Влияние фосфата на взаимодействие белка EB1 с микротрубочкой.
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          Микротрубочки (МТ) – это динамические компоненты цитоскелета, состоящие из белка тубулина, который при полимеризации присоединяется к концу МТ в комплексе с гуанозинтрифосфатом (ГТФ). После присоединения тубулина молекула ГТФ гидролизуется до гуанозиндифосфата (ГДФ), высвобождая неорганический фосфат. Таким образом, лишь на растущем конце МТ присутствуют тубулины, связанные с ГТФ,  - так называемая ГТФ-шапочка. Считается, что ГТФ-шапочка защищает микротрубочку от деполимеризации. В живой клетке растущий конец МТ предоставляет сайт связывания для исследуемого нами белка EB1 (Ending Bind protein). Этот белок регулирует полимеризацию МТ в клетке и способствует связыванию других белков, которые не могут автономно распознавать конец МТ [1].
           На сегодняшний день не известно, как именно белок EB1 способен «узнавать» конец МТ. Согласно одной из гипотез, он имеет повышенное сродство к ГТФ-шапочке. По другой гипотезе белок EB1 распознает промежуточную фазу механо-химического цикла, когда гидролиз ГТФ уже произошел, но фосфат еще находится в кармане тубулина. В пользу последней гипотезы говорят данные о том, что максимум интенсивности флуоресценции меченого EB1, в отличие от других концевых белков, находится на расстоянии порядка сотен нм от плюс-конца [2]. Более того, показано, что EB1 лучше связывается с тубулином в комплексе с негидролизуемым аналогом ГТФ (GTPγS), который, вероятно, структурно ближе к ГДФ-фосфату, чем к ГТФ [3] [4]. Если гипотеза о распознавании белком EB1 комплекса «тубулин-ГДФ-фосфат» верна, увеличение концентрации неорганического фосфата должно увеличить размера сайта связывания EB1 МТ. Задача моего исследования –проверить данное предположение.
            Для этого помощью молекулярно-генетических процедур из штамма Rosetta E.coli был выделен белок EB1, меченый зелёным флуоресцентным белком (GFP). Полученный белок был использован для наблюдения его взаимодействия с МТ in vitro с помощью метода TIRF микроскопии (Total Internal Reflection Fluorescence). После подбора оптимальных условий эксперимента, была набрана статистика наблюдений полимеризации МТ при фиксированной концентрации тубулина, белка EB1 и различных концентрациях неорганического фосфата и сульфата (отрицательный контроль). С помощью программы обработки изображений, разработанной на кафедре биофизики физического факультета МГУ, определены размеры сайтов связывания EB1 на конце МТ в зависимости от концентрации неорганического фосфата в растворе. Полученные результаты позволят лучше понять механизм связывания EB1 с МТ, а также структуру плюс-конца МТ, а значит и механизм динамической нестабильности МТ в живой клетке. 
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