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При завершении репарации ДНК важную роль играют процессы, связанные с восстановлением 
нормальной структуры хроматина. Некорректная сборка хроматина может привести к геном-
ным перестройкам, которые, в свою очередь, могут быть причиной развития многих болезней, 
включая рак. Ранее мы обнаружили, что нарушения правильности сборки нуклеосом и их ре-
модулирования в процессе репаративной сборки хроматина приводят к повышенному уровню 
мутагенеза. В настоящей работе мы показали, что мутация asf1Δ имеет конститутивно гиперак-
тивированную киназу Rad53, что служит причиной дезорганизации структуры хроматина и зна-
чительно изменяет спектр спонтанных репаративных мутаций. Нарушение сайта связывания 
адаптерного белка Rad9 с ДНК в результате инактивации гена DOT1 нивелирует hif1Δ-специфи-
ческий мутагенез, который является следствием некорректной репаративной сборки нуклеосом. 
Отсутствие белка Rad9 при нормальных условиях роста и при обработке низкими дозами УФ-лу-
чей приводит к аберрантной активации комплекса RNR. При этом дальнейшее увеличение дозы 
УФ-облучения практически не влияет на экспрессию RNR3. Эти результаты подтверждают, что 
корректная сборка хроматина критична для нормального функционирования генома.
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Репаративная сборка хроматина является важ-
ным шагом в поддержании стабильности генома. 
Правильную сборку хроматина обеспечивают ша-
пероны гистонов, нарушение функции которых 
может привести к развитию различных форм рака 
и к ряду наследственных заболеваний у человека. 
Молекулярные механизмы, приводящие к деста-
билизации генома при некорректной сборке хро-
матина, слабо изучены. В ряде своих работ мы об-
наружили, что нарушения правильности сборки 
нуклеосом и их ремодулирования в процессе репа-
ративной сборки хроматина приводят к повышен-
ному уровню мутагенеза [1–4]. На стадии сборки 
нуклеосомы в нуклеоплазме инактивация шапе-
ронов Hsm3 и Hif1, входящих в комплекс NuB4, и 
Him1 приводит к кратному повышению УФ-инду-
цированного мутагенеза и значительному ограни-
чению УФ-индуцированной экспрессии генов ри-
бонуклеотидредуктазного комплекса RNR, которая 

зависит от активности киназы Rad53 [1–3]. Потеря 
шаперона Asf1 приводит к многократному повы-
шению скорости спонтанного репаративного мута-
генеза [4]. УФ-специфический мутагенез появляет-
ся при инактивации субъединицы Rpd3 одноимен-
ного деацетилазного комплекса RPD3, который 
деацетилирует гистон Н4 во вновь собранных 
нуклеосомах [2]. Наконец, инактивация субъеди-
ницы Nhp10 ремодулирующего комплекса INO80 
также увеличивает уровень УФ-индуцированно-
го мутагенеза [5]. Во всех перечисленных случаях 
повышенный мутагенез связан с изменением ак-
тивности чекпойнтной киназы Rad53. Возникает 
вопрос: каким образом сигнал о некорректно со-
бранном хроматине передается системе, активи-
рующей киназу Rad53? Мы предположили, что та-
кой системой является комплекс, собирающийся в 
момент репарации на хроматине и состоящий из 
субъединиц Rad9.
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RAD9 был первым чекпойнтным геном, об-
наруженным у дрожжей Saccharomyces cerevisiae. 
Было показано, что он контролирует индуциро-
ванную радиацией остановку клеточного цикла в 
фазе G2/M [6]. Rad9 необходим для эффективной 
реакции на повреждение ДНК на протяжении все-
го клеточного цикла. Сборка Rad9 на хроматине 
после повреждения ДНК стимулируется модифи-
кациями гистонов, которые создают места сты-
ковки для привлечения Rad9, запуская активацию 
чекпойнта. Фосфорилирование Rad53 зависит от 
олигомеризации Rad9; однако взаимосвязь между 
этими молекулярными детерминантами и их функ-
циональное значение плохо изучены. Мутация в 
гене RAD9 по Ser11 (сайт фосфорилирования Rad9 
для CDK) действует синергично с мутацией, затра-
гивающей метилирование гистонов, приводящее к 
уменьшению ассоциации Rad9 с хроматином [7]. 
Существует параллельный путь, независимый от 
модификаций гистонов и регулируемый активно-
стью CDK1, что позволяет осуществить активацию 
чекпойнта в отсутствие связывания Rad9 с хрома-
тином. CDK1-зависимое фосфорилирование Rad9 
по Ser11 приводит к специфическому взаимодей-
ствию с Dpb11, позволяя активировать Rad53 в об-
ход потребности в модификации гистонов [8].

Подобно Rad53 [9] привлечение Rad9 к хрома-
тину требует связывания парных Tudor-доменов с 
гистоном H3, диметилированным по K79, с помо-
щью гистонметилтрансферазы Dot1 [10].

Важно отметить, что клетки, лишенные Dot1 
или несущие мутантный аллель Rad9, дефектный 
по связыванию с diMe-K79, по-прежнему нормаль-
но фосфорилируют гистон H2A, но являются де-
фектными по чекпойнту в фазе G1 и не способны 
фосфорилировать Rad9 или активировать Rad53.

Существует мало доказательств, подтверждаю-
щих прямой путь, связывающий фосфорилирова-
ние гистона H2A по S129 со сборкой регуляторов 
чекпойнта посредством ремоделирования хрома-
тина [11]. В настоящей работе мы показали, что 
нарушение структуры нуклеосом и дезорганиза-
ция структуры хроматина приводят к дестабили-
зации генома, выражающейся в повышении уров-
ня мутагенеза в процессе репарационной сборки 
хроматина. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы

Делеции генов получали путем ПЦР-опосредо-
ванного разрушения генов [4] с использованием 
специфических маркеров. Штаммы, используемые 
в работе, происходят из коллекции группы генети-
ческих исследований хроматина и репарации Ла-
боратории экспериментальной генетики или были 
получены в ходе исследования. Генотипы штаммов 

дрожжей, использованных в настоящем исследова-
нии, представлены в табл. 1.

Получение штаммов

Для разрушения открытой рамки считывания 
гена RAD9 клетки дрожжей штамма дикого типа 
(11D-3031) трансформировали фрагментом ДНК, 
содержащим маркер KanMX, с фланкирующими 
нуклеотидными последовательностями, гомоло-
гичными флангам гена RAD9. Фрагмент генери-
ровали путем ПЦР-амплификации с праймера-
ми, приведенными в табл. 2, и ДНК, выделенной 
из штамма KFY-827 в качестве матрицы. Транс-
форманты с делецией гена RAD9 отбирали по их 
устойчивости к канамицину (G418) с использова-
нием полной среды, содержащей G418 в концен-
трации 200 мкг/мл. Разрушение гена RAD9 было 
подтверждено с помощью ПЦР.

Питательные среды

Составы минимальной среды, использованной 
в качестве селективной, а также среды D для выра-
щивания культур и учета выживаемости приведены 
в [12]. В качестве селективной среды для учета ча-
стоты УФ-индуцированных мутаций устойчивости 
к канаванину использовали минимальную среду, 
обогащенную полным набором аминокислот (за 
исключением аргинина) и азотистых оснований.  
В зависимости от использованных штаммов кон-
центрации канаванина достигали 100 мг/л.

Чувствительность к УФ-излучению

Тесты на выживаемость клеток проводили пу-
тем выращивания в течение ночи культуры соот-
ветствующего штамма в жидкой YPD при 30°C. 
Клетки промывали и ресуспендировали в воде с 
концентрацией 1 × 107 клеток/мл. Суспензию кле-
ток облучали УФ-лампой БУВ-30 (диапазон УФ-С) 
с мощностью дозы 1.4 Дж/м2 × с. Аликвоты отби-
рали после различных доз облучения, разбавляли и 
помещали на чашки с YPD для определения коли-
чества выживших клеток. 

Мутационные тесты

Мутационные тесты проводили путем выращи-
вания в течение ночи клеток соответствующего 
штамма в жидкой YPD при 30°C. Клетки промыва-
ли и ресуспендировали в воде с концентрацией 1 × 
107 клеток/мл. Клетки облучали УФ-лампой БУВ-
30. Аликвоты отбирали после различных доз об-
лучения, разбавляли и помещали на чашки с YPD 
для определения количества выживших клеток. 
Для определения частоты мутаций неразведенные 
аликвоты высевали на среду с канаванином.
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Таблица 1. Штаммы дрожжей, использованные в работе

Штамм Генотип Источник

11D-3031 MATα ade2Δ -248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 Наша коллекция

30-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 rad9Δ Получен в ходе 
исследования

TAE-210 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 dot1Δ >>

TAE-201 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 nhp10Δ Наша коллекция

4-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 asf1Δ >>

1-EAA-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 him1Δ >>

CAY-3 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 hif1Δ >>

1-IIS-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 dot1Δ him1Δ Получен в ходе 
исследования

TAE-211 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 dotΔ1 hif1Δ >>

TAE-200 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 ies5Δ Наша коллекция

2-IIS-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 dot1Δ ies5Δ Получен в ходе 
исследования

TAE-212 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 dot1Δ nhp10Δ >>

10-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 rad53+HA-F Наша коллекция

TAE-213 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 nhp10Δ rad53+HA-F Получен в ходе 
исследования

Таблица 2. Праймеры, использованные в исследовании

Обозначение Последовательность Источник

Праймеры, используемые для получения делеционного мутанта rad9Δ

RAD9_del_L
5´-ATGTGAAGTGAGCAAGATAGAGAAACGCC

ATAGAAAAGAGCATAGTGAGAAAATCTTCAACATCAGGGCTGCTTCGTAC
GCTGCAGGTCG-3´

ДНК-Синтез

RAD9_del_R
5´-ACCGTGTATAACTAATACCAATCTTGAACATT

AACCACTCCTGGCGTGTGGGAGGATGTTCTTAGACTTAGCATAGGCCACT
AGTGGATC-3´

>>

Праймеры, используемые для секвенирования локуса canR

– 5´-CACAACCCTCTTTCACGACG-3 Beagle

– 5´-GGAAACCCAACCTAAGAACC-3´ >>

Праймеры, используемые для проведения ПЦР в реальном времени

ForRNR3 5´-ACACCTTTCATGGTTTATAAG-3´ Евроген

RevRNR3 5´-CGACGATTTCACAACATAA-3´ >>

ForACT1 5´-GAAGGTCAAGATCATTGC-3´ >>

RevACT1 5´-GTTGGAAGGTAGTCAAAG-3´ >>
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Спектр мутаций canR

Суспензии клеток дрожжей высевали на селек-
тивную среду с канаванином. Независимые клоны, 
устойчивые к канаванину, переносили на свежую 
среду с канаванином. Геномную ДНК выделяли из 
колоний мутантов can1R с использованием проце-
дуры лизиса стеклянными шариками. Часть локуса 
CAN1, содержащая 800 пн, была амплифицирована, 
и анализ последовательности ДНК ПЦР-амплифи-
цированных геномных фрагментов был выполнен 
с помощью секвенатора «Нанофор-5» фирмы Син-
тол, с использованием праймеров, приведенных в 
табл. 2. 

ПЦР в реальном времени

Для проведения ПЦР в реальном времени была 
использована система детекции RT-PCR CFX96 
(Bio-Rad, Великобритания). Реакции проводили 
в объемах 25 мкл, состоящих из 10 мкл 2.5-крат-
ной реакционной смеси для ОТ-ПЦР в присут-
ствии красителя SYBR Green I и эталонного кра-
сителя Rox (Syntol, Россия), 13.8 мкл воды, 1.0 мкл 
кДНК и 0.1 мкл (2 мМ) соответствующих прайме-
ров (табл. 2).

Условия амплификации ПЦР были следующи-
ми: один цикл по 5 мин при 95°С, затем 39 циклов 
по 15 с при 95°С и 20 с при 52°С. Анализ кривой 
плавления показал 5-секундное увеличение на 1°C 
с 55 до 95°C.

Контрольные реакции с праймером и без ма-
трицы реакционных смесей были включены. Два 
биологических и три технических повтора были 
выполнены для каждого образца. Результаты были 
обработаны с использованием программы CFX 
Manager.

Статистический анализ

Экспериментальные данные представлены как 
среднее и стандартная ошибка среднего (SEM) по 
крайней мере от трех повторов, а статистические 
различия определялись с помощью t-критерия 
Стьюдента. Значимость определяли на уровне р < 
0.05 [1].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Правильную сборку хроматина обеспечивают 

шапероны гистонов, нарушение функции кото-
рых может привести к развитию различных форм 

рака и к ряду наследственных заболеваний у че-
ловека. У дрожжей Asf1 служит шапероном гисто-
нов H3/H4, которые он транспортирует к ДНК в 
составе ацетилазного комплекса NuB4 [13]. Этот 
комплекс состоит из каталитической субъедини-
цы Hat1, вспомогательной Hat2, шаперонов Hif1 и 
Hsm3. Asf1 облегчает множество процессов, вклю-
чая сборку и разборку нуклеосом, клеточный ответ 
на повреждение ДНК, координацию репликации, 
транскрипции и репарации [14–16].

ASF1

Известно, что отсутствие в клетке белка Asf1 
дезорганизует структуру хроматина, что повыша-
ет скорость образования эндогенных повреждений 
ДНК. В результате у мутантов asf1Δ учащается ре-
комбинация сестринских хроматид [17] и увеличи-
вается частота хромосомных перестроек [18]. Ра-
нее мы обнаружили, что с увеличением количества 
повреждений ДНК (от сверхмалых до высоких) 
значительно снижается asf1Δ-специфический му-
тагенез [4]. Спонтанный репаративный мутагенез 
у одиночного мутанта asf1Δ в 32 раза превышал 
уровень штамма дикого типа [4]. Для понимания 
роли asf1Δ в спонтанном репаративном мутагене-
зе нами был определен спектр мутаций в локусе 
CAN1 в штамме asf1Δ. Мы выделили 100 спонтан-
ных мутантов can1R после выращивания клеток 
штамма 4-DVF-3031 в течение 14 дней на среде с 
канаванином. Спектр мутаций у мутанта asf1Δ су-
щественно отличается от такового у штамма дикого 
типа, полученного в работе [19]. Из 32 секвениро-
ванных мутантов, выделенных из штамма дикого 
типа после УФ-облучения, авторы [19] обнаружили 
87% замен пар оснований и 3% однонуклеотидных 
делеций. В спектре 35 спонтанных репаративных 
мутаций, выделенных нами из мутанта asf1Δ, пода-
вляющее число мутаций (86%) были вставки и де-
леции одного или более нуклеотидов и только 14% 
замен пар оснований (табл. 3). Таким образом, де-
зорганизация структуры хроматина, вызванная от-
сутствием в клетке шаперона Asf1, значительно из-
меняет спектр спонтанных репаративных мутаций, 
что согласуется с данными работы [19].

Ранее мы показали, что инактивация катали-
тической субъединицы Hat1 комплекса NuB4 при-
водит к сверхэкспрессии генов комплекса RNR в 
нормальных и УФ-облученных клетках дрожжей 
[1]. Так как комплекс NuB4 доставляется к ДНК с 
помощью шаперона Asf1, мы предположили, что и 

Таблица 3. Спектр спонтанных репаративных мутаций в мутанте asf1Δ

Замены пар оснований Вставки Делеции

GC >TA TA >GC GC >CG AT >TA А T C G TG TTA A T делеция  
35 пн

1 2 1 1 5 4 1 15 1 1 1 1 1
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мутант asf1Δ покажет такую же картину экспрес-
сии генов комплекса RNR. На рис. 1 приведена 
сравнительная экспрессия гена RNR3 у мутантов 
asf1Δ и hat1Δ до и после УФ-облучения. Из этого 
рисунка видно, что экспрессия RNR3 у этих мутан-
тов практически одинакова при обоих условиях. 
Известно, что экспрессия генов комплекса RNR 
строго зависит от активности киназы Rad53, по-
этому можно утверждать, что обе мутации asf1Δ и 
hat1Δ имеют конститутивно гиперактивированную 
киназу Rad53, что и служит причиной дезорганиза-
ции структуры хроматина.

RAD9

Дрожжам S. cerevisiae Rad9 необходим для эф-
фективной реакции на повреждения ДНК на про-
тяжении всего клеточного цикла. Сборка Rad9 на 
хроматине после повреждения ДНК стимулируется 
модификациями гистонов, которые создают места 
стыковки для привлечения Rad9, запуская актива-
цию чекпойнта. Рекрутирование Rad9 к хроматину 
требует связывания парных Tudor-доменов с гисто-
ном H3, диметилированным по K79 с помощью ги-
стонметилтрансферазы Dot1 [10]. Существует па-
раллельный путь, независимый от модификаций 
гистонов и регулируемый активностью киназного 
комплекса CDK1, который запускает активацию 
чекпойнта в отсутствие связывания Rad9 с хрома-
тином. Мы решили оценить относительный вклад 
этих путей в активацию чекпойнта при низких до-
зах УФ-лучей.

Мы инактивировали ген RAD9 и изучили вы-
живаемость и УФ-индуцированный мутагенез у 
мутанта rad9Δ при низких и высоких уровнях доз 
УФ-лучей. Частота УФ-индуцированного мутаге-
неза при низких дозах у мутанта rad9Δ была в 2 раза 
ниже по сравнению со штаммом дикого типа. При 
высоких дозах оба штамма показали одинаковую 
частоту мутагенеза (рис. 2). Мутант rad9Δ показал 
высокую УФ-чувствительность при всех использо-
ванных дозах (рис. 3).

DOT1

Ранее мы изучили роль гена DOT1 в мутацион-
ном процессе [20]. Нами установлено, что мутация 
dot1Δ при высоких дозах УФ-лучей в значительной 
степени подавляет индуцированный мутагенез и 
показывает достоверно большую чувствительность 
к летальному действию излучения по сравнению со 
штаммом дикого типа. Однако при низких дозах по 
выживаемости мутант dot1Δ не отличался от штам-
ма дикого типа, а его УФ-индуцированный мутаге-
нез был незначительно понижен по сравнению со 
штаммом дикого типа (рис. 3). Мутант dot1Δ пока-
зал значительно меньшую УФ-чувствительность по 
сравнению с мутантом rad9Δ и примерно равную 
частоту УФ-индуцированного мутагенеза (рис. 3). 
Тем не менее при высоких дозах УФ-лучей частота 
мутагенеза у мутанта dot1Δ была понижена пример-
но в 2 раза [20], в то время как у мутанта rad9Δ она 
не отличалась от штамма дикого типа (рис. 2). 

*
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Рис. 1. Относительная нормализованная экспрессия гена RNR3 у различных мутантных штаммов. На гистограмме 
приведены мутантные штаммы hat1Δ и asf1Δ до и после облучения их ультрафиолетовым светом (после УФ-об-
лучения клетки выдерживали в течение четырех часов при 30°C в термостате для индукции), доза УФ-излучения 
составляла 256 Дж/м2; *р < 0,05, t-критерий Стьюдента.
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DOT1 и HIM1, HIF1

Мутации him1Δ и hif1Δ приводят к некоррект-
ной сборке хроматина [1, 3], следствием чего яв-
ляется высокий УФ-индуцированный мутагенез 
при высоких дозах УФ-лучей. На выживаемость 
при этих дозах мутация hif1Δ не влияла, в то вре-
мя как мутация him1Δ приводила к слабовыражен-
ной УФ-резистентности клеток. При низких до-
зах мутант him1Δ оказался более чувствительным, 
чем дикий тип (рис. 4). Мутант hif1Δ тоже показал 
слабую УФ-чувствительность (рис. 4). УФ-инду-
цированный мутагенез в одиночном мутанте hif1Δ 
слабо повышен по сравнению со штаммом дикого 
типа [5], что мы подтвердили в настоящей работе  
(рис. 4). 

Одиночный мутант him1Δ в отличие от высоких 
доз показал слабое понижение уровня УФ-индуци-
рованного мутагенеза по сравнению со штаммом 
дикого типа (рис. 4). Мутация dot1Δ полностью по-
давляла hif1Δ-специфический мутагенез (рис. 4), в 
то время как двойной мутант dot1Δ him1Δ не отли-
чался по уровню УФ-индуцированного мутагене-
за от обоих одиночных мутантов. Таким образом, 
мутация dot1Δ эпистатирует к hif1Δ. Это означает, 
что частичное разрушение сайта связывания Rad9 
с ДНК нивелирует hif1Δ-специфический мутагенез. 
Мутант him1Δ ведет себя отлично от мутанта hif1Δ, 
что свидетельствует о том, что характер поврежде-
ния нуклеосом, вызванного двумя этими мутация-
ми, различается. 

DOT1 и INO80

Фосфорилирование гистона H2A по S129 и 
метилирование гистона Н3 по К79 способствуют 
быстрому привлечению Rad9 и INO80 к хромати-
ну и последующему его ремоделированию. Ies5 и 
Nhp10 являются компонентами комплекса ремо-
делирования хроматина INO80. Роль генов NHP10 
и IES5 в генетическом контроле мутационного 
процесса при высоких дозах УФ-облучения была 
ранее нами изучена [5]. Мы получили нулевые му-
танты по этим генам и охарактеризовали их чув-
ствительность к высоким дозам УФ-излучения, а 
также их влияние на частоту УФ-индуцирован-
ных мутаций. Мутация в гене IES5 не изменяет 
устойчивости клеток к УФ-излучению. В отличие 
от ies5Δ мутант nhp10Δ продемонстрировал слабое 
увеличение УФ-чувствительности. При действии 
высоких доз УФ мутация ies5Δ не влияла на часто-
ту УФ-индуцированного мутагенеза. В отличие от 
ies5Δ мутант nhp10Δ усиливал УФ-индуцированный 
мутагенез по сравнению со штаммом дикого типа. 
Мы решили проверить эффекты УФ-излучения на 
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Рис. 2. Инактивация гена RAD9 не влияет на часто-
ту УФ-индуцированного мутагенеза в локусе CAN1 
при высоких дозах УФ. На графике представлена 
частота мутагенеза у штамма дикого типа и мутант-
ного штамма rad9Δ при облучении дозами 14, 28, 42, 
84 и 126 Дж/м2 ультрафиолетового излучения. Для 
рис. 2–6 показаны средние значения и стандартные 
ошибки среднего значения (± SEM), полученные в 
результате пяти независимых экспериментов. 
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Рис. 3. Инактивация генов RAD9 или DOT1 приво-
дит к снижению частоты УФ-индуцированного му-
тагенеза в локусе CAN1 при низких дозах УФ и по-
вышенной чувствительности к УФ-свету штамма 
rad9Δ. На графиках приведены штамм дикого типа и 
мутантные штаммы rad9Δ и dot1Δ при облучении до-
зами 7, 14 и 21 Дж/м2 ультрафиолетового излучения. 
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клетки мутантов ies5Δ и nhp10Δ при низких дозах. 
Как видно из рис. 5, мутант ies5Δ не отличался от 
штамма дикого типа ни по выживаемости, ни по 
мутагенезу, что соответствует его характеристикам 
при высоких дозах. Мутант nhp10Δ снижал УФ-ре-
зистентность клеток в одинаковой степени при лю-
бых дозах.

Двойной мутант dot1Δ ies5Δ по этим параметрам 
не отличался от одиночного dot1Δ (рис. 5). С другой 
стороны, мутант dot1Δ nhp10Δ продемонстрировал 
уровень УФ-индуцированного мутагенеза и выжи-
ваемости, одинаковый с одиночным nhp10Δ (рис. 
5). Таким образом, мутация nhp10Δ при низких до-
зах УФ-лучей эпистатирует к мутации dot1Δ. Воз-
можно, это объясняется тем, что при низких дозах 
УФ мутация dot1Δ практически не влияет на мута-
ционный процесс (рис. 3).

RNR3

Известно, что фосфорилированный Rad9 вза-
имодействует с COOH-концом терминального 

FHA-домена Rad53. Инактивация этого домена 
блокирует фосфорилирование Rad53, индуциро-
ванное повреждениями ДНК [10]. Ранее нами был 
создан мутант rad53+HA-F с нарушенной C-терми-
нальной областью белка Rad53 [4], который поте-
рял способность связываться с Rad9. При высоких 
дозах УФ одиночный мутант rad53+HA-F не отли-
чался от штамма дикого типа ни по выживаемо-
сти, ни по УФ-индуцированному мутагенезу [4]. 
При низких дозах УФ-резистентность одиночно-
го мутанта rad53+HA-F практически не отлича-
лась от мутанта nhp10Δ (рис. 6). Тем не менее уро-
вень УФ-индуцированного мутагенеза у штамма 
rad53+HA-F был таким же, как у штамма дикого 
типа. Двойной мутант nhp10Δ rad53+HA-F не от-
личался от штамма дикого типа по выживаемости 
(рис. 6). В то же время при этих условиях двойной 
мутант показал резкое понижение УФ-индуциро-
ванного мутагенеза по сравнению с обоими оди-
ночными мутантами (рис. 6). Таким образом, му-
тации nhp10Δ и rad53+HA-F синергически влияют 
на снижение активности киназы Rad53.
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Рис. 4. Инактивация генов HIM1 или HIF1 в штам-
ме dot1Δ оказывает влияние на чувствительность  
к УФ-свету и частоту УФ-индуцированного мутаге-
неза в локусе CAN1 при низких дозах УФ. На гра-
фиках приведены штамм дикого типа и мутантные 
штаммы dot1Δ, hif1Δ, him1Δ, dot1Δ him1Δ и dot1Δ hif1Δ 
при облучении дозами 7, 14 и 21 Дж/м2 ультрафиоле-
тового излучения. 
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Рис. 5. Инактивация генов IES5 или NHP10 в штам-
ме dot1Δ оказывает влияние на чувствительность  
к УФ-свету и частоту УФ-индуцированного мутаге-
неза в локусе CAN1 при низких дозах УФ. На гра-
фиках приведены штамм дикого типа и мутантные 
штаммы ies5Δ, nhp10Δ, dot1Δ ies5Δ и dot1Δ nhp10Δ при 
облучении дозами 7, 14 и 21 Дж/м2 ультрафиолетово-
го излучения. 
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Киназа Rad53 регулирует активность рибону-
клеотидредуктазного комплекса RNR, экспрессия 
генов которого зависит от активности этой киназы. 
Мы измерили уровни экспрессии гена RNR3, коди-
рующего одну из субъединиц комплекса RNR, до и 
после УФ-облучения (14 Дж/м2) у мутантов rad9Δ, 
dot1Δ и dot1Δ nhp10Δ (рис. 7).

Мутант dot1Δ до и после УФ-облучения досто-
верно не отличался по уровню экспрессии гена 
RNR3 от штамма дикого типа. Ранее мы обнару-
жили, что одиночный мутант nhp10Δ слабо пони-
жал уровень экспрессии гена RNR3 без облуче-
ния и значимо повышал его после облучения вы-
сокими дозами УФ [5]. В двойном мутанте dot1Δ 
nhp10Δ характер зависимости экспрессии RNR3 
от облучения совпадает с таковым у одиночного 
мутанта nhp10Δ. Неожиданно уровень экспрессии 
гена RNR3 у мутанта rad9Δ без облучения оказался  
в 5 раз выше по сравнению со штаммом дикого 
типа, а после облучения понизился до двукратного. 
Высокие дозы УФ-лучей практически не изменя-
ли уровень экспрессии гена RNR3 у мутанта rad9Δ 
(рис. 7). Этот результат показывает, что при нор-
мальных условиях и при низких уровнях УФ-облу-
чения отсутствие белка Rad9 приводит к аберрант-
ной активации комплекса RNR. При этом дальней-
шее увеличение дозы УФ-облучения практически 
не влияет на экспрессию RNR3.

ОБСУЖДЕНИЕ
Чекпойнтная киназа Rad53 играет ключевую 

роль в стабилизации генома после репарации ДНК. 
Для выполнения этой роли Rad53 должна быть ак-
тивирована, причем степень активации этого бел-
ка может определять выполняемую им функцию. 
Например, для регуляции фазы G1 чекпойнта до-
статочна гипоактивация Rad53, в то время как для 
репарации двойных разрывов ДНК необходима 
гиперактивация этого белка. Rad53 фосфорилиру-
ется и активируется киназами Mec1 и Tel1 в ответ 
на повреждение ДНК. В неповрежденных клетках 
гипофосфорилированный Rad9 существует в виде 
большого комплекса (C850 кДа), содержащего бел-
ки-шапероны Ssa1 и/или Ssa2, которые способ-
ствуют стабильности комплекса [21, 22]. Предпо-
лагается, что Ssa1/Ssa2 облегчает Mec1-зависимое 
привлечение комплекса Rad9 [21]. Небольшая доля 
гипофосфорилированного Rad9 связана с хрома-
тином в фазах G1 и G2/M, и предполагается, что 
эта динамическая ассоциация может повысить ско-
рость и эффективность реакции Rad9-зависимого 
чекпойнта [22]. 

Инактивация адаптерного белка Rad9 приводит 
к гиперактивации комплекса RNR, что свидетель-
ствует о гиперактивации киназы Rad53 (рис. 7). 
При этом УФ-индуцированный мутагенез у кле-
ток мутанта rad9Δ не отличается от клеток штамма 

Доза УФ, Дж/м2

Доза УФ, Дж/м2

Ч
ас

то
та

 м
ут

ац
ий

, ×
10

В
ы

ж
ив

ае
м

ос
ть

, %
−5

wt
nhp10Δ
rad53+HA−F
nhp10Δ rad53+HA−F

wt
nhp10Δ
rad53+HA−F
nhp10Δ rad53+HA−F

0                                      7                                      14                                     21

0                                      7                                      14                                     21

25

20

15

10

5

0

100

90

80

70

60

50

Рис. 6. Инактивация гена NHP10 в штам-
ме rad53+HA-F не влияет на чувствительность  
к УФ-свету и приводит к снижению частоты УФ-ин-
дуцированного мутагенеза в локусе CAN1 при низ-
ких дозах УФ. На графиках приведены штамм дико-
го типа и мутантные штаммы nhp10Δ, rad53+HA-F  
и nhp10Δ rad53+HA-F при облучении дозами 7, 14  
и 21 Дж/м2 ультрафиолетового излучения. 
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Рис. 7. Относительная нормализованная экспрессия 
гена RNR3 у различных мутантных штаммов. На ги-
стограмме приведены штамм дикого типа и мутант-
ные штаммы rad9Δ, dot1Δ и dot1Δ nhp10Δ до и по-
сле облучения их ультрафиолетовым светом (после 
УФ-облучения клетки выдерживали в течение четы-
рех часов при 30°C в термостате для индукции), доза 
УФ-излучения составляла 14 и 256 Дж/м2; *р < 0.05, 
t-критерий Стьюдента.
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дикого типа. Возможно, что в большом комплек-
се присутствие Rad9 негативно регулирует акти-
вацию Rad53. После исчезновения из комплекса 
белка Rad9 белки-шапероны Ssa1 и/или Ssa2, свя-
занные с Rad53, стимулируют автофосфорилиро-
вание последнего.

Мутант dot1Δ показывает более низкий уровень 
УФ-индуцированного мутагенеза по сравнению со 
штаммом дикого типа, что отличает его от мутанта 
rad9Δ [7]. Показано, что мутация dot1Δ приводит к 
увеличенному мутагенезу, индуцированному ме-
тилметансульфонатом (ММС), который зависит от 
активности ДНК-полимеразы Rev3/Rev7, что сви-
детельствует о том, что Dot1 негативно регулирует 
мутагенный путь обхода повреждений ДНК. Му-
тант dot1Δ более устойчив, чем дикий тип, к вы-
соким дозам ММС [23, 24]. Таким образом, пони-
женный уровень УФ-индуцированного мутагенеза 
у мутанта dot1Δ связан с нарушением работы оши-
бочной ветви пострепликативной репарации и не 
имеет отношения к активации чекпойнта. 

 Сборка хроматина тесно связана с синтезом 
ДНК во время репликации [23]. Дефектная сборка 
нуклеосом в asf1Δ может разорвать эту связь и на-
рушить синтез ДНК, что приведет к накоплению 
повреждений ДНК. Показано, что asf1Δ демон-
стрирует высокие уровни сестринских хроматид-
ных обменов (SCE). При этом дефектная сборка 
хроматина, вызванная asf1Δ, приводит к образова-
нию ДНР ДНК, которые могут быть репарирова-
ны с помощью SCE, что влияет на генетическую 
стабильность [18]. Для лучшего понимания как 
модуляция хроматина регулирует реакцию на по-
вреждение ДНК мы исследовали роль мутанта 
asf1Δ в мутационном процессе. Наше исследование 
показывает, что asf1Δ приводит к конституционной 
гиперактивации киназы Rad53, что и служит при-
чиной дезорганизации структуры хроматина. Как 
следствие, значительно изменяется спектр спон-
танных репаративных мутаций. Следовательно, 
корректное встраивание гистонов необходимо для 
предотвращения генетической нестабильности во 
время репаративного синтеза ДНК. Таким обра-
зом, наши результаты подтверждают важность кор-
ректной сборки хроматина в поддержании генети-
ческой стабильности.

Некорректная сборка нуклеосом в мутантах 
him1Δ и hif1Δ в меньшей степени влияет на актив-
ность Rad53 [1], по-видимому, в результате ухуд-
шения связывания ремодулирующего комплекса 
INO80 с хроматином. Это предположение под-
тверждается данными, полученными с двойными 
мутантами hsm3Δ ies5Δ и hif1Δ ies5Δ, которые пока-
зали гиперчувствительность к УФ-облучению [5]. 
Двойные мутанты hif1Δ nhp10Δ и hsm3Δ nhp10Δ не 
отличались от одиночного nhp10Δ. Во всех двой-
ных мутантах уровень УФ-индуцированного му-
тагенеза не отличался от штамма дикого типа [5], 

т. е. нарушения в сборке нуклеосом ухудшают ра-
боту дефектного комплекса INO80. Еще одним 
подтверждением высказанного выше предполо-
жения являются результаты, полученные с двой-
ными мутантами dot1Δ him1Δ и dot1Δ hif1Δ (рис. 4). 
Оба двойных мутанта не отличались от одиночно-
го dot1Δ, что свидетельствует о том, что отсутствие 
связанного с хроматином белка Rad9 ликвидирует 
him1Δ- и hif1Δ-специфический мутагенез. Таким 
образом, некорректная сборка нуклеосом интер-
ферирует с повреждениями комплекса INO80 в 
процессе ремодуляции хроматина.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ № 23-24-00119.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта 
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
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Reparative Chromatin Assembly Plays an Important Role in Genome Stability 

I. I. Skobeleva1, T. A. Evstyukhina1, 2, E. A. Alekseeva1, 2, *, A. V. Toroshchina1, 
V. T. Peshekhonov1, 2, D. V. Fedorov1, V. G. Korolev1, 2
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Gatchina, 188300 Russia 
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When DNA repair is completed, the processes associated with the restoration of the normal chromatin 
structure play an important role. Incorrect chromatin assembly can lead to genomic rearrangements, 
which, in turn, can cause the development of many diseases, including cancer. Previously, we showed 
that violations of the correct assembly of nucleosomes and their remodulation during the reparative 
assembly of chromatin lead to an increased level of mutagenesis. In this work, we have shown that 
the asf1Δ mutation has a constitutively hyperactivated Rad53 kinase, which causes disorganization of 
the chromatin structure and significantly changes the spectrum of spontaneous reparative mutations. 
Violation of the binding site of the Rad9 adaptive protein to DNA as a result of inactivation of the DOT1 
gene eliminates hif1Δ-specific mutagenesis, which is a consequence of incorrect reparative assembly 
of nucleosomes. The absence of the Rad9 protein under normal growth conditions and when treated 
with low doses of UV rays leads to aberrant activation of the RNR complex. At the same time, a further 
increase in the dose of UV radiation practically does not affect the expression of RNR3. These results 
confirm that correct chromatin assembly is critical for the normal functioning of the genome.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, RAD9 gene, DOT1 gene, UV-induced mutagenesis, RNR complex.


