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Аннотация. Проведен поиск аминокислотных остатков, замена которых мо-
жет способствовать более оптимальному созреванию флуоресцентного белка 
moxSAASoti при 37 °C. Для многих других флуоресцентных белков улучшение 
этой характеристики было получено случайно при множестве раундов случайного 
мутагенеза, однако нам удалось найти  два положения – 74 и 125, которые, оче-
видно, влияют на процесс созревания moxSAASoti, что было проверено методом 
введения замен в эти положения путем сайт-направленного и сайт-насыщающего 
мутагенезов.
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Abstract: In the present work, we searched for amino acid residues, the replacement of 
which can contribute to more optimal maturation of the fl uorescent protein moxSAASoti 
at 37 °C. For many other fl uorescent proteins, an improvement in this characteristic has 
been obtained by chance through many rounds of random mutagenesis, however, we 
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Генетически кодируемые флуоресцентные 
белки позволяют практически неинвазивно ви-
зуализировать динамические процессы в живых 
клетках и организмах[1–3]. Фотопревращаю-
щиеся флуоресцентные белки представляют со-
бой подкласс флуоресцентных белков, которые 
меняют свои свойства флуоресцентной эмис-
сии в ответ на облучение светом определенных 
длин волн. Такие белки нашли широкое при-
менение в качестве меток для методов микро-
скопии сверхвысокого разрешения, позволяя 
визуализировать структуры за пределами диф-
ракционного барьера [4–6]. К таким белкам от-
носятся фотоконвертируемые флуоресцентные 
белки (ФКФБ), способные менять длину волны 
эмиссии (сине-зеленые, оранжево-красные, и 
наиболее распространенные благодаря своей 
контрастности – зелено-красные ФКФБ [7–11]), 
фотопереключаемые белки (ФПФБ), способные 
переключаться между флуоресцентным и не-
флуоресцентным состояниями [12–16]. Также 
существует малочисленная группа бифотохром-
ных флуоресцентных белков, объединяющих в 
себе предыдущие два свойства, что позволяет 
использовать их в комбинации методов супер-
разрешающей микроскопии и получать более 
точные изображения [17]. Большинство бифо-
тохромных белков получено путем мутагенеза 
ФКФБ [18, 19] и ФПФБ [20], однако уникальным 
примером такого белка является SAASoti. Уже в 
диком типе без введения замен он обладает од-
новременно несколькими свойствами фотопрев-
ращений: необратимой фотоконверсией [21], 
обратимым фотопереключением зеленой формы 
[22], а также для SAASoti продемонстрирована 
возможность фотопереключения красной формы 
при интенсивном фотооблучении зеленой фор-
мы белка перед фотоконверсией [23]. Для при-
менения его в компартментах клетки с окисли-

тельными условиями была получена бесцистеи-
новая форма moxSAASoti [24]. 

В случае применения GFP-подобного белка 
для исследования клеток теплокровных жи-
вотных in vivo большое значение имеет эф-
фективное созревание при 37 °C. Созревание 
флуоресцентных белков – сложный процесс, 
объединяющий экспрессию, фолдинг белка и 
автокаталитическое формирование хромофора. 
Поскольку все известные на сегодняшний день 
GFP-подобные белки выделены из морских ор-
ганизмов (кораллов или медуз), для большинства 
из них нормальная физиологическая температу-
ра созревания находится около 20 °C. Оптимиза-
ция созревания GFP-подобных белков в клетках 
млекопитающих является важной задачей, одна-
ко рациональный поиск аминокислотных остат-
ков представлен нечасто. В большинстве случаев 
это свойство приобретается белками в результате 
многих циклов случайного мутагенеза. В этой ра-
боте впервые были обнаружены «горячие точки», 
т.е. положения в аминокислотной последователь-
ности, которые влияют на процесс созревания 
SAASoti при 37 °C.

Материалы и методы

Сайт-направленный и сайт-насыщающий 
мутагенезы были осуществлены методом 
«Overlap-extension PCR» [25] с использованием 
высокоточной ДНК-полимеразы Pfu. Прайме-
ры для ПЦР составляли вручную, синтез про-
веден компанией «Евроген», Россия. Для сайт-
насыщающего мутагенеза использовали вы-
рожденные праймеры со случайным набором 
дезоксинуклеотидов в кодоне заменяемой амино-
кислоты, обозначенном как NNN, ПЦР проводи-
ли последовательно с каждой парой праймеров. 
Последовательности используемых праймеров 
представлены ниже:

were able to fi nd two positions – 74 and 121 – which obviously affect the maturation 
process of moxSAASoti, which was verifi ed by introducing substitutions at these 
positions by the site directed and site-saturating mutagenesis.

Keywords: fl uorescent proteins, site-saturating mutagenesis, maturation of fl uorescent 
proteins

Abbreviations: GFP – green fl uorescent proteins, PCR, PCR – polymerase chain 
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moxSAASotiH74K_fw GTA ACA GAG 
GGA TTG TCA AAT ACC CTC

moxSAASotiH74K_rev GAG GGT ATT TGA 
CAA TCC CTC TGT TAC

moxSAASotiH74X_fw GTA ACA GAG 
GGA TTG TCN NNT ACC CTC

moxSAASotiH74X_rev GAG GGT ANN 
NGA CAA TCC CTC TGT TAC

moxSAASotiH125Y_fw CAT CCA TGT TTT 
ACG GTA CAA ACT TTC

moxSAASotiH125Y_rev GAA AGT TTG TAC 
CGT AAA ACA TGG ATG

moxSAASotiG78N_fw: TAC CCT CCC AAC 
ATC CCC GAC TA

moxSAASotiG78N_rev: TAG TCG GGG 
ATG TTG GGA GGG TA

moxSAASotiI15K_fw: TGG AAT TAA AGT 
TTC ACA TGG ATG GCA A

moxSAASotiI15K_rev: TT GCC ATC CAT 
GTG AAA CTT TAA TTC CA

ДНК с заменами клонировали в вектор pET22b 
и трансформировали в клетки E. coli BL21(DE3). 
Трансформированные клетки высевали на агари-
зованную LB-среду c cелективным антибиотиком 
(ампициллин в конечной концентрации 1 мг/л) и 
ИПТГ в конечной концентрации 100 мкМ, выра-
щивали в течение ночи (16 ч). 

Колонии анализировали на испускание флуо-
ресценции при длине волны 520 нм на установке 
на базе микроскопа Olympus BX-43. 4 Thorlabs 
LEDs были коллимированы ахроматическими 
конденсорными линзами Thorlabs ACL2520-A и 
объединены с тремя дихроическими зеркалами 
Thorlabs DMLP425R, DMLP490R и Edmund Optics 
#67-078 с отсекающими фильтрами на длине вол-
ны возбуждения 458 нм. Спектральные полосы 
пропускали полосовым фильтром ET470/24m. 
Была использована схема Köhler для получения 
более гомогенного пучка света после объектива 
микроскопа. Пучок света после коллиматорных 
линз фокусировался на задней плоскости объек-
тива ахроматическими линзами (Thorlabs AC254-
125-A). Затем ахроматический свет отражался 
разделителем светового луча 50/50 на объектив. 
Флуоресцентное изображение проецировалось на 
CCD-камеру после разделителя светового луча 
через трубчатые линзы после фильтров Chroma 
500LP и ZET562NF Notch. Камеру использовали 
для фокусировки и ориентирования образца. При 
этом ахроматический объектив фокусировал изо-
бражение на входной щели спектрометра «Avesta 
ASP-75» через второй разделитель светового 
луча 70/30. Светодиоды управлялись с помощью 
драйвера Thorlabs LEDD1B и собственноручно 

спроектированного USB DAC с самописным про-
граммным обеспечением Python. 

Результаты и их обсуждение

При выравнивании последовательности 
SAASoti и других фотопревращающихся бел-
ков можно видеть, что у большинства белков 
в положениях 15 и 74 стоят лизины, что может 
свидетельствовать о высокой консервативности 
остатка в этом положении (рис. 1, A). Таким 
образом, были индивидуально введены заме-
ны I15K и H74K, G78N в последовательность 
moxSAASoti. 

Анализ интенсивности флуоресценции коло-
ний на 520 нм показал, что флуоресценция воз-
росла только для варианта с заменой H74K. Это 
положение было выбрано как перспективное. 
Был проведен сайт-насыщающий мутагенез по 
положению 74. Получено 62 колонии, флуорес-
ценция наблюдалась у 16 (рис. 2, А). Наиболее 
высокая интенсивность флуоресценции харак-
терна для клона 12, она более чем в 2 раза превы-
шает интенсивность для варианта H74K. Секве-
нирование ДНК показало, что этот клон содержит 
замену H74A.

Из полученных данных можно видеть, что 
положение 74 влияет на процесс созревания 
moxSAASoti, возможно, участвуя в электростати-
ческих взаимодействиях при фолдинге.

В работе [26] были проведены аналогичные ис-
следования, направленные именно на улучшение 
созревания при 37°C фотоконвертируемого белка 
mEosFP[11], в результате была получена форма 
mEos2[26]. Белок EosFP имеет высокую степень 
идентичности по первичной последовательно-
сти с moxSAASoti (53%). На его основе с помо-
щью одной замены удалось также получить би-
фотохромный белок, что также свидетельствует 
о возможной схожести фотохимических свойств 
и строении β – бочонка. Для mEos2, в отличие 
от SAASoti, результативными оказались три за-
мены: N15K, E74K и H78N (нумерация здесь и 
далее по SAASoti). 

В работе [26] была также обнаружена 
«счастливая», как назвали ее авторы, замена, 
приведшая к улучшению созревания белка 
mEos2 – H125Y. В нашей работе проверено, 
является ли это положение «горячей точкой» 
и у moxSAASoti, учитывая, что у moxSAASoti, 
так же как у EosFP, в этом положении нахо-
дится гистидин. Была проанализирована ин-
тенсивность флуоресценции белка в клетках. 
Для варианта moxSAASoti H125Y характерно 
многократное возрастание флуоресценции 
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Рис. 1. Выравнивание последовательностей moxSAASoti и других фототрансформируемых и бифотохром-
ных белков. Серым выделением обозначены замены в PS-CFP, подчеркиванием – PSmOramge, квадратной 
рамкой – в mEos2, светло-серым шрифтом в mIrisFP, белым текстом на черном фоне – Dronpa, жирным 
шрифтом – Dendra2. После выравнивания приведены значения процента идентичности последовательно-
стей выбранных белков с moxSAASoti, все белки, кроме PS-CFP, произошли из кораллов. Б – трехмерная 
модель moxSAASoti с обозначением аминокислотных остатков, которые повлияли на созревание в других 
белках. Сфероидными моделями обозначены остатки, находящиеся в близком контакте. Темно-серым – 

остатки, замененные в moxSAASoti, светло-серым – в других белках
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клеток по сравнению с предыдущими вариан-
тами (рис. 2, Б). Очевидно, что положение 125 
тоже влияет на созревание moxSAASoti. Таким 
образом, для moxSAASoti были обнаружены два, 
общие с mEos2, положения (74 и 125), играющие 
важную роль в процессе созревания белка.

Для многих белков в настоящее время полу-
чены формы, стабильно сворачивающиеся и со-
зревающие при температуре тела млекопитаю-
щих. Выяснение аминокислотных остатков или 
даже областей, которые могли бы регулировать 
это свойство все еще остается нетривиальной 
задачей. Часто эти свойства возникают в сово-
купности с другими свойствами. Так, например, 
сине-зеленый ФКФБ PS-CFP был получен из мо-

номерного нефлуоресцирующего белка аceGFP 
(Aequorea coerulescens) с помощью комбинации 
сайт-насыщающего мутагенеза и случайного 
мутагенеза с результирующими девятью замена-
ми: T63A, N120S, H148T, K158R, I164V, E168K, 
F213L, G214E и K227Q. Полученный белок эф-
фективно созревает в клетках млекопитающих, но 
выяснить, какие именно замены оказали влияние 
на процесс созревания, пока не удалось [15]. Одна-
ко известно, что PS-CFP является потомком белка, 
выделенного из медузы вида Aequoria. Все флуо-
ресцентные белки можно разделить на две много-
численные группы: 1) выделенные из медуз, 2) вы-
деленные из кораллов. Эти две группы сходны по 
третичной структуре, но значительно различают-

Рис. 2. Интенсивности флуоресценции колоний, содержащих клоны (λ = 520 нм) 
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ся по первичной. Это можно видеть при анализе 
первичных последовательностей представите-
лей разных групп. SAASoti выделен из коралла, 
поэтому идентичность его последовательности с 
ФКФБ, выделенными из медуз, составляет лишь 
20%, в то время как идентичность с ФКФБ, вы-
деленными из кораллов, составляет 50% (PS-
CFP – 22%, PSmOrange – 47%, Dendra2 – 55%, 
Dronpa – 52%, mEos2 – 53%). Очевидно, наи-
больший интерес представляет сравнение имен-
но со второй группой белков, в особенности с 
фотопревращающимися белками, как близкими, 
в том числе и по сложности фотохимических ре-
акций, протекающих в окружении хромофора. 

Для анализа были выбраны ФКФБ, ФПФБ, а 
также их бифотохромные варианты с известным 
числом замен, которые улучшают их созревание 
при 37 °C.

1. Оранжево-красный ФКФБ PSmOrange был 
получен из оранжевого флуоресцентного белка 
mOrange девятью раундами случайного мутаге-
неза по всей последовательности с результиру-
ющими шестью заменами (S21T, Q64L, F99Y, 
L124M, K162R, P186S), которые привели не толь-
ко к получению ФКФБ с повышенной яркостью 
и фотостабильностью, но и увеличили скорость 
созревания этого белка при 37 °C в 1,6 раза [27]. 

2. Фотопереключаемый флуоресцентный бе-
лок (ФПФБ) Dronpa [28] был получен из зелено-
ватого ФБ 22G путем случайного мутагенеза с ре-
зультирующими заменами I106N, F118Y, L166S, 
R198H, N209S, G220E, что привело не только к 
появлению свойства обратимого фотопереклю-
чения, но также дало стабильное созревание при 
37 °C. Его бифотохромные варианты pcDronpa 
(C66H-N106I-E220G) и pcDronpa2 (C66H-N106I-

Y120N-E220G) также эффективно созревают при 
37 °C, хотя при их получении произошли обрат-
ные замены в положениях 106 и 220 [20].

3. Зелено-красный ФКФБ Dendra эффективно 
созревает при 37 °C благодаря единственной за-
мене Y99F, полученной методом случайного му-
тагенеза [29]. Интересно, что эта замена является 
обратной замене F99Y для PSmOrange, так что 
возможно замена F99Y повлияла на какой-то дру-
гой параметр, а не на созревание. 

4. Бифотохромный белок mIrisFP, отличает-
ся от мономерного mEosFP четырьмя введен-
ными заменами – A73V, F177S, K149I и Y193A. 
При скрининге было обнаружено, что замена 
A73V устраняет недостающую термотоле-
рантность; вариант mEosFPthermo и mIrisFP 
демонстрирует превосходную экспрессию при 
37 °С [17]. 

При расположении всех вышеописанных поло-
жений на модели SAASoti можно выделить неко-
торые группы вокруг положений, замены в кото-
рых повлияли на созревание SAASoti (рис. 1, Б). 
Так, в тесном контакте с положением 125 находят-
ся также положения  21 и 124, обнаруженные у 
PSmOrange и 106, обнаруженное у Dronpa. Это 
свидетельствует о взаимодействии аминокислот-
ных остатков в определенных областях бета-бо-
чонка, отвечающих за фолдинг и созревание при 
37 °C, причем каждая из замен изменяет взаимо-
действие между аминокислотными остатками. 
Вблизи от положения 74 находится целая груп-
па: 73 от mIrisFP, 148, 214, 215 от PS-CFP и 197 
от Dronpa. Можно предположить, что при подборе 
замены необходимо также анализировать область 
контактов аминокислотного остатка и сравнивать с 
контактами в «успешных» белках подобного типа.
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