Изучение свойств фотоконвертируемых флуоресцентных белков mcavFP и rfloFP
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Новые флуоресцентные белки mcavFP (выделенный из Montastraea cavernosa) и rfloFP (выделенный из Ricordea florida) принадлежат к белкам семейства Kaede и способны к необратимой зелено-красной фотоконверсии. Для характеризации основных свойств исследуемых белков в данной работе, во-первых, осуществлена их наработка и выделение. Спектры поглощения свежевыделенных белков mcavFP и rfloFP имеют максимумы поглощения 506 и 504 нм, соответственно. В спектрах поглощения конвертированных белков имеется 2 максимума – 535 и 572 нм у mcavFP и 527 и 566 нм у rfloFP. Максимумы возбуждения/эмиссии свежевыделенных белков mcavFP и rfloFP составили λex/λem=506/517 нм и λex/λem=504/515 нм, соответственно, а после фотоконверсии λex/λem=572/581 нм и λex/λem=566/575 нм, соответственно. Определены также коэффициенты экстинкции белков, их квантовые выходы и скорости фотоконверсии из зеленой формы в красную в сравнении с другими фотоконвертируемыми белками.

В данной работе проведено исследование pH-зависимости mcavFP и rfloFP и определены их константы диссоциации до фотоконверсии (pKА= 6,66 +/- 0,03 и pKА= 6,16 +/- 0,03, соответственно) и после (pKА= 6,78 +/- 0,02 и pKА= 6,66 +/- 0,03, соответственно).

При помощи гель-фильтрации показано, что белки mcavFP и rfloFP являются тетрамерами.

С помощью гомологичного моделирования построены модели пространственных структур mcavFP и rfloFP для анализа взаимодействия хромофора с аминокислотным окружением и изучения структурных особенностей с целью внесения в дальнейшем точечных аминокислотных замен и получения мутантных форм исследуемых белков с улучшенными свойствами.
Таким образом, в настоящей работе исследованы фотофизические свойства фотоконвертируемых белков mcavFP и rfloFP.
