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Фосфатазный комплекс PPH3 состоит из трех субъединиц: каталитической Рph3 и вспомогатель-
ных Pph2 и Psy4. Pph3 также образует двойной комплекс с субъединицей Psy2, который связывается
с киназой Rad53 и дефосфорилирует ее без привлечения третьей субъединицы. Тройной комплекс
дефосфорилирует γН2А. Ранее мы показали, что ген HSM6 соответствует гену PSY4 на генетической
карте Saccharomyces cerevisiae. Мутация hsm6-1 повышает скорость спонтанного и частоту УФ-инду-
цированного мутагенеза. В настоящей работе мы показали, что мутации в гене PPH3 увеличивают
скорость спонтанного репаративного мутагенеза в 7 раз, при этом мутации pph3Δ и hsm6-1 эписта-
тируют. При высоких дозах частота УФ-индуцированных мутаций у мутантов pph3Δ, psy4Δ и hsm6-1
одинакова и превышает уровень мутагенеза в штамме дикого типа приблизительно двукратно. Все
мутанты показывают более высокую (примерно 10-кратную) частоту γ-индуцированных мутаций
по сравнению со штаммом дикого типа. Объединение мутаций в генах, кодирующих субъединицы
PPH3, и мутаций в MMS2 и XRS2, контролирующих безошибочный путь пострепликативной репа-
рации, приводит к блокированию PPH3-специфического УФ-индуцированного мутагенеза. Таким
образом, мы идентифицировали комплекс PPH3 в качестве нового фактора, вовлеченного в регуля-
цию безошибочной ветви пострепликативной репарации. Двойной мутант по генам PTC2 и PTC3,
кодирующим две другие фосфатазы, дефосфорилирующие Rad53, не отличается от штамма дикого
типа в отношении УФ-индуцированного мутагенеза и выживаемости. Это означает, что гиперфос-
форилирование только Pph3-специфических сайтов белка Rad53 и гистона Н2А увеличивает уро-
вень УФ-мутагенеза.
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парации, мутагенез.
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Стабильность геномной ДНК поддерживается
в течение всего жизненного цикла клетки. Одна-
ко различные нарушения ее первичной структу-
ры, индуцированные как в процессе нормального
клеточного метаболизма, так и в ответ на факто-
ры окружающей среды, возникают непрерывно.
Повреждения структуры ДНК могут приводить к
смерти клетки (летальные повреждения) или к ге-
нерации мутаций. Мутации являются первичной
причиной наследственных болезней и рака, а так-
же вносят вклад в процесс старения [1].

Хотя клетки содержат множество очень сложных
систем для точного восстановления ДНК до ее пер-
воначальной последовательности и структуры, ино-
гда требуются механизмы, способные временно
обеспечивать переносимость повреждения ДНК
без посредничества репарации. Эти механизмы

толерантности способствуют выживанию после
повреждения ДНК, а в некоторых ситуациях так-
же активно способствуют возникновению мута-
ций. Толерантность к повреждению ДНК (toler-
ance to DNA damage – TDD) исторически называ-
ли пострепликативной репарацией (ПРР) из-за
наблюдения, что обработка почкующихся дрож-
жевых клеток УФ-излучением вызывала однони-
тевые (ОН) бреши в реплицирующейся ДНК [1].
УФ-индуцированные димеры пиримидинов, вы-
зывающие ОН бреши в ДНК, часто сохранялись
после “репарации”, что указывает на то, что ПРР
просто обходит повреждение без его удаления [2].
Два различных пути TDD, ошибочный и безоши-
бочный, действуют во всех эукариотических ор-
ганизмах [3]. Ошибочный путь TDD опосредует-
ся синтезом через повреждения (TLS), в то время
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как в безошибочном TDD одна вновь синтезиро-
ванная нить служит матрицей для репликации
другой блокированной нити [4, 5]. Выбор между
этими путями TDD имеет серьезные последствия
для стабильности генома.

Клетки, дефектные в безошибочном пути
TDD, характеризуются более выраженной зави-
симостью от TLS, демонстрируя более высокие
уровни спонтанного мутагенеза и повышенную
чувствительность к повреждениям после инакти-
вации компонентов ошибочной TDD [6]. Приме-
чательно, что мутации в безошибочном пути при-
дают большую чувствительность к ДНК-повре-
ждающим агентам, чем мутации в пути TLS [7].

Эукариотические клетки имеют специализи-
рованный ответ на повреждение ДНК, называе-
мый “чекпойнтом”, который задерживает развитие
клеточного цикла и способствует репарации повре-
жденной ДНК. Активация чекпойнта осуществля-
ется каскадом фосфорилирования белков и иници-
ируется в клетках дрожжей двумя протеинкиназами,
Mec1 и Tel1 [8]. Эти киназы фосфорилируют белки
медиаторы чекпойнта, Rad53 и Rad9, а также ги-
стон H2A [9, 10]. В настоящее время достигнут
значительный прогресс в понимании инициирова-
ния и хода процесса чекпойнта. Однако о механиз-
мах его прекращения известно мало. Поскольку
Ser/Thr киназы (STK) играют центральную роль в
инициации чекпойнта, вполне вероятно, что
Ser/Thr фосфатазы (STP) должны быть вовлече-
ны в его завершение. Процесс прекращения дей-
ствия чекпойнта важен для повторной инициа-
ции репликации ДНК и выживания клеток. Этот
процесс требует дефосфорилирования Rad53 и
γН2А. Было показано, что некоторые фосфатазы
специфически продуцируют различные формы
модификаций Rad53, которые необходимы для
адекватного ответа на определенные поврежде-
ния ДНК [11].

В клетках дрожжей фосфатаза Pph3 участвует в
дефосфорилировании ключевой чекпойнтной
киназы Rad53 [12]. Pph3 образует комплекс с
субъединицей Psy2, который связывается с кина-
зой Rad53 и дефосфорилирует ее без участия тре-
тьей субъединицы. Другой комплекс, состоящий
из трех субъединиц Pph3–Psy2–Psy4, дефосфори-
лирует γН2А [13].

Ранее было обнаружено, что STP Pph3, Ptc2 и
Ptc3 S. cerevisiae важны для дефосфорилирования
Rad53 и, следовательно, для его дезактивации во
время восстановления от воздействия MMS [14,
15]. FHA1-домен Rad53 взаимодействует со спе-
цифическим треонином Ptc2 [16]. Сверхэкспрес-
сия Ptc2 индуцирует чувствительность к УФ и ок-
симочевине (HU) и летальна для мутантов rad53,
mec1 и dun1 с низкой активностью рибонуклеотид-
редуктазы. С другой стороны, делеция PTC2 специ-
фически подавляет гиперчувствительность mec1 к

HU [17]. Предполагается, что Ptc2 и Ptc3 дефос-
форилируют Rad53 конститутивно, и инактива-
ция этого белка происходит после завершения ре-
парации, что сопровождается снижением актив-
ности Mec1 [18].

Ранее нами был выделен мутантный штамм
S. cerevisiae hsm6-1, характеризующийся повы-
шенной скоростью спонтанного мутагенеза [19].
Эпистатический анализ показал, что мутация
hsm6-1 представляет собой аллель гена PSY4. Се-
квенирование мутантного аллеля hsm6-1 выявило
мутацию сдвига рамки считывания, которая вы-
звала замену Lys218Glu и генерацию стоп-кодона
в следующей позиции. Точечная мутация hsm6-1
имеет более выраженный фенотип по сравнению
с делеционной мутацией psy4Δ. На основании по-
лученных данных было сделано заключение, что
ген PSY4 играет ключевую роль в регуляции выхо-
да клеток из чекпойнта, вызванного повреждени-
ем ДНК [20]. Полученные в настоящей работе ре-
зультаты подтверждают это заключение.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы дрожжей и питательные среды

Штаммы дрожжей S. cerevisiae, использован-
ные в настоящем исследовании, перечислены в
табл. 1. Для роста культуры и регистрации выжи-
вания использовали полную среду [21]. Спирто-
содержащую среду использовали в исследованиях
УФ-индуцированного мутагенеза [22]. Спонтанные
мутации устойчивости к канаванину (CanS → CanR)
регистрировали с использованием минимальной
среды со стандартными добавками и 50 мг/мл ка-
наванина.

Мутагены

Источником ультрафиолетового света была
лампа БУВ-30Е с мощностью дозы 1.4 Дж/м2 с.
Аппарат “Исследователь” с мощностью дозы
180 Гр/мин служил источником γ-лучей. Обра-
ботку дрожжей УФ-лучами и γ-лучами проводили
как описано ранее [22].

Методы определения частоты мутаций

Чувствительность к летальному воздействию
ультрафиолетового излучения и γ-лучей опреде-
ляли, используя кривые выживаемости. Чувстви-
тельность к мутагенному действию ультрафиолето-
вого и γ-лучей была зарегистрирована индукцией
прямых мутаций в пяти локусах, контролирующих
синтез аденина, ADE4–ADE8 [23]. Спонтанный
мутагенез определяли с использованием стан-
дартного метода медиан (флуктуационный тест),
который регистрирует в основном ошибки ре-
пликации [24]. В других экспериментах скорость
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спонтанных мутаций устойчивости к канаванину
оценивали по методу упорядоченного посева
Хромова-Борисова [25]. Этот метод позволяет изме-
рять скорость репаративного мутагенеза. В этих экс-
периментах тестируемые дрожжевые культуры
выращивали на чашках с полной средой в течение
суток. Затем готовили 5 мл суспензии (106 кле-
ток/мл). Специальный репликатор на 150 штырей
был погружен в эту суспензию и перенесен на
чашку Петри со средой, содержащей канаванин.
Репликатор переносил 150 равных капель дрож-
жевой суспензии (около 2 мкл каждая) на равных
расстояниях друг от друга, каждая капля содержа-
ла приблизительно 2000 клеток. Концентрация
канаванина для оценки скорости мутаций устой-
чивости к антибиотику была определена в специ-
альных предварительных экспериментах для всех
штаммов и составила 50 мг/л. Мутанты имеют бо-
лее быстрый рост, который проявляется в виде
“бородавок” на пятнах с ограниченным ростом
исследуемой культуры. После 14–15 дней инкуба-
ции подсчитывали бородавки мутантов, устойчи-
вых к канаванину, и общее количество клеток.
Последнее было сделано после смыва клеток с ря-
да реплик капель, лишенных бородавок. Частоты
мутаций на одно деление клеток определяли путем
деления числа бородавок на общее количество
клеток на чашке. Результаты представлены как
средние значения 3–5 независимых эксперимен-
тов с 95%-ным доверительными интервалами.

Конструирование штаммов

Для разрушения открытой рамки считывания
гена PPH3 (YDR075W) клетки штамма дрожжей
дикого типа (11D-3031) (табл. 1) трансформиро-
вали фрагментом ДНК, содержащим маркер KanMX,
с фланкирующими 22-нуклеотидными последо-
вательностями, гомологичными флангам гена
PPH3. Фрагмент генерировали путем ПЦР-ам-

плификации с праймерами Pph3-1 и Pph3-2 и
ДНК, выделенной из штамма KFY-1073 в каче-
стве матрицы. Последовательности ДНК всех ис-
пользованных в настоящей работе праймеров
приведены в табл. 2. Трансформанты с делецией
гена PPH3 отбирали по их устойчивости к G418 с
использованием полной среды, содержащей G418
в концентрации 200 мкг/мл. Разрушение гена
PPH3 было подтверждено с помощью ПЦР.

Для получения одиночного mms2Δ и двойного
hsm6-1 mms2Δ мутантов клетки штамма дикого типа
11D-3031 (табл. 1) и мутанта hsm6-1 6B-SVK-312
(табл. 1) трансформировали фрагментом ДНК,
содержащим кассету KanMX4 с фланкирующими
70-нуклеотидными последовательностями, гомо-
логичными флангам гена MMS2. Фрагмент полу-
чали посредством ПЦР-амплификации плазми-
ды pFLA6A-KanMX4 c праймерами MMS2_L и
MMS2_R. Трансформанты также отбирали по их
устойчивости к G418 описанным выше способом.
Полное замещение гена MMS2 в полученных
штаммах было подтверждено с помощью ПЦР.

Для получения двойного мутанта ptc2Δ ptc3Δ
клетки штамма дикого типа трансформировали
фрагментом ДНК, содержащим кассету natMX6 с
фланкирующими 70-нуклеотидными последова-
тельностями, гомологичными флангам гена PTC2.
Фрагмент получали путем ПЦР-амплификации
плазмиды PFLA6A-natMX6 с праймерами PTC2_L
и PTC2_R. Трансформантов отбирали по их
устойчивости к нурсеотрицину на полной среде,
содержащей clonNAT в концентрации 30 мг/л.
Далее клетки полученного штамма трансформи-
ровали фрагментом ДНК, содержащим кассету
kanMX4 с фланкирующими 70-нуклеотидными
последовательностями, гомологичными флангам
гена PTC3. Фрагмент получали с помощью ПЦР-
амплификации плазмиды PFLA6A-kanMX4 с
праймерами PTC3_L и PTC3_R. Трансформан-
тов отбирали по их устойчивости к генитицину на

Таблица 1. Штаммы дрожжей, используемые в работе

Штамм Генотип Происхождение

11D-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1  [26]
6B-SVK-312 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 hsm6-1  [20]
KFY-1073 MATα ura3Δ leu2-his3-1 met15Δ pph3Δ::KanMX Настоящая работа
60-TAE-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 psy4::NAT  [20]
62-TAE-3032 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 pph3::KanMX Настоящая работа
63-TAE-3033 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 hsm6-1 pph3::KanMX »
23-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 ptc2::NAT ptc3::KanMX »
24-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 mms2::KanMX »
25-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 pph3::KanMX mms2::KanMX Настоящая работа
26-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 xrs2::URA3  [27]
27-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 hsm6-1 xrs2::URA3 Настоящая работа
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полной среде, содержащей G418 в концентрации
300 мг/л. Разрушение генов PTC2 и PTC3 в полу-
ченном штамме было подтверждено при помощи
ПЦР.

Двойной мутант hsm6-1 xrs2Δ был получен пу-
тем трансформации клеток штамма hsm6-1 6B-
SVK-312 (табл. 1) фрагментом ДНК, полученным
в результате рестрикции плазмиды pEI39 по сай-
там BamHI и HindIII. Трансформантов отбирали
на селективной среде без урацила.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние мутации pph3Δ на спонтанный мутагенез

Известно, что клетки pph3Δ показывают ги-
перчувствительность к репликативному стрессу,
индуцированному ДНК-алкилирующим агентом
MMS. Более того, при воздействии MMS клетки
мутанта pph3Δ показывают гиперактивацию бел-
ка Rad53, задержку входа в S-фазу клеточного
цикла и проявляют ухудшение процессинга объ-
единенных хромосомных структур [28]. Эти ре-
зультаты показывают, что наблюдаемые дефекты
являются следствием ухудшения регуляции акти-
вации белка Rad53.

Для лучшего понимания функции субъединиц
комплекса PPH3 мы проанализировали генетиче-
ские свойства клеток, мутантных по гену PPH3.
Флуктуационный тест медиан [24] и метод упоря-
доченного посева [25] были использованы для
определения скорости спонтанных мутаций
устойчивости к канаванину у мутанта pph3Δ. Ра-
нее мы показали, что скорость спонтанных мута-
ций, измеренная флуктуационным тестом, в оди-
ночном psy4Δ не отличалась от скорости в клетках
дикого типа: (3.8 ± 1.1) × 10–7 и (3.2 ± 0.6) × 10–7

соответственно. В то же время мутация hsm6-1
увеличивает скорость спонтанного мутагенеза
более чем в 5 раз [20]. Измеренная нами скорость
репликативных мутаций в мутанте pph3Δ не отли-
чалась от скорости в клетках дикого типа – (3.8 ±

± 1.14) × 10–7. С другой стороны, метод упорядо-
ченного посева показывает значительные разли-
чия между мутантами и штаммом дикого типа:
wt – (3.2 ± 0.62) × 10–7, psy4Δ – (10.2 ± 2.64) × 10–7,
hsm6-1 – (34.4 ± 4.2) × 10–7 [20], pph3Δ – (52.7 ±
± 6.04) × 10–7, hsm6-1 pph3Δ – (58.5 ± 7.04) × 10–7.
Эти результаты показывают, что мутации psy4Δ и
pph3Δ не изменяют скорости репликативного мута-
генеза, но они значительно увеличивают скорость
репаративного мутагенеза. К тому же инактивация
гена PSY4 увеличивает скорость репаративного му-
тагенеза в значительно меньшей степени, чем инак-
тивация гена PPH3, что подтверждает разное влия-
ние этих мутаций на репарационные процессы.

Эффект мутаций pph3Δ и hsm6 pph3Δ
на УФ-индуцированный мутагенез и выживаемость

Мутации ряда генов, контролирующих репа-
рацию предмутационных повреждений ДНК, по-
казывают спонтанный мутаторный фенотип и в
то же время такие мутанты могут быть чувстви-
тельными к летальному и мутагенному действию
различных мутагенов. Ранее мы показали, что му-
тация psy4Δ не влияет на УФ-чувствительность
клеток дрожжей и слабо повышает уровень УФ-
индуцированного мутагенеза [20]. В связи с этим
мы измерили выживаемость и частоту мутаций
ade4–ade8 в изучаемых штаммах при УФ-облуче-
нии. Одиночный мутант psy4Δ не отличается по
УФ-чувствительности от штамма дикого типа. В
то же время мутант hsm6-1 показал заметно боль-
шую УФ-чувствительность по сравнению со
штаммом дикого типа [20]. Мутанты hsm6-1,
pph3Δ и двойной pph3Δ hsm6-1 показали пример-
но одинаковую УФ-чувствительность (рис. 1,а).

Так как генетические эффекты мутации pph3
не были изучены в деталях, мы определили влия-
ние делеции гена PPH3 на УФ-индуцированный
мутагенез. Частота прямых мутаций в генах
ADE4–ADE8 при УФ-облучении была оценена в
клетках дикого типа и мутантах hsm6-1, pph3Δ и

Таблица 2. Праймеры, использованные в работе

Название Последовательность

Pph3-1 5'-GTCAATATGTGGTGTTGCGACG-3'
Pph3-2 5'-CTAATCCTGTGATGCCGCTACT-3'
MMS2_L 5'-TCGATGTCGTGGTGAAATTCTTATTCTGTATATGCAACGTAGAAGAAAGCAGCGTTTACACAA

AAATGTCGCTTCGTACGCTGCAGGTCG-3'
MMS2_R 5'-TTGGAATGCTGCAAATACTGTTTAGGAAAAAGTAGATAACTAAAAGGTTTCTCCTTCCTTCGG

TTGACGCGCATAGGCCACTAGTGGATC-3'
PTC2_L 5'-CCTCCCCACGGAATAAAACTACAACAAGTTCTGTTATCAAGGACAATTAGTGT

ATATTAGTTGTTGTAACGCTTCGTACGCTGCAGGTCG-3'
PTC2_R 5'-GGTAGTGGTGTATGCTCTTGGTTCTGGTGGTGTCTTGCGTCTTCTCTTCTCTTTCTGT 

TCGTTCGGTTCGGCATAGGCCACTAGTGGATC-3'
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pph3Δ hsm6-1 (рис. 1,б). Представленные кривые
индуцированного мутагенеза показывают, что
при низких дозах облучения частота мутаций в
клетках дикого типа, мутантах pph3Δ и pph3Δ
hsm6-1 была одинакова и значительно ниже (~в 3
раза) по сравнению с одиночным мутантом hsm6-1.
При высоких дозах частота мутаций во всех трех
мутантных штаммах была одинакова и превыша-
ла уровень мутагенеза в клетках дикого типа при-
мерно двукратно. Таким образом, мутация hsm6-1
проявляет значительно более выраженный эф-
фект по сравнению с делецией всего гена, в то же
время мутация pph3Δ полностью эпистатирует к
мутации hsm6-1.

Выживаемость и мутагенез у мутантов hsm6-1, 
psy4, pph3Δ и pph3Δ hsm6-1 при γ-облучении

Для индукции двунитевых разрывов (ДНР)
ДНК мы использовали γ-лучи. Данные по сравне-
нию выживаемости штамма дикого типа и мутан-
тов hsm6-1, psy4, pph3Δ и pph3Δ hsm6-1, получен-
ные в количественном тесте, представлены на
рис. 2,а. Из этого рисунка видно, что существен-
ных различий в γ-чувствительности штамма ди-
кого типа и мутантов не наблюдается. Более того,
почкующиеся клетки всех штаммов, инактива-
ция которых характеризуется пологим участком
кривой инактивации, показали одинаковую чув-
ствительность. Возможно, небольшие различия в
первоначальном наклоне кривых выживаемости
объясняются различным соотношением доли
почкующихся клеток в облучаемых культурах.

Частота прямых мутаций в генах ADE4–ADE8
была оценена после γ-облучения в штамме дико-
го типа и мутантах hsm6-1, psy4Δ, pph3Δ и pph3Δ
hsm6-1 (рис. 2,б). Все мутанты проявили более
высокую частоту γ-индуцированного мутагенеза
по сравнению со штаммом дикого типа. Следует
отметить, что различие в частоте мутаций между
штаммом дикого типа и мутантами было значи-
тельно больше, чем при УФ-облучении.

Эффект УФ-облучения на выживаемость
и мутагенез у двойного мутанта ptc2Δ ptc3Δ
Ptc2 и Ptc3 были первыми протеинфосфатаза-

ми, для которых показано влияние на дезактива-
цию чекпойнта, индуцированного повреждения-
ми ДНК [14]. Клетки, потерявшие все три фосфа-
тазы Pph3, Ptc2 и Ptc3, проявляют синергическую
чувствительность к ДНК-повреждающим аген-
там камптотецину, HU и MMS, но не к УФ-лучам
[29]. Для изучения вовлеченности фосфатаз Ptc2
и Ptc3 в УФ-индуцированный мутагенез мы со-
здали мутантные клетки, потерявшие гены PTC2
и PTC3. Вначале мы тестировали выживаемость
мутанта ptc2 ptc3 после УФ-облучения. Как видно
из рис. 3, клетки двойного мутанта не показали

повышенной чувствительности по сравнению с
клетками дикого типа. УФ-индуцированный му-
тагенез в этих штаммах также оказался одинако-
вым (рис. 3). Таким образом, гиперфосфорили-
рование Ptc2/3-зависимых сайтов белка Rad53 не
влияет на УФ-индуцированный мутагенез и вы-
живаемость клеток дрожжей.

Белковый комплекс PPH3 вовлечен 
в регуляцию безошибочной ветви ПРР

Ранее мы сообщали, что мутация hsm6-1 уве-
личивает частоту УФ-индуцированного мутагене-
за и снижает уровень УФ-индуцированного мито-
тического кроссинговера в области между центро-
мером и геном ADE2. Мутант hsm6 показывает
увеличенную скорость спонтанного и УФ-инду-
цированного мутагенеза, при этом увеличение
сильно зависит от гена REV3, кодирующего спе-

Рис. 1. Выживаемость (а) и частота мутаций по пяти
локусам ADE4–ADE8 (б) при действии разных доз УФ
на клетки дрожжей: штамм дикого типа (j, h), мутант
pph3::KanMX (d, s), мутант hsm6-1 (m, n), двойной му-
тант hsm6-1 pph3::KanMX (r, e).
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цифическую ДНК-полимеразу [20, 30]. Эти ре-
зультаты показывают, что HSM6 может участво-
вать в одной из ветвей ПРР.

Белок Rad5 вовлечен в безошибочную ветвь
ПРР [31]. Белок Mms2, обладающий в комплексе
с Ubc13p убиквитинтрансферазной активно-
стью, является субъединицей тройного комплек-
са Rad5–Mms2–Ubc13, который осуществляет по-
лиубиквитинирование PCNA и таким образом
стимулирует рекомбинационно-подобный про-
цесс. Отсюда следует, что ген MMS2 контролирует
первую стадию безошибочной ветви ПРР.

Для проверки предположения, что ген PPH3
может быть вовлечен в контроль безошибочной
ветви ПРР, мы разрушили ген MMS2 в мутанте
pph3 и штамме дикого типа. Как видно из рис. 4,

УФ-индуцированный мутагенез в мутанте mms2
значительно ниже, чем в одиночном мутанте
pph3, и близок к уровню штамма дикого типа.
Двойной мутант mms2 pph3 показывает уровень
УФ-индуцированного мутагенеза такой же, как у
одиночного mms2. Следовательно, мутации mms2
и pph3 находятся на одном пути репарации и mms2
эпистатирует к pph3.

Показано, что ОН бреши ДНК за остановлен-
ными репликационными вилками обусловлены
Mre11-зависимой деградацией реплицированной
ДНК. Это событие определяет вторую стадию
безошибочной ветви ПРР. Образование ОН бре-
шей со свободным 3'-концом стимулирует инва-
зию вновь синтезированной ДНК в дуплексную
ДНК сестринской хроматиды, таким образом
инициируя смену матриц. Мы исследовали по-
тенциальные эпистатические отношения между
мутациями генов XRS2 и PPH3. Xrs2 является
субъединицей комплекса MRE11. Штамм дикого
типа был слабо чувствителен к УФ-облучению и
не оказывал заметного влияния на УФ-индуци-
рованный мутагенез (рис. 5). Двойной мутант xrs2
pph3 был также чувствителен к УФ-индукцион-
ному летальному действию и мутагенезу, как и
одиночный мутант xrs2 (рис. 5). Таким образом,
эти результаты согласуются с ролью PPH3 в без-
ошибочном пути обхода повреждений.

Рис. 2. Выживаемость (а) и частота мутаций по пяти
локусам ADE4–ADE8 (б) при действии разных доз
гамма-лучей на клетки дрожжей: штамм дикого типа
(j, h), мутант hsm6-1 (d, s), мутант psy4::NAT (w, q),
мутант pph3::KanMX (r, e), двойной мутант hsm6-1
pph3::KamMX (m, n).
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Рис. 3. Выживаемость (темные символы) и частота
мутаций по пяти локусам ADE4–ADE8 (светлые сим-
волы): штамм дикого типа (j, h), двойной мутант
ptc2Δ ptc3Δ (d, s).
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ОБСУЖДЕНИЕ

При благоприятных условиях роста основной
причиной спонтанного мутагенеза являются ошиб-
ки репликации. Именно поэтому флуктуационный
тест учитывает спонтанные мутации, возникшие в
основном в результате ошибок репликации. Мута-
ции, возникающие как ошибки репликации, так и
ошибки репарации, регистрируются методом упо-
рядоченного посева, когда клетки выращиваются
в течение длительных периодов на селективной

среде, и многие спонтанные повреждения накап-
ливаются в ДНК в течение одного поколения [26].
Если клетки имеют дефект в репарационных си-
стемах, это может значительно увеличить уровень
спонтанного мутагенеза.

Частота спонтанных мутаций устойчивости к
канаванину, измеренная с помощью флуктуаци-
онного теста для мутанта pph3Δ, не отличалась от
штамма дикого типа. Однако в тесте Хромова-Бо-
рисова мутация pph3 проявляет очень высокий

Рис. 4. Выживаемость (темные символы) и частота мутаций по пяти локусам ADE4–ADE8 (светлые символы): штамм
дикого типа (j, h), мутант pph3 (d, s), мутант mms2 (m, n), двойной мутант pph3 mms2 (r, e).
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Рис. 5. Выживаемость (темные символы) и частота мутаций по пяти локусам ADE4–ADE8 (светлые символы): штамм
дикого типа (j, h), мутант pph3 (d, s), двойной мутант pph3 xrs2 (m, n).
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уровень спонтанного мутагенеза, который анало-
гичен двойному мутанту pph3Δ hsm6-1. На основа-
нии этих данных мы можем предположить, что
мутации pph3Δ, psy4Δ и hsm6-1 стимулируют под-
верженный ошибкам процесс репарации ДНК.

При воздействии MMS клетки pph3Δ проявля-
ют гиперактивацию Rad53 и задержку внутри-S-
фазного чекпойнта [12, 28]. Однако Pph3-Psy2 не
является единственной фосфатазой, необходи-
мой для дефосфорилирования Rad53. Фосфатазы
Pp2C, Ptc2 и, в меньшей степени, Ptc3 необходи-
мы для дефосфорилирования Rad53 после ДНР
ДНК [13]. Учитывая, что Pph3-Psy2, по-видимо-
му, регулирует некоторые чекпойнтные функции
Rad53, но не все, можно предположить, что Pph3
и Ptc2/Ptc3 не являются избыточными, посколь-
ку они распознают разные формы фосфорилиро-
вания Rad53, и что эти разные формы фосфори-
лирования независимо регулируют различные ас-
пекты чекпойнт ответа [13]. Чтобы лучше понять
функциональное взаимодействие между фосфа-
тазами Pph3-Psy2 и Ptc2/Ptc3, мы проанализиро-
вали индуцированный ультрафиолетом мутагенез
в клетках, лишенных Ptc2/Ptc3. Как показано на
рис. 3, двойной мутант ptc2 ptc3 не проявляет ка-
кой-либо чувствительности к ультрафиолетовому
излучению и не увеличивает уровня индуциро-
ванного ультрафиолетом мутагенеза. Взятые вме-
сте эти результаты согласуются с моделью, в ко-
торой основной причиной более высокого уровня
мутаций, индуцированных ультрафиолетом в му-
танте pph3, является замедление дефосфорилирова-
ния PPH3-специфических сайтов Rad53 и γН2А.

Фосфатаза Pph3-Psy2-Psy4 образует стабиль-
ный комплекс с γН2А, т.е. реакция дефосфорили-
рования гистона является медленным процессом
[32]. γН2А теряется из хроматина независимо от
PPH3, что указывает на то, что фосфатаза нацели-
вается на γН2А после его вытеснения из ДНК. Де-
фосфорилирование γН2А с помощью PPH3 необ-
ходимо для эффективного выхода из чекпойнта,
индуцированного повреждениями ДНК [13]. Ра-
нее мы предполагали, что чувствительность му-
танта hsm6-1 к ультрафиолетовому излучению и
его высокая спонтанная и зависимая от ультра-
фиолетового излучения изменчивость обусловле-
ны задержанным выходом клетки из чекпойнта
[20]. После облучения УФ-лучами в процессе ре-
пликации на поврежденной ДНК образуются од-
носторонние ДНР. У мутантов psy4Δ и pph3Δ зна-
чительное увеличение уровня мутагенеза наблю-
далось только при высоких дозах УФ-облучения
(рис. 1,б), поскольку в этом случае вероятность
появления ДНР ДНК и индукции чекпойнта за-
метно возрастает. Количество выделяющегося
γН2А будет высоким, что повлияет на уровень ин-
дуцированного мутагенеза.

Репарация одностороннего ДНР отличается от
репарации двустороннего ДНР. Когда индуциру-
ется двусторонний ДНР, гистон H2A фосфорили-
руется на большем расстоянии с обеих сторон
ДНР, что приводит к индукции множества γН2А
[33]. Мы предполагаем, что увеличение количе-
ства γН2А может привести к более высокому
уровню индуцированного мутагенеза. Чтобы
проверить это предположение, мы использовали
γ-лучи, которые индуцируют ДНР ДНК с двумя
концами с высокой частотой. Действительно, ча-
стота мутаций, индуцированных γ-лучами, у всех
исследованных мутантов была чрезвычайно вы-
сокой по сравнению со штаммом дикого типа
(рис. 2,б). Белок Pph3 является каталитической
субъединицей фосфатазного комплекса Phy3–
Psy2–Psy4, биохимическая функция которого – де-
фосфорилирование гистонов γН2А [13]. Мутации
hsm6-1 и psy4Δ инактивируют тройной комплекс
фосфатазы. С другой стороны, мутация pph3Δ
инактивирует обе функции фосфатазного ком-
плекса PPH3, при этом мы фиксируем при высо-
ких дозах одинаково высокие уровни УФ- и γ-ин-
дуцированного мутагенеза у всех трех мутантов
(рис. 1,б и 2,б). Следовательно, замедление де-
фосфорилирования γН2А является основной
причиной увеличения скорости индуцированно-
го мутагенеза у мутантов pph3Δ, hsm6-1 и psy4Δ.
Этот вывод подтверждается, во-первых, данными
по УФ-индуцированному мутагенезу в клетках,
потерявших фосфатазу Ptc2/Ptc3, которая не
имеет отношения к дефосфорилированию γН2А,
но дефосфорилирует белок Rad53. Во-вторых,
полным совпадением кривых УФ-мутагенеза у
мутантов pph3Δ и psy4Δ (рис. 1,б).

В дрожжах открыта еще одна фосфатаза Glc7,
которая способна дефосфорилировать гистон
γН2А [34]. Наличие в клетке одновременно двух
фосфатаз, способных дефосфорилировать гистон
γН2А, должно приводить к конкуренции за суб-
страт. Когда в клетке присутствуют оба фермента,
количество свободного γН2А будет быстро умень-
шаться и освобождать комплекс Pph3–Psy2–Psy4
от связывания с гистоном. Это, в свою очередь,
сместит равновесие между комплексами Pph3–
Psy2–Psy4 и Pph3–Psy2 в сторону последнего. В
отсутствие Glc7 (мутант glc7) дефосфорилирова-
ние гистона γН2А значительно замедлится, что
приведет к его повторному включению в хрома-
тин. Однако отсутствие Glc7 лишь замедляет про-
цесс выхода из чекпойнта, но не блокирует его,
из-за активности второго фермента Pph3–Psy2–
Psy4. Делеция гена PSY4 также замедлит дефос-
форилирование гистона γН2А. Таким образом,
при низких дозах УФ-лучей отсутствие одного из
белков Psy4 или Glc7 не будет заметно сказывать-
ся на скорости дефосфорилирования γН2А. Од-
нако при высокой концентрации этого гистона в
ядре (высокие дозы УФ-лучей или при γ-облуче-
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нии) отсутствие одного из партнеров окажет за-
метное влияние на эффективность дефосфорили-
рования γН2А. Мутация hsm6-1 относится к типу
сдвиг рамки считывания. В результате образуется
укороченный белок, который сохранил консерва-
тивную последовательность на N-конце. Можно
предполагать, что такой укороченный белок спо-
собен формировать тройной комплекс PPH3, но
не способен выполнять в полном объеме свою
ферментативную функцию. Это приведет к за-
медлению дефосфорилирования гистона γН2А,
значительному увеличению времени существова-
ния нефункционального тройного комплекса,
связанного с γН2А, и, как следствие, снижению
эффективности дефосфорилирования Rad53. Эти
свойства аллеля hsm6-1 будут отличать его от де-
леционного мутанта.

В совокупности мы интерпретируем эти ре-
зультаты как указание на то, что высокий спон-
танный мутагенез у мутантов hsm6-1 и pph3Δ и вы-
сокая чувствительность к мутагенному действию
ультрафиолетовых и γ-лучей обусловлены за-
держкой выхода клетки из чекпойнта.

Ранее мы предполагали, что ген HSM6 участ-
вует в контроле ПРР [19, 20]. Проведенный нами
генетический анализ подтверждает это предполо-
жение. Прежде всего мы показываем, что мута-
ции mms2 и xrs2 способны полностью подавлять
более высокий УФ-индуцированный мутагенез
мутанта pph3 (рис. 4, 5). Этот фенотип самым
строгим образом определяет гены, контролирую-
щие субъединицы белкового комплекса PPH3, в
качестве участников в регуляции безошибочной
ветви ПРР.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта РФФИ № 18-34-005540 мол_а и
в рамках государственного задания по теме
“Мультикомпонентные биологические системы:
структурно-динамическая и функциональная ор-
ганизация” (регистрационный номер АААА-А19-
119091890069-7).
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Pph3 Phosphatase Is Involved in the Regulation of the Error-Free Branch
of Postreplicative DNA Repair in Yeast Saccharomyces cerevisiae
D. V. Fedorova, T. A. Evstyukhinaa, V. T. Peshekhonova, and V. G. Koroleva, *

aPetersburg Nuclear Physics Institute named by B.P. Konstantinov
of National Research Centre “Kurchatov Institute,” Gatchina, 188300 Russia

*e-mail: korolev_vg@pnpi.nrcki.ru

It has been shown that Pph3 phosphatase is involved in the dephosphorylation of the crucial checkpoint ki-
nase Rad53 in yeast Saccharomyces cerevisiae. Pph3 protein forms a complex with a Psy2 subunit, which binds
to Rad53 kinase and dephosphorylates it without the involvement of a third subunit. Triple complex consist-
ing of Pph3, Psy2 and Psy4 subunits dephosphorylates γН2А. Earlier, we have shown that the HSM6 gene
represents an allele of PSY4 gene. The hsm6-1 mutation increased the frequency of DNA repair spontaneous
and UV-induced mutagenesis. In this study we showed that the deletion of PPH3 gene increases the rate of
spontaneous mutagenesis by a factor of seven in S. cerevisiae. At high UV light doses the frequencies of mu-
tations in pph3Δ, psy4Δ and hsm6-1 mutant strains are equal and exceed the level of mutagenesis in the wild
type strain approximately twofold. In case of reparative spontaneous mutagenesis, pph3Δ and hsm6-1 muta-
tions show epistatic effect. All mutants exhibited higher (approximately 10-fold) frequency of γ-induced mu-
tations in comparison with the wild type strain. The combination of mutations in the genes encoding the sub-
units of PPH3 and mutations in the MMS2 and XRS2 genes that control the error-free path of post-replicative
repair leads to the blocking of PPH3-specific UV-induced mutagenesis. Our results indicate that ptc2Δ ptc3Δ
double mutant don’t influence UV-induced mutagenesis and survival. These data indicate that hyperphos-
phorylation only of Pph3 specific sites of the Rad53 increases the UV-induced mutagenesis. Thus, we iden-
tified the PPH3 complex as a new factor involved in the regulation of the error-free branch of postreplicative
repair.

Keywords: Pph3 phosphatase, DNA repair, yeast, tolerance, error-free branch of repair, mutagenesis.
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