Nové proteínové komponenty koncov chromozómov kvasiniek a ich možné prepojenie s bunkovým delením
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Teloméry sú nukleoproteínové štruktúry na koncoch lineárnych chromozómov, ktoré ich chránia pred vzájomnou fúziou ako aj pred stratou genetického materiálu v dôsledku tzv. koncového replikačného problému. Zároveň sa podieľajú na lokalizácii chromozómov v jadre, či ich zhlukovaní a párovaní počas meiózy [1, 2]. Tieto funkcie sprostredkúvajú predovšetkým špecifické teloméry-viažúce proteíny, pričom časť z nich sa viaže priamo na dvoj- resp. jednovláknovú telomerickú DNA [2]. Nedávno sme identifikovali proteín viažúci dvojvláknovú telomerickú DNA u kvasinky Yarrowia lipolytica – Tay1 (Telomere associated in Y. lipolytica 1). Tay1 sa v značnej miere odlišuje od doteraz známych kvasinkových DNA-viažucich telomerických proteínov, a preto nás zaujímalo, či existujú homologické proteíny aj u iných kvasiniek. Okrem homológov u bazídiomycét sme identifikovali otvorený čítací rámec SPAC13G7.10 u kvasinky Schizosaccharomyces pombe, ktorý je esenciálnym génom nadexpri-movaným počas meiózy. Podobne ako Tay1 či ľudské telomerické proteíny TRF1 a TRF2 obsahuje spTay1 (Tay1 homológ v S. pombe), dve DNA väzobné Myb domény, ktoré ako v prípade Tay1 vykazujú vyššiu homológiu ku Myb doménam ľudských TRF1 a TRF2 ako ku ostatným teloméry-viažúcim proteínom iných kvasiniek. To naznačuje, že spTay1 by mohol byť telomerickým proteínom s úlohou v meióze.

Lokalizáciu spTay1 v jadre sme overili ektopickou expresiou spTay1 fúzie so zeleným fluorescenčným proteínom. Ukázalo sa že spTay1 je skutočne lokalizovaný v jadre, avšak časť buniek vykazovala fluorescenciu výlučne v cytoplazme. spTay1 je pravdepodobne potrebný v jadre len za istých okolností, napr. v určitých fázach bunkového cyklu, čo bude potredné overiť ďalšími experimentami na synchronizovaných kvasinkových transformantoch. Pre bližšiu charakterizáciu biochemických a DNA-väzobných vlastností sme zvolili dve stratégie. V rámci prvej sme spTay1 exprimovali v heterológnom bakteriálnom systéme E. coli, pričom purifikovaný proteín bude použitý pre in vitro štúdie (gel-shift, elektrónová mikroskopia a i.). Druhý prístup je zameraný najmä na identifikáciu proteínov interagujúcich s spTay1. Na 3’ koniec endogénneho lokusu sptay1+ génu sme umiestnili značku pre tandemovú afinitnú purifikáciu (TAP), ktorá umožní jeho purifikáciu z kvasinkových lyzátov za natívnych podmienok. To umožní kopurifikáciu proteínových komplexov asociovaných s spTay1TAP a ich charakterizáciu hmotnostnou spektrometriou. Uvedené stratégie nám umožnia objasniť, či je spTay1 novým telomerickým proteínom v S. pombe. Zároveň nám to napovie akú úlohu zohráva tento esenciálny gén pri bunkovom delení.
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