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С конца XX века стали набирать популярность генетически-кодируемые флуоресцент-
ные белки (FP), позволяющие визуализировать различные внутриклеточные структуры и
процессы (взаимодействия макромолекул, изменения активности промоторов, концентра-
ции метаболитов и сигнальных молекул и т. д.) в режиме реального времени [1]. Различают
две группы FP: с внутренними хромофором и с внешним [3]. К первой группе относится
знаменитый GFP (англ. Green Fluorescent Protein) и его производные, у которых хро-
мофор формируется с участием кислорода внутри бета-бочонка с молекулярной массой
около 24 кДа. Несмотря на широкое применение, данная группа белков имеет свои недо-
статки: с помощью них нельзя проводить наблюдения в анаэробной среде и следить за
быстрыми процессами, так как для формирования хромофора требуется время порядка
десятков минут [1]. К группе FP с внешним хромофором относится Y-FAST (англ.Yellow
Fluorescence-Activating and absorption-Shifting Tag), который был создан на основе фото-
рецептора PYP (англ.Photoactive Yellow Protein) из бактерий Halorhodospira halophila с
помощью направленной эволюции методом дрожжевого дисплея. Y-FAST способен обра-
тимо связывать флуорогенные хромофоры с GFP-подобной структурой. Y-FAST лишен
перечисленных недостатков GFP-подобных белков: он сравнительно небольшой (14 кДа),
созревает за времена порядка секунд без участия кислорода, а его флуоресцентный сигнал
может возобновляться за счет обратимого связывания хромофора. Эти свойства делают Y-
FAST привлекательной флуоресцентной меткой для создания биосенсоров и микроскопии,
в том числе субдифракционной.

Данная работа посвящена созданию кругового пермутанта Y-FAST с целью дальней-
шего использования в качестве флуоресцентного ядра для биосенсоров. Для этого создали
библиотеки мутантов Y-FAST с различными положениями круговой пермутации. Полу-
ченные библиотеки были отскринированы на предмет связывания с флуорогенным суб-
стратом 4-гидроксибензилиден-роданином (HBR) и были отобраны наиболее яркие версии,
которые в дальнейшем были выделены при помощи металл-аффинной хроматографии.
Были измерены константы связывания с субстратами HBR, 4-гидрокси-3-метилбензили-
ден-роданином (HMBR). На основании этих данных был выбран наиболее удачный вари-
ант.
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