Sm-независимый процессинг HpTER
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Теломеры - особые ДНК-белковые структуры на концах хромосом, длина которых определяет число делений, которые клетка может совершить до момента своей запрограммированной гибели. Фермент теломераза способен удлинять теломеры. В норме теломераза активна в стволовых и эмбриональных клетках, давая им неограниченный потенциал для деления. В большинстве соматических клетках теломераза неактивна. Активация теломеразы наблюдается в 90% всех опухолей.
В нашей лаборатории ведется работа по изучению процессинга теломеразы в дрожжах Hansenula polimorpha. 
Целью данной работы является определение механизма процессинга теломеразной РНК (TER).
Классический механизм процессинга теломеразной РНК заключается в связывании с 3’-концом специального комплекса Sm-белков, который защищает 3’-конец от деградации нуклеазами. Sm-белки связываются со специфическим Sm-сайтом, характерным для всех видов дрожжей. У Hansenula polimorpha такого сайта не обнаружено.
С использованием методов генной инженерии получено два новых штамма дрожжей Hansenula polimorpha. С их помощью наработаны белки Smb1 и Lsm4 (участники классического механизма процессинга дрожжевой TER). Методами аффинной хроматографии с последующим RT-PCR показано отсутствие взаимодействия этих белков с HpTER. Таким образом, в совокупности с анализом штаммов с удаленными этими генами, показано, что процессинг теломеразной РНК Hansenula polimorpha (HpTER) отличается от классического механизма, характерного для других видов дрожжей.
Для поиска альтернативного механизма процессинга HpTER были разработаны, созданы и оптимизированы несколько модельных систем. Они имитируют структуру 3’-конца теломеразной РНК и дополнительно содержат биотин или pp7 РНК-шпильку для дальнейшего выделения РНК-белкового комплекса при помощи аффинной хроматографии. В настоящий момент с помощью этих систем ведется работа по выделению и идентификации специфических белков, взаимодействующих с такой структурой.
