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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

5'ММГ – 5'-монометилгуанозиновый кеп 

5'ТМГ – 5'-2,2,7-триметилгуанозиновый кеп 

CR4/5 – консервативные регионы 4 и 5 

dNTP – 2'-дезоксирибонуклеозид-5'-трифосфат 

ДТТ – 1,4-дитио-DL-треитол 

FISH – флуоресцентная гибридизация in situ 

HA – гемагглютинин 

HEPES – 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота 

OB-укладка – олигонуклеотид/олигосахарид-связывающая укладка 

RQ-TRAP – протокол количественной амплификации теломерных повторов в 

реальном времени 

RT-qPCR – количественная ПЦР с обратной транскрипцией 

SDS – додецилсульфат натрия 

SUMOилирование – посттрансляционная модификация белками SUMO 

TEN-домен – N-концевой домен белка TERT 

TER – теломеразная РНК дрожжей Hansenula polymorpha 

TERT – обратная транскриптаза теломеразы 

Tris – трис(гидроксиметил)аминометан 

Анти-HA-агароза – агароза, ковалентно связанная с антителами к гемагглютинину 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

Домен CTE – C-концевой домен TERT 

Домен RT – домен обратной транскриптазы белка TERT 
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Домен TRBD – РНК-связывающий домен белка TERT 

ДТ – дикий тип 

кДа – 1000 Дальтон 

кшРНК – короткая шпилечная РНК 

мкаРНК – малая РНК телец Кахаля 

мякРНК – малые ядрышковая РНК 

мяРНК – малая ядерная РНК 

НП – не ПАРилированный 

ОРС – открытая рамка считывания 

п.н. – пара нуклеотидов 

ПААГ – полиакриламидный гель 

ПАРилирование – поли(АДФ-рибозил)ирование 

ПТМ – посттрансляционные модификации 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РНП – рибонуклеопротеин 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

ЭДТА –этилендиаминтетрауксусная кислота 

ЭГТА – триэтиленгликольдиаминтетрауксусная кислота  
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ВВЕДЕНИЕ 

1. Актуальность темы исследования 

Теломераза – рибонуклеопротеиновый комплекс, активация которого 

обеспечивает неограниченный пролиферативный потенциал большинства 

эукариотических клеток за счет поддержания длины их теломер. Теломеры 

укорачиваются с каждым делением соматических клеток из-за проблемы 

репликации концов хромосом и действия эндонуклеаз. Когда теломеры становятся 

критически короткими, они не могут защищать концы линейных хромосом и 

подавлять передачу сигналов о повреждении ДНК, а пораженные клетки 

подвергаются остановке клеточного цикла и/или клеточному старению в ответ на 

повреждение ДНК. 

Теломераза является одной из перспективных мишеней для разработки 

методов лечения онкологических заболеваний, поскольку необходима для 

неограниченной пролиферации большинства типов раковых клеток путем 

поддержания длины их теломер. Недостаток и мутации основных компонентов 

теломеразы и вспомогательных белков влияют на активность теломеразы на 

теломерах. Биогенез этих компонентов регулируется на каждом этапе: от 

транскрипции и процессинга РНК до созревания и посттрансляционных 

модификаций белка. Важной задачей является исследование механизмов регуляции 

биогенеза и активности теломеразы для разработки подходов, с помощью которых 

можно манипулировать теломеразой для управления регенерацией, предотвращения 

старения и лечения онкологических заболеваний. 

В настоящий момент нет полной картины всех участников и регуляторов 

теломеразного комплекса и исчерпывающего описания того, как они 
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взаимодействуют друг с другом. Кроме того, точная роль ряда уже известных 

участников теломеразного комплекса остается невыясненной. Определение 

механизмов биогенеза теломеразы у разных видов может помочь выявить ключевые 

принципы функционирования теломеразы. 

2. Цели и задачи исследования 

Целью настоящей работы является определение некоторых аспектов 

функционирования вспомогательных белков в составе теломеразного комплекса 

дрожжей или человека. Для достижения цели работы были поставлены следующие 

задачи: 

1) Установление роли белка Est3 в теломеразной активности дрожжей 

Hansenula polymorpha 

2) Идентификация компонентов теломеразы, ответственных за 

ассоциацию Est3 с теломеразной РНК в Hansenula polymorpha 

3) Оценка влияния поли(АДФ-рибозил)ирования белков DKC1 и GAR1 

человека на активность теломеразы 

4) Анализ влияния поли(АДФ-рибозил)ирования на РНК-связывающие 

свойства белков DKC1 и GAR1 человека 

3. Объект исследования 

Объектами исследования в данной работе являются вспомогательный белок 

Est3 теломеразного комплекса дрожжей H. polymorpha и посттрансляционная 

модификация вспомогательных белков DKC1 и GAR1 теломеразного комплекса 

человека. 

4. Предмет исследования 
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Предметом исследования данной работы являются функциональная роль 

белка Est3 в составе теломеразного комплекса дрожжей H. polymorpha и влияние 

поли(АДФ-рибозил)ирования на свойства белков DKC1 и GAR1 и биогенез 

теломеразного комплекса человека. 

5. Научная новизна исследования 

Впервые показано, что белок Est3 принципиально необходим для активности 

теломеразы дрожжей H. polymorpha. 

Установлено, что белок Est3 привлекается в теломеразный комплекс 

H. polymorpha белком Est1, а связывание белка Est1 с теломеразной РНК также 

может зависеть от белка Est3. 

Впервые показано влияние поли(АДФ-рибозил)ирования на сборку и 

активность теломеразного комплекса человека. 

6. Научная и практическая значимость исследования 

Научная ценность полученных результатов определяется тем, что в 

диссертации рассмотрены актуальные проблемы механизмов биогенеза 

теломеразного комплекса в разных организмах. 

Результаты данного исследования показали, что ингибирование поли(АДФ-

рибозил)ирования может приводить к активации теломеразы. Эти данные 

поднимают вопрос о возможной двойственной роли ингибиторов поли(АДФ-

рибоза)-полимераз, которые активно используются при терапии онкологических 

заболеваний. Кроме того, дальнейшее исследование биогенеза теломеразы может 

ускорить разработку малых молекул для регуляции активности теломеразного 

комплекса в целях усиления регенерации, предотвращения старения и терапии 

онкологических заболеваний. 
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7. Методология диссертационного исследования 

Для достижения поставленной цели были использованы современные 

биохимические и молекулярно-биологические методы и подходы, соответствующие 

выбранной области исследований. 

Для изучения ассоциации теломеразных белков с теломеразной РНК 

получены и охарактеризованы штаммы дрожжей Hansenula polymorpha с нокаутами 

генов белковых компонентов теломеразы. При помощи иммунопреципитации за 

аффинный эпитоп выделен и очищен дрожжевой теломеразный комплекс из 

штаммов с нокаутами и штамма дикого типа. При этом оценено относительное 

количество совыделяющейся теломеразной РНК методом ПЦР в режиме реального 

времени. Оценена теломеразная активность in vitro при помощи электрофореза и 

авторадиографии. Для анализа влияния поли(АДФ-рибозил)ирования на РНК-

связывающие свойства белков DKC1 и GAR1 проведена иммунопреципитация 

белков дикого типа и их не поли(АДФ-рибозил)ированных мутантов с последующей 

оценкой относительного количества совыделяющихся молекул РНК в условиях 

нокдауна, сверхэкспрессии и ингибирования активности PARP1. 

8. Основные положения, выносимые на защиту 

1) Белок Est3 необходим для активности теломеразы Hansenula 

polymorpha in vitro. 

2) Белок Est1 необходим, а теломеразная обратная транскриптаза не 

нужна для ассоциации белка Est3 с теломеразной РНК H. polymorpha. 

3) Белок Est3 и в меньшей степени теломеразная обратная транскриптаза 

необходимы для взаимодействия Est1 с теломеразной РНК H. polymorpha. 
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4) Поли(АДФ-рибозил)ирование модулирует связывание белков DKC1 и 

GAR1 человека с РНК-партнерами. 

5) PARP1 регулирует биогенез и стабильность теломеразного комплекса 

человека. 

9. Степень достоверности результатов 

Достоверность результатов диссертационной работы подтверждается 

вопроизводимостью экспериментов, использованием различных физико-

химических и молекулярно-биологических методов анализа и статистической 

обработкой данных. Воспроизводимость результатов в ходе исследования 

подтверждали трехкратным повторением экспериментов. Результаты опытов 

получены на современном научном оборудовании с использованием реактивов, 

произведенных ведущими российскими и мировыми компаниями. Положения и 

выводы, сформулированные в диссертации, подтверждаются публикациями 

результатов исследования в рецензируемых научных изданиях, индексируемых в 

базах данных Web of Science и Scopus. 

10. Апробация работы 

Диссертация была представлена на заседании программного комитета 

программы аспирантуры «Науки о жизни» Сколковского института науки и 

технологий и на заседании кафедры химии природных соединений химического 

факультета МГУ имени М.В. Ломоносова, а также в виде устных и стендовых 

докладов на следующих всероссийских и международных конференциях: 

1) Всероссийская мультиконференция с международным участием 

«Биотехнология – медицине будущего». 2019 
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2) II Объединенный научный форум, включающий VI Cъезд физиологов 

СНГ, VI Съезд биохимиков России и IX Российский симпозиум «Белки и пептиды». 

2019 

3) The 44th FEBS Congress. 2019 

4) XXVI Международная научная конференция студентов, аспирантов и 

молодых учёных «Ломоносов-2019». 2019 

11. Публикации 

Основные результаты диссертационной работы представлены в 3 

публикациях в рецензируемых научных журналах, индексируемых в базах данных 

Web of Science и Scopus: 

1. Shepelev N., Dontsova O., Rubtsova M. Post-Transcriptional and Post-

Translational Modifications in Telomerase Biogenesis and Recruitment to Telomeres // 

International journal of molecular sciences. 2023. V. 24, № 5. P. 5027. IF 5.6 (Web of 

Science). https://doi.org/10.3390/ijms24055027 

2. Savelyev N.V., Shepelev N.M., Lavrik O.I., Rubtsova M.P., Dontsova O.A. 

PARP1 Regulates the Biogenesis and Activity of Telomerase Complex Through 

Modification of H/ACA-Proteins // Frontiers in Cell and Developmental Biology. 2021. 

V. 9. P. 621134. IF 5.5 (Web of Science). https://doi.org/10.3389/fcell.2021.621134 

3. Shepelev N.M., Mariasina S.S., Mantsyzov A.B., Malyavko A.N., Efimov S.V., 

Petrova O.A., Rodina E.V., Zvereva M.I., Dontsova O.A., Polshakov V.I. Insights into the 

structure and function of Est3 from the Hansenula polymorpha telomerase // Scientific 

Reports. 2020. V. 10, № 1. P. 11109. IF 4.6 (Web of Science). 

https://doi.org/10.1038/s41598-020-68107-x 

12. Личный вклад автора 

https://doi.org/10.3390/ijms24055027
https://doi.org/10.3389/fcell.2021.621134
https://doi.org/10.1038/s41598-020-68107-x
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Все результаты диссертации получены лично соискателем или при его 

непосредственном участии. В частности, диссертантом была проведена работа по 

поиску, анализу и систематизации литературы по теме исследования (публикация 1). 

Автор совместно с д.х.н. Рубцовой М.П. и д.х.н., проф., академиком РАН Донцовой 

О.А., участвовал в формулировке цели и задач исследования, а также разработал 

методики проведения экспериментов. 

Соискателем проведена иммунопреципитация вспомогательных 

теломеразных белков дикого типа и их не поли(АДФ-рибозил)ированных мутантов 

с последующим определением эффективности их взаимодействия с РНК-

партнерами в условиях нокдауна, сверхэкспрессии и ингибирования активности 

PARP1 c использованием методов вестерн-блоттинга и ПЦР в режиме реального 

времени (публикация 2). Соискателем получены и охарактеризованы штаммы 

дрожжей Hansenula polymorpha с нокаутами генов компонентов теломеразы; 

выделен и очищен дрожжевой теломеразный комплекс при помощи 

иммунопреципитации; изучена ассоциация теломеразных белков с теломеразной 

РНК в составе теломеразного комплекса; измерена теломеразная активность in vitro. 

Для выполнения работы автором также использованы методы вестерн-блоттинга, 

Саузерн-блоттинга для оценки длины теломер, ПЦР в режиме реального времени 

(публикация 3). Анализ данных и интерпретация результатов были проведены 

автором. 

Клонирование мутантных белков DKC1 и GAR1, очистка теломеразного 

комплекса человека путем иммунопреципитации за TERT и в градиенте сахарозы и 

оценка его активности in vitro, анализ длины теломер методом флуоресцентной 

гибридизации in situ проведены Савельевым Н.В. (публикация 2). Исходные 
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штаммы H. polymorpha, кодирующие химеры теломеразных белков с HA-эпитопом, 

и конструкции для получения нокаутов компонентов теломеразы получены Малявко 

А.Н. Структура и взаимодействие белка Est3 с модельными олигонуклеотидами и 

TEN-доменом белка TERT определены методом ЯМР Марьясиной С.С. (публикация 

3). 

13. Структура и объем диссертации 

Структура диссертации включает в себя «Список сокращений», «Введение», 

«Обзор литературы», «Материалы и методы», «Результаты и их обсуждение», 

«Заключение», «Выводы» и «Список литературы», включающий 236 литературных 

источников. Работа иллюстрирована 31 рисунком и 3 таблицами и изложена на 139 

страницах.  
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ1 

Далее по тексту будут использованы устоявшиеся традиционные 

обозначения и их форматирование, принятые для дрожжей и человека. Названия 

штаммов дрожжей выделены курсивом, названия генов дрожжей и человека 

записаны прописными буквами курсивом. Нокауты дрожжевых генов указаны 

строчными буквами курсивом. Под теломеразной активностью in vitro 

подразумевается активность теломеразы после ее очистки или в экстракте клеток, 

оцененная с использованием модельного олигонуклеотидного субстрата, 

имитирующего 3'-конец теломер. Под теломеразной активностью in vivo 

подразумевается активность теломеразы в живых клетках, которая оценивается по 

длине теломер. 

В обзоре литературы будут рассмотрены состав и биогенез теломеразы 

дрожжей и человека, а также характеристика и функциональное значение 

поли(АДФ-рибозил)ирования у эукариот. 

1. Теломеры – ДНК-белковые комплексы, защищающие концы 

хромосом в большинстве эукариот 

Теломеры – это особые комплексы на концах хромосом эукариот, состоящие 

из короткой повторяющейся G-богатой последовательности ДНК и связанных с ней 

белков. Данный комплекс предотвращает распознавание концов линейных 

хромосом как повреждения ДНК и активацию механизмов репарации ДНК. 

Основная функция теломер – защита хромосом от слияния и деградации [1].  

                                                

1 При подготовке данного раздела диссертации использована публикация 1, выполненная в 

соавторстве и указанная во введении к диссертации вместе со вкладом автора, в которой, согласно 

Положению о присуждении ученых степеней в МГУ, отражены основные реультаты, положения и 

выводы исследования. 
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Линейная молекула ДНК чрезвычайно нестабильна внутри эукариотической 

клетки: если ее концы гомологичны геномной ДНК, то может произойти 

рекомбинация и интеграция линейного фрагмента ДНК в хромосому. В противном 

случае линейная ДНК будет деградирована, лигирована или иным образом 

перестроена [2]. Эксперимент, проведенный в начале 1980-х годов, 

продемонстрировал, что линеаризованная плазмида, содержащая G-богатые 

теломерные последовательности филогенетически удаленного простейшего 

Tetrahymena, стабильна в дрожжах [3]. Это исследование показало, что теломеры 

могут функционировать в разных филогенетических ветвях, что предполагает их 

значительную функциональную консервативность. Позже стало ясно, что G-богатые 

повторы на концах хромосом функционируют у большинства эукариот [4]. 

2. Поддержание длины теломер – основная функция теломеразы 

Теломераза обеспечивает эукариотическим клеткам неограниченный 

пролиферативный потенциал, поддерживая длину теломер [5,6]. Максимум 

активности теломеразы приходится на конец S-фазы, когда она привлекается к 

теломерам и добавляет один или несколько теломерных повторов к 3'-концу 

хромосомы за счет обратнотранскриптазной активности, используя небольшой 

участок теломеразной РНК в качестве матрицы [7]. Теломеразная активность 

необходима, так как теломеры укорачиваются с каждым делением соматических 

клеток из-за проблемы «репликации концов» хромосом [8,9] и действия эндонуклеаз 

[10]. Когда теломеры становятся критически короткими, они не могут защитить 

концы линейных хромосом от передачи сигналов о повреждении ДНК. В этом случае 

в клетках происходит остановка клеточного цикла в ответ на повреждение ДНК 

и/или старение [11,12]. Некоторые клетки переживают этот кризис и приобретают 
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неограниченный потенциал деления, активируя теломеразу для удлинения теломер. 

Это явление наблюдается в большинстве раковых клеток [13]. Лишь небольшая 

часть раковых клеток может задействовать механизм альтернативного удлинения 

теломер без участия теломеразы [14]. Теломераза активна в клетках, которые 

должны непрерывно делиться в течение жизни организма, и активируется в особых 

случаях, когда требуется усиленная пролиферация [15,16]. Дефицит активности 

теломеразы в процессе развития в стволовых клетках связан с заболеваниями, 

сопровождающимися преждевременным старением из-за снижения способности к 

регенерации пораженных стволовых клеток [17].  

3. Функционирование дрожжевой теломеразы 

Далее в подразделе описана теломераза почкующихся дрожжей (в первую 

очередь работы по Saccharomyces cerevisiae). Это связано с тем, что использованный 

в работе модельный организм Hansenula polymorpha относится к почкующимся 

дрожжам. Кроме того, при описании использованы устоявшиеся названия 

теломеразных компонентов дрожжей S. cerevisiae, у которых теломеразный 

комплекс наиболее хорошо изучен. Эти названия используются, если не указано 

иное. 

3.1 Холофермент дрожжевой теломеразы 

Основными компонентами теломеразного комплекса почкующихся дрожжей 

являются теломеразная РНК (TLC1) и теломеразная обратная транскриптаза (Est2), 

белки Est1, Est3, Pop1, Pop6, Pop7, гетеродимер yKu70/80 и гептамер Sm7. TLC1 

работает как гибкий каркас для ассоциированных белков. Вторичная структура 

TLC1 включает в себя центральный каталитический участок (матричный участок и 
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псевдоузел), а также три удаленные от центра структуры, образуемые тремя 

большими стеблями, с которыми связываются вспомогательные белки (Рис. 1) [18]. 

 

Рис. 1. Состав холофермента теломеразы почкующихся дрожжей [19]. 

Вторичная структура TLC1 и белковых компонентов, а также взаимодействие 

между ними показаны в упрощенном виде. Белки Est играют важную роль в 

гомеостазе теломер у дрожжей. Est2 связывает псевдоузел (не подписан) и 

матричную область TLC1. Белки Est1 и Pop связывают один и тот же большой 

стебель TLC1. Белки Pop способствуют связыванию Est1 и Est2 (и, возможно, Est3). 

Est3 не взаимодействует с TLC1 и связывается через Est1 и/или Est2 в зависимости 

от вида дрожжей. Гетеродимер yKu70/80 связывает другой большой стебель 

TLC1. Гептамерное белковое кольцо Sm7 защищает 3'-конец TLC1. 

Несмотря на то, что TLC1 и Est2 достаточны для активности теломеразы 

in vitro [20], перечисленные вспомогательные белки необходимы для 

функционирования теломеразы in vivo. Sm7 играет ключевую роль в стабилизации 

TLC1 в цитоплазме путем связывания вблизи 3'-конца TLC1 в структуре, известной 
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как «терминальный стебель» или «стебель Sm» [21,22]. Est2 распознает псевдоузел 

и матричную область, расположенную в проксимальном центре TLC1, где сходятся 

три больших стебля TLC1 [23]. Est1 опосредует основной путь привлечения 

теломеразы к теломерам во время поздней S-фазы путем взаимодействия с 

теломерным белком Cdc13 и теломеразной РНК [24–29]. Кроме того, Est1 изменяет 

конформацию Cdc13, что приводит к высвобождению 3'-конца теломеры и 

связыванию и активации теломеразы [30]. Связывание Est1 с TLC1 происходит в 

результате взаимодействия со структурными элементами типов «петля-шпилька» и 

«выступ» в части, известной как «стебель Est1» [31]. 

Гетеродимер yKu70/80, хорошо известный своей ролью в восстановлении 

разрывов ДНК, распознает короткую структуру типа «стебель-петля» внутри 

другого большого стебля TLC1, называемого «стебель yKu» [32–34]. Кроме того, 

белок yKu80 может связываться с теломерным белком Sir4, предоставляя теломеразе 

альтернативный способ связывания с концом теломеры [34,35]. Est3, небольшой 

белок, принимающий олигонуклеотид/олигосахарид-связывающую укладку (OB-

укладку), остается наименее изученным компонентом холофермента теломеразы 

дрожжей. Считается, что его связывание имеет решающее значение для правильной 

конформации комплекса, потенциально регулируя путь сборки теломеразы [36]. Est3 

взаимодействует с Est1 и Est2 в теломеразном комплексе [36]. Белки с OB-укладкой 

высококонсервативны и известны своим участием в поддержании целостности 

генома, особенно на теломерах [37]. Наконец, теломеразный комплекс включает 

набор белков Pop (Pop1, Pop6 и Pop7), которые также являются компонентами 

комплексов РНКазы P и РНКазы MRP [38]. Белки Pop связываются с доменом 

CS2a/TeSS «стебля Est1» рядом с сайтом связывания белка Est1. Их присутствие 
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имеет решающее значение для биогенеза теломеразы и ее ядерной локализации 

[39,40]. 

3.2 Сборка дрожжевой теломеразы 

Вероятно, что вновь синтезированная молекула TLC1 связывается с кеп-

связывающим комплексом (CBC) и транскрипционно-экспортным комплексом 1 

(TREX-1), подобно другим кепированным m7G РНК [41,42]. Считается, что эти 

комплексы способствуют ранним этапам созревания TLC1, таким как привлечение 

экспортина Xpo1. Существующие данные позволяют предположить, что 

цитоплазматический экспорт TLC1 полностью зависит от Xpo1 [22,43]. Однако в 

мутантном штамме mex67-5 TLC1 быстро разрушается ядерной экзосомой, что 

позволяет предполагать участие гетеродимера экспортного рецептора Mex67–Mtr2 

как адаптера во время процесса экспорта, который также стабилизирует РНК [22,44]. 

После экспорта в цитоплазму гептамерное кольцо Sm7 собирается вокруг 

последовательности 3'-конца TLC1 [41]. Вопреки начальному представлению [43], 

комплекс Sm7 не требуется сразу для стабильности РНК после транскрипции, что 

позволяет молекулам TLC1 с мутациями в участке связывания Sm7 достигать 

цитоплазмы неповрежденными [22]. Однако у дрожжей существуют небольшие 

различия в механизмах защиты 3'-конца теломеразной РНК. Например, у 

Schizosaccharomyces pombe только предшественник теломеразной РНК (TER1) 

связывается с комплексом Sm7, и его замена на гептамерное кольцо Lsm2-8 

необходима для стабильности зрелой РНК [45]. Кроме того, эволюционно 

консервативный белок Lar7, также известный как Pof8, играет решающую роль в 

стабилизации связывания белков Lsm с TER1 [46]. Thc1 и Bmc1 работают совместно 

с Lar7, распознавая правильно свернутую TER1 и способствуя привлечению 
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гептамера Lsm2-8 [47,48]. Следует отметить, что делящиеся дрожжи сильно 

отличаются от почкующихся дрожжей, и в особенности в функционировании ДНК-

белковых комплексов на теломерах [49]. 

В отсутствие любого из белков Est теломеразная РНК S. cerevisiae 

накапливается в цитоплазме, что указывает на то, что сборка теломеразного 

рибонуклеопротеина (РНП) происходит в цитоплазме и необходима для его 

последующего импорта в ядро [43]. Однако эти данные не противоречат связыванию 

по крайней мере, одного из белков Est в ядре. Таким образом, точное время 

добавления каждого белка Est неясно [41]. Предположено, что сборка активного 

теломеразного РНП является сложным регулируемым процессом, в котором 

субъединица Est3 действует как переключатель, контролирующий пути 

сборки/разборки РНП [36]. Est2 и Est1 могут напрямую связывать определенные 

участки теломеразной РНК [23–25,50], и накопление промежуточного комплекса 

Est1–TLC1–Est2 можно обнаружить на ранних стадиях клеточного цикла [36]. 

Существование теломеразного комплекса, содержащего все три субъединицы Est, 

оказывается преходящим, поскольку ближе к концу клеточного цикла накапливается 

комплекс Est1–TLC1–Est3 без Est2 [36]. Диссоциацию Est2 в фазах G2/M можно 

объяснить его взаимодействием с другим белком. Белок PinX1, который считается 

фактором ареста Est2 в ядрышке, подходит под эту роль [51]. 

Эксперименты на альтернативных моделях почкующихся дрожжей 

указывают на дополнительный уровень сложности для создания общей модели 

сборки теломеразы. Возможно, наиболее ярким примером является отсутствие генов 

EST1 в геномах Candida parapsilosis и Lodderomyces elongisporus, а также 

увеличенный размер открытых рамок считывания гена EST3. Довесок к белку Est3 
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играет важную роль во взаимодействии между Est3 и Est2 в вышеназванных 

штаммах [52]. С другой стороны, в Candida albicans, по всей видимости, 

взаимодействие между Est1 и TLC1 зависит от предварительного связывания Est3, 

что позволяет предположить неспособность образовывать субкомплекс Est1–TER–

Est2 без Est3 [53]. Описанные несоответствия отражают эволюционную 

пластичность механизмов сборки теломеразы. 

Дополнительная стабилизация комплекса теломеразной РНК с белками Est 

происходит за счет связывания белков Pop с доменом CS2a/TeSS на TLC1. В их 

отсутствие (в мутантах pop1 и pop6) взаимодействие между Est1 и TLC1 ослаблено 

и теломеразная РНК накапливается в цитоплазме [39,40,54]. Как часть основных 

механизмов процессинга РНК, белки Pop присутствуют в большинстве организмов, 

а элементы, подобные CS2a/TeSS TLC1, можно обнаружить в теломеразных РНК 

многих дрожжей, включая S. pombe и H. polymorpha [38]. Еще предстоит определить, 

взаимодействуют ли белки Pop с Est3 и влияют ли на его ассоциацию с 

теломеразным комплексом. Напротив, связывание гетеродимера yKu70/80 может 

быть специфичным для S. cerevisiae и близкородственных видов [55–57]. Это 

предположение подтверждается отсутствием стабильной ассоциации между 

yKu70/80 и TER (ортологом TLC1), наблюдаемой в эксперименте по 

коиммунопреципитации теломеразной РНК H. polymorpha [58]. В пользу этого 

свидетельствует тот факт, что даже у S. cerevisiae взаимодействие между yKu70/80 

и TLC1, по-видимому, играет второстепенную роль в привлечении теломеразы на 

теломеры по сравнению с основным путем через взаимодействие Cdc13–Est1 [34]. 

Однако связывание белков Ku с TLC1 может иметь решающее значение для 
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эффективного импорта теломеразного РНП в ядро, поскольку молекулы TLC1 

накапливаются в цитоплазме в мутанте ∆yku70 в S. cerevisiae [43].  

Независимо от точного состава и конформации теломеразного РНП, 

импортин Mtr10 и кариоферины Kap122 и Cse1 могут участвовать в транспорте 

теломеразы в ядро [43,54,59]. Однако их значение для импорта является 

дискуссионным, поскольку штамм ∆mtr10, имеет плейотропный фенотип и низкий 

уровень TLC1 [59], а в другом исследовании эффект мутации ∆kap122 оказался 

незначительным [22]. Заключительным этапом созревания теломеразы является 

образование 5'-2,2,7-триметилгуанозинового кепа (5'ТМГ) на 5'-конце TLC1 и 

окончательный процессинг 3’-конца экзосомой, что, скорее всего, происходит в 

ядрышке после импорта в ядро полностью собранного теломеразного комплекса 

[22,54]. Стоит также отметить, что имеющиеся данные не противоречат 

представлению о перемещении теломеразы между ядром и цитоплазмой [41]. 

На основе описанных данных составлена общая схема биогенеза 

теломеразного комплекса у почкующихся дрожжей (на основе данных по 

S. cerevisiae), которая представлена на Рис. 2. 
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Рис. 2. Модель биогенеза теломеразы у почкующихся дрожжей [19]. (А) В 

поздней G1- и S-фазах теломеразная РНК (TLC1) синтезируется РНК-полимеразой 

II (РНКП II). Незрелая TLC1 имеет монометилированный 5’-кеп (5’ММГ), 

связанный кеп-связывающим комплексом (CBC), и 3'-поли(А) хвост (если он не 

процессируется экзонуклеолитическим расщеплением). При транскрипции 

гетеродимер рецептора экспорта Mex67–Mtr2 связывается с TLC1, стабилизируя 

и способствуя ее ядерному экспорту. (Б) Экспортин Xpo1 обеспечивает экспорт 

TLC1 в цитоплазму, где происходит диссоциация комплекса с Mex67–Mtr2 и CBC, а 

комплекс Sm7 связывает 3'-конец TLC1. (В) Белки Pop, Est1, Est2 и Est3 собираются 

в комплекс в цитоплазме в неизвестном порядке и по неизвестному механизму. (Г) В 

G1-фазе клеточного цикла уровень белка Est1 подавляется за счет 

убиквитинирования и последующей деградации. (Д) Собранный теломеразный 

комплекс импортируется в ядро под действием импортина Mtr10 и кариоферинов 
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Kap122 и Cse1. После импорта yKu70/80 связывает теломеразный РНП, возможно, 

способствуя его удержанию в ядре. (Е) Теломеразный комплекс перемещается в 

ядрышко, где поли(А) хвост окончательно удаляется и образуется 5'-2,2,7-

триметилгуанозиновый кеп (5'ТМГ). (Ж) В G2- и M-фазах Est2 диссоциирует из 

теломеразного РНП, тем самым ограничивая активность теломеразы 

определенными стадиями клеточного цикла. (З) Теломеры почкующихся дрожжей 

защищены белковым комплексом (телосомой). Двухцепочечная область теломер 

связана Rap1 и связанными с ним белками Rif1/Rif2 или белками Sir2/Sir3/Sir4. 

Одноцепочечный участок защищен Cdc13 в комплексе с белками Stn1 и Ten1. Во 

время поздней S-фазы теломераза дрожжей привлекается к теломерам за счет 

взаимодействия между Cdc13 и Est1, что поддерживается активацией Est1 в S-

фазе. Гетеродимер yKu70/80 также может связывать теломеры через белок Sir4 

в фазе G1, но это взаимодействие не способствует удлинению теломер.  

3.3 Посттрансляционные модификации (ПТМ) компонентов 

теломеразы дрожжей 

За несколько десятилетий изучена только одна посттрансляционная 

модификация субъединицы теломеразы дрожжей в контексте функционирования 

теломеразы: убиквитинирование белка Est1 в S. cerevisiae. Количество Est1 

регулируется в течение клеточного цикла. При этом максимум наблюдается в S-

фазе. Убиквитинлигаза Ufd4 E3 модифицирует Est1, активируя протеасомную 

деградацию этого белка [60–62]. Мутация cdc48-3 (компонент комплекса, 

нацеливающего белки на протеасому) и делеция ufd4 увеличивают количество Est1, 

влияя на сборку теломеразы и поддержание длины теломер [63]. 
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Предположение о фосфорилировании Est3 было обозначено в статье [64]. 

Однако какой остаток может быть модифицирован, какой киназой, а также 

потенциальные функциональные последствия такой модификации не были 

идентифицированы. 

В нескольких статьях сообщалось о модификации гетеродимера yKu70/80 

небольшими убиквитин-подобными модификаторами (SUMO) или 

SUMOилирование yKu70/80. Три лигазы SUMO E3 (Mms21, Siz1 и Siz2) участвуют 

в модификации C-конца yKu70 [65–67], в то время как Siz2 может также 

модифицировать yKu80 [66]. Хотя нарушение SUMOилирования yKu70/80 

действительно приводит к значительным изменениям длины теломер, они не 

обязательно связаны с процессом сборки теломеразы. Эффекты мутаций в 

ферментах SUMO E3 трудно интерпретировать, учитывая, что SUMOилирование 

затрагивает несколько белков, включая теломерные [68]. Кроме того, обнаружено 

фосфорилирование остатка Ser623 yKu80 киназой Pho85, но мутация yku80S623A, по-

видимому, не нарушает поддержание теломер [69].  

Примечательно, что в ходе нескольких широкомасштабных скринингов 

выявлен ряд посттрансляционных модификаций в белках теломеразы [70–72]. Их 

потенциальное участие в поддержании теломер остается нераскрытым. Учитывая 

решающую роль ПТМ в контроле разнообразных клеточных процессов, а также тот 

факт, что до сих пор только одну из них связывают с биогенезом теломеразы, вполне 

вероятно, что некоторые из упомянутых или пока необнаруженных модификаций 

могут регулировать сборку холофермента теломеразы дрожжей. 

4. Функционирование теломеразы позвоночных 

4.1 Холофермент теломеразы человека 
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Биогенез теломеразного комплекса позвоночных наиболее подробно изучен 

у человека, что во многом обусловлено медицинской значимостью правильного 

функционирования теломеразы. Поэтому далее будут рассматриваться результаты, 

полученные преимущественно на клетках человека. Одним из хорошо известных 

редких наследственных заболеваний, связанных со снижением активности 

теломеразы, является врожденный дискератоз [73]. Нарушение функционирования 

белка дискерина (DKC1) приводит к снижению содержания теломеразы в клетках и 

укорочению теломер. Точечные мутации дискерина приводят к Х-сцепленной форме 

врожденного дискератоза [74], при котором падение количества теломеразы 

сопровождается дефектами активно пролиферирующих тканей, костного мозга, 

легких и кожи. Аутосомно-доминантные формы врожденного дискератоза [75] 

наблюдаются при мутациях теломеразной обратной транскриптазы, теломеразной 

РНК [76] и теломерного белка TIN2 [77]. Эти заболевания указывают на прямую и 

важную связь между патофизиологией врожденного дискератоза и укорочением 

теломер. 

Теломеразная РНК человека (hTR) и TERT человека (hTERT) достаточны для 

активности теломеразы in vitro в лизате ретикулоцитов кролика, в котором 

содержатся дополнительные белки необходимые для сборки теломеразного 

комплекса [78,79]. Однако для эффективного функционирования теломеразного 

комплекса in vivo требуется множество дополнительных белков [80]. Итак, кратко 

рассмотрим вторичную структуру теломеразной РНК и холофермента теломеразы 

человека (Рис. 3). 
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Рис. 3. Схема структур hTR и hTERT и холофермента теломеразы человека 

[19]. (А) Вторичная структура теломеразной РНК человека (hTR). CR4/5 – 

консервативные регионы 4 и 5; TBE – матричный граничный элемент; H/ACA – 

боксы H и ACA; CAB – бокс телец Кахаля; BIO – бокс, способствующий биогенезу. 

Отмечены псевдоузел, матричный участок, 5'- и 3'-шпильки домена H/ACA, а 

также элементы P1, P2a, P2b, P3, P4, P4.1, P4.2, P5, P6a, P6b, P6.1, P7 и P8. (Б) 

Доменная структура обратной транскриптазы теломеразы (TERT) от N- к C-

концу. TEN – N-концевой домен теломеразы; TRBD – теломеразный РНК-

связывающий домен; RT – домен обратной транскриптазы; CTE – C-концевой 

домен. (В) Схема холофермента теломеразы человека, показывающая 

взаимоотношения доменов hTERT, связанных белков и hTR, адаптированная на 

основе структуры теломеразы человека, полученной криоэлектронной 

микроскопией. Теломераза принимает двудольную структуру, связанную 

теломеразной РНК. Первая доля состоит из домена H/ACA hTR, который 

связывает два тетрамера (белки DKC1, NOP10, NHP2 и GAR1) и белка TCAB1. 



30 

Вторая доля состоит из белка hTERT, а также доменов псевдоузла и области CR4/5 

hTR. TEN, TRBD, RT и CTE те же, что и в (Б). 

Сравнительный анализ последовательностей теломеразных РНК среди 

позвоночных выявил несколько консервативных областей, включая псевдоузел, 

домен CR4/5 и домен H/ACA [81]. Другие важные элементы включают матричную 

область и матричный граничный элемент (TBE) (Рис. 3А). 

У большинства организмов, включая позвоночных, TERT содержит четыре 

домена: N-концевой домен теломеразы (TEN), теломеразный РНК-связывающий 

домен (TRBD), домен обратной транскриптазы (RT) и C-концевой домен (CTE) [82] 

(Рис. 3Б). Аминокислотная последовательность между доменами TRBD и TEN 

представляет собой область низкой сложности, богатую пролином, аргинином и 

глицином, которая может способствовать димеризации TERT или может быть 

местом расщепления протеазой в клетках человека [83] (Рис. 3Б, показано серым 

цветом). 

4.2 Предварительная сборка теломеразного РНП, опосредованная 

мотивом H/ACA 

Биогенез и накопление hTR не требуют участия hTERT [84]. Правильный 

процессинг теломеразной РНК требует наличия мотива H/ACA. Мотив H/ACA имеет 

консервативную вторичную структуру, состоящую из двух шпилек, разделенных 

одноцепочечным H-боксом с консенсусной последовательностью 5'-ANANNA-3', 

где N представляет собой любой нуклеотид. Структура заканчивается 

одноцепочечным 3'-концом, который включает нуклеотиды ACA [85]. Малые 

ядрышковые РНК (мякРНК) и малые РНК, специфичные для телец Кахаля 

(мкаРНК), содержат мотив H/ACA. Эти семейства малых РНК в основном участвуют 
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в модификации рибосомных РНК (участвуют мякРНК) и малых ядерных РНК 

(участвуют мкаРНК), определяя специфические сайты превращения уридина в 

псевдоуридин [86]. На сегодняшний день не выявлена мишень РНК для 

псевдоуридилирования, за которую отвечала бы теломеразная РНК. Отличительной 

особенностью hTR от других РНК с мотивом H/ACA является наличие спиралей P6.1 

и P6b [87], расположенных на 5’-шпильке в консервативной области CR4/5. Кроме 

того, hTR в структуре 3'-шпильки присутствует BIO-бокс, который отличает ее от 

других РНК человека с H/ACA мотивом. BIO-бокс помогает в сборке теломеразного 

РНП [88]. 3'-шпилька hTR также включает в себя бокс телец Кахаля, называемый 

CAB-бокс [89] (Рис. 3А). 

У дрожжей мякРНК H/ACA и теломеразная РНК транскрибируются как 

отдельные молекулы РНК-полимеразой II и процессируются из синтезированных 

предшественников [90]. У инфузорий теломеразная РНК также экспрессируется со 

своего промотора, но с помощью РНК-полимеразы III [91]. Интересно, что у 

человека мякРНК и мкаРНК H/ACA обычно образуются как продукты процессинга 

интронов после сплайсинга мРНК [92]. Однако теломеразная РНК человека, подобно 

дрожжевой, синтезируется РНК-полимеразой II в виде отдельного транскрипта и 

процессируется промотор-зависимым образом [93]. Следовательно, биогенез 

теломеразной РНК отличается от биогенеза большинства человеческих РНК, 

несущих мотив H/ACA. Если hTR транскрибируется РНК-полимеразой III или если 

домен H/ACA hTR транскрибируется внутри интрона мРНК РНК-полимеразой II, в 

клетке накапливается только 3'-конец молекул теломеразной РНК, несущих мотив 

H/ACA [85,94]. В отличие от других РНК H/ACA человека, процессинг в 
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направлении 5'–3' должен быть подавлен, чтобы сохранить псевдоузел и матричный 

участок. 

Мотив H/ACA участвует в формировании рибонуклеопротеинового 

комплекса (комплекса H/ACA) с белками H/ACA – дискерином (DKC1), NHP2, 

NOP10 и GAR1 – во всех мякРНК и мкаРНК позвоночных [95,96]. Дискерин, NHP2 

и NOP10 были идентифицированы методом иммунопреципитации теломеразы с 

последующей масс-спектрометрическим анализом выделенных компонентов [97]. 

Каждая шпилька теломеразной РНК H/ACA связывает белковый тетрамер, 

состоящий из дискерина, NHP2, NOP10 и GAR1 [80]. Дискерин, NHP2 и NOP10 

обладают РНК-связывающей активностью. При этом GAR1 привлекается только за 

счет межбелковых взаимодействий [98]. Однако эти белки не способны к 

самостоятельному образованию комплекса с доменом H/ACA in vivo без 

вспомогательных белков [99,100]. 

Сборка теломеразного комплекса, опосредованная мотивом H/ACA, 

происходит следующим образом. Во-первых, фактор сборки SHQ1 связывается с 

дискерином в цитоплазме и стабилизирует его, предположительно предотвращая 

неспецифическое связывание с РНК и неспецифическое псевдоуридинилирование 

[101,102]. Сигнал ядерной локализации дискерина направляет комплекс дискерин–

SHQ1 в ядро. После импорта в ядро SHQ1 отделяется от дискерина шаперонным 

комплексом R2TP, состоящим из узнающих мишень белков PIH1D1, RPAP3 и AAA+ 

АТФаз RUVBL1 и RUVBL2 (также известных как понтин и рептин) [100]. Сборке 

комплекса H/ACA может способствовать белок NUFIP, который связывает NHP2 и 

взаимодействует с PIH1D1 [103]. Нарушение активности любого из этих факторов 

сборки приводит к нарушению накопления зрелой теломеразной РНК in vivo 
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[100,104]. Связывание дискерина с теломеразной РНК происходит во время 

транскрипции, чтобы обеспечить правильный процессинг теломеразной РНК 

[105,106]. Шапероны размещают два тетрамера [80], каждый из которых состоит из 

дискерина, NHP2, NOP10 и фактора сборки NAF1, который позже заменяется 

структурно сходным GAR1 [105,107] посредством неизвестного механизма, 

предположительно с участием белка SMN [105]. Замена происходит до транспорта 

рибонуклеопротеина H/ACA в тельца Кахаля или ядрышки, поскольку NAF1 

обнаруживается только в нуклеоплазме, но не в тельцах Кахаля или ядрышках 

[99,105]. NAF1 может привлекаться к С-концевому домену РНК-полимеразы II, 

способствуя сборке мякРНП [108]. Механизм сборки тетрамеров и участия 

комплекса R2TP остается неясным. 

Мутагенез 3'- и 5'-шпилек мякРНК H/ACA, а также результаты 

криоэлектронной микроскопии структуры теломеразы человека показывают, что 

первый тетрамер из дискерина, NHP2, NOP10, NAF1 связывается с 3'-шпилькой во 

время сборки рибонуклеопротеинового комплекса H/ACA. Это первоначальное 

связывание позволяет второму тетрамеру собраться на 5'-шпильке [80,98]. Белки 

дискерин, NHP2, NOP10 и NAF1 необходимы для стабильности теломеразной РНК 

и других РНК H/ACA in vivo [109–112]. Несмотря на то, что GAR1 является 

стехиометрическим партнером для связывания мякРНК с мотивом H/ACA, он не 

является необходимым для их стабильности in vivo [110]. По результатам 

иммунопреципитации GAR1 может быть менее стабильно связан с теломеразным 

комплексом по сравнению с дискерином, NHP2 и NOP10 [97]. Это согласуется с 

моделью замены NAF1 на GAR1 на более поздних стадиях сборки теломеразы. 

4.3 Сборка активного теломеразного комплекса 
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Разница между мкаРНК и мякРНК заключается в наличии консервативной 

последовательности из четырех нуклеотидов в мкаРНК, CAB-бокса, необходимого 

для локализации в тельцах Кахаля [89]. Тельца Кахаля – это динамические 

безмембранные органеллы, находящиеся в ядре эукариотических клеток. Тельца 

Кахаля участвуют в созревании и процессинге рибонуклеопротеинов, включая 

малые ядерные РНП (мяРНП) и малые РНП, специфичные для этих образований 

(мкаРНП) [113]. Теломеразная РНК содержит последовательности H/ACA и CAB-

боксов и локализуется в тельцах Кахаля, как и мкаРНК, только после процессинга и 

присоединения белков H/ACA, как было показано при помощи гибридизации in situ 

[94,114,115]. 

Совыделение комплексов, связанных с дискерином, из линий опухолевых 

клеток позволило обнаружить белок TCAB1 (также известный как WDR79 или 

WRAP53), который ассоциируется с теломеразой [116]. TCAB1 стабильно связывает 

мкаРНК, но не мякРНК. Этот белок локализован в тельцах Кахаля, но не в ядрышках. 

Нокдаун TCAB1 приводит к локализации теломеразной РНК вне телец Кахаля, 

предположительно в ядрышках, и неэффективному удлинению теломер, не 

связанному с ферментативной активностью теломеразы in vitro [116–118]. Однако 

более поздние исследования показали, что нокаут TCAB1 также приводит к падению 

активности теломеразы in vitro в раковых и эмбриональных стволовых клетках без 

изменения содержания hTR [119,120]. Предполагается, что TCAB1 опосредует 

правильное сворачивание удаленных петель P6b и P6.1 теломеразной РНК, 

обеспечивая эффективное взаимодействие домена CR4/5 и hTERT и умеренно 

стимулируя теломеразную активность in vitro [120]. Криоэлектронная микроскопия 

позволила установить, что TCAB1 является стабильной субъединицей 
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холофермента теломеразы [121]. Шаперон TRiC необходим для сворачивания 

TCAB1 и правильной сборки теломеразы [122]. TCAB1 высвобождается из 

комплекса с hTR во время митоза, что совпадает с уходом TCAB1 из телец Кахаля. 

В то же время общее содержание hTR, белка TCAB1 и активность теломеразы in vitro 

оставались постоянными на протяжении всего клеточного цикла, что позволяет 

предположить, что TCAB1 может играть роль регулятора холофермента теломеразы, 

позволяя удлинять теломеры [123]. 

hTERT связывает домен CR4/5 и домен псевдоузла/матрицы hTR за счет 

своего домена TRBD. Кроме того, TEN-домен также участвует в формировании 

домена псевдоузла/матрицы для стабилизации дуплекса РНК–ДНК на 3'-конце 

матрицы [124]. Предполагается, что сборка комплекса hTERT–hTR происходит при 

участии шаперона Hsp90 [125,126], который вовлечен в регуляцию клеточного 

цикла, поддержание целостности хромосом и другие сигнальные пути [127]. Белок 

p23 образует комплекс с Hsp90. Подавление функционирования р23 приводит к 

снижению активности теломеразы in vitro [128,129]. Ингибирование Hsp90 

гелдамицином снижает содержание активного теломеразного комплекса и вызывает 

деградацию hTERT протеасомой. Иммунопреципитация Hsp90 и p23 приводит к 

обогащению активной теломеразы, что указывает на их взаимодействие со зрелым 

теломеразным комплексом [130]. Обработка клеток гелдамицином также приводит 

к потере белка NHP2, что указывает на участие Hsp90 в его стабилизации [103]. 

Однако интерпретация эффекта Hsp90 затруднена, поскольку нарушение работы 

одного из ключевых шаперонов в клетке может вызывать косвенный эффект. 

Другой белок, AAA-АТФаза NVL2, также может действовать как шаперон 

hTERT. NVL2 взаимодействует и локализуется вместе с hTERT в ядрышке. 
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Снижение содержания NVL2 понижает уровень hTERT и активность теломеразы 

in vitro [131]. Кроме того, было показано, что экспрессия доминантно-негативной 

формы фактора сборки мяРНП белка SMN нарушает локализацию hTERT in vivo и 

теломеразную активность in vitro [132]. SMN может играть роль в сборке 

каталитически активного теломеразного комплекса [132], поскольку SMN 

ассоциирует с GAR1 in vivo [133,134]. Комплекс SMN сконцентрирован в ядерных 

тельцах, где он может способствовать замене NAF1 на GAR1. 

Интересно, что hTR и hTERT колокализуются только на теломерах на 

протяжении большей части клеточного цикла [123]. В отличие от hTR, hTERT имеет 

тенденцию локализоваться в частях ядра, отличных от телец Кахаля, особенно в 

ядрышках раковых клеток согласно ряду работ [114,135]. Белок PinX1 может 

способствовать ядерной локализации hTERT, но это наблюдалось только в контексте 

сверхэкспрессии hTERT [136]. Однако в недавней статье путем эндогенного мечения 

показано, что hTERT принципиально не локализуется в ядрышках [118]. 

В настоящее время существует несколько моделей сборки hTR и hTERT. 

Первая модель предполагает, что сборка происходит посредством взаимодействия 

телец Кахаля, несущих hTR, и ядрышек, несущих hTERT, так как в S-фазе 

клеточного цикла hTERT концентрируется из нуклеоплазмы в ядрышки [137,138] и, 

предполагается, что тельца Кахаля перемещаются на периферию ядрышек, неся с 

собой теломеразную РНК [138]. Вторая модель предполагает, что сборка происходит 

в ядрышках. Показано, что hTERT может локализоваться в ядрышках и связываться 

с теломеразным РНП в плотном фибриллярном компоненте ядрышка [139,140], 

сохраняя при этом взаимодействие с нуклеолином [140,141], до тех пор, пока зрелый 

комплекс не будет привлечен к тельцам Кахаля с помощью TCAB1 [140]. Однако 



37 

активная роль ядрышек в сборке теломеразы дискуссионна [142,118]. Третья модель 

предполагает, что сборка происходит в телах Кахаля. По данным микроскопии 

структурированной освещенности, hTR расположена на периферии телец Кахаля. 

Это говорит о том, что hTERT может захватывать теломеразную РНК на выходе из 

телец Кахаля [143]. В принципе полученные результаты не противоречат 

возможности того, что сборка может происходить просто в нуклеоплазме, без 

участия специальных ядерных компартментов. 

Несмотря на многочисленные эксперименты, проведенные для определения 

локализации, точное расположение сборки комплекса hTERT–hTR в ядре остается 

неясным. Частично это можно объяснить ограничениями используемых методов. 

Например, замечено, что белковая метка на N-конце hTERT влияет на его 

функционирование в клетках [144]. Также нельзя исключить, что функционирование 

белка hTERT может быть изменено в условиях сверхэкспрессии, часто 

используемых в исследованиях. 

Недавние достижения в криоэлектронной микроскопии показали, что димеры 

гистонов H2A и H2B также являются субъединицей теломеразы [121]. Интересно, 

что H2A–H2B связывается со стеблем P6.1 в каталитической доле теломеразы, а не 

в доле H/ACA [121]. Стебель P6.1 в домене CR4/5 высококонсервативен среди 

млекопитающих [87]. Гистоны также являются высококонсервативными белками 

[145]. На основании этого можно предположить, что димер H2A–H2B является 

частью теломеразного комплекса у других млекопитающих, возможно, способствуя 

правильному сворачиванию домена CR4/5. В настоящее время нет данных, на какой 

стадии сборки димер H2A–H2B присоединяется к теломеразному комплексу. 

Однако можно предположить, что это происходит после сборки комплекса hTERT–
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hTR за счет сворачивания hTR. Дальнейшие исследования должны выявить роль 

этого димера в функционировании теломеразы. 

Гиперметилирование 5'-кепа теломеразной РНК с помощью 

триметилгуанозинсинтазы 1, TGS1, также играет важную роль в транспортировке и 

рекрутировании теломеразы. Обнаружены две изоформы TGS1 с различной 

локализацией [146]. Полноразмерная изоформа может локализоваться в тельцах 

Кахаля и в цитоплазме, тогда как более короткая изоформа локализуется только в 

тельцах Кахаля и связывается с компонентами мякРНП C/D и H/ACA [146]. 

Интересно, что обработка ингибитором TGS1, синефунгином, значительно снижала 

количество телец Кахаля в раковых клетках и опухолевых органоидах [147]. После 

нокаута TGS1 количество телец Кахаля также снижается, а мкаРНК имеют 

тенденцию неправильно локализоваться в ядрышках [148]. Между тем, 

флуоресцентная гибридизация hTR in situ (FISH) в сочетании с 

иммунофлуоресцентной визуализацией TRF2 выявили значительное снижение 

содержания теломеразной РНК на концах хромосом при нокдауне TGS1 [147]. В 

условиях отсутствия TGS1 происходит накопление теломеразной РНК в цитоплазме, 

а также увеличивается общее количество hTR в клетке без изменения содержания 

непроцессированных форм теломеразной РНК [148]. Следовательно, 

опосредованное TGS1 гиперметилирование 5'-кепа hTR может, в принципе, 

ограничивать удлинение теломер. Недавняя работа указывает на то, что кепирование 

теломеразной РНК человека с помощью TGS1 2,2,7-триметилгуанозином 

необходимо для прямого зависимого от теломеразы поддержания теломер, хотя само 

кепирование 5'ТМГ необязательно для активности теломеразы in vitro [147].  

4.4 Транспорт теломеразного РНП человека 
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Транспорт теломеразного комплекса является наиболее противоречивой 

частью его биогенеза. Основной вопрос заключается в том, как субъядерная 

компартментализация влияет на созревание hTR и теломеразы. В настоящее время 

все работы сосредоточены на выяснении роли телец Кахаля и ядрышек в этом 

процессе. 

Анализ локализации 3'-удлиненной формы теломеразной РНК методом FISH 

позволяет предположить, что по крайней мере часть процессинга 3'-конца hTR 

происходит в ядрышке [149]. В то же время взаимодействие hTR с TCAB1 приводит 

к концентрации теломеразного РНП в тельцах Кахаля [116,117,143]. Потеря TCAB1 

приводит к накоплению hTR в ядрышках [118]. Примечательным результатом 

исследований взаимодействия между коилином, основным компонентом телец 

Кахаля, и РНК является то, что все мякРНК могут проходить через тельца Кахаля на 

пути в ядрышко, в то время как мкаРНК остаются там [150]. 

Транспорт мкаРНК в тельца Кахаля осуществляется фактором PHAX. 

Предположительно, кепированная 5'ММГ теломеразная РНК, транспортируется с 

помощью PHAX, взаимодействие с которым было показано [151]. Nopp140, 

внутренне неупорядоченный фосфопротеин телец Кахаля, совыделяется совместно 

с дискерином, как и TCAB1 [116]. Nopp140 необходим для привлечения и удержания 

всех мкаРНП в тельцах Кахаля. Nopp140 играет важную роль в формировании телец 

Кахаля и локализации в них мкаРНК и теломеразной РНК [152]. Nopp140 

предположительно может функционировать как фактор транспорта между 

ядрышком и тельцами Кахаля [153]. 

Транспортировка hTR к теломерам и тельцам Кахаля также зависит от hTERT 

в раковых клетках. Снижение содержания hTERT приводит к делокализации hTR 
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как из телец Кахаля, так и от теломер, не влияя на ее количество в клетке [154]. В то 

же время сверхэкспрессия hTERT также приводит к уменьшению локализации hTR, 

меченной MS2, в тельцах Кахаля [143]. Анализ коэффициентов диффузии меченого 

hTERT на живых клетках выявил три отдельные популяции частиц теломеразы. 

Существовали две быстро диффундирующие популяции, которые могут 

представлять собой несвязанный hTERT и диффундирующие теломеразные РНП, и 

менее мобильную популяцию, которая может представлять собой теломеразные 

РНП, связанные с тельцами Кахаля или теломерами [155]. Интересно, что даже в 

клетках без hTR 25-30% частиц hTERT медленно диффундировали или были 

статичными [118]. Все эти результаты позволяют предположить, что могут 

существовать ядерные структуры, отличные от телец Кахаля, ядрышек или теломер, 

которые сохраняют hTERT для обеспечения оптимальной сборки теломеразы. 

Следует отметить, что тельца Кахаля и ядрышки не являются полностью 

отдельными структурами, а имеют сложные взаимоотношения. Иногда они могут 

перекрываться, о чем свидетельствуют данные электронной микроскопии и 

совместная локализация телец Кахаля и ядрышковых факторов [156]. Тельцам 

Кахаля нужны ядрышки для поддержания целостности, но не наоборот. Это 

указывает на то, что тельца Кахаля могут выполнять вспомогательную функцию. В 

принципе, ядрышки могут выполнять по крайней мере часть функций телец Кахаля, 

в зависимости от условий. 

В завершение подраздела на Рис. 4 представлена общая схема биогенеза 

теломеразного комплекса человека. 
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Рис. 4. Модель биогенеза теломеразного комплекса человека [19]. (А) После 

синтеза дискерин (DKC1) стабилизируется белком SHQ1 в цитоплазме и 

транспортируется в ядро. (Б) Теломеразная РНК (hTR) экспрессируется РНК-

полимеразой II (РНКП II) под контролем различных транскрипционных факторов и 

под влиянием эпигенетических модификаций промотора hTR, как 3'-

полиаденилированный и содержащий монометилированный 5'-кеп (5'ММГ) 

предшественник. (В) При синтезе hTR первый тетрамер H/ACA (DKC1, NOP10, 

NHP2 и NAF1) прикрепляется к 3'-шпильке H/ACA с помощью шаперона R2TP и 

фактора NUFIP, которые взаимодействуют с NHP2. В результате 

высвобождается SHQ1. (Г) Второй тетрамер собирается схожим образом. (Д) 

Если предшественник hTR слишком длинный, то он разрушается за счет NEXT- или 

PAXT-зависимого привлечения экзосомы [157,158]. (Е) Во время транспорта 
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предварительно собранного комплекса в ядрышко, осуществляемого с помощью 

PHAX, может происходить замена NAF1 на GAR1, возможно, с участием белка 

SMN. (Ж) PARN и RRP6 деаденилируют предшественников hTR в ядрышке. 

Комплекс TRAMP полиаденилирует предшественники hTR и способствует их 

деградации экзосомой [149,157,159]. (З) мРНК hTERT синтезируется РНКП II. 

Промотор hTERT связан со многими транскрипционными факторами, 

эпигенетически модифицирован и часто мутирует при раке. (И) Сплайсинг мРНК 

hTERT формирует различные изоформы, которые конкурируют с полноразмерной 

изоформой. Полноразмерная изоформа транслируется в белок hTERT, который 

стабилизируется в цитоплазме шапероном Hsp90–p23. (К) Уровни активного 

hTERT контролируются убиквитинированием через E3-убиквитинлигазы MKRN1, 

CHIP и MDM2, а также фосфорилированием. (Л) Импортиновый комплекс 

транспортирует hTERT в ядро через ядерные поры. Ко-шаперон FKBP52 

взаимодействует с комплексом hTERT–Hsp90 и способствует ядерному 

транспорту hTERT посредством динеин/динактин-зависимого механизма. (М) 

После процессинга hTR, предварительно собранный, комплекс H/ACA 

транспортируется в тельца Кахаля, вероятно, с помощью PHAX и Nopp140. hTERT, 

а затем димер H2A–H2B присоединяются к теломеразному РНП, вероятно, на 

периферии телец Кахаля. 2,2,7-триметилгуанозиновый кеп (5'ТМГ) образуется 

TGS1 в тельцах Кахаля. (Н) hTR может процессироваться вне ядрышка с помощью 

другого механизма и доставляться в тельца Кахаля, как предположено в [160]. (О) 

После трансляции TCAB1 стабилизируется шаперонином TRiC и импортируется в 

ядро, где TCAB1 завершает сборку холофермента теломеразы. (П) Теломеры 

защищены белковым комплексом, известным как шелтерин. Двухцепочечная 
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теломерная область связана гомодимерами TRF1 и TRF2. TIN2 выполняет функцию 

моста, связывая TRF1 и TRF2. TIN2 также связан с TPP1. Белок POT1 связывается 

с одноцепочечной областью теломер и взаимодействует с TPP1. RAP1 связывается 

с TRF2. Теломеразный комплекс может доставляться к теломерам с помощью 

телец Кахаля или самостоятельно. Взаимодействие между TEL-патчем TPP1 и 

TEN-доменом hTERT позволяет привлекать теломеразу к теломерам. Белок PinX1 

взаимодействует с TRF1 и hTERT и ингибирует взаимодействие теломеразы с 

теломерами. Теломеразный комплекс может перемещаться между ядром, 

тельцами Кахаля и нуклеоплазмой, но в нормальных условиях TCAB1 смещает 

баланс в сторону телец Кахаля. 

4.5 Роль посттрансляционных модификаций в биогенезе теломеразы 

Посттрансляционные модификации влияют на биогенез 

рибонуклеопротеинов H/ACA, включая теломеразный комплекс Многочисленные 

исследования показали, что белки дискерин, GAR1, NHP2, NAF1 и белки 

шаперонного комплекса R2TP (RPAP3, понтин и рептин) подвергаются 

модификациям с помощью небольших убиквитиноподобных модификаторов 

(SUMO) [161–165]. Ковалентная посттрансляционная модификация SUMO, 

SUMOилирование, участвует во множестве процессов в клетке [166]. Недавняя 

работа выявила несколько сайтов SUMOилирования в богатой лизином области 

сигнала ядерной/ядрышковой локализации на C-конце дискерина, наиболее важным 

из которых является K467. Замена K467R приводит к потере локализации дискерина 

в ядрышке и падению теломеразной активности in vitro [167]. Кроме того, GAR1 

содержит гидрофобный мотив, который взаимодействует с SUMO и способствует 

эффективному связыванию дискерина с GAR1 [167]. Предполагается, что дискерин 
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растворяется в плотном фибриллярном компоненте ядрышка из-за мотива в GAR1, 

взаимодействующего с SUMO, который распознает эту модификацию дискерина 

[167]. В недавней работе показано, что одна треть молекул дискерина статически 

связана с ядрышком [118]. Можно предположить, что это может зависеть от 

SUMOилирования дискерина. Интересно, что функционирование рептина и понтина 

также регулируется SUMOилированием [168,169]. Роль SUMOилирования в 

функционировании факторов сборки и компонентов теломеразного комплекса еще 

предстоит оценить должным образом. 

Помимо SUMOилирования, одноцепочечная селективная 

монофункциональная урацил-ДНК-гликозилаза 1 (SMUG1) участвует в ядрышковой 

локализации дискерина [170]. Нокаут SMUG1 фибробластах эмбрионов мыши 

приводит к нарушению локализации дискерина [171]. 

Результаты количественной фосфопротеомики указывают на то, что белки 

H/ACA (дискерин, GAR1, NHP2, NOP10 и NAF1) меняют статус фосфорилирования 

в течение клеточного цикла [172], что также может влиять на биогенез теломеразы 

и ее функционирование. 

5. Общие и особые черты биогенеза теломеразы у дрожжей и 

позвоночных 

Биогенез теломеразы как у дрожжей, так и у позвоночных включает схожие 

стадии и молекулярных участников, но есть заметные различия. У позвоночных 

регуляция биогенеза теломеразы более сложна и точно настраивается с помощью 

различных сигнальных путей и модификаций хроматина [173]. Как у дрожжей, так 

и у позвоночных биогенез теломеразного комплекса включает транскрипцию с 

помощью РНК-полимеразы II и процессинг теломеразной РНК [157,174,175]. До 
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связывания теломеразной обратной транскриптазы теломеразные РНК дрожжей и 

позвоночных задействуют белки, которые остаются частью активного холофермента 

и необходимы для стабильности теломеразной РНК in vivo. Дрожжи используют для 

этой цели белки Sm или Lsm [41,45], позвоночные задействуют белки H/ACA 

[105,106]. Теломеразные РНК дрожжей и позвоночных сначала кепируются 5'ММГ 

на 5'-конце, который затем превращается в 5'ТМГ на более поздних стадиях 

биогенеза [21]. 

У человека изоформы hTERT существуют благодаря альтернативному 

сплайсингу, который увеличивает сложность регуляции [176]. Шапероны Hsp90 и 

p23 связываются с TERT человека и способствуют сборке теломеразы [126,129]. 

Показано, что дрожжевые ортологи Hsp90 и p23 способствуют активности 

теломеразы in vitro и in vivo за счет усиления связывания теломеразы с ДНК 

[126,177,178]. Их функциональную роль в сборке теломеразы еще предстоит 

оценить. Таким образом, дрожжевые ортологи Hsp90 и p23, вероятно, оказывают 

прямое влияние на удлинение теломер теломеразой, тогда как у позвоночных эти 

шапероны в основном специализируются на сборке теломеразы. 

Интересно, что и дрожжи, и позвоночные контролируют сборку 

теломеразного комплекса посредством компартментализации, но по-разному. 

Дрожжи, скорее всего, полагаются на экспорт теломеразной РНК в цитоплазму и 

последующую сборку там [43]. В свою очередь, у позвоночных ядерные тельца, 

скорее всего, играют решающую роль в этом [138,139,143]. 

Активность теломеразного комплекса, по-видимому, у дрожжей 

регулируется более непосредственно, чем у позвоночных, посредством процесса 

сборки–разборки. У дрожжей Est1 разрушается в фазе G1 [60–62] и Est2 
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диссоциирует в фазах G2/M [36], ограничивая сборку теломеразы. В свою очередь, 

теломеразная активность in vitro у человека существенно не меняется на протяжении 

клеточного цикла. При этом TCAB1 покидает комплекс в М-фазе [123], что должно 

привести к падению активности теломеразы in vitro в некоторой степени [119,120]. 

В целом процесс разборки теломеразного комплекса у позвоночных не изучен. 

Более того, механизмы привлечения теломеразы на теломеры также 

различаются, особенно у почкующихся дрожжей и позвоночных. У почкующихся 

дрожжей теломераза рекрутируется в теломеры посредством двух различных 

механизмов: пути Sir4–yKu80 и основного пути Cdc13–Est1 [179,180]. У 

позвоночных рекрутирование теломеразы в теломеры опосредовано множеством 

факторов, включая TPP1, POT1 и TIN2 [181,182]. Механизмы привлечения 

холоферментов к теломерам также демонстрируют некоторое функциональное 

сходство в филогенетических группах. Регуляторная активность Cdc13, Est1 и Est3 

у дрожжей может соответствовать роли TIN2-связанного TPP1 у позвоночных. 

Критические этапы биогенеза и привлечения теломеразы у дрожжей и 

позвоночных имеют некоторые функциональные сходства. В то же время состав 

теломеразного комплекса, особенности регуляции биогенеза и механизмы его 

привлечения к теломерам существенно различаются между двумя системами. 

Следующий раздел обзора литературы посвящен функционированию 

посттрансляционной модификации, которая является одним из объектов 

исследования данной работы. 

6. Поли(АДФ-рибозил)ирование и поли(АДФ-рибоза)-полимеразы 
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Поли(АДФ-рибозил)ирование (или ПАРилирование) является 

посттрансляционной модификацией белков, заключающейся в ковалентном 

присоединении длинных разветвленных цепей поли(АДФ-рибозы) (Рис. 5). 

 

Рис. 5. Схема реакции поли(АДФ-рибозил)ирования [183]. Первый мономер 

АДФ-рибозы присоединяется к целевому белку чаще всего через остатки 

глутаминовой, аспарагиновой кислот, лизина или аргинина. Примерно каждые 20-

50 мономеров АДФ-рибозы может происходить ветвление цепи путем 

присоединения следующей АДФ-рибозы через 2’-гидроксильную группу рибозы в 

полимерной цепи. Длина полимерной цепи может достигать 200 мономеров и более. 

Реакция поли(АДФ-рибозил)ирования заключается в расщеплении НАД+ на 

никотинамид и АДФ-рибозу, которая присоединяется к растущей полимерной цепи, 

как показано в отдельной панели снизу. 

Белки семейства PARP (поли(АДФ-рибоза)полимеразы) катализируют 

реакцию присоединения, а за гидролиз цепей поли(АДФ-рибозы) отвечают белки 

семейства PARG (поли(АДФ-рибоза)гликогидролазы). Белки PARP представляют 
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собой суперсемейство белков, каждый из которых обладает высококонсервативным 

доменом (АДФ-рибозил)трансферазы, катализирующим расщепление 

никотинамидадениндинуклеотида (НАД+) на никотинамид и АДФ-рибозу [184,185] 

(Рис. 5). Затем АДФ-рибоза переносится на определенные аминокислотные остатки 

акцепторного белка, включая глутамат, лизин, аргинин, серин и аспартат, а также, 

цистеин, треонин, гистидин, тирозин и фосфосерин через фосфатную группу, что 

было выяснено при помощи протеомного анализа [186,187]. На сегодняшний день 

механизм распознавания мишени белками PARP или сайт-специфичность 

ПАРилирования во многом неясны [188]. Реакция (АДФ-рибозил)ирования может 

приводить к присоединению мономера или полимера (линейного или 

разветвленного) в зависимости от конкретного фермента семейства PARP [188]. 

Известно, что полимеры АДФ-рибозы, присоединенные к белку PARP1, – 

центральной клеточной поли(АДФ-рибоза)полимеразе – в ходе реакций 

автомодификации могут достигать размера более 200 остатков и длины до 100 нм, а 

также разветвляться через каждые 20-50 остатков [188]. При этом цепи ПАР 

принимают сильно разветвленную «звездчатую» форму, как было показано с 

помощью электронной и атомно-силовой микроскопии [189]. 

Конститутивные уровни поли-АДФ-рибозы обычно очень низки при 

нормальном состоянии клетки [190]. Однако в ответ на генотоксический стресс или 

стимуляцию митогенами активность PARP и уровень поли(АДФ-рибозы) могут 

повышаться на порядок и более [190]. 

6.1 Поли(АДФ-рибозил)ирование в регуляции активности белков и 

белковых комплексов 
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Широкомасштабные протеомные исследования показали, что множество 

белков подвергается ПАРилированию и/или способны связываться с поли(АДФ-

рибозой) [187]. Данные белки участвуют во многих процессах в клетке: регуляция 

структуры хроматина, репарация ДНК, биосинтез белков, регуляция клеточного 

цикла и многие другие. Считается, что главной функцией ПАРилирования является 

регуляция активности белков, связывающих нуклеиновые кислоты [190]. 

Очевидно, что присоединение крупных полимеров из поли(АДФ-рибозы) к 

белкам может менять физические и биохимические свойства целевых белков из-за 

высокого отрицательного заряда и большой молекулярной массы поли(АДФ-

рибозы). Первоначально предполагали, что высокий отрицательный заряд поли-

АДФ-рибозы предотвращает любое взаимодействие белков, связанных с поли(АДФ-

рибозой), с белками или с нуклеиновыми кислотами [191,192] в результате 

электростатического отталкивания между отрицательно заряженной поли(АДФ-

рибозой) и отрицательно заряженным сахарофосфатным остовом нуклеиновых 

кислот. Например, автомодификация PARP1 приводит к диссоциации комплекса 

белка с ДНК [193]. Однако позже было замечено, что ПАРилирование по-разному 

влияет на акцепторный белок в зависимости от контекста. Во-первых, 

модифицированные белки могут действовать как платформа для привлечения 

других белков. Например, для эффективной репарации одноцепочечных разрывов 

ДНК необходим белок XRCC1, который привлекается автомодифицированными 

PARP1 или PARP2, связанными в месте повреждения ДНК [194,195]. Во-вторых, 

ПАРилирование может изменять структуру белка-акцептора, влияя на его белок-

белковые взаимодействия [196,197] или модулировать его каталитическую 
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активность. Кроме того, ПАРилирование может скрывать ДНК- или РНК-

связывающие домены модифицированного белка [198]. 

Влияние ПАРилирования на функциональные и физико-химические свойства 

конкретных белков-акцепторов поли(АДФ-рибозы) в большинстве случаев 

неизвестно. Множество белков, модифицированных поли(АДФ-рибозой), 

представляют собой белки, связывающиеся с ядерной ДНК, включая белки PARP, 

гистоны, топоизомеразы, факторы транскрипции. Несколько исследований 

предоставили доказательства того, что ассоциация/присоединение крупных 

полимеров поли(АДФ-рибозы) к факторам транскрипции, включая ТАТА-

связывающий белок, YY-1, p53, Sp1 и CREB, влияет на их ДНК-связывающую 

активность и тем самым ингибирует транскрипцию in vitro [199]. 

Целевые белки, которые нековалентно взаимодействуют с поли(АДФ-

рибозой), обычно содержат ПАР-связывающие модули, такие как ПАР-

связывающие консенсусные мотивы (PBM), PAR-связывающие мотивы цинковых 

пальцев (PBZ), макродоменные укладки, домены WWE и многие другие модули 

[198]. 

6.2 Функции PARP1 

PARP1 – наиболее изученный представитель семейства 17 белков PARP у 

млекопитающих [190]. PARP1 является высококонсервативным 

многофункциональным белком, присутствующим в большинстве эукариот. Его 

структура включает в себя три ключевых домена: N-концевой ДНК-связывающий 

домен, который состоит из мотивов цинковых пальцев; домена BRCT, содержащего 

центральный домен автомодификации; и высококонсервативный C-концевой 

каталитический домен [188]. 
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Полагают, что PARP1 ответственен за 90% всего ПАРилирования в клетке. 

Однако часть его функций могут выполнять другие белки семейства PARP [190]. 

Ключевой и наиболее изученной ролью PARP1 является его участие в репарации 

ДНК и регуляция структуры хроматина. Однако исследования последних лет 

показали участие PARP1 в транскрипции, процессинге РНК и биогенезе рибосом. 

PARP1 отвечает за основную часть ПАРилирования при ответе на 

повреждение ДНК. PARP1 активируется различными однонитевыми 

повреждениями ДНК, двухцепочечными разрывами ДНК, а также при остановке 

репликативной вилки [200]. PARP1 играет важную роль в механизмах эксцизионной 

репарации оснований и нуклеотидов, гомологической рекомбинации и 

негомологичного соединения концов [200]. В целом, во всех названных механизмах 

PARP1 связывается в месте повреждения ДНК и быстро активируется, катализирует 

автоПАРилирование и модификацию близлежащих целевых белков. К данным 

белкам относятся белки репарации, гистоны и другие связанные с хроматином 

белки. В конечном счете именно уровень активации PARP1 определяет будет ли он 

способствовать репарации ДНК или активации механизма клеточной гибели [200]. 

При отсутствии стресса большая часть PARP1 и ядерной поли(АДФ-рибозы) 

расположена в ядрышке [201]. Нокдаун или ингибирование PARP1 приводит к 

разборке ядрышка, накоплению промежуточных продуктов процессинга рРНК и 

снижению сборки полисом в цитоплазме [201]. Это указывает на важную роль 

PARP1 в биогенезе рРНК. 

Другой известной функцией PARP1 при тепловом шоке является 

ПАРилирование поли(А)-полимеразы [202]. Эта модификация приводит к 

снижению полиаденилирования и, соответственно, биосинтеза зрелой мРНК за счет 
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диссоциации комплекса поли(А)полимеразы с мРНК [202]. Неизвестно, 

ПАРилируется ли поли(А)полимераза при отсутствии стресса. 

Интересно, что повышение активности PARP1 при тепловом шоке также 

влияет на сплайсинг путем регуляции взаимодействия гетерогенных ядерных 

рибонуклеопротеинов с РНК [203], так как они способны связывать поли(АДФ-

рибозу) [204]. Кроме того, поли(АДФ-рибоза) связывается с фактором сплайсинга 

ASF/SF2 и регулирует его фосфорилирование и, соответственно, сплайсинг. Есть 

свидетельства, что PARP1 может регулировать транспорт белков через тельца 

Кахаля, а также способствовать их образованию [205]. 

7. Заключение к обзору литературы 

Биогенез теломеразного комплекса представляет собой сложный 

многостадийный процесс, задействующий большое количество молекулярных 

участников. При этом как эффективность биогенеза, так и активность теломеразы 

определяется текущими потребностями клетки, ее внутренним состоянием и 

внешней средой. 

Изучение механизмов биогенеза теломеразы среди различных организмов 

позволяет выявить ключевые акспекты, регулирующие теломеразную активность. 

Данные аспекты могут контролироваться эволюционно отдаленными 

молекулярными участниками, но при этом сами аспекты обладают функциональной 

консервативностью. 

Понимание консервативных молекулярных механизмов регуляции 

теломеразной активности позволит создать эффективные подходы к управлению 

процессами регенерации тканей, предотвращения старения и для борьбы со многими 

онкологическими заболеваниями.  
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

1. Реагенты и материалы 

PVDF мембрана Amersham Hybond P, набор для проявления вестерн-

блоттинга Amersham ECL (GE, США); 

D-глюкоза, N,N,N',N'-тетраметилэтилендиамин (ТЕМЕД), легкоплавкая 

агароза для электрофореза, бакто-триптон, дрожжевой экстракт, бактоагар, Nonidet 

NP-40, Тритон Х-100, ацетат аммония, TEMED, Tween 20, CHAPS (Хеликон, 

Россия); 

Маркер длины ДНК 1 kb Plus DNA Ladder, PureLink РНКаза A, dNTP, 

гликоген, RiboLock, набор для синтеза первой цепи кДНК Maxima для RT-qPCR, 

буфер обратной транскриптазы 5x Maxima RT; полинуклеотидкиназа Т4, Taq-

полимераза, ДНКаза I, эндонуклеазы рестрикции и фирменные буферные растворы 

для них, маркеры длины ДНК, среда DMEM/F-12, трипсин (Thermo Fisher Scientific, 

США); 

NaCl, NaOH, ЭДТА, MgCl2, H3BO3, персульфат аммония, бромфеноловый 

синий, ксилолцианол, бромид этидия, глицерин, (NH4)2SO4, цитрат натрия (Merk, 

Германия и Хеликон, Россия); 

Набор для лизиса Precellys VK05 (Bertin Instruments, Франция) 

Полимераза Q5® и ее запатентованный буферный раствор (New England 

Biolabs, Великобритания); 

Sybr Green I 10000x (Invitrogen, США) 

YNB (дрожжевая азотистая основа без аминокислот), мочевина (Difco, 

США); 
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[γ-32P]ATP и [α-32P]GTP синтезированы в Институте биоорганической химии 

им. Шемякина и Овчинникова (Россия); 

Набор реагентов для выделения ДНК из реакционной смеси и из агарозного 

геля (Евроген, Россия и Qiagen, Германия); 

Уксусная кислота, соляная кислота, изоамиловый спирт, хлороформ, фенол 

производства (Химмед, Россия); 

Анти-HA-агароза (пришитое моноклональное мышиное антитело против HA-

эпитопа, клон HA-7), моноклональные мышиные антитела на FLAG-метку клон M2, 

аденин, моноклональные мышиные антитела против HA-эпитопа конъюгированные 

с пероксидазой хрена (клон 3F10), урацил, лейцин, триптофан, гистидин, треонин, 

аргинин, изолейцин, лизин, метионин, фенилаланин, тирозин, валин, стеклянные 

шарики 425-600 микрон, бычий сывороточный альбумин, HEPES, ДТТ, ДНК тимуса 

теленка, спермидин, формамид, протеиназа К, PMSF, поливинилпирролидон, ацетат 

лития, нокодазол (Sigma-Aldrich, США); 

Антитела на TRF1 (ab10579), TRF2 (ab13579), PARP1 (ab137653), TERT 

(ab32020), DKC1 (ab64667), β-актин (ab8229), GAPDH (ab181602), α-тубулин 

(ab18251) (Abcam, США), GAR1 (11711-1-AP) (Proteintech, США), PAR (4336-BPC, 

Trevigen, США) 

Глицин, Tris, PBS в виде таблеток (Amresco, США) 

Этанол (Ферейн, Россия); 

Фиколл 400 (Pharmacia, Швеция); 

Полиэтиленгликоль 4000, Твин 20 (Fluka, Германия); 

Додецилсульфат натрия (SDS), акриламид, N,N'-метиленбисакриамид, 

Кумасси R-250 (Serva, Германия); 
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Культуральный пластик для адгезивных культур (Eppendorf, Германия) 

Олигодезоксирибонуклеотиды синтезированы Евроген и Люмипроб 

(Россия); 

2. Буферные растворы и культуральные среды 

Таблица 1. Растворы, использованные в работе. 

Применение Название Состав 

Культуральные среды 

Среда YPD  

(твердая среда 

YPD) 

2% бакто-триптон, 1% дрожжевой 

экстракт, 2% глюкоза (+2% бакто-

агар для твердой среды) 

Среда SD  

2% глюкоза, 0,17% YNB, 0,5% 

(NH4)2SO4 

Среда SC-Leu 

(твердая среда 

SC-Leu) 

0,67% YNB, 2% глюкоза, 0.01% 

аденин, 0,02% урацил, 0,01% 

триптофан, 0,005% гистидин, 

0,02% треонин, 0,002% аргинин, 

0,003% изолейцин, 0,003% лизин, 

0,002% метионин, 0,005% 

фенилаланин, 0,003% тирозин, 

0,015% валин (+2% бакто-агар для 

твердых сред) 

Среда DMEM/F-12  

Смесь 1:1 сред DMEM и Ham's F-

12 
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Буферы для 

иммунопреципитации 

теломеразы дрожжей 

HLBISO+ 

20 мМ HEPES (pH 7,5), 2 мМ 

MgCl2, 10% глицерин, 0,1% 

Nonidet P-40, 150 мМ NaCl, 1 мМ 

ДТТ 

HLBISO– 

20 мМ HEPES (pH 7,5), 2 мМ 

MgCl2, 10% глицерин, 50 мМ 

NaCl, 1 мМ ДТТ 

Буферы для 

электрофореза 

TBE 

0,1 M Tris (pH 8.3), 0,1 M H3BO3, 

2 мМ ЭДТА 

TGS 

25 мМ Tris (pH 8,3), 192 мМ 

глицин, 0,1% SDS 

Разделяющий гель 

для электрофореза 

белков 

375 мМ Tris-HCl (pH 8,8), 0,1% 

SDS, 0,1% персульфат аммония, 

0,05% TEMED, 6-15% акриламид, 

0,5% N,N'-метиленбисакриламид 

Концентрирующий 

гель для 

электрофореза 

белков 

125 мМ Tris-HCl (pH 6,8), 0,1% 

SDS, 0,1% персульфат аммония, 

0,05% TEMED, 5% акриамид, 

0,17% N,N'-метиленбисакриламид 

10% 

денатурируюий 

ПААГ 

9.5% акриламид, 0.5% N,N'-

метиленбисакриламид, 7M 

мочевина, 0.1% персульфат 
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аммония, 0,05% TEMED в буфере 

TBE 

Агарозный гель 

1–2% агароза в буфере TBE, 

0,056 мкг/мл этидия бромида 

буфер HU 

(для нанесения 

белков в ПААГ) 

8 M мочевина, 5% SDS, 0,2 M Tris-

HCl (pH 6,8), 1 мМ ЭДТА, 1,5% 

ДТТ, 0,2% бромфеноловый синий 

6xLD 

0,03% ксилолцианол, 0,03 % 

бромфеноловый синий, 10 мМ 

Tris-HCl, 60 мМ ЭДТА (pH 7,6), 

60% глицерин 

Буферы для вестерн-

блоттинга 

TGSE 

25 мМ Tris (pH 8,3), 192 мМ 

глицин, 0,1% SDS, 20% этанол 

TBST 

20 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 150 мМ 

NaCl, 0,05% Tween 20 

Буферы для анализа 

теломеразной 

активности in vitro 

STOP-буфер 

20 мМ Tris-HCl (pH 8,0), 20 мМ 

ЭДТА, 0,2% SDS 

10xTAB 

50 мМ Tris-HCl (pH 8), 10 мМ 

спермидин, 10 мМ ДТТ 

FA 

80% деионизированный 

формамид, 0.1% (w/v) 

бромфеноловый синий, 0.1% (w/v) 

ксилолцианол в буфере TBE 
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буфер для лизиса 

TRAP 

10 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 1 мМ 

MgCl2, 0,1 мМ PMSF, 5 мМ β-

меркаптоэтанол, 1 мМ ЭГТА, 5% 

глицерина и 0,5% CHAPS 

Буфер 1x TRAP  

20 мМ Tris-HCl (pH 8,3), 1,5 мМ 

MgCl2, 63 мМ KCl, 1 мМ ЭГТА, 

0,1 мг/мл БСА и 0,005% Tween 20 

Буферы для Саузерн-

блоттинга 

2xSSC 

0,3 M NaCl, 0,03 M цитрат натрия 

(pH 7,0) 

100x раствор 

Денхардта 

2% БСА, 2% фиколл 400, 2% 

поливинилпирролидон 

гибридизационный 

буфер 

6xSSC, 0,5% SDS, 5x раствор 

Денхарда, 100 мкг/мл ДНК из 

спермы лосося 

Буфер для 

иммунопреципитации 

теломеразы человека 

IP-буфер 

50 мМ HEPES–KOH pH 7.5-8.0, 

150 мМ KCl, 2 мМ MgCl2, 0.1% 

Nonidet NP-40, 10% глицерин, 

1мМ ЕГТА, 0.4 мМ PMSF, 0.3 мМ 

ДТТ, 1/500 от общего объема 

Ribolock RI 

 YLB 

10 мМ Tris-HCl (pH 8,0), 1 мМ 

ЭДТА, 100 мМ NaCl, 2% Triton-X, 

1% SDS 
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 TE 

10 мМ Tris-HCl (pH 8,0), 1 мМ 

ЭДТА 

 LTD 

100 мМ ацетат лития, 0,5 мг/мл 

геномная ДНК из тимуса теленка в 

буфере TE (pH 8,0) 

 

3. Олигонуклеотиды 

Таблица 2. ДНК-олигонуклеотиды, использованные в исследовании. 

Название Нуклеотидная последовательность 

C4 5'-CGCCACCCCGCCACCCCGCCACCCCGCCACCC-3' 

HD5 5'-AAAAAGGGTGGCG-3' 

HD6 5'-AAAAAAGGGTGGC-3' 

e3f 5'-GTGAAGGCAACGAACGATGG-3' 

e3r 5'-CGGCTAAAGGAGATGCAGAC-3' 

qT2f 5'-ACTCGATTTGTCCCGAACCAAC-3' 

HU1f 5'-GGAGATCACAGGAGATCATG-3' 

HU1r 5'-ACTCCTCCGAAGGGAAGAG-3' 

qRf 5'-ATGCTGTCGGTCCCACTAAC-3' 

qRr 5'-CCACCACAGCCGTACTTCTC-3' 

qT1f 5'-CAAAGGTCTCGGGTGTCTCC-3' 

qT1r 5'-CATCCGACAGGCCTATGACA-3' 

5E1HAf 5'-AAAAGTCGACTCAATTGTAAGCGATCCC-3' 

5E1HAr 5'-AAACCCGGGTTTTCCATATTGGTGATACGC-3' 

3E2HAr 5'-AAATCGATATGTCCATCGAACGCAAGAACTG-3' 
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NE1f 5'-ATGACGAATTCCGAATTCAATAACCC-3' 

NE1r 5'-TTAGGGTTTTCCATATTGGTGATACG-3' 

5E2HAr 5'-AAACCCGGGAAAGTTTTGAGAAGCGAACGGATAAAG-3' 

3E1HAr 5'-AAATCGATGACTACGCTATCCGACATAGATCC-3' 

hE3HAf 5'-TCCTTAACGGTGGTTCCGAG-3' 

hE3HAr 5'-GACGTCAAGATCGAGGCAAC-3' 

18S fw 5'-CTACCACATCCAAGGAAGGCA-3' 

18S rev 5'-TTTTTCGTCACTACCTCCCCG-3' 

28S fw 5'-GGGTGGTAAACTCCATCTAAGG-3' 

28S rev 5'-GCCCTCTTGAACTCTCTCTTC-3' 

5.8S fw 5'-GGTGGATCACTCGGCTCGT-3' 

5.8S rev 5'-GCAAGTGCGTTCGAAGTGTC-3' 

GAPDH fw 5'-ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3' 

GAPDH rev 5'-CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3' 

hTR F1 5'-GTGGTGGCCATTTTTTGTCTAAC-3' 

hTR R1 5'-TGCTCTAGAATGAACGGTGGAA-3' 

U2 fw 5'-CGCTTCTCGGCCTTTTGGC -3' 

U2 rev 5'-GTGCACCGTTCCTGGAGGT -3' 

U87 fw 5'-TGAATGTCACGGTCCCTTTGT-3' 

U87 rev 5'-GCTGCTCCATGATCCCATAC-3' 

ACX 5'-GCGCGGCTTACCCTTACCCTTACCCTAACC-3' 

TS 5'-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3' 
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4. Штаммы, плазмиды и клеточные линии, использованные в 

работе. 

Таблица 3. Штаммы H. polymorpha, использованные в работе 

Штамм Описание штамма 

DL1 DL-1 (ATCC 26012) leu2 

Est1-HA DL-1 (ATCC 26012) leu2 ura3 EST1-3HA::HpURA3 

TERT-HA DL-1 (ATCC 26012) leu2 ura3 TERT-3HA::HpURA3 

Est3-HA DL-1 (ATCC 26012) leu2 ura3 EST3-3HA::HpURA3 

Est1-HA Δtert DL-1 (ATCC 26012) leu2 ura3 EST1-3HA::HpURA3 tert::HpLEU2 

Est1-HA Δest3 DL-1 (ATCC 26012) leu2 ura3 EST1-3HA::HpURA3 est3::HpLEU2 

TERT-HA Δest1 

DL-1 (ATCC 26012) leu2 ura3 TERT-3HA::HpURA3 

est1::HpLEU2 

TERT-HA Δest3 

DL-1 (ATCC 26012) leu2 ura3 TERT-3HA::HpURA3 

est3::HpLEU2 

Est3-HA Δest1 DL-1 (ATCC 26012) leu2 ura3 EST3-3HA::HpURA3 est1::HpLEU2 

Est3-HA Δtert DL-1 (ATCC 26012) leu2 ura3 EST3-3HA::HpURA3 tert::HpLEU2 

 

5. ПЦР 

Для ПЦР готовили следующую смесь: 

5x буфер для полимеразы Q5  10 мкл 

Смесь dNTP (по 25 мМ каждый)  0,4 мкл 

Олигонуклеотид 1    30 пмоль 

Олигонуклеотид 2    30 пмоль 

Полимераза Q5    0,5 мкл (1 ед.) 
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Геномная ДНК / плазмида   300 нг / 1 нг 

H2O      до 50 мкл 

ПЦР проводили на приборе Bio-Rad T100™ Thermal Cycler. Параметры ПЦР: 

предварительный прогрев 98°С, 30 с; 30 циклов: 98°С 10 с, 68°С 20 с, 72°С 2,5 мин; 

в конце программы 72°C 5 мин. 

6. Разделение ДНК в агарозном геле 

Продукты ПЦР разделяли в 1-2% агарозном геле в зависимости от длины 

ДНК. Для приготовления 1% агарозного геля к 80 мл буфера ТВЕ добавляли 0,8 г 

агарозы. Раствор нагревали в микроволновой печи до полного растворения агарозы. 

После охлаждения полученного раствора до ~50°С добавляли 5,6 мкл водного 

раствора бромистого этидия 10 мг/мл, перемешивали и выливали в камеру для 

заливки. Образцы смешивали с буфером 6xLD в соотношении 5:1, после 

затвердевания геля наносили в лунки и проводили электрофорез при напряжении 

150 В. Для оценки длины ДНК использовали маркер 1kb Plus DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific, США). Гель фотографировали с использованием прибора 

ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad) при облучении УФ-лампой. 

7. Выделение фрагментов ДНК из реакционной смеси 

Выделение фрагментов ДНК из реакционной смеси проводили с 

использованием набора реагентов Cleanup Mini («Евроген») согласно протоколу 

производителя. К реакционной смеси добавляли 5 объемов связывающего буфера 

(Евроген) и перемешивали. Затем смесь пропускали через колонку для выделения 

ДНК (Евроген). Колонку промывали 750 мкл Wash Solution (Евроген) и элюировали 

ДНК 15 мкл Elution Buffer (Евроген). Концентрацию ДНК определяли по 

поглощению на спектрофотометре NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific). 
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8. Выделение геномной ДНК H. polymorpha 

Одиночные колонии после трансформации выращивали в 2 мл жидкой среды 

СД при интенсивном перемешивании ~200 об/мин. Клетки из 1 мл жидкой культуры 

осаждали центрифугированием при 5000 g в течение 4 мин, а среду сливали. Далее 

добавляли 200 мкл смеси фенол:хлороформ:изоамиловый спирт в соотношении 

25:24:1, 0,3 г стеклянных шариков и 200 мкл буфера YLB. Энергично перемешивали 

в течение 1 мин на вортексе, а затем добавляли 200 мкл раствора ТЕ. Смесь 

центрифугировали при 16000 g в течение 5 мин, отбирали 300 мкл водной фазы, 

добавляли к ней 1 мл 96%-ного этанола и перемешивали на вортексе. 

Центрифугировали при 16000 g 5 мин, отбирали супернатант, растворяли осадок в 

400 мкл раствора ТЕ, добавляли 1 мкл РНКазы А и инкубировали при 37°С 10 мин. 

Затем к смеси добавляли 10 мкл 4 М ацетата аммония и 1 мл 96%-ного этанола и 

смесь перемешивали. Центрифугировали при 16000 g 5 мин, отбирали супернатант, 

осадок сушили на воздухе при 45°С, растворяли в 25 мкл буфера ТЕ при 

перемешивании. 

9. Трансформация штаммов H. polymorpha 

В 4 мл среды YPD инокулировали колонию целевого штамма H. polymorpha 

и инкубировали при интенсивном перемешивании ~200 об/мин в течение 14–16 ч 

при 37°С. Затем культуру клеток разводили свежей средой до OD600 = 0,1 и 

инкубировали при перемешивании еще 2–3 ч (~200 об/мин) при 37°С до OD600 ≈ 

0,3. Затем 300 мкл клеточной суспензии в среде осаждали центрифугированием при 

5000 g в течение 3 мин. Осадок клеток ресуспендировали в 25 мкл раствора LTD, 

добавляли около 0,5 мкг ДНК-кассеты (продукт ПЦР для трансформации) и 3 капли 

стерильного 70% полиэтиленгликоля 4000 (~25-30 мкл). Клеточную суспензию 
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хорошо перемешивали на вортексе. Полученную суспензию инкубировали при 

перемешивании (~200 об/мин) при 30°С в течение 30 мин, затем инкубировали при 

45°С 18 мин. После этого клетки охлаждали не менее 5 мин при –80°С, добавляли 1 

мл YPD и инкубировали при перемешивании со скоростью 200 об/мин в течение 2 ч 

при 30°С. Клетки осаждали центрифугированием в течение 3 мин при 5000 g и 

температуре 4°С, ресуспендировали в 50–100 мкл оставшейся среды и высевали на 

чашки Петри с селективной средой SC-Leu. Затем их выращивали в течение 3 дней 

при 30°С. 

10. Иммунопреципитация белков за НА-эпитоп из H. polymorpha 

К отобранным клонам целевых штаммов добавляли 2 мл YPD и выращивали 

в течение ~16 ч при 37°C. Культуры клеток разводили в 400 мл богатой среды YPD 

до OD600 = 0,1 и выращивали штаммы до OD600 = 1 при 37°С при интенсивном 

перемешивании ~200 об/мин. Клетки осаждали центрифугированием при 3200 g в 

течение 10 мин, среду сливали. Клетки ресуспендировали в 1 мл буфера HLBISO+. 

Полученные суспензии делили пополам (~950 мкл) и переносили в пробирки со 

стеклянными шариками (набор VK05, Bertin Instruments). Клетки разрушали на 

гомогенизаторе Precellys Evolution (Bertin Instruments) в течение 20 с при 7400 

об/мин, затем охлаждали на льду в течение 1 мин. Эту операцию проводили десять 

раз. 

Полученные экстракты очищали центрифугированием при 16000 g в течение 

20 мин и собирали надосадочную жидкость. Белки со аффинным эпитопом выделяли 

из очищенного экстракта методом иммунопреципитации на анти-НА-агарозе. 40 мкл 

суспензии анти-НА-агарозы промывали 1 мл буфера HLBISO+ и добавляли к ней 1 

мл очищенного экстракта. Связывание осуществляли в течение 1 ч при 4°С и 
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перемешивании на ротаторе. После связывания экстракт удаляли и аффинную смолу 

трижды промывали 1 мл буфера HLBISO+ и буфером HLBISO– при оценке 

теломеразной активности in vitro. 

11. Культивирование клеток человека 

Линии клеток человека выращивали в инкубаторе при 37°С и атмосфере 5% 

CO2. Клетки субкультивировали каждые 2-3 дня. Все манипуляции проводили в 

ламинарном боксе в стерильных условиях. Все растворы предварительно нагревали 

до 37°С. 

Среду из флакона Т25 с клетками отбирали, промывали 5 мл буфера PBS, 

отбирали PBS и добавляли 1 мл раствора трипсина с ЭДТА для открепления клеток 

со дна емкости. Флакон инкубировали при 37°С в течение 10 мин, затем встряхивали 

и добавляли 4 мл среды DMEM/F12, после чего клетки ресуспендировали пипеткой. 

В зависимости от целевого разведения необходимый объем клеточной суспензии 

переносили во флакон со свежей средой. При работе с другими флаконами объемы 

среды и буфера увеличивали или уменьшали пропорционально изменению рабочей 

поверхности используемого флакона. При необходимости подсчет клеток 

проводили с помощью камеры Горяева. 

12. Иммунопреципитация за 3xFLAG-метку 

35 миллионов клеток HEK293T подвергали электропорации с плазмидой, 

экспрессирующей белок, меченный 3xFLAG, и инкубировали в течение 2 дней. 

Электропорацию проводили по рекомендуемым условиям для HEK293T из набора 

для электропорации в носиках на 100 мкл (набор Neon 100 µL на приборе Neon 

Transfection System, Thermo Fisher Scientific, США). Затем клетки открепляли 

трипсином, инактивировали трипсин добавлением среды и собирали при 800 об/мин, 
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5 мин, 4°С. После сбора клетки промывали ледяным PBS, снова центрифугировали 

и PBS удаляли. Затем клетки лизировали 1 мл ледяного IP-буфера в течение 30 мин 

при 4°С на ротаторе и центрифугировали при 16000g, 15 мин, 4°С. В это время 

агарозу М2 Anti-FLAG из расчета 45 мкл смолы на образец промывали 2 раза IP-

буфером путем центрифугирования при 2500g, 3 мин, 4°С и ресуспендирования в 

нем же. Супернатант отбирали от клеточного дебриса, в качестве исходного 

экстракта брали 50 мкл, а к остальное переносили к смоле, промытую IP-буфером. 

Затем образцы инкубировали в течение 16 ч при 4°С при перемешивании на 

ротаторе. На следующий день смолу осаждали при 2500g, 3 мин, 4°С, проскок 

отбирали и 4 раза промывали по 250 мкл ледяного IP-буфера, каждый раз 

центрифугируя при 2500g, 3 мин, 4°С. 

13. Электрофорез белков 

Собирали камеру для заливки Bio-Rad Mini-Protean Tetra Cell и заливали 

разделяющий ПААГ гель от 6 до 15% (в зависимости от массы целевых белков), 

покрытый ~1,5 мл 96% этилового спирта. После полимеризации разделяющего геля 

сливали верхний слой спирта и заливали концентрирующий гель, в который 

вставляли гребенку для нанесения образцов. После полимеризации 

концентрирующего геля наносили образцы, предварительно прогретые в HU-буфере 

с добавлением ДТТ при 95°С в течение 5 мин. Электрофорез проводили в буфере 

TGS при 80 В до достижения бромфенолового синего границы концентрирующего 

и разделяющего гелей, затем при 180 В до достижения красителем конца геля. Гель 

вынимали из камеры и отрезали участки геля, не содержащие образцов. 

14. Вестерн-блоттинг 
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Следующая конструкция была собрана в ячейке Trans-Blot SD Semi-Dry 

Transfer Cell (Bio-Rad). Фильтровальную бумагу и мембрану разрезали по размеру 

геля. Фильтровальную бумагу для блоттинга Extra Thick (Bio-Rad), пропитывали 

буфером для переноса TGSE в течение 10 минут и клали в ячейку. На бумагу 

помещали мембрану из PVDF (Amersham), предварительно промытую в этаноле и 

дистиллированной воде (по ~2 мин) и в буфере TGSE в течение 10 мин. Гель после 

электрофореза пропитывали буфером TGSE в течение 30 минут и клали поверх 

мембрану из PVDF. Мембрану накрывали той же фильтровальной бумагой, также 

смоченной буферным раствором TGSE. При сборке слои разглаживали валиком для 

удаления пузырьков воздуха между гелем, мембраной и бумагой. Перенос белков из 

геля на мембрану осуществляли в течение 45 мин при напряжении 15 В. После этого 

конструкцию разбирали, мембрану помещали в 5%-ный раствор БСА в буфере TBST 

и инкубировали в течение 16–20 ч при 4°С при небольшом перемешивании ~50 

об/мин. 

Для визуализации белков, мембрану инкубировали в течение 1 ч с 

первичными антителами в разведении 1:2000 в 1% растворе БСА в буфере TBST. 

Затем мембрану промывали TBST 3 раза по ~20 мл по 10 мин. После мембрану 

инкубировали в течение 1 ч с вторичными антителами в разведении 1:10000 в 1% 

растворе БСА в буфере TBST. Затем мембрану промывали TBST 5 раз по ~20 мл по 

10 мин. В случае конъюгированных антител после связывания и пяти промывок 

буфером TBST сразу приступали к проявлению. Окрашивание проводили с 

использованием набора ECL Western blotting Detection Kit (Amersham) согласно 

протоколу. Готовили смесь растворов «А» и «Б» в соотношении 1:1, наносили на 

мембрану так, чтобы раствор полностью покрывал мембрану, и инкубировали при 
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комнатной температуре в течение 2 минут. Затем раствор декантировали и 

хемилюминесцентное излучение детектировали с помощью прибора ChemiDoc 

XRS+ (Bio Rad). Интенсивность сигналов определяли с помощью программы Image 

Lab (Bio Rad). 

15. Выделение РНК 

К аффинной смоле после связывания белка или к 10 мкл клеточного экстракта 

добавляли 2 мкл протеиназы К (20 мг/мл), 1 мкл 10% SDS и HLBISO+ до 100 мкл и 

инкубировали 30 мин при 37°С с перемешиванием при 1000 об/мин. Далее 

добавляли 100 мкл HLBISO+ и 200 мкл смеси фенол:хлороформ:изоамиловый спирт 

в соотношении 25:24:1, интенсивно перемешивали на вортексе в течение 20 с и 

центрифугировали 4 мин при 20000 g. Брали 100 мкл водной фазы и 100 мкл смеси 

фенол:хлороформ:изоамиловый спирт в соотношении 25:24:1, интенсивно 

перемешивали на вортексе в течение 20 с и центрифугировали 4 мин при 20000 g. 

Отбирали 50 мкл водной фазы, добавляли 150 мкл 96%-ного этанола, 5 мкл 3 М NaCl 

и 1,5 мкл гликогена (20 мг/мкл), перемешивали на вортексе и инкубировали при –

20°С в течение 16 –20 ч. Нуклеиновые кислоты осаждали центрифугированием при 

16000 g и 4°C в течение 10 мин. Осадок промывали 200 мкл 75% этанола. Затем 

сушили в течение 15–25 мин под вакуумом до удаления остатков спирта. Осадок 

растворяли в 20 мкл воды при перемешивании в течение 2 мин. 

16. Количественный анализ РНК с помощью RT-qPCR 

Удаляли ДНК в следующей смеси: 

РНК     1–6 мкл 

10x буфер для ДНКазы I  2 мкл 

ДНКаза I (1 ед/мкл)   2 мкл 
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RiboLock (40 ед/мкл)   0.1 мкл 

H2O     до 20 мкл 

Смесь инкубировали 30 мин при 37°С, добавляли 2 мкл 50 мМ ЭДТА и 

инкубировали 10 мин при 65°С. 

После этого кДНК получали из образцов РНК в следующей смеси: 

РНК после ДНКазы I    5 мкл 

Maxima 5x Reverse Transcriptase Buffer  2 мкл 

dNTP, 25 мМ каждый    0.4 мкл 

Олигонуклеотид для обратной транскрипции 0.1 мкл 

Maxima Enzyme Mix     1 мкл 

H2O       до 10 мкл 

Кроме того, в той же смеси был изготовлен отрицательный контроль, но без 

обратной транскриптазы. Смеси инкубировали 30 мин при 50°С и 5 мин при 85°С. 

Амплификацию полученной кДНК проводили в составе следующей смеси: 

10x буфер Taq-полимеразы 2,5 мкл 

MgCl2, 50 мМ   2,5 мкл 

dNTP, 25 мМ each  0,2 мкл 

Олигонуклеотид 1  15 пмоль 

Олигонуклеотид 2  15 пмоль 

кДНК    3 мкл 

SYBR Green I 10000x 1x 

Taq-полимераза (5 ед/мкл) 0,3 мкл 

H2O    up to 25 мкл 
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ПЦР в реальном времени проводили на системе CFX96 Touch (Bio-Rad). 

Параметры ПЦР: предварительный нагрев 95°С, 5 мин; 40 циклов: 95°C 30 с, 61°C 

30 с, 72°C 30 с. Уровень экспрессии генов рассчитывали по ΔΔСt методу при 

нормировке на контрольную мРНК. Относительное количество РНК в образцах и 

выход РНК после иммунопреципитации рассчитывали по ΔСt методу c учетом всех 

разбавлений в процессе приготовления образцов для ПЦР. 

Олигонуклеотиды для ПЦР в реальном времени проверяли на специфичность 

путем разделения ПЦР-продуктов в агарозном геле и на эффективность 

амплификации при использовании серии разведений кДНК. Эффективность для пар 

олигонуклеотидов, использованных в работе, была в диапазоне 95-105%. 

17. Саузерн-блоттинг для оценки длины теломер у штаммов 

дрожжей 

Штаммы H. polymorpha выращивали в течение 2 суток при 37°С. После этого 

отбирали по колонии каждого штамма, штаммы дрожжей рассевали на отдельные 

колонии и выращивали в тех же условиях (первый пересев). Далее эти операции 

повторяли до десятого пассажа (~200 поколений дрожжей). 

17.1 Получение и разделение рестрикционных фрагментов 

Геномную ДНК штаммов H. polymorpha обрабатывали эндонуклеазой 

рестрикции PstI в составе следующей смеси: 

10x буфер O  1,25 мкл 

Геномная ДНК 10,5 мкл 

PstI   0,75 мкл 
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Смесь инкубировали ~16 ч при 37°С, затем 20 мин при 65°С. Добавляли 2,5 

мкл буфера для нанесения 6xLD. Образцы наносили в 1% агарозный гель и 

проводили электрофорез при токе 50 мА в течение ~8 часов. 

17.2 Перенос ДНК на нейлоновую мембрану 

Гель инкубировали в течение 15 мин в 0,25 М HCl, а затем инкубировали в 

0,4 М NaOH в течение 30 мин при умеренном перемешивании. Затем ДНК перенесли 

на нейлоновую мембрану Whatman Nytran SuPerCharge (Sigma-Aldrich). Для этого 

была собрана следующая конструкция: в ванну заливали 0,4 М NaOH и помещали 

подложку. На подложку помещали 2 кусочка фильтровальной бумаги, смоченной 

раствором 0,4 М NaOH, так, чтобы концы бумаги были погружены в щелочь в ванне. 

Гель клали сверху вверх дном, а на него помещали мембрану, смоченную раствором 

0,4 М NaOH, не допуская образования пузырьков воздуха между гелем и мембраной. 

На мембрану помещали три листа фильтровальной бумаги, смоченной 0,4 М 

раствором NaOH. Сверху помещали стопку фильтровальной бумаги (высотой около 

5 см) и груз (около 500 г). Собранную конструкцию оставили примерно на 16 часов. 

17.3 Подготовка зонда для гибридизации 

Для мечения олигонуклеотида С4 приготовили следующую смесь: 

C4    20 пмоль 

10x буфер A   4 мкл 

[γ-32P]ATP   800 MBq 

Полинуклеотидкиназа Т4 2 мкл 

H2O    up to 40 мкл 

Смесь инкубировали 1 ч при 37°С, затем 10 мин при 75°С. 

17.4 Гибридизация мембраны с зондами 
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После переноса мембрану промывали в 2xSSC-буфере в течение 2 мин, 

сушили в течение 1 ч при 80°C в вакуумной сушилке для гелей и промывали 6xSSC-

буфером в течение 2 мин. Далее прегибридизацию проводили в буфере для 

гибридизации в течение 1 часа при 68°С. Объем буфера подбирали таким образом, 

чтобы на один квадратный сантиметр мембраны приходилось 0,2-0,3 мл. Далее 

проводили гибридизацию с зондом (концентрация 0,25 пмоль/мл) в 

гибридизационном буфере с 0,01 М ЭДТА в течение 4 ч при 68°С. Затем мембрану 

промывали 2xSSC-буфером с 0,25% SDS дважды при 60°C и один раз при 68°C в 

течение 15 мин. Мембрану сушили и анализировали методом электронной 

авторадиографии на приборе Typhoon™ FLA 9500 (GE). 

18. Флуоресцентная гибридизация in situ 

Клетки синхронизировали в фазе G2/M с использованием обработки 

нокодазолом в концентрации 100 нг/мкл в течение 8 часов. Затем клетки 

обрабатывали гипотоническим раствором (0,075 М KCl, 8 г/л цитрата натрия) и 

осуществляли распространение метафазных хромосом и проводили гибридизацию 

in situ, как описано ранее [206]. Изображения получали с использованием 

флуоресцентного микроскопа Nikon Ti2000. 

19. Оценка теломеразной активности теломеразы дрожжей 

Для оценки теломеразной активности дрожжей in vitro приготовили 

следующую смесь: 

HD5      50 пмоль 

10x буфер TAB    5 мкл 

10x смесь dATP, dTTP, dCTP  5 мкл 

[α-32P]dGTP     800 MBq 
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Аффинная смола в буфере HLBISO– 15 мкл 

H2O      до 50 мкл 

Смесь инкубировали 30 мин при 30°С, затем добавляли 200 мкл буфера STOP 

и 3 мкл протеиназы К (20 мг/мл). После инкубации при 37°С в течение 1 ч добавляли 

10 пмоль 5'-32Р-меченного олигонуклеотида HD6 (контроль нанесения), а также 25 

мкл 3 М NaCl и 250 мкл фенола интенсивно перемешивали на вортексе в течение 20 

с и центрифугировали 5 мин при 16000 g. Отбирали 250 мкл водной фазы, добавляли 

250 мкл смеси хлороформ:изоамиловый спирт в соотношении 24:1, интенсивно 

перемешивали на вортексе в течение 20 с и центрифугировали 5 мин при 16000 g. 

Затем отбирали 200 мкл водной фазы, добавляли в качестве соосадителя 1 мкл 

гликогена (20 мг/мд) и 600 мкл 96% этанола. Смесь инкубировали при –70°C около 

16 часов. Нуклеиновые кислоты осаждали при 16000 g в течение 20 мин при 4°С и 

затем отбирали спиртовой раствор. Осадок дважды промывали 500 мкл 80% этанола, 

сушили при 70°C и растворяли в 10 мкл буфера для нанесения FA. Образцы с 

продуктами реакции нагревали в формамидном буфере в течение 10 мин при 95°С. 

Продукты реакции с добавлением 5'-32P-фосфорилированного HD6 в качестве 

контроля нанесения разделяли в 10% денатурирующем ПААГ в буфере TBE. Гель 

сушили в течение 1 часа при 80°С в вакууме и анализировали методом электронной 

авторадиографии на приборе Typhoon FLA 9500 (GE). 

20. Оценка теломеразной активности теломеразы человека (RQ-

TRAP) 

Для анализа теломеразной активности методом RQ-TRAP клетки 

подсчитывали, осаждали, промывали PBS и лизировали в холодном буфере для 

лизиса TRAP. Клеточные экстракты разбавляли буфером 1x TRAP до равного 
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количества клеточных эквивалентов. Разбавленный экстракт инкубировали со 

смесью TRAP 1 (буфер 1x TRAP, dNTP до 200 мкM и 15 пмоль праймера TS на 

реакцию) эквивалентно 2000 клеток при 25°C в течение 30 минут. Добавляли смесь 

TRAP 2 (H2O, 1,25 ед. Taq-полимеразы и 15 пмоль праймера ACX и 1x SYBR Green 

I на реакцию) и проводили количественную ПЦР с использованием Bio-Rad 

CFX96/C1000 с начальной денатурацией при 95°C в течение 2 минут, а затем 37 

циклов 95°C – 35 с, 50°C – 35 с и 72°C – 90 с. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

1. Постановка задачи 

Теломераза – рибонуклеопротеиновый комплекс, функционирующий в 

большинстве эукариот. Теломераза обеспечивает поддержание длины теломер, 

специальных ДНК-белковых защитных структур на концах линейных хромосом 

эукариот, и таким образом, компенсирует укорачивание теломер при делении 

клеток. Критически короткие теломеры стимулируют остановку клеточного цикла, 

старение и гибель клеток. Теломераза активируется примерно в 90% случаев рака, 

что позволяет опухолевым клеткам неограниченно делиться. Кроме того, теломераза 

необходима для сохранения пролиферативного потенциала стволовых клеток при 

развитии организма. Теломераза является малопредставленным комплексом в 

клетке: несколько десятков единиц на дрожжевую клетку и несколько сотен на 

человеческую клетку. Кроме того, теломераза не обладает жесткой и компактной 

структурой и, как рибонуклеопротеин, подвержена действию РНКаз. Таким образом, 

описанные свойства осложняют работу с теломеразой и изучение ее структурных 

особенностей. 

В нашей лаборатории мы используем штамм дрожжей Hansenula polymorpha 

(также известен как Ogataea parapolymorpha) в качестве модельного организма для 

изучения дрожжевой теломеразы. H. polymorpha обладает высокой устойчивостью к 

различным стрессам и переносит культивацию при температуре до 50°C [207]. 

Термотолерантные организмы обычно имеют более стабильные белки и белковые 

комплексы. Это свойство облегчает изучение и очистку белков H. polymorpha и 

белковых комплексов. Ранее в лаборатории были успешно выделены N-концевой 
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домен теломеразной обратной транскриптазы и белок Est3 из H. polymorpha и 

получены их структуры методом ЯМР [208]. 

В данной работе мы сосредоточили внимание на изучении 

функционирования некоторых вспомогательных белков теломеразы у дрожжей и 

позвоночных. Для исследования мы выбрали вспомогательный белок Est3 

теломеразы дрожжей, поскольку Est3 принципиально необходим для активности 

теломеразы in vivo. При этом его функциональная роль в работе теломеразы 

дрожжей остается малопонятной. Еще одной малоизученной областью 

исследований теломеразы являются посттрансляционные модификации (ПТМ) 

компонентов этого комплекса. Для изучения роли ПТМ в функционировании 

теломеразы в качестве модели мы выбрали теломеразу человека, поскольку ПТМ 

более разнообразны и выражены у высших эукариот, чем у дрожжей. В данной 

работе мы сфокусировались на изучении поли(АДФ-рибозил)ирования в 

функционировании теломеразы человека. Теломераза активируется в большинстве 

опухолевых клеток, а ингибиторы процесса поли(АДФ-рибозил)ирования активно 

используются при терапии различных видов рака. Таким образом, изучение влияния 

данной модификации на функционирование теломеразного комплекса представляет 

высокую практическую значимость. 

2. Вспомогательный белок Est3 в теломеразном комплексе 

дрожжей2 

                                                

2 При подготовке данного раздела диссертации использованы публикации 1 и 3, 

выполненные в соавторстве и указанные во введении к диссертации вместе со вкладом автора, в 

которых, согласно Положению о присуждении ученых степеней в МГУ, отражены основные 

реультаты, положения и выводы исследования. 
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Первоначальные эксперименты с белком Est3 из S. cerevisiae показали, что он 

входит в состав теломеразного комплекса дрожжей [209] и необходим для 

поддержания длины теломер [210]. Например, когда белок Est3 соединен с ДНК-

связывающим доменом теломерного белка Cdc13, доступ теломеразы к теломерам 

значительно увеличивается, что приводит к удлинению теломер. Этот эффект 

сопоставим с эффектом в аналогичном эксперименте с использованием Est1, что 

указывает на ассоциацию Est3 с теломеразным комплексом [209]. 

Моделирование укладки белка Est3 выявило структурное сходство между 

белком Est3 C. albicans и OB-доменом TPP1, компонентом шелтеринового 

комплекса млекопитающих [211]. TPP1 образует гетеродимерный комплекс с POT1, 

который напрямую связывается с одноцепочечной областью теломер 

млекопитающих. TPP1 может взаимодействовать с теломеразой и стимулировать ее 

активность и процессивность in vitro путем взаимодействия с TEN-доменом белка 

TERT человека [182,212]. 

Укладка белка Est3 S. cerevisiae, полученная с использованием минимальных 

данных ЯМР и алгоритма для предсказания структуры, также напоминает укладку 

OB-домена белка TPP1 (Рис. 6) [213]. В нашей лаборатории получена 

экспериментальная структура белка Est3 H. polymorpha методом ЯМР без 

использования алгоритмов для предсказания структуры (Рис. 6) [214].  
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Рис. 6. Структуры белка Est3 S. cerevisiae, белка Est3 H. polymorpha и OB-

домена белка TPP1 человека в ленточном представлении, c некоторыми 

отмеченными элементами вторичной структуры [214]. 

В H. polymorpha Est3 состоит из 4 α-спиралей и 5 β-цепей, а также 2 коротких 

фрагментов β-цепей и одной короткой α-спирали. Общая структура аналогична 

структуре S. cerevisiae Est3 и соответствует классической OB-укладке (Рис. 6) 

[208,215]. 

Анализ мутаций Est3 в C. albicans выявил функциональные различия между 

поверхностными остатками, которые консервативны в Est3 и теломерном белке 

TPP1 млекопитающих и присутствуют только в Est3. Хотя оба типа остатков важны 

для поддержания теломер in vivo, только последние важны для теломеразной 

активности in vitro и способствуют ассоциации Est3 с теломеразой [211]. Остатки, 

общие для Est3 и TPP1, расположены на одной стороне OB-складчатой структуры, 

вдали от канонической поверхности связывания нуклеиновой кислоты, характерной 

для OB-укладки. Это говорит о том, что Est3 и OB-домен TPP1 могут иметь 

консервативную функцию в регуляции теломеразы, отличную от связывания 

нуклеиновых кислот [211]. 
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Мутагенез поверхностных остатков показал, что на поверхности Est3 в 

S. cerevisiae имеются два участка с разными функциями по поддержанию теломер 

[213]. Первый набор остатков совпадает с TEL-областью белка TPP1, участвующей 

во взаимодействии с TEN-доменом TERT человека [212]. Второй набор остатков 

необходим для репликации теломер in vivo. Мутации этих остатков приводили к 

нарушению поддержания длины теломер без ослабления взаимодействия Est3 с 

теломеразой. Функция этой поверхности пока неизвестна [213]. 

Таким образом, дрожжевой вспомогательный белок Est3 из разных видов 

дрожжей структурно схож с OB-доменом теломерного белка TPP1 человека. 

Основная функция TPP1 заключается в привлечении теломеразы к теломерам через 

N-концевой домен теломеразной обратной транскриптазы и активации теломеразы. 

Таким образом, можно предположить, что Est3 участвует в привлечении дрожжевой 

теломеразы к теломерам и ее активации, а в процессе эволюции эта функция была 

перенесена на теломерный белок TPP1 человека. Для подтверждения этого 

предположения мы решили исследовать, может ли Est3 регулировать активность 

теломеразы H. polymorpha in vitro, а также определить теломеразный белок, 

отвечающий за привлечение Est3 в функциональный комплекс. 

2.1 Влияние HA-эпитопа на функционирование теломеразных 

белков дрожжей H. polymorpha 

Для изучения функционирования белка Est3 в теломеразном комплексе 

использовали штаммы дрожжей, содержащие три повтора гемагглютининового 

эпитопа (НА-эпитоп) на С-конце белков теломеразы, ранее полученные в 

лаборатории: Est1-HA, TERT-HA, Est3-HA. Добавление эпитопа может нарушить 

функционирование белков и активность теломеразы in vivo соответственно. Для 



80 

оценки влияния НА-эпитопа на функционирование белков Est1, TERT, Est3 мы 

культивировали независимо по 2 клона штаммов Est1-HA, TERT-HA, Est3-HA в 

течение примерно 200 поколений путем субкультивирования на чашках с агаром. 

Затем мы вырастили клетки в жидкой среде и выделили из них геномную ДНК. 

Сначала для проверки наличия вставки с последовательностью НА-эпитопа в 

меченых генах (Рис. 7А) мы провели ПЦР и визуализировали полученные продукты 

в агарозном геле (Рис. 7Б). 

 

Рис. 7. Проверка штаммов на наличие вставки, кодирующей НА-эпитоп в 

генах белков теломеразы. (А) Схема структуры генов белков теломеразы в диком 

типе и штаммах Est1-HA, TERT-HA, Est3-HA. Стрелками схематично отмечены 

участки отжига олигонуклеотидов для ПЦР. Вставка также содержала маркер 
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селективности по урацилу (не обозначен на схеме). (Б) Анализ продуктов ПЦР с 

помощью электрофореза в агарозном геле. 

Продукты ПЦР в случае дикого типа оказались короче по сравнению со 

штаммами Est1-HA, TERT-HA, Est3-HA. Все образцы содержали вставку ожидаемой 

длины. 

Чтобы оценить функционирование теломеразы в этих штаммах, мы 

определили длину теломер в двух независимо выращенных клонах для каждого 

штамма с помощью Саузерн-блоттинга. Выделенную геномную ДНК обрабатывали 

эндонуклеазой рестрикции PstI. Фрагменты ДНК разделяли в агарозном геле и 

переносили на нейлоновую мембрану. Детекцию фрагментов геномной ДНК, 

содержащих теломеры, проводили с помощью 

олигодезоксирибонуклеотида 5'-(CGCCACCC)4-3', 

меченного 32P на 5'-конце, который комплементарен 

четырем теломерным повторам в H. polymorpha.  

Рис. 8. Анализ длины теломер с использованием 

Саузерн-блоттинга. Длина фрагментов ДНК после 

рестрикции, содержащих теломерные повторы, 

практически не изменяется у Est1-HA, TERT-HA и Est3-HA по сравнению с диким 

типом (ДТ). «т.п.н.» – тысяча пар нуклеотидов. 

Введение НА-эпитопа во всех случаях оказывает минимальное влияние на 

длину теломер H. polymorpha (Рис. 8). Таким образом, мы заключили, что HA-эпитоп 

не влияет на взаимодействия компонентов теломеразного комплекса in vivo. 

2.2 Влияние Est3 на активность теломеразы H. polymorpha 
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Est3 считается регуляторным белком теломеразы у дрожжей S. cerevisiae. 

Рекомбинантные Est3 и TEN-домен Est2 (гомолог TERT) из S. cerevisiae 

взаимодействуют in vitro, а использование рекомбинантного Est3 повышает 

активность теломеразы S. cerevisiae in vitro [216,217]. При этом белок Est3 не нужен 

для активности теломеразы S. cerevisiae in vitro [209]. Однако делеция Est3 в 

дрожжах C. albicans приводит к нарушению активности теломеразы in vitro в 

зависимости от последовательности олигонуклеотидного субстрата, который 

выступает в качестве аналога 3'-конца теломер [218]. При изучении возможного 

вклада Est3 в активность фермента у родственных S. cerevisiae дрожжей 

Saccharomyces castellii выяснилось, что потеря Est3 приводит к двух-трехкратному 

снижению процессивности теломеразы. Этот эффект не зависел от 

последовательности субстрата, как показал анализ панели олигонуклеотидных 

субстратов, покрывающих матричную область теломеразной РНК S. castellii [217]. 

Методом ЯМР не выявлено конформационных изменений структуры белка Est3 

S. cerevisiae в присутствии одноцепочечной ДНК. Добавление рекомбинантного 

белка Est3 из Escherichia coli полностью восстанавливало теломеразную активность 

S. castellii in vitro, тогда как увеличение количества Est3 не повышало ее [217]. Это 

указывает на то, что белок Est3 может регулировать работу теломеразы, но не за счет 

связывания с одноцепочечным участком теломеры. На основании этих данных мы 

предположили, что Est3 может регулировать активность теломеразы H. polymorpha 

in vitro. 

Мы использовали следующие конструкции для создания нокаутов 

теломеразных генов. В этих конструкциях маркер селективности по лейцину 

окружен областями гомологии длиной около 500 п.н., которые соответствуют 
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последовательности вокруг открытых рамок считывания генов. Штамм TERT-HA 

трансформировали с помощью ДНК-кассеты, содержащей маркер селективности, 

окруженный гомологичными областями вокруг ОРС EST3. В результате 

гомологичной рекомбинации в геном был вставлен ген селективности по лейцину, и 

открытая рамка считывания EST3 была нарушена (Рис. 9А). После этого клетки, в 

геном которых встроилась ДНК-кассета, отбирали на твердой селективной среде, не 

содержащей лейцин, так как клетки исходного штамма не способны синтезировать 

эту аминокислоту. Затем единичные колонии выращивали в жидкой селективной 

среде без лейцина. Геномную ДНК выделяли из части полученной культуры и с 

помощью ПЦР отбирали клоны, содержащие вставку в ген EST3 (Рис. 9Б). 

 

Рис. 9. Проверка штамма TERT-HA Δest3 на наличие вставки в гене EST3. (А) 

Структура гена EST3 в диком типе и нокауте. Стрелками отмечены участки 

отжига олигонуклеотидов для ПЦР. (Б) Анализ продуктов ПЦР с помощью 

электрофореза в агарозном геле. Продукты ПЦР в случае дикого типа короче по 

сравнению с нокаутом. 

Следует отметить, что нокаут гена какого-либо компонента теломеразы 

приводит к нестабильности генома дрожжей и их гибели. Поэтому все штаммы с 

нокаутами генов теломеразных белков получали и отбирали методом ПЦР-анализа 

заново для каждого эксперимента в данной работе. Отобранные клоны выращивали 
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в 400 мл богатой среды. Белок TERT-HA выделяли из полученных культур клеток 

методом иммунопреципитации с использованием анти-НА-агарозы. 

Мы сравнили количество выделенного белка TERT-HA между диким типом 

и нокаутом EST3 с помощью вестерн-блоттинга. Детекцию и визуализацию белков 

осуществляли с помощью первичных антител к НА-эпитопу, конъюгированных с 

пероксидазой хрена. Неожиданно мы обнаружили, что при нокауте гена EST3 

количество выделенного белка TERT-HA уменьшается до 20 раз (Рис. 10). 

Рис. 10. Анализ количества белка TERT-HA после 

иммунопреципитации методом вестерн-блоттинга с 

антителами против НА. «1x» означает, что при 

выделении было взято одинаковое количество клеток 

этих штаммов. Цифры ниже представляют собой 

количественный расчет интенсивности полос 

(относительное среднее значение ± стандартное отклонение, рассчитанное для 

трех независимо выращенных культур каждого штамма). 

Мы решили выяснить с чем связано снижение содержания TERT-HA в 

клетках без Est3, а также происходит ли снижение количества теломеразной РНК 

(TER) в этих клетках. Для этого выделили РНК из равных аликвот клеточных 

экстрактов методом фенол-хлороформной экстракции и провели количественную 

ПЦР с обратной транскрипцией (Рис. 11). 
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Рис. 11. Уровни экспрессии теломеразной 

РНК (TER) и мРНК TERT в штаммах TERT-HA и 

TERT-HA Δest3, определенные методом 

количественной ПЦР с обратной 

транскрипцией. Значения нормированы на 

мяРНК U1. Данные, представленные на 

диаграмме (среднее значение ± стандартное отклонение), были получены при 

выделении РНК из четырех независимо выращенных культур каждого штамма. 

По результатам ПЦР количество мРНК TERT и теломеразной РНК не 

меняется в нокауте EST3 по сравнению с диким типом. Снижение уровня TERT в 

штамме TERT-HA Δest3 можно объяснить усилением его деградации в клетках или 

снижением биосинтеза. 

Тогда мы решили уравнять количество выделяемого белка, взяв в 2 раза 

больше клеточного экстракта TERT-HA Δest3 для связывания с аффинной смолой и 

взяв в 10 раз меньше аффинной смолы после связывания клеточного экстракта TERT-

HA. Однако необходимо было проверить, можно ли обнаружить в столь малом 

количестве белок TERT-HA и активность выделенной теломеразы in vitro, поскольку 

даже в нормальных условиях теломераза представляет собой малопредставленный 

комплекс, оцениваемый в несколько десятков единиц на дрожжевую клетку [219]. 

Для проверки теломеразной активности после связывания экстракта TERT-

HA, аналогично предыдущему эксперименту, производили двукратные серийные 

разведения аффинной смолы. Затем мы проанализировали количество связанного 

белка TERT-HA в образцах с помощью вестерн-блоттинга, как описано ранее (Рис. 

12Б, верхняя панель). Кроме того, мы также оценили теломеразную активность в 
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этих образцах (Рис. 12Б, средняя панель). Для оценки теломеразной активности 

использовали смесь dATP, dTTP, dCTP, α-32P-dGTP, и олигонуклеотидный субстрат 

HD5, которые в соответствующем буфере добавляли к аффинной смоле (Рис. 12А). 

Продукты элонгации олигонуклеотида HD5 теломеразой разделяли в 

денатурирующем ПААГ и визуализировали методом авторадиографии (Рис. 12Б, 

средняя панель). Олигонуклеотид HD6, меченный 32P на 5’-конце, служил контролем 

нанесения (Рис. 12Б, нижняя панель). 

 

Рис. 12. Анализ теломеразной активности после связывания экстракта 

TERT-HA с аффинным носителем. (А) Схема удлинения субстрата 

(олигонуклеотида HD5) теломеразой. (Б) Верхняя панель демонстрирует анализ 

содержания белка TERT-HA, выделенного из различных количеств аффинной смолы, 

сшитой с антителами против НА. На средней панели показана картина разделения 

меченных 32P продуктов удлинения субстрата HD5 теломеразой, связанной с 
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аффинным носителем, после электрофореза в ПААГ и визуализации 

авторадиографией. Отсутствие активности в контроле после инкубации с 

РНКазой указывает на то, что продукты элонгации обусловлены активностью 

теломеразы, а не активностью другого фермента. «КН» – контроль нанесения на 

нижней панели. 

Даже при 16-кратном разведении аффинной смолы удалось детектировать 

связанный белок TERT-HA и теломеразную активность in vitro. Таким образом, мы 

можем использовать предлагаемый метод для анализа функционирования 

теломеразы в лизатах клеток со сниженным содержанием фермента, так как в этом 

случае сигнал должен быть выше предела обнаружения каждого метода. 

Для сравнения активности теломеразы в штамме TERT-HA Δest3 с TERT-HA 

мы использовали такие количества экстрактов, чтобы с аффинным носителем 

связывалось одинаковое количество TERT-HA, что подтверждали с помощью 

вестерн-блоттинга (Рис. 13А). При этом количество коиммунопреципитированной 

теломеразной РНК было также примерно одинаковым, согласно результатам анализа 

ее содержания методом количественной полимеразной цепной реакции с обратной 

транскрипцией после фенол-хлороформной экстракции из аффинной смолы (Рис. 

13В). 
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Рис. 13. Влияние белка Est3 на активность теломеразы in vitro. (А) Анализ 

количества белка TERT-HA после иммунопреципитации из указанных штаммов 

методом вестерн-блоттинга с антителами против НА. «0,1х» и «2х» обозначают 

соотношение, в котором указанные образцы были взяты для экспериментов. (Б) 

Продукты удлинения теломеразой субстрата HD5, меченные 32P, разделяли с 

помощью ПААГ и визуализировали авторадиографией. «КН» – контроль нанесения. 

(В) Относительное количество (у.е.) совместно очищенной теломеразной РНК 

(TER) по образцу дикого типа, определенное с помощью RT-qPCR. Эксперимент был 

повторен три раза. 

В этом эксперименте, несмотря на одинаковое содержание TERT и TER, 

отсутствие Est3 привело к исчезновению теломеразной активности in vitro (Рис. 

13Б). Следовательно, белок Est3 необходим для теломеразной активности 

H. polymorpha in vitro. Возможно, роль белка Est3 у H. polymorpha аналогична роли 

его гомолога у C. albicans и может включать активацию теломеразы. 



89 

Чтобы проверить эту гипотезу, следовало попробовать восстановить 

теломеразную активность in vitro, используя рекомбинантный белок Est3. Для этого 

мы использовали рекомбинантный белок Est3, полученный в E. coli. Аналогично 

предыдущему эксперименту мы уравняли количество выделенного белка TERT-HA 

из штаммов TERT-HA и TERT-HA Δest3. После имунопреципитации за HA-эпитоп 

образцы инкубировали с рекомбинантным белком Est3 и определяли теломеразную 

активность in vitro (Рис. 14). 

 

Рис. 14. Влияние рекомбинантного белка Est3 на активность теломеразы 

in vitro. Показаны продукты удлинения, соответствующие одному теломерному 

повтору. К образцам были предварительно добавлены указанные финальные 

концентрации белка Est3. «КН» – контроль нанесения. 

Даже при высокой концентрации белка Est3 нам не удалось обнаружить 

теломеразную активность для образца из штамма TERT-HA Δest3. Рекомбинантный 

белок Est3 не приводил к существенному изменению активности теломеразы in vitro 

или ее процессивности (не показано на рисунке) в случае штамма TERT-HA. Тем не 

менее высокая концентрация Est3 приводила к небольшому ингибированию 
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теломеразной активности in vitro, что можно объяснить неспецифическим 

ингибированием реакции вследствие избытка белка. Таким образом наши 

результаты указывают на существенные отличия теломеразы H. polymorpha от 

теломеразы S. cerevisiae. Отсутствие Est3 не влияет на активность теломеразы 

S. cerevisiae in vitro [209], при этом добавление рекомбинантного Est3 повышает 

активность теломеразы S. cerevisiae in vitro, очищенной из клеток дикого типа [216]. 

2.1 Влияние белков Est1 и TERT на ассоциацию белка Est3 с 

теломеразной РНК H. polymorpha 

По результатам иммунопреципитации установлено, что Est3 сохраняет 

ассоциацию с теломеразной РНК в отсутствие Est1, но теряет ее при удалении Est2 

(гомолога TERT) в S. cerevisiae [209]. В другом эксперименте использовали штаммы 

S. cerevisiae, экспрессирующие мутантные версии теломеразной РНК, в которых 

нарушено взаимодействие с Est1 или Est2. По результатам иммунопреципитации 

также показано, что ассоциация белка Est3 зависит от Est2 при сборке теломеразного 

комплекса, что позволяет предположить, что белки Est2 и Est3 взаимодействуют 

напрямую [217]. 

Однако в другой работе методом иммунопреципитации хроматина было 

выявлено, что ассоциация белка Est3 с теломерами у S. cerevisiae происходит на 

поздних этапах фазы S и в G2-фазе, одновременно с белком Est1 [220]. Это указывает 

на то, что ассоциация Est3 с теломерами может также зависеть от Est1 и 

обуславливаться прямым взаимодействием этих белков, поскольку в данной работе 

также показано, что очищенные рекомбинантные Est1 и Est3 взаимодействуют 

in vitro. Более того, ассоциация Est1 и Est2 с теломерами не менялась в отсутствие 

Est3 [220]. Это указывает на то, что не только Est2, но и Est1 может быть нужен для 
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привлечения Est3 в теломеразный комплекс S. cerevisiae, а Est3 может действовать в 

конце процесса привлечения и активации теломеразы [221]. 

Данные по гомологам Est3 из других видов дрожжей указывают на различия 

в их функционировании. Например, исследование на C. albicans показало, что 

отсутствие Est3 снижает связывание теломеразной РНК с Est1 более чем в 10 раз по 

сравнению с диким типом при неизменном уровне теломеразной РНК [218]. В 

другой работе показано, что белки Est3 из Candida parapsilosis и Lodderomyces 

elongisporus несут дополнительные N- и C-концевые области в дополнение к OB-

укладке. Эти гомологи образуют стабильные комплексы с доменом TEN белка 

TERT. Для эффективного образования комплекса необходимы N- и C-концевые 

области, а также консервативные остатки внутри OB-укладки [222]. Однако 

взаимодействие между очищенным рекомбинантным Est3 и доменом TEN in vitro не 

было обнаружено для S. cerevisiae, C. albicans или C. tropicis в описанной работе 

[222] 

Взаимодействие между рекомбинантными Est3 и TEN-доменом TERT не 

удалось обнаружить методом ЯМР для белков H. polymorpha [214]. Это указывает 

на то, что свойства и роль белка Est3 у H. polymorpha могут отличаться от таковых у 

S. cerevisiae, где данное взаимодействие обнаружено [216]. В связи с этим нашей 

задачей было идентифицировать белок, ответственный за привлечение Est3 в 

теломеразный комплекс H. polymorpha, так как Est3 не способен самостоятельно 

связываться с теломеразной РНК. 

Мы использовали конструкции для создания нокаутов генов TERT и EST1 

аналогичные конструкции для получения нокаута EST3. Штамм Est3-HA 

трансформировали с использованием данных кассет. В результате гомологичной 
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рекомбинации маркер селективности был вставлен в геном, и открытая рамка 

считывания EST1 или TERT была нарушена (Рис. 15А). После этого дрожжи 

высевали на твердую селективную среду, не содержащую лейцин. Затем отдельные 

колонии нокаута EST1 (штамм Est3-HA Δest1) и нокаута TERT (штамм Est3-HA Δtert) 

выращивали в жидкой селективной среде, не содержащей лейцин. Геномную ДНК 

выделяли из полученной культуры. Клоны, содержащие вставку в гены EST1 или 

TERT, отбирали с помощью ПЦР (Рис. 15Б). 

 

Рис. 15. Отбор штаммов Est3-HA Δest1 и Est3-HA Δtert на наличие вставки в 

генах EST1 и TERT соответственно. (А) Структура этих генов в диком типе и в 

нокаутах. Стрелками отмечены участки отжига олигонуклеотидов для отбора 

клонов методом ПЦР после трансформации. (Б) Анализ продуктов ПЦР с помощью 

электрофореза в агарозном геле. Продукты ПЦР в случае дикого типа короче, чем 

в случае нокаута. 

Отобранные клоны выращивали в 400 мл богатой среды YPD. Выделение 

белка Est3-HA осуществляли методом иммунопреципитации на анти-НА-агарозе. 

Используя вестерн-блоттинг, количество связанного с аффинной смолой белка Est3-
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HA из дикого типа и нокаутов EST1 или TERT сравнивали способом, аналогичным 

предыдущему эксперименту. Фенол-хлороформным методом экстрагировали 

совыделенную с Est3-HA РНК из образцов аффинной смолы и РНК из равных 

аликвот клеточных экстрактов и проводили RT-qPCR. В трёх повторностях 

наблюдали примерно одинаковое количество выделенного белка Est3-HA. 

Отсутствие сигнала для отрицательного контроля, не содержащего в белке эпитопа 

НА, указывает на селективное выделение Est3-НА (Рис. 16А). Для каждого образца 

рассчитывали выход совыделенной с Est3-HA теломеразной РНК как ее количество 

после иммунопреципитации поделенное на количество в исходных клеточных 

экстрактах с учетом всех разбавлений (Рис. 16Б). 

 

Рис. 16. Анализ влияния белков Est1 и TERT на ассоциацию белка Est3-HA с 

теломеразной РНК. (А) Количество белка Est3-HA из указанных штаммов, 

связанного с аффинным носителем, определяли методом вестерн-блоттинга с 

антителами против НА. Цифры ниже представляют собой количественный 

расчет интенсивности полос (относительное среднее значение ± стандартное 
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отклонение, рассчитанное для трех независимо выращенных культур каждого 

штамма). (Б) Количество совыделившейся теломеразной РНК (TER) и контрольной 

мяРНК U1 в образцах определяли с помощью количественной ПЦР с обратной 

транскрипцией. Данные, представленные на диаграмме (среднее значение ± 

стандартное отклонение), были получены при анализе трех независимо 

выращенных культур каждого штамма. «ДТ» – дикий тип. «Без HA» – штамм 

H. polymorpha, не содержащий вставку с HA-эпитопом. 

По результатам ПЦР количество совыделившейся с Est3 теломеразной РНК в 

штамме Est3-HA Δtert не меняется по сравнению с диким типом (7,9% и 8,9% 

соответственно). В то же время среднее количество совместно очищенной 

теломеразной РНК снижается примерно на три порядка для штамма Est3-HA Δest1 

по сравнению с диким типом Est3-HA (0,0025% и 8,9% соответственно). Таким 

образом, белок Est3 H. polymorpha связан с теломеразной РНК через белок Est1, а не 

через TERT, что согласуется с данными ЯМР об отсутствии взаимодействия между 

TEN-доменом TERT и Est3. 

Обнаруженное свойство отличает H. polymorpha от S. cerevisiae, поскольку 

гомологи TERT и Est3 взаимодействуют у S. cerevisiae, что, по-видимому, 

необходимо как для включения Est3 в теломеразный комплекс, так и для 

процессивности теломеразы. Однако это свойство сближает H. polymorpha с 

C. albicans, регуляторные субъединицы Est1 и Est3 которого взаимозависимы при 

сборке теломеразного комплекса [218]. Мы предположили, что ассоциация Est1 с 

теломеразным комплексом H. рolymorpha также зависит от Est3. 

2.2 Анализ влияния белков Est3 и TERT на ассоциацию белка Est1 с 

теломеразной РНК H. polymorpha 
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В аналогичном эксперименте нокауты TERT и EST3 были получены со 

штаммом Est1-HA. Отбор клонов со вставкой (как показано на Рис. 9А и Рис. 15А), 

их проверка с помощью ПЦР (Рис. 17) и получение клеточной массы проводили как 

описано ранее для штаммов TERT-HA и TERT-HA Δest3. 

 

Рис. 17. Тестирование штаммов Est1-HA Δtert и Est1-HA Δest3 на наличие 

вставки в генах TERT и EST3 соответственно при помощи ПЦР. Схема генов в 

случае дикого типа и нокаутов аналогична представленной ранее на Рис. 9А и Рис. 

15А. 

Белок Est1-HA выделяли на аффинной к HA-эпитопу смоле. Для трех 

повторов одинаковое количество выделенного белка наблюдали во всех штаммах, 

согласно результатам вестерн-блоттинга. Отсутствие сигнала для отрицательного 

контроля, не содержащего в белке эпитопа НА, указывает на селективное выделение 

Est1-НА на аффинной смоле (Рис. 18А). РНК выделяли из равных аликвот клеточных 

экстрактов и образцов аффинной смолы после связывания фенол-хлороформным 

методом и проводили RT-qPCR (Рис. 18Б). Выход теломеразной РНК рассчитывали 

аналогично предыдущему эксперименту со штаммом Est3-HA. 
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Рис. 18. Анализ влияния белков Est3 и TERT на ассоциацию белка Est1-HA с 

теломеразной РНК. (А) Анализ количества выделенного белка Est1-HA после 

иммунопреципитации из указанных штаммов методом вестерн-блоттинга с 

антителами против НА-эпитопа. Цифры ниже представляют собой 

количественный расчет интенсивности полос (относительное среднее значение ± 

стандартное отклонение, рассчитанное для трех независимо выращенных культур 

каждого штамма). (Б) Количество совместно очищенной теломеразной РНК (TER) 

и контроля очистки мяРНК U1 в образцах определяли с помощью количественной 

ПЦР с обратной транскрипцией. Данные, представленные на диаграмме (среднее 

значение ± стандартное отклонение), были получены из трех независимо 

выращенных культур каждого штамма. «ДТ» – дикий тип. «Без HA» – штамм 

H. polymorpha, не содержащий вставку с HA-эпитопом. 

По результатам ПЦР количество совыделившейся теломеразной РНК 

снизилось у обоих нокаутов по сравнению с диким типом. В то же время количество 

совыделившейся теломеразной РНК у штамма Est1-HA Δest3 снижается примерно на 

порядок по сравнению с диким типом Est1-HA (0,041% и 0,88% соответственно). Это 
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указывает на то, что белку Est1 необходим белок Est3 для эффективной ассоциации 

с теломеразной РНК в H. polymorpha. Однако TERT также опосредует ассоциацию 

Est3 с теломеразной РНК (выход 0,25% для Est1-HA Δtert и 0,88% для Est1-HA 

соответственно). На основании полученных результатов высказано предположение, 

что белки Est1 и Est3 H. polymorpha взаимозависимы при ассоциации с теломеразной 

РНК. 

2.3 Анализ влияния нокаутов EST1 или EST3 на уровень белка 

TERT в клетках H. polymorpha 

Как отмечалось выше, при нарушении гена EST3 количество выделенного 

белка TERT-HA снижается примерно в 20 раз (Рис. 10). Мы проанализировали 

клеточные экстракты и образцы после иммунопреципитации из штаммов TERT-HA, 

TERT-HA Δest1, TERT-HA Δest3 с использованием вестерн-блоттинга (Рис. 19). 

 

Рис. 19. Анализ количества белка TERT-HA методом вестерн-блоттинга с 

антителами против HA. (А) в клеточных экстрактах исходного штамма TERT-HA 

и нокаутов EST1 или EST3, а также штамма H. polymorpha дикого типа, (Б) после 

иммунопреципитации из указанных штаммов. «1x» означает, что для вестерн-

блоттинга было взято одинаковое количество лизатов этих штаммов в (А) или 

такое же количество культур клеток этих штаммов для иммунопреципитации в 

(Б). Для обоих блотов приведенные ниже цифры представляют собой 
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количественную оценку интенсивности полос (относительное среднее значение ± 

стандартное отклонение, рассчитанное для трех независимо выращенных культур 

каждого штамма). 

Оказалось, что уровень белка TERT-HA действительно снижается в 

дрожжевых клетках при нокаутах EST1 и EST3 (Рис. 19А). Соответственно, при 

нарушении работы гена EST1 количество выделенного белка TERT-HA также, как и 

при нарушении работы гена EST3 снижается примерно в 20 раз (Рис. 19Б). 

Раз белки Est1 и Est3 необходимы для поддержания определенного 

количества белка TERT-HA в клетках H. polymorpha, то следует проверить 

оказывает ли похожий эффект теломеразная РНК H. polymorpha (TER). Для создания 

нокаута TER мы использовали конструкцию, аналогичную описанным ранее, в 

которой маркер селективности по лейцину окружен областями гомологии длиной 

около 500 п.н., соответствующих гену TER и соседней нуклеотидной 

последовательности. Клоны с нокаутом TER были отобраны путем проверки 

фенотипа при посеве разбавлений насыщенной культуры клеток до единичных 

колоний при сравнении с исходным штаммом TERT-HA. 
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Рис. 20. Анализ количества белка TERT-HA методом вестерн-блоттинга с 

антителами против HA (А) в клеточных экстрактах указанных штаммов, (Б) после 

иммунопреципитации из указанных штаммов. Нижняя панель показывает 

мембрану после окрашивания красителем Ponceau S, использованного для 

демонстрации одинакового количества белков в образцах, использованных в 

эксперименте. Для обоих блотов приведенные ниже цифры представляют собой 

количественную оценку интенсивности полос (относительное среднее значение ± 

стандартное отклонение, рассчитанное для трех независимо выращенных культур 

каждого штамма).  

Мы не смогли обнаружить какое-либо содержание белка TERT-HA в случае 

нокаута TER при сравнении с исходным штаммом (Рис. 20А). А при 

иммунопреципитации мы наблюдали, что TERT-HA практически не выделяется из 

клеток без TER, также как и в случае отсутствия Est1 и Est3 (Рис. 20Б). Полученные 

данные указывают на то, что несвязанный в теломеразный комплекс белок TERT-

HA может быть подвержен деградации. 

2.4 Функционирование белка Est3 в теломеразе H. polymorpha 

Est3 не взаимодействует напрямую с теломеразной РНК in vitro у 

почкующихся дрожжей. Для S. cerevisiae существуют противоречивые данные о том, 

какой белок, Est1 или Est2 (обратная транскриптаза теломеразы S. cerevisiae), 

отвечает за рекрутирование Est3 в теломеразный комплекс. В ряде исследований 

утверждается, что ассоциация белка Est3 с теломеразным комплексом зависит 

только от Est2, предполагая их непосредственное взаимодействие [217]. В другой 

работе показано, что Est3 связывается с доменом TEN Est2 S. cerevisiae in vitro, а 

добавление рекомбинантного Est3 усиливает теломеразную активность S. cerevisiae 
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in vitro [216]. Эти результаты позволяют предположить, что Est3 может 

способствовать процессивности теломеразы S. cerevisiae посредством 

взаимодействия с TEN-доменом Est2 [216]. Однако другие исследования показали, 

что связывание Est3 с теломерами зависит от Est1, а очищенные рекомбинантные 

Est1 и Est3 взаимодействуют in vitro [220]. Таким образом, Est3 может действовать 

на завершающей стадии процесса привлечения теломеразы на теломеры и ее 

активации в S. cerevisiae [221]. 

Напротив, исследование штаммов C. albicans показало, что отсутствие Est3, 

не влияя на содержание теломеразной РНК в клеточных экстрактах, снижает 

связывание Est1 с ней более чем в 10 раз по сравнению с диким типом [218]. На 

основании этого было высказано предположение, что регуляторные субъединицы 

Est1 и Est3 взаимозависимы в ассоциации с теломеразным комплексом C. albicans 

[218]. 

В данной работе мы показали, что белок Est3 необходим для активности 

теломеразы H. polymorpha in vitro. Оказалось, что белок Est3 привлекается к 

комплексу белком Est1, а не TERT. Этот результат согласуется с тем фактом, что 

Est3 и домен TERT TEN H. polymorpha не взаимодействуют in vitro, как показано 

методом ЯМР. Напротив, для S. cerevisiae показано взаимодействие гомологов этих 

белков in vitro, что, предположительно, способствует процессивности теломеразы. 

Кроме того, считается, что их структурные гомологи в организме человека TPP1 

(Est3) и TEN-домен hTERT взаимодействуют, способствуя удлинению теломер 

[211]. Однако в свете полученных результатов консервативность и значимость этого 

взаимодействия могут быть преувеличены. 
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В работе выявлена взаимозависимость Est1 и Est3 при ассоциации с 

теломеразной РНК, а также одинаковое снижение содержания белка TERT в 

отсутствие Est1 и Est3, что может быть связано со снижением его биосинтеза в 

клетках или увеличением деградации. Это также отличает теломеразу H. polymorpha 

от S. cerevisiae, где этого не наблюдали. В то же время функционирование белков 

Est1 и Est3 у H. polymorpha похоже на C. albicans, учитывая описанную 

взаимозависимость Est1 и Est3 при сборке теломеразного комплекса у C. albicans. 

Возможно, для продуктивной ассоциации TERT с теломеразной РНК необходимо 

предварительное связывание с ней субкомплекса Est1–Est3. Если удалить Est1 (или 

Est3), то связывание Est3 (или Est1) нарушается, что может привести к нарушению 

связывания TERT и/или каталитически неактивной конформации комплекса TERT–

теломеразная РНК у H. polymorpha. Тогда снижение ассоциации TERT с 

теломеразной РНК приводит к увеличению концентрации свободного TERT, что, в 

свою очередь, может привести к его дестабилизации и усилению деградации. Такая 

гипотеза могла бы объяснить наблюдаемое одинаковое снижение TERT в клетках с 

нокаутом EST1, EST3 или TER и отсутствие обнаруживаемой теломеразной 

активности in vitro в случае нокаута EST3. 

Описанные результаты подчеркивают важность использования 

альтернативных модельных организмов в целом и в области изучения теломеразного 

комплекса для получения более полной картины функционирования теломеразы. 

3. Вспомогательные белки DKC1 и GAR1 в теломеразном 

комплексе человека3 

                                                

3 При подготовке данного раздела диссертации использованы публикации 1 и 2, 

выполненные в соавторстве и указанные во введении к диссертации вместе со вкладом автора, в 
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Глобальный поиск поли(АДФ-рибозил)ирования (ПАРилирования) при 

помощи масс-спектрометрии выявил наличие данной посттрансляционной 

модификации у белков DKC1 и GAR1, которые являются компонентами комплекса 

H/ACA [223]. Мы решили исследовать способность комплекса H/ACA связывать 

целевые РНК в случае ПАРилированных белков дикого типа и не ПАРилированных 

мутантов DKC1 и GAR1, а также оценить влияние данной модификации на 

функционирование теломеразного комплекса [224]. 

3.1 Анализ влияния ПАРилирования на способность белков DKC1 и 

GAR1 взаимодействовать с РНК-партнерами 

Для изучения влияния ПАРилирования на взаимодействие белков DKC1 и 

GAR с РНК-партнерами мы получили конструкции, кодирующие DKC1 и GAR1 с 

мутациями в положениях, подвергающихся модификации [223]. С этой целью мы 

провели сайт-направленный мутагенез и сделали замены E414Q, E420Q, E429Q, 

E439Q, E483Q и E487Q в DKC1. А в GAR1 мы заменили E67Q, E74Q, E80Q, D81N и 

E104Q. Заменяя глутаминовую кислоту на глутамин и аспарагиновую кислоту на 

аспарагин, мы убираем карбоксильную группу необходимую для ПАРилирования, 

но сохраняем примерно одинаковый размер и молекулярную массу аминокислотных 

остатков. 

Мы использовали плазмиды, кодирующие как дикий тип, так и мутантные 

формы DKC1 и GAR1, меченные 3xFLAG.  Мы трансфицировали этими 

конструкциями клетки HEK293T и проводили аффинную очистку GAR1 или DKC1 

за 3xFLAG. Уровень ПАРилирования мутированных белков и белков дикого типа 

                                                

которых, согласно Положению о присуждении ученых степеней в МГУ, отражены основные 

реультаты, положения и выводы исследования. 
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анализировали методом вестерн-блоттинга в денатурирующих условиях. Используя 

антитела против ПАР, мы наблюдали снижение сигнала ПАРилирования (Рис. 21А 

и Б) в полосах, соответствующих GAR1-FLAG и DKC1-FLAG1, а также наблюдали 

изменение подвижности белков GAR1 и DKC1 в геле (Рис. 21В и Г). 

 

Рис. 21. Анализ 3xFLAG-меченных белков дикого типа (ДТ) и не 

ПАРилированных (НП) белков GAR1 и DKC1 методом вестерн-блоттинга с 

антителами против FLAG и поли(АДФ-рибозы) (PAR) (А) и (Б), против GAR1 (В) и 

против DKC1 (Г) клеточных лизатов после трансфекции. α-тубулин или GAPDH 

служили контролем нанесения (нижние панели на (А), (Б), (В) – α-тубулин и (Г) – 

GAPDH). Относительные средние значения интенсивности полос в (В) и (Г) были 

рассчитаны из трех повторов при нормировке на контроль нанесения. 

Мы иммунопреципитировали экспрессированные белки с использованием 

метки 3xFLAG посредством аффинной очистки. РНК, связанную с выделенными 

белками, очищали и использовали для анализа методом RT-qPCR. Для анализа мы 

выбрали РНК, которые являются хорошо известными партнерами комплекса 
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H/ACA, включая рибосомные РНК (5.8S и 28S), теломеразную РНК (hTR) и мяРНК 

(U2 и U87). Сначала мы рассчитывали выход целевых РНК после 

коиммунопреципитации, нормируя количество конкретной РНК в элюции к ее 

количеству в исходном лизате. Затем выход РНК для не ПАРилированных мутантов 

делили на выход РНК для белков дикого типа, чтобы оценить изменение РНК-

связывающих свойств GAR1 и DKC1 (Рис. 22). 

 

Рис. 22. Анализ РНК-связывающих свойств белков GAR1 и DKC1 дикого типа 

и не ПАРилированных мутантов (НП-GAR1 и НП-DKC1). Относительный выход 

целевых РНК, очищенных совместно с GAR1(A) и DKC1(Б), определяли с помощью 

количественной ПЦР с обратной транскрипцией. Данные, представленные на 

диаграмме (среднее значение ± стандартная ошибка), рассчитаны для трех 

независимых повторов. ****p-значение < 0,0001 по критерию множественных 

сравнений Шидака. 

Мутации по-разному повлияли на связывание РНК-партнеров (Рис. 22). Мы 

наблюдали лучшее связывание 28S, 5,8S и U2 РНК в случае НП-GAR1. В то же время 

связывание hTR и U87 было несколько слабее с НП-GAR1 по сравнению с GAR1 

дикого типа (Рис. 22А). Более сильно связывались рибосомные РНК и уменьшалось 

количество совыделяющихся мяРНК и hTR, образующих комплекс с не 
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ПАРилированным DKC1, по сравнению с DKC1 дикого типа (Рис. 22Б). Эти 

результаты показали, что ПАРилирование может по-разному регулировать биогенез 

и сборку различных рибонуклеопротеиновых комплексов. 

Изменение аминокислотного остатка может изменить третичную структуру 

белка, что приведет к нарушению функции белка. Мы провели мутагенез шести 

аминокислотных остатков в DKC1 и пяти в GAR1, чтобы получить не 

ПАРилированные GAR1 и DKC1. Чтобы подтвердить, что отсутствие 

ПАРилирования, а не изменение структуры мутантных белков влияет на их сродство 

к РНК, мы проанализировали РНК-связывающие свойства GAR1 в условиях 

ингибирования активности белков семейства PARP олапарибом. Мы 

трансфицировали клетки HEK293T конструкцией с меченным 3xFLAG белком 

GAR1 дикого типа и инкубировали их в течение 3 часов с 50 мкМ олапариба. РНК 

из клеточных экстрактов и связанную с выделенным GAR1 после 

иммунопреципитации за FLAG, очищали и использовали для анализа методом RT-

qPCR. Сначала мы рассчитывали выход целевых РНК аналогично предыдущему 

эксперименту на (Рис. 22). Для сравнения результатов относительное количество 

РНК (описанные выше), осажденных с помощью GAR1 из обработанных 

олапарибом клеток, были нормированы на относительное количество РНК, 

осажденных с помощью GAR1 из необработанных клеток (Рис. 23) 

Рис. 23. Анализ изменения 

эффективности связывания РНК с GAR1 после 

обработки олапарибом методом RT-qPCR. 

Уровень РНК, связанной с GAR1, в клетках, 

обработанных олапарибом, нормировали на 
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уровень РНК, связанной с GAR1, в клетках без обработки. Средние значения ± 

стандартная ошибка рассчитаны на основе трехкратных экспериментов RT-

qPCR. ****P < 0,0001 и ∗∗P < 0,01 по критерию множественных сравнений 

Шидака. 

Мы наблюдали, что эффективность связывания hTR с GAR1 уменьшалось, в 

то время как уровень 28S рибосомной РНК, связанной с GAR1, увеличивался в 

клетках, обработанных олапарибом (Рис. 23). Следует отметить, что 

кратковременная обработка не позволяет полностью устранить ПАРилирование, а 

длительная – невозможна из-за гибели клеток. Тем не менее полученные данные 

частично подтверждают результаты, полученные с использованием не 

ПАРилированного мутанта GAR1 (Рис. 22А) и подтверждают вывод о том, что 

ПАРилирование регулирует РНК-связывающую способность H/ACA-белков. 

3.2 Получение линии клеток со стабильным нокдауном PARP1 

Мы также протестировали влияние ПАРилирования на РНК-связывающую 

способность H/ACA-белков в условиях нокдауна PARP1 посредством РНК-

интерференции. Мы создали стабильную клеточную линию со сниженным уровнем 

экспрессии PARP1, трансдуцировав клетки HEK293T лентивирусными частицами, 

содержащими конструкцию LeGo-Cer [225], кодирующую короткую шпилечную 

РНК (кшРНК) для подавления экспресии PARP1 (кшPARP1), использованную ранее 

в другой работе [226]. Использованная плазмида также кодирует флуоресцентный 

белок Cer, который позволил отобрать трансдуцированные клетки при помощи 

клеточного сортера. В качестве контроля использовали клеточную линию, 

стабильно экспрессирующую пустой вектор LeGo-Cer. Мы проанализировали 
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эффективность нокдауна PARP1 при помощи RT-qPCR и вестерн-блоттинга (Рис. 

24). 

 

Рис. 24. Анализ эффективности нокдауна PARP1. (А) Относительный 

уровень экспрессии PARP1 по сравнению с GAPDH в клетках, экспрессирующих 

кшРНК, и контрольных клетках определен с помощью RT-qPCR. ** указывает на 

двустороннее значение p для непарного t-критерия < 0,01. (Б) Уровень белка PARP1 

в лизатах клеток, экспрессирующих кшРНК, и контрольных клетках по вестерн-

блоттингу. GAPDH – контроль нанесения. Средние значения интенсивности полос 

были рассчитаны из трех повторов при нормировке на контроль нанесения. 

Уровень мРНК PARP1 снизился в 2 раза (Рис. 24А), а уровень белка PARP1 

снизился в 1,8 раза (Рис. 24Б) в клетках с нокдауном по сравнению с контрольными, 

как показано с помощью методов RT-qPCR и вестерн-блоттинга соответственно. 

Полученные линии мы использовали для последующих экспериментов. 

3.3 Анализ влияния нокдауна PARP1 на способность белков DKC1 и 

GAR1 взаимодействовать с РНК-партнерами 

Клеточную линию с нокдауном по PARP1 трансфицировали конструкциями 

3xFLAG-DKC1 и 3xFLAG-GAR1, получали лизаты и проводили 

иммунопреципитацию за FLAG. После иммунопреципитации экстрагировали 

совыделяющуюся РНК из элюции и РНК из лизата и анализировали содержание 
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различных РНК с помощью RT-qPCR. Сначала мы рассчитывали выход целевых 

РНК, как описано ранее. Затем рассчитанный выход РНК из клеток со сниженным 

уровнем PARP1 был нормирован на выход РНК из контрольных клеток, 

экспрессирующих пустой вектор (Рис. 25В и Г). 

 

Рис. 25. Анализ РНК-связывающих свойств белков GAR1 и DKC1 дикого типа 

в условиях нокдауна PARP1. (А) Иммунопреципитацию 3xFLAG-DKC1 из клеток 

HEK293T контролировали при помощи вестерн-блоттинга с антителами против 

FLAG (верхняя панель) и с антителами против DKC1 (нижняя панель). I – лизат, F 

– проскок, E – элюат. (Б) Тоже, что в (А), но для GAR1. (В) Относительный выход 

РНК, коиммунопреципитированных с DKC1, согласно данным метода RT-qPCR. 

Средние значения ± стандартная ошибка рассчитаны на основе трехкратных 

экспериментов RT-qPCR с тремя повторами. ****P < 0.0001 и ∗∗∗P < 0.001 с 

использованием поправки Шидака для множественного тестирования. (Г) Тоже, 

что в (В), но для GAR1. ****P < 0,0001, ∗∗∗P < 0,001 и ∗∗P < 0,01 по критерию 

множественных сравнений Шидака. 

Мы заметили, что количество рибосомной РНК, связанной с DKC1 (Рис. 25В) 

и GAR1 (Рис. 25Г) увеличивалось, тогда как количество hTR и мяРНК снижалось в 
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клетках с недостатком PARP1 по сравнению с контрольными клетками. Таким 

образом мы наблюдали, что различные способы снижения эффективности 

ПАРилирования (химическое ингибирование активности белков семейства PARP, 

ингибирование экспрессии PARP1 при помощи РНК-интерференции или сайт-

направленный мутагенез подвергающихся модификации аминокислотных остатков 

в белках) оказывают схожий эффект на характер связывания РНК с DKC1 и GAR1, 

независимо от используемого подхода. 

3.4 Анализ влияния сверхэкспресии PARP1 на способность белка 

GAR1 взаимодействовать с РНК-партнерами 

Чтобы продемонстрировать прямое влияние активности PARP1 на 

способность белков GAR1 и DKC1 связываться с РНК, мы сверхэкспрессировали 

PARP1 дикого типа, а также не ПАРилированный GAR1 и GAR1 дикого типа в 

клетках со стабильным нокдауном PARP1. Мы выбрали GAR1 потому, что 

предыдущий эксперимент продемонстрировал, что мутации приводили к более 

выраженному снижению ПАРилирования GAR1, чем DKC1 (Рис. 21A). Клетки со 

сниженным уровнем PARP1 (кшPARP1) котрансфицировали либо 3xFLAG-GAR1, 

либо 3xFLAG-НП-GAR1 и конструкцией PARP1. Лизаты клеток использовали для 

иммунопреципитации белка GAR1 и анализа совыделяющихся РНК с помощью RT-

qPCR. Экспрессия PARP1, GAR1 и качество иммунопреципитации были 

подтверждены вестерн-блоттингом (Рис. 26А). Рассчитывали выход РНК после 

элюции, как описано ранее. Рассчитанный выход совыделяющейся РНК из клеток, 

сверхэкспрессирующих GAR1 дикого типа или НП-GAR1 со сверхэкспрессией 

PARP1, был нормированы на выход РНК, совыделяющейся из клеток со сниженным 

уровнем PARP1. Относительные уровни белков, элюированных при 
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иммунопреципитации, использовали в качестве коэффициентов при расчете РНК, 

связанной с белком GAR1 (Рис. 26Б). 

 

Рис. 26. Анализ влияния сверхэкспрессии PARP1 на ассоциацию GAR1 дикого 

типа и не ПАРилированного GAR1 с различными молекулами РНК. (А) Анализ 

содержания PARP1, GAR1 и НП-GAR1 в клеточных лизатах (панель экстракт) и 

эффективности иммунопреципитации (панель элюция) методом вестерн-

блоттинга. (Б) Анализ относительных уровней РНК, коиммунопреципитированной 

с GAR1 дикого типа (ДТ) и не ПАРилированного мутанта (НП), методом RT-qPCR. 

Средние значения ± стандартная ошибка рассчитаны для трех повторов. ****Р 

<0,0001 по критерию множественных сравнений Шидака. 

Мы обнаружили, что сверхэкспрессия PARP1 повышала количество 

совыделяющихся РНК с GAR1 дикого типа примерно вдвое, при этом наблюдались 

незначительные различия в ассоциации РНК с не ПАРилированным GAR1 (Рис. 

26B). Таким образом, мы показали, что сверхэкспрессия PARP1 принципиально 

влияет на способность белка GAR1 связываться с РНК в отличие от мутантного 

GAR1. 

3.5 Биогенез и активность теломеразы при нокдауне PARP1 
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ПАРилирование участвует в регуляции поддержания теломер в клетках 

млекопитающих [227,228]. Кратковременное подавление экспрессии PARP1 путем 

РНК-интерференции приводит к быстрому укорочению теломер, но не влияет на 

активность теломеразы [228]. PARP1 ингибирует связывание TRF2 с теломерами, 

что приводит к их укорочению [229]. Мы проверили влияние стабильного нокдауна 

PARP1 на биогенез и активность теломеразы. В первую очередь мы определили 

уровни компонентов теломеразы и эффективность ассоциации теломеразного 

комплекса в клетках с недостатком PARP1 (Рис. 27). 

 

Рис. 27. Уровни TERT, DKC1 и hTR при нокдауне PARP1. кшPARP1 – клетки, 

экспрессирующие кшРНК против PAPR1, вектор – контрольные клетки, 

экспрессирующие пустой вектор. Анализ содержания белка TERT(А) и DKC1(Б) в 

лизатах клеток методом вестерн-блоттинга. Относительные средние значения 

интенсивности полос были рассчитаны из трех повторов при нормировке на 

контроль нанесения β-актин или GAPDH. (В) Анализ экспрессии hTR в указанных 

клеточных линиях методом нозерн-блоттинга. Гибридизацию с олигонуклеотидами 

комплементарными РНК 7SL использовали для контроля количества внесенной в 

ПААГ РНК.  
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Интересно, что уровни hTERT (Рис. 27А) и DKC1 (Рис. 27Б) существенно 

снижены в клетках с нокдауном PARP1. Однако при нокдауне PARP1 содержание 

hTR в клетке увеличивается, тогда как содержание коротких фрагментов 

деградированной hTR [230] оказывается схожим (Рис. 27В). 

Поскольку уровни TERT, DKC1 и hTR изменились, мы проанализировали 

активность и процессивность теломеразы в условиях недостатка PARP1, используя 

метод RQ-TRAP (Рис. 28). 

 

Рис. 28. Анализ теломеразной активности при нокдауне PARP1. (А) Анализ 

теломеразной активности RQ-TRAP в указанных клеточных линиях. **** 

указывает на двусторонний непарный t-критерий p со значением <0,0001. (Б) 

Анализ процессивности теломеразы с использованием анализа RQ-TRAP с 

последующим разделением продуктов ПЦР в ПААГ. 

Клетки со сниженным уровнем PARP1 продемонстрировали повышенный 

уровень теломеразной активности in vitro, как показал анализ методом RQ-TRAP 

(Рис. 28А), однако на процессивность теломеразы это не повлияло (Рис. 28Б), как мы 

наблюдали, разделяя продукты RQ-TRAP в ПААГ. 

Мы предположили, что снижение содержания PARP1 влияет на сборку не 

только Н/АСА-рибонуклеопротеинов, но и теломеразы. Мы 
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коиммунопреципитировали теломеразный комплекс из клеток HEK293T, 

экспрессирующих вектор LeGo-Cer или кшPARP1, используя антитела против 

hTERT. В результате были выделены сопоставимые уровни hTERT из разных 

клеточных линий, как было показано методом вестерн-блоттинга (Рис. 29А, нижняя 

панель), а количество совыделенной hTR, согласно результатам RT-qPCR (Рис. 29Б), 

оказалось в 3 раза выше в клетках со сниженным содержанием PARP1. 

 

Рис. 29. Анализ влияния PARP1 на сборку теломеразы. (А) 

Иммунопреципитацию hTERT из лизатов указанных клеточных линий 

контролировали при помощи вестерн-блоттинга с антителами против hTERT. (Б) 

Анализ количеств hTR, совыделившихся с hTERT, осуществляли методом RT-qPCR. 

Относительный уровень hTR, выделенной из лизатов клеток со сниженным 

содержанием PARP1, нормировали на относительный уровень hTR, выделенной из 

лизатов контрольных клеток. U2 мяРНК использовали в качестве контроля 

специфичности выделения hTR. **** указывает на двусторонний непарный t-

критерий со p-значением <0,0001. 

Для анализа влияния ПАРилирования на сборку теломеразного комплекса мы 

получили лизаты из клеток с нокдауном PARP1 и из контрольных клеток, 
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экспрессирующих пустой вектор, и разделили их с помощью центрифугирования в 

градиенте концентраций сахарозы (Рис. 30) [231]. После центрифугирования 

образцы были разобраны на фракции, в которых определили теломеразную 

активность и содержание hTR. 

 

Рис. 30. Анализ теломеразной активности и содержания hTR во фракциях 

градиента концентраций сахарозы после центрифугирования лизатов клеток. 

Распределение hTR и теломеразной активности во фракциях градиента 

концентраций сахарозы после центрифугирования лизатов клеток HEK293T, 

экспрессирующих кшРНК, нацеленную на мРНК PARP1(А), и пустой вектор LeGo-

Cer(Б). 

В контрольных клетках, а также в клетках с нокдауном PARP1 мы наблюдали, 

что максимальные уровни hTR коррелируют с максимальной теломеразной 

активностью. Оказалось, что в в клетках со сниженным уровнем PARP1 в 3 раза 

большее количество теломеразной РНК находится во фракциях градиента, 

проявляющими теломеразную активность, при сравнении с контрольными клетками 
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(Рис. 30). Результаты подтверждают наши предыдущие данные о том, что 

содержание hTR в клетках со сниженным содержанием PARP1 в 3 раза выше, чем в 

клетках, экспрессирующих вектор LeGo-Cer. Таким образом мы показали, что 

сниженное содержание PARP1 в клетках приводит к стабилизации теломеразного 

комплекса. 

3.6 Влияние PARP1 на длину и структуру теломер  

Мы проанализировали влияние повышенной стабильности теломеразного 

комплекса на длину и структуру теломер при длительном нокдауне PARP1 (более 50 

пассажей клеток) (Рис. 31). 

 

Рис. 31. PARP1 участвует в регуляции длины и структуры теломер. (А) 

Анализ теломер методом FISH на метафазных спредах хромосом из клеток, 

экспрессирующих вектор LeGo-Cer и кшРНК, специфичную для мРНК PARP1. Белые 

стрелки указывают на дефекты в структуре теломер. (Б) Визуализация данных 

обсчета данных FISH теломер, выполненный с помощью программного обеспечения 

Telometer Университета Джонса Хопкинса. Зеленые точки соответствуют 

теломерам хромосом контрольных клеток (вектор), а красные точки 
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соответствуют теломерам хромосом клеток с пониженным уровнем PARP1 

(кшPARP1). (В) Анализ длины рестрикционных фрагментов теломер из клеток с 

нокдауном PARP1 методом Саузерн-блоттинга. (Г) Анализ содержания белка TRF1 

в указанных клеточных линиях методом вестерн-блоттинга. (Д) Анализ 

содержания белка TRF2 в указанных клеточных линиях методом вестерн-

блоттинга. GAPDH – контроль нанесения. 

Используя метод FISH для визуализации теломер метафазных спредов 

хромосом, мы обнаружили увеличение числа слитых хромосом при снижении 

содержания PARP1 в клетках (Рис. 31А). Детальный качественный и 

количественный анализ данных микроскопии при помощи программного 

обеспечения Telometer Университета Джонса Хопкинса (Рис. 31Б), а также 

определение длины теломер при помощи Саузерн-блоттинга рестрикционных 

теломерных фрагментов (Рис. 31В) показал ее увеличение в клетках со сниженным 

содержанием PARP1. Содержание белка TRF1 в клетке не зависит от количества 

PARP1 в клетках (Рис. 31Г), а содержание TRF2 значительно снизилось при 

нокдауне PARP1 по сравнению с таковым в контрольной клеточной линии (Рис. 

31Д). 

3.7 Функциональная роль поли(АДФ-рибозил)ирования белков 

DKC1 и GAR1 

Поли(АДФ-рибоза)полимераза 1 (PARP1) играет решающую роль в 

клеточном ответе на повреждение ДНК [232]. Теломеры, являющиеся 

специализированными ДНК-белковыми структурами, защищают концы линейных 

хромосом эукариот от системы распознавания повреждений ДНК [233]. 

Предыдущие исследования показали, что PARP1 участвует в поддержании длины 
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теломер. Он взаимодействует с теломерами через белок TRF2, накапливаясь на 

критически коротких теломерах, защищая их от агентов, повреждающих ДНК. 

Кроме того, PARP1 участвует в расщеплении Т-петли, привлекая HJ-резольвазы 

[234]. Было обнаружено, что кратковременное ингибирование PARP1 в клетках 

HeLa с помощью РНК-интерференции или неспецифических химических веществ 

приводит к укорочению теломер [228]. Однако некоторые исследования показали, 

что такая обработка лишь незначительно ингибирует танкиразу (паралог PARP1) и 

не влияет на длину теломер [235]. Примечательно, что мышиные клетки без PARP1 

не демонстрируют дисфункцию теломер [227]. В целом данные о влиянии 

ПАРилирования на длину теломер противоречивы. 

Мы провели эксперименты по изучению эффекта длительного 

ингибирования PARP1 в клетках HEK293T. Стабильно экспрессируя кшРНК, 

специфичную для мРНК PARP1, мы наблюдали значительное удлинение теломер и 

накопление различных аномалий теломер, включая концы хромосом без 

детектируемых теломер и слияние концов хромосом и хроматид. Наблюдаемые 

эффекты согласуются с предыдущими результатами для клеток, в которых 

активность PARP1 ингибировали в результате применения соединений, 

повреждающих ДНК. 

Анализ фрагментов рестрикции теломер клеток со сниженной экспрессией 

PARP1 после длительного периода культивирования (более 50 пассажей) выявил 

удлиненные теломеры. При этом мы наблюдали увеличение активности теломеразы 

в этих клетках. Напротив, кратковременное ингибирование экспрессии PARP1 

приводило к снижению активности теломеразы, в отличие от эффектов длительного 

ингибирования PARP1. Однако, в соответствии с кратковременным 
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ингибированием, мы также наблюдали снижение уровней TRF2 в клетках с 

недостатком PARP1. Это снижение может сделать теломеры более доступными для 

теломеразы. Кроме того, снизилось содержание hTERT, каталитической 

субъединицы теломеразы, что соотносится с данными о том, что ингибирование 

активности PARP1 приводит к снижению уровня транскрипции hTERT [236]. 

Содержание DKC1 и hTERT также снизилось в клетках с нокдауном PARP1, что 

потенциально способствует снижению активности теломеразы. Однако мы 

наблюдали повышенный уровень теломеразной РНК, что указывает на 

стабилизацию теломеразного комплекса в отсутствие ПАРилирования. 

Для проверки данной гипотезы мы исследовали сборку теломеразного 

комплекса путем коиммунопреципитации с hTERT и центрифугирования в 

градиенте концентрации сахарозы. Во всех случаях hTR присутствовала в активном 

теломеразном комплексе, и ее содержание было в 3 раза выше для клеток с 

недостатком PARP1 по сравнению с контрольными клетками. 

Мы также показали, что ПАРилирование влияет на связывание РНК белками 

H/ACA комплекса, такими как DKC1 и GAR1. Эти данные были подтверждены 

четырьмя различными подходами с использованием точечных мутаций для 

нейтрализации ПАРилирования этих белков, нокдауна PAPR1, ингибирования его 

активности и сверхэкспрессии PARP1 для восстановления его экспрессии в условиях 

нокдауна.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В данной работе при помощи иммунопреципитации теломеразы за аффинный 

эпитоп на белке TERT, контроля количества выделяющегося белка TERT методом 

вестерн-блоттинга, ПЦР в режиме реального времени для оценки количества 

совыделяющейся теломеразной РНК и анализа теломеразной активности in vitro мы 

впервые показали, что вспомогательный белок Est3 принципиально необходим для 

активности теломеразы дрожжей H. polymorpha in vitro. 

Используя аналогичный набор методов, мы показали, что белок Est3 

привлекается в теломеразный комплекс H. polymorpha белком Est1. Кроме того, в 

работе выявлена взаимозависимость Est1 и Est3 при ассоциации с теломеразной 

РНК. А также при помощи вестерн-блоттинга обнаружено значительное снижение 

содержания белка TERT при инактивации генов EST1, EST3 и TER, кодирующих 

другие компоненты теломеразного комплекса H. polymorpha. 

В данной работе мы впервые показали, что поли(АДФ-рибозил)ирование 

влияет на связывание РНК белками Н/АСА-комплекса DKC1 и GAR1 при помощи 

коимуннопреципитации РНК за белки DKC1 и GAR1, меченные меткой FLAG. Для 

этого мы использовали четыре различных подхода для влияния на поли(АДФ-

рибозил)ирование белков DKC1 и GAR1: экспрессия мутантных DKC1 и GAR1, 

нокдаун PARP1, сверхэкспрессия PARР1 и ингибирование активности PARP1 малой 

молекулой. 

Мы провели длительный нокдаун PARP1 в клетках HEK293T, стабильно 

экспрессируя короткую шпилечную РНК, специфичную для мРНК PARP1. При этом 

мы наблюдали значительное удлинение теломер при анализе длины 

рестрикционных фрагментов теломер, а также при помощи метода FISH. Используя 
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метод FISH мы также выявили накопление различных аномалий теломер, включая 

концы хромосом без детектируемых теломер и слияние концов хромосом и 

хроматид.  

Мы обнаружили, что содержание белков DKC1 и hTERT снизилось в клетках 

с нокдауном PARP1, а количество теломеразной РНК возросло. Мы исследовали 

сборку теломеразного комплекса путем иммунопреципитации за hTERT. При этом 

количество совыделяющейся теломеразной РНК оказалось примерно в 3 раза выше 

в клетках с недостатком PARP1 по сравнению с контрольными клетками. 

Аналогичный результат получен после выделения активной фракции теломеразы 

при центрифугировании лизатов в градиенте концентрации сахарозы, что 

свидетельствует о стабилизации теломеразного комплекса в условиях недостатка 

PARP1.  

Полученные результаты дают ценную информацию о сложном 

взаимодействии между PARP1, активностью теломеразы и механизмами 

поддержания теломер. 

В целом, результаты данной работы подчеркивают важную роль 

вспомогательных белков и их посттрансляционных модификаций для биогенеза 

теломеразного комплекса. 
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ВЫВОДЫ 

1. В работе впервые показано, что белок Est3 необходим для активности 

иммунопреципитированной теломеразы Hansenula polymorpha in vitro. 

2. C использованием метода коиммунопреципитации установлено, что 

белок Est1 необходим, а белок TERT не нужен для ассоциации белка Est3 с 

теломеразной РНК Hansenula polymorpha. 

3. При помощи коиммунопреципитации показано, что белок Est3 и в 

меньшей степени TERT необходимы для взаимодействия Est1 с теломеразной РНК 

Hansenula polymorpha. 

4. При использовании четырех подходов продемонстрировано, что 

поли(АДФ-рибозил)ирование модулирует связывание белков DKC1 и GAR1 

человека с РНК-партнерами: 5.8S, 28S, U2, U87 РНК и теломеразной РНК. 

5. При помощи стабильного нокдауна PARP1 показано, что данный 

белок регулирует биогенез и стабильность теломеразного комплекса человека. 
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