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Известно, что многие нарушения в механизме репарации ~НК 

у бактерий приводят к повышению их радиочувствительности 11. 
Высокая чувствительность к облучению свойственна и rес--мутан­

там E.coli, имеющим дефекты в системе медленной репарации днк1 1 ! . 
Обычно принято считать, что мутации в различных лекусах гена 

rec приводят не только к увеличению радиочувствительности кле­
ток, но и обусловливают экспоненциальный характер зависимости 

выживания (S) клеток от дозы (D) облучения. Однако известно, 
что в некоторых случаях и у rес-мутантов при у -облучении наблю­

даются сигмоидные кривые выживания /21 . Прежде чем провести ана­
лиз влияния различных фа~торов на форму зависимости S(D) у rec А-, 
rec в-с- и rec А-в-с--мутантов E.coli, рассмотрим некоторые осо­
бенности роста культур клеток с мутациями в разных лекусах ге-

на rec. 
Установлено1 3/ , что культуры rес-мутантов растут медленнее, 

чем культуры клеток дикого типа. В табл.1 для разных штаммов 

E.coli представлены данные, характеризующие время удвоения ко­
личества клеток в культуре (Т) и их способность к образованию 

макроколоний. Из таблицы видно, что для rе-с-мутантов по сравне­

нию с клетками дикого типа характерно, во-первых, возрастание 

величины Т и, во-вторых, снижение способности к образованию 

макроколений. Причем уменьшение. способности мутантов к обра­

зованию макроколений нельзя объяснить увеличением Т. В этом 
случае, как покаэано в/ 3/, возрастание Т у таких штаммов соот­
ветствовало бы вероятности успешного деления клетки,равной~О,82. 

Таблица 1 

Время удвоения количества клеток в культуре у разных штаммов 

E.coli и их сnоеобиость к образованию макроколоиий /3/ 

Генотиn 

rec+ 

rec A­

rec в-с 

rec А-в-с-

Время удвоения, мни 

40 

56 

56 

Число клеток, 

образующих макро­

колонии, % 

.... _ __ 60 . -~J r .ъ, 

100 

66 

34 

18 

~~ ---- -- . - ~ ·1 1 ... . .,а 

- - ~ · ~- - ~ .... ....... ·~ ·- .......... --~-..Q~ 
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Однако вероятность образования макроколоний, как видно из 

табл.1, у мутантов составляет 0,18-0,6, что противоречит экспе­
риментальным данным. Для о9ъяснения этого несоответствия в рам­

ках модели, предложенной в 31• было сделано предположение о су­
ществовании трех классов клеток: клеток класса А, способных 

к образованию макроколоний, класса В - клеток с ограниченной 

способностью к делению и не образующих макроколони,и, и клас-

са С - неделящихся клеток. При этом допускалось, что из клеток 

типа А при делении с некоторой вероятностью образуются клетки 

тИпа В и из В-клеток с некоторой вероятностью возникают клетки 

типа С. Из клеток А-типа клетки типа С возникнуть не могут. 

В рамках предложенной модели после вычисления веро~тностей пе­

реходов клеток из класса А в классы В и С,можно получить время 

удвоения клеточной популяции, предполагая одИнаковое время кле­

точного цикла у дикого штамма и клеток класса А и В у rес--му­

тантов. Экспериментальная проверка модели показаЛа ее хорошее 

соответствие rec в-с- и rec л-в-с--штаммам. Определение фрак-
ции неделящихся клето~ в опыте выявило 13% таких клеток у r~c л-­
мутанта и ~40% у rec в-с- и rec л-в-с--мутантов. 

Изучение классов клеток А, В и С, приведенное в / 4/ , где в ка­
честве критерия жизнеспособности использовались некоторые мета­

болическИе характеристики клеток, выявило у rec л--мутанта при ­

ме~но такое же, как и в 1 31 , количество метаболическИ неактивных 
и, следовательно, не образующих макроколонии, клеток. Доля их 
составила - 15%. Однако у rec в-с- и rec л-в-с--мутантов было 
обнаружено существенно меньшее число клеток типа С, соответст­

вен~о равное 25% и 31 %. Авторы отмечают, что между клетками 
типа А и В по их метаболическим характеристикам нет различий, 
за исключением ограниченной способности клеток класса В к деле­

нию. Следует заметить, что у неделящихся клеток rec л--мутанта 
резко снижено содержание ДНК, в то Же время содержание ДНК 
у таких клеток rec в-с- и rec л-в-с--штаммов практически не на­
рушено. 

Модельные представления, развитые в 131 , хорошо соответствуют 
экспериментальным данным, полученным на rec в-с- и rec л-в-с-­
мутантах, однако для клеток rec л--штамма такого соответствия 
нет. Создается впечатление, что rec А~мутанту по сравнению 
с rec в-с- и rec л-в-с--штаммами свойственна меньшая гетероген­
ность клеточной популяции по способности клеток к образованию 
макроколоний. У rec л--мутанта, по-видимому, можно выделить 
лишь два - типа клеток: А- класс жизнеспособных, образующих 
макроколони~и С-класс- нежизнеспособных, неделящихся. По­
скольку указанное обстоятельство может иметь значение для фор­

мы кривых выживания rес--мутантов, рассмотрим этот вопрос более 

подробно. 

Как известно, клетки rec л--штамма неспособны синтезировать 

rec А-белок, одной и з функций которого является ограничение 

~уклеазной активности rec ВС-экзонуклеазы V. Различные по~реж-
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д~ния ДНК, приводящие к нарушению ее структурной целостности, 

могут стать объектом нуклеазной атаки и привести к обширной 

экзонуклеазной деградации ДНК, которую 1ос~ществляет, главным 

образом, rec ВС-экзонуклеаза. Согласно 1
• 1,у rec л--мутанта 

такими повреждениями могут являться физиологические ОР ДНК, 

возникающие при репликации хромосомы. У некоторой части клеток 

с мутацией в гене rec такие ОР могут приводить к практически 

полной утрате генома вследствие обширной деградации ДНК.В этом 

случае клетки теряют способность к делению и становятся метаболи­
чески неактивными. Вследствие неограниченной деградации ДНК 

у rec л--мутанта, по-видимому, отсутствует промежуточный класс 
клеток с частично деградированным геномом. В отличие от этого, 

у rec в-с- и rec л-в-с~-мутантов ввиду отсутствия rec ВС-экзо­
нуклеазы деградация ДНК имеет ограниченный характер. Поэтому 

культуры указанных штаммов могут иметь клетки, геном которых 

имеет повреждения разной степени выраженности. Следовательно, 

можно полагать, что у rec л--мутанта макроколонии возникают 
из идентичных по содержанию ДНК и физиологическому состоянию 

клеток, а у rec в-с~ и rec л-в-с--мутантов макроколонии обра­
зуются из клеток с разным состоянием генома. На основании из­

ложенного можно прийти к заключению о том, что модельные пред­

ставления, развитые в 1 31 • действительно должны хорошо описывать 
рост культур rec в-с- и rec л-в-с--мутантов и не соответство­

вать клеткам rec л--мутанта. В связи с этим рассмотрим коли­

чественные закономерности способности rec л--мутанта E.coli 
к образованию макроколоний. 

Обозначим s0 - вероятность образования макроколонии жизне­

способной клеткой. Вероятность невозникновения макроколонии (N) 
связана с вероятностью успешного деления (р) жизнеспособной 

клетки следующим уравнением: 

2 
N = (1 - р) + р . N , /1/ 

где первое слагаемое есть вероятность гибели клетки до первого 

деления и второе слагаемое - произведение вероятности успешного 

деления клетки и вероятности невозникновения макроколонии из 

двух дочерних клеток. Далее получаем: 

N = (1 - р)/р. /2/ 

Для фракции клеток, способных к образованию макроколоний, имеем: 

So = 1 - N = 2р- 1 
р 

/3/ 

Разные компоненты популяции rec л--мутанта, а также их трансфор~ 

мация в процессе роста культуры в виде диаграммы представлены 

на рис.1. Как можно видеть, у жизнеспособных клеток с вероят­

ностью р образуются две дочерние клетки, каждая из которых 

жизнеспособна, и с вероятность 1-р наблюдается переход в класс 

нежизнеспособных клеток. 3 
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Рис.I. Диаграмма , о тражающая с о­

став nопуляции клеток rec А--му­
танта. А - полная популяция; Б -
класс жизнеспособных клеток; So 
фракция жизнеспособнь~ клеток, 

образующих макроколонии; N - фрак­

ция жизнесnособных клеток, не об­

разующих макроколонии; f - фрак­

ция жизнеспособнь~ клеток во вс ей 

популяции; s0 - фракция клеток 

всей nоnуляции, образующих макро­

колонии. Пояснения в тексте. 

Уравнен~я /1/-/3/ оnисывают рост класса жизнесnособных кле­
ток rec А--мутанта. Фракция неж01знеспособных клеток (1- f), отра-

. ! 3 / 
женная на рис.1, как следует из . является nостоянной и неза-
висимой от стадии ростр культуры. Исходя из этого, для любых 
двух следующих друг за другом генераций клеток, nолучаем урав­

нение: 

1 - f = 
f(1 - р) + (1 - f) 

--
f(1 - р) + 2f . р + (1 - f) 

/4/ 

где числитель nравой части уравнения n редставляет собой фрак­
цию нежизнесnособных клеток во второй генераци и и в знаменате­
ле - количество клеток во второй генерации . Из /4/ далее имеем: 

р 
1 

2 - f 

С учетом уравнения /3/ nолучаем 

s0 = f . 

/51 

/6/ 

Равенство /6/ означает, что фракция жизнесnособных клеток, об­
разующих макроколонии, совnадает с фракцией жизнесnособных кле­

ток всей nопуляции. Следовательно, фракция клеток всей nопуля­
ции, образующих макроколонии s0: связана с f уравнением: 

' 2 s0 = s0 . f = f . 171 

Полученное уравнение /7/ , являющееся следствием развитых модель­
ных nредставлений, допускает экспериментальную nроверку. Прежде 

чем nровести соnоста вление модели с эксnериментальными данными, 

выч ислим скорость роста культуры клеток rec А--мутанта. 
Очевидно, что характеристики роста клеточной nопуляции долж­

ны оnределяться вероятностью успешного деления клеток в среднем 

i' :'\ 

;' 

по nопуляции ~' ) и временем клеточного ц и кла. Предположим, что 

время клеточного цикла у жизнесnособных клеток rec А--мутанта 
такое же, как и у клеток дикого типа. Следовательно, nопуляц ия 

клеток rec А--мутанта в соответствии с / 3 1 будет расти в r раз 
медленнее по сравнению с клетками дикого типа: 

ln2=----· 
ln [ 2 . р' + (1 - р ' )] 

где р ' = р · f = f/(2- f) . Поскольку f = у S0, можем заnисать: 

?, 
r = ln2/ (ln 2 ~ vSO>. 

!81 

/9/ 

Из 1 31 известно, что для rec А--мутанта ~- = 0,66. На основа-
нии /7/ фракцию делящихся клеток f получаем равной 0,812 
и фракцию неделящихся- равной 0,188, что хорошо соответствует 
эксnериментальному значению, равному 0,15, nолученному в 1 4/. 
Далее по уравнению /9/ nолучаем, что клетки rec А--мутанта 
в 1,33 раза растут медленнее, чем клетки дикого тиnа. Например, 
если у rес+-штамма Т = 40 мин, то у rec А--мутанта Т = 53,2 мин . 
Эта величина хорошо соответствует эксnериментальным данным, 

полученным в 1 31 , где nоказано, что время клеточного цикла для 
rec А--мутанта соответствует 57 мин. 

Таким образом, на основании вышеизложенного можно прийти 

к заключению о том, что у клеток rec А--мутанта, в отличие от 

rec в-с- и r ec А-в-с--штаммов, по-видимому, отсутствуют классы 
клеток, nромежуточные между жизнесnособными, образующими макро­

колонии, и неделящимися клетками. Некоторые характеристики кле­

ток дикого тиnа, rec А- и rec А-в-с--мутантов представлены 
в табл.2. С учетом вышеизложенного, а также на основании пред­

ставлений, развитых в /6 ,7 1, рассмотрим особенности формы кривых 
выживания rec А- и rec А-в-с--мутантов при у -облучении. 

Как известно, у rес--мутантов генетическая рекомбинация 

nрактически полностью nодавлена и составляет у rec А--мутанта, 
например, < 10-3 от клеток дикого типа 1~ 1 Максимальный размер деградации ДНК, который, как следует из 7 

, может обусловливать 
нелинейнесть кривых выживания клеток дикого тиnа, у rес--мутан­

тов не играет роли, nоскольку летальными событиями у rес--штам­

мов , по-видимому, являются не только двунитевые разрывы, но 

и преимущественно однонитевые разрывы ДНК, не восстановленные 

быстрым типом репарации 19• IO/. Поскольку nопуляция клеток rec А-­
мутанта, как было nоказано выше, состоит из двух классов кле­

ток - жизнесnособных и неделящихся, единственным фактором, ко­

торый может обусловливать нелинейнесть зависимости S(D) у кле­
ток данного штамма, может быть многокоn ийность генома, имеющая 
место при высокой скорости удвоения днк l ll / .на основании / 7/ 
с учетом времени клеточного цикла можно вычислить зависимость 
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Рис.2. Кривые выживания rec л-/а/ 
и rec л-'в-с--мутантов /б/, вы­
численные по 17 для времени кле­
точного цикла Т > 60 мин и Т = 

= 30 мин. При расчете S(D) для 
rec л-в-с--мутанта чувствитель­
ная фракция бьmа принята равной 
40% от всей клеточной популяции. 

По оси абсЦисс : доза облучения, _ 

Гр; по оси ординат - фракция вы­

живания. 

1 0,1 

1 O,OI 

• 

rec А-в-с-

о 

O,OOIL---~--~~~=-~---=~--~---=~ 
40 бD о 20 40 бD о 20 

.11001., 1'\> 

выживания клеток rec л--мутанта от дозы облучения. Такие крив~е 
для Т > 60 мин и Т = 30 мин представлены на рис. 2. Как можно 
видеть, для Т > 60 мин, когда клеточный геном близок к одно­
копийному, кривая выживания экспоненциальна. С уменьшением Т, 
когда число копий генома в клетке увеличивается, экспоненциаль­
ная зависимость S(D) трансформируется в сигмоидную. Иной харак­
тер кривой выживания ожидается для rec л-в-с--мутанта. Как ука­
зывалось выше, для данного штамма характерно наличие в популя­
ц ии клеток, занимающих промежуточное положение между жизнеспо­

собными и неделящимися клетками. Такие клетки несут спонтанно 
возникающие повреждения генетического аппарата /физиологические 
ОР днк / l,S/ 1 и, таким образом, являются более чувствительными 
к облучению. Очевидно, что культура rec л-в-с--мутанта гетеро­
генна по радиочувствительности как при Т > 60 мин, так и при 
Т < 60 мин. Эта гетерогенность находит отражение в характере 

зависимости S(D), которая имеет прогиб начального участка кри­
вой /рис.2б, кривая 1/, обусловленный более высокой радиочувст­
вительностью промежуточного класса клеток. Более сложный вид 
зависимости S(D) у клеток rec л-в-с--штамма ожидается при Т = 
= 30 мин, когда имеет место многокопийнесть генома. В этом слу­
чае также отмечается начальный прогиб кривой выживания, но на­
ряду с этим появляется и плечо. Описанные различия в кривых вы­
живания у rec л- и rec л-в-с--мутантов отчетливо выражены и до­

пускают экспериментальную проверку. 

Таким образом, мы рассмотрели некоторые особенности роста 
культур rес--мутантов и их возможное влияние на форму кривых 
выживания клеток при у -облучении. На основании развитых пред­
ставлений появляется возможность проведения теоретического ана­

лиза зависимости формы кривых выживания разных штаммов бактерий 
E.coli от величины линейной передачи энергии воздействующих и з-

лучений. 
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Козубек С., Красавин Е.д. Р19-84-653 
Факторы, определяющие характер кривых выживания бактерий 

Escheгichia Coli при действии излучений с разной линейной 
передачей энергии. 

Форма кривых выживания чувствительных мутантов при у-облучении 

Рассматриваотся количественные закономерности роста гес д-

и гес д-в-с~-мутантов E.coli. На основе анализа экспериментальных данных 
показано, что популяция гес д--мутанта состоит из двух типов клеток: жизне­

способных, образующих макроколонии, и нежизнеспособных, неделящихся. В отли­

чие от гес д- популяцио гес д-в-с--мутанта составляот три типа клеток: 

жизнеспособные, условно жизнеспособные и неделящиеся. Указанные особенности 

чувствительных штаммов с мутацией в различных лакусах гена rec находят 
отражение в форме зависимости выживания (S) клеток от дозы (D) у-облу­
чения. Для культурЫ гес д-, время удвоения количества клеток (Т) которой 

составляет Т > 60 мин, ожидается экспоненциальная зависимость S(D) и для 
клеток с т < 60 мин- сигмоидная кривая выживания. Зависимости S(D) 
rec д-в-с--мутанта при Т > 60 мин и т <6D мин описываотся кривыми с проги­
бом начального участка, обусловленного наличием класса условно жизнеспособ­
ных клеток. 

Работа выполнена в Лаборатории ядерных проблен ОИЯИ. 
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Перевод О.С.Виноградовой 

Kozubek S., Krasavin Е.д. Р19-84-653 
Factoгs Detenniпating the Shape of Suгvival Cuгves 
of Escheгichia Coli Cells lггadiated Ьу loпizing Radiatioп 
with Diffeгent LET. 
The Shape of Suгvival Cuгves of the Sensitive Hutaпts lггadiateo 
Ьу у -Rays 

The gгowth chaгacteгistics of гес д- апd гес д-в-с~ mutaпts of E.coli 
аге coпsideгed. lt is shown that гес д- stгaiп is composed of two classes 
of cells: viaЬie cells which сап foгm macrocoloпies апd пondividing cells. 
Rec д-в-с- mutants аге characterized Ьу thгee classes of cells: viaЬie 
cells,_residually div iding cells апd пoпdividing cells. The peculiarities 
of гес rnutaпts аге гeflected оп the dерепdепсе of the cell suгvival (S) оп 
the dose (D) of у -iггadiation. The survival curves of гес д- mutant which 
have geneгatioп time (Т) Т > 60 miп аге exponential. The shape of survival 
cuгves with shoulder is foгmed wheп т < 60 min. The suгvival cuгves of 
гес д-в-с- mutants агетоге complicated апd have bends iп the iпitial рагt 
of the suгvival cuгve. These beпds are detenmiпed Ьу гesidually dividiпg 
cells. 

The investigation has been peгfoгmed at the LаЬогаtогу of Nuclear 
PгoЬiems, JINR • 
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