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Синаптотагмин-1, ключевой трансмембранный белок в синаптических окончаниях ней-
ронов, играет важную роль в экзоцитозе, облегчая слияние пузырьков при высвобождении
нейротрансмиттера [1]. Принято считать его основным кальциевым сенсором, который ак-
тивирует белки SNARE и способствует слиянию мембран нейронов [2]. Синаптотагмин-1
состоит из двух доменов - C2A и C2B, способных связываться с кальцием и другими моле-
кулами на мембране пузырьков. Домен C2B является основным энергетическим драйве-
ром, а C2A - посредником в этом процессе. Создание модели взаимодействия синаптотаг-
мина-1 с везикулами, в том числе в присутствии ионов Ca2+, методом крио-электронной
томографии необходимо для разработки лекарственных препаратов направленного дей-
ствия без значительных побочных эффектов при изучении заболеваний, которые воздей-
ствуют на нейронную передачу сигналов в организме человека.
В ходе работы разработана новая методика пробоподготовки полноразмерного синапто-
тагмина-1 для исследования на TITAN KRIOS. Для трансформация плазмидной ДНК
нами использовались компетентные клетки BL21- GOLD(DE3). Создание нового прото-
кола экспрессии, инкубации и многоступенчатой очистки синаптотагмина-1 с использова-
нием метода аффинной хроматографии позволило подготовить не агрегированные образ-
цы для дальнейшего соединения с комплексами нанодисков: MSP1D1∆H4-6, MSP2N2 и
MSP1D1∆H5. Подготовленные нами белковые комплексы использовались для 3D-рекон-
струкцию атомных моделей Syt-1 в разрешении до 1 нм с помощью молекулярной динами-
ки и крио-электронной томографии. В процессе работы создана программа для анализа
данных с крио-электронного микроскопа, позволяющая получать объёмные конструкции
белковых структур с минимальными шумами и высокой точностью.
По результатам работы получены модели Syt-1 в свободном состоянии, в состоянии свя-
занном с нанодиском, в состоянии связанном с нанодиском и кальцием. Показано, что Syt-
1 имеет высокую гибкость и может принимать различные конфигурации в зависимости
от окружения. Обнаружено, что кальций стабилизирует домены C2 Syt-1 и способству-
ет их приближению к мембране везикула. Планируется проведение расщиренной оценки
полученных крио-электронных данных конфигураций комплекса с полноразмерным си-
наптотагмином-1.
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Рис. : Реконструированная модель синаптотагмина-1 в свободном состоянии.

Рис. : Реконструированная модель синаптотагмина-1 в связанном с нанодиском состоянии.
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