Курсовая работа для студентов 1 курса по биоинформатике

Влияние аминокислотных замен в флуоресцентном белке mRFP1 на его структуру и свойства
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Флуоресцентные белки широко используются в биохимии, биотехнологии, клеточной биологии и биологии развития. Уникальной особенностью этого класса гомологичных хромопротеинов является протекающее без участия экзогенных кофакторов и субстратов (за исключением растворенного кислорода) внутримолекулярное автокаталитическое образование хромофорной группы (на рисунке иображена синим цветом). Это делает их превосходными in vivo маркерами экспрессии генов и локализации белков для различных биологических систем. Необходимым условием флуоресценции образованного хромофора является наличие окружающей хромофор белковой оболочки - бета-бочонка (на рисунке изображен красным цветом). Хромофор находится близко к геометрическому центру цилиндра, приблизительно на середине нерегулярной бета-спирали. Благодаря уникальной структуре белка его хромофор оказывается совершенно изолированным от окружающего молекулу FP растворителя, что позволяет избежать доступа внутрь хромофора молекул кислорода и других веществ и предотвращает диссипацию энергии хромофора путем изомеризации связей или за счет колебательных процессов. В настоящее время имеется несколько десятков представителей флуоресцентных белков (FP) и нефлуоресцирующих хромопротеинов (CP). Идет активный поиск новых представителей этого семейства среди различных видов живых организмов. Актуальной задачей в настоящее время является осмысление связи между структурой флуоресцентных белков и их свойствами (спектры поглощения и флуоресценции, квантовый выход флуоресценции и пр.). 

Предлагаемая ниже задача для курсовой работы является настоящей научной работой и рассчитана на одного\двух студентов. Цель работы - изучить влияние мутаций в белке, в первую очередь, в области микроокружения хромофора, на его структуру и свойства с помощью метода молекулярной динамики. В работе предусматривается использовать разрабатываемую в настоящее время в нашей лаборатории модель DsRed-подобного хромофора (входящего также в состав mRFP1), предназначенную для проведения молекулярно-динамических симуляций в программе GROMACS. 

Теоретические результаты, полученные в данной работе, получат свое экспериментальное воплощение в лаборатории в ходе получения новых мутантов флуоресцентных белков.

ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКАЯ ЗАДАЧА

1. Получить наиболее адекватную модель белка mRFP1, для которого в настоящее время нет трехмерных структур в банке данных PDB. В качестве исходной  предполагается использовать одну из структур DsRed.

2. Изучить динамику микроокружения хромофора для полученной модели mRFP1 и DsRed (водородные связи, взаимное расположение боковых цепей аминокислотных остатков, статистика расстояний между функциональными группами и т.д.) 

3. Попробовать оценить адекватность используемой модели путем сравнения полученных данных с исходной структурой DsRed и анализа литературы по флуоресцентным белкам. Подобрать наиболее подходящие параметры для проведения последующих симуляций

4. Получить ряд моделей мутантных форм mRFP1 с аминокислотными заменами в окружении хромофора, используя данные по известным мутантам и результаты анализа структуры и данных по молекулярной динамики модели белка.

5. Провести молекулярно-динамические симуляции созданных моделей, проанализировать их результаты (см. п.2). Сделать выводы о возможном влиянии мутаций на свойства белка или о причинах такого влияния (для известных мутантов).

6. Предложить конкретный список мутантов, представляющих интерес, с целью их дальнейшего экспериментального получения и исследования. 
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