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В настоящее время считается, что синтез хромофора красных флуоресцентных белков проходит че-
рез промежуточную “синюю” форму с максимумом поглощения в районе 400 нм, непосредственно
превращающуюся в “красную” через образование двойной связи в боковой цепи хромофоробразую-
щего остатка Tyr. Показано, что в хромобелке из Actinia equina (aeCP), как и в большинстве красных
флуоресцентных белков, синтез хромофора проходит путем дегидратации и двух стадий окисления.
Однако на промежуточной стадии наблюдается появление дополнительной “зеленой” формы с
максимумом поглощения в районе 530 нм.
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ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентные белки семейства GFP (зеле-

ного флуоресцентного белка из Aequorea victoria)
нашли широкое применение в молекулярной и
клеточной биологии [1–3]. Среди них особенно
привлекательны – красные флуоресцентные бел-
ки (RFP), т.к. они позволяют работать в диапазо-
не с минимальной клеточной автофлуоресценци-
ей [4, 5]. С увеличением длины волны прозрач-
ность тканей животных возрастает за счет
уменьшения рассеивания, а в диапазоне длин
волн >650 нм проницаемость тканей для света до-
полнительно возрастает за счет минимизации
вклада поглощения гемоглобина. Это позволяет
использовать RFP для визуализации процессов в
рамках целого организма [6, 7].

В настоящее время общепринята модель, со-
гласно которой хромофор RFP синтезируется из
промежуточной “синей” формы [8–10], которая
образуется в результате посттрансляционных мо-

дификаций (циклизации, окисления и дегидрата-
ции) трех аминокислотных остатков внутри белка
и поглощает в области 400 нм. Также известно, что
в RFP, хромофор которых синтезируется из ами-
нокислотной последовательности -Asp-Tyr-Gly-,
на промежуточной стадии образуется “зеленая”
форма (максимум поглощения ~500 нм), превра-
щающаяся в “красную” по пути окислительного
декарбоксилирования первого хромофоробразую-
щего остатка Asp [11–15]. В настоящей работе на
примере хромобелка из Actinia equina (aeCP) пока-
зано, что на промежуточной стадии синтеза хро-
мофора RFP может образовываться форма, по-
глощающая в области, характерной для зеленых и
желтых флуоресцентных белков, даже в случае,
если хромофор синтезируется не из аминокис-
лотной последовательности -Asp-Tyr-Gly-.

Хромобелок aeCP имеет максимум поглоще-
ния при 593 нм и в исходном виде не флуоресци-
рует. Однако ранее на его основе, путем внесения
нескольких точечных замен в аминокислотное
окружение хромофора, были получены красные
флуоресцентные белки AQ14 и AQ143 с максиму-
мами эмиссии в районе 660 нм [16]. Ключевыми
заменами, приводящими к повышению кванто-
вого выхода в белках AQ14 и AQ143 по сравне-
нию с aeCP, стали C143S и S158A, отвечающие за
цис-транс-изомерию хромофора [17, 18]. Введе-
нием аналогичных замен в окружение хромофо-
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ра были получены флуоресцентные варианты и
других хромобелков [18, 19]. Высокий кванто-
вый выход флуоресценции определяется в ос-
новном планарностью и конформационной не-
подвижностью хромофора внутри белка, при
этом химическая структура хромофора в разных му-
тантных вариантах остается одной и той же [20]. Та-
ким образом, отнесение белка к RFP или к хромо-
белку с точки зрения структуры хромофора носит
скорее номенклатурный характер, т.к. известные на
сегодня природные красные флуоресцентные бел-
ки и хромобелки имеют такую же химическую
структуру хромофора, как RFP, клонированный
из Discosoma sp. (DsRed) [21, 22].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При изучении кинетики созревания ряда хро-

мобелков, поглощающих в дальнем красном диапа-
зоне (aeCP, hcCP (хромобелок из Heteractis crispa) и
cgCP (хромобелок из Condylactis gigantea)), нами
было обнаружено, что на промежуточной стадии
образуется “синяя” форма с максимумом погло-
щения в районе 400 нм (рис. 1), что согласуется с
данными, опубликованными ранее [23]. Анало-
гичное поведение было обнаружено также у хро-
мобелка из Anemonia sulcata (asCP) [24] и других
красных флуоресцентных белков, в частности, в
мономерном варианте RFP из Entacmaea quadri-
color – tagRFP [25]. Однако в случае aeCP не на-
блюдалось прямого перехода из “синей” формы в
конечное “красное” состояние, а появлялась еще
и промежуточная форма с максимумом поглоще-
ния при 536 нм (рис. 1в). Такое поглощение ха-
рактерно для желтых и зеленых флуоресцентных
белков, особенно если принимать во внимание
значительный батохромный сдвиг максимума по-
глощения созревшего aeCP по сравнению с дру-
гими RFP типа DsRed. По прошествии 5 ч от на-
чала эксперимента наблюдается переход из “зе-
леной” формы 536 нм в конечное “красное”
состояние с изобестической точкой при 549 нм
(рис. 1в). Это свидетельствует о непосредственном
превращении “зеленой” формы в “красную” при
созревании aeCP без промежуточных долгоживу-
щих интермедиатов. Чтобы получить кинетиче-
скую кривую для промежуточной “зеленой” фор-
мы, из общего спектра поглощения вычитали
спектр полностью созревшего белка, нормирован-
ный на значение поглощения при 593 нм (рис. 1в,
форма G). После такого преобразования стано-
вится четко видно, что “синяя” форма образуется
раньше “зеленой”, которая затем превращается в
“красную”.

Ранее методами рентгеноструктурного анали-
за было показано, что “синяя” форма хромофора
образуется в результате посттрансляционных мо-
дификаций трех аминокислотных остатков внут-
ри белка с образованием ацилиминного замести-

теля возле первого хромофоробразующего остат-
ка (рис. 2, структура B). C помощью мутагенеза
аминокислотных остатков в окружении хромо-
фора красного флуоресцентного белка tagRFP
удалось получить белок tagBFP, в котором синтез
хромофора останавливался на стадии “синей”
формы [25, 26]. В этом ключе образование “зеле-
ной” формы хромофора в aeCP можно было бы
объяснить таутомеризацией BFP-хромофора с
образованием двойной связи в боковой цепи вто-
рого хромофоробразующего остатка Tyr (рис. 2,
структура G). Такая структура – энергетически
более выгодна, т.к. приводит к сопряжению двух
ароматических колец, и образуется в большин-
стве зеленых флуоресцентных белков. В tagBFP
такая таутомеризация, вероятно, не происходит,
поскольку фенольная группа хромофоробразую-
щего остатка Tyr ориентирована под большим уг-
лом к плоскости имидазолонового цикла, из-за
чего сопряжение ароматических колец является
проблематичным [27].

Превращение из “зеленого” состояния в конеч-
ное “красное” возможно за счет окисления струк-
туры G (рис. 2) с образованием двойной связи в бо-
ковой цепи первого хромофоробразующего остат-
ка. Мы проанализировали структуру конечного
состояния хромофора при помощи масс-спектро-
метрии выделенного из белка короткого пептида,
содержащего хромофор. Для этого белок денату-
рировали и подвергали протеолитическому рас-
щеплению пепсином. Далее из протеолитического
гидролизата при помощи ВЭЖХ выделяли корот-
кий пептид, содержащий хромофор. Масса вы-
деленного хромопептида составила 1037.4 Да
(m/z 1038.4). Это на 22 Да меньше расчетной массы
немодифицированного пептида A59PCCMYGSKT
(1059.4 Да), что соответствует одной стадии дегид-
ратации (–18 Да) и двум стадиям окисления (–4 Да)
при синтезе хромофора и наблюдается в боль-
шинстве красных белков. Таким образом, в ко-
нечном состоянии aeCP имеет хромофор, типич-
ный для RFP (рис. 2, соединение R).

Отметим, что ранее были получены мутантные
варианты DsRed [28], asCP [24] и cgCP [29], синтез
хромофора которых частично не доходит до
“красной” формы, а останавливается на стадии
“зеленого” хромофора с максимумом поглоще-
ния в районе 500 нм. В зрелом DsRed дикого типа
значительная часть белка также содержит “зеле-
ный” хромофор [28]. В отличие от aeCP, “зеле-
ная” форма в этих белках является конечной и не
способна превращаться в “красную” [23].

Чтобы попытаться понять причины отличий в
кинетике созревания aeCP и других белков, мы
проанализировали аминокислотное окружение
хромофора aeCP в сравнении с гомологами. Про-
странственная структура aeCP и cgCP к настояще-
му времени не установлена, так же как и для hcCP,
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ПАХОМОВ и др.

Рис. 1. Изменение спектров поглощения хромобелков cgСР (а), hcСР (б) и аеСР (в) в процессе созревания белка.
Спектры снимали с интервалом 30 мин при комнатной температуре. Кинетические кривые созревания при разных
длинах волн показаны справа. Поглощение при 549 нм для aeCP соответствует изобестической точке спектрального
перехода из формы G в форму R. Кинетические кривые созревания аеСР с учетом вычитания “красной” компоненты
для промежуточной формы G приведены внизу справа.

300 400 500 600

R 570 нм 

B 400 нм 

cgCP

(a)
0.4

0.3

0.2

0.1

0

П
ог

ло
щ

ен
ие

0 5 10 15 20
0

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

cgCP A570
cgCP A400

B

R

П
ог

ло
щ

ен
ие

0 5 10 15 20
0

0.05

0.10

R

hcCP A578
hcCP A411

B

П
ог

ло
щ

ен
ие

0 5 10 15 20 25 30
0

0.05
0.10

0.15

0.20
0.25

0.30

0.35 aeCP A593
aeCP A549
aeCP A536
aeCP A416

П
ог

ло
щ

ен
ие

0 5 10 15 20 25 30
0

0.05
0.10

0.15

0.20
0.25

0.30

0.35

B

aeCP A593
aeCP A536 (рассч.)
aeCP A416

Время, ч

G

R

П
ог

ло
щ

ен
ие

300 400 500 600

hcCP

П
ог

ло
щ

ен
ие

R 578 нм 

B 411 нм 

0.15

0.10

0.05

0

(б)

300 400 500 600

0

0.1

0.2

0.3

0.4

Длина волны, нм

aeCP

П
ог

ло
щ

ен
ие

R 593 нм 

B 416 нм 

G 536 нм 

(в)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 1  2021

ПРЕВРАЩЕНИЯ ХРОМОФОРА ПРИ СОЗРЕВАНИИ ХРОМОБЕЛКА aeCP 131

однако установлена структура мутантного вариан-
та hcCP – HcRed, флуоресцирующего в красной
области спектра. Ранее было показано, что гомо-
логичное моделирование можно использовать для
оценки аминокислотного окружения флуорес-
центных белков и объяснения их свойств [30, 31]. В
настоящей работе при помощи гомологичного мо-
делирования была построена модель простран-
ственной структуры aeCP с использованием хро-
мобелка из Cnidopus japonicus (cjBlue, степень гомо-
логии 65%) [32] в качестве белка-шаблона. Модель
cgCP и hcCP строилась на основе HcRed [33]. Со-
гласно полученным данным, хромофор aeCP во-
влечен в стекинг-взаимодействие с остатком His197
(Н197) (рис. 3а), что, вероятно, вносит значитель-
ный вклад в батохромный сдвиг. Анализ ближай-
шего аминокислотного окружения хромофора
aeCP не обнаружил принципиальных отличий в
сравнении с другими GFP-подобными белками.
В целом ближайшее окружение хромофора aeCP
очень похоже на таковое у других гомологов,
включая каталитические остатки Glu215 (Е215) и
Arg92 (R92) (рис. 3а). Анализ более отдаленных
участков показал, что в aeCP могут присутство-
вать полости, отсутствующие в других белках
(рис. 3б). Это может сказываться как на общей
подвижности боковых цепей внутри β-бочонка,
так и на прохождении молекул растворителя либо
кислорода снаружи белка к хромофору. Недавно
было показано, что на протекание реакции зеле-
но-красной конверсии в RFP из Zoanthus sp.
(zoan2RFP) может оказывать влияние даже по-
движность аминокислотных остатков, боковые
цепи которых ориентированы в растворитель, а
не внутрь β-бочонка [14]. При этом вклад таких
остатков может быть существенно большим, чем
остатков, участвующих во взаимодействиях между
субъединицами мономера в тетрамерном ком-
плексе белка. Таким образом, анализ модели aeCP
не выявил принципиальных отличий в структуре
белка относительно других гомологов, и необходи-
мо проведение дополнительных исследований для
более точного определения причин, по которым
при синтезе хромофора aeCP промежуточная “зе-
леная” форма является, с одной стороны, доволь-

но долгоживущей, а с другой стороны, способна
полностью превращаться в “красное” состояние.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На примере хромобелка aeCP показано, что

механизм синтеза хромофора “красных” белков
семейства GFP может протекать через последова-
тельные промежуточные “синее” и “зеленое” со-
стояния. Наиболее вероятным механизмом
выступает образование сначала “синего” хромо-
фора типа tagBFP, который таутомеризуется в
“зеленый” хромофор GFP-типа. “Красный” хро-
мофор DsRed-типа образуется, вероятно, в ре-
зультате последующего окисления GFP-хромо-
фора. Потенциально такой сине-зелено-красный
переход можно использовать для разработки флу-
оресцентных таймеров на основе aeCP.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение и очистка белков. Клетки Escherichia

сoli штамма JM-109 трансформировали плазмидой
pQE-30, несущей ген целевого белка, и выращивали
в среде LB, содержавшей ампициллин в концентра-
ции 100 мкг/мл. Для получения полностью созрев-
шего белка клеточную культуру выращивали при
постоянном перемешивании (250 об./мин) и тем-
пературе 37°С в течение ночи, затем температуру
понижали до 22°С и продолжали перемешивание
клеточной суспензии в течение суток для макси-
мального созревания белка. Для получения белка
в незрелом состоянии клетки выращивали при
37°С в течение ~12 ч и сразу же выделяли из них
белок. Клеточную биомассу осаждали центрифу-
гированием (3000 g, 15 мин при 4°С), затем осадок
ресуспендировали в промывочном буфере (50 мМ
Tris-HCl, 300 мМ NaCl, 20 мМ имидазол, pH 8.0)
и охлаждали во льду. После этого клетки лизиро-
вали при помощи ультразвукового дезинтеграто-
ра Sonopuls HD-3100 (Bandelin, Германия), полу-
чившийся клеточный лизат центрифугировали
при 12000 g в течение 10 мин при 4 °С. Поскольку
целевые белки на своем N-конце содержали гек-
сагистидиновую последовательность, их выделе-

Рис. 2. Предполагаемая последовательность реакций при синтезе хромофора aeCP.
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ние осуществляли методом металл-хелатной хро-
матографии на Ni-NTA-агарозе (Quiagen, США).
Клеточный лизат наносили на хроматографиче-
скую колонку, предварительно уравновешенную
промывочным буфером, промывку проводили
4-кратным объемом того же буфера, после чего
осуществляли элюирование белков буфером, со-
державшим 50 мМ Tris-HCl, 300 мМ NaCl, 250 мМ
имидазол, pH 8.0.

Спектры поглощения измеряли на спектрофото-
метре Cary 50 Bio (Varian, США). Для наблюдения
за кинетикой созревания белков образцы сразу по-
сле выделения на Ni-NTA-агарозе переносили в
кювету и снимали спектры поглощения через каж-
дые 30 мин при комнатной температуре (22°C).

Выделение хромофорсодержащих пептидов. Рас-
твор белка титровали до рН 2.8 при помощи ук-
сусной кислоты для денатурации, после чего к рас-
твору добавляли пепсин (Sigma, США) в соотно-
шении 1 : 30 и оставляли на ночь. Полученный
гидролизат белка наносили на ВЭЖХ-колонку с
обращенной фазой (Ultrasphere ODS, BD Biosci-
ences, США), уравновешенную 10 мМ натрий-
фосфатным буфером. Пептиды элюировали с по-
мощью линейного градиента ацетонитрила в том
же буфере. Детекцию пептидных фракций прово-
дили одновременно при 220 и 380 нм. Основную
фракцию, поглощающую при 380 нм, анализиро-
вали при помощи масс-спектроскопии.

MALDI-TOF-масс-спектрометрический анализ
хромопептидов проводили на масс-спектрометре
Ultraflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Герма-
ния) в режиме рефлектрона. В качестве матрицы
использовали 2,5-дигидроксибензойную кислоту.

Гомологичное моделирование. Парное вырав-
нивание последовательностей и последующее го-
мологичное моделирование осуществляли при
помощи программы MODELLER v9.24 [34]. При
моделировании хромофор был введен как жест-
кое тело в режиме, учитывающем гетероатомные
остатки (с параметром env.io.hetatm = True). Для
моделирования пространственной структуры
aeCP в качестве шаблона использовали ближай-
ший гомолог с известной пространственной
структурой – cjBlue (PDB ID: 2IB5) [32]. Структу-
ры cgCP и hcCP были получены с использованием
белка HcRed (PDB ID: 1YZW) [33] в качестве шаб-
лона. Анализ и сравнение структур белков прово-
дили с использованием программы PyMOL [35].
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Рис. 3. Рассчитанная пространственная структура хромобелка aeCP в сравнении с гомологами. (а) – Аминокислотное
окружение хромофора в белках aeCP, cgCP, hcCP и tagRFP (PDB ID: 3M22), подписаны аминокислотные остатки aeCP;
(б) – полости внутри β-бочонка для этих же белков. Стрелки указывают на полости в aeCP, не обнаруженные в других
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Transformations of the Chromophore in the Course
of Maturation of a Chromoprotein from Actinia equina

A. A. Pakhomov*, **, #, A. A. Pastukhova*, G. V. Tishkin*, and V. I. Martynov*
#Phone: +7 (495) 336-51-11; e-mail: alpah@mail.ru

*Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

**Nesmeyanov Institute of Organoelement Compounds, ul. Vavilova 28, Moscow, 119334 Russia

Currently, it is generally accepted that chromophore synthesis of red f luorescent proteins passes through an
intermediate “blue” form with a maximum absorption at 400 nm, which directly turns into “red” with the
formation of a double bond in the side chain of the chromophore-forming Tyr residue. We show that the syn-
thesis of the chromophore of a chromoprotein from Actinia equina (aeCP) proceeds via dehydration and two
stages of oxidation, like in other red f luorescent proteins. However, the appearance of an additional “green”
form with a maximum absorption near 530 nm at the intermediate stage is observed.

Keywords: fluorerscent proteins, red fluorerscent proteins, RFP, chromophore, chromophore synthesis, post-trans-
lational modifications
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