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МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ РЕТРОВИРУСОВ В ЧЕХОСЛОВАЦКОЙ АКАДЕМИИ НАУК
Доклад

лауреата золотой медали им. М. В. Ломоносова

академика ЧСАН Й. РЖИМАНА

Для меня большая честь выступить с докладом по случаю присуждения мне высшей награды Академии наук СССР — золотой медали им. М. В. Ломоносова. К советской науке и ее славным историческим традициям я испытываю глубокое уважение.

Я хочу рассказать о современном состоянии молекулярно-биологиче-ских исследований онкогенных РНК-содержащих вирусов (ретровиру-сов). Эта область биологических исследований более 25 лет была цент​ром моих научных интересов и тесных братских рабочих связей с совет​ской наукой и ее выдающимися представителями — академиком АМН СССР Л. А. Зильбером и академиком В. А. Энгельгардтом. Мне хочется показать вклад Чехословацкой академии наук, а также мой скромный вклад в эту область современной биологической науки.

В настоящее время можно сказать, что результаты исследований рет-ровирусов, полученные за последние два десятилетия, важны также для изучения физико-химической сущности функциональных проявлений жи​вых систем. С развитием и применением физико-химических методов ис​следования и методов генной и клеточной инженерии ретровирусы стали незаменимы не только для объяснения молекулярной сущности опухоле​вой трансформации клетки, но также для объяснения молекулярных ос​нов таких важных функциональных проявлений здоровой клетки, как рост и дифференцировка.
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ЛАУРЕАТ   ЗОЛОТОЙ   МЕДАЛИ ИМЕНИ М. В. ЛОМОНОСОВА Й. РЖИМАН

Высшая награда Академии наук СССР в области естественных наук — золотая медаль им. М. В. Ломоносова 1986 г. при​суждена председателю Чехословацкой академтш наук академику Йозефу РЖИ-МАНУ (ЧССР) за выдающиеся достиже​ния в области биохимии.

Председатель Чехословацкой академии наук академик Йозеф Ржиман — извест​ный ученый ЧССР, автор ряда крупных исследований в области биохимпп и мо​лекулярной биологии.

В течение ряда лет Й. Ржиман работал
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Эти преимущества ретровирусов как экспериментальных моделей со​стоят в следующем. Во-первых — это сравнительно простой генетический аппарат. В вирионах у недефектных нетрансформирующих ретровирусов в цепи РНК, имеющей характер мРНК (матричной рибонуклеиновой ки​слоты) животных, есть три гена, участвующих в репликации, которые обеспечивают существование и размножение этих вирусов. У трансфор-мационно недефектных вирусов присутствует один лишний ген, отвечаю​щий за опухолевую трансформацию зараженной ретровирусом клетки — так называемый вирусный онкоген. Посредством этого вирусного онкоге​на удалось найти ключ к открытию существования клеточных онкогенов в обширном царстве клеток эукариот, включая и клетки дрожжей. Во-вто​рых, присутствие особого вирусного фермента, сегодня хорошо известной обратной транскриптазы, открытой в частицах ретровирусов X. Теминым и Д. Балтимором в 1970 г. Этот фермент обеспечивает репликационный цикл ретровирусов через синтез его ДНК-формы. Это так называемый нровирус, который интегрирует в геном клетки. Этот феномен дал боль​шой толчок развитию генной инженерии как удобное средство для энзи-матического синтеза генов.

В-третьих, привлекательны функциональные свойства генома моле​кулы этих вирусов. Они содержат на обоих своих концах особые нуклео-тидные последовательности, из которых после транскрипции в прови-русную ДНК-форму возникают так называемые ДКП-последователыюсти, то есть длинные концевые повторы. Эти последовательности снабжены промотором, ускорителем транскрипции (энхансером) и сигналом для интеграции, как и в случае транспозиционных элементов, трапспозонов, описанных у бактерий, дрожжей, клеток растений и у дрозофилы.

Каковы современные направления и перспективы исследований ретро-вирусов?

Первое направление сосредоточивается на изучении свойств вирусных и клеточных онкогенов. Сегодня существуют определенные доказательст​ва того, что вирусные онкогены являются несколько измененными струк​турами особых клеточных генов нормальной клетки, называемых прото-оцкогенами. Целью исследований является объяснение механизма возникновения активного вирусного онкогена из клеточного протоонкоге-па. Эта задача связана с выяснением механизма встраивания онкогена в вирусную частицу и клетку — механизма его транскрипции,  интегра-
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в Институте органической химии и био​химии Чехословацкой академии наук, а также на медицинском факультете Карлова университета. С 1974 г. он воз​главляет Институт молекулярной гене​тики Чехословацкой академии наук. В 1986 г. академик Й. Ржиман избран председателем Чехословацкой академии наук.
С именем академика Й. Ржимана свя​заны выдающиеся достижения в молеку​лярной биологии, обогатившие нацио​нальную науку ЧССР, главным образом в области анализа канцерогенеза на мо​лекулярном уровне.
Важные результаты получены Й. Ржи-маном в цикле работ, посвященных ис-

следованию нуклеиновых кислот и бел​кового синтеза. Всеобщее признание по​лучили приоритетные открытия Й. Ржи​мана в исследовании вирусных струк​тур. Ему принадлежит фундаментальный вклад в становление новых путей науч​ных исследований в молекулярной био​логии опухолеродпых вирусов, что при​вело к большим успехам онковирусоло​гии в ЧССР.
Академик Й. Ржиман активно участ​вует в совершенствовании научной дея​тельности ученых Чехословацкой акаде​мии паук, в формировании новых иссле​довательских программ в области биоло​гии и химии, включая развитие биотех​нологии и генетической инженерии.
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ции и вхождения под контроль сильных вирусных или клеточных про​моторов, включая выяснение механизмов его упаковки.

Ретровирусология разработала в 70-х годах точные тесты переноса очищенной ДНК и ее фрагментов в клетки. С помощью этих тестов было прямо доказано существование онкогенов в опухолях невирусного проис​хождения. Некоторые из этих онкогенов подобны ретровирусным онкоге​нам, другие — нет, они представляют собой новые генетические струк​туры.

Кроме так называемых доминантно действующих онкогенов, вероят​но, существуют также рецессивные онкогены, контролируемые соответ​ствующими контрольными генами. Потеря или инактивация контрольного гена ведет к обнаружению активности рецессивного онкогена и его уча​стия в возникновении опухолевой трансформации клетки. Контрольные гены здесь выступают как антионкогены. Поиски этих генов находятся на переднем плане исследований с целью перспективного использования антионкогенов для генной терапии опухолевого заболевания.

Второе направление современных исследований в области вирусоло​
гии — это глубокое познание свойств и функций белковых продуктов он​
когенов. Продукты некоторых онкогенов, как нам сегодня известно,
представляют собой структуры рецепторов клеточных факторов роста
(например онкогенов fms), которые при перенесении в другую клетку-
мишень стимулируют ее пролиферирующую активность. Особенно боль​
шое внимание уделяется группе онкогенов, белковые продукты которых
обладают протеинкппазпой активностью. Недавно обнаружено присут​
ствие генов типа ретровирусных онкогенов в дрожжах, что уточняет пред​
ставление об их воздействии на пролиферацию клеток. Дрожжи с двой​
ной мутацией в этих генах нежизнеспособны. Замещение аминокислоты
в продукте дрожжевого гена ras ведет к утрате способности к спорообра​
зованию при переходе клеток к голоданию.
ч
Третье важнейшее направление сосредоточено на объяснении молеку​лярной сущности заболеваний человека и сельскохозяйственных живот-пых, вызванных ретровирусами. К ним относятся вирусы HIV-1 и HIV-2 — этиологические агенты заболевания СПИД, вирус HLTV-1 — возбудитель Т-лимфатического лейкоза человека, вирус HLTV-2 — возбу​дитель так называемого волоскового лейкоза и в особенности вирус бы​чьего лейкоза.

Главное направление исследований в случае заболевания СПИД со​средоточено на познании регуляции экспрессии вирусных генов, среди которых вирус HIV (имеющий 7 генов) отличается от известных до сих пор ретровирусов. Трем из этих генов приписывают теперь существенные регуляторпые функции. Объяснение роли этих генов в репликации и ин​дукции заболевания является условием для его рациональной терапии. В перспективе — приготовление вакцин путем генной инженерии. Исполь​зование мутировавших вирусных генов может быть основой генной тера​пии заболевания СПИД, которая воспрепятствовала бы репликации ви​руса в зараженной клетке.

Наконец, четвертое, очень перспективное направление — это исполь​зование ретровирусов для переноса генетической информации в эукарио-тическую клетку.

Мне хочется теперь в общих чертах показать вклад Чехословацкой академии наук в развитие данной области научных исследований, кото​рая изучается в ЧСАН с начала 60-х годов, а в 1975 г. исследования были сосредоточены в Институте молекулярной генетики ЧСАН, органи​зованном мною. Большой вклад в современное познание ретровируса, известного   под   названием   пражского   штамма   вируса   саркомы   Рауса,.
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внесли работы, выполненные Я. Свободой. Был получен ряд эксперимен​тальных моделей взаимодействия вирус—клетка, позволяющих изучать функционирование определенных вирусных генов. Эти исследования фор​мировались под влиянием двух крупных открытий — иммунологической толерантности (М. Гашек) и межвидового переноса, обусловленного ви​русом экспериментального опухолевого заболевания (Л. А. Зильбер и его школа).

Биохимическая часть исследований проведена мною в 1959 г. при из​учении вируса птичьего мпелобластоза (AMV, или BAI вирус штамма А). С учетом аналитических возможностей того времени вирус птичьего мпелобластоза казался самым удобным объектом для биохимического из​учения. Наше внимание сосредоточилось на нуклеиновой кислоте вируса. Хотя в то время было известно, что она РНК-овой природы, выделить ее в нативном состоянии не удавалось, как и в случае других известных в то время ретровирусов.

Ключом к успешному выделению РНК стало открытие, что примесь рнбонуклеазы постоянно сопровождает вирусные частицы AMV. Подавле​ние активности рнбонуклеазы в ходе выделения РНК позволило нам, так же как одновременно и нашим французским коллегам из Института Г. Рюсси, изолировать 60S РНК вируса птичьего мпелобластоза с моле​кулярным весом 107, определенным по А. С. Спирину. Это было начало развития биохимического изучения нами этого ретровируса, причем были получены некоторые результаты, способствовавшие общему познанию ретровирусов.

В 1967 г. мы получили первое прямое доказательство, что геномная РНК ретровируса имеет характер мРНК, на основе обнаружения ее мат​ричной активности в белоксинтезирующей системе. При помощи теста иммунофлуоресценции удалось доказать, что трансфекция безлейкозных эмбриональных куриных фпбробластов вирусной РНК ведет в клетках к образованию структурного белка вируса, так называемого белка gag. Эти данные полностью соответствуют современным представлениям о воз​можности трансляции целого генома ретровирусов.

Наши эксперименты по матричной активности вирусной РНК в белок​синтезирующей системе, показывающие также активность 30S компонен​тов РНК, позволили сформировать представление о субъединичном соста​ве 60S AMV РНК, которое было подтверждено постоянным харак​тером молекул генома всех ретровирусов, представляющих собой, как известно в настоящее время, димер. Для проверки этих данных мы ис​пользовали линейное отношение между точкой плавления нуклеиновых кислот и концентрацией формамида и нашли условия контролируемого перехода 60S AMV РНК в 30—40S РНК субъедииицы. Параллельно на​блюдали освобождение 4S РНК компонентов, которые постоянно присут​ствовали в вирионах AMV. Эти 4S РНК компоненты мы идентифициро​вали как клеточные тРНК, включенные избирательно из клетки в части​цу вируса. Было обнаружено, что эти молекулы непосредственно соединены с 60S РНК молекулярным агрегатом вирусной РНК и что они связаны с ним в количестве 6—12 молекул на одну молекулу 60S РНК, причем с субъединицей связывается только одна или две молекулы тРНК. Показано, что 60S РНК вируса формируется агрегацией 30— 40S субъединиц в ранней фазе внеклеточного существования вирпонов. Наконец в 1983 г. нам удалось найти условия для прямой визуализации димерной структуры 60S AMV РНК.

Ретровирион представляет собой пока еще мир, полный загадок. Кро​ме вирусной РНК и ревертазы он содержит ряд компонентов клеточного происхождения,  ферментов  или  молекул  нуклеиновых кислот,  которые
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были включены в него в течение процесса упаковки. Сегодня общеиз​вестно, что кроме молекул тРНК ретровирусы содержат также молекулы рРНК, 7S РНК и даже 7S ДНК. Нам удалось показать, что присутствие этих компонентов в вирионе представляет собой не случайное загрязне​ние, а селективное событие, как видно из свойств присутствующих ком​понентов, тесно связанных с белоксинтезирующим аппаратом.

Четкие различия мы нашли при сравнении акцепторных активностей и присутствия разных видов тРНК и их изоформ в вирионах и в клет​ке-хозяине. Эти отличия обнаружены даже между аминоацил-тРНК-синтетазными активностями на уровне седиментационных и электроноп-тических характеристик постоянно присутствующих рибосом (1—2 на ви-рион). Мы показали их возможное участие как в формировании вирусной агрегированной 60S молекулы, так и в регуляции и в репликации вирус​ной РНК. Однако это только начало изучения возможных функций дан​ных компонентов.

Особо нужно выделить компонент ретровирусов — 7S ДНК, который мы открыли в AMV и который вскоре после этого был найден в других изученных ретровирусах. И в этом случае речь идет о клеточном компо​ненте, так как он не обладает никакой гибридизационнои гомологией с вирусной РНК. Однако здесь Существуют явные различия при сравнении этой ДНК с общей клеточной ДНК из зараженных и из здоровых клеток: в кинетике радиоактивного мечения; в устойчивости по отношению к не​которым ингибиторам синтеза ДНК; в величинах плавучей плотности компонентов в градиентах хлористого цезия; в точках плавления. С точки зрения гибридизации 7S ДНК комплементарна только нуклеотидным по​следовательностям ДНК хозяина, обладающим низкой частотой повторов. Ее присутствие в эмбриональном курином фибробласте можно доказать при помощи гибридизации только после заражения клетки ретровирусом. Но эта включенная в вирус ДНК проявляет ряд свойств, сравнимых с фракцией немитохондриальной цитоплазматической ДНК. Эти получен​ные результаты указывают на особый процесс сегрегации 7S ДНК в ви-рион. Выделенная из различных ретровирусов, 7S ДНК является также отличной затравкой для обратной транскриптазы.

Биохимические исследования вируса AMV подготовили пас к рабо​там по обратной транскриптазе. С начала 80-х годов наша лаборатория участвует в проекте «Ревертаза — Онкоген», и центром внимания теперь стало более детальное изучение онкогенов, но не онкогенов вирусных, а клеточных, так называемых протоонкогенов. Для этой цели модель AMV очень удобна, так как она принадлежит к ретровирусам, у кото​рых известна генная пара, вирусный онкоген — клеточный протоонкоген.

Были получены соответствующие клоны ДНК из нормальных клеток куриных кроветворных тканей (тимус и фабрициева сумка), и теперь мы занимаемся анализом до сих пор неизвестного 5'-конца протоонкоге-на с целью определить расположение и размер кодирующих последова​тельностей и область промотора клеточного протоонкогена. При помощи молекулярной гибридизации М. Дворжак открыл локализацию и опреде​лил длину двух до сих пор неизвестных протоонкогенных экзонов, рас​положенных в направлении от 5'-конца гомологичных с вирусным онко​геном последовательностей. Само начало клеточного гена вместе с соот​ветствующей областью содержится в клоне, который был недавно изолирован в нашей лаборатории. Изучение этого клона, ведущее к по​знанию его регуляторных последовательностей и факторов, отвечающих за регулирование экспрессии клеточного протоонкогена, является про​граммой работы лаборатории в настоящее время. При этом мы пользуемся сегодня техникой рекомбинации ДНК. Этому содействовала"
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развитие в нашем институте техники генной манипуляции, осуществлен​ной в начале 80-х годов в рамках академического целевого проекта «Тех​нология генной манипуляции». В организации научных исследований нам оказали помощь академик Ю. А. Овчинников, академик А. А. Баев и доктор биологических наук К. Г. Скрябин. Работы проводились в лабо​ратории Института органической химии и биохимии ЧСАН и нашего ин​ститута во главе с доктором Й. Смртом, и были получены следующие результаты: 1) получен олигоген для метэнкефалина и достигнута его экспрессия в бактериальной системе (В. Пачес, 3. Гостомски, Й. Смрт); 2) энзиматическим путем сконструирован из транскрипта мРНК, выде​ленной из телячьего желудка, ген сычужного химозина в прохимозинной форме и получена плазмида pMG 225, с помощью этой плазмиды удалось получать прохимозин в бактериальной системе, которая устойчива, дает 15 г биомассы на литр и 1 мг прохимозина на 1 г влажной биомассы; с 1986 г. осуществляется экспериментальное производство сыра, осуще​ствлена модификация молекулы химозина путем замены аминокислоты в активном центре посредством управляемого мутагенеза (И. Седлачек, М. Фабры, С. Задражил, И. Капралек); 3) получена конструкция гена ингибитора трипсина с целью использования в животноводстве этого ингибитора, производимого бактериальным путем для защиты иммуно​глобулинов в молозиве коров (В. Пачес, 3. Гостомски).

Получению этих результатов способствовало также создание полно​стью автоматизированного и программируемого синтезатора генов, в ко​тором синтезируются серии тридека- и пентадека-нуклеотидов. Создание новой модели этого прибора, Syp-gen-2, будет окончено в ближайшее вре​мя (Й. Смрт, И. Вайсгербер, К. Женишек, П. Мудра, Й. Штепанек).

Для исследований в области клеточной инженерии разработана тех​нология производства моноклональных антител; в нашем институте созда​на специальная структурная единица, занимающаяся внедрением этих исследований в производственную практику. К настоящему времени по​лучено более 40 гибридом — продуцентов разных антител. Некоторые моноклональные антитела уже используются в медицине. Разработана технология приготовления клеток мышиных эмбрионов и созданы модели развития мышиных тератокарциномных клеток.

В иммунологической группе нашего института существует традиция изучения иммунологической толерантности, основанная в 50-х годах М. Гашеком. В последнее время эти работы получили новый импульс, когда начала разрабатываться математическая модель толерантности. Оказалось, что исчезновение толерантности связано с созреванием новых иммунокомпетентных клеток. Мы благодарны академику Г. И. Марчуку, который способствовал разработке этой модели. Принцип математическо​го моделирования может быть использован нами в гораздо большем масштабе. Наша цель — передовая наука, использующая современные методы исследований и тесно связанная с практикой. Это лучшее сред​ство для постоянного и эффективного братского сотрудничества между нашими странами. Я надеюсь, что двустороннее академическое сотруд​ничество, так же как и сотрудничество, осуществляемое в рамках Комп​лексной программы научно-технического прогресса стран — членов СЭВ, будет и далее углубляться и содействовать достижению совместно наме​ченных целей. Однако необходимо, чтобы наши совместные исследования развивались на основе разумной координации научных исследований. По этому пути мы хотим осуществлять развитие нашей науки и углублять наше традиционное сотрудничество с советской наукой.
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