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Терминация трансляции у эукариот осуществ�
ляется с помощью двух факторов – eRF1 и eRF3
(см. обзор [1]). У дрожжей Saccharomyces cerevisiae
эти белки кодируются генами SUP45 и SUP35 со�
ответственно (см. обзор [2]). За декодирование
стоп�кодонов у эукариот отвечает единственный
фактор, eRF1 (или Sup45 у дрожжей), в то время
как GTPаза eRF3 (Sup35) стимулирует термина�
цию трансляции, образуя комплекс с eRF1. Гены
SUP45 и SUP35 жизненно необходимы, делеция
С�концевого домена как у eRF1, так и у eRF3 при�

водит к гибели клетки (см. обзор [2]). Несмотря
на это, ранее мы выделили нелетальные спонтан�
ные нонсенс�мутации в генах SUP45 и SUP35, кото�
рые уменьшают количество eRF1 или eRF3 [3, 4].
Большинство из изученных мутаций в генах
SUP45 и SUP35 приводят увеличению уровня эн�
догенных тРНК, что может объяснять жизнеспо�
собность клеток с нонсенс�мутациями в генах
SUP45 и SUP35 [5].

Количество функционального белка Sup35 в
клетках дикого типа уменьшается при изменении
конформации Sup35p и, как следствие, при воз�
никновении приона [PSI+]. В результате подоб�
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ного превращения уменьшается количество
функционально активного белка Sup35p и, таким
образом, снижается эффективность терминации
трансляции, что приводит к супрессии прежде�
временных стоп�кодонов (см. обзор [6]). В зави�
симости от эффективности супрессии нонсенс�
мутаций, а также от размера агрегатов и количе�
ства растворимой формы Sup35p выделяют раз�
личные варианты, или штаммы [PSI+] (см. обзор,
[7]), обозначаемые как [PSI+]S (от strong) и [PSI+]W

(от weak) [8].
Уменьшение содержания белка eRF1 у нон�

сенс�мутантов sup45 (sup45!n) приводит к пони�
женной жизнеспособности клеток [psi!] [3] и ги�
бели клеток [PSI+]S [9]. Такой же эффект наблю�
дается и при совмещении некоторых миссенс�
мутаций sup45 с прионом [PSI+]S. Подобная не�
совместимость, или синтетическая летальность,
связана, возможно, с уменьшением до критиче�
ского предела количества обоих функциональных
факторов терминации трансляции [10]. 

Жизнеспособность клеток sup45!n [psi–] может
значительно увеличиться в случае делеций генов
UPF [11], основных участников процесса NMD у
дрожжей. Клетки эукариот обладают специальным
механизмом узнавания и разрушения мРНК, содер�
жащих преждевременные стоп�кодоны (РТС). Этот
механизм получил название NMD (от nonsense�me�
diated mRNA decay (см. обзоры [12–14])). В процес�
се NMD участвуют белки Upf1, Upf2 и Upf3, спо�
собные взаимодействовать с eRF3, тогда как с
eRF1 взаимодействует только Upf1 (см. обзор

[12]). Делеция любого из трех генов UPF приводит
к стабилизации тех мРНК, которые обычно под�
вергаются деградации с помощью NMD, не влияя
при этом на стабильность других мРНК [15–19].
Генетические эксперименты показали, что белки
Upf1, Upf2 и Upf3 представляют собой необходи�
мые компоненты NMD; мутации или делеции ге�
нов UPF хотя и не нарушают жизнеспособность,
но в ряде случаев приводят к нонсенс�супрессии
(см. обзоры [20, 21]). В свою очередь, мутация в
GTP�связывающем участке eRF3 подавляет взаи�
модействие этого белка с eRF1 и не только нару�
шает терминацию трансляции, но также замедля�
ет деградацию мРНК, в том числе и посредством
NMD [22]. Мутации в генах SUP45 и SUP35 вызы�
вают нарушение NMD [11, 23]. В представленной
работе мы детально изучили эффекты генов
UPF1!3 на проявление миссенс�мутаций sup45
(sup45!m) в клетках [psi–] и [PSI+]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы дрожжей S. сerevisiae, использован�
ные в работе, указаны в табл. 1. Штамм 1А�Д1628
содержит делецию гена SUP45, компенсируемую
плазмидой с геном SUP45 дикого типа, либо с му�
тантными аллелями sup45, описанными ранее
[3, 24]. Штаммы ОТ56 и ОТ55 – изогенные про�
изводные штамма 74�D694 [25]. Штамм ОТ56
[PSI+] несет сильный супрессор [PSI+]S, прион
[PSI+]W штамма ОТ55 является слабым супрессо�
ром. Штамм ОТ56 [psi–] был получен на основе

Таблица 1. Штаммы Saccharomyces cerevisiae, использованные в работе

Штамм Генотип

1A�Д1628 MATα ade1!14 (UGA) his3 leu2 lys2 trp1(UAG) ura3 sup45::HIS3 [pRS316/SUP45] 

Y06214 MAТa his3Δ1 ura3Δ0 leu2Δ0 met15Δ0 upf1::kanMX4

Y01905 MAТa his3Δ1 ura3Δ0 leu2Δ0 met15Δ0 upf2::kanMX4

Y04702 MAТa his3Δ1 ura3Δ0 leu2Δ0 met15Δ0 upf3::kanMX4

3Б�Д1658 MATa ade1!14 his3 leu2 lys2 ura3 sup45::HIS3 [pRS316/SUP45]

3В�D1658 MATα ade1!14 his3 leu2 lys2 ura3 sup45::HIS3 [pRS316/SUP45] upf1::kanMX4

4А�Д1659 MATα ade1!14 his3 leu2 lys2 ura3 sup45::HIS3 [pRS316/SUP45]

4Б�Д1659 MATa ade1!14 his3 leu2 lys2 met15Δ ura3 sup45::HIS3 [pRS316/SUP45] upf2::kanMX4

18А�Д1660 MATa ade1!14 his 3 leu2 ura3 lys2 sup45::HIS3 [pRS316/SUP45]

3А�Д1660 MATα ade1!14 his 3 leu2 ura3 lys2 sup45::HIS3 [pRS316/SUP45] upf3::kanMX4

1�1А�D1628 MATα ade1!14 his3 leu2 lys2 trp1 ura3 sup45::HIS3 [pRS316/SUP45] upf1::kanMX4

OT55 MATa ade1!14 his3Δ200 leu2!3,112 ura3!52 trp1!289 [PSI+]W

OT56 MATa ade1!14 his3Δ200 leu2!3,112 ura3!52 trp1!289 [PSI+]S 

HF7c MATa ade2!101, 52 his3!200 leu2!3,112 lys2!801 trp1!901 ura3!52 gal4!542 gal80!538 LYS2::GAL1!HIS3 
URA3::(GAL4 17!mers)3!CYC1!lacZ

*sup45::HIS3, upf1::kanMX4, upf2::kanMX4 и upf3::kanMX4 – обозначения соответствуют замещению гена SUP45 на ген HIS3 и
генов UPF1, UPF2 и UPF3 на ген kanMX4. Для удобства дальнейшего изложения замещения генов обозначены как “делеция
гена SUP45 (sup45Δ)” или “делеция гена UPF (upfΔ)”. 
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ОТ56 [PSI+] путем элиминации фактора [PSI+].
Штаммы Д1658, Д1659 и Д1660 получены при
скрещивании штаммов Y06214, Y01905 или Y04702
со штаммом 1А�Д1628 (sup45Δ [pRS316/SUP45])
соответственно. Замещение генов UPF1, UPF2 и
UPF3 на кассету kanMX4 контролировали по
устойчивости к генетицину (200 мг/л) и по образо�
ванию специфического продукта при ПЦР. В каче�
стве матрицы для ПЦР использовали хромосом�
ную ДНК, выделенную из клеток дрожжей в соот�
ветствии со стандартной методикой [26].
Праймерами служили различные комбинации оли�
гонуклеотидов, соответствующие нуклеотидным
последовательностям генов UPF1, UPF2, UPF3, а
также участкам кассеты kanMX4 (табл. 2). Штамм
1�1А�Д1628 – производное 1А�Д1628, в котором
ген UPF1 замещен геном kanMX4. Линейный
фрагмент для замещения хромосомного гена
UPF1 на кассету kanMX4 синтезировали с помо�
щью ПЦР следующим образом. Матрицей служи�
ла плазмида pFA6а�kanMX4, а праймерами – оли�
гонуклеотиды 213 и 214, у которых 20 н. с 3'�конца
комплементарны концам кассеты kanMX4 (под�
черкнуты в табл. 2), а 40 н. с 5'�конца комплемен�
тарны участкам, фланкирующим ген UPF1 на
хромосоме.

Плазмиды. Центромерные плазмиды, содер�
жащие ген SUP45 дикого типа либо один из му�
тантных аллелей (sup45�n или sup45�m), были
сконструированы ранее [3, 24] на основе плазмид
pRS315 и pRS316. Мутации sup45, использован�

ные в работе, представлены в табл. 3. Плазмиды
pRS316/UPF1, pRS316/UPF2, pRS316/UPF3 со�
держат гены UPF1!3 под контролем собственных
промоторов [27]. Плазмиды для двугибридной
системы, кодирующие eRF1, eRF3 и фрагменты
Upf1, описаны ранее [28, 29]. Для индукции фак�
тора [PSI+] использовали плазмиду pRS316/
PGAL1SUP35(NM), которая содержит участок
дрожжевого гена SUP35, кодирующий NM�доме�

Таблица 2. Праймеры, использованные в работе

Номер Нуклеотидная последовательность (5'�3') Локализация

154 CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT R kanMX4

155 TGATTTTGATGACGAGCGTAAT F kanMX4

201 CAGCCAACAAACGTTGAAGATTTC F UPF1

202 GCGGAAACAAATCCCAATAAAAAC R UPF1 (внутренний)

203 CCGAAGTTCCAGGATTTTGATGC F UPF1 (внутренний)

204 GATAGATGCACCTCCGGAAAAG R UPF1

205 TTCTTAGGGCATGAGGATGA F UPF2

206 CCAAGGACGCCTCACTTAAA R UPF2 (внутренний)

207 TCCAAGCCAAAGAAGATTGC F UPF2 (внутренний)

208 CTGCGAGAACAAACGATGAG R UPF2

209 TGTTTGCTGATCAAAAGTTGAAA F UPF3

210 TGCCTTTGCTATTGTTGTGG R UPF3 (внутренний)

211 CTCAGTCATCATCCGCTCAA F UPF3 (внутренний)

212 GCTCATTGCGCAGCTTTT R UPF3

213 AATATACTTTTTATATTACATCAATCATTGTCAT F UPF1� kanMX4

TATCAACGGATCCCCGGGTTAATTAA

214 AAGCCAAGTTTAACATTTTATTTTAACAGGGTTC R UPF1� kanMX4

ACCGAAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

Таблица 3. Спонтанные мутации sup45, проанализи�
рованные в работе

Мутантный 
аллель

Замена нуклеотид�
ного остатка:

Замена аминокис�
лотного остатка:

Нонсенс7мутации

sup45!101  796 G→Т  266 Glu→(TAA)

sup45!102  159 T→А  53 Tyr→(TAA)

sup45!104  848 T→А  283 Leu→(TAA)

sup45!105 1153 G→T  385 Glu→(TAA)

sup45!107  950 Т→G  317 Leu→(TGA)

Миссенс7мутации

sup45!103  62 T→C 21 Leu→Ser

sup45!113  144 G→T 48 Met→Ile

sup45!111  193 C→T  65 Arg→Cys

sup45!116  185 G→C 62 Arg→Thr

sup45!115  209 C→T  70 Ser→Phe
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ны соответствующего белка, под галактозным
промотором [30]. Плазмида pFA6а�kanMX4 [31]
использована в качестве матрицы при синтезе ли�
нейного фрагмента для получения делеции гена
UPF1.

Среды и условия культивирования. В работе ис�
пользовали стандартные среды для выращивания
дрожжей: полную среду (YAPD), синтетическую
среду (SC) и селективные среды, не содержащие
отдельных компонентов среды SC [32]. Для полу�
чения твердых сред добавляли агар из расчета
30 г/л среды. Дрожжи выращивали при темпера�
туре 25°С. Для замещения плазмид использовали
селективную среду, содержащую 1мг/мл 5�фторо�
ротовой кислоты (5�FOA, “Sigma”). Методика
трансформации дрожжей описана ранее [33].
Экспрессию фрагмента гена SUP35, находящего�
ся под контролем промотора PGAL1, индуцировали
с использованием синтетической среды, селек�
тивной для поддержания плазмиды pRS316/
PGAL1SUP35(NM) (SC�Ura), и содержащей галак�
тозу (20 г/л) вместо глюкозы. Взаимодействие де�
леционных производных Upf1 с белком eRF1 изу�
чали с помощью двугибридной системы [34] с ис�
пользованием дрожжевого штамма HF7c [35].
Взаимодействие оценивали по эффективности
экспрессии репортерного гена HIS3, приводящей
к росту клеток на среде без гистидина в присут�
ствии 3�аминотриазола (3�AT, “Sigma”). 

Замещение плазмид. Гаплоидные штаммы, в
которых делеция гена SUP45 компенсируется
центромерной плазмидой с селективным марке�
ром URA3 и аллелем дикого типа SUP45, исполь�
зовали в опытах по замещению плазмид. Эти
штаммы трансформировали плазмидами [CEN
LEU2 sup45]. Трансформанты, отобранные на се�
лективной среде – Ura�Leu, пересевали на среду с
5�FOA, что приводило к отбору клонов, потеряв�
ших плазмиду с URA3 [26]. Рост трансформантов
также оценивали с использованием 10�кратных
разведений ночной культуры (OD600 = 1). Суспен�
зию клеток высевали на среду с 5�FOA, чтобы
оценить способность мутаций sup45 поддержи�
вать жизнеспособность клеток дрожжей в зависи�
мости от присутствия генов UPF1, UPF2 или
UPF3.

Индукция [PSI+]. Штамм 1�1А�D1628 трансфор�
мировали плазмидой pRS316/PGAL1SUP35(NM).
Трансформированные клетки переносили на сре�
ду SC+Gal, селективную для плазмиды, и инку�
бировали в течение 3 сут. Далее трансформанты
клонировали на среде YPD и отбирали клоны,
прототрофные по аденину. В дальнейших опытах
использовали субклоны, потерявшие плазмиду
pRS316/PGAL1SUP35(NM) и хорошо росшие на
среде без аденина на 4�й день инкубации, что го�
ворит об индукции “сильного” фактора [PSI+].
Для подтверждения того, что наблюдаемая нон�

сенс�супрессия обусловлена именно присутстви�
ем фактора [PSI+], клетки подвергали трехкрат�
ному пассированию на среде, содержащей 5 мМ
хлорид гуанидина. После этого клонировали вы�
росшие клетки на среде YAPD и проверяли спо�
собность клонов расти на среде без аденина. В
большинстве клонов отсутствовала супрессия
нонсенс�мутации ade1!14, что свидетельствует об
элиминации фактора [PSI+].

Анализ белков. Выделение суммарного белка
из клеток дрожжей, проведение денатурирующе�
го электрофореза и перенос белков описаны ра�
нее [3]. Белки идентифицировали с использова�
нием поликлональных антител к полноразмерно�
му белку eRF1 [3], eRF3 [23] и моноклональных
антител к тубулину [36]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Делеция гена UPF1 приводит к увеличению 
жизнеспособности мутантов sup45

Ранее мы получили нонсенс� и миссенс�мута�
ции в жизненно важном гене SUP45 дрожжей
S. сerevisiae. Эти мутации приводили к супрессии
РТС [3, 24] и нарушению NMD. В представлен�
ной работе мы оценили влияние генов системы
NMD на фенотипическое проявление мутаций
sup45. Эффект делеции гена UPF1 на жизнеспо�
собность мутантов sup45 мы оценили с использо�
ванием опытов по замещению плазмид в штам�
мах, содержащих одиночные мутации sup45, а
также в штаммах с двойными мутациями sup45
upf1Δ. Проведено детальное изучение пяти нон�
сенс�мутаций, приводящих к появлению двух
различных стоп�кодонов – UAA и UGA, и пяти
миссенс�мутаций. 

Два изогенных штамма дрожжей 3Б�Д1658
(sup45Δ pRS316/SUP45) и 3В�Д1658 (sup45Δ upf1Δ
pRS316/SUP45) трансформировали плазмидами
pRS315, содержащими ген SUP45 (контроль), или
различные мутации sup45. Трансформированные
клетки высевали на среду с 5�FOA. Рост штаммов
на этой среде свидетельствовал о том, что они мо�
гут терять плазмиду с геном SUP45 дикого типа.
Все трансформанты штаммов, содержащих
sup45Δ, могли расти на среде с 5�FOA, т.е. все изу�
ченные мутации способны замещать немутант�
ный аллель SUP45. Тем не менее, эффективность
замещения нонсенс�аллелей была достаточно
низкой (рис. 1а) по сравнению с миссенс�аллеля�
ми (рис. 1б). Введение мутации upf1Δ значительно
увеличивало жизнеспособность мутантов sup45,
несущих мутации различного типа (рис. 1а, б).
Делеция гена UPF1 не приводила к супрессии му�
тации ade1!14 в штамме дикого типа (рис. 1в), од�
нако, она вызывала усиление супрессии у всех
изученных мутантов (этот эффект наименее вы�
ражен у sup45!115, для которого характерно от�
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сутствие супрессии мутации ade1!14 [24]). Отсут�
ствие связи между обнаруженным эффектом и
изменением содержания белков eRF1 и/или eRF3
мы определяли, оценивая содержание этих бел�
ков в клетках дрожжей с мутациями sup45!103 и
sup45!113 на фоне гена UPF1 дикого типа и его де�
леции. Оказалось, что делеция гена UPF1 не вли�
яет на содержание белков eRF1 и eRF3 как в клет�
ках дикого типа, так и у мутантов sup45. Следует
отметить уменьшение содержания белка eRF1 в
клетках дрожжей, содержащих мутации sup45!103

и sup45!113, по сравнению с клетками дикого ти�
па (рис. 1г).

Делеция гена UPF1 приводит к аллосупрессии 
мутации ade1�14 у миссенс�мутантов sup45

Влияние одиночных мутаций sup45 и двойных
мутаций sup45 upf1Δ на эффективность супрессии
на одном и том же генетическом фоне мы сравни�
вали с помощью трансформации штамма 3В�
Д1658 (sup45Δ upf1Δ pRS315/SUP45) плазмидами
pRS316, pRS316/UPF1 и pRS316/D4. D4 – это до�
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Рис. 1. Делеция гена UPF1 приводит к увеличению жизнеспособности мутантов sup45. а, б – Изогенные штаммы
3Б�Д1658 (sup45Δ) и 3В�Д1658 (sup45Δ upf1Δ), содержащие делецию гена SUP45 и плазмиду pRS316/SUP45, трансфор�
мировали плазмидами pRS315, несущими различные аллели sup45. Рост трансформантов оценивали с помощью кло�
нирования (а) или 10�кратных разведений (б) на среде с 5�FOA. Представлены типичные данные для одного из пяти
изученных трансформантов. а – Указаны нонсенс�аллели гена SUP45: wt – ген SUP45 дикого типа; 101, 102, 104, 105,
107 – нонсенс�мутации в гене SUP45. Δ – штамм 3Б�D1658 (sup45Δ), ΔΔ – штамм 3В�D1658 (sup45Δ upf1Δ). б – Указаны
миссенс�аллели гена SUP45. в – Рост трансформантов, отобранных на среде с 5�FOA (панель б), на синтетической сре�
де без аденина. г – Содержание белков eRF1 и eRF3 в клонах, отобранных на среде с 5�FOA, анализировали с помощью
Вестерн�гибридизации. Тубулин использовали в качестве контроля нанесения. 
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Рис. 2. Делеция гена UPF1 приводит к аллосупрессии мутации ade1!14 у миссенс�мутантов sup45. а – Штамм 3В�Д1658
(sup45Δ upf1Δ pRS315/SUP45) и его производные (sup45Δ upf1Δ pRS315/sup45) трансформировали плазмидами pRS316,
pRS316/UPF1 и pRS316/D4 (обозначены UPF1–, UPF1+ и UPF1 D4 соответственно). Показан рост трансформантов
на синтетической среде без аденина (–ADE), лейцина (–L –U) или на YPD при 37°С. Использовали серийные деся�
тикратные разведения суспензий клеток одинаковой плотности. Представлены типичные данные для одного из пяти
изученных трансформантов. б – Содержание белка eRF1 в тех же трансформантах, что и на панели а, анализировали
с помощью Вестерн�гибридизации. 

минантная мутация в геликазном домене Upf1,
которая приводит к замене остатка аргинина в
положении 779 на цистеин (R779C) [19]. Рост
трансформантов оценивали на синтетической
среде без аденина. Мутации sup45 приводили к
супрессии мутации ade1!14, которая усиливалась
в отсутствие Upf1 (рис. 2а, �ADE). Следует отме�
тить, что этот эффект не зависит от содержания
белка eRF1 в клетке, которое во всех проверен�
ных вариантах остается неизменным (рис. 2б).
Интересно, что делеция UPF1 вызывала усиление
термочувствительности мутанта sup45!113, и этот
эффект не компенсировался присутствием му�
тантного Upf1�D4 (рис. 2а, 37°С). У мутанта
sup45!103 этот эффект невозможно было оценить
из�за его полной неспособности к росту при не�
пермиссивной температуре. Мутантный Upf1�D4
по�разному влиял на супрессию: в случае мутации

sup45!113 антисупрессорный эффект был сопо�
ставим с эффектом белка Upf1 дикого типа и не
наблюдался у мутанта sup45!103.

Выявление домена Upf1, участвующего
во взаимодействии с eRF1

Участок Upf1, взаимодействующий с eRF1,
выявляли с использованием двугибридной систе�
мы. Штамм HF7C, содержащий плазмиду
pGBT9, которая кодирует полноразмерный eRF1,
слитый с ДНК�связывающим доменом Gal4,
трансформировали плазмидами, кодирующими
делеционные варианты Upf1 (рис. 3а), слитые с
активирующим доменом Gal4. Котрансформан�
тов проверяли по способности к росту на среде с
3�АТ (рис. 3б). Положительным контролем слу�
жила плазмида, кодирующая eRF3. Большинство
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фрагментов Upf1 не могли связываться с eRF1 за
исключением фрагмента 1�555, способного взаи�
модействовать с eRF1. Ранее показали, что мута�
ция К436А значительно снижает способность
Upf1 взаимодействовать с eRF1 [37], поэтому
можно предположить, что именно N�концевая
область Upf1 (аминокислоты – 1555) участвует во
взаимодействии с eRF1.

Делеция гена UPF1 не влияет на синтетическую 
летальность мутаций sup45 и фактора [PSI+]

Мы проверили жизнеспособность клеток, не�
сущих мутантные аллели гена SUP45 и прион
[PSI+] на фоне делеции гена UPF1. С этой целью
производные штаммов 1A�D1628 (sup45Δ
[pRS315/SUP45]) и 1�1A�D1628 (sup45Δ upf1Δ
[pRS315/SUP45]), несущих плазмиды с мутант�
ными аллелями гена SUP45, скрещивали со
штаммами, содержащими различные варианты
[PSI+]. В качестве таких тестерных штаммов ис�
пользовали изогенные штаммы ОТ55 и ОТ56, раз�
личающиеся по “силе” [PSI+]: штамм ОТ56 содер�
жит “сильный” [PSI+]S, ОТ55 – “слабый” [PSI+]W.
Как показано ранее [9], штаммы без делеции гена
UPF1 и несущие ген SUP45 дикого типа или его
мутантные аллели, образуют жизнеспособные ги�
бриды со штаммом, несущим [PSI+]W (рис. 4а). Со
штаммом, содержащим “сильный” вариант
[PSI+]S, жизнеспособные гибриды способны об�
разовывать только штаммы, несущие ген SUP45
дикого типа или слабые нонсенс�супрессорные
мутации: sup45!113 и sup45!115. Мы не обнаружи�
ли отличий в росте гибридов между тестерными

штаммами и штаммами с делецией гена UPF1 от
штаммов с геном UPF1 дикого типа (рис. 4а). Та�
ким образом, делеция гена UPF1 не оказывает ви�
димого влияния на жизнеспособность гибридов. 

Мы провели аналогичные опыты на гаплоид�
ном штамме с прионом [PSI+] и делецией гена
SUP45. С этой целью мы индуцировали фактор
[PSI+] в штамме 1�1A�D1628 (sup45Δ upf1Δ
[pRS316/SUP45]), после чего трансформировали
его производными pRS315, содержащими ген
SUP45 дикого типа или мутантные аллели sup45.
На среде с 5�FOA в штамме [psi–] происходило эф�
фективное замещение аллеля SUP45 дикого типа
на нонсенс�аллели sup45. В то же время, в штамме
[PSI+] upf1Δ такое замещение невозможно (рис. 4б),
как и в штамме [PSI+], содержащем ген UPF1, что
показано ранее. Полученные данные свидетель�
ствуют, что делеция гена UPF1 не влияет на синте�
тическую летальность мутаций sup45 и фактора
[PSI+].

Влияние делеции генов UPF2 и UPF3 
на жизнеспособность мутантов sup45

Известно, что для работы системы NMD тре�
буется не только белок Upf1, но также Upf2 и
Upf3. Чтобы сравнить эффекты делеций UPF2
или UPF3 с эффектом делеции гена UPF1 на жиз�
неспособность мутантов sup45, мы трансформи�
ровали штаммы 4А�D1659 (sup45Δ), 4Б�D1659
(sup45Δ upf2Δ), 18А�D1660 (sup45Δ) и 3А�D1660
(sup45Δ upf3Δ), содержащие плазмиду pRS316/
SUP45, плазмидами pRS315, несущими мутант�
ные аллели sup45. Трансформанты Leu+ Ura+ вы�

Рис. 3. Взаимодействие eRF1 с делеционными вариантами Upf1 в двугибридной системе. а – Схема расположения
фрагментов Upf1, проанализированных в двугибридной системе. б – Плазмиды, кодирующие eRF1, слитый с ДНК�
связывающим (GAL4 DNA BD) доменом белка Gal4p, использовали для трансформации штамма HF7C совместно с
плазмидами, кодирующими белки eRF3 (позитивный контроль) или Upf1, слитые с активирующим доменом (GAL4
AD) Gal4p. Взаимодействие оценивали по способности трансформантов расти в присутствии 5 мM 3�AT. 
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севали на среду с 5�FOA для селекции против
плазмиды pRS316. Комбинирование делеции
UPF2 с мутациями sup45 приводило к увеличению
жизнеспособности клеток, содержащих мутации
sup45!103, sup45!113 и sup45!115 (рис. 5а), что

проявлялось в ускорении роста на среде с 5�FOA
по сравнению с клетками, содержащими ген
UPF2. Влияние одиночных мутаций sup45 и двой�
ных мутаций sup45 upf2Δ на эффективность су�
прессии на одном и том же генетическом фоне мы

а
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sup45!111

sup45!113

sup45!115
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SUP45
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–
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–
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[psi–] upf1Δ
[PSI+] S W

sup45!102
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W S

Рис. 4. Делеция гена UPF1 не влияет на синтетическую летальность фактора [PSI+] и мутаций sup45. а – Скрещивания
штаммов 1А�D1628 (sup45Δ pRS315/SUP45), 1�1А�D1628 (sup45Δ upf1Δ pRS315/SUP45) (обозначены (UPF1+) и (UPF1–)
соответственно) и их производных, несущих плазмиды pRS315/sup45, c [PSI+] и [psi!]�вариантами штаммов ОТ55
[PSI+]W и ОТ56 [PSI+]S (S – strong, W – weak [PSI+]). б – Замещение аллеля гена SUP45 дикого типа на мутантные ал�
лели sup45 в [PSI+]� и [psi–]�производных штамма 1�1A�D1628 (upf1Δ). Представлен рост 12 трансформантов по каж�
дому сочетанию плазмид на среде, содержащей 5�FOA. Номера мутаций указаны слева, нонсенс�мутации подчеркнуты. 
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Рис. 5. Делеция гена UPF2 увеличивает жизнеспособность миссенс�мутантов sup45. а – Штаммы 4А�Д1659 (sup45Δ
pRS316/SUP45) и 4Б�Д1659 (sup45Δ upf2Δ pRS316/SUP45) трансформировали плазмидами pRS315/SUP45 с различны�
ми аллелями sup45. Рост трансформантов оценивали с помощью десятикратных разведений на среде с 5�FOA. Пред�
ставлены типичные данные для одного из пяти изученных трансформантов. б – Производные штамма 4Б�Д1659
(sup45Δ upf2Δ pRS315/SUP45 и pRS315/ sup45), отобранные, как показано на панели а, трансформировали плазмидами
pRS316 или pRS316/UPF2. Показан рост трансформантов на синтетической среде без аденина (�ADE). в – Содержа�
ние белка eRF1 в тех же трансформантах, что и на панели б, анализировали с помощью Вестерн�гибридизации.
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сравнивали с использованием трансформации
штамма 4Б�D1659 (sup45Δ upf2Δ pRS315/SUP45)
плазмидами pRS316 или pRS316/UPF2. Рост
трансформантов оценивали на синтетической
среде без аденина. Делеция гена UPF2 в клетках
дикого типа не приводила к супрессии мутации
ade1!14 (рис. 5б). В отсутствие Upf2 мутации sup45
приводили к супрессии мутации ade1!14, однако
появление Upf2 вызывало антисупрессорный эф�
фект (рис. 5б). Чтобы убедиться, что обнаружен�
ный эффект не связан с изменением содержания
белка eRF1, мы оценили содержание этого белка
в клетках дрожжей с мутациями sup45!103 и
sup45!113 на фоне гена UPF2 дикого типа и его де�
леции и не обнаружили значительных отличий от
клеток дикого типа (рис. 5в).

При делеции гена UPF3 замещение плазмид
происходило крайне неэффективно в случае му�
тации sup45!103, и трансформанты обладали низ�
кой скоростью роста (рис. 6а). В случае мутаций
sup45!113 и sup45!115 эффективность замещения
возрастала в отсутствие белка Upf3. Чтобы срав�
нить влияние одиночных мутаций sup45 и двой�
ных мутаций sup45 upf3Δ на эффективность су�
прессии на одном и том же генетическом фоне,
мы трансформировали штамм 3А�D1660 (sup45Δ
upf3Δ pRS315/SUP45) плазмидами pRS316 или
pRS316/UPF3. Рост трансформантов оценивали
на синтетической среде без аденина. Делеция ге�
на UPF3 в клетках дикого типа не приводила к су�
прессии мутации ade1!14 (рис. 6б). В отсутствие
Upf3 мутации sup45!103 и sup45!113 приводили к

супрессии мутации ade1!14, однако появление Upf3
вызывало антисупрессорный эффект (рис. 6б). Мы
оценили содержание белка eRF1 в клетках дрож�
жей с мутацией sup45!113 на фоне гена UPF3 ди�
кого типа и его делеции, и не обнаружили значи�
тельных отличий от клеток дикого типа (рис. 6в).
В клетках с мутацией sup45!103 такую оценку
провести не удалось из�за крайне низкой скоро�
сти их роста. Таким образом, делеция гена UPF3
по�разному влияет на жизнеспособность различ�
ных миссенс�мутантов sup45.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее мы показали, что нонсенс�мутации в
жизненно важных генах SUP45 и SUP35 не приво�
дят к гибели клеток в отсутствие супрессорных
тРНК [3, 4]. При этом жизнеспособность мутан�
тов sup35 и некоторых мутантов sup45 увеличива�
лась в случае делеции гена UPF1 [11, 23]. Резуль�
таты, полученные в нашей работе на более пол�
ной выборке мутантов sup45, свидетельствуют о
том, что отсутствие продукта гена UPF1 повышает
эффективность замещения плазмид с аллелем ге�
на SUP45 дикого типа на его мутантные произ�
водные. Этот эффект не связан с изменением со�
держания белков eRF1 и eRF3, так как у миссенс�
мутантов sup45!103 и sup45!113, как и у ранее оха�
рактеризованных нонсенс�мутантов sup45!102 и
sup45!107 [11], содержание белков eRF1 и eRF3 не
зависит от присутствия гена UPF1. Кроме того,
эффект делеции гена UPF1 не является, по�види�

а б
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–
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Тубулин

+ +– –
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SUP45 sup45!113 sup45!103
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sup45!103

sup45!113

sup45!115

кл/мл 106 105 106 105
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– –
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Рис. 6. Делеция гена UPF3 уменьшает жизнеспособность миссенс�мутантов sup45. а – Штаммы 18А�Д1660 (sup45Δ
pRS316/SUP45) и 3А�Д1660 (sup45Δ upf3Δ pRS316/SUP45) трансформировали плазмидами pRS315/SUP45 с различны�
ми аллелями sup45. Рост трансформантов оценивали с помощью десятикратных разведений на среде с 5�FOA. Пред�
ставлены типичные данные для одного из пяти изученных трансформантов. б – Производные штамма 3А�Д1660
(sup45Δ upf3 pRS315/SUP45 и pRS315/ sup45), отобранные, как показано на панели а, трансформировали плазмидами
pRS316 или pRS316/UPF3. Показан рост трансформантов на синтетической среде без аденина (�ADE). в – Содержа�
ние белка eRF1 в тех же трансформантах, что и на панели б, анализировали с помощью Вестерн�гибридизации.
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мому, аллель�специфичным, поскольку он обна�
ружен как у всех изученных миссенс�мутантов,
так и у всех нонсенс�мутантов. Все изученные
миссенс�мутации локализованы в N�концевом
домене eRF1. Мутация sup45�103 (L21S), приво�
дящая к замене остатка лейцина, консервативно�
го у 20 видов эукариот [38], на серин, находится в
центре участка α1 [39]. Предполагается, что этот
район (аминокислоты 9–38 eRF1 человека)
участвует во взаимодействии eRF1 с рибосомой
[40]. Четыре остальных мутации (sup45!113, M48I;
sup45!116, R62T; sup45!111, R65C; sup45!115, S70P)
локализованы в кармане, обеспечивающем взаи�
модействие с АТР и стоп�кодоном [39, 41]. Ис�
пользованные нонсенс�мутации приводят к по�
явлению в клетке укороченных фрагментов eRF1
наряду с остаточными количествами полнораз�
мерного eRF1 [3].

Известно, что eRF1 взаимодействует только с
Upf1, но не с Upf2 и Upf3 [37, 42]. В наших опытах
делеция UPF1 вызывала супрессию некоторых
нонсенс�мутаций [15, 18, 43–45], но не супрес�
сию мутации ade1!14 (рис. 1) [11, 23]. В то же вре�
мя, мы наблюдали аллосупрессорный эффект
комбинации миссенс�мутаций sup45 и upf1Δ, сви�
детельствующий о большем нарушении термина�
ции трансляции мутантным eRF1 в отсутствие
белка Upf1. Этот эффект невозможно объяснить
изменением содержания мРНК ade1!14, так как
ранее мы показали, что делеция гена UPF1 не вли�
яет на количество этой мРНК в клетках дрожжей
[11]. В случае мутантного аллеля sup45!103 (но не
sup45!113) аллосупрессорный эффект делеции
UPF1 был сопоставим с эффектом, который на�
блюдался в присутствии мутантного Upf1�D4
(рис. 2). Мутация D4 приводит к замене остатка
аргинина в положении 779 на цистеин (R779C) в
геликазном домене Upf1 [19], что нарушает
NMD, но не влияет на связь Upf1 с полисомами
[27]. В клетках человека аналогичная мутация
(R844C) в гомологе Upf1 оказывает сходный эф�
фект, блокируя NMD [46]. Известно, что другая
аминокислотная замена в том же сайте (R844L)
влияет на NMD, но не на взаимодействие с eRF3,
так как в этом взаимодействии участвует домен
CH (Cys–His�богатый регион, аминокислоты
123–213 Upf1) [47]. Таким образом, можно пред�
полагать, что увеличение эффективности супрес�
сии мутации sup45!103 в отсутствие белка Upf1
связано с нарушением NMD. В то же время, в слу�
чае мутации sup45!113 мутантный белок Upf1�D4
снижал эффективность супрессии подобно Upf1
дикого типа (рис. 2), не компенсируя при этом
термочувствительность. Аллосупрессорный эф�
фект комбинации мутации sup45 с делецией UPF1
здесь нельзя объяснить нарушением NMD. Мно�
гие мутации в гене SUP45 вызывают термочув�
ствительность [2], причины которой остаются не�
известными. Наши данные позволяют предполо�

жить, что причины этого явления могут быть
различными. Так, термочувствительность мутан�
та sup45!103 не зависела от количества белка Upf1
в клетке, в отличие от мутанта sup45!113, рост ко�
торого в непермиссивных условиях зависел от
присутствия функционального Upf1. Можно
предполагать, что в этом случае термочувстви�
тельность связана с NMD, поскольку дефектный
по этому процессу Upf1�D4 не мог компенсиро�
вать нарушение роста при 37°С.

Анализ влияния делеций генов UPF2 и UPF3
позволил выявить дополнительные отличия меж�
ду мутантами sup45. Следует отметить, что отсут�
ствие белков Upf2 и Upf3 не влияло на содержа�
ние белка eRF1 в клетках миссенс�мутантов.
Наиболее существенно отличался мутант sup45!
103, жизнеспособность которого увеличивалась в
отсутствие Upf2 и снижалась в отсутствие Upf3,
при этом эффективность супрессии мутации
ade1!14 возрастала (рис. 5, рис. 6). В то же время,
жизнеспособность мутантов sup45!113 и sup45!
115 повышалась в отсутствие как Upf2, так и Upf3,
при этом обе мутации обнаруживали аллосупрес�
сорный фенотип в случае делеции как гена UPF2,
так и UPF3. 

Различия в плейотропных эффектах миссенс�
мутаций sup45 можно объяснить как их различ�
ной локализацией и, вследствие этого, различ�
ным влиянием на терминацию трансляции, так и
участием eRF1 в процессах, не связанных непо�
средственно с синтезом белка [2]. Выполненное
недавно детальное изучение большой коллекции
мутантов sup45 подтверждает последнюю точку
зрения [48]. 

Ранее мы разработали чувствительный тест,
позволяющий оценивать свойства мутантных ал�
лелей sup45 по их несовместимости (или синтети�
ческой летальности) с прионом [PSI+] [9, 49]. В
настоящей работе показано, что этот феномен не
зависит от делеции гена UPF1. Это вполне согла�
суется с данными, согласно которым синтетиче�
ская летальность мутаций sup45 в присутствии
[PSI+] определяется содержанием функциональ�
ных белков eRF1 и eRF3 [10], не зависящим от ко�
личества Upf1 в клетке. 

Upf1 – сложный полифункциональный белок,
состоящий из нескольких доменов [44, 45, 50].
Делеции Upf1, хоть и не влияют на жизнеспособ�
ность клеток дрожжей, однако приводят к гибели
других, более сложных, организмов [51]. Образо�
вание комплекса NMD обеспечивается белок�
белковыми взаимодействиями его компонентов.
Домены, участвующие в некоторых из этих взаи�
модействий, идентифицированы в белках челове�
ка и дрожжей. Белок Upf1 взаимодействует с фак�
торами терминации eRF3 и eRF1, что обуславли�
вает непосредственную связь процессов синтеза
белка и контроля стабильности мРНК [37, 42].
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Показано, что домен CH белка Upf1 важен для
взаимодействия Upf1 как с eRF3 [47], так и с Upf2
[52, 53], а также для регуляции терминации транс�
ляции и прочитывания преждевременных стоп�
кодонов в клетках дрожжей [45]. Известно, что во
взаимодействии eRF1 с Upf1 участвует С�конце�
вой домен eRF1 (аминокислоты 271–437 eRF1 че�
ловека) [47]. Многочисленные данные делецион�
ного анализа показывают, что у разных организ�
мов во взаимодействии eRF1 с eRF3 также
участвует С�концевой домен eRF1 [54–58]. Ана�
лиз трехмерной структуры комплекса eRF1�eRF3
показал, что во взаимодействии с eRF3 основную
роль играют аминокислотные остатки в положе�
ниях 288, 291, 298, 300 и 405. Интересно, что в
присутствии GТP М�домен eRF1 обеспечивает
дополнительные участки связывания с eRF3
[39, 59]. Не известно, может ли eRF1 связываться
одновременно с Upf1 и eRF3, либо взаимодей�
ствие eRF1�Upf1 определяется eRF3. Во взаимо�
действии с Upf1 (которое не зависит от присут�
ствия РНК) участвует GTPазный домен eRF3 [47].
В настоящей работе мы показали, что во взаимо�
действие с eRF1 вовлечен участок 1–555 Upf1.
Эти данные согласуются с ингибирующим эф�
фектом, который оказывает мутация К436А на
связывание с eRF1 [37]. Отсутствие взаимодей�
ствия eRF1 с полноразмерным белком Upf1 мож�
но объяснить особенностями самой двугибрид�
ной системы, например, маскировкой сайта свя�
зывания в результате присоединения участка
белка Gal4, а также различиями в трехмерной
структуре полноразмерного белка и его фрагмента.

Суммируя результаты настоящей, а также
предыдущих работ [11, 23], можно сделать следу�
ющее заключение: жизнеспособность мутантов
SUP45 и SUP35 повышается в отсутствие как
Upf1, так и Upf2. Известно, что белки eRF1 и
eRF3 ингибируют АТРазную активность Upf1
[37], в то время как комплекс Upf2�Upf3 эту ак�
тивность стимулирует [60]. Возможно, что сниже�
ние содержания факторов терминации в клетке (в
случае нонсенс�мутантов sup45 или sup35) или
присутствие их неактивных форм (в случае мис�
сенс�мутаций) приводит к стимуляции АТРазной
активности Upf1 и препятствует терминации
трансляции. В отсутствие Upf1 (или его активато�
ра Upf2) наблюдается более эффективное образо�
вание комплекса терминации трансляции и, как
следствие, повышение жизнеспособности клеток
с мутациями факторов терминации. Это предпо�
ложение подтверждается данными о повышении
устойчивости нонсенс�мутантов sup45 к паромо�
мицину в отсутствие гена UPF1 [11].
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