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ЕЖЕГОДНАЯ НАУЧНАЯ КОНФЕРЕНЦИЯ

Сборник тезисов
8 - 9 июня 2015 г.

г. Пущино
Программа конференции
8 ИЮНЯ, ПОНЕДЕЛЬНИК
10:00 Утреннее заседание
Открытие конференции

Председатель: Л. П. Овчинников

Е. А. Согорин, С. Ч. Агаларов и А. С. Спирин. Сопряжение терминации и de novo инициации: свободная трансляционно-активная мРНК индуцирует высвобождение завершённого полипептида из транслирующих рибосом (20 мин.)

И. О. Алексейчик, М. Б. Гарбер и А. П. Корепанов. Единичная замена в рибосомном белке L16 компенсирует отсутствие белка L25 в рибосоме Escherichia coli (15 мин.)

В. И. Архипова, Е. А. Столбоушкина, О. В. Кравченко, В. Г. Кляшторный, А. Г. Габдулхаков, М. Б. Гарбер, С. В. Никонов, Б. Мартенс, У. Блези и О. С. Никонов. Взаимодействие γ-субъединицы архейного фактора инициации трансляции 2 с мРНК (15 мин.)
Перерыв (20 минут)

СТРУКТУРА И ФУНКЦИЯ БЕЛКОВ

Председатель: А. В. Финкельштейн
Д. А. Кретов, П. Кюрми, Д. Пастре и Л. П. Овчинников. Способность YB-1 кооперативно связываться с мРНК и ДНК может оказаться ключевой для выполнения его функций в клетке (15 мин.)

А. Д. Никулин, А. О. Михайлина, Н. В. Леконцева, Е. Ю. Никонова, С. В. Тищенко. Отличаются ли РНК-связывающие свойства бактериальных и архейных Sm-подобных белков? (15 мин.)

Ю. Н. Чиргадзе, А. Каргатов, Р. Лам, Т. Чан, К. Бетейли, В. Михайлович, В. Романов, Э. Паи, Н. Ю. Чиргадзе. Активный центр белка Zn-SA0856 Staphylococcus aureus из семейства “Глиоксалаза I” (10 мин.)
Перерыв

15:00 Дневное заседание
НАДМОЛЕКУЛЯРНЫЕ КОМПЛЕКСЫ И КЛЕТКИ
Председатель: А. Б. Четверин
А. С. Глухов, А. И. Крутилина, А. В. Калиман, В. Н. Ксензенко. Выяснение роли декорирующих белков Т5-подобных бактериофагов в прцессе самосборки фаговых частиц или «Чем может помочь генетика сегодня?» (20 мин.)

Е. М. Чудинова, М. А. Иванова, Е. С. Надеждина. Взаимодействие рибосомного белка RPL22e с микротрубочками (15 мин.)

Е. А. Матвеева, Л. С. Венкова, В. С. Власенко, А. А. Минин. Как виментин помогает выжить раковым клеткам? (20 мин.)
Перерыв (20 минут)
СТРУКТРА И СВОЙСТВА БЕЛКОВ 
Председатель: А. В. Ефимов
А. В. Финкельштейн, С. А. Гарбузинский. Решение парадокса Левинталя на уровне формирования и упаковки вторичных структур белков (15 мин.)

А. М. Каргатов, Е. В. Бражников. Связь между степенью расщеплённости βαβ-единицы и аминокислотной последовательностью α-спирали (15 мин.)

А. Е. Егоров, С. А. Потехин. Высокое давление практически не влияет на гидрофобную гидратацию белков (15 мин.)
Проведение конкурса докладов
Закрытие конференции
9 ИЮНЯ, ВТОРНИК – ПИКНИК 13:00
Тезисы докладов

СОПРЯЖЕНИЕ ТЕРМИНАЦИИ И DE NOVO ИНИЦИАЦИИ: СВОБОДНАЯ ТРАНСЛЯЦИОННО-АКТИВНАЯ МРНК ИНДУЦИРУЕТ ВЫСВОБОЖДЕНИЕ ЗАВЕРШЁННОГО ПОЛИПЕПТИДА ИЗ ТРАНСЛИРУЮЩИХ РИБОСОМ
Е. А. Согорин, С. Ч. Агаларов и А. С. Спирин. 
ЕДИНИЧНАЯ ЗАМЕНА В РИБОСОМНОМ БЕЛКЕ L16 КОМПЕНСИРУЕТ ОТСУТСТВИЕ БЕЛКА L25 В РИБОСОМЕ ESCHERICHIA COLI
И. О. Алексейчик, М. Б. Гарбер и А. П. Корепанов 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ γ-СУБЪЕДИНИЦЫ АРХЕЙНОГО ФАКТОРА ИНИЦИАЦИИ ТРАНСЛЯЦИИ 2 С мРНК.
В. И. Архипова, Е. А. Столбоушкина, О. В. Кравченко, В. Г. Кляшторный, А. Г. Габдулхаков, М. Б. Гарбер, С. В. Никонов, Б. Мартенс, У. Блези и О. С. Никонов. 

СПОСОБНОСТЬ YB-1 КООПЕРАТИВНО СВЯЗЫВАТЬСЯ С мРНК И ДНК МОЖЕТ ОКАЗАТЬСЯ КЛЮЧЕВОЙ ДЛЯ ВЫПОЛНЕНИЯ ЕГО ФУНКЦИЙ В КЛЕТКЕ
Д. А. Кретов1,2, П. Кюрми2, Д. Пастре2 и Л. П. Овчинников1

1 Институт белка РАН и

2 Университет Эври (Université Evry-Val d’Essonne)
dmitry_kretov@rambler.ru

Белок YB-1 - один из важнейших регуляторов экспрессии генетической информации в клетках млекопитающих. Связываясь с мРНК в цитоплазме, YB-1 ингибирует трансляцию и является одним из основных компонентов нетранслируемых мРНП. С помощью атомно-силовой микроскопии и биохимических методов мы оценили способность отдельных доменов YB-1 взаимодействовать с мРНК. Было обнаружено, что наиболее сильным сродством к мРНК обладает неструктурированный С-концевой домен, в то время как консервативный домен холодового шока (CSD) сам по себе связывается с мРНК очень слабо.

Интересно, что при низком соотношении белок:РНК YB-1 не распределяется равномерно между всеми молекулами мРНК, а формирует структуры типа “бусин-на-нити” лишь с частью молекул, в то время как другие молекулы мРНК остаются свободными от белка. В то же время такое кооперативное связывание с мРНК не было замечено для С-концевого домена YB-1 свидетельствуя о том, что именно CSD отвечает за кооперативное связывание YB-1 c мРНК. Способность YB-1 кооперативно взаимодействовать с мРНК помогает понять, как этот белок ингибирует трансляцию лишь некоторых мРНК в клетке. Возможно, что специфические нуклеотидные последовательности мРНК, к которым YB-1 обладает повышенным сродством, могут являться местами избирательной нуклеации и дальнейшей олигомеризации YB-1. 
Помимо своих функций в цитоплазме YB-1 также участвует в ряде ДНК-зависимых процессов в ядре. Его сродство к ДНК значительно ниже, чем к РНК, и остается не совсем понятным, в каких условиях YB-1 взаимодействует с этим партнером. Мы обнаружили, что YB-1 предпочтительно связывается с ДНК в местах пересечения спиралей, и ингибирует активность топоизомеразы  II – фермента, вовлеченного в репликацию, транскрипцию и рекомбинацию ДНК. 
ОТЛИЧАЮТСЯ ЛИ РНК-СВЯЗЫВАЮЩИЕ СВОЙСТВА БАКТЕРИАЛЬНЫХ И АРХЕЙНЫХ SM-ПОДОБНЫХ БЕЛКОВ?
А. Д. Никулин, А. О. Михайлина, Н. В. Леконцева, Е. Ю. Никонова, С. В. Тищенко
АКТИВНЫЙ ЦЕНТР БЕЛКА Zn-SA0856 Staphylococcus aureus ИЗ СЕМЕЙСТВА “ГЛИОКСАЛАЗА I” 

Ю.Чиргадзе, А.Каргатов, Р.Лам, Т.Чан, К.Бетейли, В.Михайлович, В.Романов, Э.Паи, Н.Чиргадзе

chir@vega.protres.ru  

 Глиоксалазная система состоит из двух ферментов I и II. Она обеспечивает детоксикацию весьма агрессивного продукта метилглиоксаля путем его преобразования в молочную кислоту. Метилглиоксаль является побочным продуктом реакций ряда метаболических цепей, в частности гликолиза, окисления липидов и некоторых других. Рассматриваемый белок относится к суперсемейству “глиоксалаза I”. Ранее мы обнаружили два разных подсемейства. В первое обширное подсемейство А входят белки ряда бактерий, простейших организмов, водорослей, растений, млекопитающих, включая человека. Для второго, только бактериального, семейства В нам удалось найти последовательности десяти бактерий. Единственным представителем этого подсемейства, для которого известна пространственная структура, является белок SA0856. Его активный центр сформирован в обширной полости, где расположены два иона цинка. Показано, что, скорее всего, только один атом Zn1 может играть роль каталитического центра. Этот атом имеет характерную октаэдрическую геометрию валентных электронных облаков. В структуре кристалла практически все его валентности заняты лигандами в виде боковых групп остатков His, Glu и одной молекулы структурной воды. В настоящее время проводится определение глиоксалазной и других возможных типов функциональной активности белка.
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ВЫЯСНЕНИЕ РОЛИ ДЕКОРИРУЮЩИХ БЕЛКОВ Т5-ПОДОБНЫХ БАКТЕРИОФАГОВ В ПРЦЕССЕ САМОСБОРКИ ФАГОВЫХ ЧАСТИЦ ИЛИ «ЧЕМ МОЖЕТ ПОМОЧЬ ГЕНЕТИКА СЕГОДНЯ?»
А. С. Глухов, А. И. Крутилина, А. В. Калиман, В. Н. Ксензенко
Взаимодействие рибосомного белка RPL22e с микротрубочками 

Чудинова Е.М., Иванова М.А., Надеждина Е.С.
chudiel@mail.ru
Микротрубочки представляют собой полимеры белка тубулина, связанные с большим количеством минорных белков. Часть этих белков выполняет служебные функции, регулируя динамику микротрубочек и обеспечивая АТФ-зависимый транспорт по ним, но другие белки связываются с микротрубочками для собственных целей - транспорта или образования мультимолекулярных комплексов. В частности, с микротрубочками могут взаимодействовать белки рибосом.

В данной работе мы исследовали рибосомный белок RPL22e человека. Белок синтезировали в бактериях и очистили.  Методом соосаждения с микротрубочками, выделенными из мозга крупного рогатого скота, установили, что RPL22e с ними связывается, но с умеренной аффиностью, т.е.  при насыщающей концентрации тубулина с микротрубочками связывается только 40% белка. 

Далее связь микротрубочек и белка RPL22e изучали методом TIRF- микроскопии (микроскоп Nikon Eclipse Ti-E). Наблюдения проводили на полимеризованных таксолом микротрубочках, конъюгированных с TRITC, закрепленных в камере объемом 50 мкл. В эту же камеру помещали очищенный слитый с GFP RPL22e, синтезированный в бактериях. Связь микротрубочек с RPL22e оказалась обратимой, RPL22e удерживался на микротрубочках в течение 0,5-20с, затем отсоединялся от них. Также были зарегистрированы разнонаправленные перемещения RPL22e вдоль микротрубочек со средней скоростью 0,5 мкм/с, вероятно, представляющие собой одномерную диффузию белка. Линейная диффузия может способствовать эффективному перемещению RPL22e от места его синтеза в клетке к ядру для сборки рибосом. В работе показано также, что при транкировании положительно заряженного N-конца RPL22e его взаимодействие с микротрубочками не изменяется.

Авторы благодарны д.б.н. И.И. Кирееву за помощь в получении TIRF изображений. Работа поддержана грантом РФФИ # 14-04-01729a. 
КАК ВИМЕНТИН ПОМОГАЕТ ВЫЖИТЬ РАКОВЫМ КЛЕТКАМ?
Е. А. Матвеева, Л. С. Венкова, В. С. Власенко, А. А. Минин
РЕШЕНИЕ ПАРАДОКСА ЛЕВИНТАЛЯ НА УРОВНЕ ФОРМИРОВАНИЯ И УПАКОВКИ ВТОРИЧНЫХ СТРУКТУР БЕЛКОВ

А. В. Финкельштейн, С. А. Гарбузинский
sergey@phys.protres.ru
Показано, что полный объём конформационного пространства белковой молекулы, в котором она ищет свою стабильную структуру, на много порядков меньше на уровне формирования и упаковки элементов вторичной структуры, чем на уровне аминокислотных остатков, составляя не ~102L состояний (оценка Левинталя, исходящая из наличия ~10 микросостояний по каждой из двух степеней свободы, имеющихся у каждого из L аминокислотных остатков цепи), а только ~LL/15, где L/15 – среднее, согласно статистике, число участков вторичной структуры в цепи из L аминокислотных остатков. Столь значительное уменьшение числа подлежащих перебору состояний цепи (для белка из 80 аминокислотных остатков – ~1010 вместо ~10160 состояний) приводит к тому, что даже полный перебор всех возможных – на уровне элементов вторичной структуры – состояний не требует астрономически большого времени и не делает невозможным нахождение белковой молекулой её наиболее стабильной укладки.

Работа была поддержана грантом  № 14-24-00157 Российского Научного Фонда.

СВЯЗЬ МЕЖДУ СТЕПЕНЬЮ РАСЩЕПЛЁННОСТИ βαβ-ЕДИНИЦЫ И АМИНОКИСЛОТНОЙ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬЮ α-СПИРАЛИ

А.М. Каргатов, Е.В. Бражников
kargatov@rambler.ru
βαβ-Единица является одним из самых распространённых структурных мотивов в белках. Она состоит из двух взаимодействующих β-тяжей и соединяющей их α-спирали, которые лежат в параллельных слоях и закручивают полипептидную цепь в правую суперспираль. Часто между этими β-тяжами встраиваются один, два или три других β-тяжа, делая βαβ-единицу единожды, дважды или трижды расщеплённой. Понимание причин образования каждого типа βαβ-единицы важно для предсказания пространственной структуры α/β-белков.
Мы исходили из того, что встраивание дополнительных β-тяжей между β-тяжами βαβ-единицы должно приводить к изменению характера упаковки входящей в её состав α-спирали и требовать другого распределения гидрофильных и гидрофобных аминокислотных остатков на поверхности этой α-спирали.

Проведён анализ первых и последних двух витков α-спиралей, прилегающих к перетяжкам с наиболее распространёнными конформациями в нерасщеплённых, единожды, дважды и трижды расщеплённых βαβ-единицах. В результате показано следующее:

1. Обнаружена зависимость между распределением гидрофильных и гидрофобных остатков в α-спиралях и конформацией перетяжек на их входах и выходах, а также степенью расщеплённости содержащих их βαβ-единиц. 

2. Степень расщеплённости βαβ-единицы преимущественно зависит от аминокислотной последовательности первых двух витков α-спирали, в то время как последовательность двух последних витков оказывает влияние на конформацию перетяжки.

Работа поддержана грантом РФФИ № 13-04-00150-а.

ВЫСОКОЕ ДАВЛЕНИЕ ПРАКТИЧЕСКИ НЕ ВЛИЯЕТ НА ГИДРОФОБНУЮ ГИДРАТАЦИЮ БЕЛКОВ

А. Е. Егоров, С. А. Потехин
a.egorov@vega.protres.ru
В процессе денатурации белка происходит гидратирование ранее спрятанной белковой поверхности. Попытки использовать результаты экспериментов по гидратации модельных соединений для оценки объемных денатурационных изменений белков при повышенных давлениях наталкиваются на явные противоречия. Для объяснения этого парадокса в научном сообществе обсуждается модель, предполагающая изменения характера гидратации денатурированного белка при росте давления. Модель предполагает, что при высоком давлении денатурация сопровождается проникновением отдельных молекул или групп молекул воды внутрь гидрофобного ядра, а не экспонированием гидрофобных групп в воду, как это происходит при атмосферном давлении. 

Ранее было показано, что мерой гидратации дополнительной гидрофобной поверхности при денатурации белков может служить денатурационный скачок теплоемкости. 

Мы измерили величину скачка теплоёмкости для рибонуклеазы А и лизоцима при атмосферном давлении и давлении 200 МПа методом сканирующей микрокалориметрии. Оказалось, что давление до 200 МПа практически не влияет на скачки теплоёмкости изученных белков, хотя заметно изменяет энтальпию и температуру денатурации.

Результат предполагает, что денатурация белков при обычном и высоких давления происходит аналогичным по степени гидратации образом. Степень экспонирования гидрофобных групп при денатурации практически не изменяется. Таким образом, упомянутая в начале модель не может быть верной. Кроме того, высокое давление не сказывается существенным образом на парциальную теплоемкость гидрофобных соединений в воде. 
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