
87

БИОХИМИЯ,  2015,  том  80,  вып.  1,  с.  87  –  95

УДК 577.112;577.122

Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова,
биологический факультет, 119991 Москва; факс: +7(495)939$2747,

электронная почта: NBGusev@mail.ru

Поступила в редакцию 02.10.14
После доработки 14.10.14

Получены и охарактеризованы химерные белки, состоящие из желтого флуоресцентного белка (enhanced
yellow fluorescent protein, EYFP), соединенного линкерами различной длины и природы с N�концом малого
белка теплового шока человека HspB1. В качестве линкеров, соединяющих два белка, были использованы
12�членные высокоподвижный глицин�сериновый линкер (L1), жесткий α�спиральный линкер (L2) и
жесткий аланин�пролиновый линкер (L3). Помимо этого были получены химеры с высокоподвижным гли�
цин�сериновым линкером длиной 12, 18 и 21 а.о. В отличие от белка дикого типа, образующего стабильные
крупные олигомеры, содержащие в своем составе более 20 субъединиц, все флуоресцентные химеры вне за�
висимости от длины или природы линкера образуют только сравнительно мелкие (5–9 субъединиц) мало�
стабильные олигомеры, склонные к диссоциации при низкой концентрации белка. При использовании ли�
зоцима в качестве модельного субстрата шапероноподобная активность всех флуоресцентных химер была
больше аналогичной активности белка дикого типа, при этом активность химер с линкерами типа L1 и L3
в меньшей степени отличалась от соответствующей активности белка дикого типа по сравнению с химерой,
содержащей жесткий α�спиральный линкер типа L2. По мере увеличения длины линкера L1 от 12 до 21 а.о.
происходило уменьшение различий в шапероноподобной активности флуоресцентных химер и белка дико�
го типа. Поэтому для получения флуоресцентных химер с шапероноподобной активностью, сопоставимой
с аналогичной активностью белка дикого типа, желательно использовать достаточно длинные высокопод�
вижные линкеры. В связи с тем, что N�концевой домен малых белков теплового шока участвует в формиро�
вании олигомеров, любые способы прикрепления флуоресцентного белка к N�концу HspB1 приводят к дра�
матическим изменениям его олигомерного состояния. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: малые белки теплового шока, HspB1, флуоресцентные химерные белки, четвертич�
ная структура, шапероноподобная активность.

Малые белки теплового шока (sHsp или
HspB) относятся к широко распространенному
семейству белков, представители которого
участвуют в поддержании белкового гомеостаза,
а также в регуляции ключевых процессов жиз�
недеятельности клетки [1]. sHsp влияют на син�
тез [2] и деградацию белков [3], регулируют про�
цессы апоптоза [4] и пролиферации [5], динами�
ку цитоскелета [5–7] и др. В связи с тем, что
sHsp участвуют в регуляции многочисленных
процессов, нарушение уровня экспрессии или
мутации в генах, кодирующих sHsp, коррелиру�

ет с развитием онкологических и нейродегене�
ративных заболеваний, различных видов ката�
ракты и миопатий [8].

Характерной чертой всех sHsp является на�
личие консервативного α�кристаллинового до�
мена, имеющего структуру двойного β�складча�
того листа [9]. Этот домен фланкирован менее
консервативными и менее упорядоченными N�
и C�концевыми доменами, регулирующими
олигомерное состояние и функциональную ак�
тивность sHsp [10, 11]. В геноме человека обна�
ружено десять генов, кодирующих десять белков
семейства sHsp, различающихся по свойствам и
тканевому распределению [12], среди которых
HspB1 и HspB5 наиболее подробно изучены и
обладают самым широким спектром действия. 

В связи с тем, что sHsp участвуют в много�
численных процессах и поэтому могут быть свя�
заны с возникновением различных заболеваний
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человека, в настоящее время наблюдается повы�
шенный интерес к этой группе белков [13, 14].
Для детального понимания механизма функци�
онирования sHsp необходимо подробное иссле�
дование их структуры и свойств. Флуоресцент�
ные химеры, получаемые путем слияния раз�
ноцветных флуоресцентных белков и sHsp, отк�
рывают широкие возможности для исследова�
ний, проводимых в живой клетке, и могут ис�
пользоваться для изучения внутриклеточной ло�
кализации и белок�белковых взаимодействий.
Химерные белки, состоящие из sHsp человека и
производных зеленого флуоресцентного белка,
довольно давно применяются для изучения
свойств sHsp [15–19]. Большинство указанных
исследований проводилось на клеточном уров�
не без анализа физико�химических свойств по�
лученных химер. При этом стоит заметить, что
молекулярная масса флуоресцентных белков со�
поставима с молекулярной массой sHsp или да�
же превышает ее. Кроме того, прикрепление
флуоресцентных белков как к N�, так и к С�кон�
цу sHsp, играющих важную роль в функциони�
ровании и олигомеризации sHsp [11, 20], может
сопровождаться значительным изменением их
свойств. 

Исследования, проведенные в нашей лабо�
ратории [21–23], показали, что ранее описан�
ные флуоресцентные химеры существенно от�
личаются от белков дикого типа по размеру
формируемых ими олигомеров, шаперонопо�
добной активности и способности образовывать
гетероолигомерные комплексы с другими sHsp.
Наибольшие различия в свойствах флуоресцент�
ных химер и белков дикого типа были выявлены
в случае двух sHsp, HspB1 и HspB5, склонных
образовывать крупные олигомеры. Все это дела�
ет затруднительным использование описанных
ранее флуоресцентных химер для анализа струк�
туры и свойств sHsp. В то же время, как уже от�
мечалось, использование флуоресцентных хи�
мер открывает широкие возможности для ис�
следования разных белков, и это делает очень
желательным получение флуоресцентных химер
sHsp со свойствами, мало отличающимися от
свойств белков дикого типа. Хорошо известно,
что свойства флуоресцентных химер зависят от
длины и природы последовательностей (линке�
ров), соединяющих два белка в составе химер�
ной конструкции [24, 25]. Для того чтобы полу�
чить химеру, свойства которой в наименьшей
степени отличались бы от свойств белка дикого
типа, мы попытались в данной работе создать
флуоресцентные химеры, несущие флуоресцент�
ный белок на N�конце HspB1 и соединенные с
ним линкерами разной длины и разной струк�
туры.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение молекулярно3генетических конструк3
ций. Для получения кДНК химер с 12�членными
линкерами методом ПЦР амплифицировали
фрагменты кДНК, кодирующие HspB1 человека
и желтый флуоресцентный белок (EYFP). При
этом используемые праймеры содержали участ�
ки будущей линкерной последовательности и
участок узнавания определенной рестриктазы.
Фрагменты обрабатывали рестриктазами и ли�
гировали, после чего клонировали в вектор
pET23b(+) по участкам NdeI и XhoI. Последова�
тельности линкеров, использованные рестрик�
тазы и праймеры представлены в табл. 1.

кДНК химер с линкером типа L1 (подвиж�
ный неупорядоченный линкер) различной дли�
ны получали методом Overlap Extension PCR.
Для этого использовали праймеры, содержащие
перекрывающиеся участки будущего линкера. С
помощью таких праймеров амплифицировали
кДНК HspB1 и EYFP, содержащие перекрываю�
щиеся фрагменты линкерной последователь�
ности. Затем, используя кДНК частей химеры и
«внешние» праймеры, методом ПЦР получали
полноразмерую кДНК химерного белка. Полно�
размерную вставку клонировали в вектор
pET23b(+) по участкам NdeI и XhoI. Последова�
тельности линкеров и использованные прайме�
ры представлены в табл. 2.

Все полученные конструкции проверяли
секвенированием.

Экспрессия и выделение химерных белков. Ус�
ловия экспрессии и выделения химерных бел�
ков подбирали, основываясь на разработанной
ранее методике [21]. Клетки E. coli штамма BL21
(DE3) трансформировали полученными плаз�
мидами. Для приготовления ночной культуры
одну колонию с чашки Петри инокулировали в
40 мл среды Луриа–Бертани (LB), содержавшей
100 мкг/мл ампициллина, и выращивали при 37°.
Ночную культуру переносили в 800 мл трехкрат�
ной среды LB, содержавшей 100 мкг/мл ампи�
циллина (по 400 мл в двух колбах емкостью 2 л),
инкубировали 7 ч при 37°, затем 16 ч при 30°.
Клетки осаждали центрифугированием (10 мин,
5000 g) и суспендировали в 40 мл лизис�буфера
(50 мМ Tris�НCl, рН 8,0, 100 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА,
0,5 мМ фенилметилсульфонилфторид (PMSF),
14 мМ β�меркаптоэтанол). Суспензию замора�
живали до последующего выделения белков.

В ходе выделения белков клетки бактерий об�
рабатывали лизоцимом (конечная концентрация
0,05 мг/мл, 30 мин), ДНКазой I (конечная концент�
рация 2,5 мкг/мл, 30 мин, в присутствии 1,75 мМ
MgCl2) и проводили двукратную обработку ультра�
звуком на дезинтеграторе Branson S250D (США)
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(4 раза по 40 с, 40% мощности). Осадок отделяли
центрифугированием, полученный супернатант
фракционировали сульфатом аммония в интер�
вале насыщения 0–40%. Осадок после центрифу�
гирования (20 мин, 23 700 g) суспендировали в бу�
фере Б (20 мМ Tris�Ac, рН 7,6, 10 мМ NaCl, 0,1 мМ
ЭДТА, 14 мМ β�меркаптоэтанол, 0,1 мМ PMSF),
диализовали в течение ночи против 2 л буфера Б,
центрифугировали (30 мин, 105 000 g) и наноси�
ли на анионообменную колонку HiTrapQ 5 мл
(«Amersham Pharmacia Biotech», Великобритания).
После промывки колонки химерные белки элюи�
ровали линейным градиентом NaCl (10–500 мМ).

Дальнейшую очистку полученных образцов про�
водили методом гель�фильтрации на колонке
Superdex 200 HiLoad 26/60 («Amersham Pharmacia
Biotech», Великобритания), уравновешенной бу�
фером Б, содержавшим 150 мМ NaCl. Фракции,
обогащенные целевым белком, объединяли, кон�
центрировали с помощью ультрафильтрации и ди�
ализовали в течение ночи против 2 л буфера Б,
содержавшего 2 мМ дитиотреитол (ДТТ) вместо
β�меркаптоэтанола. Полученный образец разде�
ляли на аликвоты и замораживали.

Исследование олигомерного состояния химерных
белков. Четвертичную структуру флуоресцент�
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HspB1_fw_15L1

15L1_rev

HspB1_fw_18L1

18L1_rev

HspB1_fw_21L1

21L1_rev

5'�GGCAGCGCAGGTTCTGCAATGACCGAGCGCC�3'

5'�TGCAGAACCTGCGCTGCCACCG�3'

5'�GGTTCTGCAGGCTCCGCCATGACCGAGCGCC�3'

5'�GGCGGAGCCTGCAGAACCTGCGCTGCCACCG�3'

5'�GGCTCCGCCGGCAGCGCAATGACCGAGCGCC�3'

5'�TGCGCTGCCGGCGGAGCCTGCAGAACCTGCGCTGCCACCG�3'

Таблица 2. Праймеры, использованные для получения химер HspB1 с линкером L1 различной длины

Примечание. При получении фрагментов кДНК химер с перекрывающимися участками использовали «_rev» праймеры –
обратные праймеры к EYFP, «_fw_» праймеры – прямые праймеры к HspB1. В качестве внешних праймеров использова�
ли Т7 праймеры.

EYFP315L13HspB1: линкер L1, 15 а.о.: GSAGSAATGGSAGSA

EYFP318L13HspB1: линкер L1, 18 а.о.: GSAGSAATGGSAGSAGSA

EYFP321L13HspB1: линкер L1, 21 а.о.: GSAGSAATGGSAGSAGSAGSA

HspB1_L1_fw

FP_L1_rev

HspB1_L2_fw

FP_L2_rev

HspB1_L3_fw

FP_L3_rev

T7�forward

T7�reverse

5'�TTATACCGGTGGCAGCGCAATGACCGAGCGCCGC�3'

5'�TTATACCGGTAGCAGCGGAGCCGGCGGAGCCCTTGTACAGCTCGTC�3'

5'�TTATGCGGCCGCTAAAGCGATGACCGAGCGCCGCGTC�3'

5'�TTATGCGGCCGCCTCCTTAGCTGCAGCTTCAGCCTTGTACAGCTCGTC�3'

5'�TTATCCCGGGTCCAGCTCCTGCACCTATGACCGAGCGCCGC�3'

5'�TTATCCCGGGGCAGGTGCTGGTGCCTTGTACAGCTCGTCCCATG�3'

5'�TACGACTCACTATAGGGAGACC�3'

5'�ATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTG�3'

Таблица 1. Праймеры, использованные для получения химер HspB1 с разными типами линкера

Примечание. Подчеркнуты участки узнавания соответствующими рестриктазами. В качестве прямого праймера для EYFP
и обратного для HspB1 использовали T7�forward primer и T7�reverse primer соответственно. Линкер L1 – высокоподвиж�
ный, «мягкий»; линкер L2 – «жесткий», образующий α�спираль; L3 – жесткий, аланин�пролиновый линкер [24].

EYFP3L13HspB1: линкер L1: GSAGSAATGGSA, рестриктаза AgeI

EYFP3L23HspB1: линкер L2: AEAAAKEAAAKA, рестриктаза NotI

EYFP3L33HspB1: линкер L3: APAPAPGPAPAP, рестриктаза XmaI
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ных химер анализировали методом гель�фильт�
рации на колонке Superdex 200 HR 10/30
(«Amersham Pharmacia Biotech», Великобрита�
ния). На колонку, уравновешенную буфером Б,
содержавшим 14 мМ β�меркаптоэтанол и 150 мМ
NaCl, наносили пробы объемом 150 мкл, содер�
жавшие 10–280 мкг белка. Образцы элюировали
тем же буфером со скоростью 0,5 мл/мин, соби�
рая фракции по 400 мкл. Колонку калибровали
белками�стандартами с кажущимися молеку�
лярными массами, указанными в скобках: ти�
роглобулин (670 кДа), ферритин (440 кДа), БСА
(68 кДа), овальбумин (42 кДа) и химотрипсино�
ген (25 кДа).

Исследование шапероноподобной активности
химерных белков. Шапероноподобную актив�
ность химерных белков определяли по их спо�
собности препятствовать агрегации модельного
белка�субстрата лизоцима. Все измерения про�
водили в буфере для агрегации (50 мМ KH2PO4,
50 мМ NaCl, pH 7,4) при 37°. Пробы с конечным
объемом 300 мкл содержали 10 мкМ лизоцима и
2–5 мкМ исследуемых белков. Агрегацию лизо�
цима инициировали добавлением ДТТ до ко�
нечной концентрации 20 мМ. Процесс агрега�
ции отслеживали по увеличению оптической
плотности при 360 нм. Каждый эксперимент
повторяли не менее 2 раз.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Как уже отмечалось, для получения флуорес�
центных химер, в наименьшей степени отлича�
ющихся от белка дикого типа, мы использовали
два подхода. Сначала нами были получены хи�
меры, в которых желтый флуоресцентный белок
был прикреплен к N�концу HspB1 тремя разны�
ми по природе, но одинаковыми по длине лин�
керами. Во всех случаях мы использовали 12�член�
ный линкер, при этом линкер первого типа (L1)
имел состав GSAGSAATGGSA и обладал высо�
кой гибкостью и подвижностью (так называе�
мый «мягкий линкер»), линкер второго типа
(L2) имел состав AEAAAKEAAAKA и был скло�
нен к образованию жесткой α�спирали, и, нако�
нец, линкер третьего типа (L3) имел состав APA�
PAPGPAPAP и был склонен к образованию
жесткой изломанной структуры. Во второй се�
рии экспериментов мы получали флуоресцент�
ные химеры, в которых желтый флуоресцент�
ный белок был прикреплен к N�концу HspB1
одинаковым по природе, но разным по длине
(12–15–18–21 а.о.) гибким линкером: 12L1 (GSA�
GSAATGGSA), 15L1 (GSAGSAATGGSAGSA),
18L1 (GSAGSAATGGSAGSAGSA), 21L1 (GSAG�
SAATGGSAGSAGSAGSA).

Для исследования четвертичной структуры
полученных флуоресцентных химер мы исполь�
зовали метод гель�фильтрации, при этом на ко�
лонку наносили разное количество HspB1 дико�
го типа и флуоресцентных химер так, чтобы ко�
нечная молярная концентрация белка дикого
типа и его флуоресцентных химер была бы оди�
наковой. Учитывая тот факт, что молекулярная
масса химер примерно в 2 раза больше молеку�
лярной массы белка дикого типа, мы наносили
на колонку 10–130 мкг белка дикого типа и
10–300 мкг флуоресцентных химер (рис. 1 и 2).
Оказалось, что в выбранных условиях HspB1 об�
разует крупные олигомеры с кажущейся молеку�
лярной массой 520–535 кДа, что хорошо согла�
суется с ранее полученными данными [21–23].
Олигомерное состояние HspB1 дикого типа не
зависит от концентрации белка в наносимой на
колонку пробе. Учитывая, что молекулярная
масса мономера HspB1 дикого типа составляет
~23 кДа, можно предположить, что в состав
крупных олигомеров этого белка входит 22 или
23 субъединицы.

Олигомерное состояние флуоресцентных
химер с линкерами различной природы сущест�
венно зависит от концентрации белка, наноси�
мого на колонку (рис. 1). При нанесении на ко�
лонку малых количеств белка объем элюции
флуоресцентных химер составлял 11,8–12,1 мл,
что соответствует кажущейся молекулярной
массе 270–300 кДа. Учитывая молекулярную
массу мономера флуоресцентных химер, состав�
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Рис. 1. Олигомерное состояние HspB1 дикого типа и флуо�
ресцентных химер с различными типами линкера. Зависи�
мость объема элюции от количества белка, нанесенного на
колонку Superdex 200. На колонку наносили HspB1 дикого
типа (HspB1 WT) и его флуоресцентные химеры с 12�член�
ным линкером, обладающим высокой гибкостью и под�
вижностью (L1), линкером, склонным образовывать α�спи�
раль (L2), или аланин�пролиновым линкером (L3)
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ляющую ~50 кДa, можно предположить, что при
низкой концентрации все анализируемые химе�
ры образуют малые олигомеры, в состав кото�
рых входит 5 или 6 мономеров белка. При увели�
чении количества белка, наносимого на колон�
ку, объем элюции исследуемых химер уменьша�
ется до 10,7–10,9 мл, что соответствует кажу�
щейся молекулярной массе 430–470 кДа. Таким
образом, даже при нанесении на колонку боль�
ших количеств исследуемых белков олигомеры
флуоресцентных химер содержат в своем соста�
ве около 9 субъединиц, что примерно в 2 раза
меньше, чем количество субъединиц, входящих
в состав олигомеров, образованных белком ди�
кого типа.

Следует отметить, что изменение природы
линкера и переход от 12�членного мягкого под�
вижного линкера к 12�членному спиральному
или 12�членному аланин�пролиновому линкеру
не приводит к существенным изменениям в за�
висимости олигомерного состояния флуоресцент�
ных химер от концентрации белка (рис. 1). Бо�
лее того, увеличение длины мягкого линкера с
12 до 21 а.о. также не сопровождается сколько�
нибудь заметными изменениями в олигомерном
состоянии флуоресцентной химеры (рис. 2). Вне
зависимости от природы или длины линкера
флуоресцентные химеры образуют неустойчи�
вые олигомеры, содержащие в своем составе
меньшее количество субъединиц, чем олигоме�
ры белка дикого типа.

Шапероноподобная активность является од�
ним из наиболее важных свойств sHsp. По этой

причине представлялось целесообразным срав�
нить шапероноподобную активность HspB1 ди�
кого типа и его флуоресцентных химер. Мы ис�
пользовали лизоцим в качестве модельного белка
для измерения шапероноподобной активности.
Восстановление дисульфидных мостиков при�
водит к денатурации и агрегации лизоцима, ко�
торая сопровождается увеличением оптической
плотности при 340 нм (рис. 3, кривая 0). В выб�
ранных условиях HspB1 дикого типа замедляет
процесс агрегации восстановленного лизоцима,
однако не способен полностью предотвратить
агрегацию этого модельного белка (рис. 3, а,
кривая 1). Флуоресцентная химера с подвиж�
ным 12�членным линкером (L1) в свою очередь
обладала несколько большей шапероноподоб�
ной активностью (рис. 3, а, кривая 2).
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Рис. 2. Олигомерное состояние HspB1 дикого типа и его
флуоресцентных химер с гибкими подвижными линкера�
ми типа L1 разной длины. Зависимость объема элюции от
количества белка, нанесенного на колонку Superdex 200.
На колонку наносили HspB1 дикого типа (HspB1 WT), а
также флуоресцентные химеры с 12�членным (12L1), 18�член�
ным (18L1) или 21�членным (21L1) линкерами
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Рис. 3. Шапероноподобная активность HspB1 дикого типа
и его флуоресцентных химер с линкерами различной при�
роды. а – Сравнение шапероноподобной активности
HspB1 дикого типа и его флуоресцентных химер с исполь�
зованием лизоцима в качестве модельного субстрата.
Представлено изменение оптической плотности в пробах,
содержавших: 0 – изолированный лизоцим (10 μМ), 1 –
лизоцим в присутствии HspB1 дикого типа (5 μМ) или 2 –
лизоцим в присутствии флуоресцентной химеры с 12�член�
ным гибким и подвижным линкером L1 (5 μМ); б – шапе�
роноподобная активность химер с различным типом 12�член�
ного линкера. Изменение оптической плотности в пробе,
содержавшей изолированный лизоцим (10 μМ) (0) или ли�
зоцим в присутствии 5 μМ флуоресцентных химер с линке�
ром, обладающим высокой гибкостью и подвижностью
(L1), линкером, склонным образовывать α�спираль (L2),
или аланин�пролиновым линкером (L3)
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Мы проанализировали влияние природы
линкера на шапероноподобную активность
HspB1 (рис. 3, б). Оказалось, что все исследуе�
мые химеры обладали более высокой шапероно�
подобной активностью, чем белок дикого типа.
При этом шапероноподобные активности химер
с подвижным мягким линкером (L1) и аланин�
пролиновым линкером (L3) были сопоставимы
между собой и, хотя и были больше шапероно�
подобной активности белка дикого типа, тем не
менее в наименьшей степени отличались от
свойств немодифицированного белка дикого
типа. В то же время шапероноподобная актив�
ность флуоресцентной химеры с линкером,
склонным образовывать α�спираль (L2), была
наибольшей и существенно отличалась от шапе�
роноподобной активности белка дикого типа
(рис. 3, б).

В отдельной серии экспериментов мы ана�
лизировали, каким образом длина линкера вли�
яет на шапероноподобную активность флуорес�
центных химер HspB1. Как уже отмечалось, ша�
пероноподобная активность флуоресцентных
химер с гибким, подвижным линкером в наи�
большей степени сходна с аналогичной актив�
ностью белка дикого типа. Поэтому мы исполь�
зовали гибкий подвижный линкер типа L1 и
варьировали его длину от 12 до 21 а.о. (рис. 4).
Все анализируемые химеры обладали большей
шапероноподобной активностью, чем белок ди�
кого типа (рис. 4). В то же время увеличение
длины линкера приводило к уменьшению шапе�
роноподобной активности флуоресцентных хи�
мер, и химера с наиболее длинным 21�членным
линкером обладала шапероноподобной актив�
ностью, в наибольшей степени похожей на ак�
тивность белка дикого типа. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Создание флуоресцентных химер представ�
ляется важным и интересным направлением
исследования различных белков, в том числе
sHsp. Однако в последнем случае создание флу�
оресцентных химер осложняется тем, что раз�
меры флуоресцентного белка оказываются со�
поставимыми с размером sHsp. Еще большие
сложности возникают в связи с тем, что sHsp
склонны к образованию различных гомо� и ге�
тероолигомеров [1, 26], и при этом как N�, так и
С�концы sHsp участвуют в формировании оли�
гомеров [20, 27]. Поэтому a priori присоедине�
ние флуоресцентного белка как к N�, так и к
С�концу sHsp неминуемо повлечет за собой из�
менение упаковки субъединиц в составе гомо�
или гетероолигомеров.

Для того чтобы обойти указанные сложности
и получить флуоресцентные химеры, свойства
которых в наименьшей степени отличались бы
от свойств белка дикого типа, мы попытались
варьировать длину и природу линкера, обеспе�
чивающего прикрепление флуоресцентного
белка к N�концу HspB1.

Оказалось, что ни изменение длины линке�
ра, ни изменение его свойств (использование
гибких неструктурированных линкеров или
линкеров, образующих α�спираль или жесткую
изломанную структуру) не приводит к получе�
нию флуоресцентных химер, олигомерное сос�
тояние которых похоже на олигомерное состоя�
ние белка дикого типа. Практически во всех ис�
следованных случаях полученные флуоресцент�
ные химеры образовывали нестабильные олиго�
меры, в состав которых по нашим расчетам вхо�
дит 5–9 мономеров, что примерно в 2 раза мень�
ше, чем количество субъединиц, входящих в сос�
тав олигомеров белка дикого типа (рис. 1 и 2).
Как уже отмечалось, олигомеры, образованные
флуоресцентными химерами, были достаточно
нестабильными, и при разведении происходила
диссоциация, в ходе которой накапливались
олигомеры меньшего размера. В этом отноше�
нии флуоресцентные химеры существенно от�
личаются от белка дикого типа, олигомеры ко�
торого обладают высокой стабильностью и не
диссоциируют при разведении. По всей види�
мости, такое поведение флуоресцентных химер
обусловлено тем, что прикрепление массивного
флуоресцентного белка к N�концу HspB1 делает
невозможным сборку стабильных олигомеров, в
формировании которых напрямую участвует
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Рис. 4. Шапероноподобная активность флуоресцентных
химер с гибкими подвижными линкерами типа L1 длиной
12, 18 и 21 а.о. Изменение оптической плотности в пробе,
содержавшей изолированный лизоцим (10 μМ) (0), лизо�
цим в присутствии 5 μМ HspB1 дикого типа (1) или флуо�
ресцентные химеры с 12�членным (2), 18�членным (3) или
21�членным (4) линкером
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подвижная N�концевая последовательность,
как показано для αВ�кристаллина [28] и, веро�
ятно, характерно для других sHsp. Следствием
всех этих процессов является то, что при одина�
ковой молярной концентрации флуоресцент�
ные химеры будут образовывать большее коли�
чество малых олигомеров, чем белок дикого ти�
па, который при той же молярной концентра�
ции сможет образовать только ограниченное ко�
личество крупных олигомеров. Согласно одной
из гипотез, сформулированных в литературе [29,
30], крупные олигомеры sHsp не очень эффек�
тивны в связывании денатурированных белков,
и для проявления полной шапероноподобной
активности крупные олигомеры должны снача�
ла диссоциировать и связать денатурированные
белки, после чего становится возможной обрат�
ная сборка крупных олигомеров. Если это пред�
положение справедливо, то можно ожидать, что
флуоресцентные химеры, склонные к диссоциа�
ции, будут обладать большей шапероноподоб�
ной активностью, чем белок дикого типа.

Действительно, оказалось, что при исполь�
зовании лизоцима в качестве модельного
субстрата шапероноподобная активность прак�
тически всех исследованных флуоресцентных
химер была больше аналогичной активности
белка дикого типа (рис. 3 и 4). При этом оказа�
лось, что химеры c гибким линкером и аланин�
пролиновым линкером обладают сопоставимой
шапероноподобной активностью, а химера с
жестким α�спиральным линкером обладает зна�
чительно повышенной шапероноподобной ак�
тивностью (рис. 3, б, кривая L2). При этом все
указанные химеры обладали сходной олигомер�
ной структурой (рис. 1). Известно, что некото�
рые участки связывания белков�субстратов рас�
полагаются в N�концевом подвижном домене
sHsp [31, 32]. По всей видимости, природа лин�
кера влияет на ориентацию флуоресцентного
белка относительно функционально важного

N�концевого домена HspB1, и именно поэтому в
зависимости от жесткости или гибкости линке�
ра флуоресцентные химеры могут обладать раз�
личной шапероноподобной активностью.

Это предположение хорошо согласуется с
результатами, полученными на флуоресцентных
химерах с различной длиной подвижного гибко�
го линкера. Действительно, оказалось, что уве�
личение длины линкера приводит к тому, что
шапероноподобная активность химер становит�
ся близкой к аналогичной активности белка ди�
кого типа (рис. 4). Вероятно, в этом случае уда�
ление флуоресцентного белка от определенных
участков в N�концевой области малого белка
дикого типа нивелирует влияние флуоресцент�
ного белка на взаимодействие sHsp с белком�
мишенью.

Суммируя полученные результаты, можно
заключить, что получение флуоресцентных хи�
мер, пригодных для исследования малых по раз�
меру белков, склонных к образованию олигоме�
ров, является принципиально сложной задачей.
По всей видимости, получение флуоресцентных
химер HspB1 с олигомерной структурой, иден�
тичной структуре белка дикого типа, практичес�
ки невозможно, потому что как N�, так и С�кон�
цевые участки sHsp участвуют в формировании
олигомеров. В то же время можно попытаться
получить флуоресцентные химеры, шапероно�
подобные свойства которых были бы сопостави�
мы со свойствами белка дикого типа. Для этого
следует использовать как можно более длинные
гибкие и достаточно подвижные линкеры. В лю�
бом случае для получения флуоресцентных хи�
мер, пригодных для использования в клеточных
исследованиях, потребуется большая дополни�
тельная исследовательская работа.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (грант  14�35�00026).
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Chimerical proteins consisting of enhanced yellow fluorescent protein (EYFP) connected by linkers of different
length and nature to the N�terminal end of small heat shock protein HspB1 were obtained and characterized. In order
to obtain fluorescent chimeras with properties similar to those of unmodified small heat shock protein, we used either
12�residue long linkers of different nature (highly flexible Gly�Ser linker (L1), rigid α�helical linker (L2) or rigid Ala�
Pro linker (L3), or highly flexible Gly�Ser linker consisting of 12, 18, or 21 residues. The wild�type HspB1 formed
large stable oligomers consisting of more than 20 subunits. Independent of the length or the nature of the linker, all
the fluorescent chimeras formed small (5–9 subunits) oligomers tending to dissociate at low protein concentration.
Chaperone�like activity of the wild�type HspB1 and its fluorescent chimeras were compared by using lysozyme as a
model protein substrate. Under the conditions used, all the fluorescent chimeras possessed higher chaperone�like
activity than the wild�type HspB1. Chaperone�like activity of fluorescent chimeras with L1 and L3 linkers was less
different from that of the wild�type HspB1 than the chaperone�like activity of chimeras with rigid L2 linker. Increase
in the length of the L1 linker from 12 up to 21 residues leads to decrease in the difference in the chaperone�like activ�
ity between the wild�type protein and its fluorescent chimeras. Since the N�terminal domain of small heat shock pro�
teins participates in formation of large oligomers, any way of attachment of the fluorescent protein to the N�terminal
end of HspB1 leads to dramatic changes of its oligomeric structure. Long flexible linkers should be used to obtain flu�
orescent chimeras with chaperone�like properties similar to those of the wild�type HspB1.
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