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Введение

Одним из важнейших аспектов обеспечения медицинской безопасности космических полетов является снижение риска нарушений целостности генома, обусловленных воздействием неблагоприятных факторов полета, среди которых особое значение придается ионизирующей радиации. Устойчивость генетического аппарата в большой степени зависит от функционирования нескольких ферментативных систем, осуществляющих репарацию поврежденных участков ДНК, причем эффективность этого процесса проявляет заметную межиндивидуальную вариабельность (Rzeszowska-Wolny et al., 2005). В связи с тем, что нарушения структуры ДНК часто приводят к возникновению мутаций, оценка индивидуальных возможностей репарации различных типов повреждений ДНК представляет актуальную в практическом отношении задачу. Выявление генотипов, обусловливающих повышенную или, напротив, пониженную активность репарационных процессов, сопряжено с серьезными методическими трудностями. Например, значительно осложнять генетический анализ могут такие явления как
1) многокопийность некоторых генов (ген представлен двумя и более копиями на гаплоидный геном)

2) явление эпистаза, когда экспрессия одних генов зависит от экспрессии других

3) влияние условий внешней среды на экспрессию исследуемых генов (Brookes, 2002).

Наиболее частыми являются изменения структуры регуляторных участков генов – промоторов, энхансеров и др. Такие мутации приводят к отклонению интенсивности экспрессии белковых продуктов генов за пределы функционального оптимума.

Одним из подходов, показавших эффективность в такого рода исследованиях, являются методы, разработанные в популяционной генетике. Они основаны на выявлении статистически достоверных связей между генетическими характеристиками индивидуумов и их биологическими признаками. При использовании статистического анализа возникает необходимость обработки результатов обследования больших выборок, что не всегда возможно в экспериментах, где человек является объектом исследования. Поэтому нередко на первый план выходят эксперименты с модельными объектами, в частности, плодовой мушкой Drosophila melanogaster. Показано, что геномы человека и дрозофилы содержат большое число генов-ортологов (Inlow, Restifo, 2004). Гены-ортологи – это гомологичные гены исследуемых видов, происходящие от общего гена-предшественника, но разошедшиеся в результате независимой эволюции.

Важным аргументом в пользу использования дрозофилы является возможность в течение короткого времени получать экспериментальные линии с заданным генотипом, а также простота содержания и проведения экспериментальных процедур (Spradling, Rubin, 1981).
Целью данного исследования является определение степени воздействия ионизирующего излучения во время космического полета на линию D. melanogaster, дефектную по системе репарации ДНК. Актуальность исследования определяется слабой изученностью в популяционно-генетическом аспекте эффектов воздействия неблагоприятных факторов полета (физические перегрузки, ионизирующее излучение, длительное нахождение в условиях невесомости) на модельные биологические объекты.

Обзор литературы

Следствием успешного развития космонавтики стал повышенный интерес ученых к исследованию специфических условий космического полета. За прошедшие пятьдесят лет освоения космоса было проделано большое количество экспериментов на биологических объектах, включая человека. Однако известно очень мало работ, в которых проводилась популяционно-генетическая оценка характера воздействия неблагоприятных факторов космического полета. Например, ранее в эксперименте на биоспутнике "Бион-11" были исследованы темпы мутационного процесса в популяциях Drosophila melanogaster, различавшихся по величине гетерозиготности – интегрального показателя генетической структуры популяции, значения которого вычисляли на основании анализа генотипов 5 полиморфных генных локусов. При этом оказалось, что частота вызванных воздействием условий космического полета доминантных летальных мутаций находилась в обратной зависимости от гетерогенности генофонда популяций (Алтухов и др., 1998). Из полученных результатов также следует, что, по крайней мере, в отношении генетических параметров, эффекты экспериментальных воздействий могут в значительной степени зависеть от генотипа биологических объектов.


Эксперименты с дрозофилой по программе "Полиген" были продолжены на Международной космической станции (МКС). Особенности постановки экспериментов в условиях пилотируемого полета и связанная с ними необходимость многоуровневой защиты от попадания биообъектов в атмосферу станции потребовала разработки специализированной научной аппаратуры "Дрозофила". Конструкция летной аппаратуры также учитывала выявленное в эксперименте на биоспутнике требование фиксации гелеобразного корма, необходимого для жизнедеятельности мух, в условиях воздействия ускорений на различных этапах полета (Победоноцева и др., 2004). 
В эксперименте, проведенном в период смены экипажей экспедиций МКС-6/МКС-7, были использованы популяции D. melanogaster "5", "F36", "ИОГен". Структуру генофонда популяций исследовали по 8 полиморфным генам, кодирующим следующие ферменты: алкогольдегидрогеназа (К.Ф. 1.1.1.1.), глицерофосфатдегидрогеназа (К.Ф. 1.1.1.8.), малатдегидрогеназа (К.Ф. 1.1.1.37.), фосфоглюкомутаза (К.Ф. 2.7.5.1.), 6-фосфоглюконатдегидрогеназа ( К.Ф. 1.1.1.44.), эстераза (К.Ф. 3.1.1.7.), гексокиназа (К.Ф. 2.7.1.1.), изоцитратдегидрогеназа (К.Ф. 1.1.1.42.). По результатам определения генотипов указанных генных локусов для каждой популяции вычисляли значение гетерозиготности (Н). Результаты исследований полетных и наземных популяций приведены в таблице 1.

Таблица 1. Частота доминантных летальных мутаций (ДЛМ)  в полетных и контрольных популяциях D. melanogaster в эксперименте "Полиген" в период экспедиций МКС-6/МКС-7.

	Популяция
	Н
	Частота ДЛМ
	p

	
	
	Наземный контроль
	Полет
	

	5
	0
	0.027
	0.036
	   0.24


	F36
	0.179
	0.013
	0.040
	< 0.05

	ИОГен
	0.246
	0.024
	0.047
	< 0.05


Как видно из приведенных данных, космический полет привел к заметному повышению темпов мутагенеза во всех экспериментальных популяциях, что согласуется с результатами исследований, проведенных на различных биологических моделях (Ohnishi et al., 2001). Полученные данные служат еще одним подтверждением того, что факторы космического полета, и прежде всего, ионизирующее излучение, представляют собой источник возникновения нарушений на уровне генома.

В отличие от эксперимента на биоспутнике "Бион-11", в исследовании на МКС не выявлено зависимости частоты индуцированных космическим полетом ДЛМ от величины параметра гетерозиготности: в наиболее гомозиготной линии "5" пребывание в космическом полете привело к увеличению частоты ДЛМ лишь на 0.009, в то время как в гетерозиготных популяциях "F36" и "ИОГен" увеличение доли погибших на эмбриональной стадии индивидуумов составило 0.027 и 0.023, соответственно. Отмеченные эффекты указывают на необходимость дальнейшего накопления экспериментального материала и увеличения массива фактических данных, позволяющего получать однозначные выводы о влиянии космического полета на мутационные процессы в популяциях с различной структурой генофонда. Одновременно необходимо заметить, что белковые продукты генов, генотипы которых были использованы при определении уровней гетерозиготности в популяциях, не оказывают непосредственного влияния ни на чувствительность генома к повреждающим воздействиям, ни на процессы репарации ДНК. Более значимыми в функциональном и прогностическом отношении могут быть гены, вовлеченные в процессы репарации, а также гены, кодирующие белки, которые способствуют поддержанию структурной целостности ДНК при воздействии ионизирующего излучения. В соответствии с направленностью исследований должен осуществляться и подбор экспериментальных популяций: в случае природных популяций необходимо наличие данных генотипирования локусов системы репарации ДНК. Возможен также альтернативный путь – использование в экспериментах линий D. melanogaster, имеющих стабильный генофонд, который тождественен индивидуальным генотипам особей данной линии.

Эксперимент по программе "Полиген", проведенный в период экспедиций МКС-6 – МКС-7 не позволил получить подтверждение результатам аналогичного эксперимента с популяциями дрозофилы, проведенного на биоспутнике. По-видимому, в исследованиях генетической компоненты устойчивости к появлению мутаций в условиях космического полета детальному анализу должны быть подвергнуты гены системы репарации ДНК. Каждая из систем репарации строго специализирована для определенных типов нарушений. Среди более чем 130 генов, продукты экспрессии которых входят в состав репарационных комплексов, для 23 генов показана прямая зависимость частоты формирования разного рода нарушений первичной последовательности ДНК от аллельного состояния генов репарации (в первую очередь следует выделить семейства meiotic, mutagen-sensitive, photorepair, spindle, Menin, Spf). Практически все эти семейства имеют гомологичные гены у человека и дрозофилы.

Материалы и методы

В эксперименте использованы две линии D. melanogaster, полученные из сток-центра Блумингтон (Bloomington Drosophila Stock Center at Indiana University):

(1) №6326 (Kurkulos et al., 1991), маркированная мутацией white (аллель w1118), которая служила контролем;

(2) №18049 (Thibault et al., 2004), также маркированная аллелем w1118.

Генетической особенностью второй линии является нарушение функционирования гена meiotic 41 (mei-41), вследствие встраивания в него искусственной конструкции piggyBac (приложение 1). Продукт гена mei-41 характеризуется протеинкиназной активностью (фосфотрансферазы, группа ферментов, относящихся к классу трансфераз), одной из функций которого является репарация ДНК.

Для размещения мух в аппаратуре "Дрозофила" используется контейнер (приложение 2), корпусом которого служит коммерческая центрифужная пластиковая пробирка объемом 50 см3, выдерживающая нагрузки до 5000 g. Газообмен между внутренним объемом контейнера и внешней средой осуществляется через пористую механически стойкую мембрану, встроенную в съемную винтовую крышку пробирки. В нижней части пробирки помещен гелеобразный корм, который служит также средой обитания мух на личиночной стадии развития. Перед переходом в неподвижную стадию куколки личинки прикрепляются к свободным поверхностям контейнера. В контейнере установлена механическая система, позволяющая отделять корм от основного объема контейнера (например, перед воздействием ускорений, результатом которых может быть заброс корма на занятые личинками или взрослыми мухами поверхности). Дополнительная защита контейнеров от механических повреждений обеспечивается металлическим корпусом укладки "Дрозофила" и демпфирующей опорой, в которой закреплены контейнеры. Кроме того, укладка снабжена чехлом из полиамидной сетки, изолирующим мух в случае непредвиденного вылета из контейнеров при нештатной ситуации. После доставки на МКС укладку открывают и устанавливают на обшивке служебного модуля. При экспозиции мух условиям космического полета осуществляется газообмен через мембрану контейнера, а через выступающие из опоры прозрачные стенки контейнера к биообъектам поступает свет. Аппаратура "Дрозофила" рассчитана для космических экспериментов продолжительностью до 14 суток.

В момент запуска в контейнерах укладки находятся только мухи на стадии эмбриона и личинки первого возраста, и в течение полета происходит развитие дрозофилы до стадии куколки или взрослого насекомого. Таким образом, биообъекты на полетной фазе эксперимента проходят наиболее чувствительные к внешним воздействиям этапы онтогенеза.

Дрозофилы находились в космосе в период с 26 марта по 7 апреля 2009 года. После возвращения на Землю в экспериментальных и контрольных популяциях исследовался показатель интенсивности мутационного процесса – частоту доминантных летальных мутаций (ДЛМ) (Левин, 1971).

Тест по определению количества доминантных летальных мутаций в линии (приложение 3). Самок и самцов в возрасте 3-5 суток рассаживают попарно в отдельные пробирки с пластиковыми ложками, содержащими агар, смазанный суспензией пекарских дрожжей в яблочном или виноградном соке. Мух выдерживают в пробирках с ложками в течение суток, после чего удаляют из пробирок. Ложки извлекают из пробирок, подсчитывают количество отложенных за сутки яиц и вкладывают обратно в пробирки. По истечении двух суток подсчет яиц на ложках повторяют, регистрируя количество яиц, из которых вылупились личинки, и неразвившихся яиц. Доля неразвившихся яиц и является оценкой содержания ДЛМ в конкретной линии. Тест проводился в двух сериях: полетной, получившей название «МКС» и наземной.


Критерий (2 использовался для сравнения количества вылупившихся личинок и неразвившихся яиц в двух исследуемых линиях в двух экспериментальных режимах.

Результаты и обсуждение


В табл. 2 и 3 представлено количество вылупившихся личинок и неразвившихся яиц в сериях «МКС» и земной, соответственно. 

Таблица 2. Количество вылупившихся личинок и неразвившихся яиц в выборке из опытной и контрольных линий, побывавших в космосе (серия «МКС»).

	Порядковый номер пробирки
	Количество вылупившихся личинок
	Количество неразвившихся яиц
	Сумма
	Доля вылупившихся личинок
	Доля неразвившихся яиц

	Линия 6326

	1
	12
	0
	12
	1.000
	0.000

	2
	25
	3
	28
	0.893
	0.107

	3
	22
	12
	34
	0.647
	0.353

	4
	24
	13
	37
	0.649
	0.351

	5
	14
	4
	18
	0.778
	0.222

	6
	15
	11
	26
	0.577
	0.423

	7
	24
	12
	36
	0.667
	0.333

	8
	27
	13
	40
	0.675
	0.325

	9
	36
	18
	54
	0.667
	0.333

	10
	19
	11
	30
	0.633
	0.367

	11
	40
	19
	59
	0.678
	0.322

	12
	38
	13
	51
	0.745
	0.255

	13
	67
	24
	91
	0.736
	0.264

	14
	12
	2
	14
	0.857
	0.143

	15
	12
	1
	13
	0.923
	0.077

	16
	23
	9
	32
	0.719
	0.281

	17
	104
	27
	131
	0.794
	0.206

	18
	22
	6
	28
	0.786
	0.214

	19
	30
	16
	46
	0.652
	0.348

	20
	8
	2
	10
	0.800
	0.200

	21
	34
	5
	39
	0.872
	0.128

	22
	71
	15
	86
	0.826
	0.174

	23
	25
	4
	29
	0.862
	0.138

	24
	53
	16
	69
	0.768
	0.232

	25
	50
	20
	70
	0.714
	0.286

	26
	28
	4
	32
	0.875
	0.125

	27
	45
	11
	56
	0.804
	0.196

	28
	47
	10
	57
	0.825
	0.175

	29
	28
	3
	31
	0.903
	0.097

	30
	20
	5
	25
	0.800
	0.200

	31
	35
	10
	45
	0.778
	0.222

	32
	19
	0
	19
	1.000
	0.000

	33
	17
	0
	17
	1.000
	0.000

	34
	12
	23
	35
	0.343
	0.657

	35
	24
	5
	29
	0.828
	0.172

	36
	18
	9
	27
	0.667
	0.333

	37
	13
	0
	13
	1.000
	0.000

	38
	11
	2
	13
	0.846
	0.154

	39
	8
	11
	19
	0.421
	0.579

	40
	14
	3
	17
	0.824
	0.176

	41
	21
	16
	37
	0.568
	0.432

	42
	21
	0
	21
	1.000
	0.000

	43
	19
	18
	37
	0.514
	0.486

	44
	29
	15
	44
	0.659
	0.341

	45
	13
	13
	26
	0.500
	0.500

	46
	13
	12
	25
	0.520
	0.480

	47
	13
	11
	24
	0.542
	0.458

	48
	30
	20
	50
	0.600
	0.400

	Сумма
	1305
	477
	1782
	0.732
	0.268

	Линия 18049

	1
	17
	5
	22
	0.773
	0.227

	2
	24
	17
	41
	0.585
	0.415

	3
	46
	18
	64
	0.719
	0.281

	4
	45
	30
	75
	0.600
	0.400

	5
	6
	6
	12
	0.500
	0.500

	6
	69
	51
	120
	0.575
	0.425

	7
	8
	17
	25
	0.320
	0.680

	Сумма
	215
	144
	359
	0.599
	0.401


Сравнение опытной (18049) и контрольной линий (6326) серии «МКС» по соотношению развившихся и неразвившихся яиц показало достоверное превышение доли неразвившихся яиц в линии 18049 ((2=25.84, P<<0.001).

Таблица 3. Количество вылупившихся и невылупившихся личинок в выборке из опытной и контрольных линий, оставшихся на Земле (контрольная наземная серия).

	Порядковый номер пробирки
	Количество вылупившихся личинок
	Количество неразвившихся яиц
	Сумма
	Доля вылупившихся личинок
	Доля неразвившихся яиц

	Линия 6326

	1
	8
	5
	13
	0.615
	0.385

	2
	17
	5
	22
	0.773
	0.227

	3
	28
	8
	36
	0.778
	0.222

	Всего
	53
	18
	71
	0.746
	0.254

	Линия 18049

	1
	3
	10
	13
	0.231
	0.769

	2
	11
	20
	31
	0.355
	0.645

	3
	8
	8
	16
	0.500
	0.500

	4
	9
	15
	24
	0.375
	0.625

	Всего
	31
	53
	84
	0.369
	0.631



В условиях Земли доля неразвившихся яиц также достоверно выше в линии 18049 ((2=22.08, P<<0.001). Сравнение доли невылупившихся личнок в линии 6326 обоих экспериментальных режимов свидетельствует в пользу идентичности результатов ((2=0.07, P=7915), тогда как этот параметр в линии 18049 в земной серии достоверно выше, чем в серии «МКС» ((2=14.56, P=0.0001). Последний результат интересен, так как он указывает на то, что неблагоприятные факторы космического полета приводят к уменьшению частоты доминантных летальных мутаций. Также обращает на себя внимание большая по величине доля неразвившихся яиц в обеих линиях обоих экспериментальных режимов. Такое количество невылупившихся яиц нельзя объяснить только возникновением ДЛМ в результате воздействия ионизирующего излучения в ходе космического полета.

Что касается линии 18049, то повышенная доля неразвившихся яиц может быть объяснена следующим образом. Авторы (Thibault et al., 2004) создали линию со вставкой подвижного элемента piggyBac в ген mei-41 около 5-8 лет назад. Поскольку в результате инсерции (инсерция - тип хромосомной перестройки, заключающийся в появлении вставки в каком-либо участке нуклеотидной последовательности) нарушается процесс репарации спонтанных повреждений ДНК, то за несколько лет линия могла накопить большой генетический груз, который и проявляет себя в тесте на выявление ДЛМ. Однако это не объясняет появление эффекта положительного влияния неблагоприятных факторов космического полета на накопленный мутационный груз. Ситуация более сложная в случае контрольной линии 6326. Линия была создана для картирования SNP (Single Nucleotide Polymorphism) – однонуклеотидных замен, рассеянных по геному (Hoskins et al., 2001) и характеризуется изогенизированными 2-ой и 3-ей аутосомами. Изогенизирование генома приводит к резкой потере генетической изменчивости. Более того, в результате процесса изогенизации по разным локусам могут исчезать вредные и условно вредные аллели (мутации). Возможно, увеличенная доля неразвившихся яиц объясняется повышенной частотой вредных мутаций в этой линии. Интересно, что неблагоприятные факторы космического полета не приводят к увеличению частоты ДЛМ в этой линии.

Для лучшего понимания полученных результатов необходимо повторение эксперимента с целью получения более репрезентативной выборки D. melanogaster, а также проведения теста на определение частоты рецессивных летальных мутаций. Этот тест даст значительно более точный ответ на вопрос, что же происходит с исследуемыми линиями.

Выводы 

Таким образом, эксперимент, выполненный в период экспедиции МКС-19/МКС-20, не выявил различий значений частоты вызванных космическим полетом доминантных летальных мутаций между линией D. melanogaster, несущей мутацию в гене mei-41, и контрольной линией 6326, что, однако, не исключает возможности изменений других показателей мутационного процесса под влиянием космического полета, например, частоты рецессивных летальных мутаций.
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Приложения
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Приложение 1. Генетическая карта района гена mei-41 с указанием места встраивания искусственной конструкции PBac{RB}mei-41[e02381] в этот ген.
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Приложение. 2. Фотография космической укладки «Дрозофила» с пластиковыми контейнерами (пробирками) для содержания мух.
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Приложение 3. Иллюстрация методики эксперимента на выявление ДЛМ.
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