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Научное сообщение

«Мы уже отвергли лаыарковские принципы, как не даю​щие разрешения эволюционной проблемы. Это, однако, не значит, что мы должны отрицать значение модифика​ций  и  прямого  приспособления  в  процессе   эволюции».
И. И. Шмальгаузен
Проолема роли модификаций в эволюции не нова, однако современное звучание она приобрела только в 30-е годы нашего века, в трудах В. С. Кирпичникова', Г. Ф. Гаузе 2, И. И. Шмальгау-зена и др. «Адаптивная модификация является первой пробой реакции, при помощи которой организм как бы проверяет возможность замены и более успешного использования окружающей среды» 3.

О механизмах модификаций до сих пор известно очень мало. В об​щей форме можно констатировать: модификации (морфозы, фенокопии) суть результат спонтанного или индуцированного нарушения действия гена, подобно тому как мутации суть результат спонтанного или индуци​рованного нарушения воспроизведения гена.

Развитие этой точки зрения можно проследить с 20-х годов нашего столетия, когда Н. В. Тимофеев-Ресовский ввел понятия экспрессив​ности и пенетрантности в проявлении признаков 4. Затем Б. Л. Астауров отметил закономерную неустойчивость в действии гена, его модифицируе​мость на примере проявления мутации tetraptera у дрозофилы 5, а в кон​це 30-х годов И. А. Рапопорт успешно исследовал влияние ряда химиче​ских соединений на появление фенокопии у дрозофилы 6. Только в 60-х годах, благодаря успехам молекулярной генетики — расшифровке гене​тического кода, механизмов белкового синтеза и регуляции действия гена, наметились подходы к выяснению первичных механизмов модификациои-ных изменений. С учетом молекулярных механизмов действия гена мож​но предложить два типа модификационных изменений: структура гена остается неизменной, а модифицируются генные продукты; структура гена изменяется лишь временно, эти изменения не наследуются.
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В настоящее время возможна разработка экспериментальных моделей для изучения обоих типов модификаций. Удобным и популярным в по​следнее время объектом для этого стали дрожжи-сахаромицеты — прими​тивные одноклеточные эукариотные организмы, стабильные в гаплоидной и диплоидной фазах.

Неоднозначность действия гена
Модель для изучения модификаций генных про​дуктов основана на использовании явления информационной (трансля​ционной) супрессии, то есть изменений аппарата трансляции (белкового синтеза), приводящих к нарушениям в считывании генетического кода. Около двух десятилетий мы работаем над этой моделью вместе с сотруд​никами лаборатории В. Н. Смирнова'. За это время в результате экспе​риментов обнаружены два гена (sup 1 и sup 2), кодирующие белки, ас​социированные с 60 S (большей) субчастицей цитоплазматических рибо​сом дрожжей. Мутации в этих генах приводят к повышению неоднозначности белкового синтеза. In vivo это выражается в том, что рибосома становится способной читать (осмысливать) все три нонсенс -кодона, служащие обычными стоп-сигналами в синтезе белка. Это приво​дит к супрессии, то есть непроявлению мутации-нонсенсов. In vitro это выражается в повышении неоднозначности трансляции. В результате в бесклеточной системе, использующей полиуридиловую информационную РНК, повышается ошибочное включение лейцина вместо фенилаланина в полйпептид (рис. 1). Гены sup 1 и sup 2 в настоящее время откло-нированы в составе челночных плазмид, и показана их функциональная близость, что выражается в способности каждого из них частично компен​сировать мутационные дефекты другого. Кроме того, эти гены кодируют белки, включающиеся не только в цитоплазматические, но, по-видимому, и в митохондриальные рибосомы, поскольку их изменения часто приводят помимо изменения рибосом цитоплазмы к нарушениям белкового синтеза в митохондриях.

Эта модель — мутанты по генам sup 1 и sup 2, у которых ослаблен контроль точности белкового синтеза, позволила нам впервые обнару​жить, что уровень неоднозначности трансляции, то есть частота ошибок белкового синтеза повышается in vivo при замене глюкозы на нефермен-тируемые источники углерода: этанол, глицерин, галактозу (которую не сбраживают используемые нами штаммы). Так, если объединить в гап​лоиде нонсенс UAA, например в гене his 7, с супрессорной мутацией sup 1 (или sup 2), низкоэффективной и потому неспособной супрессиро-вать нонсенс, наблюдается отсутствие роста на среде с глюкозой без ги-стидина при 30° С.

Достаточно заменить глюкозу на этанол, глицерин или галактозу, что​бы повысился уровень неоднозначности трансляции. Это выражается в супрессии UAA и соответственно в росте культуры на среде без гисти-дина (рис. 2).

Аналогичная ситуация показана и для нонсенса UGA в гене thr 4. Сходные эффекты наблюдаются и на среде с глюкозой при понижении температуры с 30 до 20° С.

Это все — эффекты в присутствии мутаций, нарушающих точность трансляции. Что происходит в клетках, не несущих таких мутаций, не

7- См.: Инге-Вечтомов С. Г. Точность реализации генетической информации. -Вестник АН СССР, 1969, № 8, с. 25-30; Surguchov A. P., Smirnou V. N.. Ter-Ava-nesyan M. D., Inge-Vechtomov S. G.— Physicochemical Biology Rev., 1984, v. 4. p. 147-205.
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несущих искусственно индуцированных супрессоров при таких же изме​нениях внешних условий?

Для ответа на этот вопрос мы исследовали проявление восьми мута​ций, находящихся в различных сочетаниях у 36 штаммов, не несущих индуцированных супрессоров. Результаты представлены в табл. 1.
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Таблица 1 Фенотипическая супрессия мутаций ауксотрофности у дрожжей
Таким образом, оказалось, что изменения условий выращивания в пределах физиологического оптимума вызывают так называемую феноти-пическую супрессию, то есть модификации за счет изменения точности трансляции. Поскольку наблюдаемый эффект касался мутаций-нонсенсов, их супрессия могла произойти только за счет повышения частоты ошибок белкового синтеза, за счет усиления неоднозначности трансляции. Подоб​ная реакция наблюдалась лишь у некоторых штаммов, следовательно, она зависит от неконтролируемых генотипических факторов, которые мы исследуем в настоящее время.

Модификации генных продуктов на уровне белкового синтеза могут вносить свой вклад в неспецифические адаптации клетки, расширяя ее норму реакции за счет увеличения разнообразия структуры белков, вы​полняющих одну и ту же функцию. Этот результат важен и как указа​ние на то, что точность трансляции регулируется клеткой в соответствии € сигналами извне.

Ненаследуемые изменения гена
Исследование временных изменений самих генов требует создания модели, позволяющей регистрировать кратковременные нарушения их экспрессии, которые можно улавливать, основываясь на принципе биологического усилителя, например канализация развития в одном из возможных направлений. Для этого лучше всего выбрать регу-ляторный ген с широким спектром плейотропных проявлений.

Этим критериям у дрожжей удовлетворяет локус типа спаривания (МАТ). Структура и функции этого гена подробно исследованы в тече​ние последнего десятилетия в работах советских, японских и американ​ских исследователей8. Локус МАТ находится вблизи центромера треть​ей хромосомы (III) и представлен обычно двумя аллелями: МАТа и МАТа. Соответственно, гаплоиды дрожжей могут принадлежать к а- или сс-типу спаривания. При этом гибридизация возможна строго только меж

8 См.: Klar A. J. S., Strathern J. N., Hicks J. В.- In: Microbial Development. 1984. Cold Spring Harbor Laboratory, p. 151-195.
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ду клетками противоположных типов: а и[image: image4.png]


. Гибриды, гетерозиготные па

[image: image5.png]alo



 , не способны к спариванию, но у них можно индуцировать мейоз.

Если в локусе МАТ находится аллель[image: image6.png]


, то она индуцирует экспрес​сию[image: image7.png]


-специфичных генов и репрессирует (подавляет)  экспрессию а-спе-цифичных генов. Если в локусе МАТ находится аллель а, то индукции [image: image8.png]


 -специфичных генов не происходит, а а-специфичные гены экспресси-руются конститутивно — сами по себе (рис. 3).

Таким   образом, [image: image9.png]MAT,



— активный   аллель,   а   МАТа — неактивный.

Обычно у исследуемых нами штаммов (гетероталличных) тип спарива​ния стабилен, однако иногда, с частотой[image: image10.png]1-10°



, он может меняться на противоположный. В норме это происходит благодаря транспозиции (пе​реносу) запасной информации: кассеты [image: image11.png]


 из левого плеча (локус [image: image12.png]HML.



 ) или кассеты а из правого плеча (локус HMRa) той же хромосо​мы в локус МАТ.

Кроме того, возможна реципрокная рекомбинация между МАТ и кас​сетами. В результате образуются хромосомные перестройки, часто сопро​вождающиеся потерей локуса МАТ.

При этом, если теряется аллель а, то тип спаривания клетки не ме​няется. Если же теряется аллель[image: image13.png]


, то клетка спаривается по типу а в полном соответствии с тем, что а — неактивный аллель, а а, — активный.

Мы исследовали так называемую незаконную гибридизацию между клетками исходно одинакового типа спаривания [image: image14.png](X )



. Имея селектив-

ные маркеры, можно отбирать редкие гибриды, возникающие вследствие переключения тем или иным путем типа спаривания на противополож​ный 9.

Имея маркеры в хромосоме III вблизи локуса МАТ, можно выяснить по фенотипу гибридов, что привело к переключению типа спаривания. В табл. 2 представлены результаты этих экспериментов. Как спонтанно* так и под действием УФ-света скрещивание клеток исходно одинакового типа спаривания [image: image15.png](et)



 происходило за счет транспозиции кассет, потери

правого плеча или всей хромосомы III, а кроме того, мы наблюдали еще один самый интересный и неожиданный класс гибридов (обозначен ? в табл. 2), в котором нет никаких изменений хромосомы III и локус типа спаривания   тоже   не изменен.  Гибрид по нему как будто гомозиготен.

Создается впечатление, что в этих случаях тип спаривания был из​менен лишь временно, образовался гибрид и тип спаривания вновь при-

9 См.:  Репневская   М.  В.,  Карпова  Т.  С.   Экологическая   генетика   растении   а животных. Кишинев: Штиинца, 1984.
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шел в исходное состояние. Однако можно было также предположить, что этот класс гибридов возник вследствие каких-либо ре​цессивных мутаций.
Для проверки этого предположения нуж​но, во-первых, иметь возможность зарегист​рировать акт гибридизации и, во-вторых, исследовать гаплоидное ядро (его генотип) той клетки, которая вступила в гибридиза​цию. Казалось бы, условия взаимоисключаю​щие и невыполнимые. Тем не менее это можно сделать, используя известное у дрож​жей явление цитодукции10.
При цитодукции клетки спариваются (происходит цитогамия), а кариогамия за​держивается. В результате образуются до​черние клетки, также гаплоидные, но несу​щие смешанную цитоплазму и ядро только одного или другого из родителей (рис. 4). Если иметь цитоплазматические маркеры, например один штамм — без митохондрий (без дыхания), а другой — нормальный, а также маркировать ядра, то можно отли​чать такие ядерно-цитоплазматические гиб​риды (цитодуктанты) от родителей и от обычных диплоидных гибридов. В таком эксперименте нормальный по цитоплазме родитель — донор, а безмитохондриальный — реципиент цитоплазмы. Более того, можно сделать систему селективной: ни родители, ни гибриды расти не будут, будут вырастать только реципиенты, получившие чужую ци​топлазму, то есть цитодуктанты. Можно и гибридизацию зафиксировать (появление цитодуктанта) и исследовать генотип гаплоидного ядра.
Мы разработали такую селективную систему и ввели в генотип донора мутацию, блокирующую кариогамию для повышения частоты цитодук​ции " и вновь исследовали незаконное спаривание [image: image17.png]o X



, спонтанное и индуцированное УФ-светом, но теперь уже в селективной системе цито​дукции. Облучали только реципиент, то есть того родителя, который вно​сит ядро в цитодуктант — продукт гибридизации (табл. 3).
Во-первых, мы еще раз убедились, что в оптимальной дозе УФ-свет индуцирует незаконное спаривание и в этих условиях. Во-вторых, мы убедились, что подавляющее большинство цитодуктантов сохраняют ис​ходный тип спаривания —[image: image18.png]


. Изредка появляются цитодуктанты типа спаривания а и еще реже — цитодуктанты, вообще не способные к спа​риванию, так называемые нейтральные в половом отношении (О — в табл. 3).
Благодаря тому, что мы имеем дело с гаплоидными продуктами гибри​дизации, мы отсекаем все хромосомные аберрации — они детальны у гап​лоидов — и видим только результат нормальной транспозиции кассеты (а-цитодуктанты) и результат модификации ([image: image19.png]


-цитодуктанты). Особый интерес представляют нейтральные цитодуктанты.
10
См.: Захаров И. А., Юрченко Л. В., Яровой Б. Ф.- Генетика, 1969, т. 5, № 9.
11
См.: Инге-Вечтомов С. Г., Карпова Т. С-Генетика, 1984, т. 20, № 3,
с. 398-407.
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Механизм модификации самого гена здесь скорее всего заключается в возникновении предмутационного изменения и его фенотипическом про​явлении — изменении типа спаривания клетки. Затем следует гибриди​зация, а далее — репарация, и ген восстанавливает свою прежнюю струк​туру. Как известно, лишь небольшая доля предмутационных изменений реализуется в виде мутаций, основную часть устраняет репарация. Ре​ально фиксированные мутации — это только редкие нейтральные цито-дуктанты.

Сейчас из работ П. Силициано и К. Татчела 12 известно, что в локу-се[image: image21.png]MAT.



между двумя его субъединицами1[image: image22.png]
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 находится двусто-

ронний промотор (10 пар нуклеотидов) для левого и правого транскрип-тов. Его повреждение (например, деляция) одновременно блокирует транскрипцию как левого участка, необходимого для репрессии а-специ-фичных генов, так и правого участка, необходимого для индукции а-специфичных   генов,   и   клетка   становится   фенотипически   подобной   а.

12 См.: Siliciano P. G., Tatchell К.- Cell., 1984, v. 37, p. 969-978.
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Скорее всего ненаследуемые изменения, которые мы изучаем, происходят в этом двустороннем промоторе.

Таким образом, молекулярный механизм модификаций может быть связан с фенотипическим проявлением предмутационных изменений са​мих генов, особенно если это регуляторные гены. Известно, что локус МАТ дрожжей имеет гомологию с гомеозисными генами, ответственными за клеточную детерминацию у дрозофилы и лягушки. Предлагаемый ме​ханизм, по-видимому, имеет общебиологическое значение и отвечает за аномалии индивидуального развития, морфозы, фенокопии, случаи транс​детерминации клеток и, может быть, представляет собой недостающее звено в механизме канцерогенеза.

Итак, здесь были представлены две модели, удобные для исследования молекулярных механизмов модификаций, которые могут происходить как при синтезе генных продуктов, так и в результате временных изменений самих генов.

Основные выводы можно сформулировать так:

нарушения точности белкового синтеза (неоднозначность трансляции) могут быть ответственны за модификацию первичной структуры в про​цессе образования полипептидов;

такие модификационные изменения контролирует широко распростра​ненный регуляторный механизм; в отсутствие глюкозы или при пони​жении температуры неоднозначность трансляции, то есть частота ошибок белкового синтеза, повышается;

выявлен также механизм модификаций, связанный с нарушениями структуры регуляторного гена на примере локуса типов спаривания у дрожжей;

этот механизм основан на фенотипическом проявлении предмутацион​ных изменений, устраняемых в дальнейшем при репарации, скорее всего-пострешшкативной;
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описанные механизмы модификаций позволяют искать агенты (преж​де всего химические), повышающие модификационную изменчивость, а также подбирать антимутагенные факторы, действующие на этапе фор​мирования предмутационных изменений.
Автор признателен М. В. Репневской, Т. С. Карповой и О. Н. Тихо-дееву, в совместной работе с которыми получены многие представленные результаты.
При обсуждении научного сообщения С. Г. Инге-Вечтомова член-коррреспондент АН СССР В. Н. Смирнов подчеркнул, что в настоящий период развития исследований по молекулярной генетике создается ситуация, когда все встает на свои места: гены наследственности консервативно кодируют определенные признаки, которые иногда можно изменить с помощью воздействий внешней среды. Однако возникает вопрос: насколько стабильны эти изменения и можно ли их дальше устранить или изменить? Материал научного сообщения, представленный докладчиком, свидетельствует имен​но о том, какой отрезок времени длится предмутационное состояние и каким обра​зом можно увеличить этот временной период.
Не менее важным вопросом является изучение этапов спаривания дрожжей, которым занимаются в настоящее время многие советские и зарубежные ученые в биотехнологическом аспекте. Изучение этапов спаривания па дрожжах особенно удоб​но тем, что при использовании механизма выброса гормонов через мембрану в кле​точную среду появляется возможность изучения практически любого генного про​дукта. Эти явления уже начинают практически использоваться.
Член-корреспондент АН СССР И. А. Рапопорт остановился на том, что отличает модификацию от мутации: в то время, как мутация скачкообразна, модификация непрерывна. О механизме модификаций пока известно очень мало, и до сих пор интересы ученых, занимающихся модификационной изменчивостью, касались пере​мен, возникающих после блокирования фермента каким-либо ингибитором. С. Г. Ин-ге-Вечтомов в своих исследованиях начал заниматься процессом трансляции, то есть изучать различные воздействия на рибосомы в процессе ферментообразования, кото​рые могут привести к новым типам модификаций. Получены новые интересные дан​ные, и такого рода исследования нужно всячески приветствовать.
По мнению члена-корреспондента АН СССР Р. Г. Бутенко, изучение длительных модификаций, которым занимается профессор С. Г. Инге-Вечтомов на кафедре гене​тики Ленинградского университета, имеет в настоящее время очень большое значе​ние. Именно с длительными модификациями могут быть связаны такие сложные модели, как модель органогенеза, эмбриогенеза у высших организмов, на которых изучаются процессы развития. Работы, посвященные интимным клеточным механиз​мам, нужно поддерживать и развивать, так как они являются основой новых при​кладных направлений биологии, вступающей в эру биотехнологии.
Член-корреспондент АМН СССР В. И. Иванов остановился на другой стороне обсуждаемой проблемы, а именно на неоднозначности соответствия между первичной структурой генетической программы и ее конечными проявлениями в фенотипе, био​логических структурах и функциях. Приведя примеры из области медицинской гене​тики, наследственных заболеваний, В. И. Иванов высказал мысль, что строгого соот​ветствия между величиной повреждений генов на молекулярном уровне и конеч​ными клиническими проявлениями, по его мнению, нет.
В заключение президент Академии наук СССР академик А. П. Александров отметил, что в настоящее время изучение механизмов репарации особенно важно. Он подчеркнул, что следует одобрить и стимулировать работы, ведущиеся на ка​федре генетики Ленинградского университета, и поблагодарил докладчика за инте​ресное сообщение.
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