
Êîíôåðåíöèÿ ¾Ëîìîíîñîâ 2013¿

Ñåêöèÿ ¾Áèîèíæåíåðèÿ è áèîèíôîðìàòèêà¿

Èññëåäîâàíèå ñâîéñòâ ôëóîðåñöåíòíîãî ATP-èíäèêàòîðà ATeam in vitro

Ñòîëÿðîâà Àíàñòàñèÿ Âàëåðüåâíà

Ñòóäåíò

Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èìåíè Ì.Â. Ëîìîíîñîâà, Ôàêóëüòåò

áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè, Ìîñêâà, Ðîññèÿ

E-mail: taisniqm@gmail.com

ÀÒÐ âûïîëíÿåò ðîëü óíèâåðñàëüíîé ýíåðãåòè÷åñêîé âàëþòû êëåòêè, ó÷àñòâóþùåé
â ðàçëè÷íûõ ïðîöåññàõ êàê âíóòðè, òàê è âíå åå. Äëÿ èçó÷åíèÿ ïîäîáíûõ ïðîöåññîâ
òðåáóåòñÿ ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé îïðåäåëÿòü êîíöåíòðàöèþ ÀÒÐ â îòäåëüíûõ êëåòêàõ è
èõ êîìïàðòìåíòàõ áåç èõ ðàçðóøåíèÿ.

Íå òàê äàâíî áûë ðàçðàáîòàí ãåíåòè÷åñêè êîäèðóåìûé èíäèêàòîð ATeam, îñíîâàí-
íûé íà ðåçîíàíñíîì ïåðåíîñå ýíåðãèè ôëóîðåñöåíöèè (FRET) [1]. ATeam ñîñòîèò èç
CFP è YFP, ìåæäó êîòîðûìè çàêëþ÷åí íåáîëüøîé ÀÒÐ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê. Ïðè ñâÿ-
çûâàíèè ÀÒÐ ýòîò áåëîê ïåðåõîäèò èç îòêðûòîé êîíôîðìàöèè â êîìïàêòíóþ, îáåñïå-
÷èâàÿ ðåçîíàíñíûé ïåðåíîñ ýíåðãèè. Ê ñîæàëåíèþ, íà äàííûé ìîìåíò õàðàêòåðèñòèêè
çîíäà èçó÷åíû ìàëî, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü åãî òîëüêî íà êà÷åñòâåííîì óðîâíå.

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî äåòàëüíî îõàðàêòåðèçîâàòü çîíä, ÷òîáû åãî ìîæíî áû-
ëî ïðèìåíÿòü äëÿ êîëè÷åñòâåííûõ èçìåðåíèé in vivo. Êðîìå òîãî, ìû èçó÷èëè âîç-
ìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ATeam êàê ìåòîäà èçìåðåíèÿ ïðîöåññîâ ñèíòåçà è ãèäðîëèçà
ÀÒÐ in vitro. Äåëî â òîì, ÷òî ñóùåñòâóþùèå ìåòîäû èçìåðåíèÿ êîíöåíòðàöèè ÀÒÐ
(ëþöèôåðèí-ëþöèôåðàçíûé ìåòîä, äåòåêöèÿ íåîðãàíè÷åñêîãî ôîñôàòà, ñîïðÿæåííûå
ÀÒÐ-ðåãåíåðèðóþùèå ñèñòåìû) èìåþò ðÿä íåäîñòàòêîâ.

Çîíä ATeam áûë ýêñïðåññèðîâàí â Escherichia coli, âûäåëåí è î÷èùåí. Ìû èçó÷èëè
âëèÿíèå êîíöåíòðàöèè áåëêà íà åãî îòâåò íà èçìåíåíèå óðîâíÿ ÀÒÐ è íàøëè îïòèìàëü-
íîå äëÿ èçìåðåíèé ñîîòíîøåíèå ñèãíàë/øóì. Áûëà îïðåäåëåíà êàæóùàÿñÿ êîíñòàíòà
äèññîöèàöèè ÀÒÐ è âëèÿíèå íà íåå ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ, òàêèõ êàê èçìåíåíèÿ òåì-
ïåðàòóðû è ïðèñóòñòâèå èîíîâ Mg2+ èëè ôîñôàòà, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ
ñèíòåçà è ãèäðîëèçà ÀÒÐ. Ìû òàêæå îïðåäåëèëè ñïåöèôè÷íîñòü çîíäà è åãî ñðîäñòâî
ê íóêëåîòèäàì, îòëè÷íûì îò ÀÒÐ, â òîì ÷èñëå ADP. Êðîìå òîãî, áûëî âûÿñíåíî, ÷òî
èñïîëüçóåìûé pH-áóôåð îêàçûâàåò âëèÿíèå íà õàðàêòåðèñòèêè çîíäà.

Áûëà òàêæå îõàðàêòåðèçîâàíà ñêîðîñòü èçìåíåíèÿ ñèãíàëà çîíäà â îòâåò íà äîáàâêó
ÀÒÐ. Âðåìÿ îòâåòà çîíäà îêàçàëîñü ìåíüøå, ÷åì âðåìÿ ïåðåìåøèâàíèÿ ïðîáû (10 ñ.).
Òàêèì îáðàçîì, çîíä ATeam ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ âèçóàëèçàöèè ðàçëè÷íûõ ïðîöåñ-
ñîâ, â êîòîðûå âîâëå÷åí ÀÒÐ, â ñåêóíäíîé øêàëå âðåìåíè in vitro.
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