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Микротрубочки представляют собой полярные цилиндрические полимеры, мономерами которых является белок тубулин. При неизменных  внешних условиях поведение микротрубочек описывается термином «динамической нестабильности» [1]. Данный термин подразумевает под собой способность микротрубочек испытывать внезапные переключения между фазами  полимеризации и деполимеризации. Процесс переключения от  удлинения к резкому укорочению носит  название катастрофы, а обратный ему  процесс переключения от укорочения к удлинению, носит  название спасения.  Именно динамические свойства микротрубочек делают их особо важными участниками в регуляции митоза и внутриклеточного транспорта [2].

На сегодняшний день спасения менее изучены по сравнению с катастрофами, и данные по динамике спасений противоречивы. Так, при схожих экспериментальных условиях некоторые ученые наблюдают спасения и предоставляют статистику по характерным частотам спасений и скоростям деполимеризации [3],[4], в то время как другие научные группы не наблюдают спасений вообще [5],[6].
Целью наших исследований было установить подходящие  экспериментальные условия для наблюдения спасений в очищенной системе белков, а также измерить распределение длин деполимеризации микротрубочек до наступления спасений.
Для этого нами решались следующие задачи. Во-первых, в ходе исследований необходимо было получить тубулин высокой степени очистки. Для этого мы выделяли тубулин из мозга коровы, осуществляя циклы полимеризации в высокосолевом буфере [7] при  температуре 37 С, осаждения микротрубочек центрифугированием, деполимеризации тубулина при температуре 0-4 С и отделения недеполимеризовавшегося белка еще одним центрифугированием. Концентрацию тубулина определяли по поглощению при длине волны [image: image2.emf]A = 280 HM









 с помощью спектрофотометра. Степень очистки тубулина оценивалась с помощью электрофореза в полиакридамидном геле.
Во-вторых, нами был осуществлен подбор условий для наблюдения динамической нестабильности микротрубочек. Микротрубочки полимеризовались из затравок, закрепленных на стекле проточной камеры, а их динамика наблюдалась с помощью флуоресцентной микроскопии полного внутреннего отражения (TIRF). Подбиралась оптимальная концентрация свободного тубулина в проточной камере, концентрация затравок, необходимых для роста микротрубочек, концентрации GTP, а также температура объектива. После анализа статей и проведения экспериментов были подобраны следующие условия – температура объектива T=28 [image: image4.emf]°C









, концентрация тубулина 10 мкМ, а концентрация GTF –  1 мМ. В этих условиях частота спасений на «+»-конце микротрубочки составила [image: image6.emf]v, = 0,005 c?









,а частота на  «-»-конце составила [image: image8.emf]v. =0,15c?









. Были также измерены скорости полимеризации микротрубочек на «+» и «-»-концах. Они составили 1,12 [image: image10.emf]+0,23 MKM/MUH









 и 0,22[image: image12.emf]+0,06 MKM/MUH









  соответственно.  Эти данные хорошо согласуются с ранними наблюдениями [1]. Так же в ходе опытов было обнаружено, что скорость полимеризации микротрубочек зависит от времени и данную зависимость необходимо учитывать при анализе полученных динамических данных.
Таким образом, на основе проведенных экспериментов нам удалось подтвердить, что спасения являются важной особенностью динамики микротрубочек и их наблюдение возможно осуществить in vitro при подборе соответствующих условий. 
Дальнейшая работа будет заключаться в проведении экспериментов при различной концентрации тубулина и построении распределения длины деполимеризации на основе полученных данных с целью пролить свет на механизм спасений микротрубочек. 
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