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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДЕТЕРМИНАЦИЯ ЭФФЕКТИВНОСТИ
МОДИФИКАЦИИ РАДИОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ КЛЕТОК

В. Г. ПЕТИН

ПИИ радиологии АМН СССР, г. Обнинск

ք՛երված !.ն [րէսցուցիչ տվյալներ, որոնք ցուցադրում 1և իւմոյսսւրնկային 
ոադիողզայնության դենեւոիկակսւն դետերմինացիանւ 3«։jg Լ տրված. որ մոդի
ֆիկացիայի արդյո։նավԼտոէթ >ունր կաիյված Լ ոՒե^երի հետոադիացիոն վերա
կանգնման ոմւակությէէւնից' հսկվող քէէՒէ^1^քՒ գենոտիպով։ Որպես րադիոզդսւյնու- 
թյան էկզոգեն մոդիֆիկատորներ ւր^աաց«/ւժՀաժ են տարրեր ոագիոպրոտսէյտոր- 
ներ k ոադիէէսենսիրիչիզատորներ, էներգիայի լ՚այւծյ։ գծային հւսզորդմամր ճաււա- 
գայթո։մներ (ԷԴՀ), ինչպես ձ գազային կազմ' Հաոագայթմսւն վայրկյանինէ Ստաց
ված արգյոէնքների Համադրման Հիման վրա խմորասնկերի համար՛' դրակա
նության մԼյ Հրատարակված տվյալներովայլ օբյեկտների համար, եզրակա
ցություն Է արվում ո/ոգիոգգա յնության մոդիֆիկացիայի արդյունավետության 
գենետիկա կան գե։օէ.րմինաց իա յի ընդհանուր կենոար սրնա կան նշանակության
մասին։

Some additional data ;։re presented to demonstrate genetic determination 
ol yeast celts radloscnsitlvlty modification. It was shown that the effecti
veness of this modiftcation was dependent of cell ability to postradiation 
recovery controlling by cell genotype. The following exogenous factors 
we have used tn this paper to inodjficate cell radiosensitlvtfy densely 
Ionizing radiation, well-known radioprotector (cysteamin), hypoxic radio- 
sensitizers (metronidazole and mtsonldazolc), oxygen or argon during the 
irradiation. Comparing ilnd ngs о this paper With those published in Г- 
tcratures it was concluded the general importance of cell genotype fn the 
effectiveness of cell radlosensllivlty modification.

Генетическому контролю .модификации радиочувствителности пос- 
вящены .многие работы [ 1—7]. Однако интерес к этим исследованиям не 
ослабевает ввиду фундаментальной и практической значимости полу- 
чае.мы:-. результатов. Детерминация эффективности модификации ра-

СсЕращсння: Л11Э—линейная передача энергии; ОБЭ—относительная биологи
ческая эффективность; ККУ—коэффициент кислородного усилителя. 
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дночувствитсльности находится в гесной связи с участием систем постра
диационного восстановления в механизме проявления ОБЭ, кислород
ного эффекта, механизма действия радиопротекторов и радиосенеибн- 
лизаторов. Принципиальное отличие этих механизмов от традиционно 
рассматриваемых в радиобиологии обуславливает важность и актуаль
ность новой информации, подтверждающей эти механизмы. Перед 
нами стояли две задачи: на дрожжевых клетках получить дополнитель
ные результаты, указывающие на роль 1енотипа клеток, контролирую
щего их способность восстанавливать радиационные повреждения, в 
детерминации эффективности модификации радиочувствительности не
которыми экзогенными факторами; путем сопоставления данных для 
дрожжевых клеток с результатами других авторов продемонстрировать 
универсальность полученных закономерностей для прокариотических и 
эукариотических клеток различного происхождения.

Материал и методика. Эксперименты проведены главным пбр; юм ՛ - ՛■ • жйх 
Засскаготусеи сегег1х1ае различного генотипа. 15 настоящее ноем я карти
ровано около ЗВ локусов этих дрожжей, влияющих из их радиочувствительность. 
Мутанты дрожжей, содержащие одни из этих локусов, условно были подразделены 
на три категории, различающиеся фенотипически Первая —17 штаммов, характери
зующихся повышенной чувствительностью (по сравнению с клетками исходного роди
тельского штамма лишь к УФ-нзлучению; вторая восемь штаммов, чувствительных 
только к ионизирующему излучению: третьи пят;. штаммею ■. иовышендой чувстви
тельностью к обоим агентам. Поскольку перед данной работой стояла задача анализа 
закономерностей модификации чувствительности клеток к действию ионизирующего 
излучения, мы использовали, наряду с различными штаммами дикого типа, все радио
чувствительные штаммы и гаплоидном и диплоидном состоянии из второй группы к 
лини, некоторые ич первой и третьей групп. Характеристики штаммов приведены п ра
боте [5].

Перед облучением клеток в стационарной стадии роста диплоидные дрожжи вы
ращивали п течение 3—5 сут„ а гаплоидные— 7 I I сут. на твердой питательной среде 
при ЗОЛ Продолжительность предраяиацконног» культивирования определяли ио вре
мени прекращения почкования клеток.

Облучение редкононизнрующим излучением (К>Со) на установке <Га.ммацслл-220> 
проводили при мощности дозы от 20 до 1(1 Гр/мип. В ходе выполнения данной работы 
мощность дозы уменьшилась в 2 раза за счет радиоактивного распада; у-кваяты г>аСс 
использовал։։ п качестве стандартного излучения при изучении ОБЭ излучений с вы
сокой Л ПЭ. Импульсный ускоритель электронов с максимальной энергией 25 МэВ 
использовали при исследовании эффективности модификации радиочувствительности 
кислородом н гипоксическими сенсибилизаторами. Дозиметрию ускорителя осущест
вляли непосредственно перед облучением я после его окончания ферросульфатным ме
тодом. Погрешность дозиметрии редкой он изирующих излучений составляла I—1(1%.

В качестве плотноиониэирующего излучении использовали а-частнны ^Ри. име
ющие средние ЛПЭ примерно 130 кэВ/мкм. Именно при этой ЛПЭ наблюдается мак
симальное значение ОБЭ для .многих клеток эукариот. Детали а-облучения и дози
метрии описаны ранее [8]. Общая неопределенность дозиметрии а-источника, про- 
•ведеивая с использованием поверхностно-барьерного шхтупроводижезото детектора, 
обладающего 100%-ной эффективностью регистрации, хорошим разрешением по энер
гии и исключительно малым фоном, составляла 10—13%.

В качестве радиопротектора в работе применяли цистеамин в концентрации 
(0.01 М), не оказывающей токсического действия ла клетки, которые помещали н вод
ный раствор радиопротектора за 30 мин до облучения. Детали этой методики опи
саны [9].

В качестве гипоксических сенсибилизаторов применяли часто используемые как в 
количественной радиобиологии, так н в экспериментальной и клинической онкологии 
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5.1йхтроиоакцепторныс соединения метронидазол и мизонидазо.ч Оби препарата н< - 
польэовали при концентрации 0,01 М. которая, не являясь токсичной, проявляв: мак- 
енмальйую степень сенсибилизации при почти предельной в обычных условиях раство
римости. Элсктроноакцепторные соединения добавляли в аноксическую сусн-нзню 
клеток непосредственно перед насыщением се газом. ;ак как для проявления ечненбн- 
лнзкрующего действия было необходимо, чтобы они присутствовали ио время облуче
ния. Для создания аноксии клетки насыщали свободным oi кислорода (содержание 
О2 менее 0,003%) аргоном, а для создания оксигенированных условий—кислородом. 
Для этого непосредственно перед облучением растворенный о суспензии клеток аоздух 
откачивали форвакуумным насосом до остаточного давлении ~ 60(1 Па и насыщали 
аргоном или кислородом Затем цикл вакуумирование—насыщение газом порт рялн 
трижды. Детали этой методики описаны ранее [10. 11].

Основным биологическим тестом, использованным и данной работе, является спо
собность облученных клеток к бесконечному размножению определяемая по образо
ванию видимых невооруженным глазом макроколоний сразу после облучения или по
сле 3-суточного пострадиационного восстановления в непитательной среде При ин
кубировании облученных дрожжей на стандартной питательной среде при 30° для 
полного проявления эффекта, как правили, было достаточно 5—7 суток. Для построй- 
имя кривых доза—выживаемость клетки облучали в нескольких дозах (обычно 3 -7). 
Каждый опыт повторяли не менее грех раз. Другие детали работы описаны и рабо
та։ [5. 7]

Результаты и обсуждение На рис. 1 приведены данные о связи 
средних инактивирующих доз Е)о после у-и а-обл у пения для 37 штам
мов дрожжевых клеток различного генотипа, кривые выживаемое гр. ко
торых опубликованы нами ранее [5. 8]. Облученные клетки кщч пали 
на питательную среду сразу после облучения (Л) и после 3-суточного 
пострадиационного восстановления в непитательной среде (Б)- Светлые 
значки обозначают данные для клеток, которые способны к пострадиаци
онному восстановлению, а темные—для клеток, не обладающих такой 
способностью. Для удобства интерпретации на этот рисунок нанесены 
линии одинаковых значений ОБЭ. определяемых отношением Г)֊,у.'Г)ох. 
Эти данные показывают, что ОБЭ возрастает с увеличением 1).;. а ;акже 
наблюдается хорошая корреляция (г=0,88) между ОБЭ. радиочувстви
тельностью и способностью клеток восстанавливаться от радиацион
ных повреждений; тс штаммы, которые характеризуются наибольшей 
радночуствителыюстыо. т. с. наиболее «Дефицитны» по способности к 
восстановлению, имели значения ОБЭ более низкие, чем резистентные 
штаммы, способные к восстановлению. Наиболее интересная новая ин
формация, следуемая из этих данных, заключается в том, что различия 
в ОБЭ между радиочустаительными и радиорсзис ситными штаммами 
становятся более значимыми после пострадиационного восстановления 
(рис. 1.Б) по сравнению с высевом клеток на питательную среду сразу 
после облучения (рис. 1, А).

Для большей наглядности последнего вывода результаты рис. I 
были трансформированы в зависимость отношения радиочувствитель
ностей мутантного и дикого штаммов 1% (дикий) Д>о (мутант) сразу по
сле у- и а-облучений (рис. 2, Л) и после 3-суточного пострадиационного 
восстановления (рис. 2, Б). Это отношение непосредственно указыва
ет, по сколько раз исходный родительский штамм устойчивее к дей- 
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с։н.г.ю ионизирующего излучения по сравнению с мутантными. Т<?м: 
ньн тачки на этом рисунке характеризуют гаплоидные штаммы, свет? 
лы< диплоидные. Пунктирные линии показывают связь между ука- 
зант чн параметрами, если бы они изменялись в одинаковой степени 
поел- у- и «-облучений. Сплошная линия «на рис. 2, А проведена через 
экспериментальные точки: эта же линия нанесена и на рис. 2. Б. Не- 
сколько интересных выводов следуют из такого представления даи-

Р.чс. 1. Связь между Ьо для дрожжевых клеток 5. сеге^ае различного 
генотипа, облученных в стэпиок&ряой стадии роста -у-и заучен нем ®°Со 
(ос։, абсцисс) и «-частицами 230ри (ось ординат), сразу после облучения 

(А) и после 3-суточного восстановления (Б).

ных. Во-первых различия в радиочувствительности клеток мутантного 
и дикого типа уменьшаются е увеличением ЛПЭ излучения—все экс
периментальные точки расположены ниже пунктирной линии. Во-вто
рых. тенденция к у меньшеиию различий в радиочувствительности клеток 
дикого типа и мутантов еще более выражена после пострадиационного 
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восстановления֊ -экспериментальные точки на рис. 2, Б расположены 
ниже сплошной линии, характеризующей связь между обсуждаемыми 
параметрами сразу после облучения. И. наконец, из данных, приведен
ных на рис. 2. следует важный вывод, что различие в радиочузстви- 
юлыкх'ти клеток мутантных я дикого тина н большей степени выраже
ны а модифицируются (восстановлением и качеством излучения) для 
диплоидных, чем гаплоидных клеток.

Подобное представление данных мы использовали для дополни
тельной демонстрации генетической детерминации эффективности ра-

Гис. 2. Связь между отношением радиочу.вствнтель .остей ;-р ж .«•.
5. сегеи^че для мутагенного н дикого штамма (дик։՛н)/Оо (мутант), 
облученных в стацпсинрной стадии роста у-лзлучепием воСо (ось абсцисс) 
я а-часгицамн 239Ри (ось ординат), сразу после облучения (Л) л после

З-суточкого восст&швлфшя (Б),

днопротектора {.рис. 3). Здесь, как и на предыдущем рисунке, светлые 
значки характеризуют данные для диплоидных клеток, темные—для 
гаплоидных. П_. жтириая линия показывает гипот таческую связь меж
ду анализируемыми параметрами, если бы цистеамин действовал с 
одинаковой эффективностью на клетки различного генотипа. Исход- 
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•ные экспериментальные данные, послужившие основой для построения 
рис. 3, опубликованы нами ранее для 29 штаммов дрожжей 5. сегеи1- 
$1ае различного генотипа [5. 9]. В этих работах была продемонстри
рована связь между способностью клеток к пострадиационному восста
новлению и эффективностью действия радиопротекторов на дрожжи. 
Данные рис. 3 позволяют более наглядно сделать следующие заключе
ния. Видно, что различия в радиочувствительности клеток дикого и му
тантного типа возрастают при использовании радиопротектора. Про 
исходит это благодаря ранее показанной дифференциальной эффектна

Do (.jwkhM/Dq (мутант’ 
облучение с радиопротектором

Ряс 3. Связь между отношением рэдиочувствитсльвостей дрожжей 5. се- 
паняюс мутантного и дикого типов О0 (дикий)/О0 (мутант), облученных 
в стационарной стадии роста -у излучением ^Со н присутствии 0.01 М 
цистеамина (ось абсцисс) и без радиопротектора (ось ординат). Клет 

ки высевали на питательную среду сразу после облучения.

кости действия протектора на клетки дикого и мутантного типа. Из 
рис. 3 видно также, что анализируемый эффект в большей степени выра
жен 1ля клеток с двойным табором хромосом, чем одинарным.

Используя ранее опубликованные нами [5, 10. II | кривые выжи
ваемости дрожжевых клеток различного генотипа (27 штаммов), облу
ченных в различных условиях, мы построили связи между Do для кле
ток. облученных в аноксии, и 1% для клеток, облученных в оксигениро
ванных условиях (рис. 4) или в условиях аноксия : .электроноакцептор
ные соединения (рис. 5). Для наглядности на эти рисунки нанесены 
линии одинаковых значений коэффициентов усиления кислородом 
{рис. 4) и гипоксическими сенсибилизаторами (рис 5). определяемые 
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отношениями соответствующих Ос. На этих рисунках светлые значки 
относятся к штаммам, обладающим способностью к пострадиационно
му восстановлению в непитательной среде, темные—к штаммам, нс 
обладающим такой способностью. Из рис. 4 ясно, что эффективность 
модифицирующего действия кислорода четко связана со способностью 
клеток восстанавливаться от радиационных повреждений: дрожжевые 
штаммы, дефектные по способности восстанавливаться от радиацион
ных повреждений, имели более низкие шачения, чем их более рези 
стен-пн ые родительские штаммы и те мутанты, которые сохранили спо
собность к восстановлению в непитательной среде.

Рис. ■«. Связь между для дрожжевых клеток 5. сегестод* различного 
генотипа, облученных н стационарном стадии роста 25 МэВ элсктропздш 
о аноксия (ось абсцисс) л в оксигенироааьных условиях (ось ординат) 

Клетки высевали мл питательную среду сразу после облучения.

Из рис. 5 видно, что метронидазол (кружки) усиливал действие 
ионизирующего излучения только тех мутантов, которые были способ
ны к восстановлению, и нс усиливал эффективность действия радиа
ции на штаммы, неспособные к пострадиационному восстановлению. 
Однако делать на этом основании вывод, что любые гипоксические сен
сибилизаторы могут действовать только на радиочувствительность 
штаммов, способных к восстановлению, нельзя. Как видно из рис. 5, 
более эффективный гипоксический сенсибилизатор мизонидазол (тре
угольники) повышал радиочувствительность всех изученных штаммов, 
однако эффективность модификации радиочувствительности коррелиро
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вала со способностью клеток к пострадиационному восстановлению: 
она для радиорезистентных штаммов была более высокой, чем для ра
диочувствительных.

Некоторые авторы связывают механизм действия гипоксических 
сенсибилизаторов с подавлением способности клеток к пострадиацион
ном} восстановлению. Приведенные на рис. 5 результаты приципиаль- 
но не противореча! такому представлению. Однако данные рис. 6 по
казывают. что вряд ли такой механизм реализуется в действительности. 
Видно, что с увеличением молярной концентрации мизонидазола повы
шается радиочувствительност!, клеток (возрастает коэффициент уси
ления мнзоиидазолом), но параллельно уменьшается доля необрати
мо пораженных клеток, т. е. возрастает объем восстановления клеток 
при выдерживании их в пострадиационный период в 'непитательной сре-

ВОу (аноксия). Гр

Рнс. 5. Сзязь между для дрожжевых клеток 5. сСгееЛчиг р;.лти'։по։ч) 
генотипа. облученных и стаииояарной етлд-.-н роста 25 ЛУчВ злектро иимя 
н аноксии (ось абсцисс) и в условиях аноксия—гипоксический сенсибили
затор (ось ординат). Клетки высевали на пи-патсльиую среду сразу после 

облучения.

де. Следовательно, механизм сенсибилизации гипоксических клетов 
злектропоакцепторнымн соединениями вряд ли связан с ингибирова
нием восстановления, а скорее обусловлен большей вероятностью про
явления радиационных повреждений, приводящих к инактивации 
клеток.
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Приведенные- результаты являются дополнительным иргу ментом и 
пользу участия систем пострадиационного восстановления в модифнка 
дин радиочувствительности плОти оионизирующи ми излучениями, ра
диопротекторами. кислородом и гипоксическими сенсибилизаторами.

Данные о корреляции ОБЭ плетноиоиизнрующих излучений с ра
диочувствительностью в способностью клеток восстанавливаться от ра 
диашюнных повреждений известны н для ряда других клеток про- и 
эукариот [б, 12, 13], в том числе и для культивируемых клеток челове
ка [14, 15]. Совокупность этих данных показывает, что ОБЭ плотно 
ионизирующих частиц определяется не только повышенной вероятно 
стью формирования радиационных повреждений при большой Л ПЭ 
излучений. как это традиционно предполагалось, но и повышенной ве
роятностью их проявления на биохимическом этапе реализации потен- 
диалынб летальных повреждений. Участие процессов иостраднацион-

Рнс. 6. Зависимость необратимого компонента лучевого поражения (А) и 
коэффициента усиления мкзои I та зол ом (Б) от его молярной концентра
ции. Диплопдние дрожжи 5. стчч'м'Ае дикого типа (штамм Х5800) облу

чали 25 МэВ электрсхнйми в стационарной стадии роста.

кого восстановления, в частности, механизма восстановления двойных 
разрывов цепей ДПК [16], в проявлении ОБЭ плотноионизирующих 
излучений сводится к тому, что при действии излучений с высокой Л ПЭ 
повышается вероятность формирования повреждений, от которых клет 
ка нс может восстанавливаться. Естественно, что проявляется это в 
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большей степени для радиорезистентных клеток, для радиочувствитель
ных мутантов.

Данные об участии систем пострадиационного восстановления з ме
ханизме действия радиопротекторов известны «к настоящему времени 
1ля клеток различного происхождения [2, 3, 5, 6, 12], в том числе и 

для культивируемых клеток человека [17, 18]. Эти данные показыва
ют, что эффективность действия ^адиопротекторон определяется ;ие 
только снижением вероятности формирования радиационных ловреж- 
юний, как это традиционно предполагалось, но и уменьшением вероят- 

•ности проявления (реализации) потенциально летальных повреждений 
из-за функционирования систем пострадиационного восстановления.

Дополнительные данные по генетической детерминации эффектив
ности модификации радиочувствительности кислородом в гипоксиче
скими сенсибилизаторами, приведенные в данной работе, в совокупно
сти с опубликованными другими авторами результатами для клеток 
различного происхождения [3. 12, 19]. п том числе п для культивируе
мых клеток человека [15, 17, 18]. демонстрируют связь |радиосенсибя- 
лизирующего действия кислорода и гипоксических сенсибилизаторов с 
радиочувствительностью клеток и их способностью к пострадиацион
ному восстановлению. Это означает, что механизм радиосенсибилизи- 
рующего действия этих агентов связан нс только с физико-химическим 
этапом формирования радиационных повреждений, но и с зависящей 
от генотипа способностью клеток восстапавливаваться от радиацион
ных повреждении на биохимическом этане их проявления.

Важно подчеркнуть, что отмеченная в работе дифференциальная 
модификация радиочувствительности резистентных штаммов («кого 
типа н радиочувствительных мутантов, дефектных по репарации, 
в большей степени была выражена для клеток в диплоидном, чем в гап
лоидном состоянии. Эти данные показывают, что процессы фермента- 
дивного восстановления, участвующие в этих модификациях, более эф
фективно работают у диплоидных дрожжей по сравнению с гаплоид
ными, т. с. лишь при наличии в клетках гомологичных хромосом Это 
может означать, что процесс восстановления осуществляется чёрез ре
комбинацию и поэтому нуждается в конъюгации хромосом-гомологов, 
Диплоид-специфичсская форма восстановления [20], связанная с на
личием в клетке двух наборов хромосом, может проявляться в ликвида
ции двойных разрывов ДНК. Известно, что лишь диплоидные клетки 
способны восстанавливаться от двойных разрывов ДНК [11, 21], а гап
лоидные клетки и диплоидные, гомозиготные в отношении некоторых 
гас-локусов, нс обладают такой способностью. Следовательно, восста
новление двойных разрывов цепей ДНК., которое осуществляется по ре- 
комоинацконному механизму и для которого требуется диплоидное со
стояние. может явиться тем фактором, который принимает участие в ме
ханизме проявления ОБЭ плотноионизирующих излучений, действия 
радиопротекторов, кислорода и гипоксических сенсибилизаторов.
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