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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность исследования 

В последнее время многократно расширилась область применения молекулярно-биологи-

ческих подходов, использующих флуоресценцию и биолюминесценцию для наблюдения за 

внутриклеточными процессами как на уровне клеток, так и на уровне целого организма [1-4]. 

Многие исследовательские группы заняты поиском новых биомаркеров, отвечающих потреб-

ности в прижизненном и неинвазивном исследовании биологических процессов, происходя-

щих глубоко в тканях и органах. Тем не менее, большинство современных биомаркеров не 

обладают свойствами, необходимыми для проведения подобных исследований, поскольку они 

поглощают или излучают свет в видимом диапазоне спектра, в то время как ткани животных 

и особенно млекопитающих обладают наибольшей «прозрачностью» в ближней инфракрас-

ной области спектра от 650 нм до 900 нм [5, 6]. Светопроницаемость биологических тканей в 

этом спектральном диапазоне обусловлена низким светорассеянием и низким суммарным по-

глощением воды, меланина и гемоглобина. Наиболее перспективным источником для созда-

ния ближнеинфракрасных флуоресцентных белков (FP) стали бактериальные фитохромы 

(BphP), использующие биливердин IXa (BV) в качестве хромофора [5, 7]. Усилиями различ-

ных научных коллективов на основе BphP был получен ряд ярких ближнеинфракрасных FP с 

различными спектральными характеристиками [2, 8-10]. 

Однако до последнего времени оставались нерешенными задачи создания ближнеинфра-

красного мономерного FP небольшого размера и генетически кодируемых источников яркой 

ближнеинфракрасной биолюминесценции. Уменьшение размеров и улучшение биохимиче-

ских характеристик ближнеинфракрасных FP позволило бы расширить их применение благо-

даря большей востребованности в качестве репортеров активации генов или меток целевых 

белков. В то же время, несмотря на большое разнообразие пар люцифераза – субстрат, их спек-

тры биолюминесценции преимущественно не выходят за границы видимого диапазона спек-

тра, значительно ограничивая возможности их применения. Создание ближнеинфракрасных 

химерных люцифераз, использующих резонансный перенос энергии, путем слияния люцифе-

разы и ближнеинфракрасного FP позволило бы значительно расширить цветовое разнообразие 

Принятые сокращения: 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота; BphP – бактериальный фитохром от англ. bacterial phyto-

chrome photoreceptor; BV – биливердин от англ. biliverdin IXa; FLuc – люцифераза светлячка Photinus 

pyralis; FP – флуоресцентный белок от англ. fluorescent protein; iRFP670, iRFP720 – ближнеинфракрас-

ные FP, флуоресцирующие с максимумом спектра при 670 и 720 нм соответственно; PCB – фикоциа-

нобилин от англ. phycocyanobilin; RLuc8 – модифицированная люцифераза Renilla reniformis от англ. 

Renilla luciferace. 
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и увеличить чувствительность биомаркеров для визуализации тканей и органов животных. Ре-

шению этих задач и посвящена данная работа. 

Цели и задачи 

Целью работы являлось получение однодоменных мономерных флуоресцентных биомар-

керов, а также биолюминесцентных биомаркеров на основе бактериальных фитохромов с мак-

симумами эмиссии в ближней инфракрасной области спектра, обладающих яркой флуорес-

ценцией или биолюминесценцией и предназначенных для визуализации молекулярно-биоло-

гических процессов в клетках, тканях и органах животных. Для достижения поставленной 

цели необходимо было решить следующие задачи: 

1. Методами молекулярного клонирования, случайного и сайт-специфического мутагенеза 

на основе гена бактериального фитохрома создать яркий однодоменный мономерный флу-

оресцентный биомаркер, флуоресцирующий в ближней инфракрасной области с максиму-

мом спектра более 650 нм, и сравнить его характеристики с существующими ближнеин-

фракрасными флуоресцентными биомаркерами. 

2. Определить механизм и условия связывания хромофоров в новом однодоменном флуо-

ресцентном биомаркере. 

3. На основе нового однодоменного флуоресцентного белка и разработанных ранее ближне-

инфракрасных флуоресцентных белков серии iRFP получить ближнеинфракрасные хи-

мерные люциферазы, способные к биолюминесценции с длиной волны максимума более 

650 нм. 

4. Проанализировать возможность практического использования ближнеинфракрасных хи-

мерных люцифераз в клеточной биологии и биомедицине на модели рака молочной же-

лезы мышей. 

Научная новизна 

Впервые показано, что возможно создание мономерного ближнеинфракрасного флуорес-

центного биомаркера на основе GAF домена бактериального фитохрома. 

Показано, что мономерный ближнеинфракрасный флуоресцентный биомаркер GAF-FP 

способен связывать BV и PCB в качестве хромофоров даже в отсутствие кислорода. 

Впервые показан резонансный перенос энергии в химерных белках на основе RLuc8 и 

ближнеинфракрасных биомаркеров (GAF-FP, iRFP670 и iRFP720) между возбужденным со-

стоянием целентеразин-подобного субстрата RLuc8 (ProlumePurple) и биливердином с пере-

водом последнего в возбужденное состояние, отвечающее коротковолновой полосе поглоще-

ния, и возникновением в конечном итоге ближнеинфракрасной биолюминесценции. 

Показано, что ближнеинфракрасная химерная люцифераза iRFP720—RLuc8 имеет наибо-

лее длинноволновый максимум эмиссии биолюминесценции среди известных к настоящему 
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времени генетически кодируемых биолюминесцентных маркеров. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Разработан молекулярно-биологический подход, позволяющий осуществлять разработку 

ближнеинфракрасных однодоменных мономерных флуоресцентных биомаркеров на основе 

GAF доменов бактериальных фитохромов. 

Обнаружена возможность резонансного переноса энергии от возбужденного состояния 

целентеразин-подобного субстрата RLuc8 (ProlumePurple) к биливердину, с переводом по-

следнего в возбужденное состояние, отвечающее коротковолновой полосе поглощения. 

Разработанные в настоящем исследовании ближнеинфракрасные химерные люциферазы 

на основе RLuc8 и ближнеинфракрасных биомаркеров (iRFP670 и iRFP720) могут быть ис-

пользованы для практического применения в биолюминесцентном имиджинге клеток, тканей 

и органов животных в биомедицинских исследованиях, включая процесс разработки диагно-

стирования и лечения раковых заболеваний. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Ближнеинфракрасный однодоменный флуоресцентный биомаркер GAF-FP совмещает 

стерическое и ковалентное связывание биливердина и фикоцианобилина с образованием 

холобелка, обладающего спектрами поглощения, возбуждения флуоресценции и флуорес-

ценции, характерными для ближнеинфракрасных флуоресцентных белков на основе бак-

териальных фитохромов. 

2. Аминокислотный остаток цистеина в положении 110 аминокислотной последовательно-

сти GAF-FP ответственен за ковалентное связывание биливердина и фикоцианобилина 

как в аэробных, так и в анаэробных условиях. 

3. На основе на основе модифицированной люциферазы Renilla reniformis (RLuc8) и ближ-

неинфракрасных биомаркеров (GAF-FP, iRFP670 и iRFP720) получены и охарактеризо-

ваны ближнеинфракрасные химерные люциферазы, обладающие яркой биолюминесцен-

цией. 

4. Ближнеинфракрасная флуоресценция и биолюминесценция химерных люцифераз 

iRFP670—RLuc8 и iRFP720—RLuc8 позволяет проводить одновременный двухцветный 

мониторинг и продолжительные неинвазивные исследования роста и метастазирования 

опухолей in vivo и ex vivo, с возможностью количественного анализа метастазировавших 

клеток. 

Апробация результатов работы 

Апробация диссертационной работы состоялась 23 июня 2016 года на совместном науч-
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ном семинаре Лаборатории структурной динамики, стабильности и фолдинга белков, Лабора-

тории молекулярных основ клеточной подвижности и Лаборатории клеточной патологии Фе-

дерального государственного бюджетного учреждения науки Института цитологии Россий-

ской академии наук. Результаты работы были представлены на 59-м ежегодном съезде Аме-

риканского биофизического общества (7-11 февраля 2015 г., Балтимор, штат Мэриленд, 

США); на международном съезде, посвященном передовой микроскопии «Super-resolution in 

different dimensions» (2-3 июня 2015 г., Москва, Россия); на всероссийской конференции «Фо-

тосинтез и фотобиотехнология: фундаментальные и прикладные аспекты» (1-6 июня 2015 г., 

Пущино, Россия). 

Публикации 

По теме диссертации опубликовано 10 печатных работ в отечественных и зарубежных ре-

цензируемых изданиях (4 статьи и 6 тезисов). 

Финансовая поддержка 

Работа выполнена при финансовой поддержке программы Президиума Российской Ака-

демии наук «Молекулярная и клеточная биология» (грант К.К. Туроверова) и Национальных 

институтов здоровья США (гранты CA164468, GM073913 и GM108579 В.В. Верхуши). 

Личный вклад автора  

Все экспериментальные процедуры, описанные в работе, проведены автором лично. Ма-

териалы, вошедшие в представленную работу, обсуждались и публиковались совместно с со-

авторами и научными руководителями. 

Объем и структура диссертации 

Диссертационная работа изложена на 123 страницах машинописного текста и включает 

введение, обзор литературы, результаты и обсуждение, заключение и выводы. Материал ил-

люстрирован 42 рисунками и 6 таблицами. Библиографический указатель содержит 183 источ-

ника. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Обзор литературы 

В обзоре литературы приведены данные о ближнеинфракрасных FP на основе BphP и осо-

бенности их получения, а также рассмотрены примеры генетически кодируемых источников 

ближнеинфракрасной биолюминесценции. Особое внимание уделено основным областям 

применения ближнеинфракрасных биомаркеров и передовым методам визуализации молеку-

лярно-биологических процессов, происходящих глубоко в тканях животных. 
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Материалы и методы 

Мутагенез и отбор клонов из бактериальных библиотек мутантов белка. Сайт-специфи-

чесий и случайный мутагенез проводили с использованием QuikChange Mutagenesis Kit и 

GeneMorph II Random Mutagenesis Kit (Stratagene, США) соответственно. Полученная мутант-

ная ДНК была использована для трансформации клеток E. coli путем электропорации. В ра-

боте использовали штамм E. coli LMG194, содержащий плазмиды pWA23h или pL-PCB, обес-

печивающие синтез BV и PCB соответственно. 

Библиотека мутантной ДНК в среднем включала не менее 106 клонов. Бактериальные 

клетки наращивали в течение ночи при 37 °C в среде RM (Fisher Scientific, США), содержащей 

ампициллин и канамицин. После индукции экспрессии белков путем введения в среду араби-

нозы до 0.004 % (для индукции экспрессии с pBAD/HisB) и рамнозы до 0.04 % (для индукции 

экспрессии с pWA23h), клетки культивировали в течение 6–8 ч. При дальнейшей культивации 

в течение 10–12 ч температуру снижали сначала до 30 °C, а затем до 18 °C и культивировали 

еще 24 ч. Библиотеки клонов анализировали с использованием клеточного сортера MoFlo XDP 

(Beckman Coulter, США). Отбирали клетки с наиболее яркой флуоресценцией при возбужде-

нии излучением с длиной волны 633 нм и регистрации флуоресценции с использованием филь-

тра, пропускающего свет с длиной волны более 647 нм. 

На основе анализа яркости флуоресценции отбирали от 30 до 50 клонов из каждой биб-

лиотеки, а их плазмидную ДНК секвенировали. Смесь плазмид наиболее ярких из отобранных 

мутантов использовали для следующего раунда мутагенеза. 

Получение химерных белков. Белки слияния конструировали при помощи полимеразной 

цепной реакции. Линкер между белками состоял из двух (–GT–), семи (–GGGGSGT–) или 14 

(–GGGGSGTGGGGSGG–) аминокислотных остатков (для химерных люцифераз) или пяти по-

второв последовательности аминокислот –GGGS– (для GAF-FP—sfGFP). Аминокислотная по-

следовательность линкера была выбрана таким образом, чтобы обеспечить его наибольшую 

гидрофильность и подвижность. 

Выделение и очистка белка. GAF-FP и его мутанты, содержащие полигистидиновый С-пеп-

тид, экспрессировали в клетках LMG194 согласно протоколу, представленному в работе Фи-

лонова и соавторов [8]. Рекомбинантный белок очищали при помощи никель-агарозы His-

GraviTrap (GE Healthcare, Швеция) и использовали без дальнейших этапов очистки. 

Анализ белков in vitro. Спектры флуоресценции измеряли с использованием спектрофлуори-

метра FluoroMax-3 (Horiba, Япония), а спектры поглощения – с использованием спектрофото-

метра U-2000 (Hitachi, Япония). 

Связывание BV и PCB c GAF-FP анализировали путем регистрации цинк-индуцируемой 

флуоресценции комплекса денатурированного белка с хромофором в полиакриламидном геле 
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после электрофореза по Лэммли [11]. Анализ конкурентного связывания хромофоров с GAF-

FP проводили по предложенной ранее методике [12]. Холобелок получали in vitro посредством 

инкубации апобелка с 10-кратным избытком BV, PCB или их смеси в различных пропорциях. 

Эффективность связывания BV относительно PCB оценивали на основе измеренных спектров 

поглощения растворов холобелка после инкубации. Вклад GAF-FP—BV или GAF-FP—PCB в 

спектр поглощения образца определяли благодаря различиям в спектрах поглощения разных 

холоформ FP. На основе этих данных определяли вклад каждой из холоформ GAF-FP, связан-

ной с BV или с PCB. Соотношения между формами холобелка для каждого раствора были 

нормализованы путем вычитания величины, соответствующей образцу, содержащему 100 % 

PCB. Таким образом, образец со 100 % PCB принимался за «0», а образец со 100 % BV за 

«100». 

Гель-фильтрацию проводили с использованием хроматографической колонки HiLoad 

16/600 Superdex 200 (GE Healthcare, США), откалиброванной при помощи стандартов молеку-

лярных масс (BioRad, США). 

pH зависимость флуоресценции определяли путем измерения интенсивности флуоресцен-

ции растворов FP, приготовленных на основе буферных растворов с различными значениями 

pH. 

Измерение биолюминесценции проводили на суспензиях бактериальных клеток (GAF-

FP—RLuc8) или лизатах клеток линии HeLa (iRFP720—RLuc8 и iRFP670—RLuc8). Для этого 

20 мкл клеточной суспензии или лизата смешивали с 20 мкл субстрата ProlumePurple 

(NanoLight Technologies, США), после чего измеряли сигнал при помощи системы IVIS 

Spectrum (PerkinElmer, США). Измерение резонансного переноса энергии проводили при по-

мощи набора фильтров для измерения флуоресценции системы IVIS Spectrum. Для расчета 

значений эффективности резонансного переноса энергии использовали отношение интенсив-

ности сигнала ближнеинфракрасной биолюминесценции к интенсивности общей биолюми-

несценции или к интенсивности сигнала люциферазы RLuc8. 

Биохимические и физико-химические свойства бактериальных клеток-продуцентов 

GAF-FP. Фотообесцвечивание бактерий проводили с использованием инвертированного эпи-

флуоресцентного микроскопа IX81 (Olympus, Япония), оснащенного 200 Вт металлогалоген-

ной лампой Lumen220Pro (Prior, США), 100-кратным иммерсионным объективом UPlanSApo 

и набором фильтров для измерения флуоресценции (Olympus, Япония). Значения интенсивно-

сти флуоресценции нормализовали с учетом коэффициента пропускания фильтра возбужде-

ния флуоресценции, коэффициентов экстинкции FP и перекрывания их спектров поглощения 

со спектром 200 Вт металлогалогенной лампы. 

Для исследования скорости созревания FP проводили индукцию синтеза белка в клетках 
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бактерий при 37 °C в течение часа. Затем через равные интервалы времени оценивали интен-

сивность флуоресценции равных аликвот клеточной суспензии. 

Изучение анаэробного созревания FP проводили в бактериальных клетках LMG194, со-

держащих плазмиды pWA23h или pPL-PCB. После индукции синтеза белка чашки Петри по-

мещали в камеру с анаэробными условиями (Mitsubishi gas chemical, Япония) на 24 ч при 37 °C. 

После инкубации измеряли интенсивность флуоресценции бактерий с использованием эпи-

флуоресцентного микроскопа MZ16F (Leica, Германия). Незамедлительно после выполнения 

анализа чашки Петри помещали в термостат для инкубации в течение 24 ч при 4 °C в присут-

ствии кислорода. В течение этого времени синтезированный за время анаэробной инкубации 

FP имел возможность присоединить хромофор, однако синтез нового белка был значительно 

замедлен. После инкубации при 4 °C колонии на чашках Петри снова анализировали. Оконча-

тельный уровень интенсивности флуоресценции бактерий принимался за 100 %. В качестве 

контролей использовали GFP-подобные FP зеленый EGFP и красный mCherry (54762 и 54630 

соответственно, Addgene, США), при экспрессии которых клетки LMG194 не содержали плаз-

мид для синтеза тетрапирролов. Все количественные измерения на основе полученных изоб-

ражений проводили с использованием программы ImageJ. 

Клеточные культуры. Клетки линии HeLa CCL2 (ATCC, CША) растили на среде Игла, мо-

дифицированной по способу Дульбекко, содержащей 10 % эмбриональной бычьей сыворотки, 

0.5 % пенициллина, 0.5 % стрептомицина и 2 мМ глутамина (Life Technologies/Invitrogen, 

США). Клетки линии MTLn3 (предоставлены проф. Дж. И. Сегалом, Колледж А. Эйнштейна, 

США) растили на альфа-модификации среды Игла с теми же добавками. Трансфекцию плаз-

мид осуществляли при помощи реагента Effectene (Qiagen, США) в соответствии с рекомен-

дациями производителя. При необходимости к клеткам вводили растворы BV или PCB 

(Frontier Scientific, США) до конечной концентрации 10 мкМ за 24 ч до проведения ими-

джинга. 

Проточная цитофлуориметрия. Интенсивность ближнеинфракрасной флуоресценции кле-

ток линий HeLa и MTLn3, трансфицированных плазмидой, содержащей кодирующую после-

довательность изучаемого белка и полученной на основе вектора pEGFP-N1 (Clontech, США), 

анализировали с использованием проточного цитофлуориметра LSRII (Becton Dickinson, 

США). 

Флуоресцентный и биолюминесцентный имиджинг клеток. Эпифлуоресцентную микро-

скопию живых клеток линии HeLa, трансфицированных плазмидами, содержащими кодирую-

щие последовательности изучаемых белков, проводили через 48 ч после трансфекции при по-

мощи эпифлуоресцентного микроскопа IX81. Измерение биолюминесценции и флуоресцен-
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ции клеток в 12-луночном планшете проводили при помощи системы IVIS Spectrum, исполь-

зуя набор фильтров с шириной полосы пропускания 20 нм. Непосредственно перед измере-

нием биолюминесценции к клеткам вводили 200 мкл 50 мкМ раствора субстрата 

ProlumePurple или D-люфицерина для FLuc. Полученные значения интенсивности флуорес-

ценции и биолюминесценции нормировали на флуоресценцию EGFP, чтобы нивелировать 

различия в эффективности трансфекции. 

Измерение в мышином фантоме. 5 мкл 8 мкМ очищенного раствора GAF-FP—RLuc8, GAF-

FP или RLuc8 смешивали с 5 мкл 100 мкМ свежеприготовленного раствора субстрата 

ProlumePurple. Незамедлительно после смешивания образцы помещали в одну из двух поло-

стей мышиного фантома XFM-2 (PerkinElmer/Caliper, США), имитирующего оптические свой-

ства тканей. Полости располагались на глубине 7.0 мм и 18.1 мм под поверхностью мышиного 

фантома. Имиджинг проводили в биолюминесцентном и флуоресцентном режимах системы 

IVIS Spectrum. Мышиный фантом с образцом, содержащим только буферный раствор, исполь-

зовали для определения интенсивности автофлуоресценции. 

In vivo имиджинг. Для экспериментов использовали мышей линии CFW (Charles River, США) 

или линии SCID/NCr (Taconic, США) возрастом 4-6 недель. Для построения зависимости ин-

тенсивности сигналов биолюминесценции и флуоресценции в живых мышах от количества 

введенных клеток линии MTLn3, стабильно экспрессирующих iRFP670—RLuc8 или 

iRFP720—RLuc8, известное их количество инъецировали мышам линии CFW подкожно или 

через хвостовую вену. Для изучения роста опухолей 2 млн клеток стабильных линий MTLn3 

инъецировали в молочную железу мышей линии SCID/NCr. Наблюдение проводили в течение 

28 сут, используя биолюминесцентный или флуоресцентный режимы системы IVIS Spectrum. 

Непосредственно перед измерением биолюминесценции через хвостовую вену мышам вво-

дили 50 мкл раствора субстрата ProlumePurple в фосфатно-солевом буферном растворе в ко-

личестве 0.7 мг на 1 кг веса животного. 

Ex vivo имиджинг. Измерение флуоресценции органов мышей, извлеченных посмертно, про-

водили при помощи системы IVIS Spectrum. Для анализа метастазировавших клеток методом 

проточной цитофлуориметрии легкие мышей механически измельчали, полученную массу 

фильтровали через 40-микрометровый сетчатый нейлоновый фильтр и суспендировали в фос-

фатно-солевом буферном растворе. Анализ проводили в условиях, соответствующих анализу 

клеток линии MTLn3. 

Статистическая обработка данных. Каждое измерение проводили не менее трех раз. Резуль-

таты считали достоверными при P < 0.05. Данные представлены в виде диаграмм с указанием 

максимального значения стандартного отклонения или в виде кривых с указанием минималь-

ного и максимального значений стандартного отклонения. 
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Основные результаты и их обсуждение 

Получение ближнеинфракрасного однодоменного мономерного флуоресцентного белка 

В качестве основы для разработки нового FP был выбран BV-связывающий бактериаль-

ный фитохром Rhodopseudomonas palustris RpBphP1 [13], не использовавшийся ранее для со-

здания FP. В работе были использованы два домена RpBphP1: PAS домен, содержащий Cys19, 

необходимый для ковалентного связывания хромофора, и GAF домен, участвующий в стери-

ческом связывании хромофора. Конструкт, состоящий из PAS и GAF доменов, подвергли 

направленному мутагенезу, после чего отобрали мутанты, обладающие наиболее яркой ближ-

неинфракрасной флуоресценцией (рис. 1, А). Среди них был обнаружен слабо флуоресциру-

ющий мутантный белок, названный PAS—GAF-FP, содержащий среди прочих две важные 

аминокислотные замены: Cys19Ser и Ile252Cys. Поскольку PAS—GAF-FP обладал флуорес-

ценцией и, следовательно, способностью связывать хромофор, было сделано предположение 

о том, что Cys252 в GAF домене мутантного белка взял на себя функцию ковалентного связы-

вания хромофора. 

 
Рис. 1 Направленная молекулярная эволюция GAF-FP. А – схема с основными этапами направленной 
молекулярной эволюции RpBphP1, позволившей создать GAF-FP. Интенсивность окраски компонента 
схемы соответствует яркости флуоресценции соответствующего белка. Б – выравнивание аминокис-
лотных последовательностей GAF домена RpBphP1, GAF-FP, а также GAF доменов фитохромов циа-
нобактерий AnPixJ and TePixJ. Аминокислотные остатки GAF-FP, которые были изменены в процессе 
мутагенеза, обозначены черным шрифтом на красном фоне. Нумерация аминокислотных остатков 
приведена для RpBphP1. 
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Следовательно, согласно гипотезе, PAS домен потерял функциональную значимость и 

был удален, в результате чего, однако, FP потерял стабильность в растворе. При поиске реше-

ния данной проблемы было обращено внимание на сходство GAF домена PAS—GAF-FP с 

GAF доменами фитохромов цианобактерий (AnPixJ [14] и TePixJ [15]), способных связывать 

тетрапиррол фикоцианобилин (PCB) в качестве хромофора без участия других доменов. 

Наибольшее различие заключалось в отсутствии у последних узла, характерного для BphP 

(рис. 1, Б). Таким образом, после удаления узла, введения мономеризующих мутаций и не-

скольких раундов случайного мутагенеза GAF домена PAS—GAF-FP удалось получить яркий 

однодоменный биомаркер, названный GAF-FP (рис. 1, А). В результате мутагенеза было изме-

нено 15 % аминокислотной последовательности исходного GAF домена RpBphP1, не учитывая 

удаление 22-х аминокислотных остатков, участвовавших в образовании узла. 

На основе сходства GAF-FP и PCB-связывающих GAF доменов фитохромов цианобакте-

рий сделано было предположение, что GAF-FP способен связывать как BV, так и PCB, p-со-

пряжённая система связей которого имеет на две двойные связи меньше (рис. 2, А). Известно, 

что отличие в химической структуре тетрапирролов приводит к более коротковолновым спек-

трам поглощения и флуоресценции у PCB формы FP [12]. Экспрессия GAF-FP в бактериях в 
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Рис. 2 Спектральные свойства и связывание хромофоров с GAF-FP. А – структурные формулы хромо-
форов GAF-FP. Б – нормализованные спектры поглощения GAF-FP—BV (зелёная кривая) и GAF-FP—
PCB (синяя кривая). В – нормализованные спектры возбуждения флуоресценции (сплошные кривые) и 
флуоресценции (штриховые кривые) GAF-FP—BV и GAF-FP—PCB. Г – анализ ковалентного связы-
вания BV и PCB с GAF-FP или его Сys110Ser мутантом. Показаны изображения геля, окрашенного 
Кумасси бриллиантовым синим или демонстрирующего цинк-индуцированную флуоресценцию тет-
рапирролов. Д – конкурентное связывание BV и PCB с апоформой GAF-FP. Штриховая линия – 50 % 
насыщение GAF-FP BV. 
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присутствии PCB подтвердила выдвинутое предположение и показала, что биомаркер созре-

вает и способен к флуоресценции с этим хромофором. 

Для определения спектральных характеристик нового биомаркера были измерены спек-

тры поглощения, возбуждения флуоресценции и флуоресценции GAF-FP—BV и GAF-FP—

PCB в интервале длин волн от 260 до 800 нм (рис. 2, Б–В). По фотофизическим характеристи-

кам GAF-FP полностью соответствует другим ближнеинфракрасным FP семейства iRFP, по-

лученным на основе BphP [2], что свидетельствует о правильном встраивании хромофоров и 

созревании GAF-FP (табл. 1). 

Таблица 1 – Фотофизические свойства GAF-FP, связанного с BV или PCB 

Флуорес-
центный 
белок 

Коротко-
волновый 
максимум 
поглоще-
ния, нм 

Длинно-
волновый 
максимум 
поглоще-
ния, нм 

Макси-
мум флу-
оресцен-
ции, нм 

Коэффици-
ент экс-
тинкции, 
М-1·см-1 

Квантовый 
выход флу-
оресценции 

Молеку-
лярная 
яркость, 

% 

Время по-
лусозрева-
ния при 37 

oC, ч 

pKa1 pKa2 

GAF-FP—
BV 379 635 670 49800 0.073 100 4.0 4.0 7.8 

GAF-FP—
PCB 359 625 657 80500 0.121 268 3.5 4.6 8.3 

 
Для подтверждения ковалентного связывания хромофоров посредством аминокислотного 

остатка цистеина в позиции 110 (Cys252 в GAF домене PAS-GAF-FP) он был заменен на сери-

новый остаток. Электрофоретический анализ очищенных GAF-FP и GAF-FP Cys110Ser с по-

следующим окрашиванием геля на содержание тетрапирролов показал, что именно Cys110 от-

ветственен за ковалентное связывание как BV, так и PCB (рис. 2, Г). 

Различия в связывании хромофоров с GAF-FP оценивали методом конкурентного связы-

вания, заключающегося в инкубации очищенной апоформы GAF-FP со смесью хромофоров в 

различном соотношении последних (от 1 до 100). Соотношение между BV и PCB, связавши-

мися с апобелком после инкубации, определяли спектрофотометрически благодаря различию 

спектров поглощения двух форм GAF-FP (рис. 2, Б). Было установлено, что GAF-FP связывает 

PCB в 1.75 раз эффективнее, чем BV (рис. 2, Д). 

Следующим этапом работы стало определение биохимических свойств нового однодо-

менного ближнеинфракрасного биомаркер. В качестве контроля был использован спектрально 

похожий двухдоменный ближнеинфракрасный iRFP670 на основе BphP. При определении pH 

зависимости интенсивности флуоресценции было обнаружено, что GAF-FP обладает двумя 

константами диссоциации-ассоциации (pKa) при pH 4.5 и при pH 8.0 (табл. 1), в то время как 

iRFP670 имеет pKa только при pH 4.5 [2]. Дополнительная pKa GAF-FP свидетельствует, что 

удаление PAS домена привело к снижению стабильности биомаркера в растворе. Тем не ме-
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нее, в физиологических условиях (pH 7.2) GAF-FP обладает 70 % от максимальной интенсив-

ности флуоресценции, а изменения pH в переделах от 2 до 10 не приводят к сдвигу его спек-

тров флуоресценции (рис. 3, Б). 

 
Рис. 3 Биохимические и физико-химические свойства GAF-FP. А – кривые зависимости интенсивности 
флуоресценции (ИФ) от pH. Б –зависимость спектров возбуждения флуоресценции (черные кривые) и 
флуоресценции (зеленые кривые) GAF-FP—BV от pH (кривая 1 – pH 6; кривая 2 – pH 5; кривая 3 – pH 
7; кривые 4-5 – pH 4, 8; кривые 6-10 – pH 2, 3, 9, 10). В – кинетика роста ИФ биомаркеров в бактери-
альной культуре при 37 °C. Г – кинетика фотообесцвечивания биомаркеров под действием ближнеин-
фракрасного излучения. Д – эффективность созревания GAF-FP—BV и GAF-FP—PCB в анаэробных 
условиях в сравнении с GFP-подобными FP EGFP и mCherry; Приведен процент от максимальной ИФ, 
которой достигают FP в анаэробных условиях. Е – гель-фильтрация GAF-FP—BV. На врезке приведен 
калибровочный график. 

Исследование скорости созревания GAF-FP в бактериальной культуре не выявило значи-

тельных отличий от iRFP670 по этому параметру (рис. 3, В). В то же время было показано, что 

GAF-FP обладает значительно большей фотостабильностью по сравнению с iRFP670 (рис. 3, 

Г). Экспрессия GAF-FP в анаэробных условиях выявила его способность к образованию холо-

белка в отсутствие кислорода в отличие от широко используемых GFP-подобных FP видимого 

спектрального диапазона EGFP и mCherry (рис. 3, Д). В перспективе эта особенность созрева-

ния GAF-FP может облегчить его применение и применение других FP на основе BphP там, 

где имеется недостаток кислорода, например, в развивающихся опухолях. Изучение олигомер-

ного состояния очищенного белка методом гель-фильтрации продемонстрировало, что GAF-

FP является мономером с массой порядка 20 кДа (рис. 3, Е). 

Суммируя результаты анализа биохимических свойств GAF-FP, можно заключить, что но-

вый однодоменный ближнеинфракрасный флуоресцентный биомаркер обладает рядом уни-

кальных свойств, уступая двухдоменным FP на основе BphP только в pH стабильности. 
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Экспрессия новых биомаркеров в эукариотических клетках является важным этапом, не-

обходимым для оценки их (белков) практического применения. Для экспрессии GAF-FP в 

клетках линии HeLa был создан белок слияния GAF-FP 

и sfGFP (superfolder GFP – высокостабильный мутант 

зеленого флуоресцентного белка) с гибким линкером из 

20 аминокислот между белками. sfGFP позволил облег-

чить анализ и сравнение ближнеинфракрасной флуо-

ресценции трансфицированных клеток методами про-

точной цитофлуориметрии и эпифлуоресцентной мик-

роскопии (рис. 4). Поскольку количество BV внутри 

клеток могло быть недостаточным для насыщения 

всего апобелка, а PCB в естественных условиях в клет-

ках не присутствует, часть клеток культивировали в 

среде с 10 мкМ BV или PCB в среде в течение 24 ч до 

анализа. Методом проточной цитофлуориметрии было 

установлено, что ближнеинфракрасная флуоресценция 

клеток, экспрессирующих GAF-FP, без введения в 

среду экзогенных хромофоров превышает уровень ав-

тофлуоресценции в 12 раз, а при введении хромофоров 

интенсивность флуоресценции клеток возрастает еще в 

65 и 45 раз для BV и PCB соответственно (рис. 4, А). 

Эпифлуоресцентная микроскопия трансфицированных 

клеток HeLa, экспрессирующих GAF-FP—sfGFP, пока-

зала равномерное распределение интенсивности сиг-

нала флуоресценции в цитоплазме клеток и, следова-

тельно, отсутствие в них агрегатов GAP-FP (рис. 4, Б), 

что свидетельствует о стабильности белка. 

Получение флуоресцентных и биолюминесцентных биомаркеров на основе 

бактериальных фитохромов 

Биолюминесценция широко используется в биомедицине и является эффективным ин-

струментом для обнаружения и наблюдения малых количеств исследуемых объектов, напри-

мер, опухолевых клеток. Основным преимуществом биолюминесценции перед флуоресцен-

цией является практически полное отсутствие фонового сигнала, вызываемого автофлуорес-

ценцией. Для исследования возможности создания ближнеинфракрасного биолюминесцент-

ного маркера на основе GAF-FP нами была использована его способность поглощать свет в 
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ЗФ

Без введения
хромофора 10 мкМ BV 10 мкМ PCB

А
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, о
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Б

Рис. 4 Экспрессия GAF-FP в клетках 
животных. А – сравнение ближнеин-
фракрасной флуоресценции (БИФ) кле-
ток линии HeLa, экспрессирующих 
GAF-FP–sfGFP, методом проточной 
цитофлуориметрии. Б – фотографии 
БИФ и зеленой флуоресценции (ЗФ) 
живых клеток линии HeLa, экспресси-
рующих GAF-FP–sfGFP. Время экспо-
зиции для крайнего левого изображе-
ния в ближнеинфракрасном канале 
было в 6.5 раз больше, чем для цен-
трального и крайнего правого изобра-
жений. Масштабный отрезок равен 20 
мкм. 
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фиолетовой области спектра. В качестве донора энергии для возбуждения ближнеинфракрас-

ной флуоресценции GAF-FP была использована яркая мономерная модифицированная люци-

фераза Renilla reniformis (RLuc8), излучающая свет с максимумом при 400 нм при окислении 

субстрата ProlumePurple II (рис. 5, А). При слиянии FP и люциферазы были созданы несколько 

химерных конструктов с различной длиной линкера между белками и их очередностью в кон-

структе. Для выбора оптимальной химерного белка была оценена относительная эффектив-

ность резонансного переноса энергии между донором и акцептором (рис. 5, Б). Анализ пока-

зал, что наиболее эффективным оказался конструкт с люциферазой на С-конце, отделенной от 

FP линкером из двух аминокислот, названный GAF-FP—RLuc8. 

Следующей задачей стала оценка практического применения GAF-FP—RLuc8 в сравне-

нии с другими биомаркерами, для чего был использован фантом мыши, имитирующий погло-

щение, светорассеяние и автофлуоресценцию тканей животного. Для проведения экспери-

мента равные количества 

очищенных белков (GAF-

FP—RLuc8, смесь GAF-FP с 

RLuc8 или только RLuc8) 

смешивали с субстратом, не-

медленно помещали в фан-

том на различную глубину и 

производили имиджинг в 

разных спектральных кана-

лах. На основе полученных 

изображений были опреде-

лены интенсивность ближ-

неинфракрасной биолюми-

несценции и соотношение 

сигнала флуоресценции к 

сигналу автофлуоресценции 

для исследуемых образцов. 

В канале 680 нм интенсив-

ность биолюминесценции 

GAF-FP—RLuc8 в 10 раз 

превосходит яркость смеси 

GAF-FP с RLuc8 и более чем 

в 100 раз яркость RLuc8 
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Рис. 5 Оценка оптических свойств GAF-FP—RLuc8. А – спектраль-
ная картина резонансного переноса энергии биолюминесценции от 
RLuc8 к GAF-FP. Кривая 1 – спектр поглощения GAF-FP—BV. Кри-
вая 2 – спектр биолюминесценции RLuc8. Кривая 3 – спектр флуо-
ресценции GAF-FP—BV. Б – поиск оптимальной структуры химер-
ного белка. Для сравнения использовали интенсивность ближнеин-
фракрасной биолюминесценции (БИБ) химерных белков, экспрес-
сированных в бактериях. Образец с максимальным сигналом был 
принят за 100 %, в то время как образец с минимальным сигналом 
был принят за 0 %. В – сравнение интенсивности БИБ (фотон·с-1· 
см-2·ср-1) белков внутри мышиного фантома на различной глубине. 
Г – сравнение отношений интенсивности флуоресценции (ИФ) к ин-
тенсивности автофлуоресценции (автоИФ) для биомаркеров внутри 
мышиного фантома на различной глубине. 
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(рис. 5, В). Ближнеинфракрасная флуоресценция GAF-FP также обладает высоким соотноше-

нием сигнала флуоресценции к сигналу автофлуоресценции (рис. 5, Г). Для химерного белка 

это соотношение составило 2.3 и 1.2 для глубин в 7.0 и 18.1 мм соответственно. 

Апробированный на примере GAF-FP—RLuc8 уникальный подход к созданию ближнеин-

фракрасных химерных люцифераз позволил расширить их палитру путем разработки новых 

химерных белков на основе iRFP670 и iRFP720 [2]. Эти двухдоменные ближнеинфракрасные 

FP, полученные ранее в лаборатории В.В. Верхуши, проявили себя как яркие, стабильные и 

хорошо спектрально различимые биомаркеры для биомедицинских исследований. Следуя ме-

тодике, отработанной на GAF-FP—RLuc8, был создан набор химерных белков на основе 

iRFP670, iRFP720 и RLuc8 и проведена оценка интенсивности их флуоресценции и биолюми-

несценции относительно исходных белков (рис. 6, А). Результаты сравнения выявили, что кон-

структы с линкером из семи аминокислот обладают более высокой интенсивностью сигнала, 

чем конструкты с линкером из двух аминокислот. Однако анализ эффективности резонансного 

переноса энергии между донором и акцептором выявил, что конструкты с линкером из двух 

аминокислот и люциферазой на С-конце химерного белка более эффективны (рис. 6, Б), что 

приводит к увеличению доли ближнеинфракрасной биолюминесценции и определило выбор 

этих конструктов в качестве новых химерных люцифераз, названных iRFP670—RLuc8 и 

iRFP720—RLuc8. Изменение их спектров ближнеинфракрасной биолюминесценции показало, 

что слияние люциферазы и FP не привело к изменению спектров последних и сигналы химер-

ных люцифераз хорошо спектрально различимы (рис. 6, В). 

 
Рис. 6 Создание ближнеинфракрасных химерных люцифераз на основе iRFP670 и iRFP720. А –интен-
сивность флуоресценции (ИФ) химерных конструктов, отложенная относительно интенсивности их 
биолюминесценции (ИБ). Яркость исходных белков (iRFP670, iRFP720 и RLuc8) принята за 100%. Б – 
оценка эффективности резонансного переноса энергии (ЭРПЭ) биолюминесценции в химерных кон-
структах. В – спектры ближнеинфракрасной биолюминесценции iRFP670—RLuc8 (серая кривая) и 
iRFP720—RLuc8 (красная кривая). 

Для изучения возможностей использования iRFP670—RLuc8 и iRFP720—RLuc8 в много-

цветном имиджинге клеток млекопитающих, химерные люциферазы экспрессировали в клет-

ках линии HeLa (рис. 7). В качестве дополнительных цветов биолюминесценции и флуорес-
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ценции были использованы люцифераза светлячка (FLuc) и улучшенный зеленый флуорес-

центный белок (EGFP) соответственно. Применив процедуру спектрального разложения сиг-

нала для изображений, полученных за счет последовательного имиджинга планшета в не-

скольких каналах, удалось различить три цвета биолюминесценции (iRFP670—RLuc8, 

iRFP720—RLuc8 и FLuc) и три цвета флуоресценции (iRFP670—RLuc8, iRFP720—RLuc8 и 

EGFP) (рис. 7, А). Высокая яркость ближнеинфракрасной биолюминесценции и флуоресцен-

ции химерных люцифераз позволила достичь высокого контраста двухцветного мечения кле-

ток и высокого соотношения сигналов биолюминесценции и флуоресценции к фоновому сиг-

налу (рис. 7, Б–Г). 

Низкие значения фонового сигнала биолюминесценции являются определяющим факто-

ром высокой чувствительности биолюминесцентного имиджинга, широко применяемого в ка-

честве неинвазивного способа изучения молекулярно-биологических процессов и наблюдения 

за ростом и метастазированием раковых опухолей в животных. Для определения пределов чув-

ствительности этого метода 

было решено установить ми-

нимальное количество кле-

ток, меченных iRFP670—

RLuc8 или iRFP720—RLuc8, 

которое можно обнаружить в 

мышах при помощи флуо-

ресцентного и биолюминес-

центного имиджинга.  

В качестве объекта для 

анализа были использованы 

клетки линии MTLn3, проис-

ходящие и клеток аденокар-

циномы молочных желез 

крысы и стабильно экспрес-

сирующие iRFP670—RLuc8 

или iRFP720—RLuc8. Этот 

агрессивный вид рака явля-

ется хорошо изученной мо-

делью для изучения и срав-

нения свойств биомарке-

ров [2]. На первом этапе для 
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Рис. 7 Многоцветный флуоресцентный и биолюминесцентный 
имиджинг клеток животных. А – биолюминесцентные и флуорес-
центные изображения 12-луночного планшета с клетками линии 
HeLa, трансфицированными плазмидами, кодирующими 
iRFP670—RLuc8, iRFP720—RLuc8, FLuc и EGFP, после примене-
ния процедуры спектрального разложения. Б – сравнение интен-
сивности биолюминесценции (ИБ, фотон·с-1·см-2·ср-1) люцифераз в 
различных каналах; В – сравнение интенсивности ближнеинфра-
красной флуоресценции (БИФ, (фотон·с-1·см-2·ср-1)/(мкВт·см-2)) 
iRFP670—RLuc8 и iRFP720—RLuc8 для различных сочетаний ка-
налов возбуждения/регистрации флуоресценции; Г – сравнение от-
ношений БИФ к интенсивности автофлуоресценции (автоИФ) для 
iRFP670—RLuc8 и iRFP720—RLuc8 в различных каналах. 
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определения пределов чувствительности был проведен флуоресцентный и биолюминесцент-

ный имиджинг от 102 до 106 клеток, инъецированных мышам подкожно в область спины. По 

полученным данным были построены калибровочные графики, показывающие зависимость 

интенсивности сигнала от количества введенных клеток (рис. 8, А–Б). Из графиков было уста-

новлено, что ближнеинфракрасная биолюминесценция химерных конструктов обладает на по-

рядок большей чувствительностью (от 103 до 104 клеток), чем ближнеинфракрасная флуорес-

ценция соответствующих iRFP (от 104 до 105 клеток) при обнаружении подкожно инъециро-

ванных клеток. 

 
Рис. 8 Определение пределов чувствительности биолюминесцентного и флуоресцентного in vivo ими-
джинга с использованием химерных люцифераз. А – зависимость интенсивности ближнеинфракрасной 
биолюминесценции (БИБ, фотон·с-1·см-2·ср-1) от количества клеток, введенных мышам подкожно. Б – 
зависимость интенсивности ближнеинфракрасной флуоресценции (БИФ, (фотон·с-1·см-2 

·ср-1)/(мкВт·см-2)) от количества клеток, инъецированных мышам подкожно. В – зависимость интен-
сивности БИБ от количества клеток, расположенных в легких мышей, как при имиджинге двух кон-
структов одновременно, так и каждого по отдельности. Серые линии – зависимость интенсивности сиг-
нала iRFP670—RLuc8 при двухцветном имиджинге. Красные линии – зависимость интенсивности сиг-
нала iRFP720—RLuc8 при двухцветном имиджинге. Синяя линия – зависимость интенсивности сигнала 
iRFP670—RLuc8 при одноцветном имиджинге. Зеленая линия – зависимость интенсивности сигнала 
iRFP720—RLuc8 при одноцветном имиджинге. 

На основе выявленных различий в биолюминесцентном и флуоресцентном имиджинге 

была выдвинута гипотеза, что биолюминесценция будет обладать еще большим преимуще-

ством перед флуоресценцией при визуализации клеток, расположенных глубоко в тканях. Для 

подтверждения этой гипотезы был проведен имиджинг от 3·103 до 3·106 клеток MTLn3, ста-

бильно экспрессирующих iRFP670—RLuc8 или iRFP720—RLuc8, инъецированных мышам 

через хвостовую вену. При таком способе введения большая часть клеток задерживается в 

легких мышей. Чувствительность ближнеинфракрасной флуоресценции iRFP оказалась недо-

статочной для анализа исследуемого диапазона количества клеток, в то время как ближнеин-

фракрасная биолюминесценция позволила провести имиджинг клеток и построить калибро-

вочный график (рис. 8, В). Таким образом было установлено, что при двухцветном имиджинге 

химерных люцифераз, с временем экспозиции в каждом канале менее 1 мин, ближнеинфра-

красная биолюминесценция позволяет визуализировать порядка 3·105 клеток. При имиджинге 

каждой химерной люциферазы по отдельности и без использования фильтров с узкой полосой 
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пропускания ближнеинфракрасная биолюминесценция позволяет увидеть порядка 3·104 или 

104 клеток, экспрессирующих iRFP670—RLuc8 или iRFP720—RLuc8 соответственно. 

Следующей задачей стало изучение кинетики роста опухолей и их метастазирования при 

помощи ближнеинфракрасных химерных люцифераз. Для этого 2·106 клеток MTLn3, ста-

бильно экспрессирующих iRFP670—RLuc8 или iRFP720—RLuc8, были инъецированы в мо-

лочные железы мышей. Наблюдение за ростом опухолей, возникших на месте инъекций, про-

водили на протяжении 28 суток путем регулярного имиджинга их биолюминесценции и флу-

оресценции (рис. 9). 

Данные биолюминес-

центного и флуоресцентного 

имиджинга показали, что ки-

нетика роста опухолей соот-

ветствует профилю, харак-

терному для данного типа 

клеток и места инъекции [2], 

свидетельствуя об успешном 

применении ближнеинфра-

красных химерных люцифе-

раз для исследования рако-

вых образований как на ранних, так и на поздних стадиях их развития. 

После того как была достигнута высокая чувствительность биолюминесцентного ими-

джинга клеток, расположенных глубоко в тканях животных, а также продемонстрирована воз-

можность продолжительного наблюдения за ростом раковых опухолей, было решено присту-

пить к решению следующей задачи, заключающейся в визуализации раковых клеток, метаста-

зировавших в легкие мышей за время роста опухолей. По данным биолюминесцентного ими-

джинга грудной клетки живых мышей (рис. 10, А), используя калибровочный график зависи-

мости интенсивности биолюминесценции от количества клеток в легких мышей, построенный 

ранее (рис. 8, В), было оценено количество метастазировавших клеток. Для мышей с одним 

видом опухоли интенсивность биолюминесценции легких соответствовала 3.7·106 ± 9.5·105 

клеток, экспрессировавших iRFP670—RLuc8, и 5.4·105 ± 3.3·105 клеток, экспрессировавших 

iRFP720—RLuc8. Для мышей с двумя видами опухолей одновременно интенсивности биолю-

минесценции в разных каналах соответствовали 2.2·106 ± 3.9·105 и 2.7·106 ±1.3·105 клеток, экс-

прессировавших iRFP670—RLuc8 и iRFP720—RLuc8 соответственно. На следующем этапе у 

мышей посмертно были изъяты внутренние органы, включая легкие, и проведен их флуорес-
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Рис. 9 Кинетика роста опухолей, экспрессирующих iRFP670—
RLuc8 или iRFP720—RLuc8. Зависимости интенсивности ближне-
инфракрасной биолюминесценции (БИБ, фотон·с-1·см-2·ср-1) (А) 
или интенсивности ближнеинфракрасной флуоресценции (БИФ, 
(фотон·с-1·см-2·ср-1)/(мкВт·см-2)) (Б) опухолей молочных желез мы-
шей от времени. 
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центный ex vivo имиджинг (рис. 10, Б). Клеточный состав легких мышей анализировали мето-

дом проточной цитофлуориметрии после механического измельчения тканей (рис. 10, В). 

 
Рис. 10 Анализ метастазов раковых клеток, экспрессирующих iRFP670—RLuc8 или iRFP720—RLuc8, 
в легких мышей. А – сравнение интенсивностей ближнеинфракрасной биолюминесценции (БИБ, фо-
тон·с-1·см-2·ср-1) легких мышей с разными видами опухолевых клеток in vivo. Б –сравнение интенсив-
ности ближнеинфракрасной флуоресценции (БИФ, (фотон·с-1·см-2·ср-1)/(мкВт·см-2)) легких мышей с 
разными видами опухолевых клеток ex vivo. В – сравнительный анализ методом проточной цитофлуо-
риметрии клеток линии MTLn3, использовавшихся для инъекций в молочные железы мышей, и клеток, 
экстрагированных из легких мышей с разными видами опухолевых клеток. Для каждого канала указан 
процент попавших в него клеток от общего количества клеток, проанализированных в данном образце. 

Данные о распределении клеток в легких мышей, полученные разными методами, хорошо 

согласуются между собой, что демонстрирует надежность использования ближнеинфракрас-

ных химерных люцифераз при выявлении и анализе метастазировавших клеток как in vivo, так 

и ex vivo (рис. 10). Более того, сравнение яркости метастазировавших клеток с яркостью кле-

ток, которые использовались для инъекции, показывает, что химерные люциферазы неток-

сичны, поскольку сохраняют средний уровень интенсивности флуоресценции в популяции 

клеток неизменным (рис. 10, В). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В результате проведенных исследований были разработаны новые молекулярно-биоло-

гические подходы для создания однодоменных ближнеинфракрасных флуоресцентных био-

маркеров и ближнеинфракрасных химерных люцифераз на основе BphP. Введение цистеино-
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вого остатка в GAF домен RpBphP1, позволившее объединить стерическое и ковалентное свя-

зывание хромофора в этом домене, открыло путь к созданию ближнеинфракрасных биомарке-

ров небольшого размера. Последующий направленный мутагенез GAF домена с аминокислот-

ной заменой Ile110Cys привел к созданию самого маленького на данный момент ближнеин-

фракрасного флуоресцентного биомаркера на основе BphP – GAF-FP. Способность GAF-FP 

ковалентно связывать два хромофора (BV и PCB, синтезируемые в животных и растительных 

клетках соответственно) позволит в будущем проводить изучение молекулярно-биологиче-

ских процессов в клетках различных организмов. В то же время, высокая стабильность GAF-

FP будет способствовать получению новых флуоресцентных биосенсоров на его основе. 

Слияние GAF-FP с люциферазой RLuc8 выявило возможность эффективного резонанс-

ного переноса энергии от возбужденного состояния субстрата RLuc8 к хромофору GAF-FP с 

переводом последнего в возбужденное состояние, отвечающее коротковолновой полосе по-

глощения, и возникновением в конечном итоге ближнеинфракрасной биолюминесценции. 

Подход, апробированный при создании GAF-FP—RLuc8, позволил создать более совершен-

ные ближнеинфракрасные химерные люциферазы на основе iRFP670 и iRFP720. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что iRFP670—RLuc8 и iRFP720—RLuc8 мо-

гут быть использованы для двухцветного многопараметрического (одновременного флуорес-

центного и биолюминесцентного) имиджинга как на уровне клеток, так и целого организма. 

Высокая яркость ближнеинфракрасной биолюминесценции химерных люцифераз ставит их 

на один уровень с передовыми методами оптического анализа и позволяет проводить количе-

ственный анализ метастазов, расположенных глубоко в ткани живых мышей. Мы ожидаем, 

что в будущем возможности уникального сочетания флуоресценции и биолюминесценции в 

in vivo и ex vivo экспериментах позволят использовать ближнеинфракрасные химерные люци-

феразы для решения широкого круга прикладных и фундаментальных биомедицинских про-

блем, включающих, к примеру, анализ метастазирования раковых клеток, определение их фе-

нотипов и изучение эволюции раковых опухолей. 

ВЫВОДЫ 

1. Мономерные ближнеинфракрасные флуоресцентные биомаркеры могут быть получены 

на основе GAF домена бактериального фитохрома грамотрицательной пурпурной несер-

ной бактерии Rhodopseudomonas palustris (RpBphP1). 

2. Ближнеинфракрасный однодоменный флуоресцентный биомаркер GAF-FP способен ко-

валентно связывать биливердин и фикоцианобилин в качестве хромофоров как в аэроб-

ных, так и в анаэробных условиях. 
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3. В ближнеинфракрасном однодоменном флуоресцентном биомаркере GAF-F как биливер-

дин, так и фикоцианобилин ковалентно связываются с аминокислотным остатком цисте-

ина в положении 110 его аминокислотной последовательности. 

4. В химерных белках на основе модифицированной люциферазы Renilla reniformis (RLuc8) 

и ближнеинфракрасных биомаркеров (GAF-FP, iRFP670 и iRFP720) возможен резонанс-

ный перенос энергии от возбужденного состояния целентеразин-подобного субстрата 

RLuc8 (ProlumePurple) к биливердину с переводом последнего в возбужденное состояние, 

отвечающее коротковолновой полосе поглощения, и возникновением в конечном итоге 

ближнеинфракрасной биолюминесценции. 

5. Химерные белки на основе модифицированной люциферазы Renilla reniformis (RLuc8) и 

ближнеинфракрасных биомаркеров (iRFP670 и iRFP720) обладают яркой биолюминес-

ценцией и могут быть использованы для двухцветного флуоресцентного и биолюминес-

центного имиджинга клеток и тканей животных, а также мониторинга роста и метастази-

рования опухолей из клеток линии MTLn3 in vivo и их последующий анализ ex vivo. 
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