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Радіаційно-індуковані аберації хромосом у лімфоцитах людини за дії ко-мутагенів ...
Е

.А
.Д

ьо
м

ін
а,

 О
.П

.П
и

л
и

п
чу

к

УДК 612.014.482:575.224.23

РАДІАЦІЙНО-ІНДУКОВАНІ АБЕРАЦІЇ ХРОМОСОМ 
У ЛІМФОЦИТАХ ЛЮДИНИ ЗА ДІЇ КО-МУТАГЕНІВ 
(ДОСЛІДЖЕННЯ IN VITRO)

Е.А. ДЬОМІНА, О.П. ПИЛИПЧУК
Інститут експериментальної патології, онкології і радіобіології  
ім. Р.Е. Кавецького НАН України 
Україна, 03022, Київ, вул. Васильківська, 45 
e-mail: lena.pylypchuk@ukr.net

Мета. Визначення особливостей утворення аберацій хромосом в опромінених сома-
тичних клітинах людини залежно від дози іонізуючої радіації та концентрації ко-мутагену. 
Методи. Використано тест-систему культури лімфоцитів периферичної крові людини з 
метафазним аналізом аберацій хромосом. Результати. У роботі встановлено явище 
ко-мутагенезу на хромосомному рівні за умов комбінованої дії опромінення (0,3–2,0 Гр) 
та верапамілу (1,5–4,0 мкг/мл) у лімфоцитах периферичної крові людини (in vitro). Ве-
рапаміл у концентрації 4,0 мкг/мл потенціює пошкоджуючу дію малих доз радіації ~ в 1,5 
разу. У спектрі індукованих пошкоджень переважають аберації хромосомного типу, час-
тота яких зростає з підвищенням концентрації ко-мутагену (1,5–4,0 мкг/мл). Висно-
вок. У рамках виконаних модельних експериментів встановлено, що пригнічення сис-
теми репарації під впливом ко-мутагену є домінуючим механізмом у підвищенні частоти 
прояву променевих цитогенетичних маркерів – аберацій хромосомного типу.
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Вступ. У наш час мало уваги приділяється дослідженням ко-мутагенезу – 
посиленню пошкоджуючої дії мутагенів, у т.ч. іонізуючої радіації (ІР), під 

впливом немутагенних сполук. Небезпека ко-мутагенів полягає в тому, що вони 
не мають власної мутагенної активності і тому не виявляються при генотоксич-
ному скринінгу. При цьому неконтрольована присутність їх у середовищі може 
підвищувати негативні ефекти мутагенів, у тому числі деяких медичних препа-
ратів [1, 2]. 

Дослідження явища ко-мутагенезу мають фрагментарний та суперечливий 
характер, вони не завжди враховують множинність механізмів реалізації 
ко-мутагенної дії різних сполук при інтерпретації даних, зокрема участі репара-
ційних процесів у формуванні ко-мутагенних ефектів, характеру дозових та ча-
сових залежностей [1,3–5]. У зв’язку з неухильним збільшенням віддалених не-
гативних медико-біологічних наслідків Чорнобильської катастрофи дослід-
ницький інтерес закордонних та вітчизняних фахівців у галузі фундаментальної 
та клінічної радіобіології зосередився на поглибленому вивченні мутагенних і 
канцерогенних ефектів ІР. Досі не з’ясовано, як впливають ко-мутагени на за-
кономірності утворення генетичних пошкоджень в опромінених клітинах люди-
ни. Враховуючи онкогенну небезпеку підвищеного рівня хромосомних змін у 
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клітинній популяції [6], актуальним є дослі-
дження явища ко-мутагенезу на хромо-
сомному рівні в імуннокомпетентних кліти-
нах людини, а саме — характер залежності 
комбінованого ефекту від дози опромінен-
ня та концентрації ко-мутагенів.

Мета роботи – визначити закономір-
ності утворення аберацій хромосом в 
опромінених соматичних клітинах людини 
залежно від дози ІР та концентрації ко-
мутагену (дослідження in vitro). 

Як ко-мутаген використано медичний 
препарат верапаміл (В), який є антагоніс-
том кальцію [7, 8]. Встановлено, що довго-
тривала терапія антагоністами кальцію не 
спричиняє збільшення частоти хромосом-
них пошкоджень у клітинах людини [9], що, 
в свою чергу, свідчить про те, що обраний 
нами медичний препарат В не виявляє 
власної мутагенної активності. Але при 
цьому показано, що антогоністи кальцію 
суттєво підсилюють мутагенні ефекти про-
типухлинних препаратів [10].

Матеріали і методи
У роботі використано тест-систему 

культури лімфоцитів периферичної крові 
(ЛПК) умовно здорових осіб із подальшим 
метафазним аналізом аберацій хромосом. 
ЛПК людини належать до класу вегетатив-
них інтермітотичних клітин, тобто до най-
чутливіших до дії мутагенів, у тому числі ІР 
[11], що дозволяє моделювати явище ко-
мутагенезу за різних експериментальних 
умов (20 спостережень). У роботі керува-
лися положенням Гельсинської декларації 
Всесвітньої Медичної Асоціації (1996 р.), 
яка передбачає інформовану згоду доно-
рів на добровільну участь у дослідженні. 
Культивування ЛПК здійснювали за моди-
фікованим методом [12] з використанням 
мітогену фітогемаглютеніну (ФГА) протя-
гом 52 год. Метафазний аналіз хромосом 
виконували за загальноприйнятими крите-
ріями та з елементами часткового каріоти-
пування [13]. На кожне спостереження 

аналізували в середньому по 200–300 ме-
тафаз, всього проаналізовано більше 4000 
метафаз. Опромінення зразків крові (лім-
фоцитів в G0 – періоді клітинного циклу) 
здійснювали на терапевтичній установці 
«Рокус» з джерелом γ-променів 60Со (по-
тужність дози 0,89 Гр/хв, сила струму 
10 мА, напруга 180 кВ, фільтр 0,5 Cu) в діа-
пазоні доз 0,3–2,0 Гр. Ко-мутаген В вводи-
ли в культуру ЛПК одразу після опромінен-
ня в діапазоні концентрацій 1,5–4,0 мкг/мл 
крові, що перевищувало терапевтичну 
дозу в 1,5–4,0 рази, відповідно. Статис-
тичну обробку проводили згідно з загаль-
ноприйнятими рекомендаціями [14].

Результати та обговорення
При аналізі частоти та спектра індуко-

ваних пошкоджень хромосом при опромі-
ненні ЛПК в G0 фазі клітинного циклу в діа-
пазоні доз 0,3–2,0 Гр та дії ко-мутагену В 
у  діапазоні концентрацій 1,5–4,0 мкг/мл 
крові у всіх випадках на дозовій кривій від-
значали підвищення загальної частоти 
аберацій хромосом у порівнянні з опромі-
ненням (рис. 1). Найбільший ко-
мутагенний ефект В спостерігали при 
використанні препарату в концентрації 
4,0 мкг/мл та опроміненні в дозі 2,0 Гр (під-
вищення загальної частоти пошкоджень 
хромосом ~1,6 разу). В доступній нам літе-

Рис. 1. Загальна частота аберацій хромосом у куль-
турі ЛПК при комбінованій дії ІР та ко-мутагену В в 
інтервалі концентрацій 1,5-4,0 мкг/мл;  ІР; 

 ІР+В (1,5 мкг/мл);  ІР+В (2,0 мкг/мл); 
 ІР+В (4,0 мкг/мл)
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ратурі відсутні роботи, які стосуються ге-
нетичних ефектів за умов комбінованої дії 
ко-мутагену В і ІР. Тому ми маємо можли-
вість порівняти одержані результати тільки 
з даними робіт, в яких на цитогенетичному 
рівні соматичних клітин експерименталь-
них тварин встановлено, що даний препа-
рат, виступаючи в ролі ко-мутагену, підси-
лює дію деяких хімічних сполук, у тому чис-
лі антибіотиків [15, 16]. 

Рис. 2. Аберації хромосомного типу: а, б – обміни та 
фрагменти

У спектрі індукованих пошкоджень пе-
реважали аберації хромосомного типу, що 
визнані цитогенетичними променевими 
маркерами [17], частота яких зростала з 
підвищенням концентрації ко-мутагену 
(рис. 2). На дозовій кривій у діапазоні ма-
лих доз для частоти аберацій хромосомно-
го типу реєструється плато (дозонезалеж-
на ділянка), яке зберігається за умов до-
даткового впливу ко-мутагену В (рис.3). 
Обговоримо цей експериментальний факт 
більш детально. Як відомо, процеси репа-

рації забезпечують відновлення інформа-
ційної цілісності геному. Недостатність або 
помилковість цієї системи зумовлює злоя-
кісне переродження клітин. Сьогодні відо-
мо більше 150 генів (і відповідно – білків) 
людини, що беруть участь у репарації по-
шкоджень ДНК, у тому числі радіаційно-ін-
дукованих [18]. ІР спричиняє найрізнома-
нітніші за своїм спектром пошкодження 
ДНК, що включають перетворення азотис-
тих основ та вуглеводного залишку, окисне 
пошкодження основ, міжниткові та міжлан-
цюгові зшивки, зшивки ДНК-білок, одно-
ниткові та двониткові розриви (ДР) ДНК. 
Саме ДР ДНК вважаються найнебезпечні-
шими пошкодженнями за своїми наслідка-
ми для клітини, оскільки зумовлюють не-
стабільність геному (підвищений рівень 
мутацій, хромосомних аберацій) [19].

Численні дискусії продовжують розгор-
татися навколо дії малих доз ІР на організм 
людини, що пов’язано зі складною неліній-
ною залежністю генетичних ефектів, а та-
кож підвищенням канцерогенного ризику в 
цьому діапазоні доз. Зауважимо, що ре-
зультати цитогенетичних та радіаційно-
епідеміологічних досліджень у групі учас-
ників планових робіт з ліквідації наслідків 
аварії на ЧАЕС (більше 17 000 осіб) свід-
чать про те, що малі дози поглиненої ІР яв-
ляють собою статистично значущі фактори 
підвищеного ризику виникнення злоякіс-
них новоутворень [20]. Це може бути 
пов’язано з недостатньою інтенсивністю 
процесів елімінації аберантно змінених 
клітин системою імунного нагляду за анти-
генною сталістю внутрішнього середови-
ща організму і процесів репарації. Виходя-
чи з вищевикладеного важливим є з’я
сування механізмів утворення дозонеза-
лежної ділянки в лівій частині дозових 
кривих (рис. 3), а також можливого дозо-
залежного прояву ко-мутагенних ефектів у 
клітинах людини за дії ІР у широкому діапа-
зоні доз. При інтерпретації одержаних да-
них ми дотримуємося концепції видатного 

Рис. 3. Частота аберацій хромосомного типу в ЛПК 
за умов комбінованої дії ІР та ко-мутагену В в інтер-
валі концентрацій 1,5–4,0 мкг/мл. (Позначення див. 
на рис. 1.)
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радіобіолога М.В. Лучника, відповідно до 
якої в клітині існує два механізми репара-
ції: «регулярна», яка забезпечує репарацію 
спонтанних генетичних пошкоджень, та 
«аварійна», що «вмикається» при відносно 
високих рівнях радіаційно-індукованих по-
шкоджень [21]. Керуючись положеннями 
цієї концепції, ми припускаємо, що реє-
строване нами плато в лівій частині дозо-
вих кривих (рис. 3) можна пояснити тим, 
що за дії малих доз ІР «регулярна» репара-
ція вже «не справляється» з індукованими 
генетичними пошкодженнями, але їхній рі-
вень ще недостатньо високий, щоб вклю-
чився механізм «аварійної» репарації [22]. 

Окремий інтерес викликає прояв ко-
мутагенних ефектів у клітинах людини за дії 
малих доз ІР. У нашому дослідженні при 
опроміненні клітин у дозі 0,3 Гр загальна 
частота радіаційно-індукованих аберацій 
становить (9,0±0,86). Показано, що В у ді-
апазоні концентрацій 1,5–2,0 мкг/мл сут-
тєво не впливає на рівень радіаційно-інду-
кованих пошкоджень хромосом (10,0±1,1; 
9,0±0,89). Однак використання ко-мута
гену в концентрації 4,0 мкг/мл потенціює 
пошкоджуючу дію ІР, підвищуючи загальну 
частоту аберацій хромосом ~ в 1,5 разу 
(14,0±1,12) (рис. 4). Формування ко-
мутагенного ефекту В відбувалося за раху-

нок аберацій хромосомного типу, тобто про-
меневих маркерів (рис. 5). З’ясування ме-
ханізму «збереження» дозонезалежної 
ділянки в лівій частині дозових кривих для різ-
них цитогенетичних показників навіть за дії 
відносно високої концентрації В (4,0 мкг/мл) 
потребує подальших досліджень.

Рис. 5. Частота аберацій хромосомного типу в ЛПК 
при комбінованій дії малих доз ІР (0,3 Гр) та В в інтер-
валі концентрацій (1,5–4,0 мкг/мл). (Позначення див. 
на рис. 4.)

Наше ставлення до одержаних резуль-
татів таке. Існує кілька поглядів на механіз-
ми, що задіяні при дії хімічних агентів після 
опромінення клітин [23]. По-перше, хіміч-
ний агент блокує/пригнічує репаративні 
процеси, що пов’язані з пошкодженням 
молекул ДНК. По-друге, опромінення під-
вищує імовірність проникнення хімічного 
агента в клітини. По-третє, хімічний агент 
може перетворювати сублетальні радіа-
ційно-індуковані пошкодження в потенцій-
но летальні. І, нарешті, хімічні агенти мо-
жуть також перетворювати потенційно ле-
тальні пошкодження, що сформовані 
внаслідок дії ІР, у незворотні летальні по-
шкодження. Це свідчить, що досі відсутня 
універсальна точка зору на механізми про-
яву синергізму в індукції генетичного ефек-
ту в клітинах людини за умов комбінованої 
дії ІР та хімічних агентів.

Ми дотримуємося першої точки зору: 
хімічний агент (у нашому дослідженні В) 
може істотно пригнічувати процеси репа-
рації радіаційно-індукованих пошкоджень 
ДНК, що сприяє більш інтенсивному фор-

Рис. 4. Загальна частота аберацій хромосом у куль-
турі ЛПК при комбінованій дії малих доз ІР (0,3 Гр) 
та В за різних концентрацій (1,5–2,0–4,0 мкг/мл): 

  – контроль;  – опромінення (0,3 Гр);  – В 
(1,5 мкг/ мл);  – В (2,0 мкг/мл);  – В (4,0 мкг/мл)
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муванню як загальної частоти хромосом-
них пошкоджень, так і променевих марке-
рів — аберацій хромосомного типу. У на-
шому дослідженні за умов додаткової дії В 
залежно від його концентрації та дози 
опромінення частота аберацій хромосом-
ного типу підвищувалася (1,1–1,6 разу). 
Зауважимо, що таке припущення, по-
перше, не спростовує «теорію накопичен-
ня», відповідно до якої антагоністи кальцію 
(в тому числі В) затримують виведення з 
клітин цитотоксичних агентів, підвищуючи 
їхню мутагенну активність [5, 24], по-
друге, не виключає того, що «ко-мутагены 
способны реализовывать свой негативный 
потенциал поливариантно» [1].

Усе це свідчить про перспективність 
продовження таких досліджень з викорис-
танням терапевтичних та субтерапевтич-
них доз В, а також за умов комбінованої дії 
опромінення та ко-мутагенів (В, кофеїн) у 
найбільш радіочутливій стадії життєвого 
циклу ЛПК – в кінці G2-періоду. Такий мето-
дичний підхід дозволить деталізувати яви-
ще ко-мутагенезу за дії малих доз опромі-
нення та низьких концентрацій ко-
мутагенів. 

Висновки
Вперше встановлено закономірності 

утворення радіаційно-індукованих абера-
цій хромосом у лімфоцитах периферичної 
крові людини за умов модифікуючої дії 
ко-мутагену верапамілу. Ко-мутагенний 
ефект верапамілу проявляється за рахунок 
підвищення загальної частоти аберацій 
хромосом, у тому числі променевих марке-
рів – аберацій хромосомного типу, та зале-
жить від його концентрації і дози опромі-
нення. Верапаміл у концентрації 4,0 мкг/
мл збільшує пошкоджуючу дію малих доз 
радіації ~ в 1,5 разу.

Практичне значення
Одержані в роботі результати доцільно 

враховувати з метою розробки показань 

для призначення медичних препаратів з ко-
мутагенним ефектом особам, що працю-
ють у сфері дії іонізуючих випромінювань.
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РАДИАЦИОННО-ИНДУЦИРОВАННЫЕ 
АБЕРРАЦИИ ХРОМОСОМ В ЛИМФОЦИТАХ 
ЧЕЛОВЕКА ПРИ ДЕЙСТВИИ КО-МУТАГЕНОВ 
(ИССЛЕДОВАНИЕ IN VITRO)

Э.А. Демина, О.П. Пилипчук

Институт экспериментальной патологии, онколо-
гии и радиобиологии им. Р. Е. Кавецкого  
НАН Украины 
Украина, 03022, Киев, ул. Васильковская, 45 
e-mail: lena.pylypchuk@ukr.net

Цель. Определение формирования абер-
раций хромосом в облученных соматичес-
ких клетках человека в зависимости от дозы 
ионизирующей радиации и концентрации 
ко-мутагена. Методы. Использована тест-
система культуры лимфоцитов периферичес-
кой крови человека с метафазным анализом 
аберраций хромосом. Результаты. В рабо-
те установлено явление ко-мутагенеза в усло-
виях комбинированного действия облучения 
(0,3–2,0 Гр) и верапамила (1,5–4,0 мкг/мл) на 
хромосомном уровне лимфоцитов перифери-
ческой крови человека (in vitro). Верапамил в 
концентрации 4,0 мкг/мл потенцирует повреж-
дающее действие малых доз радиации ~ в 1,5 
раза. В спектре индуцированных повреждений 
преобладают аберрации хромосомного типа, 
частота которых возрастает с повышением 
концентрации ко-мутагена (1,5–4,0 мкг/мл). 
Вывод. В рамках выполненных модельных 
экспериментов сформулирован вывод, что по-
давление системы репарации под влиянием 
ко-мутагена является доминирующим меха-
низмом в повышении частоты лучевых марке-
ров – аберраций хромосомного типа.

Ключевые слова: ко-мутагенез, облучение, 
верапамил, радиационно-индуцированные 
аберрации хромосом, соматические клетки 
человека.
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RADIATION-INDUCED CHROMOSOME 
ABERRATIONS IN HUMAN LYMPHOCYTES 
UNDER THE EFFECT OF CO-MUTAGENS 
(RESEARCH IN VITRO)

E.A. Dyomina, O.P. Pylypchuk

R.E. Kavetsky Experimental Pathology, Oncology 
and Radiobiology Institute of the NAS of Ukraine 
Ukraine, 03022, Kyiv, Vasilkivska str., 45 
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Aim. The main aim of this paper is to determine 
the details of chromosome aberrations formation 
in irradiated human somatic cells depending on 
the dose of irradiation and concentration of co-
mutagen. Methods. The test system of human 
peripheral blood lymphocytes in culture with 
metaphase analysis of chromosome aberrations 
was used. Results. In human peripheral 
blood lymphocytes (in vitro) we established 

at chromosomal level the phenomenon of co-
mutagenesis under conditions of combined 
action of radiation (0.3–2.0 Gy) and verapamil 
(1.5–4.0 mg/ml). Verapamil at a concentration of 
4.0 mg/ml was shown to potentiate the damaging 
effects of low doses of radiation ~ 1.5 times. 
Frequency of chromosome type aberrations 
increased with the raising concentration of co-
mutagen (1.5–4.0 µg/ml). Conclusions. Within 
performed model experiments it was revealed 
that inhibition of reparation system under 
the influence of co-mutagen is the dominant 
mechanism for increasing the frequency of 
radiation cytogenetic markers manifestation, 
such as chromosomal aberrations.

Key words: co-mutagenesis, irradiation, 
verapamil, radiation-induced chromosomal 
aberrations, somatic human cells.


