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Изучение супрессии нонсенс- и миссенс-мутаций - наиболее адекватный 
годод к выяснению генетического контроля трансляции у организмов любой 

[степени сложности. Это обусловлено тем, что клетка способна нейтрализо­
вать последствия мутаций, прерывающих считывание генетического кода (нон-
|сенс-мутации) или искажающих его смысл (миссенс-мутаций), благодаря сие ­

нским изменениям различных компонентов аппарата трансляции. Таким 
[образом, исследование супрессии позволяет проводить селекцию мутантов по 
[генам, контролирующим молекулы, прямо или косвенно участвующие в трансля-

Лучше всего изучена в настоящее время трансляционная супрессия, с в я -
с возникновением мутаций в структурных генах для тРНК, точнее в 

определенных участках этих генов , контролирующих нуклеотидную последова-
гельность антикодона. Замена основания в антикодоне тРНК может привести 
изменению адапторных свойств молекулы, а э т о , в свою очередь, - к спо­
собности молекул, принадлежащих к данной фракции, "осмысливать1 1 нонсенс-
идоны или "переосмысливать" миссенс-кодоны. Существование такого меха-
вша супрессии по крайней мере для нонсенс-мутаций непреложно доказано 

Is серии работ Смита с сотр. (Smith, 1972). 
Вместе с тем в последние годы получены экспериментальные данные, 

говорящие о том, что трансляция нонсенс-кодонов может происходить и в от ­
сутствие таких супрессорных мутаций, следствием которых является возник¬
новение новых декодирующих свойств у молекул тРНК. Об этом говорит обна¬
ружение остаточных активностей ферментов орнитинтранскарбамилазы и щелоч­
ной фосфатазы в клетках Escherichia c o l i , несущих нонсенс-мутации в с о ­
ответствующих структурных reHax(Gorini, 1969; Rozen e.a., 1969 ) и не 
аесущих супрессоры, подавляющие проявление этих мутаций. Отсутствие эф­
фекта супрессии, обнаруживаемого на фенотипическом уровне, наводит на 
щсль, что аппарату трансляции присуща способность к низкоэффективному 
считыванию нонсенс-кодонов как значащих кодонов. 

Возможность и эффективность считывания нонсенсов зависят от функцио-
^рования многих компонентов аппарата трансляции. Так, в частности, у с -
адовлено, что определенные рибосомальные белки контролируют точность 
'Рэнсляции (Gorini , 1969 1971) . При этом мутационное изменение одних 
й « о в стимулирует считывание нонсенсов, других - ограничивает. 

Способствуют считыванию нонсенс-кодонов и мутации, нарушающие т е р ­
н и ю . Филлипс с с о т р . обнаружил ts-мутант E . c o l i , не синтезирующий 
toa при 43° (Ph i l l i p s e.a., 1969а , 1969b). При этой температуре в клет-

45 



ках мутанта синтезированные белки не освобождались от овязи с рибосомой 
При температуре 36° in vivo и in vitro мутация тештературочрствитель-
ности вела себя как супрессор по отношению к охр- и опал-мутациям; при 
30° супрессорный эффект отсутствовал . Несмотря на то ,что специфичность 
супрессии совпадала со специфичностью белка-терминатора RF2, добавление 
активного ^ 2 в бесклеточную систему не стимулировало терминацию. Оказа­
лось , что терминацию стимулирует другой белок, выделенный из супернатан-
т а . Он обозначен как фактор Z . Из того, что функция этого белка состоит 
в освобождении Полипептидной цепи от рибосомы, а отнюдь не в осмысливании 
нонсенс-кодонов, следует, что супрессорная активность , обнаруженная у му­
танта по фактору z , - лишь косвенное следствие этой мутации. 

Таким образом, трансляция в бактериальной клетке характеризуется не­
однозначностью, которая может усиливаться в результате некоторых мутаций. 

Рецессивная суперсупрессия у дрожжей 

Модель для исследования генетического контроля трансляции нонсенс-
кодонов у эукариотов создана на дрожжах Saccharomyces cerevisiae Петер­
гофских генетических линий. 

При исследовании суперсупрессии у этих штаммов наряду с супрессора 
ми, проявляющими разную степень доминантности по отношению к нонсенс-му­
тациям, были получены рецессивные супрессоры. В первых экспериментах бы­
ло выделено 6 рецессивных супрессорных мутаций среди 42 спонтанных ревер-
тантов штамма 6-ПЗ, ауксотрофного по аденину вследствие мутации в гене 
ade1 (Инге-Вечтомов, £964) . Рецессивность этих супрессоров проявлялась в 
том, что диплоиды, гетерозиготные по ним и гомозиготные по супрессируемым 
мутациям, были ауксотрофами. 

Рецессивные супрессоры распределились по двум генам, sup,, и sup2. 
Аллельная специфичность одной из супрессорных мутаций, sup 2 _ 4 g , была под­
робно исследована (Инге-Вечтомов, Симаров, 1967) при тетрадном анализе 
гибридов, гетерозиготных по различным мутациям гена ade2 и по sup^g. 
Полученные данные указывали на т о , что данный супрессор представляет со­
бой нонсенс-супрессор. Все аллели ade 2, супрессируемые им, проявляют по­
лярный характер комплементации или вовсе неспособны к ней . Такое пове­
дение в тестах на межаллельную комплементацию свойственно, как известно, 
аллелям, несущим нонсенс-мутации (МаппеуД964). Кроме того , все мутации, 
супрессируемые sup^g, супрессировались доминантными н он сенс-супре ссора­
ми того или иного из двух известных тогда типов . 

Исследование влияния sup^gHa межаллельную комплементацию в гене 
ade2 подтвердило, что рецессивные супрессоры действуют на трансляцию 
только тех аллелей, которые несут нонсенс-мутац.ы. При этом 8щ> 2_^ 8

 о к а " 
зался способным транслировать по меньшей мере нонсенс-кодоны двух ти­
пов (Инге-Вечтомов, Симаров, 1967). Индукция комплементации супрессором 
н 1блюдалась лишь при гомозиготности по супрессору, независимо от сочета-
нья нонсенс-аллелей ade2, что подтвердило е г о рецессивность. Рецессив­
ность мутаций su P l и sup2 была показана в дальнейшем и при действии их 
на мутации h i s x , i y s o . A 2 , l e u ^ (Инге-Вечтомов, Андрианова, 1970; Миро­
нова, 1973). 
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1 йцессивные супрессоры обладают самостоятельным фенотипическим вира-

пен, которое проявляется в виде снижения скорости роста гаплоидных 
катов, несущих рецессивные супрессоры, по сравнению со штаммами дикого 

,аили штаммами, несущими доминантные супрессоры (Инге-Вечтомов, Андриа-
jDB8, W70). Исследование жизнеспособности клеток в потомстве митотичес-
51 размножающихся диплоидных штаммов, гомо- и гетероаллельных по рецес-
данш супрессорам, показало, что она, как правило, довольно низка. 

Для расширения фенотипической характеристики рецессивных супрессоров 
L a исследована способность большого числа ?лутантов по генам sup1 и sup2 

Ijneii при температуре 3 6 ° . Оказалось, что некоторые штаммы, содержащие в генотипе рецессивные супрессоры, чувствительны к действию этой тем-
кратуры и не растут или плохо растут при инкубировании в 36° (Инге-Веч-
ююв, Андрианова, 1970). 

До настоящего времени не получено данных о существовании иных генов, 
зрмга suP-i и S U P2» мутации в которых приводят к рецессивному супрессор-

эффекту, поскольку более 300 исследованных рецессивных супрессоров 
распределились только по этим генам. Ген вир,, локализован во П хромосоме 
[Тер-Аванесян, Инге-Вечтомов, 1974). Ген sup 2, не сцепленный с sup^, пока 
зелокализован. Гены sup^ и sup 2, по всей видимости, аналогичны генам t 

я sup^, которые локализованы во П и 1У хромосомах соответствен­
но {Hawthorne, 19&9» Hawthorne, Letipold, 1 9 7 4 ) . Данный вывод основан на 
сопоставлении свойств мутаций по этим генам: рецессивности супрессорного 
эффекта» влияния на скорость роста, специфичности. 

Тетрадный анализ гибридов, дигетерозиготных по sup^ и sup 2, пока­
зан, что соотношение жизнеспособных и нежизнеспособных спор в потомстве 
ад гибридов близко к соотношению 3:1 и что сочетание обеих мутаций в 
гаплоидной геноме летально (Инге-Вечтомов, Андрианова, 1970). Подобный эф¬
фект не отмечен для супрессоров sup^ и sup^(Hawthorne, Leupold, 1974) , 
?юиожет служить указанием на аллелеспецифичность его проявления. 

Функциональный тест на аллелизм рецессивных супрессоров может быть 
уведен не только по эффекту супрессии, но и по температурочувствитель-
иси. Это было показано при скрещивании ts-мутантов, несущих рецессив-
ше супрессоры. Если скрещиваемые мутанты несли неаллельные супрессоры, 
'огибрид рос на среде ШЮ при температуре 36° (эффект супрессии при 
им отсутствовал). Если супрессорные мутации были аллельны, то гибрид 
№36° не рос. Таким образом, факторы температурочувствительности ведут 
йбоак аллели генов вир1 и sup2 (Инге-Вечтомов, Андрианова, 1970). 

Перечисленные свойства мутантов по генам sup^ и sup 2, выявленные в 
и» генетического анализа, позволяют сделать некоторые предварительные 

относительно функции этих генов. 
Несмотря на трансляцию нонсенс-кодонов в присутствии исследуемых су-

арессоров, рецессивность эффекта супрессии указывает на то , что мутации 
генам sup,, и sup2 не приводят к появлению в клетке молекул, считываю-
нонсенсы. Иными свойствами обладают мутации в структурных генах для 

'^.Замены оснований в этих генах могут приводить к появлению у ыоле-
% синтезируемых под их контролем, антикодонов, комплементарных кодо­
в о й сен сам. Известно, что в геноме любой и, в частности, дрожжевой 

имеется по нескольку копий генов для каждой фракции тРНК (Morti-
U r . 1969). Несмотря на это способность тРНК одной из этих фракций трапе­
зовать нонсенсы всегда будет проявляться как доминантный признак, так 



как наличие любой функции в клетке доминантно по отношению к ее отсутст­
вию. Из этого следует, что рецессивные супрессорные мутации не могут быть 
мутациями в структурных генах для тРНК. 

По аналогии с данными Филлипса и д р . (Ph i l l ip s e.a., 1969а, 1969b) 
' модно предположить, что под контролем генов sup1 и sup 2 синтезируются. 
I белки, участвующие в терминации. С этим предположением согласуется факт 

обнаружения * 8 -мутантов среди мутантов по генам S U P 1 и sup 2. как ухе от­
мечалось, эти мутанты не способны расти при температуре 3 6 ° . Таким свой­
ством, как правило, обладают мутанты по генам, контролирующим белки, по­
скольку в гаплоидной клетке весь белок, синтезируемый под контролем му-
тантного гена , термолабилен. 
— К появлению температурочувствительных молекул могут приводить и-му­

тации в структурных генах для тРНК. Однако в связи с тем, что в геноме 
имеется несколько одинаковых генов для каждой фракции тРНК, мутирование 
одного из генов , контролирующих данную фракцию, не приводит к летальному 
исходу при попадании клетки в непермиссивные условия. Если в результате 
мутации под контролем данного гена синтезируются термолабильные молекулы 

JTPHK, обладающие супрессорной активностью, то при повышенной температуре 
имеет место исчезновение супрессорного эффекта, а не гибель клетки. Та­
кие мутанты по тРНК получены у E . co l i (Yamamoto e.a., 1972). Если же до­
пустить, что супрессорная мутация затрагивает структурный ген для тРНК, 
представленный в геноме в единственном числе , то изменение адапторных 

j свойств у молекул, принадлежащих к данной фракции, будет летально при лю-
I бых условиях, так как оно обусловит полное отсутствие нормальной функции 
l y данной разновидности тРНК. Мутации такого типа обладают доминантной 
j супрессорной активностью и являются рецессивными деталями. Подобные му­

танты также обнаружены у E . c o l i (So i l , Berg, 1969). 

Влияние рецессивных супрессоров на трансляцию 

Как мы отмечали, некоторые мутанты по генам sup-i и sup 2 проявляют 
чувствительность к температуре 3 6 ° . Это свойство предоставляет дополни­
тельные возможности для изучения влияния супрессоров на процесс белково­
го синтеза путем идентификации его температурочувствительной стадии. 

У исследованного с этой целью t s -мутанта по гену sup 2 , в отличие от 
исходного штамма, через 60 мин инкубации клеток при 36° белковый синтез 
оказался почти полностью подавлен (Smirnov e .a . , 197*)» Резкое падение 
включения меченых *\;-аминокислот в белки наблюдается уже через 5 мин 
инкубации клеток при 3 6 ° ; при этом оно не сопровождается гибелью клеток 
(по крайней мере в течение двух ч а с о в ) . 

Изучение полирибосом у того же мутанта показало, что при 36° проис­
ходит уменьшение количества тяжелых (активных в белковом синтезе поли­
сом) и увеличение количества неактивных одиночных 803 рибосом. Такая пе­
рестройка белоксинтезирующего аппарата начинается через 5-10 мин после 
начала инкубации клеток мутанта при 3 6 ° , а уже через 30 мин одиночные 
80S рибосомы составляют более 90% всех рибосом клетки. В течение этого 
же времени и в тех же условиях в клетках исходного штамма, не несущего 
супрессорную мутацию, таких изменений не происходит. Изменение профиля 
седиментации рибосом в градиенте концентрации сахарозы после инкубации 
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: ts -мутанта при 36 представлено на р и с . 1 . Наблюдаемый распад поли-
сои является, по-видимому, непосредственной причиной подавления белково­
го синтеза у мутанта при повышении температуры. Действительно, оба эти 
процесса удается зарегистрировать примерно в одно и то же время (через 
ЯО мин) после помещения клеток в температуру 3 6 ° . 
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Р и с . 1 . Изменение профиля полисом у ts-мутанта 
14-3-П219 после переноса клеток в 36° (см. т е к с т ) . 

Что представляют собой 80s рибосомы, накапливающиеся при повышенной 
^пературе у мутанта по гену sup2 ? Судя по их способности диссоцииро-
: i T b н а 40 £>и 60 s субчастицы при повышенной концентрации КС1, это - рибо-
С 0 1 щ» закончившие трансляцию и осуществившие нормальный процесс термина-
U | > т . е . свободные от петидил-тРНК. Как известно, рибосомы, несущие пеп-
^л-тРНК, в этих условиях на субчастицы не диссоциируют. Кривые оптичес-
1 0 1 плотности при 260 ммк, полученные при анализе 80S рибосом из клеток 
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ts-мутанта и исходного штамма после инкубации их в 36 , в градиентах саха­
розы, содержащих разную концентрацию КС1, представлены на рис .2 . 
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Р и с . 2 . Диссспиация 80S рибосом из экстрактов "прогретых" 
клеток исходного штамма 3-П219 и t s - м у т а н т а 1Ч-3-П219 в градиенте 

с высокой концентрацией соли ( с м . т е к с т ) . 

Кроме того , рибосомы 80s, накапливающиеся у t s - м у т а н т а при 36°, нор­
мально диссоциируют на субчастицы под действием частично очищенного фак­
тора диссоциации из клеток исходного штамма. Чувствительность мутантного 
штамма к повышенной температуре не связана с нарушениями в работе факто­
ра диссоциации, так как после прогревания фактора диссоциации, выдег я 
го из клеток ts-мутанта, при ч-О0 в течение 20 мин он эффективно вызывает 
диссоциацию 80sрибосом. 

Нам не удалось обнаружить и температурочувствительность факторов 
терминации. В экспериментах с бесклеточной белоксинтезирующей системо , 
полученной из клеток мутанта по гену sup 2 , освобождение полипептидов, 
синтезированных на эндогенных матрицах, зависело от количества добавлен 
ных растворимых факторов. 

Таким образом, подавление белкового синтеза при повышенной темпера 
туре у супрессорного мутанта нельзя приписать нарушению терминации или 
диссоциации рибосом. Скорее можно предполагать , что_в_результате супре 
горной мутации происходит нарушение инициации белкового синтеза, вследст 
вие чего в клетке при повышенной температуре и накапливаются 80s риб° с 0 

мы. 
Итак, эффект ts-мутаций в гене sup 2 ( а возможно, и sup1) заклюй 

ется в изменении рибосом, приводящем: 
а) при пермиссивных условиях к считыванию нонсенс-кодонов; 
б) при 

непермиссивных условиях - к подавлению образования п 
причиной которого, возможно, являются нарушения процесса инициации. 
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В последнее время появляются сведения, говорящие о множественной 
дикции ряда компонентов рибосомы. Так, например, белки L7 и Ы 2 , помимо 

'участия в связывании фактора термин ад и и с мой, влияют на зависимое 
от факторов инициации связывание фмет-тРНК . . v e.a., 1973; Grunberg-Ma-

| д о e.a., 1974), гидролиз ГТФ, связывание фактора EF-G и транслока-L (Tate, Caskey, 1974). Кроме того , такая сложная структура, какой 
шлется рибосома, обладает и значительной степенью аллсст* гческм* вза -
иодействий, при которых мутационное изменение какого-либо одного белка 
дат повлиять,за счет так называемой рибосомной плейотропии (Apirion, 
Schlesslnger, 1969), на функцию других белков рибосомы/ ~ 

Не исключено, что и в нашем случае один и тот же белок рибосомы при 
икает участие в опознавании нонсенс-кодонов и в осуществлении инициации 
Го, что нам не удалось выявить нарушения терминации при изучении белковО' 
го синтеза у мутанта по гену sup 2, отнюдь не говорит о нормальном проте­
кании терминации в е го клетках . О нарушениях в считывании сигналов тер -
шшации говорит сам эффект нонсенс-супрессии. В то же время частота н е ­
однозначной трансляции нонсенс-кодонов, по-видимому, очень низка. 

Дополнительным указанием на нарушение считывания терминирующих к о ­
ров у мутантов по генам sup1 и sup2 являются данные о взаимодействии 
рецессивных и доминантных супрессоров у дрожжей. Объединение супрессор-
аг мутаций этих двух типов в гаплоидных клетках приводит к резкому ин-
гибированию скорости роста (Инге-Вечтомов, Андрианова, 1970). 

Судя по свойствам всех изученных к настоящему времени доминантных 
супрессоров у дрожжей, они, также как и доминантные супрессоры у бакте-
аК, приводят к изменению адапторных свойств тРНК (Hawthorne, Leupold, 

11974). Если это т а к , эффект взаимодействия рецессивных и доминантных су-_ 
прессоров у дрожжей может быть связан с тем, что тРНК, способная считы­

вать нон сенсы, усиливает нарушения терминации, обусловленные рецессивной 
супрессорной мутацией. Конкурентные взаимоотношения супрессорных тРНК и 
белковых факторов терминации продемонстрированы в бактериальной бескле-
гочной системе (Ganoza, Tompkins, 1970; Beaudet, Caskey, 1972). Посколь­
ку конкуренция нонсенс-суттрессорных тРНК и белковых факторов терминации 
заправлена на взаимодействие с рибосомой, то мутации, изменяющие некото-
оне центры рибосомы, могут влиять на результат^ этой конкуренции. У бак-
'ерий мутациями такого типа являются мутации в гене ram (Gorini, 1971). 
йодным эффектом, возможно, обладают и рецессивные супрессорные мутации 
У дрожжей. 

Генетический контроль трансляции нонсенс-кодонов 

При исследовании рецессивной супрессии было обнаружено расщепление 
дополнительным факторам, контролирующим возможность и эффективность 

'Роявления супрессии, в потомстве гибридов, гетерозиготных по мутации 
suP2-48 С Инге-Вечтомов, Андрианова, J970) .Детальный анализ такого расщеп-
; е я ' я был проведен в потомстве гибрида П854,гетерозиготного пс нонсенс-
* У т а ц ии ade 2 _ 1 5 1 Ш TMna(Simarov e.a., 1971; Симарсв и Миронова ,1972V и 
°°лудоминантной супрессорной мутации в гене sup 2, S u p | ° 1 4 . Полудоми-
8антность этой мутации является косвенным свидетельством того , что про-
^ гена s u p _ некий белок, состоящий из идентичных субъединиц, по-



скольку полудоминантный сунрессорный эффект мутации, затрагивающей белок 
может быть лишь следствием негативной комплементации нормальной и цутан> 
ной аллелей гена sup 2 (Андрианова и д р . , 1 9 7 3 ) . 

В случайной выборке аскоспор гибрида П854 при учете опыта на 7-е 
сутки было обнаружено моногенное расщепление по потребности в аденине 
свидетельствующее о несупрессируемости a d e 2 _ 1 5 1 в присутствии Sup t s 

Однако более длительная (20-дневная) инкубация ауксотрофных по адени-
ну и одновременно температурочувствительных сегрегантов на среде, не со­
держащей аденина, показала, что из 1 ч 4 проверенных штаммов 56 способны к 
медленному росту на этой с р е д е . Следовательно, в потомстве гибрида 
происходит расщепление по какому-то фактору (или факторам), влияющему на 
супрессию. 

О существовании таких факторов говорят и результаты исследования 
проявления SUP2-14 в Диплоид 1 1 0 1* к л е т к е . Скрещивание сегрегантов гено­
типа a d e 2 _ 1 5 1 s u p 2 _ 1 4 » ауксотрофных по аденину, т . е . не содержащих ком­
бинацию факторов, необходимую для супрессии ade 2 _ 1 ^ 1 , привело в ряде слу­
чаев к образованию прототрофных по аденину гибридов (21 случай в 253 ком­
бинациях сегрегантов) . Матрица этих скрещиваний представлена в табл.1. 

Т а б л и ц а 1 

Матрица скрещиваний сегрегантов 
гибрида П854-, имеющих генотип ade 2 _ 1 5 1 Sup | f . ?2-14 

20 21 22 28 29 30 31 32 38 39 

56 + _ _ _ + + + + + 
59 - + + — — - - - -
66 - - - — - — + + - -
67 - - - - - — + - -
69 - - - - + - — - - -
70 - - — — — — + - - -
71 - - - - — — + - - -
72 - - — — + - - -
73 - + + _ — — — - - -
74 - + _ — — - -
76 - • - — — — — - - -

П р и м е ч а н и е . « + » - образование прототрофного гибрида,« 
отсутствие прототрофного гибрида. 

Прототрофность гомоаллельного гибрида не может быть следствием мек-
аллельной комплементации, так как полипептиды - продукты мутантных гомо-
аллелей - не могут образовать активный мультимер. Если допустить, что 
^ 2 - 1 4 вызывает трансляцию мутантной аллели у разных сегрегантов за 
счет различных аминокислот, всегда несовместимых с функцией фремента, то 
прототрофность должна быть следствием взаимоисправления "плохих" субъеди­
ниц. Согласно теории межаллельной комплементации, к а р т а , отражающая взаи­
моотношения таких аллелей, должна быть циклической (Cr i ck , Or ge l , 196*)^ 

Построив карту по матрице скрещиваний ( т а б л . 1 ) в соответствии с т р ' 
диционными правилами построения карт комплементации (# + » - неперекрыва­
ние функциональных повреждений;*-» - перекрывание) , мы получили практи­
чески линейную карту ( р и с . 3 ) . Таким образом,предположение о взаимоисправ-



"плохих" субъединиц фермента, кодируемого геном ade2, не соответст-
5ует действительности и прототрофность гибридов не есть результат взаимо­
действия аллелей ade2 п о с т р о е н н а я же нами карта отражает, по-видимому, 
взаимодействие не аллелей, а отдельных генов . Причиной прототрофности 
гибридов, гомоаллельных по ade 2, является, следовательно, супрессия, -
происходящая при специфическом подборе генотипических факторов в диплоид-
вой клетке. В связи с тем, что результатом действия этих факторов являет­
ся нонсенс-супрессия, данный эффект может, очевидно, служить критерием 
для отбора мутантов по генам, контролирующим трансляцию нонсенс-кодонов. 

Индукция и анализ таких мутан­
тов были связаны с получением р е ­
версий к прототрофности по гистиди­
ну и лейцину у штамма I3A-IB22 
(tfade2_225 Ы в х l y e ^ ^ l e u 2 _ 2 

« t A 1 ) . Работа состояла из двух 
этапов. На первом этапе были выде­
лены ревертанты к прототрофности 
ю гистидину за счет рецессивных 
супрессоров, причем для дальнейшей 
работы использовали температуроус-
тойчивые мутанты по генам sup,, и 
sup2. Поскольку мутации h i s x и 
l e u2-2 являются нонсенс-мутациями 
одного и того же ( I ) типа, получе­
ние ревертантов, несущих рецессив­
ные супрессоры, подавляющие прояв-

' ление только мутации n i s 2 , гово­
рит о том, что для считывания нон-
сено-кодона в гене leu„ у отобран-
ш нами мутантов нужны дополни­
тельные генотипические изменения. 
Для проверки этого предположения 
У 5 ревертантов к прототрофности 
по гистидину индуцировали реверсии 
"прототрофности по лейцину. Среди 

полученных "вторичных" ревертантов мы обнаружили 17 штаммов, чувствитель­
ных к 36° , которые и были использованы для последующего генетического 
анализа. 

Температурочувствительность этих штаммов позволила провести функ­
циональный тест на аллелизм вновь возникших мутаций мутациям в генах 
^ и sup2 также обусловливающим ts -фенотип. Все гибриды, полученные 
в этих скрещиваниях, оказались устойчивыми к температуре 36° , т . е . темпе 
Ратурочрствительность, обусловливаемая исследуемыми мутациями, рецессив¬
н а но отношению к температуроустойчивости, а сами мутации не аллельны му-
Щлт sup,, и sup 2 . Этот вывод получил подтверждение в результате т е т ­
радного анализа двух гибридов, полученных при скрещивании "вторичных" ре 
Иртантов со штаммом И В - П 2 П 1 , генотипа a h i s ^ y s ^ ^ ^ e u ^ . Важно 
Меркнуть , что анализируемые гибриды гомозиготны по мутациям h i s x и 
l e u2-2 и гетерозиготны по рецессивному супрессору (в обоих случаях это 
Стация в гене sup.) и по мутациям, вызвавшим вторичную реверсию. 
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Р и с . 3 . Карта,построенная 
по матрице скрещиваний,представлен­

ной в табл. I . 
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В связи с тем, что анализируемые гибриды гомозиготны по мутации 
h i s x , мы могли следить за расщеплением по гену sup 1 , так как он как бы 
маркирован прототрофностью по гистидину. Расщепление по вновь возникшей 
мутации учитывали как расщепление по чувствительности к 3 6 ° . Характер 
расщепления по потребности в лейцине должен зависеть от механизма вторич­
ной реверсии. Если вновь возникшая мутация сама по себе обусловливает суп­
рессию i e u 2 _ 2 , то половина сегрегантов в потомстве анализируемых гибри­
дов должна быть прототрофна по лейцину. Если же эта мутация лишь способ­
ствует супрессии при нарушениях терминации, обусловленных мутацией sup., 
то прототрофные по лейцину сегреганты могут появиться лишь при сочетании 
ее с рецессивным супрессором. Такие сегреганты должны составлять 1/4 
часть потомства. Фактическое расщепление по потребности в лейцине совпало 
с теоретически ожидаемым при взаимодействии sup^ и вновь возникшей мута­
ции ( т а б л . 2 ) . Расщепление по потребности в гистидине ( т . е . по мутации в 
гене sup,,) и по температурочувствительности соответствует теоретически 
ожидаемому моногенному расщеплению ( т а б л . 3 ) . 

Т а б л и ц а 2 

Расщепление по потребности в лейцине в случайной 
выборке аскоспор гибридов П951 и П952 

a h i s x

 l e u 2 - 2 s u p 1 Х 

oi h i s " l e u Q о ~~+ + 

Соотношение 
сегрегантов 

Гибрид Соотношение 
сегрегантов 

Д951 П952 

Наблюдаемое 32 : 10 40 : 19 

Теоретически ожи­
даемое при взаимо­
действии sup1 и X 

31,5 : 10 ,5 

\ г = 0,03; Р > 0 , 0 5 

44,4 : 14,8 

Х= 1,82; Р> 0,05 

Теоретически ожи­
даемое в отсутст­
вие взаимодейст­
вия sup1 И X 

21 : 21 

\ Л - I I , 4 ; Р< 0,05 

29,5 : 29,5 

\ 2 = 7,6; Р< 0,05 

П р и м е ч а н и е . Символом "х" обозначена мутация, 
обусловившая реверсию к прототрофности по лейгину и чувст­
вительность к 36° 

Т а б л и ц а 3 

Расщепление по потребности в гистидине и по температурочувстви' 

тельности в случайной выборке аскоспор гибридов I M и II952 

Соотношение 
сегрегантов 

Гибрид _ Соотношение 
сегрегантов 

П951 П952 

His~:His + Ts :Тг His" :His + Ts:Tr 

Наблюдаемое 20 : 22 21:21 26 : 33 29 : 30^ 

Теоретически 
ожидаемое 

21 : 21 
Х = 0,08 

1 Р> 0,50 

21 : 21 
Х'= о 
Р> 0,99 

29,5 : 29,5 
Х= 0,82 

Р> 0,02 

"29 , 5 : 29̂ 5 
Х2= 0,20 

Р> 0,95 
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Наличие взаимодействия между рецессивной супрессорной мутацией и 
вновь возникшей мутацией подтверждают и результаты анализа прототрофных 
и лейцину с е г р е г а н т о в . Теоретически возможные фенотипические классы 
прототрофных по лейцину сегрегантов и количество сегрегантов каждого 
класса в расщеплении обоих гибридов представлено в табл .4 . Как следует 
аз этих данных, все прототрофы по лейцину прототрофны и по гистидину 
(т.е. несут мутацию sup-,) и температурочувствительны. Вместе с тем иног­
да супрессия происходит и в отсутствие мутации, обусловливающей t s -фено-
нп. Об этом говорит обнаружение прототрофного по лейцину и гистидину и 
теипературоустойчивого сегреганта в расщеплении гибрида П952 ( с м . т а б л . 4 ) . 
Этот факт подтверждает сходство механизма действия полученных нами мута­
ций и естественных факторов, которые составляют генотипический фон, спо­
собствующий нонсенс-супрессии. 

Т а б л и ц а 4 

Фенотип прототрофных по лейцину сегрегантов 
из расщепления гибридов П9Я и П952 

Возможные 
фенотипические 

классы 

Число сегрегантов, обладаю­
щих данным фенотипом, в слу­

чайной выоорке 

Возможные 
фенотипические 

классы 

П 9 2 

Leu + His + Ts 10 18 
L e u ^ i s + T r 0 I 
Leuhilis 'Ts 0 0 
L e u ^ i s ' T r 0 0 

Результаты исследования вторичных ревертантов, полученных у штаммов, 
мутантных по генам sup,, и sup 2 ,позволяют сделать вывод о том, что меха-

| низм вторичных реверсий состоит в создании условий для считывания кодо-
нов-нонсенсов. Гены, в которых возникают эти мутации, были обозначены 
йшволом Nt f (Nonsense t r a n s l a t i o n f a c t o r s ) . По-видимому, они идентич­
ны или сходны по своим функциям с теми генами, которые выявлены при изу­
чении взаимодействия мутаций a d e 2 - i 3 i и ^ 2 - 1 4 * 

Пять независимо полученных мутаций в генах N t f , обусловливающих 
ts-фенотип, на основании функционального теста на аллелизм распределены 
по трем группам, которые могут соответствовать трем различным генам 
(табл.5). При этом распределение мутаций по группам связано с проявлени­
ем эффекта супрессии в г етерозиготе . Мы показали, что гибриды, гомозигот-
н"е по мутации l e u 2 _ 2 и гетерозиготные по = u Pi и Ntf, в разной степени 
м&собны к росту на "среде без лейцина. Если рост гибрида на среде без 
лейцина был заметен на 2-3-и сутки, то Nt f - мутацию считали доминант­
ой; если гибрид подрастал на 7-10-е сутки, - полудоминантной; если гиб¬
Рид не вырастал на среде без лейцина в течение 14 суток, - рецессивной. 
Ьпературочувствительность мутантов по генам Ntf, а также рецессивность 

t 8 -Фенотипа, вызванного мутациями в этих генах, указывает на т о , что ге¬
й Ntf контролируют некие белки. Полученные результаты не позволяют сде-
л а *ь вывод о функции этих белков, однако на их основании можно выдвинуть 
аекоторые предположения. 

55 



Т а б л и ц а 5 
Функциональный тест на аллелизм между Htf-мутантами 

1 
Мутанты 

2-13 10-13 
(5) (5) 

дао 2 - ю 
(*) (2) 

22-13 
(5) 

"1 
2-13 (2) 

10-13 ( 9 ) 
1- 10 (5) 
2- 10 (4) 

22-13 (4) 1 
+ 

+ 
+ 

1 
1 Н

+ • 1 
1 + + 
1 

1 -

1 - - 1 

" - -
+ 
+ 
+ 
+ 

Гены HFETT n t f 2 Ntf3 

П р и м е ч а н и е . В скобках у номера мутанта 
указано количество штаммов, несущих данную мутацию Ntf. 

Известно, в частности, что молекулы тРНК претерпевают длительное со­
зревание, связанное с устранением из молекулы-предшественника большого 
количества концевых нуклеотидов и модификацией некоторых нуклеотидов, ос­
тающихся в составе функционально активной молекулы. Нарушения в работе 
ферментов, модифицирующих тРНК, могут приводить к изменению свойств неко­
торых нуклеотидов, а это , в свою очередь, - к изменению адапторных свойств 
молекулы. В качестве примера можно привести изменение адапторных свойств 
у TPHK^eH E . co l i , обусловленное устранением минорного нуклеотида, со­
седнего с 3' -нуклеотидом актикодона (Ghosh, Ghosh, 1 9 7 2 ) . 

Изменение адапторных свойств может вызывать у молекул тРНК определен­
ной фракции способность осмысливать нонсенс-кодоны, проявляющуюся особен­
но четко при блокировании терминации. Хотя теоретически такой механизм 
супрессии вполне возможен, супрессоры, действующие подобным образом, в 
настоящее время не обнаружены. 

Более вероятно, на наш в з г л я д , что гены N t f контролируют рибосомаль-
ные белки. Как мы упоминали, мутации, изменяющие белки рибосомы, могут 
как препятствовать супрессии, так и способствовать ей (Gorini, 1969I 
1971). Если в клетке есть тРНК со слабой супрессорной активностью, пму-
тантная" рибосома может стимулировать их связывание с нонсенс-кодоном. 
Если таких тРНК в клетке нет , рибосома может играть роль посредника во 
взаимодействии нонсенса с тРНК, имеющей некомплементарный нонсенсу анти-
кодон. 

Важно подчеркнуть, что, какова бы ни была природа макромолекул, конт­
ролируемых генами N t f , сам факт существования таких генов говорит о ла­
бильности аппарата трансляции. Изучение-рецессивной супрессии показывает, 
таким образом, что аппарату белкового синтеза присуща поливариантность, 
выражающаяся в различном характере трансляции терминирующих кодонов на 
варьирующем генотипическом фоне. 

S u m m a r y 
I 

In the course of the investigation of super-suppression in the Pe-
^erhoff genetic stocks of Saccharomyces cerevisiae the recessive nonsen­
se suppressors have been obtained as well as dominant and semidoninant 
ones. The complementation and linkage data showed the dis t r ibut ion of re­
cessive suppressors among 2 unlinked genes, namely supl and sup2. Some 
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Rations in both genes resul t in temperature sensi t iv i ty of the mutants 
j t 36°. We have demonstrated the inh ib i t ion of protein synthesis in the 

[cells of one of these mutants at the res t r ic t ive temperature using 1 4 C -
L i n o a c i d s incorporation. The investigation of protein synthesis in mu­
tant cells and cell-freee experiments with endogenous messengers have 
shown this mutant to have a block in assembly of polysomes causing by 
some defect in i n i t i a t i o n mechanism. Both genetical and biochemical data 
suggest that the products of supl and sup2 are ribosomal proteins from 
tRNA-accepting s i t e of ribosome. Mutational change of them increases the 
possibility of t rans la t ional errors because of mispairing of codons with 
anticodons. The mutations in supl and sup2 per se do not exibit the supp­

ressor ac t iv i ty , but are the necessary genetic background for the expres­
sion of suppressor a c t i v i t y by the other genes. This ac t iv i ty expresses 
in the course of interact ion of supl and sup2 with genes named nonsense 
translation factors . 

Our data show the existance of the ambiguity of translation of ter -
ninating codons. 
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