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Введение
Сегодня роль флуоресцентных белков в молекулярно-биологических исследованиях трудно переоценить. С помощью различных флуоресцентных красителей можно визуализировать как внутриклеточные и тканевые структуры, так и целые органы. Несмотря на возможность более детального изучения фиксированных клеток, для изучения морфологической структуры и физиологических процессов при работе с живыми клетками флуоресцентная микроскопия была и остаётся одним из самых успешных методов. Современные данные о положении, строении и перемещении внутриклеточных структур во многом основаны на сведениях, полученных с помощью данного метода. В то же время флуоресцентные белки являются объектом изучения многих учёных. В настоящее время молекулярные биологи решают множество проблем, связанных как с молекулярной структурой флуоресцентных белков, так и с использованием их в живой клетке. 

Изучение молекулярной структуры флуоресцентных белков в последние 20 лет дало учёным понимание механизма их флуоресценции. Частью белка, определяющей его непосредственную способность светиться, является хромофор. Для подробного изучения свойств этой группы веществ использовались хромофоры, синтезированные в лабораторных условиях. Оказалось, что свободный хромофор имеет способность светиться в тысячи раз меньшую, чем в составе белка, так как оставшаяся часть белка играет роль его гидрофобного окружения и тем самым увеличивает флуоресценцию хромофора. Возник вопрос: а не может ли хромофор использовать в качестве гидрофобного окружения какой-нибудь другой белок? С помощью биоинформатического анализа, докинга, было обнаружено, что так называемые белки «корзинки», имеющие в своей структуре полость, как правило, для связывания лиганда (белки-переносчики и ферменты), могут играть такую роль для искусственно синтезированных хромофоров. В теории эти комплексы хромофор+белок при связывании могут ярко флуоресцировать. По данным того же биоинформатического анализа был составлен список наиболее прочно связывающихся комплексов. Возникает вопрос: какие же комплексы действительно будут светиться, и какие из них будут светиться ярче? Ответ на этот вопрос позволит оптимизировать биоинформатический анализ, что позволит подбирать конкретный хромофор для мечения конкретного белка-корзинки, а также поможет выбрать наиболее подходящий для этой задачи хромофор. Мы решили попытаться ответить на этот вопрос и провести соответствующее сравнительное исследование.
Обзор литературы
Первым открытым флуоресцентным белком был зеленый флуоресцентный белок (avGFP). При помощи рентгеноструктурного анализа в 1996 году была установлена структура avGFP, что сыграло важную роль в изучении механизма флуоресценции белков [1].
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Рис. 1. Трехмерная структура avGFP [2]
1. Антипараллельные β-тяжи, образующие β-бочонок

2. α-спираль

3. Аминокислотные остатки, образующие хромофор
Было установлено, что способность белка к флуоресценции обусловлена пептидом, состоящим из трёх аминокислот, которые, подвергаясь посттрансляционным модификациям, образуют зрелый светящийся хромофор [2].
[image: image2.png]nnnnnnnnnnn




Рис. 2. Схема реакций автокаталитического созревания хромофора avGFP [2]
Хромофоры могут образовывать различные комплексы с белками, что усиливает степень их флуоресценции. Таким образом, данные комплексы могут быть использованы для окраски живых клеток и флуоресцентной микроскопии. Примером такого использования хромофоров может служить так называемое «рецептор-опосредованное окрашивание». Такой метод использовался в работе учёных Калифорнийского Университета и Института исследования сердца и сосудов.
Метод заключался в следующем. В клетке экспрессировали особые одноцепочечные антитела, способные связывать лиганды, ковалентно связанные с флуоресцентными красителями. Одноцепочечные антитела получается в результате ферментативного или химического разложения обычных антител. В результате такого разложения получаются три субъединицы: две из них распадаются на одноцепочечные антитела, а третья остаётся цельной. Одноцепочечное антитело попадает из ЭПР, где синтезируются, в АГ.
При добавлении соединения хромофор-лиганд (рис. 6), компартмент, содержащий одноцепочечные антитела, окрашивается флуоресцентными метками (рис. 3). В работе, таким образом, окрашивали аппарат Гольджи, люмены (межмембранное пространство) разных органоидов и т.д. Это возможно, так как рецептор создает гидрофобную оболочку для фенил-оксазолин флуоресцеина, и флуоресценция возрастает в несколько раз (рис. 4) 
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Рис. 3. Схема окрашивания внутриклеточных компартментов 
с использованием одноцепочечных антител. 
Рецептор — одноцепочечное антитело, лиганд — молекула, связываемая антителом.[3]
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Рис. 4. Сравнение интенсивности флуоресценции и возбуждения 
свободного фенил-оксазолин флуоресцеина (сплошная линия) 
и его комплекса с антителом (пунктирная линия)[3]
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	Рис. 5. Структурная формула 4-этокси–метилен-2-фенил-2-оксазолин-5-она
	Рис. 6. Структурная формула фенил-оксазолин флуоресцеина


Использованным в работе лигандом был 4-этоксиметилен-2-фенил-2-оксазолин-5-он (рис. 5), с которым был ковалентно связан хромофор, например, флуоресцеин (рис. 6) 
При использовании антител в качестве гидрофобного окружения для хромофора существуют ограничения. В частности, таким образом можно пометить только мембранные органоиды, а не белки в цитоплазме. Поэтому предпочтительнее было бы использовать белки-«корзинки», так как возможности для их локализации гораздо шире. По данным биоинформатического анализа (неопубликованные данные) было установлено, что лучше всех с хромофорами A12 и A12h связываются белки 1DOS и 2QRY.
1DOS — это белок-фермент  (фруктоза-бифосфат-альдолаза), локализованный в цитоплазме E. coli. Его мономер представляет собой полипептид из 358 аминокислотных остатков, а в растворе он существует в виде димера (рис. 7). 
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Рис. 7. Пространственная структура димера белка  1DOS. 
Спиралями обозначены α-спиральные участки, стрелками — β-слои.
Центр связывания лиганда (фруктоза-бисфосфат) образован β-слоями 
и стабилизирован ионами цинка и натрия (на схеме обозначены шариками) [4]
2QRY — это белок переносчик тиамина, локализованный в периплазматическом пространстве E. coli. Мономер белка образован  330 аминкосилотными остатками. В растворе находится в виде мономера (рис.8).
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Рис. 8. Пространственная структура мономера белка 2QRY. 
Спиралями обозначены α-спиральные участки, стрелками — β-слои. 
В центре образованного β-слоями активного центра 
изображена структурная формула тиамина[5].
Нам неизвестны данные, согласно которым кто-то испытывал до нас эти белки на предмет улучшения флуоресценции искусственно синтезированных хромофоров.
Цели и задачи
В данной работе мы поставили перед собой цель охарактеризовать взаимодействия различных хромофоров и белков-«корзинок». В соответствии с этой целью, мы сформулировали следующие задачи:

1. Подобрать условия экспрессии и выделения белков-«корзинок» в штамме бактерии  Escherichia coli.
2. Сравнить спектральные характеристики флуоресценции комплексов белок-«корзинка»+хромофор. 

3. Определить константу диссоциации данных комплексов.
Материалы и методы
Список сокращений
TN
—
буфер, состоящий из трис(гидроксиметил)аминометана и хлорида натрия.

PBS
—
фосфатный буфер, состоящий из дигидрофосфата калия, дигидрофосфата натрия и хлорида натрия
E. coli
—
Escherichia coli, кишечная палочка, бактерия, использовавшаяся в нашей работе
LB
—
питательная среда Luria-Bertani Agar  
EDTA
—
этилдиаминтетраацетат, этилендиаминтетрауксусная кислота
у.ф.е.
—
условные флуоресцентные единицы, в которых выражается интенсивность флуоресценции. 
Материалы
Культуры E. coli, не усваивающие арабинозу, штамм BW 

Реактивы:
1. Tris (трис(гидроксиметил)аминометан) C4H11NO3, MW= 121.14, Helicon

2. Хлорид натрия NaCl, MW=58.5, Helicon

3. Кристаллогидрат дигидрофосфата натрия Na2HPO4*2H2O, Реахим

4. KH2PO4, MW=136, Реахим

5. HCl 38%, Реахим

6. di-sodium EDTA, MW=372.4, Helicon

7.  β-меркаптоэтанол, ROTH
Буферы:
PBS pH=7.2, 10x

· 1,7мM KH2PO4

· 5,2 mM Na2HPO4
· 150mM NaCl
TN pH=8.0, 10x

· 50mM Tris Hcl
· 150mM NaCl
Буферы для элюции TN-E и PBS-E приготовлены добавлением к буферам TN и PBS соответственно 50 ммоль EDTA.

При диализе использовались буферы TN и PBS с добавлением 2 ммоль EDTA и 4 ммоль β-меркаптоэтанола.
Плазмиды: вектор pBAD (с гистидиновой меткой, индуцируемым арабинозой промотором и геном устойчивости к ампицидину).
Микроскоп Leica AF-6000E; фильтры:
· 1. GFP-T (Ex filter BP 475/40,Dichromatic mirror 502, Supr. Filter 530/50)
· 2. mCherry-T ET (BP 560/40, 590, BP 630/75)
· 3. Blue (450-490, 510, 515)

· Флуориметр Cary Eclipse Varian

· Кюветы- SARSTEDT, 10x10x45мм
Методы
1. Электрическая трансформация клеток E.coli
Гены белков QRY и DOS были получены с помощью ПЦР из геномной ДНК E. coli. 40 мкл замороженной (-80С) культуры компетентных клеток E. coli, штамм BW размораживали на льду (около 5 минут). После размораживания к клеткам добавляли кольцевую ДНК, содержащую ген интереса (DOS или QRY) в количестве 10 нг. Смесь компетентных клеток и ДНК вносили в кювету для электропорации (YORBIO, 1mm gap), и помещали кювету в прибор для электропорации BIO-RAD MicroPulser. После воздействия электрического импульса, к клеткам добавляли 1 мл питательной среды LB, полученную смесь переносили в стеклянную пробирку и подращивали на качалке (37С, 180 об/мин, 1 час). Затем 150 мкл бактериальной культуры высевали на чашку Петри с агаризованой средой LB и ампициллином в концентрации 0,1 мг/мл. Чашку с бактериями инкубировали в течение ночи при 37оС в термостате.

Суть процесса электрической трансформации состоит в том, что бактерии подвергаются воздействию короткого, но очень сильного электрического разряда, во время которого снаружи мембраны образуется настолько сильный отрицательный заряд, что под действием разности потенциалов в мембране образуются перфорации. В эти перфорации под действием электрического тока проходят отрицательно заряженные молекулы ДНК (то есть добавленные нами молекулы, содержащие ген интереса). При этом происходит трансформация не всех клеток, а только малой их части. Выбрать трансформированные клетки помогает то, что кроме гена-интереса внедряемые молекулы ДНК содержат ген устойчивости к антибиотику - β-лактомазу. 

2. Экспрессия белка в культуре клеток E. coli
Отдельную колонию клеток E. coli, содержащую ген интереса, вносили в пробирку с 4-6 мл питательной среды LB и инкубировали в течение ночи при 37оС и перемешивании. В колбу с 400-600 мл питательной среды LB добавляли спиртовой раствор ампициллина (до конечной концентрации 10 мг/мл) и 4-6 мл ночной культуры и инкубировали при 37оС и перемешивании, до достижения культурой оптической плотности при свете с длиной волны 600 нм 0.5-0.7 (время инкубирования около двух часов). Затем в колбы с культурой добавляли водный раствор арабинозы до конечной концентрации 0,2% для QRY и 0,1% для DOS. Арабиноза активирует промоторы генов, кодирующих белки QRY и DOS. Для инкубации использовался аппарат Excella E25, при скорости вращения 200 RPM и 37оС (QRY) и 25оС (DOS) в течение 24 или 48 часов.
3. Электрофорез белков
Так как одной из задач нашего исследования являлось определить, какие условия экспрессии эффективнее для наших белков, нам нужен был метод определения количества экспрессирующегося в клетках белка интереса. Самым доступным и распространенным из таких методов является метод электрофореза белков. Суть метода заключается в том, что раствор, содержащий белок, под действием электрического тока проходит через два геля (концентрирующий и разделяющий). Состав концентрирующего геля обеспечивает концентрирование белков на границе с разделяющим гелем. 
Далее в разделяющем геле белки распределяются на отдельные фракции согласно своей молекулярной массе. При использовании маркера (специальный раствор, содержащий белки с различной известной молекулярной массой) можно определить, какую молекулярную массу имеет та и или иная фракция белка. Зная теоретически рассчитанную молекулярную массу белка, можно определить, экспрессируется ли он в полноразмерном виде. Или, нанося в гель одинаковое количество тотального лизата клеток, можно сравнить уровень экспрессии белка интереса.

В наших опытах мы использовали форезную камеру BIO-RAD, стекла, между которых заливался гель 8x10см. В самом геле было 10 лунок для вещества глубиной 1см. Длина концентрирующего геля (4% акриламид pH=6,8)- 2,5см, разделяющего(12% AA pH=8,8) - 5 см.

Использовали следующие растворы:

Буферный раствор для электрофореза — TGBx10, рН 8,6

0,25М ТрисHCl,

1,92М глицин, 

10% додецилсульфата натрия

Буферный раствор для нанесения образцов:

2% додецилсульфат натрия 

0,0625M TrisHCl
0,001% бромфеноловый синий

5% - β-меркаптоэтанол
4. Выделение и очистка белков
Ночную культуру бактерий центрифугировали 20 мин со скоростью 4000 об/мин на центрифуге Beckman J2-21. Осадок ресуспендировали в буферном растворе (PBS для DOS и TN для QRY). Используя ультразвук, мы разрушали клетки E. coli, (аппарат Sonic Vibracell, мощность 25%, время 15 минут; цикл 3 с on/2 с off; t(max)=30°, щуп 630-0420, 6mm, 75%), предварительно добавив к ним ингибиторы протеаз (PMSF), необходимые для сохранения нужных нам белков. 
Из этих лизатов центрифугированием (аппарат Beckman  J2-21, скорость 16000g, время 25 минут) мы получали супернатанты, содержащие белки интереса. Предварительно уравновешенную буферами TN и PBS смолу (объём спиртовой суспензии смолы 2:1 -  2мл на 200 мл культуры) (Talon Metal Affinity Resin, Clontech) смешивали с супернатантом и инкубировали на качалке со скоростью 40 об/мин в течение 10 минут.
 Благодаря свойствам белков, они сильно закреплялись в смоле. Затем смолу центрифугировали (по 2,5 минут, ускорение — 700 g) вместе с супернатантами. После этого супернатант смывали, а смолу промывали 15 мл соответствующего буферного раствора 3 раза при тех же условиях. Полученные комплексы смола+белок-интерес мы элюировали 2 мл соответствующего буферами с EDTA (50 mM). Затем белки диализовали в течение 72 часов при 4оС и перемешивании. 
Суть метода диализа состоит в том, чтобы очистить раствор с белком интереса от низкомолекулярных примесей. Мы отбирали раствор белка таким образом, чтобы вместе с раствором не отобрать смолу. Отобранный раствор белка заливали в мешочек из лавсана, материала с многочисленными перфорациями достаточного размера, чтобы через них прошли низкомолекулярные вещества, но не достаточного, чтобы через них прошли высокомолекулярные (как наши белки). Далее этот мешочек помещали в банку (1 л буфера для диализа) с магнитной мешалкой. 
Таким образом, неорганические вещества выходили из мешочка под действием осмотического давления. Раз в сутки мы меняли буфер на свежеприготовленный. После диализа концентрацию выделенных белков определяли спектрофотометрически, по поглощению света с длиной волны 280 нм.
5. Спектрофотометрия
Для измерения концентрации белков и хромофоров мы использовали широко распространенный способ измерения с помощью формулы (Бугера-Ламберта-Бэра), устанавливающей зависимость оптической плотности раствора от концентрации растворенного вещества и его коэффициента молярной экстинкции. 
Коэффициент молярной экстинкции является константой для вещества (например, как в нашем случае, белка). Конкретная формула, связывающая эти характеристики, следующая: D=E*c*l, где D- оптическая плотность раствора, E- коэффициент молярной экстинкции, c- концентрация вещества и   l- длина кюветы, используемой для измерения. Соответственно, мы использовали спектрофотометр, способный измерять оптическую плотность раствора. 
Также, для этого мы использовали кюветы SARSTEDT (10x10x45мм). Кюветы с раствором помещали в прибор, после чего на полученном графике мы находили значение максимума поглощения при длине волны, характерной для белкового поглощения (280нм). Это значение и принимали за D. Длина кюветы и коэффициент молярной экстинкции известны. Затем, с помощью приведенной выше формулы мы находили искомую величину- концентрацию белка в растворе.

Коэффициенты молярной экстинкции:
DOS = 1,067 л/г*см
QRY = 1,89 л/г*см

а12 = a12h = 58059л/моль*см

6. Флуоресцентная микроскопия
Методом флуоресцентной микроскопии мы пользовались при фотографировании комплексов белок-хромофор на шариках смолы. Флуоресцентный микроскоп позволяет направлять на образец свет определенной длины волны (точнее, определенного диапазона длин волн), и детектировать излученный образцом свет другого диапазона длин волн.

Микроскоп Leica AF-6000E; фильтры:
· 1. GFP-T (Ex filter BP 475/40,Dichromatic mirror 502, Supr. Filter 530/50)

Данный фильтр использовали для детекции зеленой флуоресценции. Он обеспечивает попадание на образец света с длиной волны 455-495нм, ограничивает попадание на образец света с длиной волны более 502 нм, и пропускает от образца свет с длиной волны 505-555нм.
· 2. mCherry-T ET (BP 560/40, 590, BP 630/75)
· 3. Blue (450-490, 510, 515)
7. Флуориметрическое титрование
Исследуя белки на предмет увеличения флуорогенности хромофоров, мы использовали флуориметр. Флуориметр — это прибор для измерения интенсивности флуоресценции. Принцип его работы заключается в следующем: на кювету с раствором направляется возбуждающий свет разных длин волн, в то же время прибор детектирует излученный из кюветы с образцом свет определённой длины волны. Так определяется оптимальная длина волны возбуждающего света (пик возбуждения). 
Для определения максимума излучения, на кювету с образцом направляется свет одной длины волны (той, которая соответствует максимуму возбуждения) и детектируется излученный образцом свет всех длин волн. Длина волны, при которой интенсивность излучаемого света является наивысшей, называется максимумом эмиссии.

Мы провели титриметрический анализ, в ходе которого было получено такое значение концентрации белка, при котором дальнейшее его добавление к хромофору не приводило к увеличению интенсивности флуоресценции. Соответственно, мы приготовили несколько кювет, в которые добавили фиксированное количество хромофора, и различное количество белка. Измерения проводили на флуориметре Cary Eclipse Varian, при высокой чувствительности детектора, ширине щели 10 нм, с использованием кювет SARSTEDT (10x10x45мм). 
Результаты и обсуждение.
1. Подбор условий экспрессии и выделения

Испытывая различные условия экспрессии, мы выяснили, что для выделения белков существуют наиболее оптимальные условия, при которых экспрессия заметно выше, чем при других. Так, мы изменяли время синтеза белков, а также количество добавляемой арабинозы. Далее, при помощи электрофореза, мы визуально сравнивали интенсивность экспрессии целевых белков.
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Рис. 9. Фотография окрашенного геля после электрофореза, 
показывающего интенсивность экспрессии белка при разных условиях
1. QRY, 24 часа, 0.1 % арабинозы
2. QRY, 48 часов, 0.1 % арабинозы
3. QRY, 24 часа, 0.2 % арабинозы
4. QRY, 48 часов, 0.2 % арабинозы

5. Маркер
6. DOS, 24 часа, 0.1 % арабинозы
7. DOS, 48 часов, 0.1 % арабинозы
8. DOS, 24 часа, 0.2 % арабинозы
9. DOS, 48 часов, 0.2 % арабинозы

10.  Контроль

Примечание: на рисунке 9 цифрами отмечены молярные массы (в килодальтонах) известных белков на дорожке «маркёр». Стрелками отмечены белки интереса. Такое их расположение ещё раз подтверждает верность интерпретации этого электрофореза (так как молярные массы белков интересов, как и предполагалось, находятся между 29 и 47 кДа).
На результатах белкового фореза видно, что лучшими условиями для экспрессии и выделения белка QRY являются 24 часа и 0.2 мкл арабинозы. А для белка DOS 24 часа и 0.1 мкл арабинозы. Что, в целом, соответствует представлениям об экспрессии, согласно которым дальнейшее (более 24 часов) выделение не имеет смысла из-за резкого снижения эффективности синтеза при  увеличении количества белка.
2. Качественный анализ флуоресценции комплексов
Мы проводили качественный анализ флуоресценции комплексов белок-хромофор при помощи флуоресцентного микроскопа. Особенностью выбранного нами метода является то, что изучаемые белки, связанные с хромофорами, находились на шариках смолы, используемой для выделения. Такой метод достаточно удобен в использовании. 
Анализ проводили с использованием различных светофильтров (характеристики даны в материалах и методах), в трех разных каналах: синем, красном и зеленом. 
За несколько минут до непосредственного изучения под микроскопом, к белкам на смоле добавляли хромофоры в значительном избытке (10 мкМ). После этого комплексы белок-хромофор на смоле помещали под микроскоп.  В случае флуоресцентного микроскопа, светофильтр определяет как длину возбуждающего, так и улавливаемого света. 
Таким образом, мы производили наблюдение и фотографировали шарики смолы с использованием трех различных светофильтров, обеспечивающих детекцию синей, зеленой и красной флуоресценции. Результаты можно увидеть в приведенных ниже таблицах.
Таблица 1. Комплексы с хромофором a12h
	Каналы
	Контроль
	QRY
	DOS

	Красный
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	Зелёный
	[image: image11.png]




	Синий
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Таблица 2. Комплексы с хромофором a12
	Каналы
	Контроль
	QRY
	DOS

	Красный
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	Зелёный
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	Синий
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Примечание: на таблицах 1 и 2 в столбцах «Контроль» показаны чистые шарики смолы без каких-либо белков.
Как видно на фотографиях, комплексы белок-хромофор действительно обладают флуоресценцией в зеленом и красном каналах. Синей флуоресценцией ни один из комплексов не обладает.
3. Количественный анализ флуоресценции комплексов
В первую очередь необходимо было выяснить концентрацию белка в растворе хромофоров, увеличение которой не приводило к дальнейшему возрастанию флуоресценции. Иными словами, те концентрации, при которых наступало насыщение хромофора белком, то есть в растворе не оставалось свободного хромофора, а только хромофор в комплексе с белком. 
Для этой цели был проведён титриметрический анализ, в результате которого были найдены значения этих концентрации. Анализ проводили путем добавления к раствору хромофоров (все хромофоры брали в концентрации 0,5 мкМ) 5, 10, 15, 20, 25 и 30-кратного молярного избытка белка. 
Значение концентрации, после которого больше не наблюдали возрастания флуоресценции, считали насыщающей концентрацией. Конкретные значения приведены в таблице 3. 
Таблица 3. Значения насыщающей концентрации белков для растворов хромофоров с концентрацией 0,5мкМ 
	Белки

Хромофоры
	QRY
	DOS

	А12
	15мкМ
	5мкМ

	А12h
	5мкМ
	12,5 мкМ


Именно для растворов хромофора с насыщающей концентрацией белка снимали описанные ниже спектры.

Представленные на рисунке 10 графики отображают спектры и количественную характеристику возбуждения и эмиссии комплексов белков с хромофором a12 и свободного хромофора a12. Ниже мы привели наиболее важные характеристики данных графиков:

Максимумы возбуждения:
QRY+a12 — 502 нм
DOS+a12 — 497 нм
a12 — 500 нм

Максимумы эмиссии:
QRY+a12 — 595 нм
DOS+a12 — 598 нм
a12 — 602 нм


[image: image16]
Рис. 10. Спектры возбуждения и эмиссии флуоресценции 
для комплексов с хромофором a12 и чистого хромофора a12

В ходе дальнейшей работы спектры эмиссии флуоресценции получали с использованием указанных максимумов возбуждения.

При характеристике возбуждения и эмиссии используется такой параметр, как смещение Стокса, показывающий разницу между максимумами возбуждения и эмиссии. Смещение Стокса для комплекса QRY+a12 равно 93 нм, для комплекса DOS+a12 — 101 нм и для свободного хромофора a12 — 102 нм.

Ключевой же параметр, который характеризует эффективность белка-корзинки — это возрастание флуоресценции хромофора в комплексе с белком, которое рассчитывается как отношение максимальной интенсивности флуоресценции комплекса «белок+хромофор» к максимальной интенсивности флуоресценции свободного хромофора. 

Для комплекса QRY-a12 этот параметр имел значение 4,1. Таким образом, интенсивность флуоресценции хромофора а12 в комплексе с белком QRY возрастает в 4,1 раз по сравнению с флуоресценцией свободного хромофора.
Для комплекса DOS-a12 этот параметр имел значение 1,1. Таким образом, интенсивность флуоресценции комплекса DOS-a12 в 1,1 раз превышает интенсивность флуоресценции свободного хромофора a12.
Представленные на рисунке 11 графики отображают спектры и количественную характеристику возбуждения и эмиссии комплексов белков с хромофором a12h и свободного хромофора a12h. Ниже приведены наиболее важные характеристики данных графиков:

Максимумы возбуждения:
QRY+a12h — 487 нм
DOS+a12h — 480 нм
a12h — 481 нм

Максимумы эмиссии:
QRY+a12h — 572 нм
DOS+a12h — 572 нм
a12h — 572 нм
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Рис. 11. Спектры возбуждения и эмиссии флуоресценции 
для комплексов с хромофором a12h и чистого хромофора a12h
В ходе дальнейшей работы спектры эмиссии флуоресценции получали с использованием указанных максимумов возбуждения.

Смещение Стокса для комплекса QRY+a12h равен 85 нм, для комплекса DOS+a12h — 92 нм и для свободного хромофора a12h — 91 нм.

Для комплекса QRY-a12h отношение максимальной интенсивности флуоресценции комплекса к максимальной интенсивности флуоресценции свободного хромофора было 3,8. Таким образом, интенсивность флуоресценции комплекса QRY-a12h в 3,8 раз превышает интенсивность флуоресценции свободного хромофора a12h.
Для комплекса DOS-a12h это отношение было 3. Следовательно, интенсивность флуоресценции комплекса DOS-a12h превышает интенсивность флуоресценции свободного хромофора в 3 раза.
4. Определение константы диссоциации
a. Триптофановая флуоресценция
Мы решили экспериментально доказать, что хромофор вообще связывается с белком. Эксперимент поставили следующим образом. Взяли три раствора: один — раствор белка, другой — раствор белка с хромофором и третий раствор белка с лигандом. Измерили интенсивность их триптофановой флуоресценции (возбуждающий свет — 280 нм, излучение от 300 до 360 нм). Если триптофановая флуоресценция свободного белка отличается от флуоресценции комплекса белок-хромофор, то это значит, что в структуре белка произошли конформационные изменения, которые связаны изменением структуры при связывании. Результаты эксперимента подтверждают это. Спектр триптофановой флуоресценции раствора белка с лигандом использовали в качестве контроля качества белка, для проверки, связывает ли белок свой собственный лиганд.
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Рис. 12 Графики интенсивности эмиссии триптофановой флуоресценции DOS, DOS+фруктоза (лиганд белка DOS), DOS+A12, DOS+A12h
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Рис. 13  Графики интенсивности эмиссии триптофановой флуоресценции QRY, 
QRY+тиамин (лиганд белка QRY), QRY+A12, QRY+A12h
b. Конкурентное связывание

Мы решили проверить результаты докинга следующим экспериментом. Измеряли флуорогенность следующих растворов: белок, хромофор, белок+хромофор, хромофор+лиганд белка, хромофор+лиганд+белок. Идея эксперимента заключалась в том, что если белок действительно становится в активный центр белка (как это предсказывает докинг), то при добавлении лиганда, он будет вытеснять хромофор из комплекса с белком. Следовательно, если изначальная гипотеза верна — флуоресценция свободного хромофора увеличиваться не будет, так как белок не образует для хромофора гидрофобную оболочку. Однако результаты этого эксперимента оказались таковы, что флуоресценция комплекса белок+хромофор+лиганд практически не отличалась от флуоресценции комплексов белок+хромофор. Это может означать, что хромофор связывается не только в активном центре или, возможно, вообще имеет другой участок связывания с белком. Так же неизвестно, сколько хромофоров одновременно могут связываться с белком-корзинкой

По указанным выше соображениям, определить константу диссоциации на данном этапе невозможно, так как неизвестно соотношение количества молекул белков и хромофоров, образующих комплекс.
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Рис. 14. Спектры эмиссии флуоресценции комплексов 
dos+a12h, dos, dos+a12h+фруктоза, a12h, a12h+фруктоза 
(по оси x — длина волны (нм), по оси y — интенсивность флуоресценции (у.ф.е.))
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Рис. 15. Спектры эмиссии флуоресценции комплексов 
qry+a12, qry, qry+a12+тиамин, a12, a12+тиамин 
(по оси x — длина волны (нм), по оси y — интенсивность флуоресценции (у.ф.е.))
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Рис. 16. Спектры эмиссии флуоресценции комплексов 
dos+a12, dos, dos+a12+фруктоза, a12, a12+фруктоза 
(по оси x — длина волны (нм), по оси y — интенсивность флуоресценции (у.ф.е.))
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Рис. 17. Спектры эмиссии флуоресценции комплексов 
qry+a12h, qry, qry+a12h+тиамин, a12h, a12h+тиамин 
(по оси x — длина волны (нм), по оси y — интенсивность флуоресценции (у.ф.е.))
Выводы

1. Подобраны условия экспрессии и выделения белков DOS и QRY. Наиболее оптимальными являются 24 часа и 0.2 % арабинозы для белка QRY и 24 часа и 0.1 % арабинозы для белка DOS.

2. Обнаружена красная и зеленая флуоресценция комплексов белок-хромофор.

a12+DOS
—
максимум возбуждения 497 нм, эмиссии 598 нм
a12+QRY
—
максимум возбуждения 502 нм, эмиссии 595 нм
a12h+DOS
—
максимум возбуждения 480 нм, эмиссии 572 нм
a12h+QRY
—
максимум возбуждения 487 нм, эмиссии 572 нм
3. Установлено, что максимальное увеличение флуоресценции свободного хромофора наблюдается для комплекса «QRY-a12» (флуоресценция хромофора увеличивается в 4,1 раза). Кроме того, флуоресценция хромофоров в комплексе с белком QRY превышает флуоресценцию хромофоров в комплексе с белком DOS.
4. Константу диссоциации определить не удалось, так как было установлено, что необходимо дополнительно определить стехиометрию связывания. То есть на данный момент неизвестно, сколько молекул хромофора на самом деле соединяются с одной молекулой белка-корзинки.

Список использованной литературы
[1] Ormö Mats, Cubitt Andrew B., Kallio Karen, Gross Larry A., Tsien Roger Y., Remington S. James. Crystal Structure of the Aequorea victoria Green Fluorescent Protein. Science, 1996, V.273, №5280, pp 1392-1395
[2] Тительмаер А. Окислительная фотоконверсия флуоресцентных белков. Роль белкового окружения хромофора и влияние среды in vitro и в живых клетках. LAP LAMBERT Academic Publishing, 2012, 140 с.
[3] Farinas Javier, Verkman A. S. Receptor-mediated targeting of fluorescent probes in living cells. The Journal of Biological Chemistry, 1999, V.274, №12, pp 7603-7606
[4] Blom Nick S., Tetreault Steve, Coulombe Rene, Sygusch Jurgen. Novel active site in Escherichia coli fructose 1,6-bisphosphate aldolase. Nature, 1996, V.3, №10, pp 856-863

[5] Soriano Erika V., Rajashankar Kanagalaghatta R., Hanes Jeremiah W., Bale Shridhar, Begley Tadhg P., Ealick Steven E. Structural similarities between thiamin-binding protein and thiaminase-I suggest a common ancestor. Biochemistry, 2008,V.1, №47, pp 1346-1357
21

[image: image24.png]


