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В последнее время получены убедительные доказательства гене
тической детерминированнести радиозащитного действия аминотио

лов и индолилалкиламинов при у -· ~блучении бактерий 11 -З/. Мута
ционные нарушения различных этапов репарации ДНК обусловливают 

снижение их защитного влияния. llоказано, что в присутствии ами

нотиолов и индолилалкиламинов происходит уменьшение выхода эн

зиматических двунитевых разрывов /ЭДР/ ДНК вследствие угнетения 
активности 7ндонуклеаз, осуществляющих инцизию .ферментлабильных 

сайтов 11
•
2

•
4 

. Поскольку ЭДР являются основными летальными собы
тиями для клеток дикого типа, уменьшение выхода ЭДР ДНК в при

сутствии радиопротекторов и обусловливает их радиозащитный эф

фект 11- 51. У чувствительных мутантов летальными являются не 
только двун~тевые разрывы ' /ДР/ ДНК, но и другие типы поврежде
ний. В связи с этим радиопротекторы неэффективны при у -облу

чении большинства чувствительных мутантов. 

· В отличие от аминотиолов и индолилалкиламинов механизм дейст
вия многоатомных спиртов, как можно полагать, не связан с влия
нием на ферменты, участвующие в репарации ДНК. Их радиозащит

ное действие, судя по данным разных авторов 15•61, есть результат 
физико-химических процессов. Если такая точка зрения соответст

вует дейстаительности, то многоатомные спирты должны оказывать 

защитное влияние при у-облучении не только клеток дикого типа, 

но и чувствительных мутантов. Для проверки этого предположения 

и было предпринято настоящее исследование. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

В работе использованы следующие штаммы бактерий E.coli К 12: 
дикий тип - АВ1157 (thr-1 leu-6 pro.,.A2 his-4 arg Е3 lac У1 
gal К2 ara-14 xyl-5 mtl 1 tsx-33 str А31 sup Е37), чувсtвитель
ные мутанты АВ 2463 (rec А13) и Р 3478 (pol А1). Выращивание 
бактериальных культур проводили до стационарной фазы /2-3·10 9 

клеток в 1 мл/ на полной питательной среде, приготовленной на 
основе аминопептида /завод медпрепаратов Ленинградского мясо
комбината/, разбавленного в три раза 0;15 М NaCl.B качестве 
радиопротектора использовали глицерин в концентрации 1 Н. Из-
вестно, что глицерин в данной концентрации эффективно защищает ~ 

бактериальные клетки при · у -облучении 111. После выращивания клет-
ки осаждали центрифугированием в течение 10 мин /8000 g /. Куль-
туру ресуспендировали в 1/3 объема t\9-буфера и к части образ-
цов добавляли глицерин в необходимой концентрации. Инкубация 
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образцов с nротектором осуществлялась в течение 30 мин nеред 
облучением. 

Облучение клеток nроводили во флаконах обаемом 10 мл на 
установке с у-источником Cs 137 nри комнатной температуре. Мощ
ность дозы облучения составляла 35 Гр/мин. После облучения клет
ки рассевали в чашки Петри с твердой питательной средой УЕР. 
Подсчет макроколоний производили через 24-48 ч nосле облучения. 

Аноксические условия создавали путем nродувки облучаемых об

разцов азотом в течен~е 30 мин перед облучением. Опыты проводили 
в 3-5 nовторностях; полученные результаты подвергали статистиче
ской обработке. 

Радиочувствительность ( D(j 1
) клеток и величину экстраполяцион

ного числаЩ) определяли путем вычисления и м~нимизации суммы 
.квадратов (8 2 ) : · 

2 
2 n (S i - Si ) 

S = I. t е 

. 

i = 1 ~82 
1 

/1/ 

где Sit- теоретическая величина выживаемости клеток nри облуче

нии дозой D 1 вычисленная по м.ногомишенной формуле 

-DID 
S = 1 _ (1 _ е О )n ; /2/ 

8
1
. - экспериментально оnределяемая величина выживаемости кле-
е . 

ток и ~Si- ее статистическая ошибка, n - экстраnоляционное чис .. 
ло. Начал~е значения ~Si определяли как сумму статистической 

ошибки /yi.NI где N - общее число подсчитываемых колоний на 
всех чашках Петри/ и ошибки в разведении суспензии, связанной 
с неточностью при взятии нужного обаема nробы 181 . Определенные 
nодобным образом значения ~i слишком малы, чтобы nринадлежать 
одной зависимости S(D) типа /2/, nоскольку S 2 достигает 5-1 О 
на степень свободы. Для оnределения ошибки nараметров кривой 
выживания в nодобных случаях необходимо увеличить ~Si так, 

чтобы величина S 2 соответствовала чис.лу степеней свободы. В свя
зи с этим величина ~Si получается в среднем в 2-2 ,'5 раза большей 
по сравнению с чисто статистической ошибкой. При определении 

ошибки радиочувствительности мы либо увеличивали, либо уменьша-
D-1 

ли величину о и для каждого ее значения оnFеделяли оптималь-

ную величину n 1 соответствующую наименьшему S . Ошибка величины 

D01 соответствует увеличению s·2 на еДиницу. Статистическую 
ошибку при этих расчетах увеличивали как минимум в 2 раза . Для 
минимизации S 2 была исnользована шаговая nрограмма /упрощенныii 
метод Розенброка/. Расчеты nроводили на ЭВМ. Ошибки относитель

ных величин /фактора уменьшения доЗы /ФУД/ радиоnротектора 
и кислородного эффекта /КЭ// определены из наибольшей оwибки 

любой из двух соnоставляемых величин, полученных в nараллельных 
опытах. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

На рис.1 представлены кривые выживания к~еток E.coli дикого 
тиnа при у-облучении в обычных условиях и в · присутствии глице

рина. Как можно видеть, 1 М глицерин эффективно защищает клетки 
от инактивирующего действия у -лучей с ФУД, равным 2,52+0,25 
/табл.1/. Отчетливо выраженное защитное действие глицерИна на
блюдается и nри облучении rесА--мутанта. Из материалов, nред
ставленных на рис.2 и табл.1, в идно, что резистентность к у-об
лучению клеток rесА--мутанта в присутствии глицерина выше,и ве

личина ФУД составляет 2,03~0, 12. 

I " \ J" '~f ~ 1 \t\~l ~ ro-I ! J Т 
i '-· 1 !\ у"! 

\ j~ \ ! 4 1 ro-2 ! ! 2 \ \ 

J rо-з \ 

\ 3 
\ 
\ 
\ 

ro-41 \r 
\ 

о 1000 2000 u IUOO 2000 

Доза, Гр 

Рис.!. Кривые вьишвания у-облученных клеток дикого 

типа в аноксических условиях и в присутствии глицерина. 

1 - облучение в обычнь~ условиях; 2 - облуче~е в анок

сии; 3 - облучение в присутствии глицерина; 4 - облу
чение в аноксических условиях и в присутствии глицерина. 

По оси абсцисс: доза облучения, Гр; по оси ординат: 

фракция вь~вших клеток. 

Наиболее эффективно по сравнен ию с клетками дикого типа 

и rесл--мутанта глицерином защищаются клетки роlА--мутанта 
/рис.З/. Действительно, . как видно из данных, nредставленных 

в табл.1, величина QУД в этом случае составляет 2,80+ 0.26. Сле
довательно, Эффективность радиозащитного дейс твия глИцерина 
генетически детерминирована и nоследовательно возрас ~ает в ряду 

изученных штаммов E.coli: recA- _, дики й тип _, роlА--мутант . 

3 
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Рис.2. Кривые выживания у-оqлученнь~ клеток rесА--му

танта в аноксических условиях и в присутствии глицерина. 

Обозначения те же, что и на рис.l. 

Таблица 

Влияние глицерина на чувствительность разнь~ штаммов 

бактерий Е. coli к у -облученИJО 

г 

j Без IIp0'1'8XТOpa j С Г.11ИЦ8раБО11 

reвo'l'JIIl . , ~ 1 1 1 2! 1 ш- 1 1о- ; iD- 10-i ; 
i 0 I i А,% i n i 0 

1 i д ,% i n 
i rp- i i i rp- i i 

• Ф1до 

.цПd 'l'JIIl 1,0 6 1,53 

rec А- 6,2 6 1,04 

pol л- 4,9 9 !,53 

-1 
Do без проте~тора 
D-1 с глицерином ФУД~ 
о ~ 

0,397 

3,06 

1,75 

10 

6 

13 

1 2,52:!:_0,25 

1,17 2,03iO,I2 

1 2,80;!:0,26 

Доза, Гр 

Рис. 3. Кривые выживания у -облучениь~ клеток recA--мутан
та в аноксических условиях и в присутствии глицерина . 

Обозначения те l!e, что и на рис.l. 

и роlА--мутанта величина КЭ соответственно составляет 1 ,77+0 , 23; 
3,38+0,29 и 4,66+0,41. Полученные результаты согласуются с-дан-

- . - / 9/ 
ными других авторов 

Известно-; . что 11РИ, у -облучении клеток в условиях аноксии 
Защитное действ~-:~е аминотиолов существенно уменьшается /lO, ll / 

Кислороднезависимый компонент радиозащитного действия тиолов 

характериЗуется ФУД,равным -1,5. В наших экспериментах уменьше
ние радиозащитного влияния в аноксических условиях наблюдает'ся 
и для глицерина /рис.1-3, табл.2/. Однако защитное дейст~ие 
глицерина : и цистеамина в аноксических условиях существенно раз

лично . . Во-первых, при облучении клеток дикого типа в ПР\'!Сутст
вии глИцеринё;~ величина кислороднезависимого компонента несколь

ко больше, чем это наблюдается для аминотиолов; во-вторых, что , 
наиболее важно, глицерином в отличие от цистеамина в анокс:-~и 
защищаютсЯ ·и репарационные мутанты и, в-третьих, величина ФУД 
для глИцерина не зависит от генотипа клеток и составляет - 2. 

Таким образом, полученные нами результаты свиДетельствуют 

Сходная по направленности картина наблюдается и для кисло

родного эффекта, выявленного в экспериментах на данных штаммах 

/рис . 1-3, табл.2/. - Для rесА--мутанта, клеток дикого типа 

о генетической детерминированности радиозащитного действ ия гли 

церина - представ ителя класса многоатомных спиртов. Однако эта 

детерминированность заключается не в уменьшени и или ис чезнове 

нии защитного эффекта протектора при облучении репарационных 

мутантов , что имеет место для цистеамина и мексамина 11-3/ , 
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а в возрастании радиозащитного влияния глицерина в ряду ис

лользованных wтаммов E.coli: rесА--мутант ~ Дикий тип ~ роlА-
мутант. Как уже замечено выше, аналогичная картина на6людается 
и для кислородного эффекта. Перечисленные обстоятельства указы

вают на то, что механизм радиозащитного влияния глицерина отли

чается от протекторного механизма тиолов и индолилалкиламинов. 

Аналогичная зависимость защитного действия глицерина и аноксии 
от клеточного генотипа дает основание полагать, что радиопро

текторное влияние глицерина реализуется на физико-химическом 

уровне, а не на уровне ферментативной репарации, как это имеет 

место у аминотиолов и индолилалкиламинов. Известно, что спирты 

эффективно реагируют с радикалами ОН·, на долю которых прихо- 

дится около 60% всех индуцированных повреждений .в клетке15•61 . 
Это может приводить к снижению выхода первичных повреждений 
днк, образующихся в результате реакции он· радикалов с молеку
лой днк. 

В i' 12 • 131при анализе роли реn,арации ДНК в реализации КЭ отме
чено, что в аноксических условиях происходит уменьшение выхода 

однонитевых разрывов /ОР/ ДНК, которые восстанавливаются роlА

зависимым типом репарации (ОР[). Можно полаг~ть, что в присут- - , 
ствии глицерина за счет его способности перехватывать он· ра

дикалы выход OPr уменьшается. В соответствии с механиЗмом, 
рассмотренным в 1 fЗ\такое уменьшение выхода ОР~ _должно по-разному 
отражаться на снимении величины 0 01 у rесА--мутанта, клеток 
дикого типа и р~lА--мутанта. В меньшей степени снижение выхо-
да OP1r _должно сказываться на чувствительности rесА--мутанта, 

и в большей степени по сравнению с клетками дикого типа у роlА-
мутанта. Такая ситуация действительно имела место в наших 

экспериментах, когда мы исследовали Эффективность защитного 

влияния глицерина на клетках E.coli с разным репарационным 

генотипом . 
Из анализа полученных материалов следует, что кислороднеза

висимый компонент защитного действия глицерина не зависит от 

репарац~онного генотипа клеток. В рамках представлений, раз

витых в 12
•131• это может означать, что в присутствии глицерина 

снижается не только выход ОР{ , но и ОР ДНК#не восстанавливае
мых роlА-зависимым типом репарации (OPfr). Проведем модельный 
анализ описанной си~ации. 

В соответствии с 141 радиочувствительность клеток E.coli мож
но описать в виде 

Nr N ir 
-1 ОР1 ОР 1 D =--+ --+N 
0 Q _ S S ПАР ' /3/ 

где Q и S - коЭффициенты, отраЖающие эффективность соответст-
венно роlА-зависимой и медленной репарации; N - выход пря-

п~ -
мых ДР ДНК, составляющих пренебрежимо малую величину в суммар-

ном выходе ДР при у-облучении 115 -171 • С учетом этого КЭ можно 
7 
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выразить как 

ro · ir 
Nop /Q + No:P 

К Э= · 1 1 ' ·i ' :Г i •л .. •• /4/ 
' i r . ~ ,. ~ r. 

N N/Q н ОР + NOF 
1 1 

где N~op .. и N~NP .. - количество врfстана~ливаемых роlА-зависимой 
1 . . 1 w / 

реnарацией ОР[, возникаiОЩих~ соответствен~о в кислородных и анок
сических условиЯх • . Значения nараметров Q . и S, рассчитанные из 
nолученных нами эксnериментальных данных /табл . 2/, nриведены 
в табл.З. · ВелиЧина NбrP соста·вляет 0,029+0,004 Гр-1 геном-1 

r0 rN 1 · .-
и N0 p/N0 p

1 
= 5,5.!,0,5. С учетом этого, на основе данных табл . 1 

и 2 оnред.елим далее . выход ОР~ · и ЪР 1r · в nрисутствии глицерина. 

ПредnоложИм ., что значениЯ nар;:~метров Q и S не меняются при 
облучении · клеток ~условиях влияниЯ протектора. На основе резуль
татов, nредставленных в tабл. 1:., · :можем вычислить величины выхо-r . . 
дов ОР 1 и OP.Ir в присутствии глиЦерина. Наилучшее соответствие 

D-1 ' 
значения 0 и величины. КЭ ·при облучении клеток в условиях гли-

церина, согласнq /3/ 'r /4/, получае'tся· при с~едующи~ значениях вы-. 
ходов opr и ОР н : N о = О 244 · Гр- 1 геном- 1 • N N = 

1 1 ОР . ' ' ОР 
6 6 

-1 -1 1 . lf ' -1 -11 = О, 9 Гр геном и N0 p = 0; 0132 Гр геном . Это озна-
1 . . 

чает, что в присутствии глицерина выход Qpr и орн меньше со-
. . . 1 1 

ответственно в 2,7 и 2,2 раза. Облучение аноксических клеток 
в условиях глицерина снижа~т выхQд ОР~ в 1,7 · раза. 

В свете развиваемых представлений рассмо:rрим 1'\Одифицируе

мос т ь ОР ДНК разного nроисхожд~ния nри облучении клеток .в раз -· 

личных условиях. Введем следующие оf'!означения: (NbP ) ~ . 
r О r 1 

и (NQp 
1

) i - выход ОР 1 , модифицируемых кислородом и во~никаю-

щих соответственно в результате Прямого и непрямого действия 

излучения; (N~P 
1 
)~ и (N~P 

1
) ~ - . выход ОР ~, не модифицируемых 

кислородом и возникающих соответственно в результате прямого 

и непрямого действия излучения . На основе ВЫLiJеизложенного можем 

оценить относительный вклад этих типов повреждений в летальный 

эффект /рис .4/. Как можно видет ь из п'редставленных материалов, 
nолной независимости защитного действия глицерина и аноксии 

nо ' модификации выхода OPf нет. При независимом варианте защит
ного действия глицерина и анокс и и можно ожидать, что фракции 

повреждений,не модифиЦируемых nротектором и аноксией 1 f • 
и fa / _, и фракция повреждений,не модифицируемых при сов~естном 
их воздействии (f ), должны удовлетворять следующему равенству : 

g a 

fg · f a = f ga , /51 
' 

~. 

1 9 1{-



' 

,-

о 

( N6p 1 )i 57% ( NГ ) 0 
о р , d 

25% 

t' 
'ti 

Рис.4. Относительный выход раз

личных типов ОР ДИК, индуцируемых 

прямым и непрямым действием у

облучения на кл е тки Е. со 1 i . Пояс·· 
нения в тексте. 

Однако, как видно из рис.4, fg = 
.= О , 3 5 ; J а = О , 1 8 и С ga = О , 1 • 
В таком случае, С • с = О, 063 < О, 1 . 

g а 
Следовательно, совместная защита 

глицерином и аноксИей не дости

гает значения Cg • С&.. Другими сло
вами, защитное действие аноксии 

в присутствии глицерина /или 

защитное действие глицерина 

в аноксических условиях/ менее 
эффективно по сравнению с нор

мальными ~словиями. 

Для оценки меры аддитивности воздействия аноксии и глицерина 

введем следующий фактор 

с . с 
F = -.L__!. 

с ga ' !61 . 

который отражает разный характер повреждений, возникающих в ре

зультате прямого и непрямого действия излучения. При F = 1 
имеется полная аддитивность воздействия двух факторов /незави
симость влИяния каждого из них/. Уменьшение F отражает ситуа
цию, когда каждый из двух факторов действует однонаправленно, 

снижая выход однотипных повреждений. Величина 1 - F отражает 
относительное увеличение повреждений,не модифицируемых аноксией, 

в присутствии глицерина. В нашем случае F = 67% и 1- F = 33%. 
Это означает, что количество (N~I> 1 ) ~ на 33% больше в nрисут-
ствии глицерина, чем количество (N~p)N + (NbP )~ в его- от-
сутствие. 1 d 1 

В заключение отметим, что в соответствии с полученными нами . r 
данными /рис.4/, величина КЭ по критерию индукции ОР 1 , вызван-
ных непрямым действием излучения 1 ОН· радикалы/, составляет -8, 
а по критерию выхода OPl , возникающих вследствие прямого дейст
вия, составляет- 3, 5. С учетом этого обращает на себЯ внимание 
следующее обстоятельство. Величина КЭ, определяемая по выходу 

ОР с использованием обычных методов и метода импульсного облу

чения и сверхбыстрого лизиса клеток, варьирует в пределах от 

3 до 6 1 18
•
191

. Высокие значения выходов ОР в последнем случае 
/-10- 11 crp- 1 дальтон- 1 1 могут указывать на более существенную 
роль непрямого действия в индукции повреждений ДНК . При данных 

условиях облучения выявляются и наиболее высокие величины КЭ 

10 

"" ~ ~ 

' r r О r N f-61. По нашим оценкам,-65% индуцируемых ОР 1 ((N 0 p
1
)i + (N

0
p

1
)i) 

в кислородных условиях возникают в результате непрямого действия 

(Nbpl)~ 
излучения, а в аноксических условиях: ( ) их 

, (N~Pl)~ + (N~pl)~ 
количество составляет 44%. Количество ОР~, образующихся в резуль
тате непрямого действия излучения и модифицируемых кислородом 

r О 

(Nopt)i 
( · 0 0 ) , составляет - 70%. 
(N~pl) i + CNJ'pl )d 

Таким образом, полученные нами материалы, свидетельствуют , 
о высокой эффективности радиозащитного действия глицерина при 
У -облучении. клеток Е .coli •· Защитное влияние глицерина генетиче
ски детерминироваыо,и эффективность его возрастает в ряду изу

ченных штаммов E.coli: rесА--мутант, ~ дикий тип~ роlА--мутант. 
Кислороднезависимый компонент его действия не зависит от репа
рационного генотипа и составляет -2. Эти данные свидетельствуют 
о том, что механизм радиозащитного действия глицерина реализует

ся на . уровне первичных физико-химических процессов, · а не на уров
не ферментативной репарации ДНК. 
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