
Êîíôåðåíöèÿ ¾Ëîìîíîñîâ 2011¿

Ñåêöèÿ ¾Áèîèíæåíåðèÿ è áèîèíôîðìàòèêà¿

Ðåêîíñòðóêöèÿ N-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà ðåêîìáèíàíòíîãî CAP-áåëêà,

ó÷àñòâóþùåãî â îáíîâëåíèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòêè

Øàðîâ Ãðèãîðèé Ãåðìàíîâè÷

Ñòóäåíò

Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èìåíè Ì.Â. Ëîìîíîñîâà, Áèîëîãè÷åñêèé

ôàêóëüòåò, Ìîñêâà, Ðîññèÿ

E-mail: sharov.grigory@gmail.com

Ïîñëåäíèå íåñêîëüêî ëåò ïðîäîëæàþòñÿ èññëåäîâàíèÿ è îòêðûòèÿ íîâûõ àêòèí-
ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, èãðàþùèõ âàæíåéøóþ ðîëü â ðàáîòå öèòîñêåëåòà ýóêàðèîòè÷å-
ñêîé êëåòêè. Èìåííî îíè îáåñïå÷èâàþò áûñòðóþ îðãàíèçàöèþ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ,
ñïîñîáñòâóÿ îáðàçîâàíèþ ôèáðèëëÿðíîãî F-àêòèíà èç ãëîáóëÿðíîãî G-àêòèíà. Íà äàí-
íûé ìîìåíò èçâåñòíî áîëåå 160 àêòèí-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ. Îäèí èç íèõ, ÑÀÐ (cyclase
associated protein), îòêðûò â 1990 ãîäó è äî ñèõ ïîð íåèçâåñòåí òî÷íûé ìåõàíèçì åãî
ðàáîòû. Ñëîæíîñòü çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ÑÀÐ-áåëîê îáðàçóåò âûñîêîìîëåêóëÿðíûé
êîìïëåêñ, à òî÷íåå íàíîìàøèíó, ñòèìóëèðóþùóþ ñáîðêó è ðàçáîðêó ôèëàìåíòîâ àêòè-
íà. Ðåíòãåíîñòðóêòóðíûé àíàëèç è ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèÿ íå ìîãóò äàòü îòâåò íà âîïðîñ î
åãî ñòðîåíèè. Â ýòîì ñëó÷àå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì èçó÷åíèå ñòðóêòóðû êîìïëåê-
ñà ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè áèîìàêðîìîëåêóë, èñïîëüçîâàííîãî â
äàííîé ðàáîòå.

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëîñü ïîëó÷åíèå òðåõìåðíîé ðåêîíñòðóêöèè N-êîíöåâîãî ôðàã-
ìåíòà ÑÀÐ, îòâåòñòâåííîãî çà îëèãîìåðèçàöèþ è îáðàçîâàíèå âûñîêîìîëåêóëÿðíîãî
êîìïëåêñà.

Áåëîê N-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà ýêñïðåññèðîâàëè â E. coli, î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ àô-
ôèííîé õðîìàòîãðàôèè. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ îáúåìíîé ñòðóêòóðû èñïîëüçîâàëèñü ìèêðî-
ôîòîãðàôèè, ïîëó÷åííûå íà ÒÝÌ FEI ÑÌ-12 (120êÂ, õ60000), îáðàáîòàííûå 2% óðàíèë
àöåòàòîì äëÿ íåãàòèâíîãî êîíòðàñòèðîâàíèÿ. Äëÿ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêè âñåõ èçîá-
ðàæåíèé èñïîëüçîâàëèñü ïðîãðàììû Signature, Chimera, IMAGIC, FReAlign.

Ðåêîíñòðóêöèÿ N-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà ñ His-òàãîì ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîìïëåêñ
N-êîíöåâûõ äîìåíîâ CAP, èìåþùèé ÷àøåâèäíóþ ôîðìó ñ øåñòüþ ïîäâèæíûìè ëå-
ïåñòêàìè. Â ÷àøå ðàñïîëîæåí âåí÷èê, îáðàçîâàííûé ñâîáîäíûì êîíöîì His-òàãà. Ìî-
ëåêóëÿðíàÿ ìàññà êîìïëåêñà ñ ó÷åòîì His-òàãà ñîñòàâëÿåò îêîëî 240êÄà.

Äàëüíåéøèé àíàëèç êîìïëåêñîâ N-êîíöåâûõ äîìåíîâ CAP, î÷èùåííûõ ñ ïîìîùüþ
GST-òàãà, ïîçâîëèë ïîëó÷èòü òðåõìåðíóþ ðåêîíñòðóêöèþ êîìïëåêñà ñ ëó÷øèì ðàçðå-
øåíèåì. Îáùàÿ ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà êîìïëåêñà c GST òàãîì ñîñòàâëÿåò îêîëî 350êÄà.
Ïîëó÷åííûé êîìïëåêñ îáðàçîâûâàë ïåíòàìåð (ïî-âèäèìîìó, èç-çà ñòåðè÷åñêèõ âçàèìî-
äåéñòâèé, îáóñëîâëåííûõ áîëüøèìè ðàçìåðàìè GST-òàãà). Ïðè ñðàâíåíèè äâóõ ðåêîí-
ñòðóêöèé áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áîëüøèé äîìåí ñîîòâåòñòâóåò N-CAP, â òî âðåìÿ êàê âåðõ-
íÿÿ ÷àñòü, êàê ìû ïîëàãàåì, îáðàçîâàíà îñòàòêàìè GST. Èíòåðïðåòàöèÿ ïîëó÷åííûõ
ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëàñü ñ èñïîëüçîâàíèåì äîêèíãà ìîíîìåðîâ N-CAP è GST. Ïîêàçà-
íî, ÷òî äîêèíã äëÿ êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû N-CAP áîëåå òî÷åí â áîëüøóþ ÷àñòü
òðåõìåðíîé ðåêîíñòðóêöèè.

Ðàáîòà ïîääåðæàíà ãðàíòàìè ÐÔÔÈ (08-04-91125) è ÑRDF (RUB1-2918-MO-07).

1


