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Дослiдження участi оксидативного стресу в розвитку
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периферичної кровi людини
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Проведено моделювання радiацiйно-iндукованого ефекту свiдка з використанням змiша-
ної культури опромiнених in vitro в дозi 1 Гр та неопромiнених лiмфоцитiв периферичної
кровi людини рiзної статi. Визначено частоту аберацiй хромосом в неопромiнених клi-
тинах-свiдках без/при дiї антиоксидантного вiтамiнного препарату. Встановлено, що
введення антиоксиданту в змiшану культуру перед культивуванням запобiгає розвит-
ку радiацiйно-iндукованого ефекту свiдка, що доводить участь оксидативного стресу
в механiзмi його розвитку.

Радiацiйно-iндукований ефект свiдка (bystander effect) — пошкодження в клiтинах, що не
зазнали безпосереднього опромiнення, однак знаходились неподалiк вiд опромiнених клi-
тин [1], — належить до немiшеневих ефектiв дiї радiацiї i має провiдне значення для реалi-
зацiї медичних наслiдкiв опромiнення людини. Механiзм розвитку радiацiйно-iндукованого
ефекту свiдка остаточно не з’ясований. Припускається, що в тканинах, де клiтини кон-
тактують мiж собою, пошкоджувальний сигнал з опромiнених до неопромiнених клiтин
передається через мiжклiтиннi з’єднання, а в тканинах, де такого контакту нема, — че-
рез вивiльнення з опромiнених клiтин в навколоклiтинне середовище цитокiнiв i факторiв,
що сприяють розвитку вторинного оксидативного стресу в неопромiнених клiтинах, який
iндукує ефект свiдка [2–6].

Метою роботи було визначення частоти аберацiй хромосом у неопромiнених клiтинах-
свiдках при дiї антиоксидантного препарату для встановлення участi оксидативного стресу
в механiзмi розвитку радiацiйно-iндукованого ефекту свiдка.

Матерiалом дослiдження слугували лiмфоцити периферичної кровi шести волонтерiв,
якi заперечували свiдомий контакт з iонiзуючою радiацiєю та iншими мутагенами. Дослiд-
ження проводили методом моделювання радiацiйно-iндукованого ефекту свiдка в умовах in
vitro в змiшаних культурах опромiнених та неопромiнених лiмфоцитiв периферичної кровi
людини, що розрiзнялись за цитогенетичними маркерами статi [7, 8]. Цiльну кров опро-
мiнювали в дозi 1 Гр на установцi РУМ-17 (напруга 200 кВ, сила струму 10 мА, фiльтри
Сu 0,5 мм + Al 1 мм, фокусна вiдстань 50 см, потужнiсть дози 0,415 Гр/хв). Для змен-
шення оксидативного пошкодження ДНК в неопромiнених клiтинах-свiдках використову-
вали антиоксидантний препарат, що мiстить водорозчиннi форми вiтамiнiв Е (токоферо-
лу), С (аскорбiнової кислоти) у концентрацiях 40 мг/мл та А (ретинолу) у концентрацiї
20 мг/мл. Вибiр непрямого методу встановлення участi оксидативного стресу в механiзмi
розвитку ефекту свiдка зумовлений неможливiстю прямого бiохiмiчного визначення пока-
зникiв оксидативного стресу при його моделюваннi внаслiдок неможливостi розрiзнення
популяцiй опромiнених клiтин-мiшеней i неопромiнених клiтин-свiдкiв. Препарат вносили
в концентрацiї 40 мкг/мл у змiшанi культури опромiнених i неопромiнених лiмфоцитiв пе-
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ред їх культивуванням. Згiдно з результатами попереднiх дослiджень, вказана концентрацiя
антиоксиданта не справляла токсичного впливу на неопромiненi лiмфоцити i виявляла най-
кращий антимутагенний ефект при їх опромiненнi in vitro [9, 10].

Цитогенетичний аналiз проводили з використанням диференцiйного G-забарвлення ме-
тафазних хромосом за допомогою барвника Гiмза та трипсину [11] пiд мiкроскопами зi
збiльшенням 1000. Аберацiї хроматидного (хроматиднi розриви, обмiни) i хромосомного
(дицентричнi й кiльцевi хромосоми, транслокацiї, пара- й перицентричнi iнверсiї, iнсерцiї,
термiнальнi та iнтерстицiальнi делецiї) типiв реєстрували вiдносно до мiжнародної номен-
клатури ISCN-2013 [12]. У ходi дослiджень було проаналiзувано 6929 клiтин. Отриманi данi
опрацьовували методом порiвняння середнiх величин за Стюдентом–Фiшером [13].

Цитогенетичний аналiз неопромiнених лiмфоцитiв периферичної кровi людини, культи-
вованих у змiшаних культурах з лiмфоцитами, опромiненими in vitro в дозi 1,0 Гр, пока-
зав, що частота аберантних клiтин та рiвень аберацiй хромосом (5,34 ± 0,49/100 метафаз)
в клiтинах-свiдках перевищували показники контрольних культур (p < 0,001) (табл. 1).
Застосування антиоксидантного препарату в дозi 40 мкг/мл перед сумiсним культивуван-
ням лiмфоцитiв спричинило зниження середнього рiвня аберацiй хромосом у неопромiнених
клiтинах-свiдках до 2,70 ± 0,35/100 метафаз (p < 0,001), що не вiдрiзнявся вiд показникiв
контролю (p > 0,05).

Аналiз спектра аберацiй хромосом показав, що 74 % серед зареєстрованих пошкоджень
в неопромiнених клiтинах при їх культивуваннi в змiшаних культурах з опромiненими in
vitro лiмфоцитами становили аберацiї хроматидного типу, iндукцiя яких є наслiдком хро-
мосомної нестабiльностi та притаманна для реалiзацiї ефекту свiдка на цитогенетичному
рiвнi. Їх частота дорiвнювала 3,97± 0,42/100 метафаз i перевищувала показники контролю
(p < 0,001) (табл. 2).

Використання антиоксидантного препарату дало змогу знизити iндуковану ефектом
свiдка частоту аберацiй хроматидного типу до рiвня, що не мав статистично iстотної рiз-
ницi з контрольним (p > 0,05).

Таблиця 1. Основнi цитогенетичнi показники в неопромiнених клiтинах-свiдках при культивуваннi з опро-
мiненими в дозi 1,0 Гр лiмфоцитами при дiї антиоксидантного препарату

Варiант дослiду
Кiлькiсть

проаналiзованих
клiтин

Частота
аберантних
клiтин, %

Рiвень аберацiй хромосом
на 100 клiтин

середнiй
мiнiмальний–
максимальний

Контроль 2629 2,06 ± 0,33 2,06 ± 0,33 0,96–3,50
Клiтини-свiдки 2116 5,34 ± 0,49 5,34 ± 0,49 4,17–7,63
Клiтини-свiдки+ 2184 2,70 ± 0,35 2,70 ± 0,35 0,91–5,00
+ антиоксидантний препарат

Таблиця 2. Частота аберацiй хроматидного i хромосомного типiв у неопромiнених клiтинах-свiдках при
культивуваннi з опромiненими в дозi 1,0 Гр лiмфоцитами при дiї антиоксидантного препарату

Варiант дослiду
Частота аберацiй на 100 клiтин

хроматидного типу хромосомного типу

Контроль 0,87± 0,22 1,19± 0,25
Клiтини-свiдки 3,97± 0,42 1,37± 0,25
Клiтини-свiдки+ антиоксидантний препарат 1,14± 0,23 1,56± 0,26
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Частота аберацiй хромосомного типу в неопромiнених клiтинах-свiдках дорiвнювала
1,37± 0,25/100 метафаз i не мала статистичної рiзницi з показниками контролю (p > 0,05).
У спектрi цих аберацiй переважали делецiї (80%). Їх рiвень (1,09 ± 0,23/100 клiтин) ста-
тистично не вiдрiзнявся вiд показника в контрольних культурах лiмфоцитiв периферичної
кровi (p > 0,05) (табл. 3).

Застосування антиоксидантного препарату не вплинуло на рiвень аберацiй хромосомно-
го типу в клiтинах-свiдках, частота яких статистично вiрогiдно не вiдрiзнялась вiд показни-
ка при окремому культивуваннi змiшаних культур опромiнених i неопромiнених лiмфоцитiв
(p > 0,05).

Частота стабiльних (транслокацiй, iнверсiй) i нестабiльних (дицентрикiв, кiльцевих хро-
мосом) маркерiв дiї радiацiї в клiтинах-свiдках не мала iстотної рiзницi з показниками
контрольних культур та з результатами, отриманими при застосуваннi антиоксидантного
препарату (p > 0,05). Отриманi нами данi узгоджуються з результатами наших попере-
днiх дослiджень, в яких показано, що радiацiйно-iндукований ефект свiдка не впливає на
iндукцiю цитогенетичних маркерiв дiї радацiї [14].

Аналiз iндивiдуальних рiвнiв аберацiй хромосом показав, що ефект свiдка зареєстрова-
но в усiх обстежених волонтерiв (табл. 4). Частота аберацiй хромосом у клiтинах-свiдках
вiдзначалась у межах вiд 4,23 до 6,67 на 100 клiтин i перевищувала показники контрольних
культур вiд 0,96 до 3,50 на 100 метафаз неопромiнених лiмфоцитiв (p < 0,05).

Застосування антиоксидантного препарату сприяло зниженню iндивiдуальних рiвнiв
аберацiй хромосом у клiтинах-свiдках до показникiв (вiд 1,37 до 4,25 на 100 клiтин), що
не мали вiрогiдної рiзницi з контролем (p > 0,05).

Частота аберацiй хромосом у неопромiнених клiтинах-свiдках при окремому культиву-
ваннi та дiї антиоксидантного препарату корелювала з рiвнями аберацiй хромосом у кон-

Таблиця 3. Частота аберацiй хромосомного типу в неопромiнених клiтинах-свiдках при культивуваннi з
опромiненими в дозi 1,0 Гр лiмфоцитами при дiї антиоксидантного препарату

Варiант дослiду

Частота аберацiй на 100 клiтин

iнтерстицiальних
i термiнальних

делецiй

дицентрикiв
i кiльцевих
хромосом

транслокацiй
та iнверсiй

Контроль 0,81 ± 0,21 0,11 ± 0,08 0,27 ± 0,12
Клiтини-свiдки 1,09 ± 0,23 0,05 ± 0,05 0,24 ± 0,11
Клiтини-свiдки + 1,10 ± 0,22 0,09 ± 0,06 0,37 ± 0,13
+ антиоксидантний препарат

Таблиця 4. Iндивiдуальнi частоти аберацiй хромосом в обстежених волонтерiв

Варiант
дослiду

Частота аберацiй на 100 клiтин

контроль клiтини-свiдки
клiтини-свiдки + антиокси-

дантний препарат

1 2,05 4,75 2,62
2 0,96 4,23 1,37
3 3,00 6,09 2,86
4 3,50 6,67 4,25
5 2,00 5,14 2,33
6 2,70 5,10 2,58

M ±m 2,06 ± 0,33 5,34 ± 0,49 2,70 ± 0,35

146 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2014, №8



трольних культурах обстежених волонтерiв. У дослiдi № 4 при найвищiй спонтаннiй час-
тотi аберацiй (3,50/100 клiтин) вiдзначено найвищий середнiй рiвень аберацiй хромосом
у клiтинах свiдках (6,67/100 клiтин) як при їх окремому культивуваннi, так i застосуваннi
антиоксидантного препарату (4,25/100 клiтин). У дослiдi № 2 вказанi показники були най-
нижчими. На нашу думку, це може бути зумовлено iндивiдуальними особливостями роботи
систем репарацiї ДНК у обстежених волонтерiв.

Таким чином, в результатi цитогенетичного аналiзу неопромiнених лiмфоцитiв перифе-
ричної кровi людини, що культивувались в змiшаних культурах з лiмфоцитами, опромiне-
ними in vitro в дозi 1,0 Гр, зареєстровано радiацiйно-iндукований ефект свiдка. Частота
аберацiй хромосом в клiтинах-свiдках перевищувала показники контрольних культур не-
опромiнених лiмфоцитiв (p < 0,05) за рахунок пiдвищеної частоти хроматидних розривiв.
Застосування антиоксидантного препарату у концентрацiї 40 мкг/мл забезпечило зниження
середнього рiвня аберацiй хромосом в клiтинах-свiдках до рiвня, що не мав статистично-вi-
рогiдної рiзницi з контролем. Отриманий результат свiдчить, що в механiзмi розвитку ра-
дiацiйно-iндукованого ефекту свiдка бере участь оксидативний стрес, дiя якого нiвелюється
впливом вiтамiнiв А, С, Е, якi входять до складу антиоксидантного препарату.
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Е.В. Шеметун, О.А. Талан

Исследование участия оксидативного стресса в развитии
радиационно-индуцированного эффекта свидетеля в лимфоцитах
периферической крови человека

Проведено моделирование радиационно-индуцированного эффекта свидетеля с использова-
нием смешанной культуры облученных in vitro в дозе 1 Гр и необлученных лимфоцитов
периферической крови человека, различающихся цитогенетическими маркерами пола. Опре-
делена частота аберраций хромосом в необлученных клетках-свидетелях без/при дейст-
вии антиоксидантного витаминного препарата. Установлено, что введение антиоксидан-
та в смешанную культуру перед культивированием предотвращает развитие радиацион-
но-индуцированного эффекта свидетеля, что свидетельствует об участии оксидативного
стресса в механизме его развития.

O.V. Shemetun, O.O. Talan

Research of oxidative stress participation in the development of the
radiation-induced bystander effect in human peripheral blood
lymphocytes

The radiation-induced bystander effect is modeled with the help of a mixed cell culture consisting of
peripheral blood lymphocytes obtained from individuals of different sexes irradiated in vitro in a dose
of 1 Gy and unirradiated. The frequency of chromosome aberrations in unirradiated bystander-cells
without and under the action of an antioxidant vitaminic medical product had been determined. It
had been found that the impact of the antioxidant into the mixed culture beforе the cultivation
prevented the occurrence of the radiation-induced bystander effect. The data obtained testify to the
participation of oxidative stress in the mechanism of bystander effect development.
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