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ОСОБЛИВОСТІ ФОРМУВАННЯ РАДІАЦІЙНО,ІНДУКОВАНИХ
АБЕРАЦІЙ ХРОМОСОМ В КЛІТИНАХ ЛЮДИНИ ЗА УМОВ
МОДИФІКУЮЧОГО ВПЛИВУ ХІМІЧНИХ АГЕНТІВ 
(ПОРІВНЯЛЬНІ АСПЕКТИ)
Мета. Визначити та провести порівняльний аналіз частоти та спектру індукованих аберацій хромосом в куль$

турі лімфоцитів периферичної крові людини за умов комбінованої дії опромінення з ко$мутагеном та хімічним

мутагеном 

Матеріали та методи дослідження. Тест$система культури лімфоцитів периферичної крові умовно здорових

донорів з метафазним аналізом аберацій хромосом. 

Результати. Виявлено ко$мутагенний ефект препарату верапаміл при тестуючому γ$опроміненні лімфоцитів пе$

риферичної крові людини в діапазоні доз 0,3–2,0 Гр за рахунок підвищення частоти аберацій хромосомного ти$

пу (дицентриків). Комбінована дія γ$опромінення та нітрозованого глутатіону спрямована на індукцію та збе$

реження маркерів хімічної дії – аберацій хроматидного типу. 

Висновки. На хромосомному рівні лімфоцитів периферичної крові людини виявлено ко$мутагенний ефект пре$

парату верапаміл за дії малих доз γ$опромінення – підвищення частоти аберацій хромосомного типу (промене$

вих маркерів) у 2 рази та явище синергізму за умов комбінованої дії малих доз γ$опромінення та мутагену нітро$

зованого глутатіону – підвищення частоти аберацій хроматидного типу (хімічних маркерів) в ~3 рази.

Ключові слова: ко$мутагенез, опромінення, верапаміл, нітрозований глутатіон, радіаційно$індуковані аберації

хромосом, соматичні клітини людини.
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Formation peculiarities of radiation,induced aberrations of chromosomes in
human cells under the modifying influence of chemical agents 
(comparative aspects) 
Objective.  The study objective was to determine and provide a comparative analysis of frequency and spectrum of

the induced aberrations of chromosomes in culture of the human peripheral blood lymphocytes under the combined

impact of radiation, co$mutagen, and chemical mutagen. 

Methods. Culture of human peripheral blood lymphocytes and cytogenetic methods have been used. 

Results. A co$mutagenic effect of the drug verapamil was established under the testing γ$irradiation of human

peripheral blood lymphocytes in the dose range of 0.3–2.0 Gy at the expense of increased frequency of chromosomal

aberrations (dicentrics). The combined effect of γ$irradiation and S$Nitrosoglutathione is directed on the induction

and storage of chemical markers of exposure – the chromatid$type aberrations. 
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Conclusion. A co$mutagenic effect of verapamil under the low$dose γ$irradiation as a 2$fold increase of the chromoso$

me$type aberrations (radiation markers) incidence was revealed at a chromosomal level in human peripheral blood lym$

phocytes. Phenomenon of synergism of low$dose γ$irradiation and mutagen S$Nitrosoglutathione as a ~3$fold incre$

ased frequency of chromatid$type aberrations (chemical markers) was detected compared to the sole radiation effect.

Key words: co$mutagenesis, radiation, verapamil, S$Nitrosoglutathione, radiation$induced chromosomal aberrations,

human somatic cells.
Problems of radiation medicine and radiobiology. 2013;18:330–337.

ВСТУП
В останні десятиріччя велика увага приділяється

оцінці темпів мутаційного процесу і обсягу генетично'

го тягаря в популяціях людини, що зазнають комбіно'

ваного впливу радіаційного та хімічних факторів нав'

колишнього середовища. Інтерес дослідників викли'

кають ко'мутагени, які не проявляють власних мута'

генних властивостей, але можуть суттєво підсилювати

дію деяких хімічних мутагенів [1–3]. Дотепер не

вирішене питання щодо впливу ко'мутагенів на фор'

мування радіаційно'індукованих пошкоджень в кліти'

нах людини, в першу чергу, за дії малих доз іонізуючої

радіації (ІР). Тому актуальними є дослідження, що

спрямовані на вивчення особливостей впливу ко'му'

тагенів на радіочутливість клітин людини при оп'

роміненні в широкому діапазоні доз. Найбільш плід'

ним підходом до визначення особливостей радіацій'

но'індукованих ефектів за додаткової дії ко'мутагенів

є паралельне виконання досліджень з використанням

мутагенів хімічної природи з метою порівняння ком'

бінованих ефектів. В якості радіобіологічної основи

для виконання зазначених досліджень доцільно вико'

ристовувати тест'систему культури лімфоцитів пери'

феричної крові (ЛПК) людини з метафазним аналізом

аберацій хромосом, що дозволяє моделювати явище

ко'мутагенезу за різних експериментальних умов[4].

МЕТА РОБОТИ 
Метою роботи було визначити та провести порів'

няльний аналіз частоти та спектру індукованих абе'

рацій хромосом в культурі ЛПК людини за умов

комбінованої дії опромінення з ко'мутагеном та

хімічним мутагеном. 

МАТЕРіАЛ і МЕТОДИ 
Цитогенетичні дослідження in vitro виконано з вико'

ристанням тест'системи ЛПК умовно здорових осіб

(24 спостереження), які дали інформовану згоду на

добровільну участь у дослідженні. У роботі керува'

лись положенням Хельсинкської декларації Всесвіт'

ньої Медичної Асоціації (2008 р.), а також загальни'

ми етичними принципами, ухваленими Першим на'

ціональним конгресом України з біоетики (2001 р.).

INTRODUCTION
In the last decades a great attention was given to

evaluation of the mutation process rate and genetic

load in population exposed to radiation and chem'

ical environmental impact. Co'mutagens being of

concern by researchers do not show any own

mutagenic properties but can significantly exacer'

bate the effects of some chemical mutagens [1–3].

Still there is not resolved the issue of contribution

of co'mutagens to the radiation'induced damage

in human cells, namely as an effect of low doses of

ionizing radiation (IR). Therefore the research

directed on studying of modifying properties of

co'mutagens on radiosensitivity of human cells

in a broad range of radiation doses is challenging.

The most fruitful approach to determine the fea'

tures of the radiation'induced effects under addi'

tional co'mutagen impact is a parallel research

using chemical mutagens with the purpose of

comparing the combined effects. The test system

of culture of human peripheral blood lympho'

cytes (PBL) with metaphase analysis of chromo'

somal aberrations was applied as a radiobiological

model. This approach allows to simulate and test

a phenomenon of co'mutagenesis in various

experimental conditions [4].

OBJECTIVE 
The study objective was to determine and provide

a comparative analysis of frequency and spectrum

of the induced aberrations of chromosomes in cul'

ture of the human PBL under the combined action

of radiation, co'mutagen, and chemical mutagen.

MATERIAL AND METHODS 
Cytogenetic research was performed in vitro by using

the test system of PBL from the provisionally healthy

individuals (24 observations) in whom an informed

consent was received for a voluntary participation in

the study.  The research was held in accordance with

provisions of the Helsinki Declaration of the World

Medical Association (2008) and also of the general

ethical principles accepted by the First national con'
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Опромінення зразків крові (лімфоцитів 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, напру'

га 180 кВ, фільтр 0,5 Cu) в діапазоні доз 0,3–2,0 Гр. В

якості ко'мутагену використано блокатор каль'

цієвих каналів – верапаміл (В), який вводили в

культуру ЛПК одразу після опромінення у концент'

рації 1,5мкг/мл крові, що перевищувало терапев'

тичну дозу відповідно в 1,5 раза; в якості хімічного

мутагену – нітрозований глутатіон (GSNO), який

вводили в культуру клітин також одразу після оп'

ромінення в діапазоні концентрацій 0,5–1,0 мкМ

крові. Культивування ЛПК здійснювали за мо'

дифікованим методом протягом 52 год [5]. Метафаз'

ний аналіз хромосом виконували за загальноприй'

нятими критеріями та з елементами часткового

каріотипування [6]. З метою оцінки проліфератив'

ного потенціалу лімфоцитів за різних експеримен'

тальних умов визначали також мітотичну активність

клітин. Результати аналізували за допомогою ме'

тодів стандартної описової статистики.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 
На початку досліджень було визначено мітотичну

активність лімфоцитів людини за умов комбінова'

ного впливу опромінення та хімічних агентів (in

vitro). Встановлено, що препарат В в концентрації

1,5 мкг/мл крові не впливає на мітотичну активність

лімфоцитів. Комбінована дія ІР та В пригнічує

проліферативний потенціал досліджуваних клітин за

малих доз радіації (0,3 Гр) на 30 % в порінянні з

інтактним контролем. Але при подальшому підви'

щенні дози опромінення В вже не впливає на міто'

тичну активність опромінених клітин (рис. 1).

На відміну від зазначеного ефекту ко'мутагену В

хімічний мутаген GSNO навіть у відносно малій

концентрації (0,5 мкМ) знижує мітотичний індекс

клітин на 26 %, а за комбінованої дії з опроміненням

в дозі 0,5 Гр – більше ніж на 60 % порівняно з інтакт'

ним контролем та на 40 % – лише з опроміненням

(рис. 2).

Зауважимо, що зниження здатності клітин до стиму'

ляції різними мітогенами (в даному випадку – ФГА)

свідчить про імунодепресію та зміни їх функціональ'

ного стану [7]. На основі виконаних модельних екс'

периментів можна зробити висновок, що ко'мутаген

В порівняно з дією мутагену GSNO чинить на

лімфоцити людини меншу імунодепресивну дію.

Виконане дослідження дозволило визначити нас'

тупні особливості впливу ко'мутагену В на реалізацію

gress of Ukraine on bioethics (2001). Irradiation of

blood samples (lymphocytes in the G0'period of the

cell cycle) was performed on the therapeutic unit

“Roсus” with the 60Co γ'ray source (0.89 Gy/min

dose rate, 10 mA current, 180 kV voltage, 0.5 Cu fil'

ter) in 0.3–2.0 Gy dose range. A calcium channel

blocker verapamil (V) was applied as a co'mutagen

been introduced into the PBL culture at once after

the irradiation at a concentration of 1.5 μg/mL of

blood, which exceeded the therapeutic dose by 1.5

times. S'Nitrosoglutathione (GSNO) was used as a

chemical mutagen, which was added to the cell cul'

ture in the 0.5–1.0 μM concentration range. Cells

were cultured for 52 h according to the standard pro'

cedures with modifications [5]. Metaphase chromo'

some analysis was carried out according to the con'

ventional requirements to metaphase spread with

partial karyotyping elements [6]. The mitotic cellular

activity was assayed to estimate a proliferate capacity

of lymphocytes under different experimental condi'

tions. Results were analysed by the standard methods

of descriptive statistics.

RESULTS AND DISCUSSION 
Mitotic activity of human lymphocytes was assayed

at the beginning of research under the conditions of

combined impact of radiation and chemical agents

(in vitro). The V preparation at a blood concentra'

tion of 1.5 μg/mL had no effect on the mitotic

activity of lymphocytes.  A combined impact of IR

and V inhibited the proliferative potential of target

cells under the low radiation doses (0.3 Gy) by

30% compared with the intact controls. However

further dose increase made no effect on the mitot'

ic activity of irradiated cells (Fig. 1).

In contrast to this effect of co'mutagen V the

chemical mutagen GSNO even at the relatively low

concentration (0.5 μM) decreased the mitotic index

of cells by 26%, and under the combined effect with

radiation at a dose of 0.5 Gy it produced more than

60% decrease compared to the intact control and

40% lowering with irradiation only (Fig. 2).

Please note, that a decreased cellular capacity for

stimulation with different mitogens (PHA in this

case) indicates to the immune depression and their

abnormal functionality [7]. On the basis of held

experiments one can conclude that the co'mutagen

V makes much lower immunosuppressive effect on

human PBL vs. the effect of mutagen GSNO. 

This study allowed determining of some distinct

features of co'mutagen effect on the process of
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Рисунок 2. Комбінований вплив опромінення та GSNO на мітотичну активність лімфоцитов перифе6
ричної крові (in vitro). 

Figure 2. Combined effects of IR and GSNO on the mitotic activity of peripheral blood lymphocytes (in vitro).

Рисунок 1. Комбінований вплив опромінення та В на мітотичну активність лімфоцитов периферичної
крові (in vitro). 

Figure 1. Combined effects of IR and V on the mitotic activity of peripheral blood lymphocytes (in vitro).

радіаційно'індукованих пошкоджень хромосомного

апарату ЛПК. Відповідно до класифікації клітин за

показником радіочутливості, яка використовується в

радіобіології до сьогоднішнього часу, саме ЛПК від'

носять до першого класу – вегетативних інтермітотич'

них клітин, що визнані найбільш чутливими клітина'

ми організму людини до дії ІР [8]. На побудованій

кривій для загальної частоти аберацій хромосом в діа'

пазоні малих доз реєструється плато (дозонезалежна

ділянка), яке зберігається за умов додаткового впливу

ко'мутагену В в зазначеній концентрації (рис. 3).

З підвищенням дози γ'опромінення відмічається

зростання комбінованого цитогенетичного ефекту

під впливом В: при дозі 1,0 Гр В потенціює пош'

radiation'induced chromosomal damage of the

PBL. According to contemporary radiobiological

classification of cells in terms of their radiosensi'

tivity just the PBL are attributed to the first class

i.e. vegetative intermitotic cells recognised as most

sensitive ones in the human body to the effects of

IR [8]. There is a plateau on curve for overall fre'

quency of chromosome aberrations in the range of

low doses. Plateau is also present under the addi'

tional exposure to co'mutagen V in the specified

concentration (Fig. 3).

Trend to exacerbation of combined cytogenetic

effect was observed under the influence of V along

with IR dose elevation: at a dose of 1.0 Gy the V
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Рисунок 4. Частота аберацій хромосомного типу в культурі ЛПК за умов комбінованої дії ІР та В. 

Figure 4. Frequency of chromosome type aberrations in PBL culture under the combined IR and V impact.

Рисунок 3. Частота аберацій хромосом в культурі ЛПК за умов комбінованої дії ІР та В. 

Figure 3. Frequency of chromosome aberrations in PBL culture under the combined IR and V impact.

коджуючу дію ІР в 1,3 раза, при дозі 2,0 Гр – в 1,6

раза. Виявлений ко'мутагенний ефект при γ'оп'

роміненні клітин в дозі 2,0 Гр обумовлений в ціло'

му підвищенням частоти аберацій хромосомного

типу (21,0 та 13,0 аберацій на 100 метафаз,

відповідно), перш за все за рахунок променевих

маркерів, а саме дицентричних хромосом (7,0 на

100 метафаз, тобто, в два рази вище в порівнянні з

ефектом опромінення). Слід відмітити, що не

менш важливим є виявлення ко'мутагенного ефек'

ту В при дії малих доз ІР (0,3 Гр), який виражаєть'

ся у підвищенні частоти аберацій хромосомного

типу ~ в 2 рази (рис. 4).

Це свідчить, що з підвищенням дози опромінення

ко'мутаген В пригнічує активність репараційних

potentiates damaging effect of IR in 1.3 times, at a

dose of 2.0 Gy in 1.6 times. The discovered co'

mutagenic effect in γ'irradiated cells at a dose of 2.0

Gy is in a whole due to an increased frequency of

chromosomal aberrations  (21.0 and 13.0 aberrations

per 100 metaphases, respectively), and first of all at

the expense of radiation marker such as dicentric

chromosomes number (7.0 per 100 metaphases, i.e.

2 times higher than the effect of irradiation itself).

Noteworthy that revealing of сo'mutagen effect of

the V under low dose IR (0.3 Gy) is also important,

being expressed though the ~2'fold increase of chro'

mosome'type aberration incidence (Fig. 4).

It means that along with IR dose elevation the

co'mutagen V inhibits the reparation processes and
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Рисунок 5. Частота аберацій хроматидного типу в ЛПК за умов комбінованої дії ІР та GSNO. 

Figure 5. Frequency of chromatid6type aberrations in PBL under the combined IR and GSNO impact.

процесів та, як наслідок, сприяє реалізації складних

аберацій обмінного типу – променевих маркерів. Та'

ке положення підтверджується даними роботи, в якій

на цитогенетичному рівні соматичних клітин експе'

риментальних тварин встановлено, що препарат В,

виступаючи в ролі ко'мутагену, підсилює дію деяких

хімічних сполук, в тому числі антибіотиків [9]. 

На відміну від описаного ефекту ко'мутагенезу, за

умов комбінованої дії ІР та мутагену GSNO спос'

терігалось явище синергізму, тобто підвищення ади'

тивного ефекту в цілому за рахунок аберацій хрома'

тидного типу, які визнані маркерами дії хімічних

агентів (рис. 5). За умов комбінованої дії малих доз

ІР (0,5 Гр) та GSNO (1,0 мкМ) частота аберацій хро'

матидного типу зростає майже в 3 рази порівняно з

опроміненням. Одержані результати узгоджуються з

сучасними поглядами на індукцію та збереження в

клітинній популяції аберацій хроматидного типу, як

маркерів генетичної нестабільності клітин [10,11].

Підвищення дози γ'опромінення до 1,5 Гр призводи'

ло до зниження комбінованого цитогенетичного

ефекту, що може бути результатом репродуктивної

загибелі найбільш пошкоджених клітин [7]. Такий

тип загибелі клітин пов’язаний з утворенням абе'

рацій хромосом нестабільного типу, що призводять

до втрати генетичного матеріалу, тобто, загибелі

клітин при спробі до поділу [12].

Відсутність переконливих даних стосовно особли'

востей прояву ко'мутагенних ефектів деяких препа'

ратів, в тому числі медичного призначення, та їх ме'

ханізмів не дозволяє реально оцінити генетичний

ризик для людини і відповідно розробити способи

корекції можливих негативних наслідків. Теоретич'

consequently contributes to the complex ex'

change'type aberrations i.e. the radiation markers.

This provision is confirmed by the research data on

somatic cells of experimental animals at cytogene'

tic level where the preparation V acting as a co'

mutagen enhanced the effects of certain chemical

compounds including antibiotics [9].

In contrast to the described effect of co'mutage'

nesis the combined impact of IR and mutagen

GSNO produced the phenomenon of synergy i.e.

an amplification of additive effect in a whole at the

expense the chromatid'type aberrations recognised

as markers of chemical impact (Fig. 5). Under the

combined effect of low IR doses (0.5 Gy) and

GSNO (1 μM) the incidence of chromatid'type

aberrations is ~3'fold higher vs. irradiation alone.

These results are consistent with contemporary

opinions on induction and preservation of chro'

matid'type aberrations in the cell populations as

the markers of cellular genetic instability [10,11].

The IR dose increase to 1.5 Gy led to a lower com'

bined cytogenetic effect that could result from

reproductive death of the most damaged cells [7].

This type of cell death is associated with formation

of the unstable chromosome aberrations leading to

loss of genetic material, i.e. cell death while trying

to divide [12].

No convincing data on peculiarities of co'muta'

genic effects of certain chemical compounds includ'

ing medical drugs and of the pathways of such effects

makes impossible to assess realistically the genetic

risk for humans and therefore to develop the correc'

tive tools for negative consequences. Theoretically
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но не можна спростовувати можливість того, що ко'

мутагенні ефекти деяких хімічних сполук опосеред'

ковуються декількома механізмами. Однак виявле'

ний у нашій роботі підвищений рівень аберацій хро'

мосомного типу – променевих маркерів – за комбі'

нованої дії відносно високих доз ІР та ко'мутагену В

однозначно свідчить, що пригнічення системи репа'

рації є домінуючим механізмом у реалізації двороз'

ривних радіаційно'індукованих пошкоджень хромо'

сом. На відміну від зазначеного ко'мутагенного

ефекту В комбінована дія ІР та мутагену GSNO

спрямована на індукцію та збереження маркерів

хімічної дії ' аберацій хроматидного типу.

ВИСНОВКИ
1. На хромосомному рівні лімфоцитів периферичної

крові людини виявлено ко'мутагенний ефект препа'

рату верапаміл за дії малих доз γ'опромінення –

підвищення частоти аберацій хромосомного типу

(променевих маркерів) у 2 рази.

2. Виявлено явище синергізму за умов комбінованої

дії малих доз γ'опромінення та мутагену GSNO –

підвищення частоти аберацій хроматидного типу

(хімічних маркерів) ~ в 3 рази в порівнянні з оп'

роміненням.

one can’t deny the possibility of mediating the co'

mutagenic effects of some chemical compounds

through several pathways. However the revealed ele'

vated level of chromosomal'type aberrations in our

work i.e. of radiation markers under the combined

impact of relatively high doses of IR and co'muta'

gen V unequivocally testifies that suppression of a

reparation system is the main pathway of radiation'

induced chromosomal damage. In contrast to the

described co'mutagenic effect of V the combined

effect of IR and mutagen GSNO is directed at the

induction and preservation of chemical impact

markers i.e. the chromatid'type aberrations.

CONCLUSION
1. The co'mutagenic effect of drug verapamil

under the low dose γ'irradiation as a 2'fold in'

crease of chromosome'type aberrations (radiation

markers) incidence was revealed at a chromosomal

level in human peripheral blood lymphocytes.

2. Phenomenon of synergism of low dose γ'irradi'

ation and mutagen S'Nitrosoglutathione as a ~3'

fold increased frequency of chromatid'type aber'

rations (chemical markers) was detected compa'

red to the sole radiation effect.
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