ПОЛУЧЕНИЕ БЕЛКА LC3-GFP ДЛЯ ЭКСПЕРИМЕНТА ПО ИЗМЕРЕНИЮ СИЛЫ, ГЕНЕРИРУЕМОЙ МИКРОТРУБОЧКОЙ

Creation of LC3-GFP fusion protein for experiment to measure force, generated by microtubule
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В процессе деления клетки необходимо точно и равномерно распределить генетический материал между дочерними клетками. Эта задача решается веретеном деления, главный компонент которого – микротрубочки могут перемещать различные объекты in vitro [1].

Генерация силы, которая необходима для работы по перемещению, может происходить при разборке микротрубочки в результате отгибания протофиламентов [2]. В связи с этим представляет интерес измерить силы генерируемые микротрубочкой.

В работе Грищук [3] для измерения такой силы была использована установка «лазерная ловушка», которая удерживает с помощью градиента лазерного света стеклянный шарик и позволяет измерять действующие на него силы с нанометровой точностью. В этой работе использовались биотинилированные микротрубочки и покрытый стрептавидином шарик. Однако измеренные силы оказались малы — в среднем 0.22 пн; авторы предполагают, что в такой системе образуется рычаг и действительная сила должна быть в 20 раз больше.

Для прямого измерения силы можно использовать следующую систему: к стеклянному шарику прикреплен фрагмент суперспирали длиной 100 нм с GBP (GFP связывающий белок), а к нему присоединен микротрубочка-связывающий белок с GFP через связь GFP-GBP. В такой системе не будет рычагов, но для постановки эксперимента необходима генетическая конструкция связывающего микротрубочки белка, соединенного с GFP. В качестве такого белка был выбран MAP1-LC3 [4].

В результате работы была получена генетическая конструкция LC3-GFP, выделен и охарактеризован соответствующий белок. Показано, что LC3-GFP связывается в основном с пучками микротрубочек. Количество молекул LC3-GFP в 1 мкм длины пучка пропорционально количеству микротрубочек в пучке.
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