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	Номер и наименование направления фундаменталь-ных исследований (по Программе)
	Полученные результаты

(в привязке к ожидаемым результатам)

	57 «Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов, протеомика, биокатализ» (№0115-2014-0037)

	Методом атомно-силовой микроскопии исследованы условия фибриллизации рекомбинантного белка Бенс-Джонса BIF и его мутанта с заменой Asn177 на Ser.

Образование различных агрегатов легкими цепями иммуноглобулинов (белками Бенс-Джонса) сопровождает миеломную нефропатию почек. Белок Бенс-Джонса BIF, образующий фибриллярные агрегаты, имеет наследственную мутацию Asn177Ser. В нашей работе проведен анализ морфологии агрегатов, образованных BIF и его мутантом Asn177Ser в условиях транспортировки белка в кровотоке и его фильтрации в почках. Показано, что во всех случаях формируются фибриллярные агрегационные формы, структура и скорость образования которых зависит от рН и присутствия восстановителей дисульфидных связей. При этом способность образовывать фибриллярные структуры мутантом BIF Asn177Ser наблюдалось только при щелочном рН и в присутствии тиоловых реагентов. 

 (ИБ РАН).

	57 «Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов, протеомика, биокатализ» (№0115-2014-0002)
	Определение пространственной структуры биомолекул на базе кристаллов, обладающих совершенным твиннингом, представляет очень сложную проблему. Причины возникновения подобных кристаллов до сих пор не выяснены и требуют специального исследования. Нами была определена кристаллическая структурa гамма-субъединицы фактора инициации трансляции 2 из археи Sulfolobus solfataricus (SsoIF2гамма) на основе дифракционных данных, характеризующихся совершенным хемиэдральным твиннингом. Был также проведён анализ причин возникновения таких кристаллов. Впервые показана связь между образованием димеров белка под влияниием концентрации соли в кристаллизационном растворе и образованием твиннингованных кристаллов.

Использовавшийся нами кристаллизационный раствор содержал 10-кратный избыток аналога GTP (GDPCP) над белком, однако в полученной структуре нуклеотид найден не был. Построенная модель соответствует апо-форме белка SsoIF2 гамма. Две слегка различающиеся молекулы в асимметричной части элементарной ячейки кристалла связаны некристаллографической осью второго порядка и образуют димер, стабилизированный межмолекулярным гидрофобным ядром и водородными связями. Отсутствие GDPCP в структуре и значительное количественное превышение димеров над мономерами в кристаллизационном растворе дают основания предполагать, что именно димеры, а не мономеры, являются блоками, из которых строится кристалл. В этом случае он содержит два слегка отличающихся противоположно направленных субкристалла, составляющих единый кристалл и связанных операцией симметрии, что и объясняет появление совершенного твиннинга. Сравнение кристаллизационных растворов для апо-форм SsoIF2 гамма, из которых выращены кристаллы как обладающие твиннингом, так и не обладающие им, позволяет предположить, что образование прочных димеров в растворе связано с повышенной концентрацией солей натрия. Так как те же аминокислотные остатки, которые участвуют в межмолекулярном контакте в димере, ответственны и за связывание гамма и альфа субъединиц в гетеротримерном белке, следствием повышения концентрации солей натрия может быть блокирование функции SsoIF2.

Данная работа представляет большой интерес для кристаллографов, сталкивающихся с проблемой совершенного хемиэдрального твиннинга.

 (ИБ РАН).

	57 «Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов, протеомика, биокатализ» (№0115-2014-0003)
	 Выбраны оптимальные места пептидных вставок для модификации поверхности жгутиков археи Haloferax volcanii.

Впервые выявлено явление адгезии клеток археи Haloferax volcanii к поверхности стеклянной колбы. Сделано предположение, что обнаруженные нами ТАТ-нити Haloferax volcanii играют в этом явлении ключевую роль. (ИБ РАН).

	58. «Молекулярная генетика, механизмы реализации генетической информации, биоинженерия» (№0115-2014-0004)
	1. Недавно нами описано новое явление, наблюдаемое в процессе трансляции в эукариотической бесклеточной системе: сопряжение инициации и терминации на разных молекулах мРНК. В настоящей работе мы показали, что эффект сопряжения проявляется при любом способе инициации. Были исследованы мРНК с лидерными последовательностями, отличающимися друг от друга требованием к набору белковых факторов для успешной инициации трансляции. Эффект сопряжения инициации и терминации оставался явно выраженным даже в том случае, когда для инициации трансляции белковые факторы не требуются вовсе – при использовании в качестве лидерной последовательности межгенного IRES (Internal Ribosome Entry Site) РНК вируса паралича сверчка. Не сказывалось на сопряжении терминации и инициации и присутствие хиппуристанола – ингибитора фактора eIF4A, необходимого для стадии сканирования (поиска инициаторного кодона). Таким образом, сопряжение первого и последнего этапов эукариотической трансляции не зависит от стадии сканирования лидерной последовательности мРНК, а также от присутствия инициаторной тРНК и фактора eIF2. Полученные результаты позволяют предположить, что факторы инициации не вовлечены в механизм сопряжения.
2.Многие геномные РНК вирусов растений содержат на 3' конце усилители кэп-независимой трансляции (3'CITE). Изучение механизмов действия 3'CITE важно для понимания универсальных механизмов инициации трансляции у эукариот. РНК-2 вируса деформирующей мозаики гороха (PEMV2) содержит три 3′CITE различного типа, в отличие от других 3′CITE-содержащих +РНК вирусов растений, имеющих лишь одну такую последовательность. Было показано in vivo и in vitro, что основными 3'CITE-усилителями трансляции являются PTE, который связывает факторы инициации, и Kl-TSS, отвечающий за взаимодействие с 5'-концом РНК. Также нами выявлено, что PEMV2 РНК эффективно конкурирует в трансляции с кэпированной и полиаденилированной клеточной мРНК, подавляя ее синтез.
С помощью седиментационного анализа транслирующих PEMV2 РНК полирибосом обнаружено, что усиление трансляции вирусной РНК 3'CITE не является результатом увеличения скорости инициации, а отражает вовлечение большего числа вирусных РНК в трансляцию. Это наблюдение было подтверждено данными тупринтинга. Таким образом выявлено, что молекулы РНК PEMV2 рекрутируют рибосомы с гораздо меньшей частотой, чем кэпированные клеточные мРНК или мРНК с 5'-концевыми вирусными усилителями трансляции. Мы предложили модель механизма поддержания низкой скорости инициации на РНК PEMV2, оптимальной для обеспечения периодических запрограммированных сдвигов рамки считывания и синтеза вирусной РНК-зависимой РНК полимеразы. 
(ИБ РАН). 

	58. «Молекулярная генетика, механизмы реализации генетической информации, биоинженерия» (№0115-2014-0005)
	  Обнаружено, что связанный в рибосомном туннеле эритромицин не ингибирует синтез 29-членного олигофенилаланинового пептида с метионином в N-концевом положении (fMet-Phe29), но останавливает трансляцию следующих за фенилаланиновыми кодонов, кодирующих гетерополимерную белковую последовательность. Этот результат позволяет отвергнуть гипотезу о наличии альтернативного пути для растущего полифенилаланинового пептида внутри рибосомы. (ИБ РАН).

	58. «Молекулярная генетика, механизмы реализации генетической информации, биоинженерия» (№0115-2014-0006)
	Проверена способность рибосом Escherichia coli, содержащих белок L5 делецией петли β2-β3 (∆S73-R80), осуществлять некоторые базовые стадии процесса трансляции in vitro. Показано, что эффективность образования пептидной связи мутантными рибосомами практически не изменяется в сравнении с контрольными рибосомами, так же как стабильность связывания пептидил-тРНК с А- и Р-участками рибосомы. Установлено, что количество транслоцированной из А-участка в Р-участок пептидил-тРНК в случае мутантных рибосом меньше в два раза в сравнении с контрольными рибосомами (пуромициновая реакция). Методом спектрометрии остановленного потока исследована престационарная кинетика реакции транслокации контрольных и мутантных рибосом с использованием различных флуоресцентно меченных лигандов. Полученные данные свидетельствуют о том, что, несмотря на то, что скорость транслокации в случае мутантных рибосом практически не изменяется в сравнении с контрольными рибосомами, укорочение петли β2-β3 белка L5, по-видимому, приводит к нарушению конформационных перестроек в рибосоме после перемещения тРНК-мРНК комплекса. (ИБ РАН). 

	58. «Молекулярная генетика, механизмы реализации генетической информации, биоинженерия» (№0115-2014-0007)
	Ранее были получены рекомбинантные вектора на основе экспрессионного вектора pAC28-Luc, содержащие под регуляцией промотора фага Т7 ген для одного из компонентов головки фага Т5 и часть следующего за ним гена, слитого в единой рамке считывания с геном люциферазы. Следует отметить, что регуляторные элементы, последовательность Шайна-Дальгарно и расстояние до стартового кодона, для каждого из генов сохранялась, как в фаге Т5 дикого типа. Анализ кинетики экспрессии таких генетических конструкций методами SDS-гель-электрофореза и биолюминисценции позволил показать, что количества основных компонентов зрелой фаговой головки, синтезируемых во время развития фага, по-видимому, регулируются на уровне эффективности трансляции генов для каждого из них (Рис. 1). Кроме того, был проведен анализ синтеза протеазы предшественника основного белка головки (php) во время развития фагов Т5 дикого типа и Т5dec_am1, содержащего амбер-мутацию в гене декорирующего белка, методом вестерн-блоттинга. В результате было подтверждено, что амбер-мутация в гене декорирующего белка блокирует экспрессию следующего за ним гена протеазы (Рис. 2). Кроме того, впервые продемонстрировано, что процессинг протеазы фага Т5 происходит в несколько промежуточных стадий.

 (ИБ РАН).

	58. «Молекулярная генетика, механизмы реализации генетической информации, биоинженерия» (№0115-2014-0008)
	1. Методом геномного редактирования CRISPR/Cas9 получена новая клеточная линия HEK293Т delYB-1, не экспрессирующая белок YB-1. Эта клеточная линия характеризуется пониженной скоростью деления, которая восстанавливается при экспрессии YB-1 с плазмиды.

Ранее нами уже были получены клетки HEK293Т delYB-1, не экспрессирующие белок YB-1. Однако в ходе работы выяснилось, что восстановление синтеза YB-1 в этих клетках экспрессией с плазмиды не приводит к восстановлению некоторых свойств клеток, экспрессирующих YB-1. Например, не произошло восстановления транскрипции некоторых генов. Как выяснилось, это произошло из-за делеции небольшого участка X-хромосомы у отобранного клона, не экспрессирующего YB-1. Из-за подобных явлений трудно говорить об эффекте именно отсутствия YB-1 на те или иные свойства клеток. Таким образом, мы пришли к выводу, что, во-первых, для получения нокаутной линии клеток предварительно необходимо получить отдельный клон клеток HEK293T из исходной популяции клеток HEK293T. Дело в том, что любая лабораторная популяция клеток гетерогенна. Это осложняется еще и тем, что часть популяции генетически нестабильна. Поскольку при получении линии без исследуемого белка имеется этап клонирования, то итоговая клеточная линия  является «потомком» одной клетки со всеми присущими ей свойствами, а не целой популяции. Поэтому предпочтительно получать клеточную линию без исследуемого белка именно из такой, «предварительно клонированной», клеточной линии, а не из гетерогенной популяции клеток. Во-вторых, для опытов с клетками, не экспрессирующими YB-1, необходимы контрольные эксперименты с этими же клетками с восстановлением синтеза YB-1 (например, за счет дополнительной экспрессии белка с плазмиды). 

В этом году была получена контрольная линия HEK293T (из единичной клетки), на основе этой линии методом геномного редактирования с помощью системы CRISPR/Cas9 была получена новая клеточная линия HEK293T, не экспрессирующая YB-1. Эти клетки характеризовались пониженной скоростью деления. Важно, что дополнительная экспрессия YB-1 с плазмиды в этих клетках привела к полному восстановлению скорости деления клеток (Рис. 1). Уровень общей трансляции в этих клетках падал слабо, что было показано методом метаболического мечения вновь синтезируемого белка флюоресцентной меткой. 

Найдены потенциальные регуляторы (транскрипционные факторы), взаимодействующие с промоторной областью гена YB-1, в том числе участвующие в регуляции циркадных ритмов (ARNTL), в  ответе на ростовые стимулы (Krüppel-подобные), и потенциально вовлеченные в mTOR-зависимую регуляцию трансляции (E2F, YY1).

Механизмам регуляции транскрипции гена YB-1 (YBX1) в литературе уделяется незаслуженно мало внимания. Так, например, анализ промоторной области этого гена проводился более 20 лет назад. С тех пор репертуар известных последовательностей, связываемых транскрипционными факторами, вырос более чем на порядок, в связи с чем мы решили заполнить этот пробел. Для обнаружения потенциальных транскрипционных регуляторов (факторов транскрипции) был проведен систематический анализ последовательности промоторной области гена YB-1. В качестве промоторной области была взята последовательность [от -400 до +100 п.н.] в окрестностях старта транскрипции. В качестве позиции старта транскрипции был выбран мажорный старт по данным FANTOM5 (Forrest et al., 2014), воспроизводимый в большинстве клеточных линий. Сайты связывания транскрипционных факторов были предсказаны с помощью программы SPRY-SARUS (autosome.ru/ChIPMunk) и коллекции мотивов сайтов связывания транскрипционных факторов человека HOCOMOCO (Kulakovskiy et al., 2016). Кроме описанных ранее регуляторов транскрипции GATA, TWIST и Max, нам удалось обнаружить места для связывания транскрипционных факторов семейств NFY (NFYA, KLF15, SP1, SP2), bHLH-ZIP-подобных белков (SREBF1, SREBF2, TFE3, TFEB, USF1, USF2), RFX-подобных белков (RFX1, RFX2, RFX3), E2F-подобных белков (E2F1, E2F2, E2F3, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7) и ряда других транскрипционных факторов (ARNTL, EBF1, EVI1, MAZ, YY1).  Стоит отметить, что наличие множественных GC-богатых сайтов связывания Krüppel-подобных белков позволяет предположить, что транскрипция гена YB‑1 должна строго контролироваться при ростовых стимулах и апоптозе, а также регулироваться метилированием хроматина. Известно, что при воспалительных и раковых заболеваниях наблюдается увеличение количества мРНК YB-1. Можно предположить, что данное явление может быть следствием нарушения количества и модификаций Krüppel-подобных белков, которые часто наблюдаются при раковой трансформации. Кроме того, в промоторной области YB-1 был найден сайт связывания главного транскрипционного регулятора циркадных ритмов ARNTL; данное наблюдение хорошо согласуется с обнаруженными недавно суточными колебаниями количества белка YB-1 у Danio rerio. Отдельно стоит отметить транскрипционные факторы семейств E2F и YY-1. Они стимулируют транскрипцию своих мишеней в ответ на ростовые стимулы и активацию mTOR-киназы. Кроме того, сайтами их связывания обогащены промоторные области генов, трансляция мРНК которых чувствительна к ростовым стимулам и ингибированию mTOR-киназы. Это позволяет предположить скоординированный mTOR-зависимый механизм регуляции транскрипции и трансляции для YB-1.  

За отчетный период были получены конструкции, содержащие кДНК белков с доменами холодового шока Lin28A и CSDE1 в векторах pET22b и pET28a для экспрессии в E.coli. Производился подбор условий индукции синтеза этих белков в E.coli. Подобраны условия экспрессии белка CSDE1 и разработан метод его выделения.

Белки Lin28A и CSDE1 входят в группу белков с доменом холодового шока. Это консервативный ДНК- и РНК-связывающий домен, встречающийся во многих белках про- и эукариот. Lin28A содержит один такой домен, а CSDE1 – 9. Основным объектом изучения в нашей лаборатории является белок YB-1, который также содержит домен холодового шока. Известно, что YB-1 участвует в широком спектре внутриклеточных процессов: репарации ДНК, регуляции транскрипции и трансляции, сплайсинге пре-мРНК. Сравнивая in vitro и in vivo влияние YB-1 на различные процессы с влиянием других белков с доменом холодового шока, можно понять, какие эффекты определяются наличием домена холодового шока, а какие – уникальны для белка YB-1. Для этого необходимо получить другие белки, содержащие домен холодового шока. 

Мы выбрали Lin28A, один из наиболее известных белков млекопитающих с доменом холодового шока, и CSDE1, содержащий 9 таких доменов, отличающихся по последовательности.

Для получения кДНК Lin28A и CSDE1 была проведена обратная транскрипция с препарата тотальной РНК клеток HEK293T со специфичными праймерами. Затем были проведены ПЦР (для наработки кДНК) и лигирование полученной кДНК в векторы для экспрессии в E.coli pET22b и pET28a. pET22b содержит ген устойчивости к ампициллину, а pET28a – к канамицину. Клонирование в два разных вектора осуществлялось потому, что наш опыт и данные литературы свидетельствуют о том, что в некоторых случаях тип антибиотика, устойчивость к которому обеспечивается плазмидой, может влиять на конечный выход белка. Таким образом, были получены конструкции, содержащие кДНК Lin28A и CSDE1 в векторах для экспрессии в E.coli pET22b и pET28a с последовательностью, кодирующей гексагистидиновый довесок на N- (pET28a) или С- конце (pET22b)  белка. Полученные конструкции были проверены секвенированием.

Этими плазмидами трансформировали клетки E.coli BL21(DE3)pLysS. Клетки выращивали до оптической плотности OD600 0,5, после чего добавляли индуктор и растили культуру еще 4 часа. Ни с одной из конструкций не удалось добиться индукции Lin28A, в случае CSDE1 удалось получить индукцию на уровне мажорных белков E.coli.

Биомассу E.coli после индукции CSDE1 разрушали, клеточные обломки удаляли центрифугированием, а супернатант подвергали металл-хелатной хроматографии. Белок смывали с колонки буфером, содержащим 200 мМ имидазола. В результате удалось получить 550 мкг белка CSDE1 из 6 г биомассы клеток E.coli. 

 (ИБ РАН).

	60 "Клеточная биология. Теоретические основы клеточных технологий
(0115-2014-0009)
	1. Разработана экспериментальная модель, основаная на анализе со-осаждения митохондрий, изолированных из печени крысы, с очищенным рекомбинантным виментином, экспрессированным в бактериях. 

2. Показано, что за связывание с митохондриями отвечает N-конец виментина. 

3. Обнаружена протеолитическая активность, связанная с митохондриями, которая приводит к частичной деградации виментина. 

 (ИБ РАН).

	60 "Клеточная биология. Теоретические основы клеточных технологий
(0115-2014-0010)


	Проанализирована подвижность крысиных фибробластов REF52 после разрушения в них гена виментина при помощи системы CRISPR/Cas9. Показано, что нокаут виментина не влияет на среднюю скорость миграции клеток, в то время как направленность движения клеток была сильно подавлена.   (ИБ РАН). 

	60 "Клеточная биология. Теоретические основы клеточных технологий (№0115-2014-0011)
	Проведен анализ взаимодействия рибосомного белка RpL22e с клеточными микротрубочками. Установлена константа диссоциации - 1,3 µM, которая оказалась сопоставимой с константами диссоциации специфических белков, ассоциированных с микротрубочками. Показано, что RpL22e может диффундировать вдоль микротрубочек. С помощью компьютерного моделирования установлено, что одномерная диффузия белка вдоль микротрубочек может способствовать его перемещению на значительные расстояния в клетке. 

Проведено исследование растительной протеинкиназы IREH1 из Arabidopsis. Биоинформатическими методами показано, что IREH1 сходна с ассоциированными с микротрубочками киназами MAST из млекопитающих. Обнаружено, что при эктопической экспрессии в клетках млекопитающих IREH1 связывается с центросомой через свой структурный домен. При этом не удалось обнаружить связывания IREH1 с тубулином микротрубочек. 

Выполнен анализ литературных данных, касающихся взаимодействия белков аппарата трансляции с микротрубочками. Достоверно показано связывание с микротрубочками  свободных рибосомных белков RpS3, RpSA, RpL11, RpL22, RpL41. Избирательное взаимодействие некоторых мРНК с разнообразными моторными белками микротрубочек через белки-посредники, узнающие определенные последовательности в мРНК, свидетельствует об участии микротрубочкового цитоскелета в регуляции экспрессии генов через локальную трансляцию мРНК. (ИБ РАН). 

	61 "Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Био-информатика".
‘Исследование механических и агрегационных свойств белков” (№0115-2014-0012)
	Нами проведено сравнительное исследование трёх доменов спектрина с точки зрения их механической стабильности. Несмотря на структурное сходство этих доменов, R15 домен менее механически стабилен, чем R16, который в свою очередь менее механически стабилен, чем R17.
Спектрины относятся к классу многодоменных белков, у которых каждый домен состоит из трёх α-спиралей. Эти белки выполняют жизненно важные функции в многоклеточных организмах и имеют потенциальное значение в качестве рабочих блоков для нанотехнологии. Поэтому, изучение таких многодоменных белков является важной и актуальной задачей. Несмотря на то, что на сегодняшний день опубликовано множество как экспериментальных, так и теоретических работ, посвящённых изучению белков данного семейства, мы являемся первыми, кто провёл сравнительное исследование этих доменов спектрина с точки зрения их механической стабильности. Для этого было проведено молекулярно-динамическое (МД) моделирование растяжения за концы трёх доменов R15, R16 и R17 белка α-спектрина из мозга курицы под действием постоянной скорости (0.01, 0.05 и 0.1 Å/пс) и постоянной силы (700 and 900 пН) при температуре 300 К. Для получения статистически значимых результатов вычислительные эксперименты были повторены по 8 раз для каждой скорости и силы растяжения. Таким образом, из анализа 114 независимых МД траекторий следует, что, несмотря на структурное сходство этих доменов, R15 домен менее механически стабилен, чем R16, который в свою очередь менее механически стабилен, чем R17 (см. Рис. 1). А также, что R15 домен разворачивается быстрее, чем R16, который в свою очередь разворачивается быстрее, чем R17 (см. Рис. 1В). Эти данные подтверждают полученный нами ранее результат, что чем менее механически стабилен белок, тем выше его скорость сворачивания. Большая механическая стабильность R16 и R17 доменов спектрина может объясняться тем, что в этих доменах присутствует больше аминокислотных остатков, вовлечённых в ароматические кластеры (у R15 их 4, R16 – 5 и R17 – 7), и эти домены более структурированные (средняя вероятность для остатка быть неструктурированным равна 0.59 для R15, 0.49 для R16  и 0.38 для R17) по сравнению с R15 доменом. 
Было рассмотрено 231832 белковых цепей из банка белковых структур. После кластеризации на уровне 100 % идентичности осталось 61569 цепей. На уровне 75% - 32456, и на уровне 5% - 10137 белковых цепей. Ведётся разработка сервера, пока не закончена: 

http://skuld.protres.ru/cluster_pdb/index.php 

 На основе кристаллических структур и молекулярных моделей комплексов актина с белками-партнерами была составлена подробная карта аминокислотных остатков, принимающих участие в данных взаимодействиях. С помощью ВЭЖХ-масс-спектрометрического анализа установлены участки аминокислотной последовательности актина, участвующие в формировании остова актиновой фибриллы.

Актин ( важнейший компонент цитоскелета ( участвует во множестве белок-белковых взаимодействий. В настоящей работе на основе кристаллических структур и молекулярных моделей комплексов актина с белками-партнерами мы составили подробную карту аминокислотных остатков, принимающих участие в данных взаимодействиях, а также формирующих АТР-связывающий центр мономера актина. Кроме того, с помощью ВЭЖХ-масс-спектрометрического анализа установлены участки аминокислотной последовательности актина, участвующие в формировании остова актиновой фибриллы. Биоинформатический анализ показал, что данные участки содержат амилоидогенные аминокислотные остатки и расположены в С-концевом регионе и в шарнирной области, соединяющей субдомены 1 и 3. Полученные данные применимы для актина хордовых, поскольку множественное выравнивание показало высокую консервативность аминокислотных последовательностей. В свою очередь сравнение актина хордовых с бактериальными гомологами выявило наличие множества аминокислотных замен и вставок.

 Для трёх амилоидогенных фрагментов Аβ пептида было проведено изучение процесса амилоидообразования и показано, что основным строительным блоком является олигомер. 

С помощью биоинформатических методов исследования в Аβ1-42 пептиде были определены амилоидогенные участки Аβ16-25, Аβ31-40 и Аβ33-42, отвечающие за формирование фибрилл. Фрагменты были синтезированы, качество препаратов проверено с помощью масс-спектрометрического анализа. Для исследования их амилоидогенных свойств были применены методы флуоресцентной спектроскопии, электронной микроскопии, рентгеноструктурного анализа (РСА) и метод структурного моделирования. Все три фрагмента формируют полимеры разной морфологии: Аβ31-40 пептид формирует ленты и пучки, Аβ33-42 пептид жгуты разного диаметра, а Аβ16-25 полимеризуется в виде пленок. Согласно данным рентгеноструктурного анализа все три фрагмента  показывают наличие кросс-β структуры. Согласно анализу экспериментальных данных и структурное моделирование позволило заключить, что основным строительным блоком при формировании фибрилл всеми тремя пептидами является кольцевой олигомер. Взаимодействие кольцевых олигомеров различным образом приводит к формированию полимеров разной морфологии. На основании совокупности данных предложена новая модель фибриллобразования.

 (ИБ РАН)

	61 "Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Био-информатика". (№0115-2014-0013)
	В  глобулярных белках обнаружен новый повторяющийся структурный модуль, названный П-модулем. Обнаружены и изучены также уникальные комбинации П-модулей с βαβ-единицами, β-шпильками, S- и Z-образными β-листами.

В общем виде структура П-модуля может быть представлена как β-тяж–переходная петля–β-тяж, элементы которого образуют в пространстве укладку цепи, напоминающую букву “П” или скобу. В отличие от β-шпильки, β-тяжи П-модуля водородных связей между собой не образуют, но образуют их с дополнительными β-тяжами, которые расположены между β-тяжами П-модуля в общем β-слое. П-модули могут быть правыми и левыми. Если смотреть на П-модули со стороны переходных петель, которые проходят над центральнымиβ-тяжами β-слоев, то в правых П-модулях ход цепи от N- к C-концу осуществляется по часовой стрелке, а в левых – против часовой стрелки.

По-видимому, П-модуль сам по себе нестабилен, однако в комбинациях с βαβ-единицами, S- и Z-образными β-листами и β-шпильками он образует компактные структуры с повышенной кооперативностью и стабильностью. Эти структуры имеют уникальные укладки полипептидной цепи  и могут быть зародышами и/или готовыми структурными блоками в процессе сворачивания белков. В работе также проведен детальный анализ, который позволил установить необходимые условия образования этих структурных мотивов: в определенных ключевых позициях их аминокислотных последовательностей должны находиться гидрофобные и гидрофильные остатки, а также глицины и пролины.

 (ИБ РАН).

	61 "Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Био-информатика". «Тема №61.в. Экспериментальные и теоретические исследования процессов спонтанного и шаперон-ассистируемого сворачивания белков, а также их агрегации (№0115-2014-0014)»

	Проведено сравнение амилоидообразования апомиоглобина в денатурирующих и неденатурирующих условиях

К настоящему времени остается неисследованным вопрос о зависимости амилоидообразование белков от условий среды. Для ответа на него мы сравнили агрегацию апомиоглобина при рН 5.5 (где нет денатурации мономерного белка), и при рН 3 (где наблюдается денатурация белка до развернутого состояния). Показано, что фибриллы, формирующиеся в различных условиях, обладают сходной морфологией, но содержание кросс-β-структуры в амилоидах, образующихся при рН 3, несколько выше, чем в фибриллах, образующихся при рН 5.5. Кинетические данные свидетельствуют о том, что при рН 5.5 скорость амилоидообразования не зависит от концентрации белка в исследованном диапазоне. Это указывает на то, что стадией, лимитирующей скорость агрегации, является реакция нулевого порядка, вероятно, конформационная (с образованием кросс-β-структуры) перестройка в агрегатах. В отличие от этого, при рН 3 наблюдается зависимость скорости агрегации от концентрации апомиоглобина, и, следовательно, стадией, определяющей скорость амилоидообразования, является ассоциация молекул белка. Полученные данные указывают на важность условий агрегации для кинетики амилоидообразования.

Для изготовления конструкции «тиоредоксин-альбебетин» был получен альбебетин с заменами цистеинов на серины; он более склонен к амилоидной агрегации, чем альбебетин.

Амилоидообразование альбебетина (ABB) чувствительно к завязыванию дисульфидной связи между двумя цистеинами в его последовательности. Причём эта связь может быть как внутри- так и межмолекулярной. Добавление агентов, разрывающих дисульфидные связи (DTT, бета-меркаптоэтанол и др.), значительно ускоряет процесс амилоидообразования АВВ. Для того, чтобы избежать возможных артефактов, связанных с описанным выше свойством АВВ, нами была спроектирована и получена мутантная форма альбебетина с заменами цистеинов на серин (ABB CS). Исследование показало, что ABB CS более склонен к амилоидной агрегации и, что ожидаемо, не чувствителен к присутствию или отсутствию агентов, разрывающих дисульфидные связи. При этом зависимость процесса амилоидообразования ABB CS от таких условий как температура, рН и ионная сила сходна с таковой для исходного ABB.

Разработан метод, позволяющий различать конформационные  состояния белков, отличающиеся по степени доступности участков полипептидной цепи для дейтеро-водородного обмена.  

Методом дейтеро-водородного обмена и масс-спектрометрического анализа изучалась тепловая денатурация  цитохрома С при различных pH раствора. Было показано, что тепловая денатурация белка сопровождается небольшим увеличением флуктуаций полипептидной цепи в диапазоне значений рН от 4 до 5 при увеличении  температуры от 35° до 55°С (среднее число обменявшихся протонов меняется от 83 до 90) . При дальнейшем увеличении температуры до 75°С происходит существенное увеличение доступности полипептидной цепи растворителю (число обменявшихся протонов возрастает до 120). Температура полуперехода при этом составляет 63±3°С. При рН 3 различие среднего числа обменявшихся протонов при комнатной температуре и при высоких температурах меньше, 110 и 130, соответственно. В то же время, точка полу перехода смещается в район 45°С. Полученные нами результаты хорошо согласуются с полученными ранее в лаборатории П.Л. Привалова.

Оптимизировано новое силовое поле, включающее многочастичные невалентные взаимодействия. С помощью нового подхода к вычислению конфигурационной энтропии рассчитаны энтропии связывания молекул кристаллами и константы диссоциации молекул из кристалла в пар.

Для успешного предсказания констант диссоциации и ассоциации (белка и лиганда, молекулы и кристалла, мономера и амилоидной фибриллы и т.п.) необходимо правильно вычислять как энтальпию, так и энтропию связывания. Обычно обе эти величины вычисляют с помощью молекулярной динамики, причём именно на расчёт энтропии связывания тратится большая часть времени. Нами предложен альтернативный подход, позволяющий вычислять энтропию связывания быстро и просто. Он основан на рассмотрении процесса обратимой диссоциации молекул из кристаллов и количественной оценке подвижности связанных в кристалле молекул. Теоретически рассчитанные величины хорошо согласуются с соответствующими экспериментальными данными: корреляция вычисленных величин с экспериментальными составляет 94% для энтропии связывания и 95% для констант диссоциации.

Проведено успешное сравнение с опытом обобщённой теории сворачивания/разворачивания белковых молекул.

Способность белков спонтанно формировать свои пространственные структуры – давняя загадка молекулярной биологии. Нами построены физические теории оценки времени преодоления свободно-энергетического барьера, разделяющего глобулярные нативные (N) и развернутые (U) состояния белковых цепей, – как в направлении "от U к N", так и "от N к U"; они находятся в хорошем согласии с опытом. Комплементарный (к теории скоростей переходов) анализ числа компактных, т.е. более или менее стабильных укладок вторичных структур цепи (которые нужно, идя "от U к N", перебрать в поисках наиболее стабильной структуры белка), очерчивает – тоже в хорошем согласии с опытом – зависящий от размера белка верхний предел времени сворачивания для однодоменных глобулярных белков. 

 (ИБ РАН).

	61 "Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Био-информатика".
	Установлена роль различных структурных элементов белка и замен аминокислот на процесс формирования различных состояний апомиоглобина.  Исследовано равновесное разворачивание и кинетические процессы сворачивания/разворачивания более десяти мутантных форм белка различными физико-химическими методами (круговой дихроизм, флуоресценция, калориметрия). Установлено, что заменами нескольких аминокислот на поверхности белка можно стабилизировать апомиоглобин. Показано, что одиночной заменой аминокислоты можно повлиять исключительно на переходное состояние глобулярного белка (высоту энергетического барьера), не повлияв при этом на свободные энергии нативного, промежуточного и развернутого состояний.
Исследовано влияние мутаций на структурные особенности нативного состояния зеленого флуоресцентного белка и гидратацию (компактность) двух его переходных и промежуточных состояний. В результате получены данные о последовательности разрушения структурных элементов зеленого флуоресцентного белка, о влиянии мутаций на компактность и гидратированность переходных состояний этого белка, о формировании изоформ зеленого флуоресцентного белка. 
Исследована стабильность и скорости сворачивания/разворачивания белка карбоксиангидразы и ее мутантных форм. Показано, что результаты, полученные в равновесных экспериментах методом спектроскопии высокого разрешения (исследовалось время жизни триптофановых аминокислотных остатков в возбужденном состоянии) хорошо согласуются с кинетическими данными (получены методом КД и диффузной флуоресценции). В результате получено подтверждение о том что, по крайней мере, для этого белка «кинетические» и «равновесные» промежуточные состояния обладают одинаковыми свойствами.  (ИБ РАН) 

	61 "Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Био-информатика". (№0115-2014-0001)
	Для изучения роли воды в поддержании нативной структуры биологически важных макромолекул проведено изучение стабильности структуры малых глобулярных белков (лизоцим, карбоангидраза) в высококонцентрированных растворах ряда органических растворителей. Показано, что поддержание глобулярной структуры модельных белков в некоторых случаях возможно при полном отсутствии воды, причем стабильность структуры в этих случаях может практически не отличаться от стабильности в водных растворах. Причины такого поведения не полностью ясны и явление требует дальнейшего изучения.  (ИБ РАН).

	62«Биотехнология» (№0115-2014-0017)
	C применением ранее разработанных планарных биочипов получено шесть стабильных эукариотических клеточных линий клональной чистоты, несущих чужеродный ген зеленого флуоресцентного белка (GFP) в хромосомной ДНК (ИБ РАН).

	I.7П Молекулярная и клеточная биология.  (№0115-2014-0038)                                
	I. Уточнена структура архейной 50S рибосомной субчастицы из Haloarcula marismortui в районе L1-выступа; выявлен функционально-важный участок cгибания во фрагменте 23S рРНК, связывающем белок L1. 
Впервые определена кристаллическая структура фрагмента 23S рРНК из археи Haloarcula marismortui (Hma), связывающего рибосомный белок L1. Модель комплекса белка HmaL1 с данным фрагментом рРНК инкорпорирована в структуру рибосомной 50S субчастицы H. marismortui (Рис. 1). Сравнение относительных позиций L1-выступа в 50S субчастицах H. marismortui и T. Thermophilus выявило в L1-связывающих фрагментах рРНК участок, который изгибается при функционировании рибосомы. Этот результат важен для понимания механизма функционирования рибосом.
( ИБ РАН)

	I.7П Молекулярная и клеточная биология.  (№0115-2014-0040)                                
	Для исследования влияния фосфорилирования YB-1 на его транспорт в клеточное ядро получены генетические конструкции на основе вектора рЕТ-3-1, кодирующие белок HA-YB-1 с мутациями в сайтах фосфорилирования (T80A, T80D, S102A, S102D), для экспрессии в E.coli. 

Для изучения транспорта белков в ядро и его регуляции мы используем модельную систему ядерного импорта из пермеабилизованных клеток HeLa, а для изучения влияния фосфорилирования на транспорт белка YB-1 в этой системе мы предполагаем использовать белки с заменами в сайтах фосфорилирования, имитирующие фосфорилированное или дефосфорилированное состояние белка. Замена треонина или серина на аланин имитирует дефосфорилированное состояние белка, а замена на аспарагиновую кислоту имитирует фосфорилированное состояние. Таким образом, анализируя внутриклеточное распределение мутантных форм белка в эукариотических клетках, можно будет сделать вывод о влиянии фосфорилирования на ядерный импорт белка YB-1.

Для выделения НА-YB-1 с аминокислотными заменами были получены генетические конструкции pET-3-1-HA-YB-1 (T80A), pET-3-1-HA-YB-1 (T80D), pET-3-1-HA-YB-1 (S102A), pET-3-1-HA-YB-1 (S102D). Наличие мутации подтверждено секвенированием.

	I.7П Молекулярная и клеточная биология.  (№0115-2014-0042)                                
	В данной работе мы исследовали распространенность белков, содержащих различные белковые домены внутри семейства ДНК-связывающих белков с доменом холодого шока. Все архейные белки содержат по одной копии S1 домена, в то время как в эукариотических белках это число меняется от 1 до 15, и коррелирует с длиной белка. 

На настоящий момент, в базе данных структурной классификации белков SCOP в большом классе β-белков различают 174 различные укладки, одна из которых, представляющая собой β-баррель из 5 антипараллельных β-участков и одной α-спирали, была названа ОБ-укладкой. Все белки, содержащие в своем составе ОБ-укладку, делят на 16 различных суперсемейств, отличающихся функционально (SCOP). Самым многочисленным из них является суперсемейство белков, связывающих нуклеиновые кислоты (nucleic acid-binding proteins superfamily). В данной работе мы исследовали распространенность белков, содержащих различные белковые домены (различные доменные профили согласно базе данных Prosite) внутри семейства ДНК-связывающих белков с доменом холодого шока. Все архейные белки содержат по одной копии S1 домена, в то время как в эукариотических белках это число меняется от 1 до 15, и коррелирует с длиной белка. В бактериальных белках число повторов не превышает 6 вне зависимости от длины белка. Такая большая вариативность числа повторов S1 домена как одного из структурных вариантов ОБ-укладки является отличительной особенностью именно белков, содержащих S1 домен. Белки других семейств и суперсемейств имеют либо один домен ОБ-укладки, либо меняющиеся в малом диапазоне число повторов этого домена. Среди бактериальных белков, содержащих S1 домен, наиболее распространены полинуклеотидфосфорилаза (PNPase), рибонуклеазы (RNase R, RNase E, RNase G), транскрипционный фактор NusA и семейство рибосомных белков S1.

Нами проведён анализ скоростей разворачивания для 108 белков с известными экспериментальным данным. Найдены структурные параметры, с которыми неплохо коррелирует скорость разворачивания. Таким параметром оказался абсолютный порядок контактов для белков, имеющих простую одностадийную кинетику, и длина белка для белков, сворачивающихся по многостадийному механизму.

Мы рассмотрели базу данных, состоящую из 108 белков. Среди них 38 белков сворачиваются по многостадийному механизму, а 70 белков имеют простую одностадийную кинетику, переход между двумя состояниями. Все эти белки имеют экспериментально измеренные скорости сворачивания и разворачивания. Данные для скоростей сворачивания и разворачивания и структурные параметры белков были взяты с сайтов http://kineticdb.protres.ru и http://phys.protres.ru/resources/compact.html. Из проведённого нами анализа получилось, что корреляция между скоростями разворачивания и сворачивания составляет 0,79 (для всех белков). Из этого можно предположить, что чем быстрее белок сворачивается, тем быстрее он разворачивается и наоборот. Найдены структурные параметры, с которыми неплохо коррелирует скорость разворачивания. Таким параметром оказался абсолютный порядок контактов для белков, имеющих простую одностадийную кинетику, и длина белка для белков, сворачивающихся по многостадийному механизму.

Методом молекулярной динамики проведено моделирование олигомерной структуры, состоящей из 48 бета-участков, с целью проверить стабильность данной олигомерной упаковки для двух фрагментов Аβ пептида: Аβ(16-25), Аβ(31-40).

Для каждого фрагмента Аβ пептида было рассмотрено по два типа систем: нейтральная и при pH=3 (N-конец положительно заряжен). Каждая система была окружена водной оболочкой, состоящей более чем из 6000 молекул воды. Для каждой системы было проделано по 6 независимых вычислительных экспериментов. Доля бета-структуры до и после моделирования рассчитывалась с помощью программы YASARA. Для Аβ(16-25) и Аβ(31-40) процент вторичной бета-структуры за 6 нс моделирования больше уменьшился для нейтральных систем, чем для систем при рН3. В некоторых реализациях происходит существенная деформация структуры в процессе моделирования (Рис. 12), при этом сам процент бета-структуры остаётся примерно на том же уровне (Рис. 12). Увеличение температуры на 10 К существенно не повлияло на процентное содержание бета-структуры в системах в процессе моделирования.

Патогенез болезни Альцгеймера изучается давно, однако, несмотря на обилие работ, посвященных этой тематике, прогресс в понимании причинно-следственной связи в развитии патологии все еще не велик. В ходе работы было проанализировано около 70 тысяч научных статей по теме, чтобы наглядно показать, как в течение последних десятилетий менялись подходы к изучению этого заболевания.

Наша цель состояла в том, чтобы попытаться описать современное состояние дел и по возможности предугадать возможные пути решения проблемы. Для достижения цели было решено несколько задач:

1) Собраны данные о публикационной активности относительно болезни Альцгеймера. 

2) Были собраны и проанализированы данные о наиболее часто упоминаемых в литературе веществах (как белковой, так и не белковой природы), ассоциированных с болезнью. 

3) Проведен анализ белков, упоминавшихся в контексте исследования болезни Альцгеймера.

В результате анализа данных публикационной активности оказалось, что пик числа статей, в которых бы упоминалась болезнь  Альцгеймера, пришелся, на 2014-ый год, когда было опубликовано почти 6000 статей, и с тех пор это число только снижается. Зная, что к осени 2017 года лечение болезни Альцгеймера все еще отсутствует, можно предположить, что такая быстрая потеря интереса, видимо, вызвана общим разочарованием ученых неспособностью приблизиться к решению проблемы. На рисунке 4 представлены 10 наиболее цитируемых в 2010-2015 веществ. Интересно отметить, что самое новое вещество (Glycogen Synthase Kinase 3 beta), вошедшее в список, появилось уже более 15 лет назад. Более того, как оказалось, наиболее цитируемая половина списка также практически не претерпела изменений. Это говорит о возможной переоценки значимости этих объектов и отсутствию других идей. Возможно, это обстоятельство, в том числе явилось причиной сокращения усилий и, как следствие, публикации в области поиска лечения от болезни Альцгеймера

	I.7П Молекулярная и клеточная биология.  (№0115-2014-0041)                                
	Нами проведён анализ скоростей разворачивания для 108 белков с известными экспериментальным данным. Найдены структурные параметры, с которыми неплохо коррелирует скорость разворачивания. Таким параметром оказался абсолютный порядок контактов для белков, имеющих простую одностадийную кинетику, и длина белка для белков, сворачивающихся по многостадийному механизму.

Мы рассмотрели базу данных, состоящую из 108 белков. Среди них 38 белков сворачиваются по многостадийному механизму, а 70 белков имеют простую одностадийную кинетику, переход между двумя состояниями. Все эти белки имеют экспериментально измеренные скорости сворачивания и разворачивания. Данные для скоростей сворачивания и разворачивания и структурные параметры белков были взяты с сайтов http://kineticdb.protres.ru и http://phys.protres.ru/resources/compact.html. Из проведённого нами анализа получилось, что корреляция между скоростями разворачивания и сворачивания составляет 0,79 (для всех белков). Из этого можно предположить, что чем быстрее белок сворачивается, тем быстрее он разворачивается и наоборот. Найдены структурные параметры, с которыми неплохо коррелирует скорость разворачивания. Таким параметром оказался абсолютный порядок контактов для белков, имеющих простую одностадийную кинетику, и длина белка для белков, сворачивающихся по многостадийному механизму.
Методом молекулярной динамики проведено моделирование олигомерной структуры, состоящей из 48 бета-участков, с целью проверить стабильность данной олигомерной упаковки для двух фрагментов Аβ пептида: Аβ(16-25), Аβ(31-40).

Для каждого фрагмента Аβ пептида было рассмотрено по два типа систем: нейтральная и при pH=3 (N-конец положительно заряжен). Каждая система была окружена водной оболочкой, состоящей более чем из 6000 молекул воды. Для каждой системы было проделано по 6 независимых вычислительных экспериментов. Доля бета-структуры до и после моделирования рассчитывалась с помощью программы YASARA. Для Аβ(16-25) и Аβ(31-40) процент вторичной бета-структуры за 6 нс моделирования больше уменьшился для нейтральных систем, чем для систем при рН3. В некоторых реализациях происходит существенная деформация структуры в процессе моделирования (Рис. 2), при этом сам процент бета-структуры остаётся примерно на том же уровне (Рис. 2). Увеличение температуры на 10 К существенно не повлияло на процентное содержание бета-структуры в системах в процессе моделирования. 

(ИБ РАН)



	I.7П Молекулярная и клеточная биология.  (№0115-2014-0043)                                
	Разработана стратегия определения точного местоположения случайных вставок чужеродной ДНК гена GFP в хромосомах полученных клеточных линий (ИБ РАН)



	II.7П ФИМТ (№0115-2014-0044)                                
	Разработаны две простые и эффективные методики контроля качества образцов белка YB-1, основанные на его ДНК-шаперонной активности и активности по стимуляции полимеризации тубулина в микротрубочки.

Ранее нами была разработана оригинальная методика крупномасштабного выделения белка YB-1  для его доклинических испытаний в качестве лекарственного средства против болезни Альцгеймера. Возникла необходимость разработки простых тестов для подтверждения биологической активности  полученного препарата. 

Ранее мы показали, что одним из свойств YB-1 является способность связываться с ДНК и РНК и ускорять процессы формирования вторичной структуры нуклеиновых кислот в результате  катализа обмена комплементарных цепей в несовершенных дуплексах до получения наиболее протяженных и совершенных двойных спиралей. Эта ДНК/РНК шаперонная активность может служить перспективным способом определения функциональной активности и контроля качества опытных образцов белка YB-1.

В тестовой системе на шаперонную активность YB-1  мы использовали ДНК-олигонуклеотидный зонд длиной 58 нуклеотидных остатков, содержащий на 3'-конце «тушитель» флюоресценции (BHQ1), а на 5'-конце флюорофор (FAM), и способный формировать структуру типа «стебель-петля» (с 13 парами оснований в стебле и 32 нуклеотидными остатками в петле). При этом флюорофор и «тушитель» оказываются сближенными, а флюоресценция флюорофора подавленной. Мы показали, что разобщить флюорофор и «тушитель» можно отжигом ДНК-олигонуклеотидного зонда с полностью комплементарным немеченым ДНК-олигонуклеотидом. В то время как при температуре, близкой к физиологической (в наших экспериментах 30°С), такая замена внутримолекулярного дуплекса на межмолекулярный требовала времени, измеряемого несколькими сутками, в присутствии белка YB-1 этот обмен осуществлялся в течение получаса. Скорость роста флюоресценции зависела от количества добавленного YB-1. 

Таким образом, предложена простая и эффективная методика контроля качества образцов белка YB-1, основанная на его ДНК-шаперонной активности.

В качестве второго метода измерения биологической активности YB-1 было использовано обнаруженное нами ранее свойство YB-1 стимулировать полимеризацию тубулина в микротрубочки. Метод был опробирован на стандартных коммерческих препаратах тубулина и белка Тау из мозга крупного рогатого скота (Cytoskeleton) и препарата рекомбинантного белка YB-1 человека, синтезированного с плазмиды в E. coli и выделенного по нашей методике. Белок Тау – давно известный белок, ассоциированный с микротрубочками (MAP) и стимулирующий полимеризацию тубулина, служил в качестве положительного контроля на полимеризацию.  Полимеризацию проводили в буфере, содержащем 80 мМ PIPES pH 6,9, 0,5 мМ ЭГТА, 4 мМ MgCl2, 1 мМ ГТФ и 37 мкМ тубулина при температуре 37 оС в течение часа. YB-1 или белок Тау добавляли в систему в концентрации 2 мкМ. Образование микротрубочек детектировали по рассеянию света на длине волны 340 нм на спектрофотометре Ultrospec 3000 (GE Healthcare). Мы показали, что препарат тубулина без добавления активаторов полимеризации не полимеризуется.  При добавлении к тубулину  эквимолярного количества  белка Тау кривая рассеяния выходит на плато на 40 минуте, в то время как при добавлении эквимолярного количества YB-1 на 15 минуте заканчивается экспоненциальный рост, и далее мы видим линейный рост поглощения. В результате к 40 минуте выход полимеризованного продукта в присутствии YB-1 превышает таковой в присутствии белка Тау в три раза. Можно сделать вывод, что стимулирующий эффект YB-1 гораздо более выражен, чем у белка Тау, и что предлагаемый метод может быть использован для оценки активности YB-1 по стимуляции образования микротрубочек. (ИБ РАН)


Сведения о выполнении количественных показателей индикаторов эффективности фундаментальных научных исследований, реализуемых Программой в 2017 году
	Индикатор
	Единица 
измерения
	2017 год

	
	
	план
	фактическое 
исполнение

	1
	2
	3
	4

	Количество публикаций в ведущих российских и международных журналах по результатам исследований, полученным в процессе реализации Программы*
	штук
	29
	66

	Количество публикаций в мировых научных журналах, индексируемых в базе данных «Сеть науки»  (WEB of Science) и Scopus
	штук
	0
	49

	Доля исследователей в возрасте до 39 лет в общей численности исследователей 
	%
	32
	34

	Число охраняемых объектов интеллектуальной собственности:

зарегистрированных патентов в России

зарегистрированных патентов за рубежом
	штук 

штук
	0

0
	1 (подана заявка)
0

	Количественные показатели научной продукции по результатам научных исследований и разработок 
	-
	-
	-

	Научные монографии
	штук
	0
	1

	Коллективные труды
	штук
	-
	-

	Научно-аналитические доклады
	штук
	0
	0


Информация об издательской деятельности
	
	опубликовано в 2017 году 

	
	монографий
	глав в монографиях
	сборников
	научно-методич. пособий
	статей
	тезисов
	др.

	на русском языке
	1
	
	
	
	27
	35
	

	на иностранном языке
	
	
	
	
	39
	15
	4 (интернет издание)




Справочные сведения:
Общее число научных работников – 68 человек.

В 2017 году защищена 1 диссертация на соискание учёной степени кандидата наук:

Согорин Е.А. Cопряжение инициации и терминации эукариотической трансляции. 09.11.2017 МГУ.03.01. Специальность 03.01.03
Сведения о присужденных в 2017 г. премиях, почетных званиях, наградах и т.п.:
Спирин А.С. – премия им. Баха
Немчинова М.С. "Почетная грамота" за 1 место в номинации "Научно - исследовательские работы студентов и магистрантов" в городском конкурсе работ молодых ученых, посвященном Празднику труда в Московской области. 21 апреля 2017 г.
Благодарственные письма Правительства Московской области заслуженным сотрудникам Института (Чиргадзе Ю.Н., Митину Ю.В., Гавриловой Л.П., Бражникову Е.В., Васильеву Д.Н.)
Благодарность Губернатора Московской области Институту белка.

Благодарность Губернатора Московской области Гарбер М.Б.
Научная работа сотрудников Института поддержана 5 грантами Российского научного фонда (2молодежных, 2 научные группы, 1 лаборатория), 6 грантами программ Президиума РАН, 17 грантами РФФИ.
В Институте была проведена юбилейная конференция: «Биосинтез белка в контексте современной структурной биологии".
Информация о взаимодействии академической науки с отраслевой и вузовской наукой, об интеграции РАН и высшего образования:

Договор с Федеральным государственным бюджетным учреждением «Государственный научно-исследовательский институт генетики и селекции промышленных микроорганизмов Национального исследовательского центра «Курчатовский институт» (НИЦ «Курчатовский институт» - ГосНИИгенетика).
Совместный грант РФФИ № 15-04-08649 «Исследование механизмов формирования 3-мерной структуры эукариотических полирибосом» с НИЦ «Курчатовский институт» и Договор о выполнении НИР «Исследование структурной организации эукариотических полирибосом методом криоэлектронной томографии». 

Совместный грант РФФИ № 15-04-99702 «Визуализация полирибосом и исследование трансляции методом флуоресцентной микроскопии высокого разрешения (STORM)» с НИИ Физико-химической биологии  им. Н.А.Белозерского, МГУ и Договор о выполнении НИР «Исследование полирибосом, меченных флуоресцентными красителями, методом флуоресцентной микроскопии сверхвысокого разрешения STORM».

А.В. Финкельштейн читает курс «Физика белка» на биологическом факультете, факультете биоинженерии и биоинформатики и в Пущинском филиале МГУ.
О.В. Галзитская читает курс "Физика белка: оптимизация структуры", кафедра биотехнологии, филиал МГУ Пущино.

А.К. Сурин, М.Ю. Суворина и Е.И. Григорашвили ведут практические занятия по теме «Масс-спектрометрические методы в молекулярной биологии» на летнем практикуме у биологического факультета МГУ.

А.К. Сурин является одним из организаторов и лекторов ежегодной школы семинара по «ГХ/ВЭЖХ в масс-спектрометрии».
Информация о международном научном сотрудничестве: 

Сотрудничество с Университетом Эври (Франция).
Совместная работа с лабораторией А.Е. Саймон Департамента клеточной биологии и молекулярной генетики Университета Мэрилэнда, США (Department of Cell Biology and Molecular Genetics, University of Maryland, MD, USA).
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