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26S протеасома – это мультисубъединичный АТР-зависимый протеазный комплекс, необходимый
для нормального функционирования любой эукариотической клетки и ее выживания в условиях
стресса. Двадцать лет назад нами в сотрудничестве с коллегами из Германии была впервые экспери-
ментально описана система координированной регуляции экспрессии протеасомных генов у дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae, состоящая из фактора транскрипции ScRpn4 и его сайта связывания,
названного PACE. На основании результатов биоинформатического поиска, проведенного по пер-
вым секвенированным геномам дрожжей, постулировано существование Rpn4-подобных белков и
PACE-подобных элементов у других видов дрожжей-сахаромицетов (класс Saccharomycetes). Нами
экспериментально охарактеризованы Rpn4-подобные белки из биотехнологически значимых видов
дрожжей Komagataella pfaffii (Pichia pastoris), Yarrowia lipolytica и Debaryomyces hansenii, а также услов-
но-патогенных Candida glabrata. С накоплением большого количества информации о нуклеотидных
последовательностях геномов новых видов и штаммов дрожжей возникает вопрос о разнообразии
структур и вероятных механизмов функционирования системы регуляции протеасомных генов. В
настоящей работе проведен биоинформатический поиск Rpn4-подобных белков и PACE-подобных
элементов у 3111 штаммов, принадлежащих к 427 видам дрожжей-сахаромицетов. Показано, что у
Rpn4-подобных белков консервативен только ДНК-связывающий домен, что соответствует кон-
сервативности PACE-элементов. Выявлены системы, содержащие более одного Rpn4-подобного
белка, отличающиеся по структуре ДНК-связывающих доменов, а также системы с авторегуляцией
генов Rpn4-подобных белков. Учитывая роль Rpn4-подобных белков, а также протеасом в клеточ-
ном ответе на стресс, можно предположить, что обнаруженное разнообразие систем регуляции про-
теасомных генов соответствует приспособленности организмов к условиям обитания.
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ВВЕДЕНИЕ
26S протеасома – это АТР-зависимый мульти-

субъединичный протеазный комплекс, состоя-
щий из 20S протеолитического субкомплекса, не-
ковалентно соединенного с 19S регуляторным
субкомплексом [1, 2]. 26S протеасома отвечает за
деградацию большинства внутриклеточных бел-
ков, в том числе регуляторных, поврежденных и
неправильно свернутых, контролируя тем самым
все основные клеточные процессы и ответ на
стресс. Двадцать лет назад в сотрудничестве с
коллегами из Германии нами впервые была опи-
сана система координированной регуляции экс-
прессии протеасомных генов у пекарских дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae [3, 4]. Промоторные

области большинства генов субъединиц протеа-
сомы содержат элемент PACE (Proteasome Associ-
ated Control Element) (5'-GGTGGCAAA-3'), с ко-
торым связывается Rpn4. Фактор Rpn4 S. cerevisiae
(ScRpn4) регулирует не только протеасомные ге-
ны, но и множество других, включая гены, коди-
рующие белки различных антистрессовых отве-
тов [5].

В ходе биоинформатического анализа геномов
различных организмов PACE-подобные элемен-
ты и гены, кодирующие Rpn4-подобные белки,
выявлены только у дрожжей класса Saccharomy-
cetes [6]. Нами показано, что Rpn4-подобные бел-
ки у таких дрожжей, как Candida glabrata, Yarrowia
lipolytica, Komagataella pfaffii и Debaryomyces han-

Сокращения: PACE – регуляторный элемент, ассоциированный с протеасомными генами (Proteasome associated control element).
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senii, несмотря на их низкое общее сходство, спо-
собны комплементировать делецию гена RPN4 у
S. cerevisiae [7‒9], а также регулировать экспрес-
сию протеасомных генов посредством PACE и
подобных ему элементов [8]. Полученные резуль-
таты подтверждают родство обнаруженных Rpn4-
подобных белков и открывают возможность про-
ведения более широкого биоинформатического
поиска PACE-подобных элементов и Rpn4-по-
добных белков в накопленных к настоящему мо-
менту данных о секвенированных геномах раз-
личных дрожжей.

В настоящей работе выполнен биоинформатиче-
ский поиск и охарактеризованы компоненты си-
стемы координированной регуляции экспрессии
протеасомных генов более чем у 3000 штаммов, при-
надлежащих 427 видам дрожжей-сахаромицетов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Поиск последовательностей белков, похожих на

субъединицы протеасомы и Rpn4 S. cerevisiae. Спи-
сок последовательностей 34 субъединиц протеа-
сом и фактора транскрипции Rpn4 S. cerevisiae по-
лучен из базы данных (http://www.yeastgenome.org/,
по состоянию на 5.04.2019). Список видов Saccharo-
mycetes с секвенированными геномами (427) полу-
чен с сайта www.ncbi.nlm.nih.gov/genome с помощью
запроса “saccharomycetes[orgn]” (по состоянию на
13.04.19). Нуклеотидные последовательности гено-
мов 3111 штаммов, принадлежащих этим видам
дрожжей, получены из депозитория GenBank
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/fungi/) в
формате аннотированных файлов, содержащих в
названии “_genomic.gbff”. Следует отметить, что
первое место в этом списке занимает вид S. cerevi-
siae (1005 штаммов), вторым по представленности
является Candida albicans (93 штамма), замыкает
тройку Komagataella pastoris (67 штаммов). Боль-
шинство других видов представлено в основном
тремя‒пятью штаммами. С помощью скрипта,
написанного на языке С, последовательности
геномов были виртуально транслированы во
всех шести рамках считывания. С помощью ло-
кально установленной программы BLAST (вер-
сия 2.9.0, ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/
blast+/LATEST/) в полученных виртуальных про-
теомах выполнен поиск последовательностей, наи-
более близких (E-value < 10–70) к последовательно-
стям субъединиц протеасом и Rpn4.

Поиск Rpn4-подобных белков у видов, не входя-
щих в род Saccharomyces. Поскольку последова-
тельность фактора транскрипции Rpn4 в целом
не консервативна, то поиск Rpn4-подобных бел-
ков у дрожжей, не принадлежащих к роду Saccha-
romyces, выполнен c помощью его наиболее кон-
сервативного ДНК-связывающего домена [6]
(аминокислотные остатки 439‒531). Поиск осу-
ществляли с помощью PSI-BLAST с параметрами

по умолчанию в классе Saccharomycetes, исключив
виды Saccharomyces. Полученные последовательно-
сти использовали в построении множественного
выравнивания с помощью COBALT [10] с парамет-
рами по умолчанию. Результат выравнивания визу-
ализировали с помощью COBALT и Jalview2 [11].
Ключевым критерием включения белка в список
Rpn4-подобных белков считали идентичность
положения большинства распознающих амино-
кислотных остатков в обоих доменах “цинковых
пальцев”.

Поиск сайтов PACE в промоторных областях ге-
нов, близких по последовательности к протеасом-
ным генам и RPN4 S. cerevisiae. Из генома извлека-
ли участки длиной 500 п.н., расположенные левее
старт-кодона трансляции в генах, кодирующих
сходные белки, отобранные на предыдущих этапах.
Внутри этих участков проводили поиск PACE-по-
добных элементов по обеим цепям. Чтобы выявить
ключевые основания PACЕ-подобных элемен-
тов, проанализировали результаты эксперимен-
тального исследования сродства Rpn4 к PACE-
подобным последовательностям, мутированным
вариантам PACE [4, 12‒14], а также профили кон-
сенсусов PACE-подобных элементов у изученных
нами ранее штаммов дрожжей Y. lipolytica, K. phaffii,
D. hansenii и C. glabrata [7‒9]. Инвариантными,
характеризующими PACE-подобный элемент,
приняты гуанин в четвертом положении и аде-
нин в восьмом положении сайта. Поиск PACE-
подобных сайтов выполняли с помощью скрип-
та, написанного на языке С.

Визуализация результатов поиска PACE-подоб-
ных сайтов. Профили консервативных нуклеотидов
в обнаруженных PACE-подобных элементах строи-
ли с помощью WebLogo 3.6.0 (http://weblogo.threep-
lusone.com/create.cgi) [15]. Тепловые карты нуклео-
тидных замен в PACE строили с помощью онлайн
сервиса Heatmapper (http://www1.heatmapper.ca/)
[16]. Входные данные для обработки в указанных
сервисах готовили с помощью скриптов, написан-
ных на языке программирования Python.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Распределение и структура PACE и подобных
ему элементов в промоторных областях 

протеасомных генов и Rpn4

PACE – необходимый компонент системы ко-
ординированной регуляции экспрессии протеа-
сомных генов. Представляло интерес выяснить, су-
ществуют ли преимущественные позиции PACE в
промоторных областях протеасомных генов дрож-
жей-сахаромицетов. На рис. 1 представлено распре-
деление положения PACE относительно старт-ко-
дона трансляции протеасомных генов. Показано,
что PACE находится преимущественно между 100
и 120 п.н.
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Установлено также, что 96.05% всех обнару-
женных сайтов локализуются в участке от 50 до
250 н. влево от старт-кодона. Этот диапазон вы-
бран для анализа положения PACE-подобных

сайтов с одним и двумя отличиями от канониче-
ского PACE. Согласно полученным результатам
(рис. 2а), распределение вариантов PACE с одной
заменой в целом повторяет распределение кано-
нического PACE. Варианты сайта с двумя замена-
ми, в любом положении (кроме 4-го и 8-го, см.
Экспериментальную часть) и с заменами, которые
не являются соседними, распределены более рав-
номерно в пределах анализируемого диапазона, что
указывает на присутствие среди таких сайтов боль-
шого количества случайных последовательностей.
В дальнейшем мы использовали сайты, отличаю-
щиеся от PACE заменой только одного нуклеотида.

Отметим, что у многих видов дрожжей в про-
моторных областях протеасомных генов встреча-
ется не один, а два и даже три PACE и подобных
ему элемента в пределах от 50 до 250 п.н. от старт-
кодона трансляции.

Впервые обнаружено, что у 373 штаммов, при-
надлежащих 61 виду дрожжей, PACE и подобные
ему элементы находятся в промоторных областях
генов, кодирующих Rpn4-подобные белки (рис. 2б).

Рис. 1. Распределение положения канонического
PACE в промоторных областях протеасомных генов у
Saccharomycetes.
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Рис. 2. Положение и анализ PACE и подобных ему элементов в промоторных областях протеасомных генов и RPN4.
а ‒ Положение PACE и подобных ему элементов в промоторных областях протеасомных генов. б ‒ Положение PACE
и подобных ему элементов в промоторных областях генов RPN4. в ‒ Логотипы консервативности нуклеотидов PACE-
подобных элементов. г ‒ Тепловые карты позиционных матриц однонуклеотидных замен в PACE-подобных элемен-
тах. Значения в ячейках совпадающих нуклеотидов обнулены. Присутствие гуанина в положении 4 и аденина в 8 при-
нято характеристистическим для PACE и ему подобных элементов (см. “Экспериментальную часть”), поэтому замены
в этих положениях запрещены. Левая карта соответствует логотипу PACE-подобных элементов S. cerevisiae, централь-
ная – другим видам дрожжей и правая – логотипу элементов в промоторах RPN4-генов.

2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 3'5'

Б
ит 1

0

2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 3'5'

Б
ит 1

0

2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 3'5'

Б
ит 1

0

Расстояние от старт-кодона трансляции, п.н. Расстояние от старт-кодона трансляции, п.н.
в

г

PACE

4000
3000
2000

7000
6000
5000

1000
0

10 30 50 70 90 110 130 150 170190 210 230 250

К
ол

ич
ес

тв
о 

са
йт

ов

а

1
2 не рядом
2 любых

120 PACE

100
80
60
40
20

0

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250

б

1
2 не рядом
2 любых

Saccharomyces cerevisiae Виды не Saccharomyces pRPN4

G G G G

G
T

T

A

A A A

C

C
2648
1986
1324
662
0

G G G GT A A AC
7204
5403
3602
1801
0

G G G GT A A AC
99
74
49
24
0

К
ол

ич
ес

тв
о 

са
йт

ов



1032

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 6  2019

КАРПОВ и др.

Можно отметить бимодальное распределение кано-
нического PACE и его вариантов с одной заменой.
Основной пик приходится на участок 50‒70 п.н., а
второй, как и у промоторов протеасомных генов –
на участок 100‒120 п.н. На рис. 2в, г представлены
результаты более детального анализа положения и
вида однонуклеотидных замен в PACE. У штам-
мов S. cerevisiae встречаются практически только
две замены G → A (G1A) в первом положении и
А → G (A7G) в седьмом. Следовательно, консен-
сусная последовательность PACE-подобных эле-
ментов у S. cerevisiae ‒ 5'-RGTGGCRAA-3'. У дру-
гих видов дрожжей ожидаемо наблюдается боль-
шее разнообразие замен. После замен G1A и A7G
наиболее часто встречаются замены G2A, T3A, а
также A9 на любую другую букву. Согласно экс-
периментальным данным, замена GC во втором
тринуклеотиде GGC резко снижает сродство к
нему Rpn4 S. cerevisiae [4]. У других видов дрожжей
замены C и особенно G встречаются очень редко.
Возможно, сайты с заменами в этих положениях
нефункциональны, что требует эксперименталь-
ной проверки. Таким образом, консенсусную по-
следовательность PACE-подобных элементов у
других видов дрожжей (не S. cerevisiae) можно пред-
ставить как 5'-RRWGGСRAN-3'. В сайтах в промо-
торах генов RPN4 замена G1A встречается редко,
несколько чаще A7G и наиболее часто ‒ A9T. Сле-
дует отметить повышенное количество замен С в

тринуклеотиде GGC, что может указывать на более
низкое сродство этих сайтов к Rpn4, чем у сайтов в
промоторах протеасомных генов. Таким образом,
консенсусную последовательность PACE-подоб-
ных элементов в промоторах RPN4-генов можно
определить как 5'-GRWGGCRAW-3'.

Второй важный компонент системы коорди-
нированной регуляции протеасомных генов ‒
Rpn4. Ожидаемо, что у видов рода Saccharomyces
эти белки в целом похожи (рис. 3а), очень высо-
ким сходством обладает ДНК-связывающий до-
мен, включая распознающие аминокислотные
остатки в α-спиралях доменов цинковых пальцев.

Ожидаемо, что гораздо большее разнообразие
последовательностей Rpn4-подобных белков и
структуры их ДНК-связывающих доменов на-
блюдается у других видов Saccharomycetes (рис. 4
и  5). Всего выявлено 120 Rpn4-подобных белков,
принадлежащих 80 видам дрожжей, не относя-
щихся к роду Saccharomyces. Следует отметить в
целом небольшое сходство Rpn4-подобных бел-
ков. Ранее мы показали, что общее сходство меж-
ду CgRpn4 C. glabrata, DhRpn4 D. hansenii, KpRpn4
K. phaffii и YlRpn4 Y. lipolytica и ScRpn4 S. cerevisiae
составляет 48.1 [9], 37.2 [8], 36.8 и 36.3% [7] соот-
ветственно. Представленные схемы выравнива-
ний (рис. 4а, б) дают наглядное представление о
небольшом сходстве анализируемых последова-
тельностей. Наиболее консервативна лишь об-

Рис. 3. Множественное выравнивание последовательностей Rpn4-подобных белков у дрожжей Saccharomyces. а ‒
Фрагмент схемы множественного выравнивания. Вверху указана шкала выравнивания (в аминокислотных остатках).
Выравнивание выполнено с помощью программы COBALT [10] с параметрами по умолчанию. Более темным цветом
указаны наиболее сходные участки. б ‒ Профиль консервативности ДНК-связывающего домена Rpn4-подобных бел-
ков, полученный с помощью программы Jalview2 [11]. Показано положение распознающих α-спиралей (α1 и α2) и
аминокислотных остатков в этих спиралях, которые, как предполагают, контактируют с ДНК, в доменах N- и С-кон-
цевого цинковых пальцев соответственно.
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ласть ДНК-связывающего домена, что согласует-
ся с высокой консервативностью PACE-элемен-
тов (рис. 2в).

На основании особенностей структуры ДНК-
связывающего домена выделены четыре группы
Rpn4-подобных белков (рис. 5). ДНК-связываю-
щий домен белков первой группы, состоящей из
89 членов, в основных чертах такой же, как у де-
тально описанного Rpn4 S. cerevisiae [3, 4, 6]. В
ДНК-связывающем домене белков второй груп-
пы (17 белков, обнаруженных у представителей
Brettanomyces, Candida, Cyberlindnera, Ogataea и
Pichia) расстояние между остатками цистеина и
гистидина, связывающими ион цинка в C-конце-
вом цинковом пальце, сильно увеличено за счет
вставки из 31‒50 аминокислотных остатков. Эта
вставка не содержит мотивов цинковых пальцев.
Кроме того, в положении 11 распознающей спира-
ли α2 помимо остатка лизина встречается также
остаток аргинина. В ДНК-связывающем домене
третьей группы (10 белков) выявлено удлинение
C-концевой части домена. В дополнительном
участке заметную долю составляют отрицательно
заряженные остатки аминокислот. Кроме того, в
третьей позиции распознающей спирали α1 вме-
сто остатка аспарагиновой кислоты находится
остаток глутаминовой кислоты, а в положении 11
распознающей спирали α2 вместо остатка лизина
находится аспарагин. Наконец, в ДНК-связыва-
ющем домене четырех белков четвертой группы,
выявленных у видов рода Hanseniaspora, домен N-
концевого цинкового пальца содержит классиче-
ский мотив С(Х)2–4С вместо уникального для
Rpn4 S. cerevisiae мотива с сильно разделенными
остатками цистеина.

Довольно высокое общее сходство белков внут-
ри третьей и четвертой групп (рис. 4в, г), по-види-
мому, связано, с их небольшим числом. Можно
ожидать, что по мере накопления секвенирован-
ных геномов других штаммов дрожжей и, соответ-
ственно, увеличения числа членов каждой группы
Rpn4-подобных белков, общее сходство последо-
вательностей будет падать при сохранении кон-
сервативности ДНК-связывающего домена.

В ходе поиска Rpn4-подобных белков обнару-
жены семь видов, в геноме которых одновременно
присутствуют гены двух Rpn4-подобных белков:
Clavispora lusitaniae, виды рода Candida (С. viswana-
thii, С. parapsilosis, C. orthopsilosis и С. haemulonis) и
виды Debaryomyces (D. hansenii и D. fabryi) (рис. 6).
Один из этих Rpn4 принадлежит к первой группе,
а второй – к третьей. Результаты множественного
выравнивания выявили близкое сходство как
полных последовательностей этих белков, так и
их ДНК-связывающих доменов. Некоторые от-
личия наблюдаются в распознающих аминокис-
лотных остатках, что соответствует различиям

между первой и третьей группами Rpn4-подоб-
ных белков.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе показано, что высокая кон-

сервативность последовательностей PACE соот-
ветствует большому сходству структуры ДНК-свя-
зывающих доменов и идентичности большинства
ДНК-распознающих аминокислотных остатков у
Rpn4-подобных белков, при том что остальная
часть этих белков не обнаруживает существенного
сходства. Найдены протеасомные гены с двумя и
тремя PACE-подобными элементами. Впервые
PACE выявлены в промоторах некоторых генов
Rpn4-подобных белков, найдены также семь ви-
дов, геном которых кодирует два Rpn4-подобных
белка, принадлежащих первой и третьей группам,
согласно нашей классификации.

Одна из парадигм молекулярной эволюции
гласит, что изменения фенотипа и, возможно, об-
разование новых видов обусловлены изменением
регуляции, а не функций самих генов [17]. Изме-
нения регуляции экспрессии генов могут быть
достигнуты за счет изменения сайтов связывания
факторов транскрипции и/или структуры самих
факторов. Система регуляции протеасомных ге-
нов подтверждает эту парадигму: протеасомные
гены очень консервативны, довольно консерва-
тивен и PACE, однако структура Rpn4-подобных
белков очень разнообразна. N-концевые области
Rpn4-подобных белков, где, скорее всего, можно
обнаружить регуляторные домены [18], могут
быть, судя по множественным выравниваниям
(рис. 4а, б), уникальными у каждого вида. Это мо-
жет указывать на различия в силе и количестве, а
также в составе тех белков и белковых комплексов,
участвующих в инициации транскрипции, с кото-
рыми взаимодействуют разные Rpn4-подобные
белки у разных видов. Сложность регуляторной
системы увеличивается с появлением нескольких
сайтов связывания Rpn4. Ранее мы показали, что в
двустороннем промоторе MAG1-DDI1 и в промо-
торе YAP1 находятся по два PACE-подобных эле-
мента, но в регуляции экспрессии, по крайней ме-
ре в нормальных условиях, участвуют только
проксимальные сайты [5]. Однако эти результаты
не означают, что второй сайт не функционален.
Перечисленные гены, включая протеасомные,
участвуют в клеточном ответе на стресс (повре-
ждение ДНК, окислительный стресс и т.д.). Нами
показано, что индуцированная стрессом экспрес-
сия RPN4, в промоторе которого находятся два
сайта связывания факторов транскрипции Pdr1 и
Pdr3 [19], дозозависимо увеличивается при дей-
ствии стрессовых факторов [20]. Аналогично мож-
но предположить, что в условиях сильного стресса
Rpn4 может увеличить экспрессию гена-мишени
путем использования второго сайта.
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Присутствие PACE-подобных элементов в
промоторах генов Rpn4-подобных белков может
означать существование петли авторегуляции,
которая, взаимодействуя с механизмом отрица-
тельной обратной связи [21, 22], может менять со-

отношение концентраций Rpn4 и протеасомы.
На рис. 7 представлена схема усложненной систе-
мы регуляции экспрессии протеасомных генов с
участием петли положительной авторегуляции
Rpn4. Механизм отрицательной обратной связи

Рис. 4. Схемы множественных выравниваний последовательностей Rpn4-подобных белков. Сверху указана длина вы-
равнивания (в аминокислотных остатках). Выравнивания выполнены с помощью программы COBALT [10] с парамет-
рами по умолчанию. а ‒ Фрагмент схемы множественного выравнивания белков первой группы. б ‒ Фрагмент схемы
выравнивания второй группы. в ‒ Схема множественного выравнивания белков третьей группы. г ‒ Схема множе-
ственного выравнивания белков четвертой группы.
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реализуется следующим образом: Rpn4 активиру-
ет экспрессию протеасомных генов, взаимодей-
ствуя с PACE в промоторах, что ведет к синтезу
субъединиц и сборке активных протеасом, кото-
рые, в свою очередь, распознают Rpn4 и дегради-
руют его. Это снижает количество фактора, а зна-

чит, экспрессию протеасомных генов и количе-
ство самих протеасом. Последовательности PACE,
обнаруженные в промоторах RPN4-подобных ге-
нов, могут служить слабыми сайтами связывания,
следовательно, они будут задействованы только
при высоких концентрациях Rpn4. Тогда, при

Рис. 5. Профили выравнивания ДНК-связывающих доменов Rpn4-подобных белков. Выравнивания, выполненные с
помощью программы COBALT [10], визуализированы с помощью программы Jalview2 [11]. Показано положение рас-
познающих α1- и α2-спиралей N- и С-концевых доменов цинковых пальцев и аминокислотных остатков в этих спи-
ралях, которые, как предполагается, контактируют с ДНК. 1, 2, 3 и 4 – обозначение групп Rpn4-подобных белков.
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Рис. 6. Множественное выравнивание последовательностей паралогичных Rpn4-подобных белков. а ‒ Схема множе-
ственного выравнивания. Вверху указана шкала выравнивания в аминокислотных остатках. Выравнивание выполне-
но с помощью программы COBALT [10] с параметрами по умолчанию. Темным цветом выделены наиболее сходные
участки. б ‒ Профиль консервативности ДНК-связывающего домена Rpn4-подобных белков, полученный с помо-
щью программы Jalview2 [11]. Показано положение распознающих α1- и α2-спиралей в N- и С-концевом доменах
цинковых пальцев и ДНК-распознающих аминокислотных остатков в этих спиралях.
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сильном стрессовом воздействии, из-за гиперак-
тивации гена RPN4 сторонними факторами коли-
чество Rpn4 возрастает настолько, что он активи-
рует не только транскрипцию протеасомных ге-
нов, но и экспрессию собственного гена, а значит,
и синтез белка. Таким образом, включается петля
положительной авторегуляции (рис. 7). Можно
предположить, что с ее участием система перехо-
дит на новый уровень, обеспечивая повышенную
продукцию протеасом и других Rpn4-зависимых
мишеней в ответ на сильное стрессовое воздей-
ствие.

Следующим уровнем усложнения системы ре-
гуляции экспрессии протеасомных генов может
быть существование второго Rpn4-подобного бел-
ка. В проведенных ранее биоинформатических
изысканиях [6] отмечено присутствие в геноме
D. hansenii гена второго Rpn4-подобного белка, но
высказывалось необоснованное предположение о
его нефункциональности. В ходе наших поисков
обнаружено семь подобных белков. В соответству-
ющих генах не обнаружено каких-либо мутаций,
нарушающих рамку считывания. Кроме того, на-
ми амплифицирован ген второго Rpn4-белка из
D. hansenii, т.е. его последовательность не являет-
ся ошибкой сборки последовательностей гено-
мов. Однако попытки клонировать этот ген без
нарушения рамки считывания пока не увенча-
лись успехом, что свидетельствует о его высокой
токсичности (а, значит, и о наличии активностей)
для E. coli. Два Rpn4-подобных белка обнаружены
в геномах родственных групп Clavispora, Candida и
Debaryomyces, известных своей способностью вы-
живать в экстремальных условиях. Представите-
ли Candida зачастую являются патогенами чело-
века, они сверхустойчивы к окислительному
стрессу [23‒25], а Debaryomyces [26] может расти в
средах с очень высокой концентрацией солей.
Учитывая роль Rpn4 в ответе клеток на стресс,
можно предположить, что присутствие двух белков
позволяет этим дрожжам эффективно справляться

с действием экстремальных факторов окружающей
среды.

Часть работы выполнена на оборудовании ЦКП
“Геном” Института молекулярной биологии РАН
(http://www.eimb.ru/rus/ckp/ccu_genome_c.php).

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (№ 18-04-07021, № 18-04-00692).

Все процедуры, выполненные в данной работе,
соответствуют этическим стандартам институцио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам
этики.
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EVOLUTION OF SYSTEM FOR COORDINATE REGULATION 
OF PROTEASOMAL GENES EXPRESSION 

IN YEAST OF SACCHAROMYCETES CLASS
D. S. Karpov1, *, Y. P. Lysov1, V. L. Karpov1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: aleom@yandex.ru

The 26S proteasome is a multi-subunit ATP-dependent, protease complex necessary for the normal function of
any eukaryotic cell and its survival under stressed conditions. Twenty years ago, in collaboration with colleagues
from Germany, we first experimentally described a system for coordinated regulation of the proteasomal genes ex-
pression in the yeast Saccharomyces cerevisiae. This system consists of the ScRpn4 transcription factor and its bind-
ing site, called PACE. Based on the results of a bioinformatic search conducted on the first sequenced yeast ge-
nomes, the existence of Rpn4-like proteins and PACE-like elements in other species of the Saccharomycetes class
has been postulated. We experimentally characterized Rpn4-like proteins from the biotechnologically significant
yeast species like Komagataella pfaffii (Pichia pastoris), Yarrowia lipolytica and Debaryomyces hansenii, as well as op-
portunistic yeast Candida glabrata. With the accumulation of a large amount of information about the genome se-
quences of new yeast species and strains, the question arises about the diversity of structures and the likely mech-
anisms of functioning of the regulatory system for proteasomal genes. In the present work, a bioinformatic search
of Rpn4-like proteins and PACE-like elements was conducted in 3111 strains belonging to 427 yeast species of the
Saccharomycetes class. It was shown that in Rpn4-like proteins, only the DNA-binding domain is conservative.
This is in accordance with conservatism of PACE elements. The systems containing more than one Rpn4-like pro-
teins with differences in the DNA-binding domain structure, as well as systems with the autoregulation of the genes
for Rpn4-like proteins were revealed. Given the role of Rpn4-like proteins, as well as proteasomes in the cellular
response to stress, it can be assumed that the detected diversity of systems for the regulation of proteasome genes
corresponds to the adaptation of organisms to their living environments.

Keywords: Rpn4, PACE, proteasomal genes, Saccharomycetes
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