Изучение форм распределения концевых белков на микротрубочках
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Микротрубочки – белковые внутриклеточные конструкции, напоминающие трубку, сделанную из протофиламентов – длинных цепочек из белка тубулина. Они динамически нестабильны, что выражается в их постоянном пребывании в фазах роста или укорочения. Микротрубочки участвуют во множестве внутриклеточных процессов. Например, формируют так называемое веретено деления – динамическую систему, обеспечивающую сегрегацию хромосом и деление клетки. Эффективный метод исследования динамики микротрубочек основан на особых концевых белках. Концевые белки включают семейство белков (EB1, EB2, EB3), которые автономно распознают плюс-конец микротрубочки. Этим свойством EB-белки обязаны наличию на конце микротрубочки тубулинов в особом нуклеатином состоянии: в комплексе с молекулой гуанозинтрифосфата (ГТФ) или гуанозиндифосфата (ГДФ) и фосфата [2]. Считается, что именно эта область в особом нуклеатидном состоянии отвечает за стабильность полимеризации микротрубочек [3,4]. В рамках данной работы мы поставили своей целью установить размер этой области, узнаваемой белков EB3 и исследовать кинетику ее формирования/разрушения на протяжении цикла полимеризации микротрубочки в живых клетках.

 Мы использовали клетки 3T3 – мышиные фибробласты, трансфецированные геном, экспрессирующим белок EB3-RFP (End-binding protein – red fluoresence protein), с целью наблюдать за движением белка EB3 на концах микротрубочек.  Были проанализированы 40 видеозаписей клеток длительностью 2 минуты каждая, снятых с помощью метода TIRF-микроскопии (TIRF - Total internal reflection fluorescence). В каждый момент времени распределение интенсивности флуоресценции белка EB3 на микротрубочке несимметрично. Интенсивность выше на плюс-конце микротрубочки и убывает по направлению к телу микротрубочки, вследствие чего профили распределения имеют характерную форму, напоминающую  «кометы», и их принято так называть. Первичная  обработка экспериментальных данных представляла собой поиск подходящих треков белка EB3 в клетках. В итоге отбора было оставлено для последующего анализа 192 кометы. Далее в программе ImageJ строились кимограммы, дающие возможность фиксировать определенный момент времени и профиль интенсивности кометы EB3 в этот момент. После были проведены процедуры выравнивания всех комет в среде Matlab и усреднения по установленным нами критериям. В результате были построены зависимости длины и яркости кометы от ее скорости и  времени существования кометы in vivo. 
Полученные результаты позволили впервые охарактеризовать изменение профиля распределения EB3 с течением времени, а также измерить зависимость размера кометы EB3 в зависимости от скорости роста микротрубочек в живых клетках. Эти данные, особенно в контексте сравнения с опубликованными ранее результатами in vitro экспериментов [1], позволяют лучше понять характер изменения структуры конца микротрубочек во время роста, а следовательно приближают нас к понимаю механизмов динамической нестабильности микротрубочек в живых клетках.
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