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Гены TEF1 и TEF2 у дрожжей Saccharomyces cerevisiae имеют почти идентичные рамки 
считывания, и оба кодируют фактор элонгации трансляции eEF1A. Ранее было показано, что 
некоторые доминантные мутации в данных генах влияют на нонсенс-супрессию. Чтобы 
понять механизмы этого влияния, мы задались целью попробовать получить аналогичные 
рецессивные мутации. 

Ранее были получены штаммы с дизрупцией гена TEF1. Мы использовали их для 
получения штаммов, у которых мутантная аллель TEF2 кодирует единственную форму eEF1A, 
присутствующую в клетке. Используя для повышения эффективности систему CRISPR/Cas9, 
мы встраивали мутантную копию TEF2 вместо TEF2 дикого типа в данные штаммы. После 
получения мутаций в штаммах мы оценивали в них уровень супрессии по фенотипу. В 
качестве маркера для оценки нонсенс-супрессии в данных штаммах используется аллель ade1-
14 (UGA). Так как из-за нонсенс-мутации обрывается биосинтез аденина, в клетках 
накапливается красный пигмент. При высоком уровне нонсенс-супрессии путь биосинтеза 
восстанавливается, что фенотипически отражается в более светлой окраске колоний на среде 
со сниженным содержанием аденина и более интенсивному росту на селективной среде без 
аденина. Однако штаммы, которые мы использовали для мутагенеза, характеризуются 
настолько низким уровнем нонсенс-супрессии, что не способны выжить на среде без аденина, 
поэтому оценку супрессорных свойств мы проводили только по цвету колоний. 

После фенотипической проверки полученных штаммов и секвенирования у них гена 
TEF2, оказалось, что нам удалось получить три новые мутации, предположительно 
являющиеся супрессорными. Одна из них оказалась в сайте уже известных супрессорных 
мутаций TEF2-4 и TEF2-10. Также мы проанализировали свойства этих мутаций и выяснили, 
что одна из них обладала плейотропным эффектом: влияла на цвет колоний и снижала 
жизнеспособность. При добавлении дополнительной копии гена TEF2 дикого типа данные 
эффекты нивелировались, что говорит о том, что мутация скорее всего рецессивная. 
Остальные две мутации, по-видимому, оказались доминантными. Можно предположить, что 
полученная рецессивная мутация гена TEF2 нарушает его жизненно-важные функции, а 
именно доставку аминоацил-тРНК к А-сайту рибосомы в процессе элонгации трансляции или 
влияет на ГТФазную активность eEF1A. Дальнейшее изучение полученных мутаций может 
позволить приблизиться к пониманию механизмов влияния данного фактора на нонсенс-
супрессию. 

Работа поддержана РЦ РМиКТ НП СПбГУ и грантом РНФ 18-14-00050. 
 


