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Экспоненциальная форма кривых выживания гаплоидных дрожже

вых клеток позволяет предположить, что для репродуктивной ги

бели гаплоидной клетки достаточно одного инактивирующего повреж

дения. Способность выжить, т.е. сформировать макроколонию на 
твердой питательной среде после воздействия ионизирующим излу

чением, сохраняют только те гаплоидные клетки, которые не имеют 

ни одного такого повреждения. Предполагается, что инактивирую

щими повреждениями являются двунитевые разрывы ДНК 1 1•21• · Эти 
предположения основаны и на том, что выход двунитевых разрывов 

ДНК п~и действии на дрожжевые клетки редкоионизирующим излуче

нием 21 хорошо согласуется с начальным наклоном кривой выжива
.ния гаплоидных клеток 131• · Диплоидные дрожжевые клетки в боль
шинстве случаев значительно резкетентнее гаплоидных, и их кри

вая выживания сигмоидна, · т.е. имеет плечо I З-51. Существуют раз
личные интерпретации си~моидной формы кривой выживания диплоид

ных клеток 1 6 - 81 • Однако наиболее обоснованным мы считаем пред
положение о том, что формировать макроколонии на твердой пита

тельной среде способны даже те диплоидные клетки, которые имеют 

повреждения/ каждое из которых является летальным для гаплоид

ной клетки 41 • .Это предположение основано на том, что часть об
лученных диплоидных клеток формирует макроколонии значительно 

меньших раз~еров и в более поздние сроки, чем необлученные 

клетки, в то время как необлученные и облученные гаплоидные 

клетки образуют колонии одновременно и одинаковых размеров.Это 

явление задержки формирования колоний из части облученных дип

лоидных клеток принято называть эффектом дорастания. Наличие 

эффекта дорастания у диплоидных клеток и отсутствие его у гап

лоидных указывает на Lo, что способность формировать макрокало
нии не является адекватным критерием для сравнения радиочувст

вительности гаплоидных и диплоидных клеток. Изучение закономер

ностей эффекта дорастания подтверждает непротиворечивость выше

упомянутого предположения относительно сигмаидной формы кривой 

выживания диплоидных клеток 141 • Математическая модель, предло
женная в 1 4~ позволяет оценить как величину эффекта дорастания, 
так и ту долю облученных диплоидных клеток, которые не имеют 

повреждений и формируют колонии одновременно с необлученными 

/назовем эту часть клеток "нулевым классом"/. Однако величина 
нулевого класса, определенная стандартным методом /путем под

счета макроколоний/, существенно больше, чем рассчитано по 
моделИ , а эффект дорастания, соответственно, меньше расчетного. 
ВоЗможно, это обусловлено тем, что при стандартном методе опре
деления нулевого класса многие дорастающие колонии принимают 

за колонии нулевого класса. Для проверки этого предположения 

необходим метод, позволяющий точно определить величину нулевого 

класса. Вместе с тем толь~9 точно.е Qrц>едел.е,н ие вели~ины ну лево-
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го класса позволяет сравнить радиочувствительность диплоидных 

и гаплоидных клеток по одному критерию, т.е. по нулевому классу, 

дает возможность оценить вклад эффекта дорастания в резистент

несть и форму кривой выживания диплоидных клеток и изучить роль 

других модифицирующих радиобиологический эффект процессов 

в радиочувствительности диплоидных клеток, определяемой по нуЛе
вому классу. 

С учетом вышеизложенного целью настоящей работы являлось 

экспериментальное определение величины нулевого класса при воз

действии ионизирующих излучений на гаплоидные и диплоидные клет

ки дрожжей. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 

В работе использованы дрожжевые клетки Saccharomyces cer~
visiae, диплоидный штамм XS800 и гаплоидный · штамм 28-73 2А 19 - 1 1< 
Подготовку культуры к облучению и определение выживаемости про

водили по стандартной методике, описанной ранее / 121.Клетки об
лучали у -квантами 1 37Св на установке с мощнос.тьЮ · дозы 
-0,6 Гр/с. При культивировании клеток в жидкой питательной сре
де /ПС/ использовали среду следующего . состава: К~ 2 РО4 - 2 г/л, 
MgS04 - 1 г/л, NH4 Cl - 1 г/л, глюкоза - 20 г/л, дрожжевой авто
лизат - 20 мл/л / 137 • Концентрацию клеток при культивировании 
в жидкой пс определяли Фотометрическим методом /Х = 530 нм/. 
Предварительно определили зависимость оптической плотности сус

пензии от концентрации клеток, одновременно измеряя оптическую 

плотность и подсчитывая концентрацию клеток в камере Горяева. 
Для изучения формиро.вания микроколений из отдельных клеток 
в первые 10-15 ч после посева применяли метод микроколоний 151 , 

ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 

Культивирование облученных клеток дрожжей в жидкой ПС имеет 

существенное отличие от культивирования на чашках с твердой ПС. 
На твердой ПС каждая колония клеток выходит на стационарную 

фазу роста независимо от других колоний /если количество коло
ний на чашке не очень велико: 50+100/. Поэтому выход на стацио
нарную фазу роста одних колоний не препятствует росту других. 

в жидкой пс на стационарную фазу роста выходит вся популяция 

в целом. Схематически это отличие показано на рис.1. На рис.1а 
изображены кривые роста на чашке с твердой ПС нормальных /кри
вая 1/ и дорастающих /кривая 2~ колоний. Видно, что после мо
мента времени t 0 /-2 сут /, когда нормальные колонии уже 
сформировались, рост дорастающих колоний продолжается, и через 

4-5 сут они имеют размер нормальных колоний или несколько 
~еньший. 
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Рис.). Схематические кривые роста популяций дрожжевых 

клеток: а- на твердой питательной среде, нормальной /1/ 
и дорастающей /2/ колоний; б - в жидкой питательной 
среде, нормальной /1/ и дорастающей /2( субпопуляций; 
в - в жидкой питательной среде, популяции из необлучен

ных клеток /1/ и популяции из облученных клеток /2/, 
экстраполяци~ /3/ экспоненци'ального участк а кривой 2 
подобно кривой i. По оси абсцисс- время, ч; по оси 
ординат: а - количество клеток в колонии, б,в - кон

центрация клеток /кл./мл/. 

чо 

На рис.1б изображены схематические кривые роста в одной про
бирке с жидкой пс субпопуляций из нормальных клеток /кривая 1/ 
и из клеток, которые образовали . бы на твердой ПС дорастающие 

колонии /кривая 2/ /кривые нормированы на одну клетку/. Видно, 
что к моменту времени, .когда субпопуляция из нормальных клеток 

выходит на стационарную фазу роста, прекращается рост и дара- . 

стающей субпопуляции, поэтому вклад ее в общую концентрацию 
клеток при определенных условиях достаточно мал. Этот вклад 

зависит от отношения скоростей роста двух субпопуляций и от 

отношения конечной и начальной концентраций клеток в пробирке. 
Так, при уменьшении скорости роста дорастающей субпопуляции 
всего в 1,5 раза по сравнению с нормальной ее вклад в общую кон
центрацию составит -1 % при изменении концентрации в процессе 
роста на 6 порядков /наnример, от 1 о2 до 1 rf> кл/мл/. 

Казалось бы, проводя подсчет макроколений на чашке с твер
дой nc в момент времени ~ /рис.1а/, можно различить ~ормаль
ные и дорастающие колонии, поскольку последние имеют значитель

но меньшие размеры. Однако на практике размерыи время выхода 

колоний на стациона~ную фазу роста значительно варьируют, что 

и приводит к трудностям в точном определении эффекта дорастания. 
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При культивировании же клеток в жидкой ПС этого разброса нет, 

поскольку мы имеем дело с усредненной кривой роста и можем оце

нить вклад в эту кривую дорастающей субпопуляции. 

Таким образом, выращиваемую в жидкой ПС культуру из облу

ченных клеток .можно разделить на две субпопуляции: нормальную 

/вырастающую из клеток, не имеющих повреждений/ и дорастающую 
/происходящую из клеток, Имеющих после облучения повреждения/. 

Вклад последн~й в концентрацию клеток в культуре уменьшается 

в процессе роста. Критерием малой величины этого вклада может 

являться равенство скоростей роста популяций из облученных и не

облученных клеток. 

Для того чтобы найти долю клеток, не имеющих повреждений 

после облучения, необходимо сравнить кривые роста культур из 
необлученных /кривая 1, рис.lв/ и облученных /кривая 2, рис.1в/ 
клеток при одинаковых начальных концентрациях. /Приведенные 
кривые схематические/. Экспоненциальный участок кривой 2 необ
ходимо экстраполировать к моменту времени t =О подобно кривой 

/кривая 3/. Отношение n~ / n0 отражает величину нулевого класса. 
Такую экстраполяцию можно заменить линейной экстраполяцией 

экспонен~иальных участков кривых 1 и 2 на любую вертикальную 
прямую. В этом случае величина нулевого класса определяется 

отношением n'1 / n 1 • Используя такой подход, в эксперименте доста

точно определить только экспоненциальные участки кривых 1 и 2, 
близкие к стационарной фазе роста. 

Однако все сказанное выше справедливо, если субпопуляция, 

прои.сходящая из клеток нулевого класса, имеет такую же скорость 

роста и такую же лаг-фазу, что и популяция из необлученных кле

ток. Это предположение не очевидно, поскольку клетки нулевого 

класса могут иметь другие повреждения, не являющиеся летальными 

ни для диплоидных, ни для гаплоидных клеток, но либо уменьшаю

щие скорость роста, либо увеличивающие лаг-фазу . . Если это пред
положение справедливо, то в опытах среди облученных клеток мы 

должны обнаружить клетки, которые формируют колонии с такой же 

скоростью, что и необлученные клетки. Для проверки этого пред

положения нами было изучено формирование микроколений на твер

дой ПС из отдельных необлученных и облученных клеток. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

На рис.2 представлена зависимость среднего количества кле

ток в колонии от времени. Усреднение в разные моменты времени 

проведено по одним и тем же микроколониям. Кривая 1 представ
ляет собой зависимость от времени среднего количества клеток 

в колонии, образованной необлученной клеткой. Усреднение произ

ведено по 8 колониям. Для кривых 2 и 3 усреднение произведено 
по 6 и 12 колониям, выросшим из облученных клеток и имеющим 
максимальное среди всех колоний количество клеток к концу наблю-
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Рис.2. Зависимость среднего коли- 20 

честв а клеток в колонии от 

времени. 1 - для колоний, сформи

ров анных необлученными клетками, 

2-5 - для колоний, сформирован

ных облученными клетками. Ус

реднение проведено: 2 - по 6, 
3 - по 12 колониям, имеющим мак
симальное количество клеток 

в колонии, 4 - по всем наблюдае

мым 66 колониям, 5 - По 60 коло
ниям, имеющим минимальное коли

чество клеток в кол9нии. По оси 

абсцисс - время /ч/; п.о оси ор
динат - количество клеток в ко-

лонии. 
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дения. Кривая 4 - усреднение по всем 66 колониям из облученных 
клеток, кривая 5 - усреднение по 60 колониям из облученных 
клеток, имеющим минимальное среди всех колоний количество клеток 

в колонии. Видно, что кривая 2 не отличается по скорости роста 

~ кривой 1 .Следовательно,можно сделать вывод о том,что в облу
ченной популяции имеются клетки,которые формируют колонии с та

кой же скоростью,что и необлученные.Кривая 3 идет существенно ни
же кривых 1 и 2, следовательно, среди 12 колоний, по которым 
nроизведено усреднение для этой кривой, есть дорастающие коло

нии. Поэтому можно оценить, что количество клеток, формирующих 

колонии с такой же скоростью, что и необлученные клетки, нахо

дится в интервале от 6 до 12, а их доля составляет соответствен
но 9-18%. Как будет видно ниже /рис.3/, нулевой класс при дозе, 

' ' использованной в этом эксперименте /315 Гр/, составляет -10%. 
Однако имеет место некоторая задержка роста для облученных, но 

не имеющих повреждений, клеток по сравнению с необлученными, 

поскольку кривая 2 несколько сдвинута вправо относительно кри
вой 1. Результаты опытов показывают /данные не опубликованы/,что 
эта задержка уменьшается при выдерживании облученных клеток 

в препятствующих росту условиях перед их посевом на питательную 

среду. В наших опытах эта задержка приводила к занижению вели
чины нулевого класса не более чем на 10%. 

На рис.3 изображены дозовые зависИМQСТИ доли клеток нулевого 
класса и кривые выживания, определенные по стандартной методике. 

Вели~ина нулевого класса рассчитывалась описанным в теоре!иче

ской части методом на основании эксnериментальных кривых роста 

культур из необлученных и облученных клеток. Следовало ожидать, 
что для гаплоидных клеток выживаемость совпадет с долей клеток 
нулевого класса. Однако в опыте доля клеток нулевого класса не-
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Рис.З. Дозавые зависимости выживаемости /1/ и доли клеток 
нулевого класса /2/ для гаплоидных /а/ и диплоидных /б/ 
дрожжей; 4 - вьffiШваемость без дорастания, определенная 
по стандартной методике, 3 - расчетная зависимость доли 
клеток нулевого класса. По оси абсцисс - доза облучения 
/Гр/; по оси ординат- выживаемость/%/. 

сколько меньше, чем выживаемость. Это может быть следствием того, 
что кривая выж~вания гаплоидных клеток имеет резистентный учас
ток, обуслов·ленный почкующимися клетками 1 141.Этот резис тен~ный 
участок приводит к отклонению формы кривой выживания от экспо
ненциальной. Учитывая то, что выживаемость существенно ~тличает
ся от нулевого класса именно на этом уч~стке, и то, что дозовая 
зависимость д.оли клеток нулевого класса экспоненциальна, можно 
предположить, что почкующиеся клетки образуют дорастающие коло
нии. 

Для диплоидного штамма дозовая зависимость доли клеток нуле
вого класса существенно отличается от выживаемости и представ
ляет сабо~ не эксnоненциальную, как ожидалось, а сигмоидную 
кривую. Этот факт свидетельствует об отклонении расnределения 
клеток по количеству повреждений от пуассоновского распределения 
со средним значением, пропорциональным дозе. Можно nредположить, 
что это отклонение является следствием работы систем репарации 
6 

~. 

'1'• 

повреждений. В количественном же отношении величина нулевого 

класса удовлетворительно согласуется с расчетной величиной 141 
На рис.3б приведена также кривая выживания Диплоидных клет~к 

без дорастания, определенная по стандартной методике. Как видно 
из рисунка, вклад клеток нулевого класса в выживаемость очень 

мал. При выживаемости 10% доля клеток нулевого класса от всех 
клеток, сформировавших колонии, составляет всего 1%, остальные 
99% клеток формируют дорастающие колонии. При определении же 
по стандартной методике эти величины составили бы 20 и 80% соот
ветственно. 

Представленные результаты показывают, что высокая резистент

ность диплоидных клеток по сравнению с гаплоидными в значитель

ной мере обусловлена эффектом дорастания. При сравнении по ну

левому классу диплоидн~е клетки оказываются в 3 раза резистент
нее гаплоидных, а не на порядок, как в случае сравнения по вы

живаемости. Величины радиочувствительности гаплоидных и диплоид

ных . клеток, рассчитанные по наклону /для диплоидных- по конеч
ному наклону/ дозавой зависимости доли клеток нулевого класса, 
равны соответственно 0,034 ~р-1 и 0,012 Гр-1. Эта разница 
радиочувствительности диплоидных и гаплоидных клеток, остающая

ся после исключения эффекта дорастания, обусловлена, видимо, 

сnособностью диплоидных клеток к 11быстрому" восстановлению /15/ 
Таким образом, для гаплоидных клеток дрожжей величина нуле-· 

вого класса практически . совпадает с выживаемостью, существенное 

различие между этими величинами имеется только на резнетентнам 

участке кривой выживания. Для диплоидных клеток дозовая зависи

мость доли клеток нулевого класса представляет собой сигмоидную 
кривую и количественно хорошо согласуется с расчетными данными. 

Эффект дорастания вносит значительный вклад в высокую резистент

ность диnлоидных клеток. Но даже при сравнении по нулевому клас

су диплоидные клетки существенно резнетентнее гаnлоидных. 
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