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Рековерин — белок, принадлежащий к суперсемейтсву EF-hand Ca2+-связывающих
белков. Рековерин Ca2+-зависимым образом регулирует активность родопсин-киназы GRK1,
которая, в свою очередь, ингибирует родопсин в фоторецепторных клетках позвоночных,
позволяя адаптироваться глазу к изменению интенсивности окружающего света.

Известно, что уникальный цистеин рековерина (С39) можно модифицировать флуо-
ресцентным красителем Alexa647, изменения фотофизических свойств которого позволяет
следить за конформационными изменениями в белке [1].

Для изучения конформационной динамики рековерина ранее применялось множество
биофизических методов, в том числе методы ЯМР (именно благодаря ЯМР были полу-
чены трехмерные структуры миристоилирированного рековерина), рентгено-струтурного
анализа, поверхностного плазмонного резонанса и флуоресцентной микроскопии. Было
показано, что рековерин взаимодействует с кальцием с помощью EF-hand 2 и 3, одна-
ко при мутации в EF-hand 3 оба домена теряют способность связывать ионы кальция.
При связывании Ca2+, белок высвобождает миристоильную группу, с помощью которой
связывается с липидным бислоем при высокой концентрации кальция [2].

Целью данной работы является поиск флуоресцентных красителей, которые были бы
пригодны для наблюдения конформационной динамики рековерина на уровне одиночных
молекул, и изучение фото-физических свойств белка. Мы исследовали 4 красителя, ос-
нованные на хромофорном ядре GFP, которые так же как и Alexa647 присоединяются к
цистеину в 39-ой позиции с помощью малеимид-тиолового взаимодействия [3]. Нами было
подтверждено связывание рековерина с красителем, а затем у двух образцов из четырех
были зафиксированы изменения фото-физических свойств (спектров поглощения и флуо-
ресценции, интенсивности флуоресценции и времени жизни флуорофора) при добавлении
к белку CaCl2 и EGTA.
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