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Красные флуоресцентные белки (ФБ) используются для визуализации различных процессов в глубоких слоях тканей млекопитающих [1].
При использовании ФБ в качестве “эндогенного” маркера опухолевых клеток нужно учитывать иммунную составляющую противоопухолевого эффекта [2]. Один из подходов к решению этой проблемы - уменьшение иммуногенности ФБ. 
Путем анализа in silico иммунодоминантных эпитопов MHC-I в аминокислотной последовательности TagRFP и данных об иммунодоминантных эпитопах B-клеток был выбран потенциальный эпитоп с существенной иммуногенностью. Было показано, что к снижению аффинности эпитопа может привести замена Gly171 на почти любой другой аминокислотный остаток. Таким образом, целью настоящей работы стало получение методом сайт-насыщающего мутагенеза в положении G171 новых мутантных форм красного флуоресцентного белка TagRFP с потенциально пониженной иммуногенностью, их выделение, очистка и характеристика спектральных и физико-химических свойств. 
Путем сайт-насыщающего мутагенеза в ген исходного белка TagRFP-WT были введены мутации в положении 171. Из порядка 16 флуоресцирующих клонов в первую очередь были отобраны три с максимальной/существенной флуоресценцией. По данным секвенирования, они содержали замены G171D, G171T и G171K. Показано, что квантовый выход флуоресценции мутантных форм белков составляет 0.47 для белка с заменой G171T и 0.44 для белков с заменами G171D и G171K. Расчетные коэффициенты молярной экстинкции на длине волны возбуждения находятся в пределах 90-96 M-1*см-1. По результатам гель-фильтрации, мутантные формы белка TagRFP G171T, TagRFP G171D и TagRFP G171K находятся в мономерной форме, поскольку их молекулярная масса находится в пределах 24-30 кДа.
После иммунизации мышей линии BALB/c мутантными белками в сочетании с адьювантом Фрейнда при помощи ИФА был оценен гуморальный иммунный ответ на эти белки по сравнению с гуморальным иммунным ответом на исходный белок TagRFP. Показано, что замена Gly171Lys наиболее эффективно снижала связывание мышиных сывороток крови с исходным белком TagRFP.
Таблица 1. Спектральные и физико-химические характеристики мутантных форм красного флуоресцентного белка TagRFP
	ТаgRFP
	λex/ λem
	ε, M-1*см-1
	φ
	Mw, кДа

	WT
	555/584
	100000
	0,48
	29,6

	C171D
	556/583
	95332
	0,44±0,01
	27,2

	C171T
	556/584
	98495
	0,47±0,01
	27,3

	C171K
	556/583
	90144
	0,44±0,01
	24,0
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