Молекулярное моделирование флуоресцентных белков на основе флавина
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Флуоресцентные белки широко применяются в качестве меток в клеточной и молекулярной биологии, а также в качестве биосенсоров. На сегодняшний день наиболее известными и широко применяемыми являются белки семейства зеленого флуоресцентного белка (GFP), однако в качестве альтернативы начинают применяться флуоресцентные белки на основе флавина. Одним из таких белков является iLOV, который поглощает свет в синем диапазоне и флуоресцирует в зеленой области спектра. К преимуществам iLOV относятся малый размер и независимость флуоресценции от присутствия кислорода.
Для разработки FRET-сенсоров, а также применения in vivo необходимы LOV-белки с измененными спектральными свойствами. Разработка вариантов iLOV со сдвигом в красную область спектров поглощения и испускания является важным направлением исследований.

Флуоресценция iLOV обуславливается наличием хромофора - флавинмононуклеотида. Ранее было показано [1], что мутация Q489K вызывает значительный сдвиг в красную область в спектрах поглощения и испускания за счет образования водородных связей между боковой цепью K489 и атомами N5 и O4 флавина. Однако в спектре синтезированного iLOV-Q489K наблюдался сдвиг в синюю область. [2] Расчетами было показано [2], что боковая цепь K489 предпочтительнее находится в конформации, в которой образуется водородная связь с атомом кислорода аминокислоты G487, что и является причиной сдвига в синюю область у синтезированного белка. Поэтому для получения варианта iLOV co сдвигом в красную область спектра боковую цепь K489 необходимо зафиксировать таким образом, чтобы образовывались водородные связи с флавином. При помощи метода молекулярной динамики предложены мутации, удерживающие боковую цепь K489 в нужном положении.
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