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Введение

Археородопсин-3 – трансмембранный белок из семейства бактериаль­
ных родопсинов, применяемый в оптогенетике для визуализации активности
нейронов [1—3]. Данная область применения обеспечена специфическими
характеристиками флуоресценции археородопсина-3. Интенсивность флуорес­
ценции данного белка линейно зависит от величины потенциала внешнего
электрического поля. Таким образом, интенсивность флуоресценции археоро­
допсина-3, функционирующего в мембране нейрона, изменяется при изменении
величины мембранного потенциала нейрона, что позволяет проводить монито­
ринг активности нейронов при помощи оптических методов.

Важной задачей в оптогенетике является создание белков на основе
археородопсина-3 с модифицированными характеристиками флуоресцентного
сигнала. Основная часть исследований, посвященных разработке производных
археородопсина-3 для оптогенетических применений, направлена на достиже­
ние следующих целей: 1) повышение интенсивности флуоресцентного сигнала;
2) повышение чувствительности интенсивности флуоресцентного сигнала к
изменению величины мембранного потенциала; 3) сдвиг спектра поглощения
белка в длинноволновой диапазон. Проводимые на сегодняшний день исследо­
вания основаны на переборе большого количества вариантов мутантных форм
белка при помощи методов направленной эволюции и случайного мутагенеза.
Более перспективным подходом является рациональный молекулярный дизайн,
однако его применение ограничено отсутствием данных о механизме, определя­
ющем потенциал-зависимость флуоресценции белка. В частности, необходимо
определить, из какого состояния белка возникает флуоресцентный сигнал,
а также механизм стабилизации этого состояния. Повышение концентрации
состояния, из которого возникает флуоресценция, при помощи аминокислот­
ных замен позволило бы увеличить интенсивность флуоресцентного сигнала.
Помимо этого, необходимой задачей является определение механизма, опреде­
ляющего зависимость интенсивности флуоресцентного сигнала от величины
мембранного потенциала клетки.
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Основной целью данного исследования стало определение механизма, от­
вечающего за потенциал-зависимость флуоресценции археородопсина-3 и его
мутантных форм. Для достижения данной цели были поставлены и решены
следующие задачи:

– Определение состояния белка, фотоактивация которого приводит к воз­
никновению флуоресцентного сигнала (О-состояние), определение меха­
низма стабилизации данного состояния;

– Определение механизма, определяющего потенциал-зависимость флуо­
ресценции белка.

На основании полученных данных был предложен ряд аминокислот­
ных замен, введение которых, согласно предложенному в работе механизму,
приводит к стабилизации О-состояния археородопсина-3 и, соответственно, к
повышению интенсивности флуоресцентного сигнала. На сегодняшний день
проводятся работы по синтезу предложенных мутантных форм археородоп­
сина-3 для проверки данной гипотезы.
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Глава 1. Обзор литературы

Основным объектом данного исследования является фоточувствительный
трансмембранный белок из семейства бактериальных родопсинов, археородоп­
син-3 из Halorubrum sodomense В данной части работы приведен обзор литера­
туры по процессам, происходящим после фотоактивации бактериальных родоп­
синов на примере наиболее изученного белка, бактериородопсина из бактерии
Halobactrium salinarum, а также приведен обзор характерных особенностей ар­
хеородопсина-3 и его мутантных форм.

1.1 Структура бактериальных родопсинов.

Бактериальные родопсины – трансмембранные белки, которые состоят из
семи альфа-спиралей, расположенных параллельно друг другу, и кофактора,
связанного с лизином, расположенным на седьмой альфа-спирали. Кофактором
родопсина является ретинальное основание Шиффа (Рисунок 1.1). В основном
состоянии кофактор находится в протонированном состоянии. В темновом со­
стоянии бактериородопсин представляет собой смесь двух изомерных форм:
транс-формы (33%) и 13-цис-формы (67%), при фотооблучении в основном со­
стоянии наблюдается исключительно транс-изомер.

1.2 Фотоизомеризация хромофора.

Первичным процессом, происходящим после фотоактивации бакте­
риальных родопсинов, является изомеризация хромофора[4]. В результате
поглощения фотона хромофор, находящийся в транс-форме, переходит в
возбужденное синглетное состояние, после чего система начинает двигаться
по поверхности потенциальной энергии (ППЭ) возбужденного состояния.
Схематические изображения поверхности потенциальной энергии и процесса
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Рисунок 1.1 — Структура бактериородопсина, визуализация в программе VMD

фотоизомеризации представлены на Рисунке 1.2. В качестве основной коорди­
наты реакции выбран угол поворота вокруг двойной связи, вокруг которой
происходит фотоизомеризация.

Помимо моды изомеризации, после фотовозбуждения активируется
мода продольных колебаний вдоль пи-сопряженной системы хромофора. К
моменту перехода системы с ППЭ возбужденного состояния на ППЭ основного
состояния фаза продольных колебаний соответствует состоянию, в котором
длина двойной связи C13=C14, вокруг которой происходит изомеризация,
близка к длине одинарной C-C связи, что способствует изомеризации [4]. После
безызлучательного перехода в основное состояние в точке конического пересе­
чения реакция может пойти по двум путям – обратно в реагент (транс-изомер),
либо в продукт (13-цис изомер). Квантовый выход фотоизомеризации для
бактериородопсина равен 67%.
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Рисунок 1.2 — Процесс фотоизомеризации и поверхности потенциальной
энергии основного и возбужденного состояний. Схема взята из [4]

1.3 Фотоцикл бактериородопсина.

Энергия, полученная хромофором при поглощении фотона, после фото­
изомеризации диссипирует в окружающую среду, что приводит к глобальной
конформационной перестройке всего белка. После фотоактивации белок про­
ходит несколько состояний – промежуточных состояний фотоцикла, которые
отличаются друг от друга как конформацией белка, так и состояниями прото­
нирования различных аминокислот. После прохождения фотоцикла родопсин
возвращается в основное состояние (Рисунок 1.3). Время полного цикла для
бактериородопсина составляет около 30 мс, он состоит из семи промежуточных
состояний.

Первым состоянием фотоцикла бактериородопсина является J625 [5],
которое переходит в короткоживущие К590 и, последовательно, в L550 интерме­
диаты. Наиболее существенные изменения происходят при переходе из L550 в
M420, в ходе которого происходит отрыв протона от хромофора белка, а спектр
поглощения сдвигается в синюю область спектра (420 нм). В дальнейшем
происходит репротонирование хромофора (N550) и обратная изомеризация из
13-цис в транс-форму (О640). Затем белок возвращается в исходное состояние,
результатом фотоцикла становится перенос одного протона через мембрану [6]
(Рисунок 1.3).
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Рисунок 1.3 — Фотоцикл бактериородопсина

1.4 Исследование спектральных характеристик основного
состояния и интермедиатов фотоцикла бактериородопсина.

1.4.1 Спектры комбинационного рассеяния.

Для определения состояния хромофора и его локального окружения
могут использоваться данные спектроскопии комбинационного рассеяния
(КР). На КР спектрах хромофора виден ряд характерных полос, соответству­
ющих определенным колебаниям. Положение пиков меняется в зависимости
от окружения хромофора – электростатического поля белка. Таким образом,
интерпретация спектров комбинационного рассеяния позволяет определить
изменения, происходящие с белком после фотоактивации, а также различия
между различными мутантными формами белков.

1. Пик скелетного колебания соответствует продольным колебаниям
вдоль пи-сопряженной цепочки хромофора. В ходе этого колебания происходит
периодическое укорачивание одиночных связей и удлинение двойных связей
в сопряженной цепочке. Данный пик является самым интенсивным на КР



10

спектре и обычно лежит в диапазоне 1500-1550 см−1. Частота пика коррели­
рует с локальным электростатическим полем и спектром поглощения белка.
Для основного состояния бактериородопсина частота его составляет 1530 см −1.

2. Регион характерных полос (fingerprint region) включает три основные
полосы:

– на 1169-1170 см−1 (сильно локализованное колебание C10-C11, активно
у транс-изомера хромофора);

– около 1185 см−1 – пик 13-цис изомера хромофора, локализованное коле­
бание C14-C15;

– на 1200-1201 см−1 – пик транс-изомера хромофора.

3. Пик, соответствующий синхронному колебанию метильных групп –
сильный пик 1005-1007 см−1, одинаковый для цис- и транс-изомеров, может
использоваться для нормировки остальных пиков.

4. Пик, соответствующий моде HOOP (hydrogen out of plane motion) –
колебанию атомов водорода, связанных с атомами C13 и C14, вне плоскости
углеродного скелета, расположен в области 970-958 см−1.

5. Пик, соответствующий C=N колебанию. Данное колебание может
характеризовать наличие воды и пентагонального водного кластера рядом с
хромофором.

Для бактериородопсина были получены спектры всех интермедиатов [7]
(КР спектры L,N и M,O интермедиатов приведены на Рисунках 1.4, 1.5), а так­
же спектры основного состояния в светоадаптированном (BR570) и темновом
(BR540) состояниях (Рисунок 1.6) [8].
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Рисунок 1.4 — КР спектры L(слева) и N(справа) интермедиатов
бактериородопсина [7].

Рисунок 1.5 — КР спектры M(слева) и O(справа) интермедиатов
бактериородопсина [7].
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Рисунок 1.6 — КР спектры светоадаптированного(BR570) и темнового(BR540)
состояний бактериородопсина из [8]
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Рисунок 1.7 — Перенос протона в фотоцикле бактериородопсина, рисунок
взят из [10]

1.4.2 Спектры инфракрасного поглощения (ИК спектры).

На ИК спектрах бактериородопсина, помимо вышеуказанных полос,
наблюдаются также колебания атомов других аминокислот белка, в частности,
колебания COO- и COOH групп. Благодаря изменению частот колебаний в
зависимости от протонирования карбоксильной группы (COO- и COOH) могут
быть определены состояния протонирования аспарагиновых и глутаминовых
кислот белка.

Следует отметить, что ввиду наличия большого количества полос и
перекрывания части этих полос с полосами, соответствующими колебаниям
молекул воды, анализ ИК спектров трудоемок и сложен для интерпретации
[9—11]. Тем не менее анализ протонирования различных аминокислот позволил
определить приблизительный путь переноса протона бактериородопсином
через мембрану (Рисунок 1.7). Протон переносится за счет серии последова­
тельных переходов между COO- группами различных аминокислот.
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1.4.3 Флуоресценция бактериородопсина.

Ряд бактериальных родопсинов обладает слабой флуоресценцией, при
этом флуоресцентным может быть как основное состояние белка, так и какой­
либо из интермедиатов фотоцикла [12]. Флуоресценция бактериородопсина
была изучена методами оптической спектроскопии с временным разрешением.
На основании измерения времени возникновения и затухания флуоресценции
было показано, что флуоресцентным является Q интермедиат [13; 14], яв­
ляющийся продуктом N интермедиата.Непосредственно само возникновение
флуоресценции рассмотрено в работе [15].

Предполагается, что возникновение барьера на поверхности потенци­
альной энергии возбужденного состояния 𝑆1 (по основной координате угла
поворота) способствует замедлению изомеризации, являющейся для флуорес­
ценции конкурирующим процессом, и ведет к увеличению квантового выхода
флуоресценции. Порядок двойной связи С13=С14 коррелирует с величиной
барьера, чем длина связи ближе к двойной, тем выше квантовый выход
флуоресценции за счет затруднения изомеризации вокруг этой связи.

1.4.4 Сравнение фотоциклов бактериородопсина и
археородопсина-3.

Археородопсин-3 имеет с бактериородопсином гомологию около 70
процентов. При этом все основные аминокислоты, участвующие в фотоцикле
белка или находящиеся в непосредственной близости от хромофора консер­
вативны для археородопсина-3 и бактериородопсина. Спектры поглощения в
светоадаптированном состоянии похожи – 556 и 560 нм для археородопсина-3
и бактериородопсина соответственно.
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На основании сопоставления ИК и КР спектров интермедиатов фотоцик­
ла бактериородопсина (BR) и археородопсина-3 (Arch-3), а также анализов
результатов спектроскопии поглощения с временным разрешением было пока­
зано, что фотоциклы Arch3 и BR практически совпадают [16; 17].

1.5 Характеристики флуоресценции археородопсина-3 и его
мутантных форм.

У многих бактериальных родопсинов была обнаружена флуоресценция,
для бактериородопсина и археородопсина-3 квантовый выход флуоресцен­
ции составляет около 9*10−5 и 10−4 соответственно. Было обнаружено, что
интенсивность флуоресценции археородопсина-3 и протеородопсина зависит
от величины мембранного потенциала. Один из первых сенсоров был сделан
на основе протеородопсина (PROPS). В связи с более простой экспрессией в
эукариотах для дальнейших исследований использовался Arch-3 [3].

Основными характеристиками сенсоров мембранного потенциала являют­
ся:

– квантовый выход флуоресценции;
– чувствительность Δ𝐹

𝐹 *100% (или процентное изменение флуоресценции
на 100мВ);

– соотношение полезного сигнала к шуму (signal to noise ratio, SNR);
– время отклика.
Также важно отсутствие влияния белка на мембранный потенциал

(отключение функций белка как протонного насоса), красный спектр и доста­
точная величина стоксова сдвига, эффективность экспрессии.

Первыми улучшенными сенсорами мембранного потенциала стали мутан­
ты Arch-3 по основному контриону Asp95 [18]. Эти мутации помимо усиления
флуоресценции и чувствительности dF/F отключают способность белка пере­
носить протон, что уменьшает погрешность измерений, связанных с влиянием
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Рисунок 1.8 — Мутанты Arch-3 D95X, рисунок взят из [18]

белка на мембранный потенциал. В [18] был проведен скрининг всех мутаций
вида D95X, наиболее удачными вариантами оказались D95E, D95H, D95N и
D95Q (Рисунок 1.8).

В дальнейшем для поиска еще более ярких и чувствительных сенсоров
был применен метод направленной эволюции, в результате чего удалось
получить новую серию мутантов, характеризующихся красным спектром (626
нм) и квантовым выходом флуоресценции до 0.5*10−3. При этом все белки из
этой серии включают аминокислотные замены D95E и T99C [19]. Для двух
белков (Arch-3 D95E/T99C, ‘’Archer-1” и Arch-3 D95E/T99C/A225M ‘’Archer-2”)
была показана зависимость флуоресценции от мембранного потенциала [20].

Другая серия сенсоров была получена на основе мутантов D95H и D95Q
в сочетании с мутацией D106H [1]. Полученные белки были названы QuasAr1 и
QuasAr2. Они имеют спектр поглощения около 580 нм.
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Рисунок 1.9 — Серия мутантов Arch-3 на на основе мутаций D95E/T99C,
рисунок взят из [19]

Рисунок 1.10 — Данные по флуоресценции мутантов из [19].
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Рисунок 1.11 — Изменения равновесия между интермедиатами при изменении
мембранного потенциала согласно [16].

1.6 Предложенные модели механизма потенциал-зависимости
флуоресценции археородопсина-3.

На текущий момент механизм потенциал-зависимости исследован только
для дикого типа археородопсина-3.

В работах [16; 21] предполагается, что потенциал-зависимость флуоресцен­
ции связана с соотношением N и M форм (Рисунок 1.11) [16] (протонированный
и депротонированный хромофор соответственно), при этом сама флуоресцен­
ция может наблюдаться не у этих интермедиатов непосредственно, а у
получающегося из после фотоактивации N-формы Q-интермедиата (Рисунок
1.12).

Возможность управляемого полем равновесия между протонированным
и депротонированным хомофором также подтверждается в работе [22]. При
pKa хромофора около 7, что наблюдалось в мутанте Arch-3 D95N (и BR
D85N), хромофор может депротонироваться при приложении внешнего элек­
трического поля, сопоставимого по своей величине с полем в мембране. При
этом стоит отметить, что если pKa хромофора в диком типе arch-3 составляет
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Рисунок 1.12 — Фотоцикл Arch-3, Q интермедиат и протонирования
контрионов в интермедиатах согласно Maclaurin et al [21].

около 11, то во всех полученных мутантах с повышенной чувствительностью
флуоресценции pKa обычно лежит в диапазоне 6-8 [18; 19].

Было выдвинута гипотеза, что флуоресценция возбуждается последо­
вательным поглощением трех фотонов (Рисунок 1.12), первый из которых
активирует фотоцикл, а второй предположительно фотоактивирует N интер­
медиат, об чем свидетельствует пик зависимости яркости флуоресценции от
длины волны второго фотона на 550 нм и оптимальному промежутку между
первым и вторым фотонами в 5 миллисекунд. Спектр возбуждения флуорес­
ценции третьим фотоном характеризуется пиком на 580 нм, что соответствует
предполагаемому пику поглощения Q интермедиата [21].



20

1.7 Модификация стабильности О-состояния в бактериородопсине
путем введения аминокислотных замен.

Введение аминокислотных замен в белок может изменить соотношение
интермедиатов в равновесном состоянии. Для ряда мутантных форм бакте­
риородопсина на основе сходства красного сдвига поглощения и КР спектров
было выдвинуто предположение, что они могут иметь состояние, похожее на
О-интермедиат (О640) в качестве основного. В частности, были исследованы
мутанты BR D85S [23—25], D85A [26], L93A [27; 28], Y185F[29].

BR L93A имеет долгоживущее О-подобное состояние, однако его спектр
(565 нм) сильно отличается от интермедиата О640. D85S имеет спектр около
600 нм и возможно находится в О-подобном состоянии. Для обоих белков были
получены кристаллографические структуры. Для мутанта BR Y185F было
показано наличие О формы в светоадаптированном состоянии, при этом на
основании данных оптической[29], КР[30] и ИК [31] спектроскопии с временным
разрешением было выдвинуто предположение, что после поглощения красного
фотона О640 транс-состояние, минуя короткоживущий интермедиат, переходит
в N550 13-цис форму.

Кинетика О-состояния мутанта L93A имеет негауссову форму, в [27] было
предположено наличие двух состояний с красным спектром, O1 и O2, имеющих
хромофор в 13-цис- и транс-конформациях. В кристаллической структуре
наблюдается 13-цис изомер. Однако на КР спектрах О-интермедиата BR видно
преобладание транс формы. В кристаллической структуре мутанта D85S
также наблюдается транс-изомер [23]. Наличие двух О-подобных состояний
обсуждалось для Acetabularia rhodopsin II [32].

Вода не только сильно влияет на спектр белка [33], но также и играет
важную роль в стабилизации интермедиатов, изомеризации хромофора [34] и
переносе протона. При этом полосы O-H колебаний различных молекул воды
видны на ИК спектрах. С помощью введения различных аминокислотных замен
в белок и снятия ИК спектров с полученных мутантов удалось частично понять
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Рисунок 1.13 — Пентагональный кластер водородных связей с тремя
молекулами воды в GS BR, рисунок взят из [37].

положение разных молекул воды в белке, так как в мутанте с аминокислотной
заменой рядом с соответствующей молекулой воды ее полоса обычно сдвига­
ется (или пропадает, если убирается сама молекула) [35; 36]. Три молекулы
воды участвуют в образовании пентагонального кластера водородных связей
с хромофором и двумя контр-ионами Asp95 и Asp212, что по-видимому при­
водит к стабилизации основного состояния белка с Asp95 в протонированном
состоянии (Рисунок 1.13) [37]. Стоит отметить, что стабилизированное О-подоб­
ное состояние также наблюдалось для сенсорного родопсина II [38] и pharaonis
Halorhodopsin [39].
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Глава 2. Методы

2.1 Экспериментальные методы

Мутации вносились в бактериальный вектор pET21b с геном археородоп­
сина-3. Для сайт-направленного мутагенеза проводилась ПЦР с использованием
полимеразы AccuPrime Pfx, праймеры для мутагенеза приведены в приложении
А. Полученной плазмидой трансформировались клетки xl1 blue. Выделение и
отчистка плазмидной ДНК осуществлялось при помощи стандартного набора
(Plasmid Miniprep, Евроген) на силикатных колонках.

Каждый белок выделялся с 400 мл E. Coli в питательной среде LB с ам­
пициллином, для экспрессии белка в среду добавлялся транс-ретиналь(Helicon)
до концентрации 5 мг/л и 40 мкл 1M IPTG(РосМедБио) . Сначала проводилось
центрифугирование среды в течение 10 минут на скорости 5000 об/мин, осадок
лизировался ультразвуком в буфере 5 мМ MgCl2, 0.3 M NaCl, затем центрифуги­
ровался 30 минут при 14000 оборотов/минуту, полученный осадок растворялся
в 1.5 процентном водном растворе детергента n-Decyl–D-Maltoside(DM), после
чего белок очищался на Ni-NTA (Thermo) смоле по гистидиновому тэгу. Затем
проводилась очистка белка от имидазола при помощи 0.1 процентного водно­
го раствора DM на колонке c фильтром на 10 кДа(Amicon Ultra 0.5mL Filters,
Merck).

Для оценки чистоты получаемых родопсинов от других белков использо­
вался SDS-PAGE электрофорез на полиакриламидном геле.

Спектры комбинационного рассеяния снимались на экспресс-рамановском
спектрометре SENTERRA с 785 нм лазером при мощности 100 мВт. Типичный
объём капли для исследования составлял 10 мкл. Для наведения нужного pH
к 9 мкл белка добавлялся 1 мкл 1M соответствующего буфера (сульфатного,
фосфатного, трис-HCl и аммиачного). Концентрация белка определялась с по­
мощью реакции Брэдфорда(набор Pierce BCA Protein Assay Kit).

Обработка полученных спектров, производилась в программе Origin 8.
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2.2 Теоретические методы.

2.2.1 Получение трехмерных структур белков.

В качестве начальной трехмерной структуры транс- и 13-цис-форм
археородопсина-3 в основном состоянии использовались кристаллографиче­
ские структуры, полученные из базы данных RCSB (код 6GUX) [40]. Для
предсказания структур мутантных форм в основном состоянии использовался
метод сравнительного моделирования, в качестве шаблона использовались кри­
сталлографические структуры археородопсина-3 дикого типа (13-цис форма
для 13-цис изомеров, транс-форма для транс-изомеров). Для предсказания
мутантных форм, а также археородопсина-3 дикого типа в О-состоянии также
использовался метод сравнительного моделирования, в качестве шаблона ис­
пользовалась кристаллографическая структура О-состояния мутантной формы
бактериородопсина L93A [27]. Выравнивание аминокислотных последователь­
ностей мутантной формы бактериородопсина и археородопсина-3 проводилось
при помощи метода парного выравнивания, алгоритм AlignMe [41]. Предсказа­
ние структур проводилось при помощи программного пакета I-TASSER 5.1 [42].

Для начальных структур (предсказанных или кристаллографических)
проводилась вставка хромофора, после чего проводилось предсказания нали­
чия и положений молекул воды в полостях белка. Для предсказания положений
молекул воды использовался алгоритм, основанный на оценке энергетической
выгодности помещения молекулы воды в полость. Энергия молекулы воды в
полости рассчитывается на основании оценки величины электростатического
взаимодействия ее диполя с зарядами окружающих аминокислот, а также с
дипольными моментами других молекул воды, помещенных в полость ранее
(при наличии). Алгоритм реализован в программе Dowser++, программный
пакет модифицировался для учета зарядов на хромофоре [43].

Для полученной молекулярной системы (родопсин + вода) проводилась
оптимизация сначала на молекулярно-механическом уровне в силовом поле
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Amber98, затем с использованием гибридной квантово-механической / молеку­
лярно-механической (КМ/ММ) схемы ONIOM (B3LYP/6-31G*//AMBER) [44].
В квантово-механическую часть включалось 50 атомов хромофора, линкерный
атом располагался на связи NZ-CE лизина, связанного с ретиналем. Для опти­
мизации использовался программный пакет Gaussian09 [45].

2.2.2 Расчет спектральных свойств.

Для расчета максимума полосы поглощения хромофора в окружении
белка использовался КМ/ММ метод SORCI+Q/6-31G*, реализованный в
программном пакете ORCA 3.0.3 [46]. Электростатическое поле белка было
представлено в виде соответствующего распределения точечных зарядов на
атомах окружения хромофора (AMBER-98).

2.2.3 Расчет pKa аминокислот.

Расчет pKa титруемых аминокислот белка проводился при помощи
алгоритма, реализованного в программе PROPKA-3.1 [47]. Анализ проводился
для оптимизированных моделей.

2.2.4 Расчет энергии Гиббса между состояниями белка.

Для расчета энергии Гиббса между формами одного белка был построен
термодинамический цикл [48].

Расчет разницы в энергии Гиббса между состояниями белка включал в
себя следующие слагаемые:
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1. Разница в свободной энергии между двумя изомерами хромофора, оп­
тимизированными в газовой фазе (разница в энергии + энтропийный
вклад, рассчитанный на основании расчета колебательной статсуммы,
∆𝐺(𝑔𝑎𝑠)). Методы расчета: B3LYP/6-31G*.

2. Разница в энергии между хромофором, оптимизированным в газовой
фазе и в белке. Рассчитывался отдельно для двух изомеров (∆𝐸𝑋(𝑔𝑐)).

3. Свободная энергия помещения хромофора в белок рассчитывается от­
дельно для каждого изомера (∆𝐺𝑋→0). Для расчета данного вклада
применялся стандартный подход возмущения свободной энергии, при­
меняемый для расчета свободной энергии сольватации молекул в рас­
творителе. Моделировался ‘’алхимический” путь исчезновения хромо­
фора из белка через серию промежуточных состояний, путем последо­
вательного уменьшения энергии взаимодействия между хромофором
и белковым окружением. Начальное состояние – стандартное взаимо­
действие между хромофором и окружением – характеризуется стан­
дартными зарядами на атомах хромофора, а также стандартными па­
раметрами для Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий. Конечное состоя­
ние характеризуется нулевыми зарядами на атомах хромофора, а так­
же отсутствием ван дер Ваальсовых взаимодействий между атомами
хромофора и окружением. Путь между состояниями включал 19 про­
межуточных состояний, на начальном этапе проводилось уменьшение
кулоновских взаимодействий (масштабирование зарядов на атомах хро­
мофора, коэффициенты масштабирования 0.875, 0.75, 0.625, 0.5, 0.375,
0.25, 0.125, 0.0), затем проводилось масштабирование взаимодействий
Ван-дер-Ваальса по аналогичной схеме. Для каждого состояния про­
водилась генерация больцмановского распределения конфигураций пу­
тем расчета молекулярной динамики при 298 К. Расчет молекуляр­
ной динамики проводился в программном пакете Gromacs 2019.1. Рас­
чет проводился на молекулярно-механическом уровне в силовом поле
Amber98. Алгоритм проводил расчет разницы в энергии между сосед­
ними состояниями для каждого шага молекулярной динамики. Обра­
ботка данных для расчета свободной энергии проводилась при помощи
алгоритма BAR (Bennett Acceptance Ratio).
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4. Итоговое значение ∆𝐺𝐴→𝐵 = ∆𝐺𝐴→𝐵(𝑔𝑎𝑠) − ∆𝐺𝐵→0 + ∆𝐸𝐵(𝑔𝑐) +

∆𝐺𝐴→0−∆𝐸𝐴(𝑔𝑐) рассчитывается на основании вышеупомянутых вкла­
дов.
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Глава 3. Результаты и обсуждение

3.1 Анализ экспериментальных результатов.

Для археородопсина-3 дикого типа и всех мутантных форм археородоп­
сина-3 были измерены спектры комбинационного рассеяния при длине волны
облучения 785 нм (Рисунок 3.1 - 3.6) и 532 нм (Рисунок 3.7, 3.8). Также были
измерены электронные спектры поглощения при различных значениях pH
(3.9-3.12).

У всех мутантных форм, содержащих аминокислотные замены D95E
и T99C, наблюдается сдвиг пика, соответствующего скелетным колебаниям
хромофора (пик BLA), в красную область с 1530 см−1 до 1509-1515 см−1. При
этом при сопоставлении КР спектров мутантов AR5, AR7, D95E/T99C/P60L
со спектрами интермедиатов бактериородопсина из работы [7] обнаруживается
их сходство с О интермедиатом (Рисунок 1.5): BLA 1508, 1509 см−1, регион
характерных пиков состоит из более интенсивной полосы на 1170 см−1 и менее
интенсивной на 1201 см−1, пик 13-цис формы на 1185см −1 проявляется слабо.

Оптические спектры имеют несимметричный пик с максимумом около
626 нм. При разложении спектров по гауссианам выявляется вторая полоса
на 540-560 нм, что близко к спектру основного состояния или N интермедиата
фотоцикла (550 нм). Однако вклад второй полосы не превышает 25 процентов.
Кроме того, нет доказательств, что этот пик не является вторым пиком
колебательной структуры.

У мутантов D95E/T99C, D95E/T99C/P196S пик BLA несимметричен и
может быть разложен на две гауссовы компоненты на 1528 см−1 и 1515 см−1.
При этом при нейтральном pH хромофор преобладает в цис состоянии, так
в регионе характерных пиков наблюдается наибольший пик 1185 см−1. На
оптическом спектре при тех же pH вклад полосы на 550 нм также порядка
20 процентов. Таким образом, можно предположить, что в этих мутантах
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Рисунок 3.1 — Сравнение КР спектров всех мутантов при pH=6, лазер 785 нм

Рисунок 3.2 — КР спектры D95E/T99C, лазер 785 нм



29

Рисунок 3.3 — КР спектры D95E/T99C/V59A в сравнении с диким типом,
лазер 785 нм

Рисунок 3.4 — КР спектры D95E/T99C/P60L, лазер 785 нм
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Рисунок 3.5 — КР спектры AR5, лазер 785 нм

Рисунок 3.6 — КР спектры AR7, лазер 785 нм
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Рисунок 3.7 — Сравнение КР спектров дикого типа(WT) и Arch DETC при
возбуждении лазером 532нм и 785нм

Рисунок 3.8 — КР спектр AR 99/95/196, лазер 532 нм, сравнение живых и
обработанных ультразвуком клеток
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Рисунок 3.9 — Оптическое титрование AR D95E/T99C/P196S.

Рисунок 3.10 — Оптическое титрование AR D95E/T99C/V59A.
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Рисунок 3.11 — Оптическое титрование AR5 (D95E/T99C/P196S/V59A/P60L).

наблюдается смесь различных состояний, причем основной вклад дают два
состояния со спектром поглощения около 625 нм и находящиейся в цис и транс
форме, далее будем называть их O-цис и O-транс соответственно.

Так как само облучение белка лазером в ходе эксперимента может воз­
действовать на соотношение интермедиатов, для исследования этого фактора
были измерены КР спектры не только с инфракрасным (785 нм), но и с
зеленым (532 нм) лазером. Основным наблюдаемым отличием (Рисунок 3.7)
стало соотношение цис- и транс-форм в этих случаях, при этом использование
красного лазера приводит к накоплению состояния с хромофором в цис-форме.
Таким образом, равновесие в ходе эксперимента нельзя считать исключительно
термодинамическим. Данный вопрос также рассматривался в [16; 49].

Для мутанта D95N также было показано, что при уменьшении мощности
облучения 785 нм лазера пик 13-цис состояния уменьшается, спектр становится
более похожим на О-состояние. Это может быть объяснено появлением реи­
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Рисунок 3.12 — Оптическое титрование AR5
(D95E/T99C/P196S/V59A/P60L/A225M/D222S).
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зомеризацией в цис интермедиата при облучении транс хромофора красным
светом. В случае BR Y185F [29] полученный интермедиат интерпретируется
как N (13-цис), однако для дикого типа есть сведения, что поглощение О
формой красного фотона приводит к появлению 9-цис состояния [50].

У белка AR D95E/T99C/P196S при нейтральном pH наблюдается двой­
ной пик поглощения со второй полосой 550 нм (Рисунок 3.9), pKa перехода
составляет около 7. При этом на КР спектре появляется второй сильный пик
BLA на 1571 см−1, растущий с повышением pH. Также было обнаружено,
что в живых не обработанных ультразвуком клетках этот пик почти исчезает
(Рисунок 3.8).

На КР спектрах также наблюдается сдвиг пика C15-N колебания с
1642(WT) до 1633-1635см-1 (мутантные белки). Данный сдвиг может быть
объяснен исчезновением водородной связи с водой из пентагонального кластера
рядом с хромофором и связанного С15 водорода. Подобные сдивиги также
наблюдались в О подобном состоянии для мутанта BR D85A[26] При этом
пика на 1645см-1, соответствующего N и L интермедиатам[9], на полученных
спектрах не наблюдается.

Оптические спектры

На рис. 3.9 - 3.12 представлены оптические спектры поглощения разных
мутантов при различных pH. На спектрах видны три основных пика: состояние
с депротонированным хромофором (пик 420 нм), главный пик 622-628 нм, а
также пик на 550 нм.

У всех белков, кроме AR D95E/T99C/P196S полоса поглощения на 550 нм
начинает появляться только начиная от pH 9, что свидетельствует о высоком
pKa обоих контр-ионов (Asp95, Asp212) в этих мутантах.
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Рисунок 3.13 — Титрование спектров возбуждения флуоресценции для AR
D95E/T99C. Пик на 365 нм - аппаратный, связан с порядком решетки при

сканировании на 730нм

Спектры флуоресценции и возбуждения флуоресценции

Были отсняты спектры флуоресценции мутантов при возбуждении на 420,
550 и 625 нм, а также спектры возбуждения флуоресценции при регистрации
интенсивности сигнала на 730 нм при различных pH. Яракая флуоресценция
наблюдалась только при возбуждении на длине волны 620-630 нм.

На основании того, что спектр возбуждения флуоресценции совпадает со
спектром поглощения (пик поглощения 626 нм, разложение по гауссианам по­
казало только слабую примесь вклада на 550 нм (не более 20% при физиологи­
ческом pH)), можно предположить, что основным флуоресцентным состоянием
становится O-цис или O-транс, а не Q интермедиат (имеющий пик поглощения
около 570 нм). Также модель флуоресценции из Q интермедиата плохо согла­
суется с тем, что в белках DETC и DETC/A225M концентрация цис-формы,
интерпретируемой как N интермедиат, выше, а флуоресценция у данных бел­
ков менее яркая, чем у AR5 и AR7, где цис-форма почти не наблюдается даже
при облучении красным лазером. Следует отметить, что данный вывод относит­
ся к мутантам на основе DETC, но не к мутантам типа D95X, не исследованным
в данной работе.
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Рисунок 3.14 — pKa перехода 550-620 на спектрах поглощения, pKa
флуоресценции и pKa основания Шиффа(SB), последние взяты из [19]

При этом pKa флуоресценции(около 7-8 во всех мутантах) оказывается
близок к pKa основания Шиффа, что свидетельствует о процессе депрото­
нирования хромофора как причине pH-зависимости флуоресценции(прежде
всего из-за того, белок перестает поглощать на длине волны возбуждения,
однако и собственная флуоресценция хромофора при возбуждении 550 и
420 нм крайне слабая), а депротонирование Asp222, которое также должно
приводить к падению флуоресценции, происходит при несколько большем pH,
однако возможна ситуация, когда депротонирование происходит в обратном
порядке. Экспериментальные данные pKa сведены в таблицу, рисунок 3.14.
pKa перехода 550-620 нм были получены путем аппроксимации сигмоидальной
функцией соотношения величин поглощений соответствующих пиков после
разложения полосы по двум гауссианам в программе Origin 8.0
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Рисунок 3.15 — Пентагональный кластер в основном состоянии Arch-3

3.2 Анализ результатов компьютерного моделирования.

На основании экспериментальных данных было выдвинуто предположе­
ние, что в мутантных формах археородопсина-3, характеризуемых высокой
интенсивностью флуоресцентного сигнала, основной формой становится либо
О-цис, либо О-транс состояние. Для каждого из исследованных белков были
сконструированы компьютерные модели четырех состояний белка: основного
состояния с хромофором в 13-цис и транс-форме; О-состояния в хромофором
в 13-цис и транс-форме. Рассмотренные конформации белка были изучены в
бактериородопсине [51] и характеризуются следующими особенностями.

Основное состояние (Рисунок 3.13, 3.14):
– кластер воды возле контрионов (Asp95 и Asp222 для археородопсина-3);
– депротонированное состояние контриона Asp222;
– наличие водородной связи между Glu204-Glu214 (ионный замок).

О-состояние (Рисунок 3.15, 3.16):
– отсутствие кластера воды возле контрионов;
– протонированное состояние контриона Asp222;
– ”открытое” состояние ионного замка Glu204-Glu214.

Согласно многим экспериментальным работам, основной контрион Asp95
считается протонированным как в N, так и в О состоянии [21], так как на
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Рисунок 3.16 — Ионный замок в основном состоянии Arch-3

Рисунок 3.17 — Разрушение кластера воды в О форме Arch-3

Рисунок 3.18 — Ионный замок в О форме Arch-3
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ИК спектрах пик COOH группы Asp95 в этих интермедиатах одинаков [9].
Однако такие состояния протонирования не объясняют разницу в спектрах
N(550) и O(640) форм. В нашем моделировании спектры удалось воспроизвести
только в предположении, что в N форме основной контрион депротонирован.
В основном состоянии в диком типе с тем же спектром поглощения (550 нм)
pKa перехода в голубую форму(600нм), интерпретируемую как состояние с
протонированным контрионом Asp95, составляет 2.5, т.е при физиологическом
pH он депротонирован [49].

Относительная концентрация О состояния и, соответственно, квантовый
выход флуоресценции определяется состоянием протонирования контриона
Asp222. Значение pKa Asp222 и, соответственно, концентрация молекул с
Asp222 в протонированном состоянии, регулируется мембранным потенциалом.
Таким образом, мутантные формы, в которых pKa Asp222 находится в диапа­
зоне 6.5-7.5 должны обладать наиболее сильной зависимостью интенсивности
флуоресценции от потенциала при физиологических условиях, что наблю­
дается экспериментально. Для доказательства предложенного механизма
были выполнены расчеты pKa контриона Asp222 и глутаминовых кислот,
образующих ионный замок (Рисунок 3.18).

Показано, что рассчитанное значения максимумов поглощения для транс-
и цис-состояний белка дикого типа согласуются с экспериментальными. Для
мутантных форм согласие рассчитанных значений максимумов поглощения с
экспериментальными получено только для моделей белков в О-состоянии с про­
тонированным состоянием контриона Asp222(рис. 3.19). Согласно рассчитан­
ным данным, в О-состояниях мутантных форм археородпосина-3, изученных
в данной работе, pKa контриона Asp222 находятся в диапазоне 7.5 - 9.5, что
согласуется с полученными экспериментальными данными по титрованию оп­
тических спектров белков(появление полосы поглощения 550 нм при pH > 9,
стоит отметить, что при депротонированном хромофоре эта pKa повышается
еще на 1-2, что согласуется с результатами титрований). Для второго контрио­
на Asp95 pKa была больше 10 во всех случаях.

При этом значения pKa контриона превышают значения pKa аминокис­
лот, входящих в ионный замок, что также согласуется с тем, что в основном
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Рисунок 3.19 — Результаты компьютерного моделирования основных
состояний (13-цис и транс) и О-состояний (13-цис и транс) рассмотренных в

работе мутантных форм археородопсина-3.
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Рисунок 3.20 — Рассчитанные спектры разных состояний мутантов и
экспериментальные данные

состоянии мутантных форм археородопсина-3 наблюдается О-подобное состоя­
ние, характеризуемой ”открытым” состоянием ионного замка Glu204-Glu214 и
протонированным состоянием контриона Asp222.

Согласно анализу полученных моделей, основными факторами, стабили­
зирующими О-состояние по отношению к ”основному” состоянию являются:

– разрушение кластера молекул воды вблизи контрионов;
– реорганизация водородных связей белка.

Для каждого белка был проведен расчет разниц в энергии Гиббса
между четыремя изученными формами белка. Было показано, что для белка
дикого типа О-состояние характеризуется более высоким значением энергии
Гиббса, в то время как для мутантных форм белка ”основное” состояние
характеризуется более высоким значением энергии Гиббса. На Рисунке 3.20
приведена полученная в результате расчетов корреляция между рассчитанной
разницей в энергии Гиббса между транс-изомерами белка (О-состояние минус
основное состояние) и экспериментально измеренным квантовым выходом
флуоресценции [19]. Таким образом, результаты моделирования подтверждают
гипотезу о стабилизации О-состояния в флуоресцентных мутантных формах
археородопсина-3, а также о возникновении флуоресцентного состояния белка
из О-состояния.
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Рисунок 3.21 — Корреляция между рассчитанной разницей в энергии Гиббса
между транс-изомерами белка (О-состояние минус основное состояние) и

экспериментально измеренным квантовым выходом флуоресценции.

Рисунок 3.22 — Корреляция pKa контриона Asp222 и квантового выходу
флуоресценции
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Исходя из вышеуказанных фактов, вероятен такой вид переходов:

𝑁(𝑐𝑖𝑠, 550)− > 𝑂1(𝑐𝑖𝑠, 610)− > 𝑂2(𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠, 620)− > 𝐺𝑆(𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠, 550)

при этом основным состоянием является O2(транс), под действием красного
света оно переходит в О1(цис), которое может быть флуоресцентным состо­
янием. Эта схема также снимает противоречие, что если флуоресцентный Q
интермедиат получается из N, то при высоком pH флуоресценция должна быть
больше (в эксперименте наблюдается обратная ситуация). При низком pH об­
щее количество цис-формы падает, но это может быть за счет N интермедиата,
а соотношение О-цис может расти.

На основании полученных экспериментальных и рассчитанных данных
был сделан вывод, что для повышения концентрации О-формы необходимо вво­
дит аминокислотные замены, которые либо приводят к повышению значения
pKa контриона Asp222, либо приводят к понижению pKa аминокислот Glu204,
Glu214, либо приводят к обоим процессам. В частности, в исслудуемых мутан­
тах основные две мутации T99C и D95E приводят к разрушению пентагональ­
ного кластера путем разрушения водородной связи и выталкиванию воды из-за
большей длины глутамина соответственно.

Был проведен вычислительный скрининг ряда мутантных форм белка, в
частности предложены новый мутации, приводящие к:

– разрушению кластера молекул воды(Y195F);
– изменению сети водородных связей(T215A; T203A)

Было показано, что наиболее высокое значение pKa контриона
Asp222 достигается при введении четырех аминокислотных замен
Tyr67Ala/Trp96Ala/Tyr195Ala/Thr204Ala.

На сегодняшний день проводится экспериментальная проверка результа­
тов теоретического моделирования.
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Выводы

Основные результаты работы заключаются в следующем.
1. На основе анализа экспериментально измеренных спектров комбина­

ционного рассеяния и электронных спектров поглощения археородоп­
сина-3 дикого типа и его мутантных форм, характеризуемых высокой
интенсивностью флуоресценции, а также на основании анализа резуль­
татов компьютерного моделирования различных состояний археородоп­
сина-3 дикого типа и его мутантных форм, была выдвинута гипотеза
о стабилизации О-состояния в мутантных формах археородопсина-3,
характеризуемых высокой интенсивностью флуоресценции. В рассмот­
ренных мутантных формах белка О-состояние становится основным со­
стоянием фотоцикла.

2. На основе анализа спектров возбуждения флуоресценции археородоп­
сина-3 и его мутантных форм была выдвинута гипотеза, что в рассмот­
ренных мутантных формах археородопсина-3, характеризуемых высо­
кой интенсивностью флуоресценции, флуоресценция возникает при фо­
товозбуждении основного(О) состояния белка.

3. Результаты компьютерного моделирования показали, что наблюдает­
ся корреляция между стабильностью О-состояния белка и эксперимен­
тально измеренным квантовым выходом флуоресценции белка.

4. На основании анализа результатов компьютерного моделирования
и экспериментальных данных было выдвинуто предположение, что
мембранный потенциал клетки влияет на концентрацию О-состо­
яния белка, которое определяется протонированным состоянием
хромофора, контриона Asp222 и депротонированным состоянием
аминокислот Glu204 и Glu214, входящих в ионный замок. Таким
образом, зависимость интенсивности флуоресценции археородопсина-3
и его производных от потенциала объясняется тем, что мембранный
потенциал влияет на концетрацию О-состояния, при фотоактивации
которого возникает флуоресцентный сигнал. Экспериментальные дан­
ные показывают, что наиболее сильной зависимостью интенсивности
флуоресценции от мембранного потенциала обладают белки, для ко­
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торых значение pKa Asp222 и хромофора близко к физиологическому
pH=7.2, что также подтверждает гипотезу.

Также на основании результатов компьютерного моделирования ряда про­
изводных археородопсина-3 были предложены аминокислотные замены, кото­
рые приводят к повышению pKa контриона Asp222 и, согласно гипотезе, к повы­
шению концетрации О-состояни и повышению интенсивности флуоресценции.
Дальнешим направлением исследований является более детальное изучение ме­
ханизма флуоресценции археородопсина-3 и его производных при помощи ме­
тодов спектроскопии с высоким временным разрешением.
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Приложение А

Праймеры для мутагенеза

AR-P196S-F GGTGCTGTGGACCGCTTACtCcATCCTGTGGATCATAGGCAC
AR-P196S-R GTGCCTATGATCCACAGGATgGaGTAAGCGGTCCACAGCACC
AR-P60L-F GAATATTACGCTGTGACTATCCTGGTGCtCGGAATCGCATCCGCCGCATATCTG
AR-P60L-R CAGATATGCGGCGGATGCGATTCCGaGCACCAGGATAGTCACAGCGTAATATTC
AR-V59A-F GGAATATTACGCTGTGACTATCCTGGcGCCCGGAATCGCATCCGCCGCATATC
AR-V59A-R GATATGCGGCGGATGCGATTCCGGGCgCCAGGATAGTCACAGCGTAATATTCC
AR-D95ET99C-F GGATATCTATTATGCCAGGTACGCCGAaTGGCTGTTTtg
-CACCCCACTTCTGCTGCTGGATCTGG
AR-D95ET99C-R CCAGATCCAGCAGCAGAAGTGGGGTGcaAAACAGCCAt
-TCGGCGTACCTGGCATAATAGATATCC
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Приложение Б

Использованные буферы

Сульфатный буфер (pH 1.5, 2, 3): аммония сульфат 0.1 M, 1,3 % 𝐻2𝑆𝑂4.
Необходимое значение pH доводилось разбавленной серной или соляной кисло­
той до необходимого значения потенциометрическим методом.

Фосфатный буфер (pH 3, 4, 5, 6, 7): были приготовлены растворы
𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4 · 12𝐻2𝑂 (0.1 М) и 𝑁𝑎2𝐻𝑃𝑂4 · 2𝐻2𝑂 (0.1 М), смешением этих рас­
творов при контроле pH-метром.

Трисовый буфер (pH 8, 9): Tris 0.1 M, далее pH потенциометрически дово­
дился HCl до необходимого значения. Аммиачный буфер (pH 10, 11): аммоний
хлорид 1 M, затем pH потенциометрически доводился до необходимого значения
концентрированным 25 % раствором аммиака. Конечная концентрация хлорида
аммония в образце была 0.1М.
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Приложение В

Результаты секвенирваний
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