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ВВедение

Нонсенс-супрессией называется процесс прочтения стоп-кодонов в ка-
честве значащих, чему способствует, в частности, снижение эффективности 
терминации трансляции или деградации некоторых мРНК. Нонсенс-супрес-
сия достаточно хорошо изучена у дрожжей Saccharomyces cerevisiae, для ко-
торых в настоящее время известен ряд генов-супрессоров, контролирующих 
данный признак. Среди них гены различных тРНК (Weiss et al., 1987; Ong et 
al., 1997), гены SUP35 и SUP45 (Инге-Вечтомов, 1964), HAL3, PPZ1 и PPZ2 
(Ivanov et al., 2010), UPF1, UPF2 и UPF3 (Ono et al., 2005).

Необходимо отметить, что у дрожжей изучен не только генетический, но и 
эпигенетический контроль нонсенс-супрессии. Показано, что в регуляции это-
го признака участвует ряд дрожжевых прионов. Прионами называют белки, 
способные существовать в двух структурно и функционально отличающихся 
конформациях, одна из которых обладает инфекционными свойствами. Прио-
низация обычно сопровождается формированием упорядоченных обогащенных 
бета-слоями агрегатов, называемых амилоидами. В настоящее время известны 
семь дрожжевых белков, способных к прионизации: Sup35, Rnq1, Ure2, Swi1, 
Cyc8, Mot3 и Sfp1 (Wickner, 1994; Derkatch et al., 1997; Du et al., 2008; Patel 
et al., 2009; Alberti et al., 2009; Rogoza et al., 2010). Прионные свойства про-
демонстрированы также для аспарагин-глутамин обогащенного домена белка 
New1 (Osherovich and Weissman, 2001). Кроме этого, выявлены два прионо-
подобных фактора ([β] и [GAR+]), не связанных с амилоидогенезом (Roberts 
and Wickner, 2003; Brown and Lindquist, 2009). Общим свойством амилоидных 
дрожжевых прионов, в отличие от прионного белка млекопитающих PrP, яв-
ляется обогащенность их структурных белков аспарагином (N) и глутамином 
(Q) (Yang et al., 2006; Serio et al., 2000). Показано участие в контроле нонсенс-
супрессии как минимум трех прионных детерминантов: [PSI+], [PIN+] и [ISP+]. 
Детерминант [PSI+] является прионной изоформой Sup35, выполняющего 
функцию фактора терминации трансляции (Zhouravleva et al., 1995), и обладает 
свойствами доминантного омнипотентного супрессора (Wickner, 1994). Детер-
минант [PIN+], прионная изоформа Rnq1, непосредственно не регулирует нон-
сенс-супрессию, однако оказывает опосредованное влияние на этот процесс, 
вызывая спонтанное возникновение [PSI+] (Derkatch et al., 1997). Детерминант 
[ISP+], возникающий вследствие прионизации Sfp1, является антисупрессо-
ром на фоне комбинации специфических мутантных аллелей SUP35 и SUP45 
(Rogoza et al., 2010). Недавно мы выявили новый супрессорный прионоподоб-
ный детерминант [NSI+] (Nonsense Suppression Inducer), который имеет осо-
бенности, характерные для дрожжевых прионов: он обладает способностью к 
обратимому изгнанию под действием антиприонного агента хлорида гуанидина, 
а также на фоне делеции или инактивации шаперона Hsp104, характеризуется 
доминантным неменделевским типом наследования 4:0 в мейозе и цитоплазма-
тической инфекционностью. Таким образом, [NSI+] является новым дрожжевым 
прионом с неизвестным геном-детерминантом (Saifitdinova et al., 2010). Этот 
детерминант вызывает омнипотентную нонсенс-супрессию на фоне делеции 
последовательности, кодирующей N-терминальный домен Sup35, однако не 
имеет проявления на фоне продукции полноразмерного Sup35 (Saifitdinova et 
al., 2010). Следовательно, можно констатировать, что делеция SUP35N создает 
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своеобразный «провокационный» генетический фон, поз-
воляющий выявлять новые гены и эпигенетические детер-
минанты, участвующие в регуляции нонсенс-супрессии. 

В данном исследовании проведен геномный скрининг 
для выявления генов, контролирующих супрессию нон-
сенс-мутаций на фоне делеции SUP35N. Предложенный 
подход позволил выявить ряд последовательностей, кон-
тролирующих проявление нонсенс-мутаций. В частнос-
ти, идентифицированы гены, кодирующие потенциально 
амилоидогенные белки, сверхэкспрессия которых инду-
цирует супрессорный фенотип.

Материал и Методы

штаммы, среды и условия культивирования 
микроорганизмов
В работе применяли стандартные методы дрожже-

вой генетики (Kaiser et al., 1994). Генотипы штаммов 
дрожжей приведены в таблице 1. Для амплификации 
плазмидной ДНК использовали штамм Escherichia coli 
DH5α (Hanahan, 1985). При культивировании E. coli ис-
пользовали жидкую и твердую среду LB (Sambrook et al., 
1989). Дрожжи культивировали при 30 °С на твердой и 
жидкой среде YAPD, а также на синтетических средах, 
содержащих необходимые витамины, микроэлементы 
и аминокислоты (Захаров и др., 1984; Sherman et al., 
1986). Для экспрессии генов под контролем регули-
руемого промотора CUP1 в среды добавляли 150 мкМ 
CuSO4. Нонсенс-супрессию оценивали по росту штамма 
на селективной среде без аденина на четвертый день ин-
кубации (Saifitdinova et al., 2010). Для селекции клонов, 
потерявших плазмиды, несущие ген URA3, использовали 
минимальную селективную среду с добавлением 1 г/л 
фтороротовой кислоты (ФОК) (Kaiser et al., 1994).

плазмиды
Все использованные в работе плазмиды содержат 

дрожжевой и бактериальный ориджины репликации. 
Многокопийные плазмиды PCUP1-GFP (URA3) и pL-

Aβ-Sup35MC, несущие гены GFP и Aβ-SUP35MC соот-
ветственно под контролем промотора CUP1, получены 
нами ранее (Рубель и др., 2008; Saifitdinova et al., 2010). 
Многокопийные плазмиды серии pU-CUP1 (pU-DEF1, 
pU-NAB2, pU-NAB3, pU-NRP1, pU-PIN3 и pU-VTS1) 
предназначены для сверхэкспрессии генов DEF1, NAB2, 
NAB3, NRP1, PIN3 и VTS1. Плазмиды получены путем 
инсерции ПЦР-фрагментов соответствующих генов 
(условия ПЦР, матрицы и праймеры описаны в разде-
ле «Молекулярно-биологические методы») в плазмиду 
PCUP1-GFP (URA3). Инсерция фрагмента производилась 
по сайтам BamHI и SacII (pU-CUP1-DEF1, pU-CUP1-
VTS1 и pU-CUP1-NRP1), BamHI и SacI (pU-CUP1-
NAB2 и pU-CUP1-NAB3) или BamHI и NotI (pU-CUP1-
PIN3). Плазмиды содержат перечисленные гены под 
контролем индуцибельного промотора CUP1, а также 
гены AmpR и URA3. Наличие вставок требуемых генов 
подтверждали при помощи секвенирования с использо-
ванием праймера CUP1-End. 

Для проведения скрининга использована адрес-
ная дрожжевая геномная библиотека YSC4613 (“Open 
Biosystems”, EU). Библиотека включает 1588 клонов E. 
coli, несущих челночный многокопийный вектор pGP564 
с уникальными фрагментами генома S. cerevisiae, сред-
ним размером 10,8 тысяч пар нуклеотидов и содержащи-
ми до 20 открытых рамок считывания. Таким образом, 
каждый клон адресной библиотеки содержит одну плаз-
миду с несколькими генами S. cerevisiae с известной нук-
леотидной последовательностью. Вектор pGP564 мар-
кирован геном устойчивости к антибиотику канамицину 
для селекции в бактериях и геном LEU2, обеспечиваю-
щим прототрофность дрожжевых штаммов, содержащих 
мутацию leu2 на среде без лейцина.

молекулярно-биологические методы 
Использованные для конструирования плазмид се-

рии pU-CUP1 последовательности генов DEF1, NAB2, 
NAB3, NRP1, PIN3 и VTS1 были получены клонировани-
ем при помощи ПЦР с геномной ДНК штамма 1-Д933. 

Штамм Генотип Источник

1-1-Д931
MATa sup35Δ::HIS3* ade1-14** his3 leu2 lys2 ura3 trp1-289** 

[pU-Aβ-Sup35MC] [NSI+][PIN+]***
Цапонина и др., 2005

4-1-1-Д931
Дериват штамма 1-1-Д931, несущий плазмиду pL-Aβ-Sup35MC 

вместо плазмиды pU-Aβ-Sup35MC
Saifitdinova et al., 2010

2-4-1-1-Д931
MATa sup35Δ::HIS3 ade1-14 his3 leu2 lys2 ura3 trp1-289 

[pL-Aβ-Sup35MC] [nsi–][PIN+] 
Saifitdinova et al., 2010

1-Д933
MATα sup35Δ::HIS3 ade1-14 his3 leu2 lys2 ura3 trp1-289 

[pU-Aβ-Sup35MC] [nsi–][PIN+]
Saifitdinova et al., 2010

* — sup35Δ::HIS3 — последовательность гена SUP35 замещена на последовательность гена HIS3.
** — Аллель ade1-14 содержит нонсенс-мутацию UGA; trp1-289 — нонсенс-мутацию UAG.
*** — [NSI+] и [PIN+] — стандартные обозначения дрожжевых прионных детерминантов.

Таблица 1 
использованные в работе штаммы S. cerevisiae
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Последовательности праймеров для ПЦР приведены в 
таблице 2.

результаты

выявление фрагментов дрожжевого генома, мно-
гокопийная экспрессия которых вызывает нонсенс-
супрессию в штамме [nsi-][PiN+] 1-д933
В данном исследовании нами был проведен геномный 

скрининг для выявления генов, сверхэкспрессия которых 
вызывает нонсенс-супрессию на фоне делеции последо-
вательности, кодирующей N-терминальный домен белка 
Sup35. Использование библиотеки YSC4613 позволило 
проанализировать эффекты сверхэкспрессии более 97 % 
ядерных генов S. cerevisiae и выявить фрагменты дрож-
жевого генома, повышение числа копий которых приво-
дит к индукции нонсенс-супрессии в штамме 1-Д933.

В ходе геномного скрининга мы провели 1588 транс-
формаций плазмидами библиотеки YSC4613 штамма 
1-Д933, который в норме не демонстрирует нонсенс-
супрессию на селективных средах без аденина и трип-
тофана. По восемь трансформантов каждой плазмидой 
отбирали на селективную среду без лейцина, инкубиро-
вали в течение трех суток и переносили методом отпе-
чатков на селективную среду без лейцина и аденина со 
150 мкМ CuSO4 для анализа супрессии нонсенс-мутации 
ade1-14. Всего в скрининге было проанализировано бо-
лее 12 700 трансформантов. В результате эксперимента 
нами было выявлено 26 плазмид, трансформация кото-
рыми вызывала нонсенс-супрессию в штамме 1-Д933. 
При повторной трансформации эффект воспроизвелся 

для 22 плазмид. Данные о 163 генах, содержащихся в 
составе этих 22 плазмид, приведены в таблице 3. Сле-
дует отметить, что последовательности геномных фраг-
ментов, клонированных в плазмидах библиотеки, в не-
которых случаях перекрываются. Поэтому дальнейшему 
анализу подлежат только те гены, которые представлены 
в составе выявленных 22 плазмид, однако отсутствуют в 
плазмидах, трансформация которыми не приводит к суп-
рессии. В результате, с учетом перекрывания, можно ис-
ключить 72 из 163 генов. Оставшиеся гены-кандидаты в 
таблице 3 выделены жирным шрифтом. Мы предполо-
жили, что каждая из выявленных 22 последовательнос-
тей содержит как минимум один ген, контролирующий 
супрессорный фенотип. 

анализ эффектов сверхэкспрессии генов, кодирую-
щих потенциально амилоидогенные белки, выявлен-
ных в ходе скрининга
В результате геномного скрининга нами выявлена 

серия фрагментов дрожжевого генома, увеличение 
числа копий которых вызывает нонсенс-супрессию в 
штамме 1-Д933. В данном исследовании был проведен 
анализ эффектов сверхэкспрессии выявленных в ходе 
скрининга генов, кодирующих потенциально амилои-
догенные белки из списка П. Гаррисон и М. Герштейн 
(Harrison and Gerstein, 2003): DEF1, NAB2, NAB3, 
NRP1, PIN3 и VTS1 (в таблице 3 выделены подчерки-
ванием). Для сверхэкспрессии этих генов под контро-
лем промотора CUP1 нами была получена серия мно-
гокопийных плазмид pU-CUP1, маркированных URA3. 
Полученными плазмидами трансформировали штамм 

Название Последовательность 5’-3’

FChPUF4 CCTCGAAGGAGGATTTGAT

RChPUF4 GAGAATATCCAACTGCTTTTG

FVTS1BAMH1 GAGCGGATCCATGAAACATCCGTATGAGGAATTCC

RVTS1SAC2 CATCCCGCGGTGCAACGTCAAGACAATCAAC

FPIN3BGL2 GAATCCAGATCTTATATGTCTGCTTCATTGATTAA

RPIN3NOT1 GATTAAGCGGCCGCAGAACTTCGTTCAATTTATG

FDEF1BAMH1 TGACGGATCCATGTCTACACAATTTAGG

RDEF1SAC2 ATAAGCCGCGGTGGGAGGTTCTACTTCTC

FNRP1BAMH1 CGTCGGATCCATGCACTATGTGGTACTAGAGC

RNRP1SAC2 CATACCGCGGGCGCACAATTACGTTCTTCAG

FNAB3BAMH1 CAGCGGATCCATGTCAGATGAAAACCATAACAG

RNAB3SAC1 CTACGAGCTCACCGCTATGTCGAATTTATGC

FNAB2BAMH1 ACACGGATCCTATATGTCTCAAGAACAGTACAC

RNAB2SAC1 GCTTCCGAGCTCTCAGTTCATTTCCGTATCTT

RVTS1BAM1 GAATTTGGATCCGCAACGTCAAGACAATCAAC

CUP1-End TCCGCTGAACCGTTCCAG

Таблица 2 
использованные в работе праймеры
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2-4-1-1-Д931, который в отличие от штамма 1-Д933 
не растет на среде без урацила, так как не содержит 
плазмид с маркерным геном URA3. На следующем эта-
пе отбирали по 100 трансформантов каждой плазми-
дой на селективной среде и трехкратно пассировали 
на среде с добавлением 150μM CuSO4 для активации 
промотора CUP1. Активация промотора обеспечивает 
сверхэкспрессию исследуемых генов. Затем трансфор-
манты методом отпечатков переносили на селективные 
среды без аденина и урацила, а также без триптофана 
и урацила с добавлением 150 мкМ CuSO4. Проведен-
ный анализ показал, что трансформация плазмида-
ми, содержащими гены DEF1, NRP1 и PIN3, не вли-
яет на нонсенс-супрессию в штамме 2-4-1-1-Д931  
(рис. 1, А). Трансформация плазмидами, несущими 
гены NAB2, NAB3 и VTS1, вызывает нонсенс-супрес-
сию на селективной среде без аденина, однако омни-

потентную нонсенс-супрессию, то есть рост на селек-
тивных средах без аденина и триптофана, вызывает 
только сверхэкспрессия VTS1. Ранее было показано, 
что Nab2, Nab3 и Vts1, слитые с белком GFP, при 
сверхпродукции образуют флуоресцентные агрегаты 
(Alberti et al., 2009). В связи с этим особенный интерес 
представляет анализ фенотипа трансформантов после 
потери плазмид для сверхэкспрессии данных генов. 
В случае если образуемые белками Nab2, Nab3 и Vts1 
агрегаты обладают инфекционными свойствами и нон-
сенс-супрессия вызвана именно инактивацией белка в 
агрегатах, следовало бы ожидать сохранения нонсенс-
супрессорного фенотипа у части клонов после потери 
плазмид для сверхэкспрессии. Если агрегаты являют-
ся неинфекционными, потеря плазмид для сверхэкс-
прессии будет закономерно приводить к элиминации 
нонсенс-супрессии во всех клонах. Проведенные эк-

Название Гены в составе плазмиды

GPM10p05 CHD11, PAB1, yER165C-A, DNF1*

GPM11n12 SAC3**, SSy1, yDR161W, NBP2, CWC15, SEC1**

GPM11p20 CHD1**, PAB1, yER165C-A, DNF1*

GPM14f05 LCD1**, RPL37B, PLM5, SAM2, LPP1, SPG3, PSP1, YDR506C**

GPM14k18 YPR150W***, SUE1, yPR152C, yPR153W, PiN32, NCA2, TPO3, YPR157W*

GPM14l17 ABC1***, трнк trp 
cca , yGL118C, yGL117W, CDC20, SNF4, yGL114W, SLD3*

GPM15k07 yHR054C***, RUF5-2, yHR054W-A, CUP1-2, RSC30, YHR056W-A, CPR2**

GPM17i23 RSM23*, CWC23, SOH1, SCS3, MET13, MON1, RPS2, yGL123C-A, NAB2, GPG1, PRP43*** 

GPM17m07 YAR009C*, YAR010C, тРНК Ala 
UGC, BUD14, ADE1, KiN3, CDC15**

GPM1l02 PSF1***, RAD61, YDR015C, DAD1, KCS1***

GPM21c11 трнк trp 
cca , YKL071W, YKL070W, YKL069W, тРНК Val 

AAC , YKL068W-A, NUP100*

GPM21j14 мярнк19*, POP1, ADE12, ALG9, MGS1, YNL217W, RAP1* 

GPM23o10 DNF2**, yDR094W, yDR095C, GiS1, MSH6, GRX3, тРНК Gln 
UUG

GPM25l04 NUP120***, yKL056C, OAR1, DEF1, MDM35, yKL053W, ASK1***

GPM28b10 DDC1**, RSA1, PRM3, yPL191C, NAB3, yPL189C-A, GUP2, POS5

GPM29j24 SMF2**, YHR050W-A, COX6, CIC1, RUF5-1, YHR052W-A, CUP1-1, yHR054C, RUF5-2***, yHR054W-A, CUP1-2***

GPM2f04 YOR356W***, GRD19, HAP5, vTS1, PDE2, PRT1, PRE10, PIP2, YOR364W, YOR365C***, YOR366W

GPM31d16 ABC1***, трнк trp 
cca, yGL118C, yGL117W, CDC20, SNF4, yGL114W*

GPM4g14 BUD14*, ADE1, KiN3, CDC15, YAR019W-A, PAU7, YAR023C***

GPM4p01 SMY1**, DHR2, YKL077W, PSY1, YKL075C, MUD2, LHS1,STB6, трнк trp 
cca

GPM7c22 SAC3**, SSy1*, yDR161W, NBP2, CWC15, SEC1, TRM82*

GPM7l21 GLT1*, UGA3, UGX2, SFA1, NRP1, FAP7, CDC36*

* У гена отсутствует 3’ последовательность. 
** У гена отсутствует 5’ последовательность. 
*** Ген интактен, но отсутствуют некоторые регуляторные элементы. 
1 Жирным шрифтом выделены гены, которые потенциально могут вызывать нонсенс-супрессию при сверхэкспрессии.
2 Подчеркиванием выделены гены, кодирующие потенциально амилоидогенные белки.

Таблица 3 
плазмиды библиотеки ySc4613, трансформация которыми вызывает  нонсенс-супрессию в штамме 1-д933
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сперименты показали, что после потери плазмид для 
сверхэкспрессии генов NAB2, NAB3 и VTS1 дрожжи 
утрачивают супрессорный фенотип (рис. 1, Б). 

Таким образом, гены NAB2, NAB3 и VTS1 опосредуют 
нонсенс-супрессию на генетическом фоне штамма 2-4-
1-1-Д931. 

обсуждение

Недавно обнаруженный нами прионоподобный детер-
минант [NSI+] вызывает нонсенс-супрессию только 
на фоне делеции SUP35N. На основании этого мы пред-
положили, что делеция N-терминального домена белка 
Sup35 создает своеобразный провокационный генети-
ческий фон, который дает возможность для поиска но-
вых генов и эпигенетических факторов, участвующих в 

рис. 1. Эффекты сверхэкспрессии выявленных в ходе скринин-
га генов, кодирующих NQ-обогащенные белки. 

 а. Анализ нонсенс-супрессии на средах –Ura–Ade и 
–Ura–Trp c добавлением 150 мкМ CuSO4 на фоне 
сверхэкспрессии генов DEF1, NAB2, NAB3, NRP1, PIN3 
и VTS1 в штамме 2-4-1-1-Д931 [nsi–][PIN+]. 

 Б. Анализ нонсенс-супрессии на селективной среде без 
аденина со 150 мкМ CuSO4 после потери плазмид для 
сверхэкспрессии исследуемых генов. Фотография сде-
лана через четыре дня инкубации на селективной среде

контроле нонсенс-супрессии. Мы использовали штамм, 
продуцирующий химерный белок Aβ-Sup35MC, как мо-
дельную систему для выявления генов, эффекты которых 
на нонсенс-супрессию не могут быть выявлены в штам-
мах, продуцирующих немодифицированный фактор тер-
минации трансляции eRF3. В ходе скрининга было вы-
явлено 22 фрагмента дрожжевого генома, содержащие 
суммарно 91 ген, увеличение числа копий которых вы-
зывает нонсенс-супрессию. Для генов тРНК Trp 

CCA, содер-
жащихся в клонах GPM14l17, GPM21c11, GPM31d16 
и GPM4p01 супрессорная активность по отношению 
к кодону UGA была показана ранее (Ong et al., 1997). 
Введение гена ADE1, находящегося в составе клонов 
GPM17m07 и GPM4g14, также закономерно должно 
приводить к комплементации мутации ade1-14. Данных 
о супрессорной активности остальных выявленных нами 
генов ранее получено не было. В настоящей работе мы 
сосредоточили внимание на анализе эффектов сверхэкс-
прессии генов, кодирующих NQ-обогащенные белки, 
которые могут быть вовлечены как в генетический, так 
и в эпигенетический контроль супрессии. Проведенные 
исследования показывают, что нонсенс-супрессию на се-
лективной среде без аденина вызывает сверхэкспрессия 
трех генов: NAB2, NAB3 и VTS1.

Ген VTS1 кодирует белок, вовлеченный в посттранс-
крипционную регуляцию мРНК, содержащих специфи-
ческую шпильку SRE (SMAUG Recognition Element), 
путем деградации (Aviv et al., 2003). Первоначально этот 
ген был идентифицирован как многокопийный супрессор 
мутаций vti1–2, которые приводили к дефектам и нару-
шению вакуолярного транспорта (Dilcher et al., 2001). 
Позднее было установлено, что Vts1 индуцирует дегра-
дацию SRE-содержащих РНК, путем деаденилирования, 
опосредованного комплексом Ccr4p-Pop2p-Not (Rendl 
et al., 2008). Эта система, получившая у S. cerevisiae на-
звание Vts1-mediated decay, является консервативной и 
представлена, например, у Drosophila melanogaster го-
мологом Vts1 белком Smaug (Aviv et al., 2003). Следует 
отметить, что компоненты систем деградации мРНК ра-
нее уже выявлялись в качестве супрессоров нонсенс-ал-
лелей. Например, мутантные аллели генов UPF1, UPF2 
и UPF3, участвующие в системе деградации мРНК, опо- 
средованной преждевременными стоп-кодонами, были 
идентифицированы в качестве слабых рецессивных ом-
нипотентных аллосупрессоров мутаций в гене тРНК лей-
цина (Ono et al., 2005). 

Следует остановиться на возможных механизмах 
влияния Vts1 на нонсенс-супрессию. Потенциально она 
может быть связана с различными процессами, однако, 
учитывая омнипотентность, наиболее логичным пред-
ставляется связать эту супрессию либо с нарушениями 
трансляционного аппарата, либо с нонсенс-опосредо-
ванной деградацией мРНК. По данным “Saccharomyces 
Genome Database” (http://www.yeastgenome.org/), 
Vts1 взаимодействует с продуктами 22-х генов. Сре-
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ди всех генов, для которых показано взаимодействие с 
VTS1, ни один не кодирует компонент системы нонсенс-
опосредованной деградации мРНК. Вместе с тем показа-
но, что Vts1 взаимодействует с белком Stm1 (Krogan et 
al., 2006), который опосредует взаимодействие фактора 
элонгации трансляции eEF3 с рибосомой (Van Dyke et 
al., 2009). Изменение уровня экспрессии STM1 приводит 
к нарушениям трансляции, повышенной чувствитель-
ности штаммов к трансляционному ингибитору анизоми-
цину, снижению афинности eEF3 к рибосоме (Van Dyke 
et al., 2009). На основании этих данных представляет-
ся возможным предположить, что нонсенс-супрессия, 
опосредованная VTS1, может быть вызвана частичным 
нарушением процесса трансляции, связанным с взаимо-
действием между Vts1 и продуктом гена STM1.

Белок Nab2 является компонентом системы экспорта 
мРНК из ядра и участвует в контроле полиаденилирова-
ния. Этот белок опосредует ядерный экспорт более 2000 
мРНК (Fasken et al., 2008). Белок Nab3 также является 
РНК-связывающим, участвуя в терминации транскрипции 
с промоторов РНК-полимеразы II (Conrad et al., 2000).

Сложно выдвинуть гипотезу относительно молеку-
лярной природы нонсенс-супрессии, наблюдаемой при 
сверхэкспрессии NAB2 и NAB3, так как эти гены учас-
твуют в регуляции целого ряда клеточных процессов. 
Вместе с тем следует обратить внимание на то, что эти 
гены никогда ранее не выявлялись в качестве супрес-
соров нонсенс-мутаций в штаммах, продуцирующих не-
модифицированный белок Sup35. Этот факт заставляет 
задуматься о возможной функциональной роли N-терми-
нального домена Sup35. Показано, что делеция SUP35N 
не вызывает снижения эффективности терминации 
трансляции (Urakov et al., 2006), однако может влиять 
на ряд других клеточных процессов, в том числе дегра-
дацию матричных РНК (Hosoda et al., 2003). В связи с 
этим можно предположить, что на фоне делеции SUP35N 
происходит изменение количества определенных мРНК в 
клетке. Этот эффект не имеет сам по себе фенотипичес-
кого проявления, но служит фоном, на котором NAB2, 
NAB3, VTS1 и [NSI+] вызывают нонсенс-супрессию. Та-
ким образом, делеция SUP35N может быть рассмотре-
на в качестве криптического супрессора, а NAB2, NAB3, 
VTS1 и [NSI+] – в качестве аллосупрессоров, которые 
сами по себе также не вызывают нонсенс-супрессию. 
Данный пример является иллюстрацией того, как изме-
нения генетического фона вызывают проявления взаи-
модействий генов, не детектируемые в норме. Аналогич-
ная ситуация наблюдается в случае детерминанта [ISP+], 
который является антисупрессором на фоне комбинации 
супрессорной мутации sup35-25 и криптической мута-
ции sup45-400 (Rogoza et al., 2010).

Детерминант [NSI+] вызывает омнипотентную 
нонсенс-супрессию в штаммах с делецией SUP35N 
(Saifitdinova et al., 2010). В связи с этим следовало бы 
ожидать, что при сверхэкспрессии структурного гена 

[NSI+] в штамме 1-Д933 будет с повышенной частотой 
происходить индукция этого детерминанта, которая бу-
дет иметь фенотипическое проявление. Выявленные в 
ходе настоящего исследования гены NAB2, NAB3 и VTS1 
кодируют потенциально амилоидогенные белки (Alberti 
et al., 2009), которые могут быть рассмотрены в качестве 
кандидатов на роль новых дрожжевых прионов. Прове-
денный нами анализ показывает, что нонсенс-супрессия, 
наблюдаемая при сверхэкспрессии выявленных генов, не 
сохраняется после потери плазмид для сверхэкспрессии. 
Это свидетельствует в пользу того, что либо белковые аг-
регаты, образующиеся при сверхпродукции Nab2, Nab3 
и Vts1, не обладают инфекционными свойствами, либо 
наблюдаемая нонсенс-супрессия не связана с агрегацией 
этих белков. Проведенные эксперименты показывают, 
что ни один из данных генов не является детерминантом 
[NSI+]. Нельзя исключать, что детерминант [NSI+] мо-
жет находиться в составе других последовательностей, 
выявленных в ходе скрининга.

В настоящем исследовании в масштабах всего генома 
охарактеризован комплекс генов, сверхэкспрессия кото-
рых опосредует нонсенс-супрессию на фоне делеции пос-
ледовательности, кодирующей N-терминальный домен 
белка Sup35. Впервые показано, что гены NAB2, NAB3 и 
VTS1, кодирующие NQ-обогащенные белки, участвуют 
в контроле нонсенс-супрессии у дрожжей S. cerevisae. 
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SEarch for gENES ENcoDINg potENtIaLLy 
aMyLoIDogENIc protEINS INvoLvED  
IN rEguLatIoN of NoNSENSE-SupprESSIoN  
IN SACCHAROMyCES CEREviSiAE

Nizhnikov A. A., Magomedova Z. M., Inge-Vechtomov S. G.  
Saifitdinova A. F., Galkin A. P.

SuMMary ` : previously, the deletion of SUP35N has been shown to 

create the genetic background for identification of the novel genes and 

epigenetic determinants controlling the nonsense-suppression. here, 

using a genomic overexpression screen, we have found several genes 

encoding potentially amyloidogenic proteins, whose overexpression 

affects the suppressor phenotype in the strain producing the chimeric 

protein aβ-Sup35Mc on the background of the deletion of SUP35 gene 

encoding releasing factor erf3. It has been demonstrated the NAB2, 

NAB3 and vTS1 genes participate in the regulation of nonsense-sup-

pression in S. cerevisiae.

K ` Ey worDS: prion; amyloid; yeast; NAB2; NAB3; VTS1; Sup35; 

[NSI+]; nonsense-suppression.
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