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Белок eRF3 (Sup35) в комплексе с eRF1 (Sup45)
необходим для терминации трансляции [1, 2]. Ча$
стичная инактивация Sup35, обусловленная его
агрегацией в клетках [PSI+] [3, 4], приводит к нару$
шению терминации трансляции, что проявляется
в доминантной омнипотентной нонсенс$супрес$
сии [5, 6]. Клетки дрожжей Saccharomyces cerevisi�
ae содержат более 10 белков, которые могут прио$
низоваться [7]. Детерминант [PSI+] является од$

ним из наиболее изученных прионов дрожжей
(см. обзор [8]). Агрегаты Sup35 локализуются в
цитоплазме, поэтому [PSI+] наследуется как не$
хромосомный генетический детерминант. В од$
ном и том же штамме можно получить варианты
[PSI+], различающиеся по таким свойствам, как
эффективность нонсенс$супрессии, стабиль$
ность в митозе и мейозе [9]. Все варианты [PSI+]
могут быть элиминированы при росте культуры в
присутствии низких концентраций хлорида гуа$
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Ранее мы разработали тест5систему, позволяющую проводить поиск генов, влияющих на свойства бел5
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щающих мутации в гене SUP45 с прионом [PSI+]. Летальность такой комбинации зависит как от типа
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усилению или ослаблению летальности диплоидов. Скрининг библиотеки генов с использованием дан5
ной тест5системы позволил установить влияние на синтетическую летальность 10 фрагментов геномной
ДНК дрожжей. Делеционный анализ этих участков привел к идентификации генов HLJ1 и TEF2 как ге5
нов, влияющих на прионизацию белка Sup35 и/или на эффективность терминации трансляции.
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нидина [10]. Присутствие приона [PSI+] приводит
к нежизнеспособности штамма, содержащего не$
которые мутации sup45 или sup35 (см. обзор [11]).
Нами показано, что сочетание в диплоидном
штамме гетерозиготной мутации в гене SUP45 и
приона [PSI+] летально для гибрида [12]. Леталь$
ность такой комбинации зависит как от типа му$
тации sup45, так и от свойств приона. Cильный
супрессор – вариант [PSI+] (“сильный” [PSI+],
или [PSI+]S), проявляет несовместимость со все$
ми нонсенс$мутациями и некоторыми миссенс$
мутациями sup45 в гетерозиготном состоянии.
Полученные данные свидетельствуют о том, что
летальность гибридов связана с уменьшением ко$
личества белка Sup45 в клетке с нонсенс$мутаци$
ями sup45 либо со снижением активности Sup45 в
клетках с миссенс$мутациями. 

Стабильность приона [PSI+] в ряду клеточных
делений и ряд других его свойств зависит от ша$
перонов семейств Hsp104 [13], Hsp70 [14, 15],
Hsp40 [16] и некоторых других белков, в число ко$
торых могут входить как белки, чье взаимодей$
ствие с Sup35 хорошо известно, так и новые, еще
не идентифицированные белки. Показано, что
фактор [PSI+] приводит к гибели гаплоидных
штаммов, несущих некоторые мутации sup35 или
sup45 [17, 18]. Сходный эффект наблюдали при
совмещении в гаплоидном штамме мутаций sup35
и sup45 [19]. Вследствие этого синтетическая ле$
тальность, или несовместимость [PSI+] и мутаций
sup35 и sup45, вероятно, связана с нарушениями
терминации трансляции. С учетом этих фактов,
ранее мы разработали систему поиска генов дрож$
жей, способных влиять на прион [PSI+] или на ап$
парат трансляции [12, 20]. В настоящей работе
идентифицированы гены, влияющие на синтети$
ческую летальность мутаций sup45 и приона [PSI+].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы. Для амплификации плазмидной
ДНК использовали штамм Escherichia coli XL1$
Blue (recA1, endA1, gyrA96, thi�1, hsdR17, supE44,
relA1 [F', proAB, lacIq, Δ(lacZ)M15, Tn10(tet)]) [21].
В работе использовали штаммы дрожжей S. cerevi�
siae ОТ56 и ОТ55 (MATa ade1�14 his3Δ200 leu2�3,112
ura3�52 trp1�289 [PSI+]), изогенные производные
штамма 74$D694 [13]. Штамм ОТ56 [PSI+] содер$
жит сильный супрессор – прион [PSI+]S. Прион
[PSI+]W штамма ОТ55 является слабым супрессо$
ром. Штамм ОТ56 [psi–] получен на основе ОТ56
[PSI+] путем элиминации [PSI+] (см. ниже).
Штамм 1A$D1628 (MATα ade1�14 his3 lys2 trp1�289
ura3�52 leu2�3, 112 SUP45::HIS3 [pRS315/SUP45])
содержит делецию гена SUP45, компенсируемую
плазмидой с геном SUP45 дикого типа либо с му$
тантными аллелями sup45, описанными ранее

[22, 23]. Варианты штамма 1Б$Д1606 (MATα ade1�
14 his7�1 leu2�3,112 ura3�52 trp1�289 lys9�A21) не$
сут ген SUP45 дикого типа либо мутации sup45 на
хромосоме [22].

Плазмиды. Центромерные плазмиды, содержа$
щие ген SUP45 дикого типа или один из мутантных
аллелей (sup45$n или sup45$m), были сконструиро$
ваны ранее [22, 23] на основе плазмид pRS315 и
pRS316 [24]. Плазмида pRS316$PGPD1 получена
на основе плазмиды pGPD$PrP$YFP [25], из ко$
торой удалили химерную конструкцию PrP$YFP.
Также использовали коммерческий банк генов
S. cerevisiae на мультикопийном векторе YEp13
(American Type Culture Collection, ATCC
№ 37323; http://www.lgcstandards$atcc.org). Банк
состоял из набора плазмид, несущих фрагменты
дрожжевой геномной ДНК размером 5–20 т.п.н.,
полученные при обработке генома рестриктазой
Sau3AI и клонированные в вектор YEp13 по сай$
ту рестрикции BamHI. Плазмида YEplac181$
TEF2 [26] любезно предоставлена лабораторией
М.Д. Тер$Аванесяна.

Среды и условия культивирования. Использова$
ли стандартные культуральные среды, применяе$
мые при работе с дрожжами: полную среду (YPD),
синтетическую среду (SC) и селективные среды,
не содержащие отдельных компонентов среды
SC, и др. [27]. Бактерии выращивали на полной
среде (LB). Устойчивые к ампициллину транс$
форманты отбирали на среде LB, содержащей ам$
пициллин в концентрации 100 мкг/мл. Штаммы
дрожжей выращивали при температуре 26оС,
штаммы бактерий – при 37оС. Использовали стан$
дартные методы работы с дрожжами$сахаромице$
тами [27, 28]. Высокоэффективную трансформа$
цию дрожжей и выделение плазмидной ДНК из
дрожжей проводили по методикам, описанным
ранее [29, 30]. Для селекции клеток [psi–] исполь$
зовали среду YPD с гидрохлоридом гуанидина
(“Sigma”) в концентрации 5 мM. 

Секвенирование. Концевые участки фрагмен$
тов из банка генов дрожжей секвенировали с ис$
пользованием олигонуклеотидов 175 и 176, соот$
ветствующих участкам YEp13, прилегающим к
сайту BamHI, по которому клонировали фраг$
менты хромосом дрожжей (табл. 1). Концевые
районы вставок плазмид библиотеки генов секвени$
ровали на коммерческой основе в ООО “Синтол”
(г. Москва). Поиск участков генома S. cerevisiae,
соответствующих данным секвенирования, прово$
дили при помощи online приложения на сайтах
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov и http://www.yeastgenome.
org/cgi$bin/blast$sgd.pl, использующего алгоритм
BLAST.

Фрагмент плазмиды из банка генов YEp13$
1825, содержащий ген HLJ1 и фланкирующие его
районы, амплифицировали с использованием
праймеров Hlj1_out$SalI_f и Hlj1_out_PstI_r. Ген
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MCM1 и его вариант MCM1Δ5' с делецией участка
размером 330 п.н., кодирующего С$концевой
фрагмент Mcm1, амплифицировали с использо$
ванием праймеров MCM1$F$BamHI, mcm1MC$
F$BamHI и MCM1$R$SacI. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поиск новых белков, влияющих на синтетическую 
летальность приона [PSI+] и мутаций sup45

Ранее мы разработали тест$систему для поис$
ка генов, влияющих на фенотипическое прояв$
ление дрожжевого приона [PSI+] [12, 20]. Эта
тест$система основана на качественной оценке
жизнеспособности диплоидного штамма, содер$
жащего одновременно прион [PSI+], мутацию
sup45 в гетерозиготном состоянии и тестируе$
мый ген на многокопийной плазмиде. Синтети$
ческая летальность проявляется как отсутствие ро$
ста диплоидных клеток с генотипом SUP45/sup45
[PSI+] (рис. 1). Например, мутации sup45�105 и
sup45�107 (“несовместимые” мутации на рис. 1)
обнаруживают синтетическую летальность с

сильным вариантом приона [PSI+]S, в то время
как мутации sup45�113 и sup45�115 (“совмести$
мые” мутации на рис. 1) приводят к ослаблению
роста гибридов, содержащих [PSI+]S. В ходе скри$
нинга библиотеки генов дрожжей на основе муль$
тикопийного вектора YEp13 проанализировали
16650 конструкций, что позволило идентифици$
ровать гены, как подавляющие рост диплоидов
(далее – усиливающие синтетическую леталь$
ность), так и способствующие росту гибридов
(далее – уменьшающие синтетическую леталь$
ность) (табл. 2) [20]. В дальнейшем мы использо$
вали конструкции, которые влияли на синтетиче$
скую летальность приона [PSI+] и специфических
мутаций в гене SUP45 (далее – тест$система) при
первичном скрининге. 

Для проведения вторичного скрининга штам$
мы ОТ55 [PSI+]W и ОТ56 [PSI+]S трансформирова$
ли указанными конструкциями. Трансформиро$
ванные клетки скрещивали с производными штам$
ма 1А$D1628, несущими мутации sup45 на
центромерной плазмиде pRS316. В качестве тестер$
ных использовали мутации sup45�105, sup45�107
(нонсенс$мутации), sup45�113 и sup45�115 (сла$

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Название Нуклеотидная последовательность (5' → 3') Локализация

175 CACTATCGACTACGCGATCA YEp13

176 CGCCAGCAACCGCACCTGT YEp13

Hlj1_out$SalI_f AAACGTCGACCTCGACACTCCTA HLJ1

Hlj1_out_PstI_r CACACTGCAGTAAAGACAGTATTGGC HLJ1

MCM1$F$BamHI CCACGGATCCAAAATGTCAGACATCGAAGAAGGTA MCM1

mcm1MC$F$BamHI GGATCCATAATGACGCAGCAGGAAGGTAGAA MCM1

MCM1$R$SacI AATCGGAGCTCTTAGTATTGGCCTTGTTGCGGTT MCM1

SUP45

sup45�105

sup45�107

sup45�113

sup45�115

[PSI+]W

“Несовместимые мутации”:
синтетическая летальность
в комбинации с [PSI+]S

“Совместимые мутации”:
снижение жизнеспособности
гибридов, содержащих мутацию
sup45 в комбинации с [PSI+]S

[PSI+]S[psi–]

Рис. 1. Синтетическая летальность мутаций sup45 и приона [PSI+] у диплоидов. Слева указаны номера мутаций (штам$
мы, содержащие мутантные аллели, посеяны в виде горизонтальных штрихов); наверху – варианты приона [PSI+] (со$
ответствующие штаммы посеяны в виде вертикальных штрихов). В случае синтетической летальности гибриды на пе$
рекрестье штрихов не образуются (отмечено стрелками). Здесь и далее S – сильный, strong, W – слабый, weak [PSI+].
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бые миссенс$мутации). В качестве контроля ис$
пользовали вариант штамма 1А$D1628, несущий
аллель SUP45 дикого типа. Рост гибридов оцени$
вали на среде, не содержащей лейцин, урацил и
гистидин.

После повторной проверки отобрали 10 плаз$
мид, из которых одна стабильно снижала синте$
тическую летальность мутаций sup45 с прионом
[PSI+]S (группа I, табл. 2), а остальные девять –
повышали (группа V, табл. 2), после чего секвени$
ровали концевые участки геномных вставок.
Фрагменты генома S. cerevisiae, соответствующие
вставкам на плазмидах геномной библиотеки,
представлены в табл. 3. Конструкции YEp13$4236
и YEp13$4600 содержат по два фрагмента генома,

так как концевые районы, секвенированные с
прямого и обратного праймеров, в штамме S288C
(геном которого секвенирован полностью) лока$
лизуются на разных хромосомах.

Сверхэкспрессия гена HLJ1 ингибирует рост 
гибридов, несущих [PSI+] в комбинации 

с мутациями sup45

Особое внимание мы обратили на ген HLJ1,
так как две независимые плазмиды (YEp13$1825 и
YEp13$5618) содержали один и тот же участок
хромосомы 13, несущий гены YMR160W и HLJ1
(табл. 3). Продукт этого гена, белок Hlj1, является
шапероном семейства Hsp40. Известно, что по

Таблица 2. Результаты скрининга библиотеки генов

Группа 
(эффект)

Жизнеспособность диплоидов* Отобран$
ные клоны, 

число

Изолиро$
ванные 

гены
Ссылка

SUP45 sup45�105 
(UAA)

sup45�107 
(UGA)

sup45�103 
(L21S)S

sup45�115 
(S70F)W

I (снятие эффекта) + + + + + 24
SUP45, 
RNQ1**, 
HSP104 

[12, 20]

II (изменение эффекта) + + $ $ + 16

III » + $ + $ + 23

IV » + + + $ + 8

V (усиление эффекта) + $ $ $ $ 64 CUR1 [20]

VI (нет эффекта) + $ $ $ + 16515

Всего 16650

* Диплоидов получали скрещиванием производных штамма OT56 [PSI+]S, трансформированных плазмидами из библиотеки
генов, с указанными мутантами sup45. Жизнеспособность диплоидов оценивали на селективной среде SC$Ura$Leu. Группа VI
объединяет трансформантов, характер несовместимости которых не изменен по сравнению с исходным штаммом. S – strong
suppressor; W – weak suppressor.
** Изолирован фрагмент гена, кодирующий С$концевой участок Rnq1.

Таблица 3. Фрагменты генома дрожжей, присутствующие на плазмидах библиотеки генов, и их эффект на синте$
тическую летальность приона [PSI+] и мутаций sup45

Плазмида Ген Эффект*

YEp13$124 BLM3, SEC4, VTC2 ↑

YEp13$184$2 PRP43, COQ8, tW(CCA)G1, YGL117W, CDC20 ↓

YEp13$1317 TEF2, MUD1, CBP6, GRS1, MRPL36, TFC1 ↑

YEp13$1825 YMR160W, HLJ1, DNF3 ↑

YEp13$2084 YET2, ARA2, tF(GAA)M, ARG80, MCM1, SOC4 ↑

YEp13$3414 SVF1, MRP1, YDC348C ↑

YEp13$3665 RTS1, ERP4, PET127, ROD1 ↑

YEp13$4236 MCA1, BFR1, PET56, HIS3, QCR2, AQY1, HPA2, OPT2, YPR195C ↑

YEp13$4600 RPA12, CCT5, ARP3, TOR1, CDS18, BNI4, CSL4, PDR16 ↑

YEp13$5618 YMR155W, TPP1, AIM36, MRPS8, ATG16, YMR160W, HLJ1 ↑

* Стрелками обозначены эффекты проанализированных вставок: вверх – усиление, вниз – ослабление летальности соответ$
ственно.
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крайней мере два других представителя этого се$
мейства, Ydj1 и Sis1, влияют на прионизацию
Sup35. Однако влияние гена HLJ1 или его продук$
та на прионы дрожжей (или процесс терминации
трансляции) остается неизученным. На первом
этапе необходимо было выяснить, связан ли эф$
фект конструкций YEp13$1825 и YEp13$5618 со
сверхэкспрессией именно гена HLJ1. Ген HLJ1 с
фланкирующими его районами амплифицирова$
ли при помощи ПЦР, клонировали в плазмиду
pRS425 и проверили в тест$системе. Оказалось,
что сверхэкспрессия гена HLJ1 действительно

приводит к синтетической летальности мутаций
sup45�113 и sup45�115 с сильным вариантом прио$
на [PSI+]S (рис. 2).

Ген MCM1 не влияет на синтетическую 
летальность приона [PSI+] с мутациями sup45

Среди генов, обнаруженных в плазмиде
YEp13$2084, наиболее вероятным кандидатом
на роль в описываемых эффектах, считается ген
MCM1. Он кодирует регулятор транскрипции из
семейства MADS, который может действовать
как активатор или репрессор генов, зависимых
от типа спаривания [31]. Белок Mcm1 состоит из
286 аминокислотных остатков, но для выполне$
ния им функции регулятора транскрипции до$
статочно N$концевого участка (аминокислотные
остатки 1–96) [32]. Особый интерес для нас пред$
ставлял С$концевой район, обогащенный остат$
ками аспарагина и глутамина, что ранее позволи$
ло отнести Mcm1 к потенциально прионогенным
белкам [33]. 

С помощью ПЦР были амплифицированы два
варианта гена MCM1: первый кодирует полнораз$
мерный белок, а второй – укороченный с N$кон$
ца фрагмент Mcm1 (аминокислотные остатки
110–286). ПЦР$фрагменты клонировали в плаз$
миде pRS316, содержащей сильный конститутив$
ный промотор pGPD1. Анализ полученных плаз$
мид в тест$системе не выявил их значительного
влияния на синтетическую летальность (рис. 3).
Результаты скрещивания с участием трансфор$
мантов pRS316$PGPD1$MCM1 не отличались от
контрольных скрещиваний, в то время как при$
сутствие плазмиды pRS316$PGPD1$MCM1Δ5 ' при$
водило либо к снижению жизнеспособности всех
гибридов, либо к снижению у тестируемого
штамма способности к скрещиванию. Мы на$

SUP45

[PSI+]W

[PSI+]S

WT 105 107 113 115
[PSI+] ↑HLJ1

– +

[PSI+]S

–

+

+

Рис. 2. Увеличение экспрессии гена HLJ1 усиливает син$
тетическую летальность приона [PSI+] и мутаций sup45.
Скрещивания штамма 1А$D1628 [pRS315/SUP45] и его
производных, несущих плазмиды pRS315/sup45, c
[PSI+]$ и [psi�]$вариантами штаммов ОТ55 [PSI+]W и
ОТ56 [PSI+]S в присутствии дополнительной копии
гена HLJ11 (+) на плазмиде. Номера мутаций указаны
вверху.
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WT 105 107 113 115[PSI+]↑MCM1

–
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–

–

SUP45
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↑MCM1
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Рис. 3. Увеличение экспрессии гена MCM1 не влияет существенно на синтетическую летальность приона [PSI+] и му$
таций sup45. Скрещивания штамма 1А$D1628 [pRS315/SUP45] и его производных, несущих плазмиды pRS315/sup45,
c [PSI+]$ и [psi–]$вариантами штаммов ОТ55 [PSI+]W и ОТ56 [PSI+]S в присутствии дополнительной копии гена MCM1
(а) или его делеционного варианта MCM1Δ5' (б). Номера мутаций указаны вверху.
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блюдали угнетение роста всех гибридов, содержа$
щих данную плазмиду. Следует отметить, что этот
эффект нельзя объяснить синтетической леталь$
ностью приона [PSI+] с мутантными аллелями
sup45, так как ослабление роста гибридов наблю$
далось как в присутствии гена SUP45 дикого типа,
так и при скрещивании трансформантов штам$
мов ОТ56 [psi–] и ОТ55 [PSI+]W.

Ген TEF2 усиливает синтетическую летальность 
приона [PSI+] с мутациями sup45

Анализ нуклеотидных последовательностей,
полученных при секвенировании концевых райо$
нов плазмиды YEp13$1317, показал, что эта плаз$
мида содержит участок хромосомы II с генами
TEF2, MUD1, CBP6, GRS1, MRPL36. Наибольший
интерес для нас представляет ген TEF2, так как
он, как и его паралог TEF1, кодирует фактор
элонгации трансляции eEF1A. Как показано ра$
нее, TEF2 влияет на эффективность терминации,
что проявляется в том числе как снижение уровня
нонсенс$супрессии при инактивации одного из
двух генов – TEF1 и TEF2 (см. [34]). Мы хотели
убедиться, что усиление летальности в присут$
ствии плазмиды YEp13$1317 связано именно с ге$
ном TEF2. С этой целью мы проанализировали в
тест$системе мультикопийный вектор YEplac181$
TEF2, экспрессирующий этот ген. Оказалось, что
введение дополнительных копий гена TEF2 дей$
ствительно влияет на рост гибридов и усиливает
синтетическую летальность [PSI+] с мутациями
sup45 (рис. 4а). 

Мы предположили, что сверхэкспрессия TEF2
может приводить к усилению нонсенс$супрессии
у штаммов с мутациями sup45�113 или sup45�115
как описано ранее [26]. Для проверки данной ги$
потезы производные штамма 1Б$Д1606, маркиро$
ванные четырьмя нонсенс$мутациями в генах

биосинтеза разных аминокислот и несущие му$
тантные аллели sup45�113 или sup45�115, транс$
формировали вектором YEplac181$TEF2. В каче$
стве контроля использовали штамм 1Б$Д1606, не$
сущий на хромосоме аллель SUP45 дикого типа.
Проанализировали по 12 трансформантов каждо$
го варианта штамма. Клоны “печатали” на селек$
тивные среды без аденина, гистидина, лизина и
триптофана для проверки супрессии. Репрезента$
тивные результаты представлены на рис. 4б.
Штаммы с мутантными аллелями sup45 в присут$
ствии TEF2 росли лучше, чем с контрольным век$
тором.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В контроле прионизации участвуют по край$
ней мере два белка семейства Hsp40 –Ydj1 и Sis1.
Показано, что эти белки работают в комплексе с
шаперонами Hsp70. Все Hsp40 содержат высоко$
консервативный J$домен, который стимулирует
АТРазную активность Hsp70 [35]. Гидролиз АТР
приводит к конформационным изменениям, ко$
торые повышают эффективность связывания ша$
перонов с субстратом, переводя Hsp70 в функцио$
нальное состояние [36, 37]. Таким образом, белки
Hsp40 могут отвечать за субстратную специфич$
ность Hsp70. Предполагается, что когда Ssa1 в ком$
плексе с Hsp40 выполняет функции дезагрегазы,
белки Ydj1 и Sis1 взаимодействуют с агрегатами, в
том числе и прионными, и регулируют работу
Ssa1. Повышение уровня экспрессии Ydj1 или го$
мологичного ему Apj1 ослабляет некоторые
штаммы [PSI+] [16]. Sis1 выполняет роль антаго$
ниста Ydj1, его присутствие в клетке необходимо
для формирования и поддержания большинства
прионов. 

Hlj1, как и Sis1, принадлежит к классу J$белков
типа II, но в отличие от Ydj1 и Sis1 он находится на
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WT 105 107 113 115[PSI+] ↑TEF2
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+

–

[PSI+]S

а

113
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wt

–

+

–

115

б

+
–

+

Рис. 4. Увеличение экспрессии гена TEF2 усиливает синтетическую летальность приона [PSI+] и мутаций sup45. а –
Скрещивания штамма 1А$D1628 [pRS316/SUP45] и его производных, несущих плазмиды pRS316/sup45, cо штаммом
ОТ56 [PSI+]S в присутствии дополнительных копий гена TEF2 на плазмиде (+). В качестве контроля (–) использовали
плазмиду pRS425. Номера мутаций указаны вверху. б – Усиление нонсенс$супрессии в производных штамма 1Б$Д1606, не$
сущих мутантные аллели SUP45, при сверхэкспрессии гена TEF2. Представлены штаммы с геном SUP45 дикого типа
и с мутациями sup45�113 и sup45�115. Показано по три репрезентативных клона в условиях поддержания вектора и их
отпечатки на селективные среды.
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мембране эндоплазматического ретикулума (ЭПР)
[38]. В нашей работе сверхэкспрессия HLJ1 приве$
ла к усилению синтетической летальности. По$ви$
димому, Hlj1 влияет на прионизацию, усиливая ва$
рианты [PSI+]. Таким образом, несмотря на
структурное сходство с Ydj1, эти два кошаперона
антагонистически влияют на [PSI+]. Следова$
тельно, эту способность Hlj1 можно объяснить
его сходством с Sis1, который также принадле$
жит к J$белкам типа II. Скорее всего, Ssa1 не яв$
ляется партнером Hlj1, так как их физическое
взаимодействие не показано. Возможно, суще$
ствует также ассоциированный с ЭПР шаперон
Hsp70, влияющий на прионные свойства [PSI+].
Показано также, что Hlj1 вместе с комплексом
Ssa1$Ydj1 отвечает за ЭПР$ассоциированную де$
градацию интегральных мембранных белков [39]. 

Ген MCM1 относится к жизненно важным генам
дрожжей. Он входит в семейство факторов тран$
скрипции с доменом MADS. Основная функция
белка Mcm1 – участие в контроле работы генов, за$
висящих от типа спаривания, причем функции
этого гена различаются в клетках разного типа
спаривания (см. [40]). При помощи делеционно$
го анализа показано, что N$домен, содержащий
MADS$бокс, необходим и достаточен для выпол$
нения белком Mcm1 своих функций в контроле
клеточного роста и регуляции, связанной с типом
спаривания [32, 41]. Функции С$домена пока
остаются неясными. Этот домен обогащен остат$
ками аспарагина и глутамина, что характерно для
многих прионогенных белков, и свидетельствует
в пользу его возможной агрегации. Тем не менее,
в нашей работе экспрессия всего гена MCM1, как
и участка, кодирующего его С$домен, не дала эф$
фекта в тест$системе. Ухудшение роста гибридов
при сверхэкспрессии MCM1Δ5 ' можно объяснить
токсичностью для клетки. Известно, например,
что сверхэкспрессия N$концевого полиглутами$
нового (polyQ) домена гентингтина (mHtt) при$
водит к гибели клеток дрожжей, и на этот процесс
прямо влияют шапероны и прион [PIN+] [42]. По$
скольку для С$домена белка Mcm1 характерно
очень высокое (49%) содержание остатков Q и N,
не исключено, что наблюдаемое нами снижение
жизнеспособности клеток при экспрессии С$до$
мена Mcm1 связано с токсичностью рolyQ. 

Как и плазмиды, содержащие ген HLJ1, кон$
струкция YEp13$1317 подавляла рост диплоидов,
совмещающих мутации sup45�113 и sup45�115 в
комбинации с сильным вариантом приона [PSI+]S.
Показано, что данный эффект вызывает продукт
гена TEF2, кодирующего фактор элонгации транс$
ляции eEF1A. Нежизнеспособность гибридов, не$
сущих плазмиду YEp13$1317, можно объяснить
снижением точности терминации трансляции
при избытке этого фактора. Это согласуется с
полученными ранее данными, согласно кото$

рым сверхэкспрессия гена TEF2 повышает веро$
ятность прочитывания стоп$кодона как значащего
[26]. Однако эта работа выполнена на весьма спе$
цифической системе летального взаимодействия
мутаций sup45�sl23ts и SUP35�C. Мы используем
сходную систему, но она имеет принципиальные
отличия. Во$первых, наша система в качестве
фактора, создающего дефицит функциональных
молекул Sup35 и, как следствие, Sup45, содержит
прион [PSI+]. Во$вторых, показатели роста и жиз$
неспособности оцениваются на гибридных клет$
ках, а это означает, что во всех клетках присут$
ствуют гены дикого типа, кодирующие факторы
терминации трансляции. В нашей работе также
показан эффект усиления супрессии, вызванной
мутациями sup45, при сверхэкспрессии TEF2.

Влияние eEF1A на точность трансляции мож$
но объяснить его участием в механизме “кинети$
ческой коррекции”. В процессе образования ко$
дон$антикодоновой пары происходит гидролиз
GTP до GDP, что приводит к высвобождению
eEF1A из комплекса с аа$тРНК и рибосомой. При
образовании “неправильной” кодон$антикодо$
новой пары энергия гидролиза GTP может тра$
титься на высвобождение аа$тРНК из А$сайта ри$
босомы. Необходимость в гидролизе GTP для
поддержания точности трансляции подтвержда$
ли с помощью анализа мутаций, которые влияют
на связывание eEF1A с GTP и на гидролиз GTP.
Так аминокислотные замены, локализованные в
пределах GTP$связывающей консенсусной по$
следовательности NKXD фактора eEF1A, приво$
дят к перекодировке кодонов в системе in vitro, а
in vivo в 4 раза повышают уровень прочтения всех
трех стоп$кодонов как значащих [43]. 

Эффект улучшения роста гибридов получен
только при использовании конструкции
YEp13$184$2 (табл. 3). Однако этот эффект был
не настолько сильным, как в случае, например,
экспрессии SUP35�C [12]. Кроме того, гибриды,
полученные при скрещивании ОТ56 [PSI+]S со
штаммом 1A$D1628, несущим мутацию sup45�107,
растут лучше, чем гибриды, полученные в анало$
гичном скрещивании с мутацией sup45�105. По$
добная избирательность в изменении нонсенс$су$
прессорных свойств может говорить о роли гена
тРНК. Как известно, присутствие дополнительных
молекул некоторых естественных тРНК может
приводить к аллель$специфичному прочитыва$
нию нонсенс$кодонов [44]. Действительно, ока$
залось, что данный фрагмент содержит трипто$
фановую тРНК tW�G1 с антикодоном ССА. Нон$
сенс$мутации sup45�105 и sup45�107 различаются
по своей природе: в случае sup45�105 кодон, соот$
ветствующий глутаминовой кислоте, заменен на
стоп$кодон UAA, а в sup45�107 лейциновый кодон
заменен стоп$кодоном UGA. Таким образом, раз$
личный уровень супрессии этих двух мутаций
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можно объяснить тем, что два первых основания
нонсенс$кодона UGA комплементарны двум ос$
нованиям антикодона в тРНК. В UAA есть только
одно основание, комплементарное CCA, поэтому
данная тРНК при ее избытке с большей вероятно$
стью сможет связаться не с UAA (sup45�105), а с
UGA (sup45�107) в тот момент, когда рибосома
подойдет к соответствующему нонсенс$триплету
на мРНК SUP45. Сходные результаты получили
ранее при изучении влияния супрессорной тРНК
SUQ5 в используемой нами тест$системе [12]. В
этом случае мутантная сериновая тРНК SUQ5 –
супрессор нонсенс$кодона UAA, была способна
восстанавливать жизнеспособность штаммов, не$
сущих фактор [PSI+] в комбинации с нонсенс$му$
тацией sup45�105 (UAA), но не с sup45�107 (UGA). 
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