Синтез хромофора флуоресцентного белка laRFP
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Красный флуоресцентный белок из ланцетника Branchiostoma lanseolatum (laRFP) является GFP-подобным белком и имеет Стоксовый сдвиг около 70 нм (λex/λem=521/592 нм), не связанный с ESPT (excited state proton transfer). Для объяснения такого значительного Стоксового сдвига в данной работе, во-первых, была установлена структура хромофора laRFP. Для этого из белка при помощи ферментативного расщепления и последующей ВЭЖХ был выделен хромофорсодержащий пептид. Анализ масс-спектров (МС и МС/МС), 1Н и 13С ЯМР спектров показал, что хромофор синтезируется в результате реакций циклизации, дегидратации и двух стадий дегидрирования. Кинетические исследования с применением ВЭЖХ и МС анализа протеолитического гидролизата белка на разных стадиях созревания хромофора показали, что на промежуточной стадии образуется хромофор GFP-типа, который превращается в хромофор laRFP в результате присоединения фенольной группы Tyr62 с последующим окислением боковой цепи хромофоробразующего остатка Tyr59. В результате этих реакций образуется макроцикл, включающий хромофор и остатки Phe61 и Tyr62. Так как π-система в ходе этих реакций практически не меняется, основной вклад в увеличение Стоксового сдвига, очевидно, вносят нековалентные взаимодействия хромофора с его аминокислотным окружением. Была проанализирована пространственная структура laRFP, и оказалось, что в боковой цепи Tyr59 возникает стерическое напряжение из-за образования макроцикла и взаимодействия фенольной группы хромофора с боковыми цепями остатков Pro55, Phe156 и Trp158. Чтобы проверить влияние аминокислотного окружения на Стоксовый сдвиг, при помощи сайт-направленного мутагенеза были получены мутантные варианты laRFP с заменами P55G, F156L и W158H, в которых стерическое напряжение должно быть уменьшено. В белке laRFP-W158H образование хромофора вообще не происходило, вероятно, из-за нарушения упаковки в районе участка синтеза хромофора. В белках же laRFP-P55G и laRFP-F156L хромофор синтезировался, максимум эмиссии сдвигался к 565 и 575 нм, соответственно.

Таким образом, аномальный Стоксовый сдвиг в спектрах laRFP обеспечивается, во-первых, необычной структурой хромофора, во-вторых, стерическим напряжением в этом хромофоре, возникающим в результате его нековалентных взаимодействий с аминокислотным окружением внутри белка.

