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МОДИФІКАЦІЯ ОПРОМІНЕННЯМ ПУХЛИННО/ІНДУКОВАНОГО
ЕФЕКТУ СВІДКА ПРИ СУМІСНО/РОЗДІЛЬНОМУ КУЛЬТИВУВАННІ
ЛІМФОЦИТІВ ХВОРИХ НА ХРОНІЧНУ ЛІМФОЦИТАРНУ
ЛЕЙКЕМІЮ З ЛІМФОЦИТАМИ ЗДОРОВИХ ДОНОРІВ
Мета: дослідити пухлинно&індукований ефект свідка, викликаний впливом клітин крові хворих на хронічний

лімфолейкоз (ХЛЛ), на нетрансформовані клітини&свідки (лімфоцити периферичної крові (ЛПК) умовно здоро&

вих осіб) та можливість його модифікації під впливом опромінення. 

Матеріали і методи. Було проведено спільно&роздільне культивування зразків крові умовно здорових волон&

терів та хворих на ХЛЛ за розробленою нами методикою з подальшою детекцією відносного рівня пошкоджен&

ня ДНК за допомогою методу Commet assay.

Результати. Встановлено статистично значуще зростання (р < 0,001) рівня пошкоджень ДНК в культурах ЛПК

умовно здорових осіб, після спільно&роздільного культивування з трансформованими клітинами хворих на ХЛЛ.

Після опромінення було відмічене падіння рівня клітин з високим ступенем пошкоджень ДНК, що відбулось за

рахунок зростання частоти клітин, що затримались в поділі на S&стадії клітинного циклу. Зростання апоптичної

активності в культурах клітин&свідків було відмічено в усіх варіантах експерименту (р < 0,001). 

Висновки. Вплив опромінених клітин крові хворих на ХЛЛ призводить до посилення маніфестації ефекту свідка

в ЛПК умовно здорових осіб.   

Ключові слова: пухлинно&індукований ефект свідка, лімфоцити периферичної крові, Comet assay, іонізуюче

випромінювання.
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MODIFICATION OF THE TUMOR/INDUCED BYSTANDER EFFECT
BY IRRADIATION UNDER COCULTIVATION OF LYMPHOCYTES
FROM PATIENTS WITH CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA
AND LYMPHOCYTES FROM HEALTHY DONORS
Objective: Study the tumor&induced bystander effect of blood cells from chronic lymphocytic leukemia (CLL)

patients on non&transformed bystander cells (peripheral blood lymphocytes (PBL) of conditionally healthy individ&

uals) and the possibility of its modification after the impact of ionizing radiation.

Materials and methods. We carried out cocultivation and separate cultivation of blood samples from conditionally

healthy volunteers and patients with CLL according to our technique. Using the Comet assay, the relative level of

DNA damage was evaluated.

Results. A statistically significant increase (р < 0.001) in the level of DNA damage in PBL culture of conditionally

healthy individuals after co&cultivation with malignant cells of CLL patients was observed. After irradiation, a drop

in the level of cells with a high degree of DNA damage was noted, which was connected with an increase in the fre&

quency of cells that were delayed in division at the S stage of the cell cycle. An increase in apoptotic activity in cul&

tures of bystander cells was observed in all variants of the experiment (р < 0.001).

Conclusion. The influence of irradiated blood cells of patients with CLL results in an enhancement of the tumor&

induced bystander effect manifestation in the PBL of conditionally healthy individuals.

Key words: tumor&induced bystander effect, peripheral blood lymphocytes, Comet assay, ionizing radiation.
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ВСТУП
Клітини, що зазнали пошкоджень, здатні індукувати

різноманітні біологічні зміни в непошкоджених

клітинах, які контактують з ними в єдиному отоF

ченні безпосередньо або знаходячись на значній

відстані від них. Даний феномен міжклітинних

взаємодій отримав назву ефекту свідка (bystander

effect). До його розвитку призводить вплив різних

видів іонізуючого та неіонізуючого випромінюванF

ня, генотоксичних органічних сполук, іонів важких

металів, наночасток, високих температур та інших

стресFфакторів [1–4] .

Механізми, які відповідають за ефект свідка, є

складними та не до кінця вивченими.

Найбільшу увагу приділяють вивченню ефекту свідка,

спричиненого дією іонізуючого випромінювання (radiF

ation induced bystander effect – RIBE), який має важливе

значення для прогнозування віддалених медикоFбіолоF

гічних наслідків опромінення, в першу чергу, в радіаF

ційній онкології. Прояв RIBE супроводжується посилеF

ним синтезом цитокінів, генерацією вільних радикалів

INTRODUCTION
When the damaged and intact cells exist in a comF

mon environment, damaged cells are able to

induce various biological alterations in intact cells

both in direct contact with them and being at a

considerable distance. This phenomenon of interF

cellular interactions is known as the bystander

effect. The manifestation of the bystander effect is

observed after the impact of various types of ionizF

ing and nonFionizing radiation, genotoxic organic

compounds, heavy metal ions, nanoparticles, high

temperature and other stress factors [1–4]. 

The mechanisms that are responsible for the byF

stander effect are complex and not fully understood.

The main attention is paid to the study of the

radiation induced bystander effect (RIBE), which

is important for predicting the longFterm medical

and biological consequences of exposure, primariF

ly in radiation oncology. The manifestation of

RIBE is accompanied by enhanced synthesis of

cytokines, the generation of free radicals (includF
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ing peroxide), secondary stress messengers (NO)

and various noncoding RNAs [5, 6]. 

However, enhanced synthesis and release of

these factors into the extracellular space is characF

teristic of malignant neoplasm cells, which leads to

the onset of alterations in normal cells that are

observed in RIBE as well. The impact of malignant

cells on normal cells is called the tumorFinduced

bystander effect (TIBE). It is believed that TIBE

can be one of the reasons for the development of

secondary tumors in cancer patients, as well as sigF

nificantly influence on the induction of adverse

effects of anticancer therapy [7–9]. 

Thus, the study of the features of the interaction

of nonFirradiated and irradiated malignant human

cells with normal cells is topical in terms to predict

the disease progression the and the efficiency of

anticancer treatment.

OBJECTIVE
Study the tumorFinduced bystander effect of blood

cells from chronic lymphocytic leukemia (CLL)

patients on nonFtransformed bystander cells (periF

pheral blood lymphocytes (PBL) of conditionally

healthy individuals) and the possibility of its modF

ification after the impact of ionizing radiation.

MATERIALS AND METHODS
The research was held under the principles of the

Declaration of Helsinki of the World Medical AssoF

ciation (2008) providing the subjects’ informed conF

sent to participate in corresponding studies, as well as

by the general ethical principles adopted by the First

National Congress of Ukraine on Bioethics (2001).

Peripheral blood samples were obtained from 10

CLL patients. As a control, we used cultures of lymF

phocytes obtained from 10 conditionally healthy volF

unteers (age 35–51 years, mean age – 43 years). The

informed consent was obtained from all individuals.

The cultivation of lymphocytes was carried out for

48 h. Some cultures of the peripheral blood of patients

with CLL were exposed to γFray (emitter IBLF237C,

doseFrate 2.34 Gy/min) at a dose of 0.5 Gy on hour 0

of cultivation. The cocultivation of irradiated and

nonFirradiated cultures of lymphocytes was carried

out in containers separated by a membrane with pores

of 1.0 μm, which prevented mixing of cells, but

allowed the passage of biologically active substances.

To evaluate the relative level of DNA damage, we

used method of neutral singleFcell gel elecF

trophoresis (Comet assay) [10]. Slide preparation,
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(у тому числі пероксидних) вторинних стресFмесендF

жерів (NO) та різноманітних некодуючих РНК [5, 6].

Однак посилений синтез і викид в міжклітинний

простір цих самих чинників є характерним для клітин

злоякісних новоутворень, що призводить до розвитку

в нормальних клітинах змін, які спостерігаються при

RIBE. Ефект впливу малігнізованих клітин на норF

мальні отримав назву пухлинноFіндукованого ефекту

свідка (tumorFinduced bystander effect – TIBE). ВважаF

ють, що TIBE може бути однією з причин розвитку

вторинних злоякісних новоутворень у онкологічних

хворих, а також суттєво впливати на розвиток побічF

них ефектів протипухлинної терапії [7–9].

Таким чином, дослідження особливостей взаємодії

неопромінених та опромінених онкотрансформоваF

них клітин людини з нормальними клітинами є акF

туальними з точки зору прогнозування наслідків

розвитку хвороби і перспектив лікування.

МЕТА
Дослідити пухлинноFіндукований ефект свідка,

викликаний впливом клітин крові хворих на хроF

нічний лімфолейкоз (ХЛЛ), на нетрансформовані

клітиниFсвідки (лімфоцити периферичної крові

(ЛПК) умовно здорових осіб) та можливість його

модифікації під впливом опромінення. 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
У роботі керувались положеннями Гельсінської декF

ларації Всесвітньої Медичної Асоціації (2008 р.), яка

передбачає інформовану згоду осіб на участь у проF

веденні відповідних досліджень, а також загальними

принципами, ухваленими Першим національним

конгресом України з біоетики (2001 р.). 

Зразки периферичної крові були отримані від 10

хворих на ХЛЛ. В якості контролю використовуваF

лись культури лімфоцитів, одержані від 10 умовно

здорових волонтерів. Усі особи були залучені за умов

поінформованої згоди. 

Культивування лімфоцитів проводили протягом 48

год. Частину культур периферичної крові хворих на

ХЛЛ опромінювали γFквантами (випромінювач IBLF

237C, потужність 2,34 Гр/хв) в дозі 0,5 Гр на 0 годині

культивування. Культивування опромінених і неопF

ромінених культур лімфоцитів проводилось в ємносF

тях, розділених мембраною з порами 1,0 мкм, що заF

побігало перемішуванню клітин, але дозволяло проF

ходити біологічноFактивним речовинам.

Для оцінки відносного рівня пошкодження ДНК

використовували нейтральну версію Сomet assay

[10]. Приготування слайдів, лізис клітин і проведенF
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cell lysis, and electrophoresis were performed

according to the generally accepted technique [11].

After electrophoresis, the slides were stained with

DAPI (4’, 6FdiamidinoF2Fphenylindole) at a conF

centration of 2 μg/ml and analyzed under a fluoF

rescent microscope, connected with a Canon EOS

1000 D camera. For each variant, at least three repF

etitions were made and at least 100 randomly

selected «comets» were photographed for each repF

etition (Fig. 1). The image was analyzed using the

Image J program (imagej.nih.gov) using the

OpenComet plugin . The Tail Moment (TM) index

[12], calculated as the multiplication of the comet’s

tail length and the total DNA fraction, was used as

a parameter to determine the relative level of DNA

damage. TM takes into account both the fraction

of the smallest fragments of migrating DNA (which

is reflected in the length of the comet’s tail) and the

amount of relaxed/damaged large DNA fragments

(the rate of DNA release into the tail). «Atypical

comets» (AC), which are formed from cells with a

high level of DNA fragmentation, were analyzed

separately (Fig. 1). Statistical data processing was

carried out using generally accepted methods [13].

RESULTS AND DISCUSSION
Under separate cultivation of intact PBLs from

apparently healthy volunteers, the average spontaF

neous TM level was 4.30 ± 0.40. The obtained data

coincide with the results of our previous studies

[14]. During cocultivation of irradiated and nonF

irradiated PBLs of conditionally healthy individuF

als, in the bystander cells a significant decrease in

the DNA escape was observed in comparison with

the control level (the average value of TM in the

group was 1.86 ± 0.24, p < 0.05).

The data we have received is quite unexpected. It

is known that when the bystander effect is manifestF

ня нейтрального кометного електрофорезу проводиF

ли за загальноприйнятою методикою [11]. Після

електрофорезу препарати фарбували DAPI (4’,6F

diamidinoF2Fphenylindole) в концентрації 2 мкг/мл та

аналізували під люмінесцентним мікроскопом з

приєднаною фотокамерою Canon D1000. Для кожноF

го варіанту робили не менше трьох повторів і фотогF

рафували не менше 100 випадково обраних «комет»

для кожного повтору (рис. 1). Зображення аналізуваF

ли за допомогою програми Image J (imagej.nih.gov) з

використанням плагіну OpenComet. В якості параF

метру для визначення відносного рівня пошкодженF

ня ДНК використовували показник «Tail Moment»

(ТМ) [12], який вираховується як добуток довжини

«хвоста» комети і фракції тотальної ДНК. ТМ врахоF

вує як частки найменшого розміру виявленої мігруF

ючої ДНК (що відображено в довжині хвоста комеF

ти), так і кількість релаксованих/пошкоджених веF

ликих фрагментів ДНК (інтенсивність виходу ДНК у

хвостову частину). «Атипові комети» (АК), які утвоF

рюються з клітин з високим рівнем фрагментації

ДНК, аналізували окремо (рис. 1). Статистичну обF

робку даних проводили за загальноприйнятими меF

тодами [13].

РЕЗУЛЬТАТИ І ОБГОВОРЕННЯ
При окремому культивуванні інтактних ЛПК умовF

но здорових волонтерів середній спонтанний

рівень ТМ складав 4,30 ± 0,40. Отримані дані збігаF

ються з результатами наших попередніх досліджень

[14]. При спільноFроздільному культивуванні опF

ромінених та неопромінених ЛПК умовно здорових

осіб в клітинахFсвідках спостерігали значне зменF

шення виходу ДНК порівняно з контрольним

рівнем (середнє значення ТМ по групі – 1,86 ± 0,24,

р < 0,05). 

Дані, отримані нами, є досить несподіваними.

Відомо, що при реалізації ефекту свідка в неопF
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Рисунок 1. Типи «комет»: 
А – атипова «комета» (клітина
в стані апоптозу); В – «комета»
без збільшеної хвостової
ділянки (нормальна клітина)

Figure 1. Types of «comets»: 
A – atypical «comet» (apoptotic
cell), B – standard=tail «comet»
(normal cell)

A

B



ed in unirradiated cells, an increase in the level of

DNA damage, gene mutations, and chromosome

aberrations is detected [15–18], and we should have

expected an increase in ТМ in bystander cells.

For a more detailed analysis, we studied the freF

quency distribution of individual cells depending

on the level of DNA migration in the agarose gel.

The limit values of deciles were set according to

the indicators of TM control variants  (ТM was

0.76; 1.47; 2.63; 4.09; 5.32; 6.30; 7.52; 8.81; 11.06)

and were chosen to form groups for estimating  freF

quencies of «comets» that have TM within the

appropriate range. If the value of TM was equal to

the boundary index, the «comet» was referred to

the next group. The results are shown in Figure 2.

When analyzing the data, we took notice both of a

statistically significant (p <0.01) increase in the freF

quency of «comets» with a low TM level (groups 1

and 2) in the cultures of bystander cells (group 1 and

2), and the absence of «comets» in group 10 (conF

tains cells with a high DNA damage). Because it is

known for the cells in the S phase, the significant

decrease of DNA exit in agarose gel under the neuF

tral conditions of «comet» electrophoresis is

observed [14],  this situation probably indicates the

presence of a considerable number of damaged cells

in the culture of bystander lymphocytes, in which

the checkpoint was triggered at the S phase of the

cell cycle. This can explain the significant decrease

in the average TM value in the cultures of bystander
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ромінених клітинах спостерігається збільшення

рівня пошкоджень ДНК, генних мутацій та аберацій

хромосом [15–18] і ми повинні були очікувати збільF

шення ТМ в клітинахFсвідках.

Для більш детального аналізу було проведено

дослідження частотного розподілу окремих клітин

залежно від рівня міграції ДНК в агарозний гель. За

показниками ТМ контрольних варіантів були встаF

новлені граничні значення децилів (ТМ дорівнюваF

ли 0,76; 1,47; 2,63; 4,09; 5,32; 6,30; 7,52; 8,81; 11,06),

які були обрані для формування груп при розрахунF

ку частот ТМ в клітинахFсвідках. Якщо значення

ТМ дорівнювало граничному, «комету» відносили

до наступної групи. Результати представлені на риF

сунку 2.

При аналізі даних привертає увагу як статистично

значуще (p < 0,01) збільшення в культурах клітинF

свідків частоти «комет» з низьким рівнем ТМ (групи

1 та 2), так і відсутність «комет» групи 10 (містить

клітини з найвищим рівнем пошкоджень ДНК).

Оскільки відомо, що при нейтральному варіанті «коF

метного» електрофорезу у клітин, які знаходяться в

SFфазі, спостерігається значне зниження виходу

ДНК в агарозний гель [14], то, вірогідно, така ситуF

ація свідчить про наявність в культурі лімфоцитівF

свідків значної кількості пошкоджених клітин, у

яких спрацював checkpoint на SFфазі клітинного

циклу. Саме цим можна пояснити значне зниження

середнього значення ТМ в культурах клітинFсвідків.

Таким чином, особливістю прояву RIBE при спільF
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Рисунок 2. Частотний розподіл комет за значеннями ТМ в культурах клітин=«свідків» при сумісно=
роздільному культивуванні опромінених і неопромінених лімфоцитів умовно здорових волонтерів 
По горизонталі – групи комет (див. пояснення у тексті). Для всіх груп 10 % є контрольним значенням 

Figure 2. Frequency distribution of comets according to TM values in cultures of bystander cells during co=
cultivation of irradiated and non=irradiated lymphocytes of conditionally healthy volunteers 
Horizontally, the groups of comets are indicated (see explanation in the text). For all groups, 10 % is the control value
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cells. Thus, a feature of the manifestation of RIBE

during coFcultivation of nonFmalignant lymphoF

cytes is an increase in cells with a very high level of

DNA damage that do not pass the S/G2 checkpoint

and, as a consequence, stop division at this stage.

After cocultivation  PBL of conditionally healthy

individuals with malignant cells of CLL patients, an

increase in the mean level of ТM was established (up

to 10.99 ± 0.80, p < 0.05). A more detailed frequenF

cy analysis of the obtained data showed a statisticalF

ly significant (p < 0.001) increase in the frequencies

of the «comets» that belong to two groups: the group 1,

which corresponds to «comets» with no DNA exit in

agarose gel, and group 10 (p < 0.001), which correF

sponds to cells with high level of DNA migration

(Fig. 3). These results indicate the evident manifesF

tation of the tumorFdependent bystander effect

(TIBE) during cocultivation of cells collected from

CLL patients and PBL of conditionally healthy

individuals. The main features of TIBE were an

increase in the frequency of cells arrested at the S

phase of the cell cycle (heavily damaged cells in

which the mechanism of checkpoint control is actiF

vated) and cells with a high frequency of unrepaired

singleF and doubleFstrand DNA breaks.

In order to clarify the possibility of enhancing the

manifestations of the bystander effect when TIBE and

RIBE are overlapped, we carried out cocultivation of

the PBL of conditionally healthy individuals with

irradiated blood cells of patients with CLL. In the

ноFроздільному культивуванні немалігнізованих

лімфоцитів є збільшення клітин з дуже високим

рівнем пошкоджень ДНК, які не проходять checkF

point S/G2, та, як наслідок, зупиняють поділ на цій

стадії.

Після спільноFроздільного культивування з

трансформованими клітинами хворих на ХЛЛ в

культурах ЛПК умовно здорових осіб було встановF

лено зростання середньогрупового показника ТМ

до 10,99 ± 0,80 (p < 0,05). Більш детальний частотний

аналіз отриманих даних показав статистично значуF

ще (p < 0,001) зростання частот комет двох груп –

першої, що відповідає «кометам», в яких відсутній

вихід ДНК в агарозний гель, та групи 10 (p < 0,001),

яка відповідає клітинам з високим рівнем міграції

ДНК (рис. 3). Ці результати вказують на чіткий розF

виток пухлинноFзалежного ефекту свідка (TIBE) при

спільноFроздільному культивуванні клітин хворих на

ХЛЛ та ЛПК умовно здорових осіб, особливістю

якого є зростання частоти клітин, що зупинились на

SFфазі клітинного циклу (потенційно пошкоджені

клітини, у яких спрацював  механізм активації

checkpointFконтролю) і клітин з високою частотою

нерепарованих одноF та двоFланцюгових розривів

ДНК.

З метою з’ясування можливості посилення проявів

ефекту свідка при накладенні TIBE та RIBE, було

проведено спільноFроздільне культивування ЛПК

умовно здорових осіб з опроміненими клітинами

крові хворих на ХЛЛ. В популяції клітинFсвідків
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Рисунок 3. Зміна частотного розподілу «комет» за значеннями ТМ в культурах клітин=«свідків» при
сумісно=роздільному  культивуванні  з неопроміненими і опроміненими культурами лімфоцитів хворих на ХЛЛ
По горизонталі – групи комет (див. пояснення у тексті); для всіх груп 10 % є контрольним значенням 

Figure 3. Change in the frequency distribution of «comets» by TM values in cultures of bystander cells dur=
ing co=cultivation with non=irradiated and irradiated cultures of lymphocytes of CLL patients 
Horizontally, the groups of comets are indicated (see explanation in the text); for all groups, 10 % is the control value



population of bystander cells, a statistically significant

(p < 0.001) increase in the frequency of «comets» of

the first group was detected in comparison with the

realization both RIBE (Fig. 2) and TIBE (Fig. 3).

The rate of cells that have a high level of DNA breaks

(group 10) was not differ from the control value.

It is known that in malignant hematopoietic cells

(peripheral blood lymphocytes) of patients with

CLL, there is a significant increase in the synthesis of

cytokines (TNFα), interleukins (ILF16) and monoF

clonal chemokines (CCL3) [19–21]. We assume that

the effect of cytokines is a trigger for the processes

that occur in the PBL of conditionally healthy indiF

viduals. Since TNFFα is one of the key elements for

initiation of the radiationFinduced bystander effect

[22, 23], it is likely that the influence of nonFirradiatF

ed transformed cells may cause the development of

similar processes in bystander cells in conditionally

healthy individuals. In response to the active influF

ence of TNFFα from the signal inducer cells, the

enhancement of NO synthesis, which is a secondary

stress messenger, occurs in bystander cells, [24]. Also,

an increase in the concentration of NO in bystander

cells can lead to the induction of singleFstranded

DNA breaks, and, as a consequence, the progress of

genomic instability [25–27]. Cells with a high level of

genomic damage do not pass the accurate S stage

checkpoint, which was found in our study.

Thus, the frequency analysis of «comets» distribuF

tion by TM parameter showed the two groups (group

1 and 10), changes in which most clearly characterF

ize various manifestations of bystander effect.

One of the important consequences of the

bystander effect, which is observed during interF

cellular interaction between inducer cells and

bystander cells, is a modification of apoptotic

activity in cultures of communicating cells [28].

Using Comet assay under neutral conditions,

apoptotic cells, in which extreme DNA fragmenF

tation occurs, are clearly detected as «atypical

comets» (Fig. 1).

We compared three key parameters, namely, the

frequency of «comets» corresponding to cells at the S

stage of the cell cycle (group 1), frequency of

«comets» with high level of DNA breaks (group 10),

and frequency of apoptotic cells (Fig. 4 ). As can be

seen from the data presented, if there were intercelluF

lar interaction (RIBE, TIBE or RIBE + TIBE), the

frequency of cells in a state of apoptosis was heightF

ened in all variants of the experiment compared with

the rates in the control group. The average values varF
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встановлено статистично значуще (p < 0,001) зросF

тання частоти «комет» першої групи порівняно з реF

алізацією як RIBE (рис. 2) так і TIBE (рис. 3). Рівень

клітин, які мають велику кількість розривів ДНК

(група 10), не відрізняється від контрольного знаF

чення.

Відомо, що в малігнізованих гемопоетичних клітиF

нах (лімфоцити периферичної крові) хворих на ХЛЛ

спостерігається значне збільшення синтезу циF

токінів (TNFα), інтерлейкінів (ILF16) і моноклоF

нальних хемокінів (CCL3) [19–21]. Ми вважаємо,

що вплив цитокінів є тригером процесів, які відбуваF

ються в ЛПК умовно здорових осіб. Оскільки TNFFα
є одним з ключових елементів запуску радіаційноF

індукованого ефекту свідка [22, 23], вірогідно, що

вплив неопромінених трансформованих клітин

призводить до розвитку в клітинахFсвідках умовно

здорових осіб аналогічних процесів. У відповідь на

активний вплив TNFFα з клітинFіндукторів сигналу,

в клітинахFсвідках відбувається зростання синтезу

NO, який є вторинним стресFмесенджером [24]. В

свою чергу, збільшення концентрації NO в клітинахF

свідках може призводити до виникнення одноланF

цюгових розривів ДНК, та, як наслідок, розвитку геF

номної нестабільності [25–27]. Клітини з високим

рівнем геномних пошкоджень не проходять чутлиF

вий checkpoint SFстадії, що було виявлено в нашому

дослідженні. 

Отже, при частотному аналізі розподілу «комет» за

параметром ТМ нами було виділено 2 групи (групи 1

та 10), зміни яких найбільш явно характеризують

різноманітні прояви ефекту свідка. 

Одним з важливих наслідків реалізації ефекту

свідка, який спостерігається при міжклітинній

взаємодії між клітинамиFіндукторами та клітинамиF

свідками, є зміна апоптичної активності в культурах

взаємодіючих клітин [28].

Апоптичні клітини, у яких відбувається фрагF

ментація ДНК чітко детектуються при Comet

assay у нейтральних умовах як «атипові комети»

(рис. 1). 

Нами було проведено порівняння трьох ключоF

вих параметрів, а саме частоти «комет», що відF

повідають клітинам на SFстадії клітинного циклу

(група 1), частоти «комет» з високим рівнем розF

ривів ДНК (група 10) та частоти клітин в стані

апоптозу (рис. 4). Як видно з наведених даних, часF

тота клітин в стані апоптозу зростає, при наявності

міжклітинної взаємодії (RIBE, TIBE, RIBE+TIBE),

в усіх варіантах експерименту порівняно з показF

никами групи контролю. Відмічені коливання знаF
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ied from (1.96 ± 0.49) % per 100 cells (control group)

to (15.87 ± 2.64) % (RIBE) (20.42 ± 1.92) % (TIBE)

(17.59 ± 1, 69) % (RIBE + TIBE) per 100 cells, resF

pectively. At the same time, it should be noted that

the difference in the frequencies of apoptotic cells

in the cultures of bystander cells (at the manifestaF

tion of RIBE, TIBE, RIBE + TIBE) was not statisF

tically significant (p > 0.05).

In contrast to the unidirectional growth of apoptotF

ic activity indices, it was observed a decrease in the

level of «comets» with a high degree of DNA damage

(group 10) in bystander cells under  RIBE maniftesF

tation(from (10.0 ± 1.22) % per 100 cells in the conF

trol group to 0.00 % in bystander cell cultures) and

increase under TIBE (up to (26.87 ± 1.91) % per 100

cells in average). At the same time, the overlap of

RIBE and TIBE led to a drop in the level of cells

from group 10 to control value ((9.23 ± 1.20) %

per 100 cells) as well as increase in the frequency of

cells that were delayed in division at the S stage of

the cell cycle (Fig. 4).

Thus, comparing the results obtained through

the cocultivation of inductor cells (PBL of condiF

tionally healthy individuals or CLL patients) with

bystander cells (PBL of conditionally healthy indiF

viduals) it was observed that irradiated blood cells

ходяться в межах від (1,96 ± 0,49) % на 100 клітин

(група контролю) до (15,87 ± 2,64) % (RIBE);

(20,42 ± 1,92) % (TIBE); (17,59 ± 1,69) % (RIBE+TIBE)

на 100 клітин по групі в середньому відповідно. В той

же час слід відмітити, що різниця частот клітин в

стані апоптозу в культурах клітинFсвідків (при реF

алізації RIBE, TIBE, RIBE+TIBE) не є статистично

значущою (p > 0,05). 

На відміну від односпрямованого зростання поF

казників апоптичної активності, в клітинах свідках

відмічене падіння рівня «комет» з високим ступенем

пошкоджень ДНК (група 10) при реалізації RIBE (з

(10,0 ± 1,22) % на 100 клітин в групі контролю до

0,00 % в культурах клітинFсвідків) та зростання при

TIBE (до (26,87 ± 1,91) % на 100 клітин по групі в сеF

редньому). В той же час реалізація RIBE+TIBE

призвела до падіння рівня клітин групи 10 до показF

ників контролю ((9,23 ± 1,20) % на 100 клітин), що

відбулось за рахунок зростання частоти клітин, які

затримались в поділі на SFстадії клітинного циклу

(рис. 4).

Таким чином, порівнюючи результати, отримані в

експериментах: індуктор (ЛПК умовно здорових

осіб) – свідок (ЛПК умовно здорових осіб) та індукF

тор (клітини крові осіб, хворих на ХЛЛ) – свідок

(ЛПК умовно здорових осіб), слід відзначити, що
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Рисунок 4. Частоти «комет», що відповідають клітинам на S]стадії клітинного циклу

(група 1), клітинам з високим рівнем розривів ДНК (група 10) та клітинам у стані

апоптозу («атипові комети») при прояві ефекту «свідка» різного генезу 
RIBE – радіаційно індукований ефект «свідка», TIBE – ефект «свідка», індукований малігнізованими клітинами, RIBE +
TIBE – ефект «свідка», індукований опроміненними малігнізованими клітинами 

Figure 4. Frequencies of «comets» corresponding to cells at the S=stage of the cell cycle (group 1), cells
with a high level of DNA breaks (group 10) and apoptotic cells («atypical comets») when the bystander effect
of different genesis is manifested 
RIBE – radiation�induced bystander effect, TIBE – bystander effect induced by malignant cells, RIBE + TIBE – bystander
effect induced by irradiated malignant cells



of patients with CLL enhanced the manifestation

of bystander effect in the PBL of conditionally

healthy individuals.

CONCLUSION
The overlap of the tumorFinduced and radiationF

induced bystander effects in PBL of conditionally

healthy individuals caused by irradiated blood cells

of patients with CLL during their cocultivation

leads to an increase in the manifestation of the

bystander effect.
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вплив опромінених клітин крові хворих на ХЛЛ

призводить до посилення маніфестації ефекту свідка

в ЛПК умовно здорових осіб.   

ВИСНОВОК
Збіг пухлинноFіндукованого та радіаційноFіндуковаF

ного ефектів свідка, викликаних опроміненими

клітинами крові хворих на ХЛЛ в ЛПК умовно здоF

рових осіб при їх спільному культивуванні, призвоF

дить в останніх до посилення маніфестації ефекту

свідка.
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