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V. Відомості про дисертацію
Мова дисертації:
Коди тематичних рубрик: 31.27.15

Тема дисертації:
1. Структурно-функціональні властивості червоного флуоресцентного білка TagRFP657 та його застосування
у клітинній біології.

2. Structural and functional properties of the far-red fluorescent protein TagRFP657 and cell biology application.

Реферат:
1. Об'єкт:червоний флуоресцентний білок TagRFP657 та його мутантні форми. Мета дисертації - З
використанням молекулярного клонування, на основі кДНК флуоресцентного білка mKate з довжиною хвилі
флуоресценції 635 нм створити новий білок з флуоресценцією понад 650 нм. Виявити зв'язок між первинною
структурою TagRFP657 та його спектральними і біохімічними характеристиками. Проаналізувати можливості
практичного застосування TagRFP657 у клітинній біології. Методи дослідження: полімеразна ланцюгова
реакція, електрофорез у поліакриламідному гелі, методи трансфекції клітин у культурі, випадковий та сайт-
спрямований мутагенези, аналіз первинної структури ДНК та білків, спектрофотометрія, флуориметрія,
проточна цитофлуориметрія, флуоресцентна мікроскопія. Результати, новизна: вперше створено
флуоресцентний білок TagRFP657 з максимумами збудження та флуоресценції 611 нм та 657 нм, відповідно.
Встановлено зв'язок структури TagRFP657 з його флуоресцентними та біохімічними властивостями.
Визначено кінетичні параметри реакцій формування хромофора. Молярний коефіцієнт екстинкції дорівнює



34000 М-1.см-1, квантовий вихід - 0,10. TagRFP657 характеризується рН-стабільністю з рКа 5,0 та
фотостабільністю з півчасом фотознебарвлення 55 секунд. Півчас дозрівання білка при 37°С дорівнює 125 хв.
Продемонстровано можливості застосування TagRFP657 у клітинній біології на модельних експериментах.
Наведено приклад успішного застосування ФБ TagRFP657 у протоковій цитофлуориметрії. Сфера
використання: клітинна біологія, онкологія, фармакологія, імунологія.

2. The object of the research: far-red fluorescent protein TagRFP657 and it's mutant variants. The objective of the
theses: as original template for the molecular evolution we used a FP mKate with a fluorescence emission peak at
635 nm to design new far-red fluorescent variant TagRFP657 with a fluorescence emission peak above 650 nm. To
determine the connection between structure of TagRFP657 and its fluorescent and biochemical properties and
discover the possibilities of cell biology applications of TagRFP657. The research methods: polymerase chane
reaction, electrophoresis in polyacrylamide gel, mammalian cell culture and transfection, random and site-
directed mutagenesis, sequencing, spectrophotometry, flow cytometry, fluorescent microscopy. The results,
novelty: the theses presents the new fluorescent protein TagRFP657 described by an excitation peak at 611 nm and
a fluorescence emission peak at 657 nm. A recombinant purified TagRFP657 has a pH-stability with an apparent
рКа value of 5,0. An extinction coefficient of RFP657 is 34000 М-1.см-1, and its quantum yield is 0,10 and
photobleaching half-time is 55 sec. The chromophore maturation half-time of TagRFP657 is 125 min. In model
experiments TagRFP657 was successfully expressed and visualized untagged and in fusions in mammalian cells.
Far-red fluorescent protein TagRFP657 will expand possibilities of flow cytometry applications. The sphere of
application: cell biology, oncology, pharmacology, immunology.
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