
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2019, том 53, № 2, с. 274–281

274

Rpn4-ПОДОБНЫЙ БЕЛОК Candida glabrata КОМПЛЕМЕНТИРУЕТ 
ДЕЛЕЦИЮ ГЕНА RPN4 У Saccharomyces cerevisiae
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Экспрессия протеасомных генов в клетках дрожжей Saccharomyces cerevisiae координировано регу-
лируется системой, состоящей из фактора транскрипции ScRpn4 и его сайта связывания, названно-
го PACE. Ранее мы показали, что, несмотря на незначительное общее сходство с ScRpn4, Rpn4-по-
добные белки биотехнологически значимых видов дрожжей Komagataella pfaffii (Pichia pastoris), Yar-
rowia lipolytica и Debaryomyces hansenii способны комплементировать делецию RPN4 у S. сerevisiae.
Условно-патогенные дрожжи Candida glabrata также имеют ген Rpn4-подобного белка, однако экс-
периментально этот белок не охарактеризован. В настоящей работе показано, что в гетерологичной
системе экспрессии S. cerevisiae ортолог ScRpn4 из C. glabrata восстанавливает устойчивость к стрес-
совым воздействиям и уровень мРНК протеасомных генов у мутантного штамма S. cerevisiae с деле-
цией гена SCRPN4. Кроме того, уникальная N-концевая область необходима для функционирования
CgRpn4. Полученные нами данные указывают на то, что CgRpn4 служит активатором транскрипции
протеасомных генов, а модельная система S. cerevisiae может использоваться в дальнейшем структур-
ном и функциональном анализе этого белка.
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ВВЕДЕНИЕ

Дрожжи Candida glabrata относятся к условно-
патогенным микроорганизмам, нередко обитаю-
щим на слизистых оболочках в качестве компо-
нента нормальной микрофлоры человека. Тем не
менее, в ряде случаев, в частности у пациентов с
иммунодефицитом, C. glabrata может вызывать
кандидоз. По статистике C. glabrata становится
причиной 15‒25% всех случаев кандидозов [1].
C. glabrata, принадлежащие к семейству Saccharo-
mycetaceae класс Saccharomycetes, филогенетиче-
ски более близки к пекарским дрожжам Saccharo-
myces cerevisiae, чем к возбудителям кандидоза, на-
пример C. albicans [2].

Причины вирулентности C. glabrata, по-види-
мому, частично связаны с повышенной устойчи-

востью этих микроорганизмов к действию актив-
ных форм кислорода [1]. Также C. glabrata харак-
теризуется устойчивостью к азолам (например
флюконазолу) – фунгицидам, нарушающим био-
синтез эргостерола, компонента клеточных мем-
бран. Одним из ключевых факторов формирова-
ния устойчивости к лекарственным препаратам и
окислительному стрессу является Pdr1p [3]. У
дрожжей S. cerevisiae экспрессия гена этого фак-
тора транскрипции регулируется Rpn4p, в то же
время Pdr1p служит трансактиватором гена RPN4,
который отвечает за устойчивость ко многим ти-
пам неблагоприятных воздействий – тепловому
шоку, окислительному и ДНК-повреждающему
стрессу [4].

Фактор транскрипции Rpn4 впервые был оха-
рактеризован нами в сотрудничестве с коллегами

Сокращения: PACE – регуляторный элемент, ассоциированный с протеасомными генами (Proteasome associated control el-
ement); MMS – метилметансульфонат (methyl methane sulfonate); 4-NQO – 4-нитрохинолин-1-оксид (4-nitroquinolin-1-ox-
ide); NAD – N-концевой “кислый домен” (N-terminal acidic domain); CAD – C-концевой “кислый домен” (C-terminal acid-
ic domain); NTAD – N-концевой трансактиваторный домен (N-terminal transactivation domain); N-ZnF – N-концевой до-
мен “цинкового пальца” (N-terminal zinc finger domain); C-ZnF – С-концевой домен “цинкового пальца” (C-terminal zinc
finger domain); QRR – участок, обогащенный остатками глутамина (Glutamine rich region).
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из Германии как компонент системы координи-
рованной регуляции экспрессии протеасомных
генов [5, 6]. 26S протеасома – это АТР-зависимый
мультисубъединичный протеазный комплекс, ко-
торый отвечает за деградацию большинства внут-
риклеточных белков, в том числе поврежденных и
неправильно свернутых. В промоторах почти всех
генов, кодирующих субъединицы протеасомы, об-
наружен регуляторный элемент PACE (Proteasome
Associated Control Element, 5'-GGTGGCAAA-3'),
с которым связывается Rpn4. Фактор Rpn4 S. cere-
visiae (ScRpn4) регулирует не только протеасомные
гены, но и множество других, включая гены ком-
понентов различных антистрессовых ответов [7].

В ходе биоинформатического анализа геномов
различных организмов PACE-подобные элемен-
ты и гены, кодирующие ScRpn4-подобные белки,
были выявлены только у дрожжей класса Saccha-
romycetes [2]. Ранее мы показали, что ScRpn4-по-
добные белки таких биотехнологически значи-
мых дрожжей, как Yarrowia lipolytica, Komagataella
pfaffii (Pichia pastoris) и Debaryomyces hansenii спо-
собны восстанавливать уровень мРНК протеасом-
ных генов и устойчивость к стрессовым воздействи-
ям штамма S. cerevisiae с делецией гена SCRPN4 [8,
9]. Ортолог этого гена найден и у C. glabrata. По-
казано, что экспрессия CGRPN4 увеличивается в
условиях окислительного стресса, в связи с чем
возникает предположение о его участии в устой-
чивости к неблагоприятным условиям по анало-
гии с белком S. cerevisiae [3, 10]. Вероятно, этот
фактор транскрипции вовлечен в активацию
программы, направленной на нейтрализацию
активных форм кислорода. Однако эксперимен-
тально белок CgRpn4 до сих пор не охарактери-
зован.

В настоящей работе ген ортолога Rpn4 C. glabra-
ta клонирован и экспрессирован в штамме S. cere-
visiae с делецией собственного гена RPN4. Уста-
новлена способность белка CgRpn4 обеспечивать
устойчивость к различным видам стресса, вклю-
чая окислительный стресс, и восстанавливать
экспрессию PRE1, кодирующего важную струк-

турную субъединицу 20S протеасомного субком-
плекса S. cerevisiae. Установлено также, что деле-
ция участка гена, кодирующего N-концевую об-
ласть, приводит к инактивации CgRpn4.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы дрожжей и условия роста клеток. В ра-
боте использовали штаммы S. cerevisiae BY4742
(MATα; his3∆1; leu2∆0; lys2∆0; ura3∆0) дикого ти-
па (“Euroscarf”, Германия) и BY4742 rpn4-∆ (Matα;
his3∆1; leu2∆0; lys2∆0; ura3∆0; YDL020c::kanMX4) c
делецией гена RPN4 (“Euroscarf”). Клетки дрож-
жей растили при 30°C на среде YPD (2% глюкозы,
2% пептона, 1% дрожжевого экстракта) и транс-
формировали, используя литий-ацетатный метод
[11]. Трансформированные клетки растили на се-
лективной среде, содержащей YNB, смесь амино-
кислот Dropout media, аденин и 2% глюкозы без
урацила (все компоненты производства “Sigma”,
США).

Получение плазмидных конструкций. Получе-
ние плазмиды YCp-Lac36-CGRPN4. Участок гена
CAGL0K01727g, кодирующий предполагаемый ор-
толог ScRpn4, амплифицировали с геномной ДНК
C. glabrata HTL [12], выделенной методом встряхи-
вания со стеклянными шариками (“Sigma”) [13], c
праймерами CgRpn4-NcoI-F и CgRpn4-XhoI-R
(табл. 1). Амплифицированный фрагмент очища-
ли и клонировали в плазмиду YCpLac36-SCRPN4
(табл. 1) по сайтам NcoI и XhoI вместо гена
SCRPN4.

Получение плазмиды YCp-Lac36-ΔN177-
CGRPN4. Фрагмент гена CAGL0K01727g, кодиру-
ющий CgRpn4 без первых 177 N-концевых амино-
кислотных остатков, амплифицировали с геномной
ДНК C. glabrata HTL c праймерами CgRPN4-
ΔN177-NcoI-F и CgRpn4-XhoI-R и клонировали в
YCpLac36-SCRPN4 по сайтам NcoI и XhoI.

Присутствие клонированных фрагментов ДНК
проверяли с помощью ПЦР с колоний Escherichia
coli и рестрикционным анализом плазмид, выде-

Таблица 1. Плазмиды, использованные в работе

Плазмида Характеристика плазмиды Источник

YCpLac36 Низкокопийный центромерный дрожжевой вектор [14]

YCpLac36-SCRPN4 Экспрессионная плазмида, производная YСpLac36, кодирующая 
ген RPN4 S. cerevisiae, под контролем промотора SCRPN4

[14, 15]

YCpLac36-ΔN210-SCRPN4 Экспрессионная плазмида, производная YСpLac36-SCRPN4, коди-
рующая ScRpn4 с делецией 210 N-концевых аминокислот

[9]

YCp-Lac36-CGRPN4 Экспрессионная плазмида, производная YСpLac36-SCRPN4, коди-
рующая Rpn4 C. glabrata

Данная 
работа

YCp-Lac36-ΔN177-CGRPN4 Экспрессионная плазмида, производная YСpLac36-SCRPN4, коди-
рующая CgRpn4 с делецией 177 N-концевых аминокислот
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ленных из ПЦР-положительных колоний. Нук-
леотидную последовательность клонированных
фрагментов подтверждали секвенированием.

Определение устойчивости дрожжей к стрессу с
помощью серии разведений культуры на чашках
Петри. Культуры клеток дрожжей, выращенные в
течение ночи на жидкой селективной среде, раз-
водили до оптической плотности ОD600 = 1. Далее
готовили серию из последовательных десятикрат-
ных разведений суспензии клеток в воде и высе-
вали на твердую селективную среду без урацила с
добавлением стрессовых агентов: ацетата кадмия,
MMS, 4-NQO и циклогексимида. Тест на устой-
чивость к L-канаванину проводили на селектив-
ной среде без урацила и аргинина (все реактивы
производства “Sigma”). В контроле штаммы рас-
тили на среде без добавления стрессовых агентов.
Устойчивость штаммов дрожжей к стрессу опре-
деляли качественно по скорости формирования
колоний.

Определение относительного уровня мРНК.
Культуры клеток дрожжей, выращенные в тече-
ние ночи на жидкой селективной среде, разво-
дили до ОD600 = 0.2 и подращивали в течение 4 ч.
Стресс индуцировали, добавляя 4-NQO до ко-
нечной концентрации 2 мкг/мл и инкубируя в
течение еще 45 мин. Клетки осаждали центрифу-
гированием, суммарную РНК выделяли с исполь-
зованием горячего кислого фенола [16]. кДНК
синтезировали с использованием обратной тран-
скриптазы RevertAid H-minus (“Thermo Scientif-
ic”, США) по протоколу, рекомендованному про-
изводителем, с олиго(dT) в качестве затравки. От-
носительное количество мРНК протеасомного
гена PRE1 определяли методом ПЦР в реальном
времени с флуоресцентным красителем Eva
Green (“Синтол”, Россия) на приборе LightCy-
cler-480-II (“Roche Life Science”, США) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя. Рефе-
ренсным геном служил ген актина (ACT1). Пер-
вичную обработку данных проводили с помощью
программного обеспечения, поставляемого с
прибором. Дальнейшую обработку проводили с
помощью Microsoft Excel. Олигонуклеотиды, по-

следовательности которых представлены в табл. 2,
подбирали с помощью сервера mFold [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
CgRpn4 имеет слабое сходство с ScRpn4

вне ДНК-связывающего домена
В ходе биоинформатического анализа установ-

лено, что общее сходство аминокислотных после-
довательностей белков CgRpn4 (XP_448300.1, ко-
дируемого геном CAGL0K01727g), и ScRpn4 со-
ставляет 48.1% (рис. 1). К участкам, имеющим
наибольшее локальное сходство, можно отнести
N-концевой фрагмент (остатки 1‒21), входящий
в состав сигнала убиквитиннезависимого протео-
лиза у ScRpn4 [18], и С-концевую область, содер-
жащую предполагаемый ДНК-связывающий до-
мен, представленный “цинковыми пальцами”
(N-ZnF и C-ZnF). В центральной части CgRpn4,
как и у ScRpn4, можно выделить два участка, обо-
гащенных остатками глутаминовой и аспараги-
новой кислот (так называемые кислые домены).
N-концевые кислые домены (NAD) этих белков
хорошо сопоставлены в выравнивании, тогда как
С-концевые (CAD) не имеют значимого сходства
и удалены друг от друга. Отметим, что в целом N-
концевая область CgRpn4 не обладает значимым
сходством с N-концевой областью ScRpn4, со-
держащей сильный трансактиваторный домен
[19]. Примечательно, что в N-концевой области
CgRpn4 обнаружен участок, обогащенный остат-
ками глутамина (QRR), который, возможно, вхо-
дит в состав потенциального глутамин-богатого
трансактиваторного домена.

Одна из особенностей структуры Rpn4-подоб-
ных белков – необычный N-ZnF. Этот участок не
выявляется онлайн программами, идентифици-
рующими домены цинковых пальцев, например
(http://zf.princeton.edu/ [21]), тогда как стандарт-
ный С-концевой цинковый палец типа C2H2 и
распознаваемый им фрагмент 3'-GGTG-5' PACE-
элемента предсказываются правильно. Предпо-
лагаемые контакты между цинковыми пальцами
выведены в соответствии с системой правил рас-

Таблица 2. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Примечание: жирным выделены сайты эндонуклеаз рестрикции.

Олигонуклеотид Нуклеотидная последовательность 5' → 3'

CgRpn4-NcoI-F GAGAGAGAACCATGGCGTCTATAGATTTGGGACT
CgRpn4-XhoI-R GAGAGAGAACTCGAGTTATGCAGTGACAAATCCGAT
CgRPN4-ΔN177-NcoI-F GAGAGAGAACCATGGACGACGATGACCTGAGTGA
PRE1-EX-RT-F ACTACTGAGGAGGGTTTAG
PRE1-EX-RT-R CTTATGCCATCTTTATCCACGA
ACT1-ex-RT-F CCTTCTGTTTTGGGTTTGGAATC
ACT1-ex-RT-R TGGAGCCAAAGCGGTGATTTCCT
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познавания ДНК доменами цинковых пальцев,
так называемого “кода цинковых пальцев”, кото-
рые, в свою очередь, определены в ходе анализа
кристаллографических данных комплексов цин-
ковых пальцев с распознаваемыми элементами
ДНК [21–23]. Мы предположили, что в распозна-
вании фрагмента 5'-ААА-3' по комплементарной
цепи участвуют как N-ZnF, так и прилегающий к
нему участок, обогащенный остатками серина и
треонина.

Высокое сходство ДНК-связывающих доме-
нов и особенно остатков, предположительно об-

разующих контакты с ДНК (рис. 1, 2а), должно
обеспечивать распознавание сходных элементов.
Действительно, консенсус элемента, обнаружен-
ного в промоторах протеасомных генов C. glabrata
[2], очень похож на PACE-элемент S. cerevisiae
(рис. 2б). Отметим, что некоторые отличия в по-
ложениях 1 и 7 консенсуса коррелируют с нали-
чием аминокислотных замен возле остатка тиро-
зина в 2-ом положении распознающей спирали
N-ZnF и остатка лизина в положении 11 распо-
знающей спирали C-ZnF (рис. 1). Известно, что
аминокислотные остатки, находящиеся рядом с

Рис. 1. Выравнивание аминокислотных последовательностей CgRpn4 и ScRpn4. Глобальное выравнивание выполня-
ли с помощью программы EMBOSS-Stretcher (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_stretcher/) [20] с параметрами по
умолчанию. В вычислениях использовали стандартную матрицу сопоставления аминокислотных остатков BLOSUM62.
Полужирным выделены биологически значимые участки. Вертикальная черта (|) соответствует идентичным амино-
кислотным остаткам, двоеточие (:) – сходным (положительное значение в матрице BLOSUM62), точка (.) – несход-
ным остаткам (отрицательное значение в матрице BLOSUM62). Подчеркнуты и пронумерованы аминокислотные
остатки распознающих α-спиралей цинковых пальцев ScRpn4.
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распознающими остатками, влияют на специ-
фичность узнавания последовательности ДНК
доменами цинковых пальцев [22].

CgRpn4 восстанавливает устойчивость штамма
S. cerevisiae с делецией гена SCRPN4

к различным видам стресса

Делеция гена SCRPN4 делает клетки дрожжей
гиперчувствительными к различным видам стрес-
са (рис. 3а).

В результате недостаточной активности проте-
асом в штамме с делецией гена SCRPN4 клетки
становятся чувствительными к воздействиям, ко-
торые вызывают накопление неправильно свер-
нутых белков – тепловому шоку и токсичным
аналогам аминокислот, таким как азетидин (ана-
лог пролина) и канаванин (аналог аргинина), а
также к действию мышьяка. Кроме того, в штам-
ме с делецией гена SCRPN4 нарушена работа си-
стем репарации ДНК, что снижает его жизнеспо-
собность при воздействии ДНК-повреждающих
агентов, таких как MMS и 4-NQO [14]. Поврежде-
ние ДНК тесно связано с окислительным стрес-

сом, так как сопутствующее нарушение работы
митохондрий приводит к образованию активных
форм кислорода. Свободные радикалы, в свою
очередь, также вызывают повреждение ДНК. В
отсутствие фактора Rpn4 снижается экспрессия
YAP1 – основного сенсора окислительного стрес-
са в клетках дрожжей [7]. Помимо прямых окис-
лителей (пероксидов) окислительный стресс мо-
жет индуцироваться ионами тяжелых металлов
(кадмий) и металлоидов (мышьяк), которые при-
водят к увеличению концентрации активных
форм кислорода в клетке [25, 26].

Рис. 2. Предполагаемые “код цинковых пальцев”
ScRpn4 и консенсусы элементов, узнаваемых ScRpn4
и CgRpn4. а – Схема предполагаемых контактов ами-
нокислотных остатков распознающих ДНК α-спира-
лей цинковых пальцев ScRpn4 с консенсусом его сай-
та связывания. Указаны ключевые аминокислотные
остатки распознающих α-спиралей цинковых паль-
цев ScRpn4 (см. рис. 1). Контакты предсказаны в со-
ответствии с системой правил распознавания ДНК
доменами цинковых пальцев [21–23]. б – Логотип
консервативности нуклеотидов регуляторных эле-
ментов в промоторных областях протеасомных генов,
с которыми взаимодействуют CgRpn4 и ScRpn4, по-
строенный с помощью программы WebLogo [24] на
основе последовательностей, приведенных в [2].
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Рис. 3. CgRpn4 комплементирует делецию RPN4 у
S. cerevisiae. а – Экспрессия CGRPN4 в штамме rpn4-Δ
восстанавливает устойчивость мутантного штамма к
действию различных стрессовых агентов. Обозначе-
ния токсичных соединений: CAN – канаванин, ана-
лог лизина; Сd2+ – CdCl2; CHX – циклогексимид,
ингибитор трансляции; 4-NQO – ДНК-окисляющее
соединение; AsIII – метаарсенит натрия NaAsO2, вызы-
вает окислительный стресс. б – Экспрессия CGRPN4 в
штамме rpn4-Δ восстанавливает уровень мРНК PRE1
как в норме, так и при действии 4-NQO. Ген ACT1 ис-
пользовали в качестве референсного. Нормирован-
ное значение уровня мРНК PRE1 в штамме rpn4-Δ в
нормальных условиях принято за единицу. Представ-
лены средние значения трех независимых опытов.
Разброс данных представлен стандартным отклоне-
нием. WT – штамм дикого типа; rpn4-Δ – штамм с де-
лецией гена SCRPN4; ScRpn4 – штамм rpn4-Δ, транс-
формированный плазмидой YCpLac36-SCRPN4;
ScRpn4 – штамм rpn4-Δ, трансформированный плаз-
мидой YCpLac36-CGRPN4.
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Комплементация делеции гена SCRPN4 в
штамме S. cerevisiae путем введения в плазмиды
YCpLac36-SCRPN4, кодирующей полноразмер-
ный белок под контролем собственного промото-
ра, восстанавливает нормальный фенотип клеток в
условиях стресса, вызваного канаванином, кадми-
ем, мышьяком, циклогексимидом и ДНК-повре-
ждающими агентами – MMS и 4-NQO (рис. 3а).
Трансформация плазмидой YCp-Lac36-CGRPN4,
кодирующей ортолог Rpn4 из C. glabrata, также
приводит к восстановлению устойчивости к ука-
занным стрессовым агентам (рис. 3а). Таким обра-
зом, функциональный анализ указывает на перво-
степенную роль гена CGRPN4 в обеспечении

устойчивости клеток к окислительному, протео-
токсическому и ДНК-повреждающему стрессу.

CgRpn4 восстанавливает экспрессию 
протеасомного гена PRE1 в штамме

с делецией SCRPN4
Белок Rpn4 идентифицирован как фактор

транскрипции, обеспечивающий координирован-
ную экспрессию генов, кодирующих субъединицы
26S протеасомы [5, 6]. В условиях действия стрес-
са, индуцирующего экспрессию SCRPN4, напри-
мер при повреждении ДНК, происходит накопле-
ние белка Rpn4 и последующая активация экспрес-
сии его генов-мишеней, включая протеасомные
гены [27]. В штамме с делецией гена SCRPN4 уро-
вень мРНК гена PRE1, кодирующего субъединицу
20S протеолитического субкомплекса протеасомы,
снижен в нормальных условиях роста, и наблюда-
ется его слабая индукция в присутствии ДНК-
окисляющего агента 4-NQO (рис. 3б). Введение в
мутантный штамм полноразмерной копии как
собственного гена, так и ортолога из C. glabrata
восстанавливает уровень мРНК гена PRE1 как в
норме, так и в присутствии 4-NQO (рис. 3б). Это
означает, что белок CgRpn4 способен связывать-
ся с промоторами генов-мишеней Rpn4, включая
протеасомный ген PRE1, и выполнять функцию
активатора транскрипции.

N-концевая область CgRpn4 содержит 
трансактиваторный домен и необходима

для функционирования белка
Основной трансактиваторный домен ScRpn4

находится в пределах 210 N-концевых аминокис-
лот. Делеция этой области приводит к полной утрате
активности фактора транскрипции [19]. Соответ-
ствующий ей N-концевой участок CgRpn4 продол-
жается до NAD-домена и составляет 177 аминокис-
лот (рис. 4а). Делеция соответствующего фраг-
мента гена CGRPN4 также приводит к потере
трансактиваторной активности белка CgRpn4.
Укороченный белок не способен восстанавливать
устойчивость к стрессу и уровень мРНК генов-ми-
шеней в штамме с делецией SCRPN4 (рис. 4б, в). Та-
ким образом, N-концевая область белка CgRpn4
также может содержать весь основной трансакти-
ваторный домен или его часть.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе впервые клонирован ген

Rpn4-подобного белка условно-патогенных дрож-
жей C. glabrata. В гетерологичной системе экспрес-
сии S. cerevisiae показано, что CgRpn4 способен
функционально замещать ScRpn4. Кроме того,
уникальная N-концевая область необходима для
функционирования CgRpn4.

Рис. 4. N-концевая область необходима для функци-
онирования CgRpn4. а – Схема структуры белков, ко-
дируемых экспрессионными плазмидами. б –
CgRpn4 с делецией 177 N-концевых остатков не вос-
станавливает устойчивость штамма rpn4-Δ к стрессу.
в – CgRpn4-Δ177 не восстанавливает уровень экс-
прессии PRE1 в штамме rpn4-Δ. Ген ACT1 использова-
ли в качестве референсного. Нормированное значе-
ние уровня мРНК PRE1 в штамме rpn4-Δ, продуциру-
ющем ΔN210-ScRpn4, в нормальных условиях
принято за единицу. Представлены средние значения
трех независимых опытов. Разброс данных представ-
лен стандартным отклонением. ΔN210-ScRpn4 –
штамм rpn4-Δ, трансформированный плазмидой
YCpLac36-ΔN210-SCRPN4; ΔN177-CgRpn4 – штамм
rpn4-Δ, трансформированный плазмидой YCpLac36-
ΔN177-CgRPN4. Сd2+ – CdCl2; AsIII –NaAsO2, вызы-
вает окислительный стресс.
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C. glabrata эволюционно более близкий S. cere-
visiae вид, чем K. pfaffii, Y. lipolytica и D. hansenii [2].
В соответствии с этим CgRpn4 обнаруживает
большее сходство с ScRpn4 (48.1%), чем KpRpn4
(36.8%), YlRpn4 (36.3%) [8] или DhRpn4 (37.2%)
[9]. Как и у других Rpn4-подобных белков, наи-
высшее локальное сходство выявлено у предпо-
лагаемого ДНК-связывающего домена, представ-
ленного цинковыми пальцами, тогда как N-кон-
цевая область уникальна для CgRpn4. Отметим,
что высокое сходство ДНК-связывающих доме-
нов ScRpn4 и CgRpn4 и идентичность аминокис-
лотных остатков, контактирующих, вероятно, с
ДНК, соответствует высокому сходству профи-
лей распознаваемых PACE-подобных элементов
(рис. 2а). Можно ожидать, что CgRpn4 способен
регулировать те же гены, что и ScRpn4. В числе ге-
нов, регулируемых Rpn4, можно отметить YAP1,
кодирующий фактор транскрипции, действую-
щий как сенсор активных форм кислорода, и как
регулятор экспрессии генов, чьи продукты участ-
вуют в ответе на окислительный стресс, например
тиоредоксинов [28]. Кроме того, важными мише-
нями Rpn4 служат факторы транскрипции Pdr1–
Pdr3, участвующие в феномене множественной
лекарственной устойчивости [4].

Различия же в последовательности N-концевых
областей CgRpn4 и ScRpn4 ведут к закономерному
вопросу, содержит ли N-концевая область CgRpn4
трансактиваторный домен? Полученные нами
данные указывают на то, что N-концевая область
CgRpn4 действительно необходима для функцио-
нирования белка как фактора транскрипции и
вносит основной вклад в формирование устойчи-
вости к стрессу. В N-концевой области CgRpn4 на-
ходится короткий участок, обогащенный остатка-
ми глутамина, который может быть частью домена
бóльшего размера. Обогащенные глутамином до-
мены встречаются у небольшого числа факторов
транскрипции и вспомогательных транскрипци-
онных комплексов S. cerevisiae, например, у Нap1p,
Нap2p и в субъединице Gal11p одного из медиа-
торных комплексов [29].

Таким образом, нами впервые показано, что в
гетерологичной системе S. cerevisiae Rpn4-подоб-
ный белок из C. glabrata служит активатором
транскрипции протеасомных генов и участвует в
ответе на различные виды стресса, включая окис-
лительный. Можно предположить, что этот белок
вносит значительный вклад в устойчивость C. gla-
brata к окислительному стрессу и фунгицидам, и,
опосредованно, в вирулентность микроорганизма.
Эта гипотеза требует экспериментального под-
тверждения.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта
интересов.

Часть работы выполнена на оборудовании
ЦКП “Геном” ИМБ РАН (http://www.eimb.ru/rus/
ckp/ccu_genome_c.php).
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демий наук на 2013–2020 годы (№ 01201363823)
(рис. 2) и Российского научного фонда (№ 17-74-
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Rpn4-LIKE PROTEIN Candida glabrata COMPLEMENTS RPN4 DELETION
IN Saccharomyces cerevisiae

D. S. Karpov1, 2, *, E. N. Grineva1, S. V. Kiseleva1, E. S. Chelarskaya1,
D. S. Spasskaya1, V. L. Karpov1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Orekhovich Institute of Biomedical Chemistry, Moscow, 119121 Russia

*e-mail: aleom@yandex.ru

Expression of Saccharomyces cerevisiae proteasomal genes is regulated in coordinated manner by the system
comprised of the ScRpn4 transcription factor and its binding site called PACE. Rpn4-like proteins from bio-
technologically important yeast species Komagataella pfaffii (Pichia pastoris), Yarrowia lipolytica and Debary-
omyces hansenii are able to complement RPN4 deletion in S. cerevisiae despite the weakness of their similarity
with ScRpn4. Opportunistic yeast pathogen Candida glabrata also has a gene encoding Rpn4-like protein;
this protein is not characterized experimentally yet. Here we show that heterologously expressed ScRpn4 or-
tholog from C. glabrata restores stress resistance and expression of proteasomal genes in the mutant S. cere-
visiae strain with RPN4 deletion. This complementation requires unique N-terminal region of CgRpn4. Our
data indicate that CgRpn4 acts as an activator of transcription of proteasomal genes. Further structural and
functional analysis of CgRpn4 may be performed in a model of S. cerevisiae.

Keywords: Rpn4, Candida glabrata, transcription regulation, proteasomal genes, stress resistance
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