Изучение взаимодействия белка EST3 H.polimorpha с G-квадруплексами, содержащими повторы теломер H. Polimorpha
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На концах хромосом находятся ДНК-белковые структуры – теломеры, защищающие линейные концы хромосом эукориот от деградации и слияния и тем самым поддерживающие стабильность генома. В состав теломер входят повторяющиеся G-богатые последовательности, специфичные для каждого вида. На 3’-конце теломерные повторы имеют одноцепочечный выступ, формирующий, как известно из литературных данных, G-квадруплексы in vivo.

В соматических клетках теломеры укорачиваются с каждым новым клеточным циклом, что в конечном итоге приводит к сенессенсу. В раковых клетках сохранение длины теломер, а значит, возможность неограниченного деления, обеспечивается активностью теломеразы - рибонуклеопротеинового комплекса.  У дрожжей в состав  комплекса входят теломеразная РНК и три белка, нокаут генов которых приводит к гибели клеток - EST1, EST2, EST3. EST2- каталитическая субъединица теломеразы. Белки EST1 и EST3 (Ever Shorter Telomeres 1, 3) – регуляторные субъединицы теломеразного комплекса, без которых активность теломеразы in vitro сохраняется, однако in vivo  пропадает [1]. Роль этих белков в удлинении теломер не определена,  однако EST1 S.cerevisiae формирует квадруплексы [2], а EST3 S.cerevisiae взаимодействует с квадруплексами, содержащими теломерные повторы. Показано изменение работы теломеразного комплекса человека через формирование-разрушение регуляторными белками квадруплексов [3]. Можно предположить аналогичное влияние белков EST1 и EST3 на теломеразу дрожжей. 

Целью работы стала проверка взаимодействия белка EST3, выделенного из дрожжей H. рolimorpha,   с теломерными повторами H. рolimorpha, и, таким образом, выяснение, является ли связывание квадруплексов белком EST3 общим свойством  этого белка для ряда организмов и важно ли оно для регуляции. Изучена возможность образования G-квадуплексов in vitro для последовательностей, содержащих теломерные повторы H. рolimorpha, при различных условиях: варьировании концентрации солей, времени инкубации, наличии и отсутствии ПЭГ. Также проверено взаимодействие белка EST3 H.polimorpha c полученными квадруплексами в нативном ПААГ. 
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