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Получены два варианта циркулярных пермутантов BrUSLEE – зеленого флуоресцентного белка с
коротким временем жизни флуоресценции. Охарактеризована зависимость кинетик затухания флуо-
ресценции этих флуорофоров от рН. Показано, что оба пермутанта (cpBrUS и cpBrUS-145) демон-
стрируют трехкомпонентную кинетику затухания флуоресценции, причем время жизни одной из
компонент изменяется в диапазоне ~3000–300 пс в ответ на сдвиг рН от 5.5 до 9.0, при этом исход-
ный белок BrUSLEE не показывает существенного изменения кинетики затухания флуоресценции
в области pH 6.0–8.5, интересной с физиологической точки зрения. Характер измеренной рН-зави-
симости позволяет рассматривать полученные пермутанты как индикаторы рН с детекцией сигнала
во временном домене.
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ВВЕДЕНИЕ
Один из факторов поддержания гомеостаза и

контроля нормальных физиологических функ-
ций клеток – специфическая кислотность, харак-
терная для разных субклеточныx компартментов
[1, 2]. Мониторинг изменений внутриклеточного
pH in situ может предоставить ценную информа-
цию о клеточном метаболизме и обеспечить более
глубокое понимание физиологических и патоло-
гических процессов [3, 4]. Большинство традици-
онных флуоресцентных индикаторов, выступая
мощным инструментом для биоимиджинга в ре-
альном времени, способно лишь к относительной
оценке изменения исследуемого параметра в
клетке [5–7].

Цель настоящей работы – создание генетиче-
ски кодируемых индикаторов для количествен-
ного измерения рН на основе флуоресцентного

белка BrUSLEE [8], который ранее продемон-
стрировал свой потенциал в качестве метки для
FLIM (fluorescence lifetime imaging microscopy),
обладающей коротким временем жизни флуорес-
ценции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для повышения чувствительности хромофора
флуоресцентного белка к химическому окружению
мы провели циркулярную пермутацию BrUSLEE
(рис. 1). Принцип метода пермутации состоит в
перестановке элементов первичной структуры
белка с общим сохранением его трехмерной
укладки и перемещением концов в область хро-
мофорного окружения. Точкой пермутации был
выбран сайт, включающий 144–149 а.о. (по номен-
клатуре avGFP – Aequorea victoria Green Fluores-
cent Protein [9]), по аналогии с существующими
пермутантами на основе GFP (Green Fluorescent
Protein), хорошо зарекомендовавшими себя в со-
ставе флуоресцентных индикаторов (в частности,
GCaMP6s [10]). При этом предложены два аль-
тернативных варианта первичной структуры пер-
мутантов: с удалением (cpBrUS-145) и с сохране-
нием (cpBrUS) остатка в положении 145 (остаток

Сокращения: BrUSLEE – улучшенный яркий маркер со
сверхкоротким временем жизни флуоресценции (Bright
Ultimately Short Lifetime Enhanced Emitter); cp – циркуляр-
но пермутированный (circularly permuted); avGFP – зеле-
ный флуоресцентный белок из медузы Aequorea victoria
(Aequorea victoria Green Fluorescent Protein); GFP – зеленый
флуоресцентный белок (Green Fluorescent Protein).

# Автор для связи: (тел.: +7 (903) 746-08-49; эл. почта:
noobissat@yandex.ru).

УДК 577.29

ПИСЬМА РЕДАКТОРУ



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

ЦИРКУЛЯРНЫЕ ПЕРМУТАНТЫ БЕЛКА BrUSLEE 501

Рис. 1. Схема создания пермутированных вариантов флуоресцентного белка BrUSLEE. Области, кодирующие флуо-
ресцентный белок, показаны зелеными прямоугольниками. Звездочками отмечены точки пермутации. Цифрами обо-
значены соответствующие аминокислотные остатки по номенклатуре avGFP [9].

N C

N C

C '

BrUSLEE

Тандем BrUSLEE

1 1

1

145/146

145/146

239 239

239

144

144N '

cpBrUS/cpBrUS-145

Met145 – важная детерминанта флуоресцентных
свойств BrUSLEE [11]).

Далее мы исследовали рН-зависимость вре-
мени жизни флуоресценции исходного белка
BrUSLEE и полученных циркулярных пермутан-

тов cpBrUS-145 и cpBrUS in vitro на очищенных
препаратах выделенных белков с помощью вре-
мяразрешенной спектроскопии при однофотон-
ном возбуждении пикосекундным лазером с цен-
тральной длиной волны испускания ~450 нм
(табл. 1, рис. 2).

Таблица 1. Кинетические характеристики затухания флуоресценции белка BrUSLEE и пермутантов cpBrUS и
cpBrUS-145 при возбуждении пикосекундным лазером 450 нм при различных значениях рН

Примечание: τ – время жизни флуоресценции соответствующей экспоненциальной компоненты; A – вклад (амплитуда) экспо-
ненциальной компоненты затухания; χ2 – критерий Пирсона, характеризующий качество экспоненциальной аппроксимации.

cpBrUS/cpBrUS-145/BrUSLEE

рН τ1, пс A1, % τ2, пс A2, % τ3, пс A3, % χ2

3.0 80/40/105 31/15/37 1860/1810/1802 27/25/24 6470/5010/6410 42/60/39 1.16/1.207/1.16
3.5 90/38/84 31/15/34 1970/1511/1653 29/20/26 6780/4969/6280 40/65/40 1.186/1.252/1.14
4.0 90/45/40 29/16/39 1890/1694/2077 29/24/27 6580/5515/6855 42/60/34 1.142/1.133/1.164
4.5 80/36/66 28/17/38 1790/1417/1614 29/20/24 6460/5345/6241 43/63/38 1.25/1.198/1.118
5.0 80/57/304 27/16/39 1740/1656/1194 30/24/38 6530/5538/5650 43/60/23 1.17/1.269/1.149
5.5 100/55/374 28/18/39 2030/1653/1367 32/25/38 6760/5697/5997 39/57/23 1.2/1.15/1.239
6.0 90/45/764 25/22/79 1880/1201/3090 33/17/16 6590/5092/6544 42/61/5 1.218/1.235/1.546
6.5 100/71/801 26/26/74 1710/1226/2899 31/20/21 6310/5107/7559 43/54/5 1.18/1.154/0.964
7.0 130/76/802 26/28/83 1730/749/2565 35/18/17 6350/4752/нет 39/54/нет 1.154/1.137/0.98
7.5 170/110/809 27/43/83 1590/817/2598 36/21/17 6130/4582/нет 37/36/нет 1.266/1.078/1.046
8.0 360/117/808 35/47/83 1840/725/2620 40/21/17 5950/4312/нет 25/32/нет 1.188/1.055/1.122
8.5 330/111/770 37/52/79 1770/602/2340 38/27/21 5360/3520/нет 25/21/нет 1.139/0.917/1.031
9.0 610/111/785 50/54/81 2590/474/2388 38/31/19 6960/2192/нет 12/15/нет 1.262/0.819/1.017
9.5 870/111/784 67/48/82 3280/516/2497 30/35/18 8380/2110/нет 3/17/нет 1.214/0.769/1.003
10.0 600/95/780 47/40/79 2270/474/2370 45/35/21 5170/1787/нет 8/25/нет 0.966/0.797/0.989
10.5 610/129/765 45/37/74 1990/586/2346 42/25/16 4430/1685/нет 13/38/нет 0.963/0.876/0.972
11.0 640/113/779 46/26/69 2020/590/2426 43/25/31 3990/1655/нет 11/49/нет 0.941/0.893/1.003
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Рис. 2. (а) – Зависимость среднего времени жизни флуоресценции (Тm) от pH для белка BrUSLEE и пермутантов
cpBrUS и cpBrUS-145 in vitro; (б) – калибровочная кривая, характеризующая зависимость нормированного на ампли-
туду времени жизни флуоресценции τ3 пермутантов cpBrUS и cpBrUS-145 от pH in vitro (n = 3).
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Кинетики затухания флуоресценции флуоро-
форов обоих пермутантов демонстрируют выра-
женную зависимость от pH раствора (рис. 2а);
они адекватно аппроксимируются трехэкспонен-
циальной моделью, причем время жизни третьей
компоненты с учетом амплитуды (τ3 × A3) пока-
зывает десятикратное изменение (~3000–300 пс)
в диапазоне рН 5.5–9.0 (рис. 2б, табл. 1). Форма
зависимости τ3 × A3 от рН близка к линейной,
что потенциально облегчает калибровку флуорес-
центного сигнала для экспериментального опре-
деления величины рН. Следует отметить, что пер-
мутант cpBrUS-145 демонстрирует более значи-
тельный динамический диапазон ответа, чем
cpBrUS (шестикратное изменение среднего вре-
мени жизни флуоресценции против двухкратного
соответственно), что указывает на способность
остатка Met145 ограничивать конформационную
подвижность хромофора. При этом наблюдается
незначительная чувствительность исходного бел-
ка BrUSLEE в узкой области значений рН 4.5–5.5
(рис. 2а), а при многокомпонентной экспоненци-
альной аппроксимации ни одна из компонент за-

тухания флуоресценции белка BrUSLEE не пока-
зывает существенного изменения в области 6.0–
8.5, интересной с физиологической точки зрения
(табл. 1).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение циркулярных пермутантов BrUSLEE.

Мы сконструировали ДНК-векторы, несущие
кодирующие последовательности cpBrUSLEE.
Для этого методом ПЦР-амплификации получи-
ли тандемные повторы последовательностей ге-
нов BrUSLEE [8, 12], соединенные олигонуклео-
тидным линкером, кодирующим аминокислот-
ную последовательность состава (Ser-Gly-Thr)2;
использовали следующие праймеры: 5'-ATGCG-
GATCCATGGTGAGCAAGGGCGAG-3', 5'-ATGC-
GTCGACCTTGTACAGCTCGTCCATGC-3', 5'-AT-
GCGTCGACAGCGGGACTAGCGGGACTATGGT-
GAGCAAGGGCGAG-3', 5'-ATGCAAGCTTTTAC-
TTGTACAGCTCGTCCATGC-3'; программа ПЦР:
95°С – 5 мин, (95°С – 30 с, 58°С – 30 с, 72°С –
30 с) × 18, 72°С – 7 мин. Эта промежуточная кон-
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струкция служила матрицей для ПЦР-амплифи-
кации последовательностей ДНК, кодирующих
варианты cpBrUSLEE, с использованием прямо-
го (5'-концевого) праймера, соответствующего
последовательности, кодирующей начало С-конце-
вой части первой копии cpBrUSLEE (начиная с 145
или 146 а.о.) (5'-ATGCGGATCCATGAACAGCCA-
CAACGTC-3' или 5'-ATGCGGATCCAACAGCCA-
CAACGTCTAT-3'), и обратного (3'-концевого)
праймера, комплементарного последова-тельности
ДНК, кодирующей конец N-концевой части второй
копии cpBrUSLEE (1–144 а.о.) (5'-AAGCTTTTAAT-
GCGTTGTACTCCAGCTTGTGCC-3'), при следу-
ющей программе ПЦР: 95°С – 5 мин, (95°С – 30 с,
55°С – 30 с, 72°С – 30 с) × 18, 72°С – 7 мин.

Экспрессия и очистка белка. Последовательно-
сти, кодирующие пермутанты cpBrUS и cpBrUS-
145, были клонированы в вектор pQE30 (Qiagen,
США) с меткой 6His на N-конце, экспрессирова-
ны в штамме E. coli XL1 Blue (Invitrogen, США) и
очищены с использованием металл-аффинной
смолы TALON (Clontech, США) [13].

Спектроскопия времени жизни флуоресценции
очищенных белков. Измерения производили с по-
мощью времяразрешенного флуоресцентного
спектрометра miniTau (Edinburgh Instruments, Ве-
ликобритания) в окне 50 нс, разделенном на 2048
временных каналов. Возбуждение флуоресцен-
ции производили пикосекундным лазером EPL-
450 (Edinburgh Instruments) с центральной длиной
волны излучения 445.6 нм, частотой повторений
20 МГц; счет фотонов проводили в спектральном
диапазоне 475–525 нм. Обработку и визуализа-
цию данных, определение χ2 (критерий Пирсона)
проводили в программе Fluoracle 2.5.1 (Edinburgh
Instruments).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Получены два циркулярных пермутанта
BrUSLEE с удалением (cpBrUS-145) и с сохране-
нием (cpBrUS) аминокислотного остатка Met в по-
ложении 145. В отличие от исходного BrUSLEE, оба
пермутанта продемонстрировали выраженную
зависимость кинетики затухания флуоресценции
от рН в физиологическом диапазоне 6.0–8.5. Та-
ким образом, циркулярная пермутация суще-
ственно повышает чувствительность хромофора
BrUSLEE к изменениям рН, и оба циркулярных
пермутанта BrUSLEE можно рассматривать как
перспективные зонды для количественных изме-
рений рН.
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Circular Permutants of BrUSLEE Protein as Fluorescent pH Indicators
A. V. Mamontova*, T. R. Simonyan*, K. A. Lukyanov**, and A. M. Bogdanov**, #

*Center of Life Sciences, Skolkovo Institute of Science and Technology, Bolshoy bulvar 30/1, Moscow, 121205 Russia
**Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

Two variants of circularly permuted BrUSLEE, a green f luorescent protein with a short f luorescence lifetime,
have been engineered. We characterized the pH-dependence of f luorescence decay kinetics of these f luoro-
phores. It was shown that both permutants (cpBrUS and cpBrUS-145) exhibit three-component f luores-
cence decay kinetics, with the lifetime of the one component varying within the ~3000–300 ps range upon pH shift
from 5.5 to 9.0. At the same time, the original BrUSLEE does not show a significant change in the fluorescence
decay kinetics within the physiologically relevant pH-range of 6.0–8.5. The described pH-dependence allows con-
sidering the BrUSLEE permutants as pH indicators with the fluorescence lifetime readout.

Keywords: fluorescent proteins, GFP, fluorescence lifetime, fluorescent indicators
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