GFP-ïîäîáíûõ áåëêàõ (Verkhusha, Lukyanov, 2004)

Ïîëîæåíèå àìèíîêèñëîòà DsRed1 mRFP1 dstrGFP amajGFP zoanGFP zoanYFP zoanRFP rfloRFP mcavRFP asulCP hcriCP

97 V V S T S S S T S T T

105 V V L V V V V V I F I

107 T T C T I I I T T T T

109 T T T S N N S T R H H

126 I R T H Y N Y M D L L

128 V T L V V M V A V N T

184 I T V S V V I I T T S

19 E E E D E E E V E E E

124 K K K T K I T H R K K

26 E E Y Y K K K P N Y Y

101 E E E E E E E E E E E

157 R E R C K K S C R V E

166 H K H T S S S A N L V

180 E E D Q Q Q Q D D H H

153 Y Y Y T I M I F Y Y Y

176 H H H N R R R H H H R

178 L D V R R R R R R T I

151 R R R K K K K I K I V

168 A R A F Y Y Y S A A A

146 E E E D E E E E E E E

198 Y A Y N W W W Y Y F F

200 Y K Y V F F F F F F F

147 A A P P P A P P P P P

149 T T T F C C C T T T T

229 H S H T S S S S G C S

230 L T P S A A A P L D D

231 F G F V L L L L P A L

232 L A Q F P A P Q R A P

223 R R I H H H H G H A A

225 E E V V I I I V E V V

204 K K K R K K K C S R R

à Âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó îñòàòêàìè ñîñåäíèõ ìîíîìåðîâ ïîêàçàíî ñòðåëêàìè.



2002). Äëÿ òîãî ÷òîáû äèìåðíàÿ ôîðìà ñîõðàíèëà ñïî-
ñîáíîñòü ê ôëóîðåñöåíöèè, ïîòðåáîâàëîñü ââåäåíèå äî-
ïîëíèòåëüíûõ ìóòàöèé. Ìîíîìåðíàÿ ôëóîðåñöèðóþùàÿ
ìóòàíòíàÿ ôîðìà mRFP1 îòëè÷àåòñÿ îò DsRed1 33 àìè-
íîêèñëîòíûìè çàìåíàìè.

Ñòðóêòóðà ìîíîìåðà DsRed1 î÷åíü ñõîäíà ñî ñòðóê-
òóðîé GFP èç Aequorea (ðèñ. 7) è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
â-áî÷îíîê (â-can). Îäíàêî ìîíîìåðíûå ñóáúåäèíèöû
DsRed1 çàìåòíî äåôîðìèðîâàíû. Â îòëè÷èå îò GFP, êî-
òîðûé ïðè ðàññìîòðåíèè ñâåðõó èìååò ôîðìó êðóãà, ìî-
íîìåð DsRed1 èìååò îâàëüíóþ ôîðìó. Ïîäîáíàÿ äåôîð-
ìàöèÿ íåïîñðåäñòâåííî âëèÿåò íà ìèêðîîêðóæåíèå õðî-
ìîôîðà è, âîçìîæíî, èìååò çíà÷åíèå ïðè ñîçðåâàíèè
áåëêà. Ýòèì ìîæíî îáúÿñíèòü ïîòåðþ ôëóîðåñöåíòíûõ
ñâîéñòâ ïðè àìèíîêèñëîòíûõ çàìåíàõ â îáëàñòÿõ âçàè-
ìîäåéñòâèÿ.

Ì å õ à í è ç ì û î á ð à ç î â à í è ÿ õ ð î ì î ô î ð à. Óíè-
êàëüíîé îñîáåííîñòüþ GFP èç Aequorea ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî
âõîäÿùèé â ñîñòàâ áåëêà õðîìîôîð ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
íå âíåøíþþ ïðîñòàòè÷åñêóþ ãðóïïó (êàê, íàïðèìåð, ãåì
â ãåìîãëîáèíå), à îáðàçóåòñÿ èç îñòàòêîâ öåïè Ser65—

Tyr66—Gly67 ïóòåì ðåàêöèè àâòîêàòàëèòè÷åñêîé öèêëè-
çàöèè ìåæäó îñòàòêàìè Ser è Gly (Cody et al., 1993; Ormö

et al., 1996), âõîäÿùèìè â ñîñòàâ âíóòðåííåé á-ñïèðàëè
(ðèñ. 8). Õîòÿ ïîäîáíàÿ àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü âñòðå÷àåòñÿ è â äðóãèõ áåëêàõ, â íèõ õðîìîôîð íå
îáðàçóåòñÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðåøàþùåé ðîëè ïðî-
ñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû áåëêà â îáðàçîâàíèè çåëåíîãî
õðîìîôîðà. Ïîñëå ïðîöåññà öèêëèçàöèè ïðîìåæóòî÷íûé
ïðîäóêò ïîäâåðãàåòñÿ äåãèäðèðîâàíèþ (îòùåïëåíèå àòî-
ìîâ âîäîðîäà ïðîèñõîäèò ïî Cá—Câ-ñâÿçè Tyr66) ïðè
ïîìîùè ìîëåêóëÿðíîãî êèñëîðîäà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî è
âîçíèêàåò çðåëûé õðîìîôîð (4-(p-ãèäðîêñèáåíçèëè-
äåí)-èìèäàçîëèä-5-îí). Õðîìîôîð èìååò ïëîñêîå ñòðîå-
íèå è ñîñòîèò èç äâóõ àðîìàòè÷åñêèõ êîëåö è ìîñòèêà
ìåæäó íèìè. Îäíèì èç àðîìàòè÷åñêèõ êîëåö ÿâëÿåòñÿ
áåíçîëüíîå êîëüöî Tyr66, à äðóãèì — ïÿòè÷ëåííûé ãåòå-
ðîöèêë. Òàêèì îáðàçîì, õðîìîôîð ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ñèñòåìó ñîïðÿæåííûõ äâîéíûõ ñâÿçåé, êîòîðàÿ ñïîñîáíà
ïîãëîùàòü ÓÔ è ñèíèé ñâåò è èçëó÷àòü ôëóîðåñöåíöèþ â
çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà. Æåñòêîå ìèêðîîêðóæåíèå è
âûñîêàÿ ïëîòíîñòü óïàêîâêè ÿäðà GFP, ïî-âèäèìîìó,
îáåñïå÷èâàþò õðîìîôîðó âûñîêèé êâàíòîâûé âûõîä
ôëóîðåñöåíöèè.

Â GFP-ïîäîáíûõ áåëêàõ èç Anthozoa áûëî îáíàðóæå-
íî áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå ñòðóêòóð õðîìîôîðà (ðèñ. 9).
Â ÷àñòíîñòè, èçó÷åíèå õðîìîôîðà DsRed1 ïðèâåëî ê ïî-
ÿâëåíèþ ãèïîòåçû î òîì, ÷òî êðàñíûå ôëóîðåñöåíòíûå
áåëêè ñîäåðæàò õèìè÷åñêè îòëè÷íûå îò GFP ïîãëîùàþ-
ùèå ñòðóêòóðû (Matz et al., 1999). Äåéñòâèòåëüíî, çíà÷è-
òåëüíûé äëèííîâîëíîâûé ñäâèã ñïåêòðà âðÿä ëè ìîæíî
îáúÿñíèòü òîëüêî îñîáåííîñòÿìè ìèêðîîêðóæåíèÿ õðî-
ìîôîðà. Âñêîðå áûëà ïðåäëîæåíà ñòðóêòóðà õðîìîôîðà
DsRed1 (Gross et al., 2000). Àìèíîêèñëîòàìè, îáðàçóþ-
ùèìè õðîìîôîð â DsRed1, ÿâëÿþòñÿ Gln65—Tyr66—
Gly67. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà áåëêà
îáúÿñíÿþòñÿ ðàñøèðåíèåì ñèñòåìû äâîéíûõ ñâÿçåé çà
ñ÷åò äîïîëíèòåëüíîé ðåàêöèè äåãèäðèðîâàíèÿ ñâÿçè
Cá—N Gln65 (ðèñ. 10, à). Êðèñòàëëîãðàôè÷åñêèé àíàëèç
áåëêà ïîçâîëèë îêîí÷àòåëüíî ïîäòâåðäèòü ñòðóêòóðó
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Ðèñ. 7. ×åòâåðòè÷íàÿ ñòðóêòóðà êðàñíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî
áåëêà DsRed1 (Verkhusha et al., 2003).

à — ñòðóêòóðà òåòðàìåðà; ìîíîìåðû ïîêàçàíû ðàçíûì öâåòîì; â öåíòðå
êàæäîãî ìîíîìåðà ðàñïîëîæåí õðîìîôîð, àòîìû êîòîðîãî ïîêàçàíû ñå-
ðûì (óãëåðîä), ñèíèì (àçîò) è êðàñíûì (êèñëîðîä) öâåòàìè; á — ïîêàçà-
íî, ÷òî ñòðóêòóðà ìîíîìåðà DsRed1 â îòëè÷èå îò ìîíîìåðà GFP èç Aequ-
orea íå âïèñûâàåòñÿ â îêðóæíîñòü (øòðèõîâàÿ ëèíèÿ), ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î äåôîðìàöèè â-áî÷îíêà. Ðèñóíêè ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû

Rasmol. Ïóáëèêóåòñÿ ñ ëþáåçíîãî ðàçðåøåíèÿ àâòîðîâ.

Ðèñ. 8. Ñõåìà ìåõàíèçìà îáðàçîâàíèÿ õðîìîôîðà GFP (ïî:
Heim et al., 1994, ñ èçìåíåíèÿìè).

Êîíñòàíòû ñêîðîñòåé ðàññ÷èòàíû äëÿ ìóòàíòíîé ôîðìû GFP, ñîäåðæà-
ùåé çàìåíó Ser65 íà Thr (Heim et al., 1995; Reid, Flynn, 1997).



õðîìîôîðà DsRed1 (ðèñ. 9, á), òàê êàê áûëî ïîêàçàíî èç-
ìåíåíèå òåòðàýäðè÷åñêîé ãåîìåòðèè á-óãëåðîäà Gln65
íà ïëîñêóþ (Yarbrough et al., 2001). Êðîìå òîãî, õèìè÷å-
ñêèé ñèíòåç ñîåäèíåíèé, ïîõîæèõ ïî ñòðóêòóðå íà õðî-
ìîôîð DsRed1, ïîêàçàë, ÷òî ââåäåíèå äîïîëíèòåëüíîé
äâîéíîé ñâÿçè â GFP-ïîäîáíûé õðîìîôîð ïðèâîäèò ê çà-
ìåòíîìó êðàñíîìó ñäâèãó ñïåêòðà (He et al., 2002).

Áûë ïðåäëîæåí ñëåäóþùèé ìåõàíèçì îáðàçîâàíèÿ
õðîìîôîðà DsRed1: íà ïåðâîì ýòàïå ïðîèñõîäèò îáðàçî-
âàíèå àíèîííîé ôîðìû GFP-ïîäîáíîãî õðîìîôîðà (ñ
ìàêñèìóìîì ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ ïðè 480 íì è ìàêñèìó-
ìîì ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè ïðè 500 íì), êîòîðûé ïîä-
âåðãàåòñÿ îêèñëåíèþ, âñëåäñòâèå ÷åãî îáðàçóåòñÿ çðåëûé
êðàñíûé õðîìîôîð (ñ ìàêñèìóìîì ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ
ïðè 558 íì è ìàêñèìóìîì ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè ïðè
583 íì). Òàêàÿ ñõåìà îáðàçîâàíèÿ õðîìîôîðà áûëà ïðåä-
ëîæåíà íà îñíîâàíèè ñëåäóþùèõ íàáëþäåíèé: âî-ïåð-
âûõ, äèêèé òèï DsRed1 è ìíîãèå åãî ìóòàíòíûå ôîðìû
ñîäåðæàò ìîëåêóëû, ôëóîðåñöèðóþùèå â çåëåíîé îáëàñ-
òè (Baird et al., 2000; Wiehler et al., 2001); âî-âòîðûõ, â
ïðîöåññå ñîçðåâàíèÿ õðîìîôîðà çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ
ïîÿâëÿåòñÿ ðàíüøå êðàñíîé, à çàòåì ïîñòåïåííî óìåíü-
øàåòñÿ ñ òîé æå ñêîðîñòüþ, ñ êàêîé ðàñòåò êðàñíàÿ ôëóî-
ðåñöåíöèÿ; â-òðåòüèõ, õèìè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà êðàñíîãî
õðîìîôîðà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé GFP-ïîäîáíîå ÿäðî ñ
ðàñøèðåííîé ñèñòåìîé ñîïðÿæåííûõ ð-ñâÿçåé.

Îäíàêî ìåæäó çåëåíûì è êðàñíûì ìîíîìåðàìè â
òåòðàìåðå DsRed1 ìîæåò ñóùåñòâîâàòü ýôôåêòèâíûé ïå-
ðåíîñ ýíåðãèè. Ïîýòîìó óìåíüøåíèå çåëåíîé ôëóîðåñ-
öåíöèè â ïðîöåññå ñîçðåâàíèÿ õðîìîôîðà ìîæåò áûòü
âûçâàíî êàê õèìè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèåé çåëåíîãî õðî-
ìîôîðà â êðàñíûé, òàê è ïåðåíîñîì ýíåðãèè îò çåëåíîãî
ê ñîçðåâàþùåìó ïîçæå êðàñíîìó õðîìîôîðó. ×òîáû âû-
ÿñíèòü, êàêîå èç ýòèõ äâóõ ïðåäïîëîæåíèé âåðíî, íåîá-
õîäèìî èçìåðÿòü ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ, òàê êàê ñïåêòðû

ôëóîðåñöåíöèè â äàííîì ñëó÷àå íå îòðàæàþò èñòèííîãî
êîëè÷åñòâà êàæäîé ñïåêòðàëüíîé ôîðìû (Wiehler et al.,
2001). Ïåðâûé àíàëèç ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ â ïðîöåññå
ñîçðåâàíèÿ õðîìîôîðà DsRed1 ïîêàçàë, ÷òî ñïåêòð ïî-
ãëîùåíèÿ òîëüêî ÷òî ñèíòåçèðîâàííîãî DsRed1 èìååò
ìèíîðíóþ ñèíþþ ïîëîñó ïîãëîùåíèÿ ñ ìàêñèìóìîì
ïðè 408 íì, êîòîðàÿ íå ïðåäñòàâëåíà â ñïåêòðå çðåëîãî
áåëêà (Wiehler et al., 2001). Çà ïîÿâëåíèå ýòîé ïîëîñû â
ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ îòâå÷àåò íåéòðàëüíàÿ ôîðìà
GFP-ïîäîáíîãî õðîìîôîðà. Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî
ïîñòîÿííîå óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ïîëîñû ïîãëîùå-
íèÿ ïðè 480 íì íà ïðîòÿæåíèè âñåãî âðåìåíè ñîçðåâà-
íèÿ. Ê ñîæàëåíèþ, îñíîâûâàÿñü íà îøèáî÷íîé íîðìè-
ðîâêå âñåõ ñïåêòðîâ ïî îòíîøåíèþ ê èíòåíñèâíîñòè ïî-
ãëîùåíèÿ â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà (558 íì), àâòîðû
ñäåëàëè îøèáî÷íîå çàêëþ÷åíèå îá îòíîñèòåëüíîì óìåíü-
øåíèè çåëåíîãî ïîãëîùåíèÿ â ïðîöåññå ñîçðåâàíèÿ õðî-
ìîôîðà DsRed1 (Wiehler et al., 2001).

Ïîñëåäíèå äàííûå (Verkhusha et al., 2004) ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î íåîáõîäèìîñòè ïåðåñìîòðà ñõåìû ñîçðåâàíèÿ
õðîìîôîðà DsRed1. Àíàëèç êðèâûõ ïîãëîùåíèÿ íà ðàç-
íûõ ñòàäèÿõ ñîçðåâàíèÿ íåêîòîðûõ êðàñíûõ áåëêîâ ïî-
êàçàë ñëåäóþùåå: 1) ïîëîñà ïîãëîùåíèÿ ñ ìàêñèìóìîì
ïðè 408 íì (ñèíèé ïèê) ïîÿâëÿåòñÿ ïåðâîé, â òå÷åíèå íå-
êîòîðîãî âðåìåíè ðàñòåò, ïîñëå ÷åãî ïàäàåò äî íóëÿ;
2) ïîëîñà ïîãëîùåíèÿ ñ ìàêñèìóìîì ïðè 480 íì (çåëå-
íûé ïèê) ïîÿâëÿåòñÿ ïîçæå è ðàñòåò íà ïðîòÿæåíèè âñåãî
âðåìåíè ñîçðåâàíèÿ õðîìîôîðà; 3) êðàñíàÿ ïîëîñà ñ ìàê-
ñèìóìîì ïðè 558 íì ïîÿâëÿåòñÿ åùå ïîçæå è òàêæå âñå
âðåìÿ ðàñòåò; 4) óìåíüøåíèå ñèíåãî ïèêà ñòðîãî êîððå-
ëèðóåò ñ ðîñòîì êðàñíîãî (ðèñ. 11). Ýòè äàííûå ïîçâîëè-
ëè çàêëþ÷èòü, ÷òî îáðàçîâàíèå êðàñíîãî õðîìîôîðà ïðî-
õîäèò ÷åðåç ñòàäèþ îáðàçîâàíèÿ íåéòðàëüíîé ôîðìû
GFP-ïîäîáíîãî õðîìîôîðà, â òî âðåìÿ êàê àíèîííàÿ
ôîðìà GFP-ïîäîáíîãî õðîìîôîðà íå ÿâëÿåòñÿ ïðîìåæó-
òî÷íûì ñîñòîÿíèåì, êàê ýòî ïðåäïîëàãàëîñü ðàíüøå (Ba-
ird et al., 2000). Äàííàÿ ñõåìà îáúÿñíÿåò íå î÷åíü ïîíÿò-
íûé ðàíåå ôàêò íàëè÷èÿ â çðåëîì DsRed è âî ìíîãèõ åãî
ìóòàíòíûõ ôîðìàõ çåëåíûõ õðîìîôîðîâ.
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Ðèñ. 9. Âèäû õðîìîôîðîâ, âñòðå÷àþùèåñÿ â GFP-ïîäîáíûõ
áåëêàõ (Vekhusha, Lukyanov, 2004).

à — GFP èç Aequorea victoria; á — êðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê DsRed
èç Discosoma; â — íåôëóîðåñöåíòíûé õðîìîïðîòåèí Rtms5 èç Montipora;
ã — ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê eqFP611 èç Entacmaea ñ ìàêñèìóìîì ñïåêòðà
ïîãëîùåíèÿ â äàëüíåé êðàñíîé îáëàñòè. Ïóáëèêóåòñÿ ñ ëþáåçíîãî ðàçðå-

øåíèÿ àâòîðîâ.

Ðèñ. 10. Ñòðóêòóðà õðîìîôîðà DsRed1 è åãî ìèêðîîêðóæåíèå
(à—ã) (Verkhusha et al., 2003).

Àòîìû óãëåðîäà, àçîòà è êèñëîðîäà ïîêàçàíû ñåðûì, ñèíèì è
êðàñíûì öâåòàìè ñîîòâåòñòâåííî. Ðèñóíêè ïîëó÷åíû ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû Rasmol. Ïóáëèêóåòñÿ ñ ëþáåçíîãî ðàçðåøå-

íèÿ àâòîðîâ.



Âïåðâûå ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà õðîìîôîðà
áåëêîâ, îòíîñÿùèõñÿ ê êëàññó õðîìîïðîòåèíîâ, áûëà
îïðåäåëåíà äëÿ Rtms5 èç êîðàëëîâ Montipora efflorescens
(Prescott et al., 2003). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî Rtms5 ñîäåðæèò
DsRed-ïîäîáíûé õðîìîôîð â íåîáû÷íîé trans-êîíôîð-
ìàöèè (õðîìîôîð â DsRed è GFP èç Aequorea victoria
íàõîäèòñÿ â cis-êîíôîðìàöèè) è èìååò íåïëîñêîå ñòðîå-
íèå (ðèñ. 9, â). Êðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê eqFP611
èç ìîðñêîé àêòèíèè Entacmaea quadricolor òîæå ñîäåð-
æèò DsRed-ïîäîáíûé õðîìîôîð â trans-êîíôîðìàöèè
(Petersen et al., 2003), îäíàêî â ïðîòèâîïîëîæíîñòü
Rtms5 èìååò ïëîñêîå ñòðîåíèå (ðèñ. 9, ã). Íà îñíîâàíèè
ýòèõ äàííûõ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïëîñêîå ñòðîåíèå
õðîìîôîðà îïðåäåëÿåò âûñîêèé êâàíòîâûé âûõîä ôëóî-
ðåñöåíöèè áåëêà, â òî âðåìÿ êàê íåïëîñêîå ñòðîåíèå õðî-
ìîôîðà â trans-êîíôîðìàöèè õàðàêòåðíî äëÿ õðîìîïðî-
òåèíîâ. Äàííîå ïðåäïîëîæåíèå áûëî ïîäòâåðæäåíî ïðè
îïðåäåëåíèè ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû «ðàçæèãàå-
ìîãî» ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà asulCP èç ìîðñêîé àêòè-
íèè Anemonia sulcata â íåôëóîðåñöåíòíîì cîñòîÿíèè.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî õðîìîôîðîì â asulCP ÿâëÿåòñÿ p-ãèä-
ðîêñèáåíçèëèäåí-èìèäàçîëèäîí, êîòîðûé èìååò íåïëîñ-
êîå ñòðîåíèå è íàõîäèòñÿ â trans-êîíôîðìàöèè. Êðîìå
òîãî, ïîñëå ðåàêöèè öèêëèçàöèè ïîëèïåïòèäíàÿ öåïü
asulCP ïîäâåðãàåòñÿ ðàñùåïëåíèþ ìåæäó àòîìîì C
îñòàòêà Cys62 è àòîìîì N1 îñòàòêà Met63 (Wilmann et
al., 2005).

Åùå îäèí ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, æåëòûé zoanYFP
èç ïîëèïîâ Zoanthus sp., ñîäåðæèò õðîìîôîð, îáðàçîâàí-
íûé òðåìÿ öèêëè÷åñêèìè ñòðóêòóðàìè. Çðåëûé õðîìî-
ôîð zoanYFP ôîðìèðóåòñÿ èç àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè Lys66—Tyr67—Gly68. Íà ïåðâûõ ýòàïàõ ñî-
çðåâàíèÿ îáðàçóåòñÿ ñòðóêòóðà, ñõîäíàÿ ñ õðîìîôîðîì
GFP, ïîñëå ÷åãî â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè öèêëèçàöèè Lys66
ôîðìèðóåòñÿ øåñòè÷ëåííûé ãåòåðîöèêë. Êàê è â ñëó÷àå
asulCP, íà ïîñëåäíåì ýòàïå ñîçðåâàíèÿ ïîëèïåïòèäíàÿ
öåïü zoanYFP ïîäâåðãàåòñÿ ðàñùåïëåíèþ ìåæäó îñòàò-
êàìè â ïîëîæåíèÿõ 65 è 66 (Remington et al., 2005).

Ì è ê ð î î ê ð ó æ å í è å õ ð î ì î ô î ð à. Íà ñïåêòðàëü-
íûå ñâîéñòâà FPs ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå îêàçûâàþò íå-
êîâàëåíòíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó õðîìîôîðîì è áî-
êîâûìè öåïÿìè îñòàòêîâ ìèêðîîêðóæåíèÿ õðîìîôîðà.
Âëèÿíèå ìèêðîîêðóæåíèÿ õðîìîôîðà íà åãî ñïåêòðàëü-
íûå ñâîéñòâà ïîäòâåðæäåíî íà ìóòàíòíûõ ôîðìàõ GFP
èç Aequorea (Remington, 2000) è ðàçëè÷íûõ GFP-ïîäîá-
íûõ áåëêîâ èç êëàññà Anthozoa.

Ìèêðîîêðóæåíèå õðîìîôîðà DsRed1 ñîäåðæèò ìíî-
ãî ïîëÿðíûõ àìèíîêèñëîò, ñëîæíóþ ñåòü âîäîðîäíûõ
ñâÿçåé è ñîëåâûõ ìîñòèêîâ. Àòîì O îñòàòêà Tyr66 îáðà-
çóåò âîäîðîäíóþ ñâÿçü ñ Ser148 (ðèñ. 10, á), êîòîðûé ÿâ-
ëÿåòñÿ ñòðîãî êîíñåðâàòèâíûì âî âñåõ FPs èç Anthozoa,
íî îòñóòñòâóåò â CPs. Ïî-âèäèìîìó, âçàèìîäåéñòâèå
ìåæäó Ser148 è Tyr66 ñòàáèëèçèðóåò õðîìîôîð â ñîñòîÿ-
íèè, ñïîñîáíîì ê ôëóîðåñöåíöèè. Ãåííîèíæåíåðíûå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïîäòâåðäèëè, ÷òî Ser148 ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì
îñòàòêîì ïðè âçàèìíîì ïåðåõîäå ìåæäó FPs è CPs (Lu-
kyanov et al., 2000; Bulina et al., 2002). Òàê, áåëîê asCP èç
Anemonia sulcata ñ êâàíòîâûì âûõîäîì ìåíåå 0.001 èìå-
åò â äàííîì ïîëîæåíèè Ala, çàìåíà êîòîðîãî íà Ser ïðè-
âîäèò ê óâåëè÷åíèþ êâàíòîâîãî âûõîäà áîëåå ÷åì â
2 ðàçà.

Íåñìîòðÿ íà áëèçêîå ðàñïîëîæåíèå îñòàòêîâ Ser203
è Tyr66 â DsRed1, îíè â ïðîòèâîïîëîæíîñòü îñòàòêàì
Thr203 è Tyr66 â Aequorea GFP íå îáðàçóþò âîäîðîäíîé
ñâÿçè (Ormö et al., 1996). Îäíàêî çàìåíû â ïîëîæåíèè

203 ïðèâîäÿò ê ñóùåñòâåííûì èçìåíåíèÿì ñïåêòðàëü-
íûõ õàðàêòåðèñòèê DsRed1. Ïðè çàìåíå Ser203 íà Ala
ñêîðîñòü ñîçðåâàíèÿ áåëêà óâåëè÷èâàåòñÿ (Terskikh et al.,
2002). Çàìåíà Ser203 íà Thr ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåò
çåëåíóþ ôëóîðåñöåíöèþ â íåçðåëîì áåëêå, â òî âðåìÿ
êàê çàìåíà Ser203 íà Tyr ÷àñòè÷íî ïîäàâëÿåò çåëåíîå èç-
ëó÷åíèå è óâåëè÷èâàåò ýôôåêòèâíîñòü ñâîðà÷èâàíèÿ
áåëêà (Verkhusha et al., 2001b).

Îñîáîãî âíèìàíèÿ çàñëóæèâàåò ðîëü îñòàòêà â ïîëî-
æåíèè 165. Â DsRe1 Ile165 ðàñïîëîæåí â ïëîñêîñòè õðî-
ìîôîðà, â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò ôåíîëüíîãî
êîëüöà Tyr66 (ðèñ. 10, á), òàêîå æå ïîëîæåíèå çàíèìàåò è
Phe165 â GFP (Ormö et al., 1996). Äàííûå àìèíîêèñëîòû
äîëæíû ïðåïÿòñòâîâàòü cis—trans-èçîìåðèçàöèè õðîìî-
ôîðà, êîòîðàÿ, êàê ïîëàãàþò, ÿâëÿåòñÿ ãëàâíîé ïðè÷èíîé
áåçûçëó÷àòåëüíîé äåçàêòèâàöèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿ-
íèÿ õðîìîôîðà (Niwa et al., 1996; Weber et al., 1999).
Äåéñòâèòåëüíî, âî âñåõ FPs â ïîëîæåíèè 165 ëîêàëèçî-
âàíû ìàññèâíûå àëèôàòè÷åñêèå àìèíîêèñëîòû (Phe, Ile è
Val), à â CPs — ìàëåíüêèå ãèäðîôèëüíûå îñòàòêè (Asn
èëè Ser). Ïðè ïîìîùè ìóòàãåíåçà áûëà ïîäòâåðæäåíà
çíà÷èìîñòü ïîäîáíûõ ðàçëè÷èé. Íàïðèìåð, çàìåíà
Ser165 íà Val â asulCP ïðèâåëà ê ïîÿâëåíèþ çàìåòíîé
êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè, â òî âðåìÿ êàê çàìåíà Ile165 íà
Asn ñóùåñòâåííà äëÿ ïåðåâîäà DsRed1 â íåôëóîðåñöåíò-
íîå ñîñòîÿíèå (Bulina et al., 2002).

Èíòåðåñíîé îñîáåííîñòüþ DsRed1 ÿâëÿåòñÿ íåïî-
ñðåäñòâåííîå âçàèìîäåéñòâèå àòîìà O Tyr66 è ïîëîæè-
òåëüíî çàðÿæåííîãî Lys167 (ðèñ. 10, á). Íè îäèí èç èçâå-
ñòíûõ FPs, âêëþ÷àÿ áëèçêî ãîìîëîãè÷íûé êðàñíûé
dis2RFP, íå ñîäåðæèò Lys â ýòîì ïîëîæåíèè. Ñëó÷àéíûé
ìóòàãåíåç DsRed1 ïîêàçàë, ÷òî ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñò-
âà áåëêà ñîõðàíÿþòñÿ ïðè çàìåíå Lys167 íà Gln èëè íà
Met (Campbell et al., 2002). Îäíàêî â êîìáèíàöèè ñ çàìå-
íàìè ïî ïîëîæåíèÿì 148, 165 è 203 çàìåíà Lys167 íà

Ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè: ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà è èñïîëüçîâàíèå 407

Ðèñ. 11. Âðåìåíí *àÿ çàâèñèìîñòü îáðàçîâàíèÿ ñèíåé, çåëåíîé è
êðàñíîé ôîðì õðîìîôîðà DsRed1 ñ ìàêñèìóìàìè ïîãëîùåíèÿ
ïðè äëèíàõ âîëí 408, 480 è 558 íì ñîîòâåòñòâåííî (âåðõíÿÿ ïà-
íåëü) è ïðåäëîæåííàÿ ñõåìà îáðàçîâàíèÿ äàííûõ ñïåêòðàëüíûõ
ôîðì èç ïðåäøåñòâåííèêà, íå îáëàäàþùåãî ôëóîðåñöåíòíûìè
ñâîéñòâàìè (íèæíÿÿ ïàíåëü) (ïî: Verkhusha et al., 2004, ñ èçìå-

íåíèÿìè).



Met ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óìåíüøåíèþ êâàíòîâîãî
âûõîäà áåëêà. Òàêèì îáðàçîì, äàííûé èîííûé êîíòàêò,
ïî-âèäèìîìó, íå ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëÿþùèì â ôîðìèðîâà-
íèè ôëóîðåñöåíòíûõ ñâîéñòâ, íî, âåðîÿòíî, îáåñïå÷èâà-
åò äîïîëíèòåëüíóþ ñòàáèëèçàöèþ õðîìîôîðà â èîíèçè-
ðîâàííîì ñîñòîÿíèè çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ Tyr66.

Íà îñíîâàíèè ïðåäñòàâëåííûõ âûøå äàííûõ áûë ñî-
çäàí ìóòàíò DsRed-NF, êîòîðûé ñîäåðæèò ÷åòûðå àìè-
íîêèñëîòíûå çàìåíû: Ser148 íà Cys, Ile165 íà Gln,
Lys167 íà Met è Ser203 íà Ala (Bulina et al., 2002).
DsRed-NF èìååò âûñîêèé êîýôôèöèåíò ýêñòèíêöèè
(57�103 Ì–1 ñì–1) è ÷ðåçâû÷àéíî íèçêèé êâàíòîâûé âû-
õîä (ìåíåå 0.001). Äàííûå ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè
ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü DsRed-NF êàê èñòèííûé õðî-
ìîïðîòåèí. Êîìïüþòåðíîå ìîäåëèðîâàíèå ìèêðîîêðó-
æåíèÿ õðîìîôîðà DsRed-NF ïîêàçàëî, ÷òî îñòàòêè
Cys148 è Met167 â DsRed-NF â îòëè÷èå îò îñòàòêîâ
Ser148 è Lys167 â DsRed íå ñïîñîáíû ñòàáèëèçèðîâàòü
õðîìîôîð ïóòåì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ Tyr66; êðîìå òîãî, çà-
ìåíà Ile165 íà Gln ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ñâîáîäíîãî
ïðîñòðàíñòâà ðÿäîì ñ õðîìîôîðîì, êîòîðîå, êàê ïîëàãà-
þò, äîñòàòî÷íî äëÿ îáåñïå÷åíèÿ åãî cis—trans-èçîìåðè-
çàöèè ïîñëå ïîãëîùåíèÿ ñâåòà. Òàêèì îáðàçîì, îòñóòñò-
âèå ñòàáèëèçèðóþùåãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ Tyr66 íàðÿäó ñ
íàëè÷èåì ñâîáîäíîãî ïðîñòðàíñòâà ðÿäîì ñ õðîìîôîðîì
ìîæåò îáúÿñíèòü ÷ðåçâû÷àéíî íèçêèé êâàíòîâûé âûõîä
ôëóîðåñöåíöèè DsRed-NF.

Â ìèêðîîêðóæåíèå õðîìîôîðà DsRed1 âõîäÿò òàêæå
Arg96, Lys69 è Glu222 (ðèñ. 10, â). Îñòàòîê Arg96 ïðè-
ñóòñòâóåò âî âñåõ GFP-ïîäîáíûõ áåëêàõ è íàõîäèòñÿ â
íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò êèñëîðîäà èìèäàçîëèíî-
íà. Âîçìîæíî, Arg96 ó÷àñòâóåò â ïðîöåññå öèêëèçàöèè
ïðè îáðàçîâàíèè õðîìîôîðà. Ýâîëþöèîííî êîíñåðâà-
òèâíûé îñòàòîê Glu222 ðàñïîëàãàåòñÿ áëèæå ê õðîìîôî-
ðó â DsRed1, ÷åì â GFP. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ïðàâèëüíîå
ðàñïîëîæåíèå Glu222 èãðàåò âàæíóþ ðîëü ïðè îáðàçîâà-
íèè êðàñíîãî õðîìîôîðà (Yarbrough et al., 2001). Îñòà-
òîê Glu222 â DsRed1, êðîìå òîãî, âçàèìîäåéñòâóåò ñ ìî-
ëåêóëîé âîäû, ðàñïîëîæåííîé ðÿäîì ñ îñòàòêàìè Gln65
è ñ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûì Lys69. Âî âñåõ GFP-ïî-
äîáíûõ áåëêàõ Anthozoa â ïîëîæåíèè 69 íàõîäèòñÿ ëèáî
Arg, ëèáî Lys. Ïî-âèäèìîìó, ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä ýòèõ
îñòàòêîâ ñóùåñòâåí äëÿ ïðàâèëüíîé ïðîñòðàíñòâåííîé
îðãàíèçàöèè ïîëèïåïòèäíîé öåïè áåëêà íåçàâèñèìî îò
åãî ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ.

Â DsRed1 ðÿäîì ñ äîïîëíèòåëüíîé äâîéíîé ñâÿçüþ
Ca=N îñòàòêà Gln65 ðàñïîëîæåí îñòàòîê Ser68, êîòîðûé,
êàê ïîëàãàþò, ó÷àñòâóåò â îáðàçîâàíèè ýòîé ñâÿçè
(ðèñ. 10, à, ã). Äåéñòâèòåëüíî, àòîì Oã îñòàòêà Ser68 ðàñ-
ïîëîæåí íàä ñâÿçüþ Cá—N îñòàòêà Gln65 â ïîëîæåíèè,
êîòîðîå ïîçâîëÿåò åìó îòòÿãèâàòü ïðîòîí (Yarbrough et
al., 2001). Ñðàâíåíèå àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ïîêàçàëî, ÷òî â áåëêàõ ñ
äëèííîâîëíîâûìè ñïåêòðàìè ôëóîðåñöåíöèè â ïîëîæå-
íèè 68 íàõîäèòñÿ îñòàòîê Ser. Çàìåíà Asn68 íà Ser (ñî-
âìåñòíî ñ çàìåíîé Ile112 íà Ser) ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ â
dstrGFP äîïîëíèòåëüíîé êðàñíîé ïîëîñû â ñïåêòðå ôëó-
îðåñöåíöèè (Gurskaya et al., 2001). Æåëòûé ôëóîðåñöåíò-
íûé áåëîê zoanYFP â ïîëîæåíèè 68 ñîäåðæèò Asp, çàìå-
íà êîòîðîãî íà Asn ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ äîïîëíèòåëü-
íîé çåëåíîé ïîëîñû ôëóîðåñöåíöèè (Gurskaya et al.,
2001). Èñêëþ÷åíèåì èç ýòîãî ïðàâèëà ÿâëÿåòñÿ ãðóïïà
íåäàâíî îòêðûòûõ ïðèðîäíûõ «ôëóîðåñöåíòíûõ òàéìå-
ðîâ», òàêèõ êàê zoan2RFP, mcavRFP è rfloRFP, ñïåêò-
ðàëüíûå ñâîéñòâà êîòîðûõ èçìåíÿþòñÿ â ïðîöåññå ñîçðå-

âàíèÿ (îò çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè ê êðàñíîé èëè ñìåøàí-
íîé) (Labas et al., 2002). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî îíè ñîäåð-
æàò êðàñíûé õðîìîôîð, â ýòèõ áåëêàõ â ïîëîæåíèè 68
íàõîäèòñÿ Asn, êîòîðûé õàðàêòåðåí äëÿ áîëüøèíñòâà
GFPs.

Â DsRed1 ñ îñòàòêàìè Glu222, Gln65 è Ser68 âçàèìî-
äåéñòâóåò îñòàòîê Asn42, êîòîðûé îïðåäåëÿåò èõ «ïðà-
âèëüíîå» ðàñïîëîæåíèå. Âîçìîæíî, ýòî îáúÿñíÿåò ñóùå-
ñòâåííîå óâåëè÷åíèå çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè, ñâÿçàííîå
ñ çàìåíîé îñòàòêà Asn42 â DsRed1 (Wiehler et al., 2001).

Åäèíè÷íàÿ çàìåíà Tyr121 íà His â DsRed1 ïðèâîäèò
ê òîìó, ÷òî â ñïåêòðå ôëóîðåñöåíöèè ýòîãî ìóòàíòà äî-
ìèíèðóþùåé ñòàíîâèòñÿ ïîëîñà ñ ìàêñèìóìîì ïðè
500 íì è ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ èñ÷åçàåò ïîëîñà ñ ìàê-
ñèìóìîì ïðè 580 íì (Wiehler et al., 2001). Ïî-âèäèìîìó,
òàêàÿ çàìåíà ïðèâîäèò ê «íåïðàâèëüíîé» îðèåíòàöèè
îñòàòêà Ser68, êîòîðûé â ýòîì ñëó÷àå íå ìîæåò ó÷àñòâî-
âàòü â ïðîöåññå äåãèäðèðîâàíèÿ Gln65.

Èñïîëüçîâàíèå GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ
â êëåòî÷íîé áèîëîãèè

Ãëàâíûìè ïðåèìóùåñòâàìè GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ
ïðè èñïîëüçîâàíèè èõ â êà÷åñòâå ôëóîðåñöåíòíûõ ìàð-
êåðîâ ÿâëÿþòñÿ èõ âûñîêàÿ ñòàáèëüíîñòü è ñïîñîáíîñòü
îáðàçîâàíèÿ õðîìîôîðà áåç íåîáõîäèìîñòè äîáàâëåíèÿ
âñïîìîãàòåëüíûõ êîôàêòîðîâ. Êðîìå òîãî, ñøèâêà ôëóî-
ðåñöåíòíîãî áåëêà ñ áåëêîì-ìèøåíüþ ðåäêî îêàçûâàåò
âëèÿíèå íà ôóíêöèè ïîñëåäíåãî. GFP-ïîäîáíûå áåëêè â
áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ îêàçûâàþòñÿ íåòîêñè÷íûìè äëÿ
êëåòîê. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî GFP-ïîäîáíûå áåëêè îáëàäà-
þò âûñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ê äåéñòâèþ ìíîãèõ ïðîòåàç
(Chalfie et al., 1994), äåòåðãåíòîâ (Bokman, Ward, 1981;
Ward, Bokman, 1982), îðãàíè÷åñêèõ è õàîòðîïíûõ ñîëåé,
ùåëî÷íûõ pH è òåìïåðàòóðû (Ward et al., 1982). Â ïîñëå-
äóþùèõ ðàçäåëàõ ãîâîðèòñÿ îá îñíîâíûõ íàïðàâëåíèÿõ
èñïîëüçîâàíèÿ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ â êëåòî÷íîé áèî-
ëîãèè, ãëàâíûõ íåäîñòàòêàõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ,
îãðàíè÷èâàþùèõ èõ ïðèìåíåíèå, è ñïîñîáàõ ïðåîäîëå-
íèÿ äàííûõ îãðàíè÷åíèé.

Ð å ï î ð ò å ð û ã å í í î é à ê ò è â à ö è è è á å ë ê è ñ ë è -
ÿ í è ÿ. Èñïîëüçóÿ ãåí ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà (ðåïîðòåð-
íûé), íàõîäÿùèéñÿ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà êàêîãî-ëè-
áî êîíêðåòíîãî ãåíà, ìîæíî èçó÷àòü óðîâåíü ýêñïðåññèè
ýòîãî ãåíà è åãî áåëêà â æèâûõ êëåòêàõ è òêàíÿõ, ðåãèñò-
ðèðóÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè. Âïåðâûå â êà÷åñò-
âå ðåïîðòåðíîãî ãåíà áûë èñïîëüçîâàí ãåí GFP èç Aequo-
rea (Chalfie et al., 1994). Â äàëüíåéøåì FPs áûëè óñïåø-
íî èñïîëüçîâàíû â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ êóëüòóð è
îðãàíèçìîâ, òàêèõ êàê áàêòåðèè (Jakobs et al., 2000),
äðîææè (Rodrigues et al., 2001), ðàñòåíèÿ (Dietrich, Maiss,
2003), ÷åðâè (Terskikh et al., 2000), íàñåêîìûå (Verkhusha
et al., 2001b; Nolan et al., 2002) è ïîçâîíî÷íûå (Terskikh
et al., 2000; Werdien et al., 2001). Êîíñòðóèðîâàíèå õè-
ìåðíûõ áåëêîâ (áåëêîâ ñëèÿíèÿ) — Fp è êëåòî÷íîãî
áåëêà — ìîæåò áûòü âûïîëíåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàí-
äàðòíûõ ìåòîäèê êëîíèðîâàíèÿ. Ýêñïðåññèÿ ïîäîáíîãî
õèìåðíîãî áåëêà ïîçâîëÿåò âèçóàëèçèðîâàòü äèíàìèêó
êëåòî÷íûõ ñîáûòèé è íàáëþäàòü ëîêàëèçàöèþ èññëåäóå-
ìûõ áåëêîâ.

Èñïîëüçîâàíèå GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ â êëåòî÷íîé
áèîëîãèè âåñüìà ðàçíîîáðàçíî. Èíîãäà èñïîëüçóþò ìíî-
ãîöâåòíîå ìå÷åíèå, ââîäÿ â êëåòêó îäíîâðåìåííî íåñêîëü-
êî öâåòíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ (Hawley et al., 2001a,
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2001b). Ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè ìîãóò ñëóæèòü ðåïîðòå-
ðàìè ãåííîé àêòèâàöèè (Moede et al., 2001; Yang, Hughes,
2001; Hakkila et al., 2002), ìàðêåðàìè äëÿ èçó÷åíèÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè êëåòî÷íûõ äåëåíèé â ïðîöåññå ðàçâè-
òèÿ è îòñëåæèâàíèÿ ðîñòà êëåòî÷íûõ êëîíîâ, âêëþ÷àÿ
ïàòîãåííûå áàêòåðèè è ðàêîâûå îïóõîëè (Terskikh et al.,
2000; Verkhusha et al., 2001b), ìàðêåðàìè ëîêàëèçàöèè
áåëêîâ, îðãàíåëë è âèðóñíûõ ÷àñòèö â æèâûõ êëåòêàõ
(Charpilienne et al., 2001; Engqvist-Goldstein et al., 2001;
Nelson et al., 2002), ìàðêåðàìè ïîïóëÿöèé ïðè èçó÷åíèè
ñèìáèîçà (Bloemberg et al., 2000; Peloquin et al., 2002),
ìàðêåðàìè áàêòåðèé ïðè ôàãîöèòîçå (Maselli et al., 2002;
Peloquin et al., 2002) è ò. ï.

Ïðåèìóùåñòâîì èñïîëüçîâàíèÿ êðàñíûõ FPs â êà÷å-
ñòâå ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ äëÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ
áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ íèçêèé óðîâåíü àâòîôëóîðåñöåíöèè
áèîëîãè÷åñêèõ òêàíåé â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà. Êðîìå
òîãî, èñïîëüçîâàíèå äàííûõ áåëêîâ â äîïîëíåíèå ê GFP
èç Aequorea è åãî ìóòàíòàì ðàñøèðÿåò âîçìîæíîñòè
ìíîãîöâåòíîãî ìå÷åíèÿ. Íàëè÷èå â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ìÐÍÊ DsRed1 äèêîãî òèïà ñêðûòûõ èíòðîíîâ ìîæåò
ïðèâîäèòü ê ÷àñòè÷íîìó ñïëàéñèíãó â êëåòêàõ ìëåêîïè-
òàþùèõ è âûçûâàòü ïðåæäåâðåìåííóþ òåðìèíàöèþ
òðàíñëÿöèè è, ñëåäîâàòåëüíî, îáðàçîâàíèå íåïîëíîðàç-
ìåðíîãî áåëêà ñ áîëåå íèçêîé èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñ-
öåíöèè. Äàííûé íåäîñòàòîê ëåãêî ïðåîäîëåâàåòñÿ óäàëå-
íèåì ïðåäïîëàãàåìûõ ñêðûòûõ ñàéòîâ ñïëàéñèíãà, êàê â
ñëó÷àå êîììåð÷åñêîé âåðñèè DsRed1 (Clontech, ÑØÀ).

Ìíîãèå GFP-ïîäîáíûå áåëêè èç Anthozoa, âêëþ÷àÿ
DsRed1, ïîìèìî òåòðàìåðèçàöèè ïðîÿâëÿþò ñêëîííîñòü
ê îáðàçîâàíèþ àãðåãàòîâ ñ áîëüøîé ìîëåêóëÿðíîé ìàñ-
ñîé êàê in vivo, òàê è in vitro (Yanushevich et al., 2002).
Àãðåãàöèÿ áåëêîâ èìååò çíà÷èòåëüíûå ïîñëåäñòâèÿ ïðè
èñïîëüçîâàíèè in vivo âñëåäñòâèå òîêñè÷íîãî äåéñòâèÿ
íà êëåòêè. Ïðèìåíåíèå ìåòîäîâ, îñíîâàííûõ íà ïåðåíî-
ñå ýíåðãèè ïî èíäóêòèâíî-ðåçîíàíñíîìó ìåõàíèçìó
(FRET — Forster resonance energy transfer), èçó÷åíèå
ìåæáåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé, íàáëþäåíèå çà îòäåëüíû-
ìè êëåòî÷íûìè êîìïàðòìåíòàìè íåâîçìîæíû â ñëó÷àå
àãðåãàöèè áåëêà. Îáû÷íî àãðåãàöèÿ FPs ïðîèñõîäèò ïðè
ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñïðåññèè FPs êàê â áàêòåðèàëüíûõ
êëåòêàõ, òàê è â êëåòêàõ ýóêàðèîò.

Àãðåãàöèþ ìîæíî íàáëþäàòü ïî ïîÿâëåíèþ áîëü-
øèõ ôëóîðåñöåíòíûõ ãðàíóë áåëêà âíóòðè òðàíñôèöèðî-
âàííûõ êëåòîê. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò «ðàçìûâàíèå» ôëó-
îðåñöåíòíîé êàðòèíû, äåëàþùåå íåäîñòóïíûì äëÿ íà-
áëþäåíèÿ ÿäðî êëåòêè. In vitro àãðåãàöèÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â
îñàæäåíèè î÷èùåííîãî áåëêà. Ïðè÷èíû àãðåãàöèè áåë-
êîâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìàëî èçó÷åíû, íåò ÷åòêèõ ïðåä-
ñòàâëåíèé î âîçìîæíûõ ìåõàíèçìàõ îáðàçîâàíèÿ àãðå-
ãàòîâ.

Âûÿñíåíèþ ìåõàíèçìà àãðåãàöèè â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè ñîäåéñòâóþò äàííûå î êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóê-
òóðå DsRed1. Òàê êàê íå áûëî çàìå÷åíî âëèÿíèå àãðåãà-
öèè íà ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà, ïðåäïîëàãàþò, ÷òî àã-
ðåãàòû îáðàçóþòñÿ çðåëûìè ìîëåêóëàìè áåëêà. Âûäåëÿ-
þò äâå îáùèå äëÿ âñåõ áåëêîâ âîçìîæíûå ïðè÷èíû
àãðåãàöèè. Ïåðâàÿ ïðè÷èíà — ýòî âçàèìîäåéñòâèå «ëèï-
êèõ» ãèäðîôîáíûõ ó÷àñòêîâ íà ïîâåðõíîñòè ìîëåêóëû
(Eaton, Hofrichter, 1990). Îäíàêî äàííûå ðåíòãåíîñòðóê-
òóðíîãî àíàëèçà (Wall et al., 2000; Yarbrough et al., 2001)
óêàçûâàþò íà îòñóòñòâèå ÷åòêî âûðàæåííûõ ãèäðîôîá-
íûõ îáëàñòåé íà ïîâåðõíîñòè òåòðàìåðà DsRed1, êîòî-
ðûå ìîãóò ïðèâåñòè ê ñóùåñòâåííîìó âçàèìîäåéñòâèþ
ìåæäó ìîëåêóëàìè. Âòîðàÿ âîçìîæíàÿ ïðè÷èíà àãðåãà-

öèè — ýëåêòðîñòàòè÷åñêèå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ïîëî-
æèòåëüíî è îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûìè ó÷àñòêàìè
ïîâåðõíîñòè. Ðàñ÷åòû ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà
òåòðàìåðà DsRed1 ïîêàçàëè, ÷òî ïîâåðõíîñòü áåëêà çàðÿ-
æåíà îòðèöàòåëüíî, çà èñêëþ÷åíèåì êîðîòêèõ ó÷àñòêîâ
âáëèçè N-êîíöà êàæäîãî ìîíîìåðà, îáðàçîâàííûõ ãðóï-
ïîé ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàò-
êîâ (Yanushevich et al., 2002). Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ
ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êàæäûé òåòðàìåð ñïîñîáåí ê îáðàçî-
âàíèþ äî ÷åòûðåõ ñîëåâûõ ìîñòèêîâ ñ äðóãèìè òåòðàìå-
ðàìè, îáðàçóÿ «ñåòü» ñ ïîëèìåðîïîäîáíîé ñòðóêòóðîé.
×åòûðå âàëåíòíîñòè äëÿ ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ îáóñëîâëèâàþò ñòàáèëüíîñòü ïîäîáíîé ñòðóê-
òóðû (Yanushevich et al., 2002).

Äëÿ ðåøåíèÿ ïðîáëåìû àãðåãàöèè DsRed1 áûë èñïîëü-
çîâàí ïîäõîä ñàéò-ñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà, îñíîâàí-
íûé íà ïðåäïîëîæåíèè î ðåøàþùåé ðîëè â îáðàçîâàíèè
àãðåãàòîâ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ îñòàòêîâ âáëèçè
N-êîíöà ìîëåêóëû. Íåàãðåãèðóþùèå ìóòàíòû DsRed1
ïðåäïîëàãàëîñü ïîëó÷èòü çàìåíîé îñòàòêîâ Arg è Lys íà
îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûå èëè íåéòðàëüíûå îñòàòêè. Äëÿ
ìóòàãåíåçà áûë âûáðàí íå äèêèé òèï DsRed1, à åãî ìó-
òàíò E57 (Val105Ala, Ile161Thr è Ser197Ala). Ýòîò ìó-
òàíò îòëè÷àåòñÿ áîëåå áûñòðûì ñîçðåâàíèåì, åãî êðàñ-
íàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïîÿâëÿåòñÿ â 2 ðàçà áûñòðåå, ÷åì ó
DsRed1 äèêîãî òèïà (Terskikh et al., 2000). Îäíèì èç ðå-
çóëüòàòîâ ýòîé ðàáîòû ñòàëî ïîëó÷åíèå òðîéíîãî ìóòàí-
òà E57-NA ñ çàìåíàìè Arg2 íà Ala, Lys5 íà Glu è Lys9 íà
Thr (nonaggregated) ñ ìèíèìàëüíûì óðîâíåì àãðåãàöèè
êàê in vivo, òàê è in vitro. Ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðè-
ñòèêè E57-NA (èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, ìàê-
ñèìóìû ñïåêòðîâ âîçáóæäåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè) îêàçà-
ëèñü î÷åíü áëèçêè ê ñâîéñòâàì èñõîäíîãî áåëêà E57, ÷òî
äåëàåò ïåðñïåêòèâíûì åãî äàëüíåéøåå èñïîëüçîâàíèå
(Yanushevich et al., 2002). Ñíèæåíèå àãðåãàöèè ïðè çàìå-
íå îò îäíîãî äî òðåõ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ àìè-
íîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â îáëàñòè N-êîíöà íà íåéòðàëü-
íûå èëè îòðèöàòåëüíûå (Yanushevich et al., 2002) áûëî
ïîëó÷åíî òàêæå è äëÿ äðóãèõ öâåòíûõ áåëêîâ (zFP538,
zFP506 è amFP486) èç êîðàëëîâ Anthozoa. Ýòî ïîäòâåðæ-
äàåò ïðåäïîëîæåíèå îá ýëåêòðîñòàòè÷åñêîé ïðèðîäå
âçàèìîäåéñòâèé, ïðèâîäÿùèõ ê àãðåãàöèè â äàííûõ áåë-
êàõ.

Îëèãîìåðèçàöèÿ ÿâëÿåòñÿ îñëîæíÿþùèì ôàêòîðîì
ïðè èñïîëüçîâàíèè FPs â êà÷åñòâå ïàðòíåðîâ äëÿ FRET, à
òàêæå ïðè ïîëó÷åíèè õèìåðíûõ áåëêîâ ñëèÿíèÿ, îäíàêî
íå ìåøàåò ïðè ïðèìåíåíèè FPs â êà÷åñòâå ìàðêåðà ãåí-
íîé ýêñïðåññèè (Lauf et al., 2001; Fradkov et al., 2002).
Òåòðàìåðíàÿ ïðèðîäà ìíîãèõ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ìî-
æåò ïðèâåñòè ê îøèáî÷íîìó îïðåäåëåíèþ ëîêàëèçàöèè è
ôóíêöèè ìå÷åíûõ áåëêîâ, òàê æå êàê è èõ àãðåãàöèè. Áî-
ëåå òîãî, àãðåãàöèÿ ìíîãèõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïåðå-
äà÷å ñèãíàëà, ïðèâîäèò ê èõ àêòèâàöèè, ïîýòîìó «ñøèâ-
êà» äàííîãî áåëêà ñ FPs èç Anthozoa ìîæåò âûçûâàòü
êîíñòèòóòèâíóþ ïåðåäà÷ó ñèãíàëà. Äëÿ âàðèàíòîâ DsRed
ýòà ïðîáëåìà áûëà ðåøåíà ñ ïîìîùüþ ñàéòíàïðàâëåííî-
ãî ìóòàãåíåçà (Campbell et al., 2002). Áûëà ñîçäàíà ìîíî-
ìåðíàÿ ìóòàíòíàÿ ôîðìà DsRed1 — mRFP1, êîòîðàÿ ñî-
äåðæèò 33 çàìåíû: 3 â ãèäðîôîáíîé è 10 â ãèäðîôèëüíîé
îáëàñòÿõ âçàèìîäåéñòâèÿ, 3 â êîðîòêîì N-êîíöåâîì ó÷à-
ñòêå, 13 âî âíóòðåííèõ îáëàñòÿõ â-áî÷îíêà è 4 ïîâåðõíî-
ñòíûå çàìåíû, òî÷íîå âëèÿíèå êîòîðûõ íà ôóíêöèè è
ñòðóêòóðó áåëêà íåèçâåñòíî. Ìóòàíò mRFP1 îáëàäàåò â
1.3 ðàçà ìåíüøèì êîýôôèöèåíòîì ýêñòèíêöèè è â
3.2 ðàçà ìåíüøèì êâàíòîâûì âûõîäîì, ÷åì DsRed1, îä-
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íàêî ñêîðîñòü åãî ñîçðåâàíèÿ áîëåå ÷åì â 10 ðàç âûøå,
÷åì DsRed1. Íåäîñòàòêîì mRFP1 ÿâëÿåòñÿ ïðèñóòñòâèå
ôðàêöèè áåëêà, ñîäåðæàùåãî «çåëåíûé» õðîìîôîð, ÷òî
îãðàíè÷èâàåò ïðèìåíåíèå äàííîãî áåëêà â ýêñïåðèìåí-
òàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì FRET è â ñëó÷àå ìíîãîöâåòíîãî
ìå÷åíèÿ. Íîâûå ìîíîìåðíûå RFPs, òàêèå êàê mOrange,
mStrawberry, mCherry, mRaspberry è mPlum, îáëàäàþò
ñóùåñòâåííî óëó÷øåííûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ñîçðåâà-
íèÿ, ÿðêîñòè è ôîòîñòàáèëüíîñòè (Shaner et al., 2004;
Wang et al., 2004).

Ñóùåñòâóþò è äðóãèå ïîäõîäû ïðåîäîëåíèÿ àãðåãà-
öèè áåëêîâ ñëèÿíèÿ, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäÿò FPs èç Ant-
hozoa. Îäíèì èç íèõ ÿâëÿåòñÿ êîâàëåíòíàÿ ñøèâêà «ãî-
ëîâà ê õâîñòó» äâóõ èäåíòè÷íûõ êîïèé FPs, â ðåçóëüòàòå
÷åãî îáðàçóåòñÿ òàíäåìíûé äèìåð, ÷òî ïðåäîòâðàùàåò
àãðåãàöèþ ìå÷åíîãî áåëêà. Ýòîò ïîäõîä áûë óñïåøíî
ïðèìåíåí äëÿ HcRed1 (Fradkov et al., 2002) è äèìåðíûõ
ìóòàíòíûõ ôîðì DsRed1 (Campbell et al., 2002). Áûëè
ïðîòåñòèðîâàíû àìèíîêèñëîòíûå ó÷àñòêè ðàçíîé äëèíû,
ñîåäèíÿþùèå äâå êîïèè FPs â òàíäåìå. Íàèëó÷øèå ðå-
çóëüòàòû ïî ïîêàçàòåëÿì ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ õðîìî-
ôîðà è êîíå÷íîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè áûëè
ïîëó÷åíû äëÿ àìèíîêèñëîòíûõ ó÷àñòêîâ äëèíîé 4 è 12
îñòàòêîâ äëÿ HcRed1 è äèìåðíûõ ìóòàíòíûõ ôîðì
DsRed1 ñîîòâåòñòâåííî. Îáà òàíäåìíûõ áåëêà îáëàäàëè
òàêèìè æå ñïåêòðàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè, êàê è èñ-
õîäíûå áåëêè. Ñøèâêà òàíäåìíîãî HcRed1 ñ â-àêòèíîì
ïîêàçàëà, ÷òî äàííàÿ êîíñòðóêöèÿ ìîæåò áûòü èñïîëüçî-
âàíà ïðè ìå÷åíèè ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà in vivo. Êîíå÷-
íûå ìå÷åíûå îáðàçöû áûëè íåîòëè÷èìû îò ïîëó÷åííûõ
ïðè ïðèìåíåíèè øèðîêî èñïîëüçóåìûõ õèìåðíûõ êîíñò-
ðóêöèé, ñîäåðæàùèõ EGFP. Áåëîê ñëèÿíèÿ òàíäåìíûõ
äèìåðíûõ ìóòàíòîâ DsRed1 è êîííåêñèíà 43 òàêæå ïðà-
âèëüíî òðàíñïîðòèðîâàëñÿ ê ìåìáðàíå è óñïåøíî ôîð-
ìèðîâàë ôóíêöèîíàëüíûå êîííåêñèíîâûå êàíàëû, êî-
òîðûå, îäíàêî, áûëè íå ñïîñîáíû îðãàíèçîâûâàòüñÿ â
áîëüøèå ùåëåâûå êîíòàêòû.

Äðóãèì ñïîñîáîì ïðåîäîëåòü àãðåãàöèþ ÿâëÿåòñÿ èñ-
ïîëüçîâàíèå ïñåâäîìîíîìåðíûõ ôîðì òåòðàìåðíûõ ôëó-
îðåñöåíòíûõ áåëêîâ. Ýòîò ïîäõîä îñíîâàí íà îäíîâðå-
ìåííîé êîýêñïðåññèè FP, ñøèòîãî ñ êîíêðåòíûì áåëêîì,
è èçáûòî÷íîãî êîëè÷åñòâà ñâîáîäíîãî FP èëè íåôëóî-
ðåñöåíòíîé ìóòàíòíîé ôîðìû äàííîãî FP (FP-õåëïåðà).
Êîíå÷íûå ãåòåðîòåòðàìåðû ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà ñî-
äåðæàò åäèíè÷íûé ìå÷åíûé ïîëèïåïòèä è, ñëåäîâàòåëü-
íî, ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ïñåâäîìîíîìåðû. Îñóùå-
ñòâèìîñòü äàííîãî ìåòîäà áûëà ïîêàçàíà ïðè èñïîëüçî-
âàíèè êðàñíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ìóòàíòà asulCP —
M355NA, ñøèòîãî ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì â-àêòèíîì
÷åëîâåêà, à â êà÷åñòâå FP-õåëïåðà âûñòóïàë asulCP-
Ala148Cys (Bulina et al., 2003). Ôèáðîáëàñòû ëèíèè L929
áûëè òðàíñôèöèðîâàíû âåêòîðîì, ñîäåðæàùèì IRES-
ñàéò (âíóòðåííèé ñàéò ïîñàäêè ðèáîñîì) äëÿ áèöèñòðîí-
íîé ýêñïðåññèè õåëïåðà asulCP-Ala148Cys è M355NA—
àêòèí, èëè âåêòîðîì, ñîäåðæàùèì M355NA—àêòèí
ïîä IRES-êîíòðîëåì, íî íå ñîäåðæàùèì ãåíà asulCP-
Ala148Cys. Òðàíñëÿöèÿ ïî Cap-çàâèñèìîìó ìåõàíèçìó â
íåñêîëüêî ðàç ýôôåêòèâíåå ýêñïðåññèè ïî IRES-çàâèñè-
ìîìó ìåõàíèçìó, ïîýòîìó â ðåçóëüòàòå asulCP-Ala148Cys
ñèíòåçèðóåòñÿ â ãîðàçäî áîëüøåì êîëè÷åñòâå, ÷åì
M355NA—àêòèí. Â ñëó÷àå ýêñïðåññèè òîëüêî M355NA—
àêòèíà îáðàçîâûâàëîñü áîëüøîå êîëè÷åñòâî öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèõ àãðåãàòîâ, à îáðàçöû, ïîëó÷åííûå ïðè êîýêñï-
ðåññèè M355NA—àêòèíà ñ èçáûòêîì asulCP-Ala148Cys,
áûëè íåîòëè÷èìû îò îáðàçöîâ, â êîòîðûõ â êà÷åñòâå ìåò-
êè èñïîëüçîâàëè EGFP (ðèñ. 12).

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û å ò à é ì å ð û. Ñêîðîñòü ñîçðåâà-
íèÿ õðîìîôîðà êðàñíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ äèêîãî
òèïà èç êëàññà Anthozoa (íàïðèìåð, DsRed1) ãîðàçäî
ìåíüøå ñêîðîñòè ñîçðåâàíèÿ GFP èç Aequorea. Äàííîå
îáñòîÿòåëüñòâî ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî ïðè èçó÷åíèè
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Ðèñ. 12. Ôèáðîáëàñòû ëèíèè L929, òðàíñôèöèðîâàííûå âåêòî-
ðîì, êîäèðóþùèì EGFP—â-àêòèí è IRES—M355NA—â-àêòèí
(I) èëè EGFP—â-àêòèí è asulCP-NF—IRES—M355NA—â-àê-
òèí (II). EGFP—â-àêòèí èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëü-
íîãî êîíòðîëÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ îêðàøåííîãî öèòîñêåëåòà (Bulina
et al., 2003). Ïóáëèêóåòñÿ ñ ëþáåçíîãî ðàçðåøåíèÿ àâòîðîâ.

Ðèñ. 13. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè áåëêà ñëèÿíèÿ HcRed2A—
HcRed2A—EYFP äî (êðàñíàÿ ëèíèÿ) è ïîñëå (çåëåíàÿ ëèíèÿ)

ðàñùåïëåíèÿ ôàêòîðîì Xa (Fradkov et al., 2002).

Âñòàâêà áîëåå ïîäðîáíî ïîêàçûâàåò äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü ñïåêòðà.
Íà ìàëîé âñòàâêå â ïðàâîì âåðõíåì óãëó ïîêàçàíû ôîòîãðàôèè îáðàçöîâ
íåðàñùåïëåííîãî (êîëîíêà I) è ðàñùåïëåííîãî (êîëîíêà II) áåëêîâ ñëèÿ-
íèÿ, ïîëó÷åííûå ïðè ïîìîùè ñòåðåîìèêðîñêîïèè. Ðÿä 1 — âîçáóæäå-
íèå ñèíèì ñâåòîì è ðåãèñòðàöèÿ â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà; ðÿä 2 — âîç-
áóæäåíèå ñèíèì ñâåòîì è ðåãèñòðàöèÿ â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà;
ðÿä 3 — íàëîæåíèå èçîáðàæåíèé 1 è 2. Óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè çåëå-
íîãî ñèãíàëà è îäíîâðåìåííîå óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè êðàñíîãî
ñèãíàëà âûçâàíû óìåíüøåíèåì ýôôåêòèâíîñòè FRET ïðè âîçäåéñòâèè

ïðîòåàçîé. Ïóáëèêóåòñÿ ñ ëþáåçíîãî ðàçðåøåíèÿ àâòîðîâ.



õðîíîëîãèè ïðîöåññîâ ðàçâèòèÿ. Ïðè ýêñïðåññèè ãåíà
DsRed1 è ãåíà GFP (èëè EGFP) ñ èñïîëüçîâàíèåì îäíîãî
è òîãî æå ïðîìîòîðà êðàñíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ðåãèñòðè-
ðóåòñÿ íà 18—20 ÷ ïîçæå çåëåíîé. Åñëè àêòèâàöèÿ ýêñ-
ïðåññèè ïðîèñõîäèò âñêîðå ïîñëå äåëåíèÿ èëè äèôôå-
ðåíöèðîâêè îïðåäåëåííûõ òèïîâ êëåòîê, òî öâåò ôëóî-
ðåñöåíöèè îòðàæàåò ñòàäèþ ðàçâèòèÿ äàííûõ êëåòîê
(Verkhusha et al., 2001b).

Òàê êàê ñîçðåâàíèå õðîìîôîðà DsRed1 ïðîõîäèò ÷å-
ðåç ñòàäèþ îáðàçîâàíèÿ GFP-ïîäîáíîãî õðîìîôîðà, ýòó
âðåìåííóþ çåëåíóþ ôëóîðåñöåíöèþ ìîæíî èñïîëüçî-
âàòü áåç íåîáõîäèìîñòè êîýêñïðåññèè GFP èç Aequorea.
Êàê óæå óïîìèíàëîñü, ïðè ñîçðåâàíèè íåêîòîðûõ Antho-
zoa RFPs, òàêèõ êàê zoan2RFP, mcavRFP, rfloRFP (Labas
et al., 2002), è ìóòàíòà DsRed-E5 (Terskikh et al., 2000)
ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ. Ïðè ýòîì
DsRed-E5 è zoan2RFP ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê àáñî-
ëþòíûå ôëóîðåñöåíòíûå òàéìåðû, ïîñêîëüêó íà ðàííèõ
ñòàäèÿõ ñîçðåâàíèÿ îíè ôëóîðåñöèðóþò â çåëåíîé îáëàñ-
òè ñïåêòðà, à â ïîëíîñòüþ ñîçðåâøåì ñîñòîÿíèè — â
êðàñíîé. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü èì ñïåêòð ôëóîðåñöåí-
öèè mcavRFP è rfloRFP â ñîçðåâøåì ñîñòîÿíèè ñîäåðæèò
è çåëåíûé, è êðàñíûé ïèêè.

Ýêñïðåññèÿ DsRed-E5 è zoan2RFP ìîæåò äàòü òî÷-
íóþ èíôîðìàöèþ îá àêòèâàöèè è èíãèáèðîâàíèè ïðîìî-
òîðîâ ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ. Òåîðåòè÷åñêè ïîÿâëåíèå
çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè ïîêàçûâàåò, ÷òî àêòèâàöèÿ ïðî-
ìîòîðà ïðîèçîøëà íåäàâíî, æåëòî-îðàíæåâàÿ ôëóîðåñ-
öåíöèÿ îçíà÷àåò äëèòåëüíóþ àêòèâíîñòü, à êðàñíàÿ óêà-
çûâàåò íà ïðåêðàùåíèå àêòèâíîñòè ïðîìîòîðà.

Ìóòàíòíóþ ôîðìó DsRed, îáëàäàþùóþ ñâîéñòâàìè
ôëóîðåñöåíòíîãî òàéìåðà, èñïîëüçîâàëè ïðè èçó÷åíèè
àêòèâíîñòè ãåíà Otx-2 â Xenopus laevis. Äëÿ ýòîãî â ýì-
áðèîíû X. laevis ââîäèëè ìèêðîèíúåêöèåé ïëàçìèäó, ñî-
äåðæàùóþ ãåí ôëóîðåñöåíòíîãî òàéìåðà ïîä êîíòðîëåì
ïðîìîòîðà Otx-2. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãåíà
Otx-2 íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ ðàçâèòèÿ íàáëþäàåòñÿ â îáëà-
ñòè êîíå÷íîãî ìîçãà è â âåíòðàëüíîì îòäåëå ïðîìåæó-
òî÷íîãî ìîçãà. Íà ñòàäèè ãîëîâàñòèêà àêòèâíîñòü ãåíà
Otx-2 â ýòèõ îáëàñòÿõ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿ-
åòñÿ, íî íàáëþäàåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè â ìåç-
ýíöåôàëüíîé îáëàñòè ìîçãà (Ermakova et al., 1999).

È ç ó ÷ å í è å ä è ô ô ó ç è è è ò ð à í ñ ï î ð ò à á å ë ê î â,
î ð ã à í å ë ë è ê ë å ò î ê. Aequorea GFP è áîëüøèíñòâî
Anthozoa FPs ìîãóò áûòü íåîáðàòèìî îáåñöâå÷åíû ïðè
îáëó÷åíèè èíòåíñèâíûì ñâåòîì â ìàêñèìóìå ïîãëîùå-
íèÿ äàííûõ áåëêîâ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè
(îáû÷íî 10—103 ñ). Êèíåòèêà îáåñöâå÷èâàíèÿ Anthozoa
RFPs áîëåå ñëîæíàÿ, ÷åì êèíåòèêà îáåñöâå÷èâàíèÿ
Aequorea EGFP, âîçìîæíî èç-çà áîëåå ñëîæíîé ñòðóêòó-
ðû õðîìîôîðà èëè èç-çà íàëè÷èÿ íåñêîëüêèõ ôîðì áåë-
êà. DsRed1 è åãî ìóòàíòíûå ôîðìû, âêëþ÷àÿ ìîíîìåð-
íûé mRFP1, õàðàêòåðèçóþòñÿ äâóõýêñïîíåíöèàëüíîé
êèíåòèêîé îáåñöâå÷èâàíèÿ, â òî âðåìÿ êàê EGFP — ìî-
íîýêñïîíåíöèàëüíîé. Òàêîå ïðîñòðàíñòâåííî îãðàíè÷åí-
íîå ôîòîäèíàìè÷åñêîå ïîâðåæäåíèå õðîìîôîðîâ ìîæåò
èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé ïîäâèæ-
íîñòè áåëêîâ è îðãàíåëë (Lippincott-Schwartz et al.,
2001), ìå÷åííûõ FPs, ìåòîäàìè âîññòàíîâëåíèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè ïîñëå îáåñöâå÷èâàíèÿ (fluorescence recovery
after photobleaching, FRAP) è çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
ïðè ôîòîîáåñöâå÷èâàíèè (fluorescence loss in photobleac-
hing, FLIP).

Ôîòîîáåñöâå÷èâàíèå Anthozoa RFPs è YFPs, êîòî-
ðûå ñîäåðæàò ïî êðàéíåé ìåðå äâà ðàçëè÷íûõ âèäà õðî-

ìîôîðîâ (çåëåíûé è êðàñíûé/çåëåíûé è æåëòûé) (Baird
et al., 2000; Terskikh et al., 2000; Verkhusha et al., 2001b;
Yarbrough et al., 2001), ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ
ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê áåëêîâ. Â òåòðàìåðå ôëóî-
ðåñöåíòíîãî áåëêà, ñîñòîÿùåãî èç ìîíîìåðîâ ñ õðîìîôî-
ðàìè îáîèõ òèïîâ, çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïîäàâëåíà
âñëåäñòâèå íàëè÷èÿ âûñîêîýôôåêòèâíîãî ïåðåíîñà ýíåð-
ãèè îò çåëåíîãî õðîìîôîðà ê êðàñíîìó (æåëòîìó) õðîìî-
ôîðó. Èçáèðàòåëüíîå îáåñöâå÷èâàíèå êðàñíîãî (æåëòî-
ãî) õðîìîôîðà ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ èíòåíñèâíîñòè
çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè. Ïðè èñïîëüçîâàíèè DsRed1
äëÿ ìå÷åíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð è öåëûõ êëå-
òîê èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè
ïî îòíîøåíèþ ê êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè ñîñòàâëÿëî
1.2�102—2.0�102 â êëåòêàõ HEK293 è CHO-K1, ïðè÷åì
ýòî èçìåíåíèå ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ DsRed1 ñîõðàíÿ-
ëîñü è áîëåå ÷åì ÷åðåç 30 ÷ ïîñëå îáåñöâå÷èâàíèÿ (Marc-
hant et al., 2001). Äàííûé âèä ôîòîêîíâåðñèè ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí äëÿ èçáèðàòåëüíîãî îïòè÷åñêîãî ìå÷åíèÿ
îòäåëüíûõ êëåòîê, îðãàíåëë è áåëêîâ ïðè èçó÷åíèè ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè êëåòî÷íûõ äåëåíèé, äèíàìèêè âíóòðè-
êëåòî÷íûõ îðãàíåëë è áåëêîâîãî òðàíñïîðòà.

Îáëó÷åíèå íåêîòîðûõ Anthozoa RFPs ñâåòîì âûñî-
êîé èíòåíñèâíîñòè â êðàñíîé îáëàñòè ïîãëîùåíèÿ ìî-
æåò ïðèâåñòè ê ôîòîêîíâåðñèè êðàñíîãî õðîìîôîðà â
ôîðìû ñî ñïåêòðàìè, ñäâèíóòûìè â ñèíþþ è äàëüíþþ
êðàñíóþ îáëàñòè. Îáëó÷åíèå ðàñòâîðåííîãî èëè èììî-
áèëèçîâàííîãî DsRed1 èíòåíñèâíûì ñâåòîì ñ äëèíîé
âîëíû 532 íì â òå÷åíèå 14 ÷ ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ
ïèêà ïîãëîùåíèÿ ïðè 558 íì è åãî ñäâèãó ê 574 íì; êðî-
ìå òîãî, ïîÿâëÿåòñÿ íîâûé ïèê ïîãëîùåíèÿ ïðè 386 íì
(Cotlet et al., 2001), ïî àìïëèòóäå ñîñòàâëÿþùèé ïðèìåð-
íî 25 % îò àìïëèòóäû ïåðâîíà÷àëüíîãî ïèêà ïðè 558 íì.
Ïðè ýòîì ïîëîñà ïîãëîùåíèÿ, îáóñëîâëåííàÿ çåëåíûì
õðîìîôîðîì (ìàêñèìóì ïðè 475 íì), íå èçìåíÿåòñÿ íè
ïî èíòåíñèâíîñòè, íè ïî ïîëîæåíèþ. Ñïåêòð ôëóîðåñ-
öåíöèè DsRed1, ïîäâåðãíóòîãî ôîòîêîíâåðñèè, ïðè âîç-
áóæäåíèè íà äëèíå âîëíû 390 íì èìååò ìàêñèìóì ïðè
500 íì (êîòîðûé îáúÿñíÿåòñÿ íàëè÷èåì áåçûçëó÷àòåëü-
íîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè ìåæäó ãîëóáûì è çåëåíûì õðîìî-
ôîðàìè) è ÿðêî âûðàæåííîå ïëå÷î ïðè 450 íì (50 % îò
àìïëèòóäû ìàêñèìóìà); ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîë-
íû 570 íì ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè DsRed1 íàõîäèòñÿ
îêîëî 595 íì. Ïîñëå âûäåðæèâàíèÿ ôîòîìîäèôèöèðî-
âàííîãî áåëêà â òåìíîòå â òå÷åíèå 24 ÷ èçìåíåíèÿ ñïåêò-
ðà ïîãëîùåíèÿ è èçëó÷åíèÿ íå íàáëþäàëè. Äàííûé âèä
ôîòîêîíâåðñèè âðÿä ëè ìîæåò áûòü ïðèìåíèì â êëåòî÷-
íîé áèîëîãèè, îí ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â áèîòåõíîëî-
ãèè äëÿ ìå÷åíèÿ DsRed1-ñîäåðæàùèõ èììîáèëèçèðîâàí-
íûõ ñòðóêòóð ñïåêòðàëüíî ðàçëè÷èìîé ñèíåé ôëóîðåñ-
öåíöèåé (Cotler et al., 2001).

Áåëêè KFPs è PAFPs äàþò óíèêàëüíóþ âîçìîæíîñòü
ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåíí *îãî ìå÷åíèÿ è íàáëþäåíèÿ
çà æèâûìè êëåòêàìè, îðãàíåëëàìè è ìîëåêóëàìè âíóò-
ðè êëåòêè. Âîçìîæíî, íàèáîëåå âàæíîé îáëàñòüþ ïðè-
ìåíåíèÿ PAFPs ÿâëÿåòñÿ ìå÷åíèå áåëêîâ. Èñïîëüçóÿ
PAFP-ìå÷åííûå áåëêè è îáëó÷àÿ îïðåäåëåííóþ îáëàñòü
âíóòðè êëåòêè èçëó÷åíèåì îïðåäåëåííîé äëèíû âîëíû è
èíòåíñèâíîñòè, èíäóöèðóþò ôîòîõèìè÷åñêèå èçìåíåíèÿ
õðîìîôîðà (ïåðåõîä PAFP èç íåôëóîðåñöåíòíîãî âî
ôëóîðåñöåíòíîå ñîñòîÿíèå èëè èçìåíåíèå öâåòà ôëóî-
ðåñöåíöèè). Äàëåå ìîæíî îòñëåæèâàòü ñóäüáó ìå÷åíîãî
áåëêà ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè (Patterson,
Lippincott-Schwartz, 2004). Íàïðèìåð, ïðè ïîìîùè áåëêà
ñëèÿíèÿ PA-GFP—á-òóáóëèí èçó÷àëè äâèæåíèå ìèêðî-
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òðóáî÷åê è âêëþ÷åíèå èõ â ìèòîòè÷åñêîå âåðåòåíî (Tulu
et al., 2003). Ìîëåêóëû ÄÍÊ è ÐÍÊ òàêæå ìîãóò áûòü ïî-
ìå÷åíû PAFPs. Äàííûé òèï ìå÷åíèÿ âêëþ÷àåò âçàè-
ìîäåéñòâèå áåëêà ñëèÿíèÿ ñïåöèôè÷åñêîãî ÄÍÊ(ÐÍÊ)-
ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà ñ PAFP è ñîîòâåòñòâóþùåé íóê-
ëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü ââå-
äåíà â èññëåäóåìóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ èëè ÐÍÊ (Shav-Tal
et al., 2004). Â îòëè÷èå îò íåîáðàòèìî ôîòîàêòèâèðóå-
ìûõ ïðîá, îáðàòèìî ôîòîðåàêòèâèðóåìûå KFP1 è Dron-
pa äîïóñêàþò ìíîãîêðàòíóþ èëè ïîñëåäîâàòåëüíóþ ôî-
òîàêòèâàöèþ. Èñïîëüçóÿ áåëîê ñëèÿíèÿ Dronpa—ERK1 è
ìíîãîêðàòíûå àêòû ôîòîàêòèâàöèè è òóøåíèÿ ñèãíàëà
ôëóîðåñöåíöèè â ÿäðå è öèòîïëàçìå îòäåëüíîé êëåòêè,
èçó÷àëè òðàíñïîðò â ÿäðî è èç ÿäðà êèíàçû ERK1 â îòâåò
íà ñòèìóëÿöèþ êëåòêè (Ando et al., 2004).

Ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå îðãàíåëëû ìîãóò áûòü ìå÷åíû
PAFPs ñ ïîìîùüþ ïðèøèâêè ê PAFP ïîëèïåïòèäíîãî
ñèãíàëà ëîêàëèçàöèè èëè áåëêà, èìåþùåãî ñîîòâåòñòâó-
þùóþ ëîêàëèçàöèþ. PAFPs èñïîëüçîâàëè äëÿ èçó÷åíèÿ
ýíäîöèòîçà (Chudakov et al., 2004), ýêçîöèòîçà è ôàãîöè-
òîçà (Lee et al., 2005), îáðàçîâàíèÿ è ðàñïàäà êëåòî÷íûõ
îðãàíåëë (Chudakov et al., 2003a; Jakobs et al., 2003; Ari-
mura et al., 2004; Karbowski et al., 2004; Lee et al., 2005) è
íàáëþäåíèÿ çà îáìåíîì ñîäåðæèìîãî îðãàíåëë (Patter-
son, Lippincott-Schwartz, 2002; Chudakov et al., 2004; Ver-
khusha, Sorkin, 2005).

Ñ èñïîëüçîâàíèåì KFP1 èçó÷àëè ýìáðèîíàëüíîå ðàç-
âèòèå Xenopus laevis, ââîäÿ ìÐÍÊ ôîòîàêòèâèðóåìîãî
áåëêà â êëåòêó ìèêðîèíúåêöèåé (Chudakov et al., 2003a).
Ìå÷åíèå êëåòîê PAFPs ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ èçó÷å-
íèÿ íå òîëüêî ýìáðèîãåíåçà, íî è, íàïðèìåð, äëÿ íàáëþ-
äåíèÿ çà îáðàçîâàíèåì ìåòàñòàçîâ è ôîðìèðîâàíèåì
îïóõîëè, ìèãðàöèåé íåáîëüøèõ ïàðàçèòîâ âíóòðè õîçÿè-
íà è ðåàêöèÿìè òàêñèñà íåáîëüøèõ îäíîêëåòî÷íûõ îðãà-
íèçìîâ (Lukyanov et al., 2005).

Áèîñåíñîðû íà îñíîâå GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ

Áûëè ñîçäàíû ìíîãî÷èñëåííûå ìóòàíòíûå ôîðìû
GFP èç Aequorea è åãî «óëó÷øåííûõ» âàðèàíòîâ, êîòî-
ðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãåíåòè÷åñêè êîäèðóåìûå áèî-
ñåíñîðû ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Ôëóî-
ðåñöåíòíûå ñâîéñòâà ýòèõ áåëêîâ çàâèñÿò îò pH îêðó-
æàþùåé ñðåäû, îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîãî
ïîòåíöèàëà êëåòêè è êîíöåíòðàöèè èîíîâ ìåòàëëîâ. Øè-
ðîêî ïðèìåíÿþòñÿ FRET-áèîñåíñîðû, öâåò ôëóîðåñöåí-
öèè êîòîðûõ èçìåíÿåòñÿ â îòâåò íà ðàçëè÷íûå ôèçèîëî-
ãè÷åñêèå è áèîõèìè÷åñêèå ñèãíàëû.

Â õèìåðíûõ êîíñòðóêöèÿõ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ñ
ìíîæåñòâîì ñàìûõ ðàçëè÷íûõ èññëåäóåìûõ áåëêîâ FP
áûë ïðèøèò ê C- èëè N-êîíöó èññëåäóåìîãî áåëêà. Â íå-
ñêîëüêèõ ñëó÷àÿõ FP áûë âñòàâëåí â èññëåäóåìûé ïåï-
òèä áåç çíà÷èòåëüíûõ ïåðåñòðîåê ñòðóêòóðû ñàìîãî FP.
Îäíàêî äëÿ ñîçäàíèÿ áèîñåíñîðîâ âåñüìà ïåðñïåêòèâíû
ââåäåíèå çíà÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé â ñòðóêòóðó ôëóîðåñ-
öåíòíîãî áåëêà, à èìåííî âñòàâêà âíåøíåãî áåëêà â FP â
ïîëîæåíèå, áëèçêîå ê õðîìîôîðó, è ñîçäàíèå áåëêîâ
ñëèÿíèÿ èññëåäóåìûõ áåëêîâ è òàê íàçûâàåìûõ öèðêó-
ëÿðíî èçìåíåííûõ (circular-permuted) FPs (cpFPs).

F R E T - á è î ñ å í ñ î ð û. Ïåðåíîñ ýíåðãèè ïî èíäóê-
òèâíî-ðåçîíàíñíîìó ìåõàíèçìó, ïðè êîòîðîì ïåðåäà÷à
ýíåðãèè îò ìîëåêóëû äîíîðà ê ìîëåêóëå àêöåïòîðà ïðî-
èñõîäèò áåçûçëó÷àòåëüíî ïîñðåäñòâîì äèïîëü-äèïîëü-
íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, íåäàâíî ñòàë øèðîêî èñïîëüçî-

âàòüñÿ â êëåòî÷íîé áèîëîãèè äëÿ ðåãèñòðàöèè áåëîê-áåë-
êîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Ýôôåêòèâíîñòü FRET çàâèñèò îò
ñòåïåíè ïåðåêðûâàíèÿ ñïåêòðîâ èñïóñêàíèÿ äîíîðà è ïî-
ãëîùåíèÿ àêöåïòîðà, ðàññòîÿíèÿ ìåæäó íèìè (ýôôåêòèâ-
íîñòü ïåðåíîñà çàâèñèò îò ðàññòîÿíèÿ ìåæäó äîíîðîì è
àêöåïòîðîì êàê 1/R6) è îòíîñèòåëüíîé îðèåíòàöèè äèïî-
ëåé ïåðåõîäà õðîìîôîðîâ (Lakowicz, 1983). Òàêèì îáðà-
çîì, ñ ïîìîùüþ FRET ìîæíî ðåãèñòðèðîâàòü ëþáûå
áèîõèìè÷åñêèå ñèãíàëû, èçìåíÿþùèå âçàèìíóþ îðèåí-
òàöèþ äèïîëåé ïåðåõîäà õðîìîôîðîâ èëè ðàññòîÿíèå
ìåæäó íèìè (Tsien, 1998; Zimmer, 2002). FRET ìîæíî
äåòåêòèðîâàòü, ðåãèñòðèðóÿ ñåíñèáèëèçèðîâàííóþ ôëó-
îðåñöåíöèþ àêöåïòîðà, óìåíüøåíèå âðåìåíè æèçíè âîç-
áóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ äîíîðà èëè óâåëè÷åíèå óñòîé÷è-
âîñòè ê îáåñöâå÷èâàíèþ äîíîðà. Â òå÷åíèå äîëãîãî âðå-
ìåíè èñïîëüçîâàíèå FRET áûëî îãðàíè÷åíî áåëêàìè,
êîòîðûå âîçìîæíî áûëî ïîìåòèòü àíòèòåëàìè, ãîðìîíà-
ìè èëè äðóãèìè ëèãàíäàìè, ñâÿçàííûìè ñ ïîäõîäÿùèìè
ïàðàìè êðàñèòåëåé èëè ýëåìåíòàìè ãðóïïû ëàíòàíèäîâ.
Ñîçäàíèå óëó÷øåííûõ ìóòàíòîâ GFP èç Aequorea ñ ðàç-
ëè÷íûìè ñïåêòðàëüíûìè ñâîéñòâàìè (EBFP, ECFP è
EYFP) ïîçâîëèëî ãåíåòè÷åñêè ââîäèòü â êëåòêè áåëêè
ñëèÿíèÿ, îáëàäàþùèå ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèåé, êî-
òîðûå ñîõðàíÿþò ëîêàëèçàöèþ è ôóíêöèè èññëåäóåìûõ
áåëêîâ. Ïåðâûìè øèðîêî ïðèìåíÿþùèìèñÿ ïàðàìè äëÿ
FRET áûëè EBFP—EGFP è ECFP—EYFP (äîíîð—àê-
öåïòîð). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî èñïîëüçîâàíèå ýòèõ ïàð äî-
íîðà è àêöåïòîðà îêàçàëîñü ýôôåêòèâíûì, ñóùåñòâóåò
íåñêîëüêî çíà÷èòåëüíûõ íåäîñòàòêîâ, à èìåííî íèçêèé
êâàíòîâûé âûõîä EBFP è ECFP, íèçêàÿ ôîòîñòàáèëü-
íîñòü EBFP, îäíîâðåìåííîå âîçáóæäåíèå àêöåïòîðà
EYFP â îáëàñòè ïîãëîùåíèÿ äîíîðà ECFP è ïàðàçèòè÷å-
ñêàÿ ýìèññèÿ äîíîðà â îáëàñòè ôëóîðåñöåíöèè àêöåïòî-
ðà (Selvin, 2000). Êëîíèðîâàíèå YFP è RFPs èç Anthozoa
ïîçâîëèëî èñïîëüçîâàòü äâå íåçàâèñèìûå ïàðû äî-
íîð—àêöåïòîð îäíîâðåìåííî â îäíîé êëåòêå, ÷òî ïðèâå-
ëî ê óâåëè÷åíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè è èíôîðìàòèâíîñòè
àíàëèçà.

Áûë ðàññ÷èòàí Ô¸ðñòåðîâñêèé ðàäèóñ (ðàññòîÿíèå
ìåæäó äîíîðîì è àêöåïòîðîì, ïðè êîòîðîì ýôôåêòèâ-
íîñòü ïåðåíîñà ýíåðãèè ñîñòàâëÿåò 50 %) äëÿ ðàçëè÷íûõ
ïàð äîíîð—àêöåïòîð. Ðàñ÷åò ïðîâîäèëñÿ â óñëîâèÿõ
ñëó÷àéíîé îðèåíòàöèè õðîìîôîðîâ. Íàèáîëüøåå çíà÷å-
íèå äàííûé ïàðàìåòð èìååò äëÿ ïàð EGFP/DsRed1, sap-
phire-GFP/DsRed1 è EYFP/DsRed1 è ñîñòàâëÿåò 4.73,
4.90 è 4.94 íì ñîîòâåòñòâåííî (Patterson et al., 2000).
Äàííûå âåëè÷èíû áëèçêè ê çíà÷åíèþ ðàäèóñà Ô¸ðñòåðà
äëÿ íàèëó÷øåé ïàðû äîíîð—àêöåïòîð ECFP—EYFP
(4.92 íì), ÷òî íàðÿäó ñ äëèííîâîëíîâûìè ñïåêòðàìè
ôëóîðåñöåíöèè ìóòàíòîâ DsRed îáëåã÷àåò ðåãèñòðàöèþ
ñåíñèáèëèçèðîâàííîãî èçëó÷åíèÿ îò âûøåóïîìÿíóòûõ è
äðóãèõ çåëåíûõ è æåëòûõ äîíîðîâ. Äåéñòâèòåëüíî, êîãäà
êðàñíûå ìîíîìåðû, âõîäÿùèå â ñîñòàâ òåòðàìåðà DsRed1,
áûëè ïîäâåðãíóòû ôîòîîáåñöâå÷èâàíèþ â êëåòêàõ HeLa,
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè îò çåëåíûõ ìîíîìåðîâ
óâåëè÷èëàñü â 2.7—5.6 ðàçà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ýôôåê-
òèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè ìåæäó çåëåíûìè è êðàñíûìè
ìîíîìåðàìè îêîëî 68—83 % (Baird et al., 2000). Ýòà âå-
ëè÷èíà ðàâíà èëè äàæå ïðåâîñõîäèò íàèáîëüøåå çàðåãè-
ñòðèðîâàííîå çíà÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè
(68 %) äëÿ ECFP è EYFP, ñøèòûõ ñ ìîòèâîì «öèíêîâûé
ïàëåö» (Miyawaki, Tsien, 2000).

Ñóùåñòâóþò äâà îãðàíè÷åíèÿ èñïîëüçîâàíèÿ RFPs â
êà÷åñòâå FRET-ïàðòíåðà — èõ òåòðàìåðíàÿ îðãàíèçàöèÿ
è øèðîêèå ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ, ïåðåêðûâàþùèåñÿ ñî
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ñïåêòðàìè âîçáóæäåíèÿ çåëåíûõ äîíîðîâ. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ îáå ïðîáëåìû ðåøåíû. Ïåðâàÿ — ñ ïîìîùüþ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå àêöåïòîðà òàíäåìíûõ äèìåðíûõ
êîíñòðóêöèé DsRed1 è HcRed1 (Campbell et al., 2002;
Fradkov et al., 2002), âòîðàÿ — ñ ïîìîùüþ èñïîëüçîâàíèÿ
òðåõ âûøåóïîìÿíóòûõ ìóòàíòíûõ ôîðì Aequorea GFP
(EGFP, sapphire-GFP è EYFP). Sapphire-GFP îòíîñèòñÿ ê
êëàññó ìóòàíòíûõ ôîðì GFP, ñîäåðæàùèõ íåéòðàëüíóþ
ôîðìó õðîìîôîðà. Êàê ïðåäïîëàãàþò, â âîçáóæäåííîì
ñîñòîÿíèè õðîìîôîð èîíèçèðîâàí (äåïðîòîíèðîâàí), ÷òî
îáúÿñíÿåò áîëüøîé ñòîêñîâ ñäâèã èçëó÷åíèÿ (ìàêñèìóì
ïîãëîùåíèÿ — 399 íì, ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè —
511 íì). Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå sapphire-GFP ðå-
øàåò ïðîáëåìó íåæåëàòåëüíîãî âîçáóæäåíèÿ àêöåïòîðà
â îáëàñòè ïîãëîùåíèÿ äîíîðà.

Ïðåèìóùåñòâî sapphire-GFP êàê FRET-ïàðòíåðà äëÿ
DsRed1 áûëî ïîêàçàíî íà òàê íàçûâàåìûõ õàìåëåîíàõ.
«Õàìåëåîíû» ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãåíåòè÷åñêè êîäèðóå-
ìûå èíäèêàòîðû êàëüöèÿ, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäÿò ïî-
ñëåäîâàòåëüíî ñøèòûå FP1-äîíîð, êàëüìîäóëèí, êàëüìî-
äóëèíñâÿçûâàþùèé äîìåí (M13) è FP2-àêöåïòîð (Miya-
waki et al., 1997, 1998). Â îòñóòñòâèå êàëüöèÿ äîíîð è
àêöåïòîð óäàëåíû äðóã îò äðóãà; ïðè ñâÿçûâàíèè êàëü-
öèÿ êàëüìîäóëèí âçàèìîäåéñòâóþò ñ M13, ÷òî âûçûâàåò
ïðîñòðàíñòâåííîå ñáëèæåíèå FP1 è FP2, à ñëåäîâàòåëü-
íî, óâåëè÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè FRET. Ìàêñèìàëüíîå èç-
ìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè DsRed1 (àêöåï-
òîðà) ïî îòíîøåíèþ ê èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
äîíîðà â êëåòêàõ HeLa ïðè ñòèìóëÿöèè 10 ìêÌ ãèñòàìè-
íà ñîñòàâèëî 1.10, 1.25, è 1.28 äëÿ «õàìåëåîíîâ», â êà÷å-
ñòâå äîíîðà â êîòîðûõ èñïîëüçîâàëè ECFP, EYFP è sap-
phire-GFP ñîîòâåòñòâåííî (Mizuno et al., 2001). Â ñëó÷àå
èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ ïðè äåïîëÿðèçàöèè
íåéðîíîâ â ãèïïîêàìïàëüíîé ôîðìàöèè (èìååò îñîáîå
çíà÷åíèå íà ðàííèõ ñòàäèÿõ îáó÷åíèÿ è óñëîâíîðåôëåê-
òîðíîé äåÿòåëüíîñòè) óâåëè÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè àêöåï-
òîðà ïî îòíîøåíèþ ê äîíîðó ñîñòàâëÿåò 1.32 è 1.26 äëÿ
«õàìåëåîíîâ» ñ EYFP è sapphire-GFP â êà÷åñòâå äîíîðîâ
ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè èçó÷åíèè áåëîê-áåëêîâîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ â êëåòêàõ ðàñòåíèÿ Arabidopsis ìåòîäîì FRET
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî EGFP ÿâëÿåòñÿ ïðèåìëåìûì äîíîðîì
äëÿ RFPs. Ïðè âçàèìîäåéñòâèè áåëêîâ ñëèÿíèÿ ôèòîõðî-
ìà B-EGFP è êðèïòîõðîìà 2—DsRed1 â ÿäðå íàáëþäàëè
ñåíñèáèëèçèðîâàííóþ ôëóîðåñöåíöèþ îò DsRed1 (Mas
et al., 2000).

Áûëà ïîêàçàíà ïîòåíöèàëüíàÿ âîçìîæíîñòü èñïîëü-
çîâàíèÿ òàíäåìíûõ RFPs â êà÷åñòâå àêöåïòîðà äëÿ FP-äî-
íîðîâ, òàêèõ êàê EYFP (Fradkov et al., 2002). Èñïîëüçîâàëè
ïðîñòóþ ìîäåëüíóþ ñèñòåìó, êîòîðàÿ ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé fusion-êîíñòðóêöèþ, ñîñòîÿùóþ èç ïîñëåäîâàòåëüíî
ñøèòûõ EYFP è t-HcRed1 (òàíäåìíûé áåëîê) è ñàéòà ðàñ-
ùåïëåíèÿ äëÿ ôàêòîðà Xa (ñåðèíîâàÿ ïðîòåàçà) ìåæäó
âòîðûì ìîíîìåðîì HcRed1 è EYFP. Ïðè èíêóáàöèè î÷è-
ùåííîãî áåëêà ñëèÿíèÿ ñ ôàêòîðîì Xa íàáëþäàëè ïîñòå-
ïåííîå óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè æåëòîé ôëóîðåñöåí-
öèè íà äëèíå âîëíû 528 íì è îäíîâðåìåííîå óìåíüøå-
íèå èíòåíñèâíîñòè êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè íà äëèíå
âîëíû 650 íì (ðèñ. 13). Ðàñùåïëåíèå áåëêà ñëèÿíèÿ ïðè-
âîäèò ê óâåëè÷åíèþ íà 80 % æåëòîãî èçëó÷åíèÿ è óìåíü-
øåíèþ íà 30 % êðàñíîãî. Îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè äîíîðà ê èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
àêöåïòîðà èçìåíÿåòñÿ â 2.6 ðàçà, ÷òî ñðàâíèìî ñ ýôôåê-
òèâíîñòüþ FRET äëÿ äðóãèõ øèðîêî èñïîëüçóåìûõ ïàð
GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ (Miyawaki et al., 1997). Òàêèì îá-
ðàçîì, t-HcRed1 ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ â FRET-àíàëèçå

äëÿ èçó÷åíèÿ àêòèâíîñòè ïðîòåàç in vivo, áåëîê-áåë-
êîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ è ñîçäàíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ
áèîñåíñîðîâ. Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü ïðåèìóùåñòâî èñ-
ïîëüçîâàíèÿ òàíäåìíûõ äèìåðíûõ ìóòàíòîâ RFP â êà÷å-
ñòâå àêöåïòîðîâ íàä ìîíîìåðíûì mRFP1, êîòîðûé ñî-
äåðæèò îïðåäåëåííóþ äîëþ ìîëåêóë ñ «çåëåíûì» õðî-
ìîôîðîì, â ñëó÷àå êîãäà â êà÷åñòâå FRET-ïàðòíåðîâ
âûñòóïàþò ìóòàíòû GFP èç Aequorea (Campbell et al.,
2002). Òàíäåìíûå êîíñòðóêöèè íåôëóîðåñöåíòíûõ ìó-
òàíòíûõ ôîðì FPs èç Anthozoa è õðîìîïðîòåèíû, òàêèå
êàê DsRed-NF è asulCP-Ala148Cys (Bulina et al., 2002),
ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû êàê ýôôåêòèâíûå òóøèòåëè
ôëóîðåñöåíöèè.

Êðîìå GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ïîäõîäÿùèìè äîíîðà-
ìè äëÿ FRET, BRET (ïåðåíîñ ýíåðãèè îò áèîëþìèíåñ-
öåíòíîãî äîíîðà) è LRET (ïåðåíîñ ýíåðãèè îò ëþìèíåñ-
öåíòíîãî äîíîðà) ÿâëÿþòñÿ îðãàíè÷åñêèå êðàñèòåëè, ëþ-
öèôåðàçû (Wilson, Hastings, 1998) è ëàíòàíèäû (Weiss,
1999) ñîîòâåòñòâåííî, òàê êàê ñïåêòðû èçëó÷åíèÿ ýòèõ
âåùåñòâ ïåðåêðûâàþòñÿ ñî ñïåêòðàìè ïîãëîùåíèÿ RFPs
èç Anthozoa. Èç êðàñèòåëåé â êà÷åñòâå äîíîðîâ ìîãóò èñ-
ïîëüçîâàòüñÿ ïðîèçâîäíûå ôëóîðåñöåèíà (Griffin et al.,
1998; Zlokarnik et al., 1998), ôëóîðåñöèðóþùèå â çåëå-
íîé îáëàñòè ñïåêòðà. Èñïîëüçîâàíèå æåëòûõ è îðàíæå-
âûõ êðàñèòåëåé ñ áîëüøèì ñòîêñîâûì ñäâèãîì è âûñî-
êèì êâàíòîâûì âûõîäîì, òàêèõ êàê SYPRO Îðàíæåâûé
(ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ 480 íì, ìàêñèìóì èçëó÷åíèÿ
568 íì), R-ôèêîýðèòðèí (ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ 480 íì,
ìàêñèìóì èçëó÷åíèÿ 578 íì) è AttoPhos (ìàêñèìóì ïî-
ãëîùåíèÿ 440 íì, ìàêñèìóì èçëó÷åíèÿ 555 íì), áóäåò
ñïîñîáñòâîâàòü óìåíüøåíèþ ïðÿìîãî âîçáóæäåíèÿ àê-
öåïòîðà è îáåñïå÷èò îòíîñèòåëüíî áîëüøèå çíà÷åíèÿ âå-
ëè÷èíû Ô¸ðñòåðîâñêîãî ðàäèóñà. Ìåòîä FRET ìîæåò
áûòü íåïðèìåíèì â ôîòî÷óâñòâèòåëüíûõ òêàíÿõ (íàïðè-
ìåð, â ñåò÷àòêå ãëàçà) èëè òêàíÿõ, êîòîðûå ïîâðåæäà-
þòñÿ ñâåòîì, âîçáóæäàþùèì ôëóîðåñöåíöèþ äîíîðà.
Â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ BRET îòñóòñòâóþò è íåæåëà-
òåëüíûå ñëåäñòâèÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, è ïðÿ-
ìîå âîçáóæäåíèå àêöåïòîðà. Îäíàêî BRET èìååò è íåäî-
ñòàòêè, íàïðèìåð íåîáõîäèìîñòü äîáàâëåíèÿ êîôàê-
òîðîâ (ëþöèôåðèíîâ) â ñèëó õèìè÷åñêîé ïðèðîäû
áèîëþìèíåñöåíöèè. Áûëè îïèñàíû ñëó÷àè èñïîëüçîâà-
íèÿ â êà÷åñòâå äîíîðà ëþöèôåðàçû èç Renilla (Xu et al.,
1999), èçëó÷àþùåé â ñèíåé îáëàñòè ñïåêòðà ñ ìàêñèìó-
ìîì ïðè äëèíå âîëíû 480 íì, è â êà÷åñòâå àêöåïòîðà ìó-
òàíòîâ GFP èç Aequorea (íàïðèìåð, EYFP). Ïðåäïîëàãàåò-
ñÿ, ÷òî ëþöèôåðàçû íàñåêîìûõ ñ ìàêñèìóìàìè èçëó÷åíèÿ
ïðè 550—575 íì ìîãóò áûòü ïîäõîäÿùèìè äîíîðàìè äëÿ
RFPs èç Anthozoa. Ëàíòàíèäû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ëþìè-
íåñöåíòíûå ýëåìåíòû, êîòîðûå â ñâÿçàííîì ñ ïîäõîäÿ-
ùèì õåëàòíûì ñîåäèíåíèåì ñîñòîÿíèè îáëàäàþò âûñî-
êèì êâàíòîâûì âûõîäîì, ñïåêòðîì èçëó÷åíèÿ ñ ìíîãî-
÷èñëåííûìè ïèêàìè â çåëåíîé è êðàñíîé îáëàñòÿõ
ñïåêòðà è áîëüøèì âðåìåíåì æèçíè âîçáóæäåííîãî ñî-
ñòîÿíèÿ (ìèëëèñåêóíäû). Ìåòîä LRET ñ èñïîëüçîâàíèåì
òåðáèÿ è åâðîïèÿ â êà÷åñòâå äîíîðîâ øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ
äëÿ èçó÷åíèÿ êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåõîäîâ áåëêîâ è â âû-
ñîêîïðîèçâîäèòåëüíîì ñêðèíèíãå (Selvin, 2000).

Á è î ñ å í ñ î ð û í à î ñ í î â å ì î ä è ô è ê à ö è è õ ð î -
ì î ô î ð à. Ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà GFP äèêîãî òèïà èç
Aequorea è ìíîãèõ åãî ìóòàíòîâ çàâèñÿò îò óðîâíÿ pH.
Â ñëàáîùåëî÷íûõ ðàñòâîðàõ (pH 8.0) ìàêñèìóìû âîç-
áóæäåíèÿ äëÿ GFP íàõîäÿòñÿ ïðè 395 è 475 íì, à ìàêñè-
ìóìû ôëóîðåñöåíöèè — ïðè 509 è 508 íì ñîîòâåòñòâåí-
íî. Ïðè âûñîêèõ çíà÷åíèÿõ pH (10.0—12.2) èíòåíñèâ-

Ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè: ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà è èñïîëüçîâàíèå 413



íîñòü ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî GFP ðåçêî âîçðàñòàåò,
ïðè ýòîì íàáëþäàåòñÿ áîëüøîé ñäâèã ñïåêòðà ïîãëîùå-
íèÿ è âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè. Ìàêñèìóì ïðè
395 íì óìåíüøàåòñÿ ïî èíòåíñèâíîñòè, à àìïëèòóäà
ïèêà ïîãëîùåíèÿ ïðè 475 íì óâåëè÷èâàåòñÿ â 3 ðàçà
(Ward, Bokman, 1982). Òàêîé pH-çàâèñèìûé ñäâèã ñïåê-
òðîâ ïîãëîùåíèÿ è âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè â ýêñò-
ðåìàëüíî ùåëî÷íîì äèàïàçîíå pH ìîæåò áûòü ðåçóëüòà-
òîì èîíèçàöèè Tyr66 â õðîìîôîðå è(èëè) äåïðîòîíèðî-
âàíèÿ Arg96, êîòîðûé ñòàáèëèçèðóåò åíîëüíóþ ôîðìó
èìèäàçîëèäîíà õðîìîôîðà. Â êèñëîì ðàñòâîðå (pH 4—6)
íàáëþäàåòñÿ òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè ñ pKa, ðàâíîé ïðè-
ìåðíî 4.5 (pH, ïðè êîòîðîì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè óìåíüøàåòñÿ íà 50 % îò íà÷àëüíîé âåëè÷èíû). Íå-
ñìîòðÿ íà ìíîãî÷èñëåííûå ðàáîòû â ýòîé îáëàñòè, ìåõà-
íèçì òàêîãî pH-çàâèñèìîãî òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè íå
áûë óñòàíîâëåí. Ïîñêîëüêó ôëóîðåñöåíòíûé îòâåò GFP
íà èçìåíåíèÿ êèñëîòíîñòè ñðåäû ïðîèñõîäèò áûñòðî è
îáðàòèìî, áûëî ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàòü ýòîò áåëîê â
êà÷åñòâå íåèíâàçèâíîãî èíäèêàòîðà âíóòðèêëåòî÷íîãî
pH, â òåõ ñëó÷àÿõ êîãäà òðàäèöèîííûå ñèíòåòè÷åñêèå
pH-èíäèêàòîðû íå ïîäõîäÿò (Robey et al., 1998; Elsliger
et al., 1999; Yuste et al., 2000). Íåêîòîðûå ìóòàíòû GFP
èç Aequorea ñ óëó÷øåííûìè ñïåêòðàëüíûìè ñâîéñòâàìè
åùå áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê èçìåíåíèÿì pH, ÷åì áåëîê
äèêîãî òèïà: EGFP çàòóøåí íà 50 % ïðè pH 5.5. EYFP
èìååò çíà÷åíèå pKa ðàâíîå 7.1, è áûë óñïåøíî èñïîëüçî-
âàí äëÿ èçìåðåíèÿ pH öèòîïëàçìû è àïïàðàòà Ãîëüäæè.
Äëÿ èçìåðåíèÿ pH îðãàíåëë ñ áîëåå êèñëûìè ñðåäàìè
ñëåäóåò èñïîëüçîâàòü EGFP èëè GFP äèêîãî òèïà, òàê
êàê EYFP ïðè äàííûõ çíà÷åíèÿõ pH ïðàêòè÷åñêè íå ôëó-
îðåñöèðóåò. EGFP îáëàäàåò ìåíüøåé pH-÷óâñòâèòåëüíî-
ñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ EGFP èëè EYFP è ðåäêî èñïîëüçó-
åòñÿ â òàêîãî ðîäà èçìåðåíèÿõ.

Ñ ïîìîùüþ ñàéòíàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà GFP èç
Aequorea áûëè ñîçäàíû ðàçëè÷íûå pH-÷óâñòâèòåëüíûå
ìóòàíòíûå ôîðìû, èñïîëüçóåìûå â êà÷åñòâå èíäèêàòî-
ðîâ pH (Yuste et al., 2000). Ñóùåñòâóþò äâà òèïà èíäèêà-
òîðîâ pH — ðàòèîìåòðè÷åñêèå è ýêëèïòè÷íûå. Â ñëó÷àå
ðàòèîìåòðè÷åñêèõ èíäèêàòîðîâ ïîíèæåíèå pH ïðèâîäèò
ê èçìåíåíèþ îòíîøåíèÿ èíòåíñèâíîñòåé ôëóîðåñöåíöèè
ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíàõ âîëí 395 è 475 íì. Ïèê âîç-
áóæäåíèÿ ïðè 475 íì ýêëèïòè÷íûõ èíäèêàòîðîâ ïðè pH
íèæå 6.0 ñòàíîâèòñÿ íåôëóîðåñöåíòíûì (èñ÷åçàåò).
Â îáîèõ ñëó÷àÿõ èçìåíåíèÿ ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ èíäè-
êàòîðîâ îáðàòèìû.

Áûëî ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàòü ýêëèïòè÷íûå èíäè-
êàòîðû pH (pH-ëóîðèíû) äëÿ èçó÷åíèÿ ïðåñèíàïòè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè â íåðâíûõ òêàíÿõ (Sankaranarayanan et
al., 2000). Äëÿ ýòîãî áûë ñîçäàí áåëîê ñëèÿíèÿ ýêëèïòè÷-
íîãî pH-ëóîðèíà ñ áåëêîì VAMP (áåëêîì ìåìáðàíû ñè-
íàïòè÷åñêèõ âåçèêóë), ïðè÷åì â ýòîé êîíñòðóêöèè ýê-
ëèïòè÷íûé pH-ëóîðèí ïðèøèò ê ëþìåíàëüíîìó äîìåíó
VAMP, ò. å. ïðè âñòðàèâàíèè áåëêà ñëèÿíèÿ â ìåìáðàíó
âåçèêóëû ýêëèïòè÷íûé pH-èíäèêàòîð áóäåò íàõîäèòüñÿ
âî âíóòðåííåì ïðîñòðàíñòâå âåçèêóëû. Ñèíàïòè÷åñêèå
âåçèêóëû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñïåöèàëèçèðîâàííûå ýí-
äîñîìû, â êîòîðûõ ïîääåðæèâàåòñÿ pH 5.6. Ïðè òàêèõ
óñëîâèÿõ ýêëèïòè÷íûé pH-ëóîðèí ïîëíîñòüþ çàòóøåí.
Ïðè äåéñòâèè ýëåêòðè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà ïðè ïåðåäà÷å
íåðâíîãî èìïóëüñà ñèíàïòè÷åñêèå âåçèêóëû ñëèâàþòñÿ ñ
ìåìáðàíîé íåðâíîé êëåòêè äëÿ âûáðîñà íåéðîìåäèàòîðà
â ñèíàïòè÷åñêóþ ùåëü, â ðåçóëüòàòå ÷åãî çíà÷åíèå pH íà
ëþìåíàëüíîé ñòîðîíå ìåìáðàíû âåçèêóëû ñòàíîâèòñÿ
ùåëî÷íûì (pH 7.4), ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê ïåðå-

õîäó pH-ëóîðèíà âî ôëóîðåñöåíòíîå ñîñòîÿíèå. Ïîñëå-
äóþùèé ýíäîöèòîç âåçèêóë è çàêèñëåíèå âíóòðèâåçèêó-
ëÿðíîãî ïðîñòðàíñòâà ñíîâà âûçûâàþò òóøåíèå ôëóî-
ðåñöåíöèè. Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè âî âðåìÿ äåéñòâèÿ ïîòåíöèàëà îòðàæàåò
ñîîòíîøåíèå äîëè ýêñòåðíàëèçîâàííûõ íà ïîâåðõíîñòè
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ìîëåêóë pH-ëóîðèíà, ÿâëÿþ-
ùèõñÿ ôëóîðåñöåíòíûìè, è äîëè ìîëåêóë pH-ëóîðèíà,
íàõîäÿùèõñÿ âíóòðè ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë, ÿâëÿþùèõñÿ
ïîëíîñòüþ çàòóøåííûìè (Sankaranarayanan et al., 2000).

Íåäàâíî áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû ìóòàíòû GFP, ñïåê-
òðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè êîòîðûõ çàâèñÿò îò pH ñðåäû
(Hanson et al., 2002). Ýòîò íîâûé êëàññ áåëêîâ, íàçâàí-
íûé deGPFs, áûë ïîëó÷åí ïóòåì çàìåùåíèÿ 65-ãî îñòàò-
êà òðåîíèíîì è 148-ãî è(èëè) 203-ãî îñòàòêîâ öèñòåè-
íîì. Ýòè áåëêè èìåþò pK îò 6.8 äî 8.0. Ïðè çàêèñëåíèè
ðàñòâîðà ñîîòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ôëóîðåñöåíöèè
ïðè 515 (çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ) è 460 (ãîëóáàÿ ôëóî-
ðåñöåíöèÿ) èì èçìåíÿåòñÿ. Äëÿ ýòèõ áåëêîâ áûëà îïðåäå-
ëåíà ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà ïðè âûñîêèõ è íèçêèõ
çíà÷åíèÿõ pH. Ïðè íèçêèõ çíà÷åíèÿõ pH ñòðóêòóðà íå
èìååò ãèäðîôîáíûõ ñâÿçåé, êîòîðûå ñïîñîáñòâîâàëè áû
áûñòðîé äåçàêòèâàöèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ ïîñðåä-
ñòâîì ïåðåíîñà ïðîòîíà. Âñëåäñòâèå ýòîãî íàáëþäàåòñÿ
ãîëóáàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ. Ïðè âûñîêèõ çíà÷åíèÿõ pH èç-
ìåíåíèå ñòðóêòóðû ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ ñèñòåìû
âîäîðîäíûõ ñâÿçåé, âñëåäñòâèå ÷åãî ïðîòîí îò íåéòðàëü-
íîé ôîðìû õðîìîôîðà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ÷åðåç
Ser147 è ìîëåêóëû ñâÿçàííîé âîäû ïåðåõîäèò â ðàñòâî-
ðèòåëü, âñëåäñòâèå ÷åãî âîçíèêàåò çåëåíàÿ ôëóîðåñöåí-
öèÿ àíèîííîé ôîðìû õðîìîôîðà (Hanson et al., 2002).

È í ä è ê à ò î ð û í à î ñ í î â å ì î ä è ô è ê à ö è è ï î -
â å ð õ í î ñ ò è â - á î ÷ î í ê à. Äèêèé òèï GFP èç Aequorea
îáëàäàåò ñèëüíûì ñðîäñòâîì ê èîíàì Cu2+, ìåíüøèì —
ê èîíàì Ni2+ è ñëàáî âçàèìîäåéñòâóåò ñ èîíàìè Zn2+ è
Co2+ (Li et al., 2001). GFP ñîäåðæèò 10 îñòàòêîâ ãèñòèäè-
íà, èõ êîòîðûõ His77, His81 è His231 íàõîäÿòñÿ íà ðàñ-
ñòîÿíèè íå áîëåå 7.5 Å äðóã îò äðóãà, âñëåäñòâèå ÷åãî
áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî îíè ìîãóò ñëó-
æèòü âîçìîæíûìè ñàéòàìè ñâÿçûâàíèÿ èîíîâ ìåòàëëîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî èîíû ìåòàëëîâ â íåïîñðåäñòâåííîé
áëèçîñòè îò õðîìîôîðà âûçûâàþò òóøåíèå ôëóîðåñöåí-
öèè, ïîýòîìó áûëè ñîçäàíû äâå ìóòàíòíûå ôîðìû GFP
ñ ïîâûøåííûì ñðîäñòâîì ê èîíàì ìåòàëëîâ, êîòîðûå
ìîãóò ñëóæèòü èíäèêàòîðàìè èîíîâ ìåòàëëîâ in vivo
(Richmond et al., 2000). Äëÿ ìóòàãåíåçà èñïîëüçîâàëè áå-
ëîê 10C, ñîäåðæàùèé çàìåíû Thr203 íà Tyr, Ser54 íà
Gly, Val68 íà Leu è Ser72 íà Ala. Îäèí èç ìóòàíòíûõ
áåëêîâ ñîäåðæèò ñàéò ñâÿçûâàíèÿ èîíîâ ìåòàëëîâ, îáðà-
çîâàííûé äâóìÿ îñòàòêàìè ãèñòèäèíà (ââåäåíû çàìåíû
Ser147 íà His è Gln204 íà His), ñàéò ñâÿçûâàíèÿ âòîðîãî
ìóòàíòíîãî áåëêà îáðàçîâàí òðåìÿ àìèíîêèñëîòàìè
(ââåäåíû çàìåíû Ser147 íà His, Gln204 íà His è Ser202 íà
Asp). Òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè îáîèõ ìóòàíòîâ ïðîèñõî-
äèëî ïðè ãîðàçäî ìåíüøåé êîíöåíòðàöèè ìåòàëëîâ
(ìåäè, êîáàëüòà è íèêåëÿ), ÷åì òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè
áåëêà 10C (Richmond et al., 2000).

Íåäàâíî áûëè ñîçäàíû òàê íàçûâàåìûå roGFPs, êî-
òîðûå ïîçâîëÿþò èçìåðÿòü îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâè-
òåëüíûé ïîòåíöèàë êëåòêè (Hanson et al., 2004). Äàííûå
áåëêè ñîäåðæàò çàìåíû â ïîëîæåíèÿõ 147 è 204 èëè 149
è 202, êîòîðûå ðàñïîëîæåíû áëèçêî ê õðîìîôîðó íà ñî-
ñåäíèõ â-âåòâÿõ, íà îñòàòîê Cys. Îáðàçîâàíèå äèñóëü-
ôèäíîé ñâÿçè ìåæäó ýòèìè îñòàòêàìè âûçûâàåò ñòðóê-
òóðíûå èçìåíåíèÿ â ìèêðîîêðóæåíèè õðîìîôîðà è ñïî-
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ñîáñòâóåò äåïðîòîíèðîâàíèþ õðîìîôîðà, â ðåçóëüòàòå
÷åãî óâåëè÷èâàåòñÿ èíòåíñèâíîñòü ïèêà âîçáóæäåíèÿ
ïðè 400 íì è óìåíüøàåòñÿ èíòåíñèâíîñòü ïèêà âîçáóæ-
äåíèÿ ïðè 490 íì. Îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ôëóîðåñ-
öåíöèè ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíàõ âîëí 400 è 490 íì
ïîêàçûâàåò äîëþ îêèñëåííîãî roGFP è, òàêèì îáðàçîì,
îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûé ñòàòóñ êëåòêè. Áåëîê
roGFP1 èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ îêèñëèòåëü-
íî-âîññòàíîâèòåëüíîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé êëåòîê
êóëüòóðû HeLa (Hanson et al., 2004). Áåëêè äàííîãî êëàñ-
ñà ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ èçó÷åíèÿ ìíîãî÷èñëåí-
íûõ êëåòî÷íûõ ôóíêöèé, êîòîðûå çàâèñÿò îò îêèñëè-
òåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîãî ðàâíîâåñèÿ â êëåòêå, òàêèõ
êàê ïðîëèôåðàöèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà, ìèãðàöèÿ êëåòîê,
îòâåòû íà ñòðåññ, èììóííûå îòâåòû, òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ
è ò. ä. (Dooley et al., 2004).

Á è î ñ å í ñ î ð û í à î ñ í î â å ñ ó ù å ñ ò â å í í û õ ï å -
ð å ñ ò ð î å ê ñ ò ð ó ê ò ó ð û G F P - ï î ä î á í û õ á å ë ê î â.
Êàê óæå áûëî ñêàçàíî, ñîçðåâàíèå GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ
ÿâëÿåòñÿ ñëîæíûì ïðîöåññîì, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåáÿ
ïîìèìî ñâîðà÷èâàíèÿ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè â íàòèâíóþ ñòðóêòóðó îáðàçîâàíèå õðîìîôîðà.
Çðåëûé GFP-ïîäîáíûé áåëîê ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âûñî-
êîêîìïàêòíóþ æåñòêóþ ñòðóêòóðó, êîòîðàÿ, êàê ïîëàãà-
ëè, íå áóäåò óñòîé÷èâîé ê çíà÷èòåëüíûì ïåðåñòðîéêàì
ñòðóêòóðû èëè âñòàâêàì äðóãèõ áåëêîâ. Òåì íå ìåíåå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âñòàâêà ïåïòèäà äëèíîé îò íåñêîëü-
êèõ àìèíîêèñëîò äî ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà âíóòðü ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè GFP-ïîäîáíîãî áåëêà âîçìîæíà (Hei-
nemann, Hahn, 1995; Baird et al., 1999). GFP èç Aequorea
óñòîé÷èâ ê âñòàâêå áåëêîâ â íåñêîëüêî ïîëîæåíèé áåç
ïîòåðè ôëóîðåñöåíòíûõ ñâîéñòâ (Abedi et al., 1998).
Â ñëó÷àå âñòàâêè ðåöåïòîðà â FP èçìåíåíèå êîíôîðìà-
öèè ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäà ìîæåò ïðèâîäèòü ê ìîäè-
ôèêàöèè ôëóîðåñöåíòíûõ ñâîéñòâ FP. Òàêèì îáðàçîì,
âñòàâêà ðåöåïòîðà â FP ìîæåò ñëóæèòü íîâûì ïðèåìîì
êîíñòðóèðîâàíèÿ ãåíåòè÷åñêè êîäèðóåìûõ èíäèêàòîðîâ
âàæíûõ áèîõèìè÷åñêèõ è ôèçèîëîãè÷åñêèõ ñèãíàëîâ
(Baird et al., 1999). Âñòàâêà êàëüìîäóëèíà â ïîëîæåíèå
145 â ECFP, EGFP èëè EYFP ïðèâåëà ê îáðàçîâàíèþ áåë-
êîâ ñëèÿíèÿ, êîòîðûå ñîõðàíèëè ôëóîðåñöåíòíûå ñâîé-
ñòâà è ïðèîáðåëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èîíàì Ca2+ (Baird
et al., 1999). Èç íèõ EYFP—êàëüìîäóëèí îáëàäàåò íàè-
áîëüøåé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê êàëüöèþ. Ïðè pH 7.5 è â
îòñóòñòâèå èîíîâ Ca2+ ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ äàííîãî áåëêà
ñîäåðæèò ïîëîñó ïîãëîùåíèÿ ñ ìàêñèìóìîì ïðè 400 íì
è íåáîëüøîå ïëå÷î ïðè 490 íì. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî õðîìîôîð EYFP íàõîäèòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â
ïðîòîíèðîâàííîì ñîñòîÿíèè. Â ïðèñóòñòâèè èîíîâ Ca2+

ïðè òåõ æå çíà÷åíèÿõ pH çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ ïèê
ïîãëîùåíèÿ ïðè 490 íì ïðè îäíîâðåìåííîì óìåíüøå-
íèè ïèêà ñ ìàêñèìóìîì ïðè 400 íì. Ýòî îáóñëîâëåíî
òåì, ÷òî ñâÿçûâàíèå Ca2+ ñ êàëüìîäóëèíîì âûçûâàåò äå-
ïðîòîíèðîâàíèå õðîìîôîðà. Ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ ôëó-
îðåñöåíöèè áåëêà ñëèÿíèÿ EYFP—êàëüìîäóëèí â îòñóò-
ñòâèå è ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ Ca2+ ñîäåðæàò
òîëüêî ïèê ïðè 490 íì, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè, ñî-
ãëàñíî êîòîðûì ìîëåêóëû EYFP, ñîäåðæàùèå õðîìîôîð
â ïðîòîíèðîâàííîì ñîñòîÿíèè, íå ôëóîðåñöèðóþò.
Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïðè ðåãèñòðàöèè ñïåêòðîâ âîçáóæäåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè è ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ïðè íàñûùå-
íèè êàëüìîäóëèíà èîíàìè Ca2+ ïðîèñõîäèëî óâåëè÷åíèå
àìïëèòóäû ïèêîâ âîçáóæäåíèÿ èëè ôëóîðåñöåíöèè ïðè-
ìåðíî â 7 ðàç áåç èçìåíåíèÿ ïîëîæåíèÿ ñîîòâåòñòâóþ-
ùåãî ìàêñèìóìà. Â ñëó÷àå âñòàâêè â ïîëîæåíèå 145

EYFP ìîòèâà «öèíêîâûé ïàëåö» ïðè ñâÿçûâàíèè èîíîâ
Zn2+ ïðîèñõîäèëî óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè â 1.7 ðàçà áåç èçìåíåíèÿ ïîëîæåíèÿ ìàêñèìóìà
ôëóîðåñöåíöèè (Baird et al., 1999).

Äðóãîé ñïîñîá ââåäåíèÿ èññëåäóåìûõ áåëêîâ â ðàç-
ëè÷íûå ïîëîæåíèÿ FP îñíîâàí íà êîíñòðóèðîâàíèè
cpFPs, â êîòîðûõ ñòàðûå C- è N-êîíöû ñîåäèíåíû ïî-
äâèæíûì ëèíêåðîì è ââåäåíû íîâûå C- è N-êîíöû â
äðóãîì ïîëîæåíèè. Öèðêóëÿðíàÿ ïåðìóòàöèÿ, êàê èçâå-
ñòíî, äîïóñòèìà â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà C- è N-êîíöû áåëêà
ðàñïîëîæåíû äîñòàòî÷íî áëèçêî äðóã ê äðóãó, ÷òî ñî-
áëþäàåòñÿ äëÿ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ. Åñëè áåëîê ñîñòî-
èò èç íåñêîëüêèõ àâòîíîìíûõ äîìåíîâ, ñâÿçàííûõ ïî-
äâèæíûìè ëèíêåðàìè, íåòðóäíî ïðåäñòàâèòü, ÷òî ïåðå-
ñòàíîâêà ýòèõ äîìåíîâ íå ïðèâåäåò ê íàðóøåíèþ
ôóíêöèé áåëêà. Îäíàêî ñîõðàíåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè ïðè ïîäîáíûõ ïåðåñòðîéêàõ â GFPs ñ èõ îäíî-
äîìåííîé öèëèíäðè÷åñêîé ñòðóêòóðîé, æåñòêîé àíòèïà-
ðàëëåëüíîé óïàêîâêîé â-ñëîåâ â â-áî÷îíêå è ñëîæíûì
ïðîöåññîì ñîçðåâàíèÿ ïðåäñòàâëÿëîñü ìàëîâåðîÿòíûì.
Òåì íå ìåíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñòîëü çíà÷èòåëüíîå ïðå-
îáðàçîâàíèå ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ,
êàê öèðêóëÿðíàÿ ïåðìóòàöèÿ, íå íàðóøàåò èõ ñïîñîáíî-
ñòè ïðàâèëüíî ñâîðà÷èâàòüñÿ è îáðàçîâûâàòü âíóòðåííèé
õðîìîôîð. Áûëè ñîçäàíû öèðêóëÿðíî èçìåíåííûå ôîðìû
GFP èç Aequorea è åãî ìóòàíòîâ — cpEGFP, cpEYFP è
cpECFP (Baird et al., 1999). Áåëîê cpGFP íå òåðÿåò ôëóî-
ðåñöåíòíûõ ñâîéñòâ ïðè ââåäåíèè íîâûõ C- è N-êîíöîâ â
ïîëîæåíèÿõ Glu142, Tyr143, Tyr145, His148, Asp155,
His169, Glu172, Asp173, Ala227 è Ile229.

Íà îñíîâàíèè cpEYFP áûëè ñîçäàíû òàê íàçûâàåìûå
ïåðèêàìû (pericams) — õèìåðíûå ìîëåêóëû, ñîäåðæà-
ùèå êàëüìîäóëèí è cpEYFP è ñëóæàùèå èíäèêàòîðàìè
Ca2+ (Nagai et al., 2001). Â cpEYFP ñòàðûå N - è C-êîíöû
ñîåäèíåíû ïåíòàïåïòèäîì GlyGlySerGlyGly, à íîâûå N-
è C-êîíöû îáðàçîâàíû â ïîëîæåíèÿõ 145 è 144 ñîîòâåò-
ñòâåííî. Â ïåðèêàìàõ ê N-êîíöó cpEYFP ïðèøèò M13, à
ê C-êîíöó — êàëüìîäóëèí. Â îòâåò íà óâåëè÷åíèå êîí-
öåíòðàöèè èîíîâ Ca2+ èçìåíÿþòñÿ ñïåêòðàëüíûå ñâîéñò-
âà ïåðèêàìîâ, âîçìîæíî çà ñ÷åò òîãî, ÷òî âçàèìîäåéñò-
âèå M13 è êàëüìîäóëèíà ïðè ñâÿçûâàíèè ïîñëåäíèì Ca2+

ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ìèêðîîêðóæåíèÿ õðîìîôîðà.
Ñ ïîìîùüþ àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí â ìèêðîîêðóæåíèè
õðîìîôîðà áûëè ñîçäàíû òðè òèïà ïåðèêàìîâ. Ïåðâûé
èç íèõ, «âñïûõèâàþùèå ïåðèêàìû» (flash-pericam), õà-
ðàêòåðèçóåòñÿ ïðè ñâÿçûâàíèè Ca2+ óâåëè÷åíèåì èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íà äëèíå âîëíû 520 íì â 8 ðàç.
Âòîðîé êëàññ ïåðèêàìîâ («ðàòèîìåòðè÷åñêèå ïåðèêà-
ìû») èìååò ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ, ñîäåðæàùèå äâà ìàê-
ñèìóìà — íà äëèíàõ âîëí 415 è 494 íì. Â ïðèñóòñòâèè
Ca2+ îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ôëóîðåñöåíöèè ïðè âîç-
áóæäåíèè íà äëèíàõ âîëí 415 è 494 íì èçìåíÿåòñÿ ïðè-
ìåðíî â 10 ðàç. Òðåòèé êëàññ ïåðèêàìîâ («èíâåðñíûå») â
ïðîòèâîïîëîæíîñòü «âñïûõèâàþùèì» â ïðèñóòñòâèè
èîíîâ Ca2+ õàðàêòåðèçóåòñÿ óìåíüøåíèåì èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ïðèìåðíî íà 15 %. Ýêñïðåññèÿ âñåõ òðåõ
âèäîâ ïåðèêàìîâ â êëåòêàõ HeLa ïîçâîëèëà èçìåðèòü èç-
ìåíåíèå êîíöåíòðàöèè èîíîâ Ca2+ â öèòîïëàçìå è ÿäðå.
Êîíöåíòðàöèþ èîíîâ Ca2+ â ìèòîõîíäðèÿõ è ÿäðå èçìåðÿ-
ëè ñ ïîìîùüþ ðàòèìåòðè÷åñêèõ ïåðèêàìîâ, èìåþùèõ ñî-
îòâåòñòâóþùèé ñèãíàë ëîêàëèçàöèè (Nagai et al., 2001).

Íà ðèñ. 14 ïîêàçàíû âîçìîæíûå ñïîñîáíû ñøèâêè
GFP èëè cpGFP è âíåøíåãî áåëêà. Òàê êàê âîçìîæíî ââå-
äåíèå íîâûõ N- è C-êîíöîâ â íåñêîëüêèõ ïîëîæåíèÿõ,
ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðèåíòàöèÿ ïðèøèâàåìîãî áåëêà ïî

Ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè: ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà è èñïîëüçîâàíèå 415



îòíîøåíèþ ê cpGFP ìîæåò áûòü ðàçëè÷íîé. Â ñëó÷àå
âñòàâêè âíåøíåãî áåëêà â ïîëîæåíèå, áëèçêîå ê õðîìî-
ôîðó, èëè ïðèøèâàíèå åãî ê N- èëè C-êîíöó cpFP, òàêæå
ðàñïîëîæåííîìó áëèçêî ê õðîìîôîðó, ëþáûå êîíôîðìà-
öèîííûå èçìåíåíèÿ äàííîãî áåëêà áóäóò ïðèâîäèòü ê èç-
ìåíåíèþ ìèêðîîêðóæåíèÿ õðîìîôîðà, ÷òî â ñâîþ î÷å-
ðåäü áóäåò âëèÿòü íà ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà FP. Ïîý-
òîìó è âñòàâêà âíåøíåãî áåëêà â FP, è êîíñòðóèðîâàíèå
áåëêîâ ñëèÿíèÿ, ñîäåðæàùèõ cpFP, âåñüìà ïåðñïåêòèâíû
äëÿ ñîçäàíèÿ áèîñåíñîðîâ.

Ïîñêîëüêó ïðîñòðàíñòâåííûå ñòðóêòóðû ìóòàíòíûõ
ôîðì GFP èç Aequorea (Ormö et al., 1996) è GFP-ïîäîá-
íûõ áåëêîâ èç Anthozoa, òàêèõ êàê DsRed (Wall et al.,
2000; Yarbrough et al., 2001), è ìóòàíòíûõ ôîðì asulCP
ïîõîæè, âîçìîæíî, ÷òî âñòàâêà âíåøíåãî áåëêà â KFPs
è èõ ìîíîìåðíûå ôîðìû íå ïðèâåäåò ê ïîòåðå õðîìî-
ôîðîì ñïîñîáíîñòè ê cis—trans-èçîìåðèçàöèè. Â ñëó÷àå
ñîçäàíèÿ áèîñåíñîðîâ, îñíîâàííûõ íà KFP, ìîæíî îæè-
äàòü, ÷òî èçìåíåíèå ìèêðîîêðóæåíèÿ õðîìîôîðà, îïî-
ñðåäîâàííîå êîíôîðìàöèîííûìè èçìåíåíèÿìè âñòàâ-
ëåííîãî áåëêà, áóäåò ïðèâîäèòü ê ïåðåêëþ÷åíèþ KFP èç
íåôëóîðåñöåíòíîãî âî ôëóîðåñöåíòíîå ñîñòîÿíèå.

Çàêëþ÷åíèå

Àêòèâíîå èçó÷åíèå â òå÷åíèå áîëåå 10 ëåò GFP-ïî-
äîáíûõ áåëêîâ ïðèâåëî ê òîìó, ÷òî ïîëåçíûå ñâîéñòâà
ýòèõ áåëêîâ áûëè ìíîãîêðàòíî óëó÷øåíû, à íåäîñòàòêè
óñòðàíåíû. Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ñòðóêòóðíûõ ñâîéñòâ
GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ïàðàëëåëüíî ñ êëîíèðîâàíèåì íî-
âûõ öâåòíûõ áåëêîâ îáåñïå÷èò ñîçäàíèå ìóòàíòíûõ
ôîðì ñî ñïåêòðàìè ôëóîðåñöåíöèè â äàëüíåé êðàñíîé è
èíôðàêðàñíîé îáëàñòÿõ (680—900 íì), ãäå àâòîôëóîðåñ-
öåíöèÿ òêàíåé æèâîòíûõ ìèíèìàëüíà, à òàêæå íîâûõ
ôîòîàêòèâèðóåìûõ áåëêîâ è «êðàñíûõ» ôëóîðåñöåíòíûõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ áèîñåíñîðîâ. Íîâîå ïîêîëåíèå ëàçåð-
íûõ ñêàíèðóþùèõ ìèêðîñêîïîâ ñ ìíîãîêàíàëüíûìè äå-
òåêòîðàìè ìîæåò ïðåîäîëåòü îãðàíè÷åíèÿ ñóùåñòâóþ-
ùèõ ìåòîäîâ ìíîãîöâåòíîãî ìå÷åíèÿ è äåòåêöèè FRET
(Zimmermann et al., 2003). Ìû òàêæå îæèäàåì áîëåå øè-
ðîêîãî èñïîëüçîâàíèÿ GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ïðè èçó÷å-

íèè ïðîöåññîâ â èíòàêòíûõ òêàíÿõ è íåáîëüøèõ ìî-
äåëüíûõ îðãàíèçìàõ, äëÿ êîòîðûõ ðàçðàáîòàíû ìåòîäû
ââåäåíèÿ êÄÍÊ. Ñî÷åòàíèå ìóëüòèôîòîííîãî ëàçåðíî-
ãî âîçáóæäåíèÿ ñ âûñîêîýôôåêòèâíîé ýíäîñêîïèåé è èñ-
ïîëüçîâàíèå GFP-ïîäîáíûõ áåëêîâ ïîçâîëÿò èçó÷àòü
ðàçëè÷íûå áèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû â òðàíñãåííûõ æè-
âîòíûõ.

Àâòîðû áëàãîäàðíû Ê. À. Ëóêüÿíîâó çà ïëîäîòâîð-
íîå îáñóæäåíèå ðàáîòû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
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Green fluorescent protein (GFP) from jellyfish Aequorea victoria is the most extensively studied and wide-
ly used in cell biology protein. At present novel naturally occurring GFP-like proteins have been discovered and
enhanced mutants of Aequorea GFP have been created. These mutants differ from wild-type GFP by stability,
value of quantum yield, absorption and fluorescence spectra position and photochemical properties. GFP-like
proteins are the fast growing family. This review is an attempt to characterize the main groups of GFP-like pro-
teins, describe their structure and mechanisms of chromophore formation and summarize the main trends of the-
ir utilization as markers and biosensors in cell and molecular biology.
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