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ВПЛИВ АСТАКСАНТИНУ НА ПРОЯВ ПРЯМОГО І ЗВОРОТНОГО
ПУХЛИННО'ІНДУКОВАНОГО ЕФЕКТУ СВІДКА
Мета: дослідити взаємний вплив на геном малігнізованих і нормальних лімфоцитів периферичної крові люди�

ни при їх сумісному культивуванні та можливість модифікації ефектів цієї взаємодії астаксантином.

Методи. Окреме та сумісно�роздільне культивування лімфоцитів периферичної крові (ЛПК) 6 хворих на

хронічний лімфоцитарний лейкоз (ХЛЛ) та 6 умовно здорових осіб; метод Comet assay; люмінесцентна мікрос�

копія з автоматизованою програмою аналізу результатів; статистичні.

Результати. При сумісно�роздільному культивуванні лімфоцитів периферичної крові (ЛПК) умовно здорових

осіб (клітини�свідки) та клітин крові хворих на ХЛЛ (клітини�індуктори) спостерігали прояви як прямого, так і

зворотного пухлинно�індукованих ефектів свідка. Прямий ефект характеризувався високим рівнем комет, які

відповідають клітинам, що знаходяться на S�фазі клітинного циклу, та зростанням апоптичної активності в куль�

турах клітин�свідків. Зворотний ефект в культурі клітин�індукторів проявлявся збільшення частоти клітин, які

затрималися на S�фазі, зменшенням частки клітин з високим рівнем пошкодження ДНК, зниженням рівня клітин

на стадії апоптозу. Під дією астаксантину в культурах клітин�свідків значуще зменшився рівень як клітин на S�

фазі, так і апоптичних клітин (р < 0,05). Вплив астаксантину на клітини�індуктори був протилежним: спостеріга�

лось збільшення частоти клітин на S�фазі та зростання апоптичної активності (р < 0,05).

Висновок. Встановлено можливість модифікації астаксантином проявів як прямого, так і зворотного пухлинно�

індукованих ефектів свідка. 

Ключові слова: астаксантин; сумісно�роздільне культивування лімфоцитів людини; прямий та зворотний пух�

линно�індуковані ефекти свідка; Comet assay; апоптоз.
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IMPACT OF ASTAXANTHIN ON MANIFESTATIONS OF THE
DIRECT AND RESCUE TUMOR'INDUCED BYSTANDER EFFECT
Objective: to investigate the reciprocal impact on the genome of malignant and normal human peripheral blood

lymphocytes under their co�culture and the possibility to modify the effects by astaxanthin.

Methods. Separate and joint/separate culturing of peripheral blood lymphocytes (PBL) of the chronic lymphocytic

leukemia (CLL) patients (n = 6) and conditionally healthy individuals (n = 6), Comet assay method, fluorescence

microscopy with automated software for the analysis of results, statistical methods. 

Results. Both direct and rescue tumour�induced bystander effects were observed under the joint/separate cultur�

ing of blood lymphocytes of conditionally healthy individuals (the bystander cells) and blood cells from CLL patients

(the inducer cells). The direct effect was characterized by the high level of comets corresponding to the S�phase

cells and increased apoptotic activity in the bystander cell cultures. The rescue effect in the culture of inducer cells

was expressed by the increased frequency of cells retained in S�phase, decreased proportion of cells with a high level

of DNA damage and decreased amount of cells in apoptotic stage. Level of both S�phase cells and apoptotic cells in

the cultures of bystander cells significantly decreased under the impact of astaxanthin (p < 0.05). Effect of astax�

anthin on the inducer cells was the opposite, namely an increased frequency of S�phase cells and increased apop�

totic activity in cultures (p < 0.05) was observed.

Conclusions. Possible modification of manifestations of both direct and rescue tumor�induced bystander effects by

the astaxanthin was established.

Key words: astaxanthin; joint/separate culturing of human lymphocytes; direct and rescue tumor�

induced bystander effects; Comet assay, apoptosis.
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ВСТУП
Пухлинно�індукований ефект свідка (tumor�induced

bystander effect – TIBE) – це явище, яке спостері�

гається при взаємодії (навіть віддаленої) малігнізо�

ваних клітин з нормальними: злоякісні клітини мо�

жуть індукувати структурні та функціональні пош�

кодження ядра (геному) та інших внутрішньоклітин�

них компонентів нетрансформованих клітин [1–3].

Існування TIBE було підтверджено в різноманітних

експериментах in vitro та in vivo [3–5], а саме явище

вважається «одним із проявів універсального фено�

мену – відповіді свідка (bystander response), виклика�

ного реакцією клітин на індукований генотоксич�

ний стрес», відомим прикладом якого є радіаційно

індукований ефект свідка (radiation induced bystander

effect – RIBE) [3, 4]. Подібно прояву RIBE, маніфес�

тація TIBE характеризується збільшенням геномної

нестабільності, активацією проліферації та підвище�

ним рівнем апоптозу в немалігнізованих клітинах�

свідках. Вважають, що феномен TIBE сприяє роз�

INTRODUCTION
The tumor�induced bystander effect (TIBE) is a

phenomenon observed under the interaction

(even remote) of malignant cells with normal ones

when malignant cells can induce structural and

functional damage to the nuclei (genome) and

other intracellular components of untransformed

cells [1–3]. Existence of TIBE has been confirmed

in various in vitro and in vivo experiments [3–5].

It is considered as «one of manifestations of uni�

versal phenomenon i.e. the bystander response

caused by the cellular reaction to the induced

genotoxic stress», and the radiation�induced

bystander effect (RIBE) is a well�known exam�

ple [3, 4]. Similar to RIBE, the manifestation of

TIBE is characterized by an increase in genomic

instability, activation of proliferation, and

increased apoptosis in non�malignant bystander

cells. It is believed that the TIBE contributes to

development of the secondary malignancies in
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витку вторинних злоякісних новоутворень у онко�

логічних хворих [6, 7], ризик виникнення яких може

ще підвищуватися після генотоксичної хіміо� чи

радіотерапії [8–10]. 

Взаємодія між клітинами, що індукують ефект

свідка, та клітинами�свідками, є процесом двосп�

рямованим: нормальні клітини впливають на кліти�

ни�індуктори, активуючи різноманітні системи ре�

парації та збільшуючи виживаність цих клітин. Та�

кий ефект має назву зворотній ефект свідка або

«ефект порятунку» (rescue effect) [11, 12]. Незважа�

ючи на свою другу назву, зворотній ефект свідка мо�

же мати негативні медичні наслідки, оскільки

«підтримка» пухлинних клітин нормальними може

значно знижувати ефективність терапії онкологіч�

них хвороб.

Незважаючи на активне вивчення маніфестації

прямого та зворотного TIBE [13–19], низка питань

досі залишаються відкритими і потребують подаль�

шого вирішення. Зокрема, це стосується розробки

підходів для дослідження особливостей взаємодії

нормальних клітин з малігнізованими з використан�

ням різних параметрів пошкодження геному, а також

можливості модифікації такої взаємодії. 

У попередніх дослідженнях було показано, що зас�

тосування розробленої нами системи спільно�

роздільного культивування клітин�індукторів та

клітин�свідків з подальшим використанням методу

електрофорезу окремих клітин в нейтральних умовах

для оцінки пошкодженості ДНК дозволило чітко

визначити прояви як прямого, так і зворотного TIBE

при культивуванні клітин крові хворих на хронічний

лімфоцитарний лейкоз (ХЛЛ) з лімфоцитами умов�

но здорових донорів [20]. Оскільки, механізми

«відповіді свідка» пояснюють активним синтезом

клітинами�індукторами та клітинами�свідками сиг�

нальних стресових молекул, частина з яких є актив�

ними окисниками (NO, H2O2) [5, 13], природні речо�

вини, що мають антиоксидантні властивості можуть

розглядатися як перспективні модифікатори ефекту

свідка. Астаксантин, каротиноїд з групи ксантофілів,

є одним з потужних природних антиоксидантів [21].

Нами досліджені його радіопротекторні, генопро�

текторні та апоптогенні властивості [22–25]. 

МЕТА
Дослідити взаємний вплив на геном малігнізова�

них та нормальних лімфоцитів периферичної крові

людини при їх сумісному культивуванні та мож�

ливість модифікації ефектів цієї взаємодії астак�

сантином.

cancer patients [6, 7], the risk of which may be fur�

ther increased upon genotoxic chemotherapy or

radiotherapy [8–10]. 

Interaction between the cells that induce a

bystander effect and bystander cells is a bidirec�

tional process, where normal cells have an effect

on inducer cells, activating various repair systems

and improving the survival of these cells. This

event is called the rescue bystander effect [11, 12].

Despite this name, the rescue bystander effect can

lead to the negative health consequences, as

«maintaining» of tumor cells by normal ones and

might significantly reduce the effectiveness of can�

cer therapy.

In spite of active research of manifestations of

the direct and rescue TIBE [13–19], a range of

issues still remain unsolved and requiried further

solution. In particular, it concerns the develop�

ment of approaches to study the peculiarities of

interaction between normal and malignant cells

using different parameters of genome damage, as

well as a possibility of modifying such interac�

tions. 

In previous studies, we have shown that the

application of the developed by us system for

joint/separate cultivation of inducer and bystander

cells with the subsequent use of the Comet assay in

neutral conditions to assess DNA damage made it

possible to clearly determine the manifestations of

both direct and rescue TIBE during cultivation

blood cells of patients with chronic lymphocytic

leukemia (CLL) and lymphocytes from condition�

ally healthy donors [20]. Since mechanisms of the

«bystander response» may be explained by active

synthesis of the signal stress molecules by inducer

and bystander cells, some of which are active oxi�

dants (NO, H2O2) [5, 13], the natural substances

with antioxidant properties can be considered as

promising modifiers of the bystander effect.

Astaxanthin (a carotenoid from the xanthophylls

group) is one of the most powerful natural antiox�

idants [21]. In addition, we investigated its radio�

protective, genoprotective and apoptogenic prop�

erties [22–25]. 

OBJECTIVE
To investigate the reciprocal impact of malignant

and normal human peripheral blood lymphocytes

on the genome under their cocultivation and pos�

sibility to modify the effects of this interaction with

astaxanthin.



MATERIALS AND METHODS
Human peripheral blood lymphocytes (PBL)

obtained from CLL patients were chosen as a

model of oncotransformed cells (inducer cells)

since this form of hemoblastosis is considered as a

radiation�associated disease, the morbidity of

which increased in Ukraine as a result of the

Chornobyl NPP accident [20]. The intact PBL

from the conditionally healthy individuals were

used as bystander cells. 

Peripheral blood samples were obtained from

CLL patients (n = 6) and conditionally healthy

volunteers (n = 6) who denied any conscious expo�

sure to the known or potential mutagens and had

followed a relatively healthy lifestyle. All subjects

were involved on the basis of informed consent. 

Lymphocytes were cultured for 48 hours accord�

ing to our modified standard micro method

[23,25]. For the joint/separate cultivation, we used

the system developed by us, which consists of two

culture tubes separated by a 1 ?m membrane.

Astaxanthin was added into culture medium in

final concentrations 20 ?g/ml that was determined

during our previous studies [22–25]. The method

of the single cell electrophoresis (Comet assay)

under neutral conditions was used to analyze the

relative level of DNA damage [26]. The culture

mixture was centrifuged for 10 minutes at 1000

rpm. The upper layer of cells above the erythrocyte

sediment was removed and lymphocytes were iso�

lated in a density gradient Histopaque 1077

(Sigma, USA) according to the manufacturer’s

protocol. The cell suspension was mixed with 1%

low�meltpoint agarose (Sigma, USA) at 37 °C.

Slide preparation, cell lysis, and neutral comet

electrophoresis were performed according to the

conventional method [27]. After electrophoresis,

the preparations were stained with DAPI (4’,6�

diamidino�2�phenylindole) at a 2 ?g/ml concen�

tration and analyzed under a fluorescence micro�

scope with attached Canon D1000 camera. At

least three replicates were made for each variant

and at least 100 randomly selected ’comets’ were

photographed for each repeat (Figure 1). 

Images were analyzed with the Image J

(imagej.nih.gov) application using the

OpenComet plugin [26, 27]. The «Tail Moment»

(TM) parameter [27] was used to determine the

relative level of DNA damage, calculated as the

product of comet’s tail length (in μm) and part of

DNA in the tail. To estimate the length of tail and

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
У якості моделі онкотрансформованих клітин

(клітини�індуктори) обрано лімфоцити периферич�

ної крові людини (ЛПК), одержані від хворих на

хронічний лімфоцитарний лейкоз (ХЛЛ), оскільки

саме цю форму гемобластозів відносять до радіацій�

но�асоційованої патології, захворюваність на яку

підвищилась в Україні внаслідок аварії на Чорно�

бильській АЕС [20], а клітин�свідків – інтактні ЛПК

умовно здорових осіб. 

Зразки периферичної крові були отримані у 6 хво�

рих на ХЛЛ та 6 умовно здорових донорів, які запе�

речували свідомий контакт зі знаними чи по�

тенційними мутагенами, вели відносно здоровий

спосіб життя. Всі особи були залучені до досліджень

за умов поінформованої згоди. 

Культивування лімфоцитів здійснювали впродовж

48 год за модифікованим нами стандартним мікро�

методом [23, 25]. Для сумісно�роздільного культиву�

вання використовували розроблену нами систему,

яка становить собою дві культуральні ємності,

розділені між собою мембраною з порами 1 мкм. У

частину культур додавали астаксантин в концент�

рації (20 мкг/мл), яка була визначена під час наших

попередніх досліджень [22–25]. Для оцінки віднос�

ного рівня пошкодження ДНК використовували ме�

тод електрофорезу окремих клітин (Сomet assay) в

нейтральних умовах [26]. Культуральну суміш цент�

рифугували 10 хв при 1000 об/хв. Знімали верхній

шар клітин над еритроцитарним осадом та проводи�

ли виділення лімфоцитів у градієнті щільності

Histopaque 1077 (Sigma, USA) згідно з протоколом

виробника. Суспензію клітин змішували з 1 % лег�

коплавкою агарозою (Sigma, USA) при 37 °С. Приго�

тування слайдів, лізис клітин та проведення нейт�

рального кометного електрофорезу проводили за за�

гальноприйнятою методикою [27]. Після електрофо�

резу препарати фарбували DAPI (4’,6�diamidino�2�

phenylindole) в концентрації 2 мкг/мл та аналізували

під люмінесцентним мікроскопом з приєднаною фо�

токамерою Canon D1000. Для кожного варіанту ро�

били не менше трьох повторів та фотографували не

менше 100 випадково обраних «комет» для кожного

повтору (рис. 1). 

Зображення аналізували за допомогою програми

Image J (imagej.nih.gov) з використанням плагіну

OpenComet [26, 27]. Як параметр для визначення

відносного рівня пошкодження ДНК використову�

вали показник «Tail Moment» (ТМ) [27], який вира�

ховується як добуток довжини «хвоста» комети (у

мкм) і частки ДНК у хвості. Для оцінки довжини
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Таблиця 1

Значення ТМ (мкм) після окремого та сумісно�роздільного культивування клітин крові здорових донорів
і хворих на ХЛЛ при додаванні астаксантину    

Table 1

TM values (μm) after separate and co�culture of blood cells from healthy donors and CLL patients with the
addition of astaxanthin

Статистичні показники К/C К+А / C+A ХЛЛ/CLL ХЛЛ+A С/B С+А/B+A ХЛЛ�І ХЛЛ�+А 

Statistical indices CLL+A CLL�I CLL�I+A

Min–Max 0–49,13 0–36,19 0–66,45 0–24,12 0–65,42 0–76,67 0–50,18 0–66,45
Середнє / Mean 3,95 ± 0,15 4,01 ± 0,16 7,05 ± 0,53* 4,51 ± 0,25** 3,11 ± 0,44 5,43 ± 0,29* 4,44 ± 0,33** 4,13 ± 0,30**

Медіана / Median 2,71 2,73 2,33 2,92 2,00 2,44 1,44** 0,76**

Примітки. К – контроль (окреме культивування); К+А – контроль + 20 мкг/мл астаксантину (окреме культивування); ХЛЛ – клітини хворих на ХЛЛ (окреме культивування);
ХЛЛ+А – клітини хворих на ХЛЛ+20 мкг/мл астаксантину (окреме культивування); С – клітини�свідки (сумісно�роздільне культивування); С+А – клітини�свідки+20 мкг/мл
астаксантину (сумісно�роздільне культивування); ХЛЛ�І – індуктор (клітини хворих на ХЛЛ, сумісно�роздільне культивування); ХЛЛ�І+А – індуктор+ 20 мкг/мл астаксантину
(сумісно�роздільне культивування); *p < 0,05 відносно контроля, **p < 0,05 відносно ХЛЛ 
Notes. C – control (separate cultivation); C+A – control+20 μg/ml astaxanthin (separate cultivation); CLL – cells of CLL patients (separate cultivation); CLL+A – cells of CLL patients
+ 20 μg/ml astaxanthin (separate cultivation); В – bystander cells (co�culture); В+A – bystander cells + 20 μg/ml astaxanthin (co�culture); CLL�I – inducer (CLL patients' cells,
co�culture); CLL�I+A – inducer + 20 μg/ml astaxanthin (co�culture); *p < 0.05 vs. control, **p < 0.05 vs. CLL 

Рисунок 1. Приклади «стандартних» (А) та «атипових» комет (Б) 

Figure 1. Examples of «standard» (A) and «aberrant» comets (B)

А Б / B

хвоста та ТМ у мікрометрах використовували фо�

тографію препарата�мікрометра на тому ж збіль�

шенні, що й при фотографуванні слайдів. Таким

чином, було встановлено відповідність кількості

пікселів на фотографії реальній довжині у мікро�

метрах. «Атипові комети», які утворюються з клі�

тин з високим рівнем фрагментації ДНК, аналізу�

вали окремо. 

Статистичний аналіз даних проводили за загаль�

ноприйнятими методами [28]. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ
При окремому культивуванні ЛПК умовно здоро�

вих донорів значення ТМ коливалися від 0 мкм до

49,13 мкм, з середнім (3,95 ± 0,15) мкм та медіаною

2,71 мкм (табл. 1). Введення астаксантину не приз�

вело до статистично значущих (p > 0,05) змін ТМ в

цій групі, що відповідає результатам наших попе�

редніх досліджень [24, 25]. 

TM in micrometers the photo of the specimen

micrometer was used at the same magnification as

when taking photos of the slides. In this way, the cor�

respondence between the number of pixels in the

photo and the actual length in micrometers was

established. The «atypical comets» (AC), formed

from cells with a high level of DNA fragmentation,

were analyzed separately. 

Statistical data processing was performed accord�

ing to generally accepted methods [28].

RESULTS AND DISCUSSION
In separate culturing of PBL from provisionally heal�

thy donors the TM values ranged from 0 to 49.13 μm

with a mean of (3.95 ± 0.15) μm and a median of

2.71 μm (Table 1). Adding of astaxanthin led to no

statistically significant (p>0.05) changes in TM in

this group, being consistent with results of our previ�

ous research [24, 25]. 



The mean value of TM in individual cell cultures

of CLL patients was significantly higher compared

to the control group ((7.05 ± 0.53) μm and (3.95 ±

0.15) μm, respectively, p < 0.05), indicating a high

level of DNA damage in blood cells of CLL

patients. The addition of astaxanthin led to a sig�

nificant decrease in the level of TM in blood cul�

tures of CLL patients (p < 0.05).

The average value of TM in bystander cell cul�

tures (when cultured joint/separately) was not sig�

nificantly different from the control (p>0.05).

Adding of astaxanthin to the system led to increase

in the mean TM value in the cultures of bystander

cells (p < 0.05).

The mean TM levels and its median values for

the inducer cells in the joint/separate culturing

were significantly lower than those in individual

CLL blood cultures (p < 0.05), which was proba�

bly a manifestation of a rescue effect. Options with

no astaxanthin and with astaxanthin adding were

not statistically different in terms of the mean TM

values, although median values were significantly

different either when compared with data from

separate culturing of the CLL patients’ cells or

with each other featuring 2.33 nm in separate cul�

tivation of the CLL patients’ cells, 1.44 nm in case

of inducer cells without astaxanthin, and 0.76 nm

for inducer cells with astaxanthin.

For a more detailed analysis, a study of the fre�

quency distribution of individual cells according to

the relative index of DNA damage (TM) was car�

ried out. According to TM levels, the sample of

«comets» in the control was divided into 10 groups

(decels) of 10 % cells in each. The limit values of

deciles were equal to: 0.57 μm; 0.95 μm; 1.55 μm;

2.15 μm; 2.71 μm (median TM value); 3.36 μm;

4.15 μm; 5.27 μm and 7.98 μm. These values were

chosen when forming ten groups for the calculation

of TM frequencies based on the data of other vari�

ants of the experiment. If the level of TM was equal

to the limit, the «comet» was assigned to the next

group. As we discussed earlier [24], group 1 includes

«comets» with minimal DNA yield, which are

formed from cells that have stopped at the S stage of

the cell cycle, group 10 includes cells with an

extremely high level of DNA damage, groups 2–5

(premedian values of TM) include cells with a low

or moderate level of DNA damage, groups 6–9 –

cells with a relatively high degree of DNA damage.

When analyzing the distribution of comets into

groups upon separate cultivation of blood cells

Середнє значення ТМ при окремому культиву�

ванні клітин хворих на ХЛЛ виявилося значно біль�

шим, ніж у контролі ((7,05 ± 0,53) мкм та (3,95 ±

0,15) мкм відповідно, p < 0,05), що свідчить про ви�

сокий рівень пошкодження ДНК в клітинах крові

хворих на ХЛЛ. Додавання астаксантину призвело

до значущого зниження рівня ТМ в культурах крові

хворих на ХЛЛ (p < 0,05).

При сумісно�роздільному культивуванні в культу�

рах клітин�свідків середнє значення ТМ в культурах

клітин�свідків статистично значуще не відрізнялось

від контрольного (p > 0,05). Додавання до системи

астаксантину призвело до зростання середнього зна�

чення ТМ в культурах клітин�свідків (p < 0,05).

Для клітин�індукторів при сумісно�роздільному

культивуванні середні рівні ТМ та його медіанні зна�

чення були статистично значуще менші порівняно зі

значенням в окремих культурах крові ХЛЛ (p < 0,05),

що, ймовірно, є проявом зворотного ефекту свідка.

Варіанти досліду без астаксантину та з додаванням

астаксантину, за середніми показниками ТМ статис�

тично не відрізнялися, хоча медіанні значення

суттєво відрізняються як при порівнянні з даними

окремого культивування клітин хворих на ХЛЛ, так і

між собою: 2,33 нм – окреме культивування клітин

пацієнтів, хворих на ХЛЛ, 1,44 нм – індуктор без до�

давання астаксантину, 0,76 – індуктор з додаванням

астаксантину.

Для більш детального аналізу було проведено до�

слідження частотного розподілу окремих клітин за

відносним показником пошкодженості ДНК (ТМ). За

рівнями ТМ вибірка «комет» у контролі була поділена

на 10 груп (децелів) по 10 % клітин у кожній. Вста�

новлені граничні значення децилів дорівнювали:

0,57 мкм; 0,95 мкм; 1,55 мкм; 2,15 мкм; 2,71 мкм (ме�

діанне значення ТМ); 3,36 мкм; 4,15 мкм; 5,27 мкм та

7,98 мкм. Ці значення були обрані при формуванні

десяти груп під час розрахунку частот ТМ за даними

інших варіантів експерименту. Якщо рівень ТМ до�

рівнював граничному, «комету» відносили до наступ�

ної групи. Як було обговорено нами раніше [24], до

групи 1 відносяться «комети» з мінімальним виходом

ДНК, яки утворюються з клітин, що зупинилися на S

стадії клітинного циклу, у группу 10 входять клітитини

з екстремально високим рівнем пошкодження ДНК,

до груп 2–5 (домедіанні значення ТМ) відносяться

клітини що мають низький або помірний рівень пош�

кодженності ДНК, до груп 6–9 – клітини, що мають

відносно високий ступінь ДНК пошкоджень.

При аналізі розподілу «комет» по групах при окре�

мому культивуванні клітин крові хворих на ХЛЛ
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Рисунок 2. Частотний розподіл «комет» за значеннями ТМ при окремому культивуванні клітин крові
хворих на ХЛЛ без додавання та з додаванням 20.0 мкг/мл астаксантину (ХЛЛ + A) 
По осі абсцис – групи «комет»; 10 % (марковано пунктирною лінією) є контрольним значенням для всіх груп   

Figure 2. Frequency distribution of «comets» by TM values in separate cultivation of blood cells of CLL
patients without addition (CLL) and with addition of 20.0 μg/ml astaxanthin (CLL+A) 
On the abscissa axis are groups of «comets»; 10 % (marked with a dotted line) is the control value for all groups

встановлено статистично значуще (p < 0,05) зрос�

тання відносної кількості комет з помірним рів�

нем пошкодження ДНК (групи 2, 3) та з найвищим

рівнем пошкодження ДНК (група 10) (рис. 2). 

Після сумісно�роздільного культивування ЛПК

умовно здорових осіб (клітини�свідки) та хворих

на ХЛЛ (клітини�індуктори) частотний аналіз да�

них дав змогу більш чітко визначити особливості

прояву ефекту свідка (рис. 3). Так, в культурах

клітин�свідків спостерігалось статистично значу�

ще зростання частоти клітин, які зупинилися на

S�фазі клітинного циклу (група 1; (29,48 ± 1,97) %,

p < 0,01), а також збільшення відносної кількості

клітин з високим рівнем пошкодження ДНК (гру�

па 10; (23,13 ± 1,82) %, p < 0,05).

Отримані дані вказують на високий рівень ге�

номної нестабільності в клітинах хворих на ХЛЛ.

Після додавання астаксантину спостерігалося зро�

стання кількості комет групи 1 (p < 0,01). Оскіль�

ки відомо, що при нейтральному варіанті «комет�

ного» електрофорезу у клітин, які знаходяться у S

фазі, значно знижується вихід ДНК, то така ситу�

ація свідчить про наявність значної кількості

пошкоджених клітин, у яких астаксантин активує

чекпойнт на S фазі клітинного циклу, що було по�

казано в наших попередніх дослідженнях [25]. Са�

ме цим можна пояснити значне зниження се�

реднього рівня ТМ у культурах клітин крові хво�

рих на ХЛЛ при додаванні астаксантину в обраній

концентрації.

from the CLL patients the relative number of comets

in the groups with moderate level of DNA damage i.e.

groups 2 and 3 and in the group with highest level of

DNA damage i. e. group 10 was increased significant�

ly (p < 0.05) (Fig. 2)

After the joint/separate culturing of blood cells from

provisionally healthy individuals (the bystander cells)

and CCL patients (the inducer cells), the frequency

analysis of data allowed a more clear defining of the

bystander effect pattern (Fig. 3). Specifically, a signif�

icant frequency increase of cells stopped at a S�phase

of cell cycle was observed (group 1; (29.48 ± 1.97) %,

p < 0.01), as well as increase in the relative number of

cells with a high level of DNA damage (group 10;

(23.13 ± 1.82) %, p < 0.05) in the cultures of

bystander cells.

The data obtained indicate a high level of genomic

instability in the cells from CLL patients. Increased

number of comets of the first group was observed after

adding the astaxanthin (p < 0.01). Since it is known

that the neutral variant of ‘comet’ electrophoresis sig�

nificantly reduces DNA yield in the cells in S�phase,

this pattern indicates the presence of a significant

number of damaged cells in which astaxanthin acti�

vated the checkpoint in S�phase of cell cycle, as it was

shown in our previous studies [25]. Just this sugges�

tion can explain a significant decrease in the mean

level of TM in blood cell cultures of CLL patients

when astaxanthin was added at the specific concen�

tration.



The impact of astaxanthin on bystander cells in

realization of the tumour�induced bystander effect

appeared as a decreased level of cells in the first

group – (20.19 ± 1.49) %, p < 0.05, (Fig. 3), which

may indicate a weakened negative impact of the

bystander effect. 

Increased generation of the oxygen free radicals in

bystander cells is an important component of induc�

tion of the bystander effect [29]. Oxidative stress

leads to accumulation of DNA damages, resulting in

replication arrest and checkpoint activation in the S�

phase of cell cycle [30]. Astaxanthin is known to be

a powerful natural antioxidant and removal of the

effects of oxidative stress under its impact can help

reduce the number of cells whose division has been

stopped in S�phase.

Studying the level of DNA damage in the inducer

cells it was found that in population of malignant hae�

matopoietic cells obtained from CLL patients, when

co�cultured with cell from healthy individuals, the

cells from the first group also dominated (Fig. 4).

Compared to results obtained in a separate cultiva�

tion, their frequency increased to (30.54 ± 6.33) %,

p < 0.01. At the same time, there was a decrease in

the number of ‘comets’ belonging to group 10,

namely (25.53 ± 2.01) % in separate cultivation and

(14.84 ± 4.88) % in joint/separate cultivation (p < 0.05).

The presented results indicate to a «positive» rescue

effect, in which the DNA repair systems are activated

featuring a checkpoint activation in S�phase of the cell

Вплив астаксантину при реалізації пухлинно�

індукованого ефекту свідка проявився зменшен�

ням рівня клітин�свідків групи 1 ((20,19 ± 1,49) %,

p < 0,05) (рис. 3), що може свідчити про послаблен�

ня негативного впливу ефекту свідка. 

Важливою складовою індукції ефекту свідка є

підвищення в клітинах�свідках генерації вільних

радикалів кисню [29]. Оксидативний стрес призво�

дить до накопичення пошкоджень ДНК, в резуль�

таті чого зупиняється реплікація і активується чек�

пойнт на S�фазі клітинного циклу [30]. Астаксан�

тин є потужним природним антиоксидантом, і

зняття ним наслідків оксидативного стресу може

сприяти зменшенню кількості клітин, поділ яких

був зупинений на S�фазі. 

При дослідженні рівня пошкоджень ДНК в кліти�

нах�індукторах встановлено, що в популяції маліг�

нізованих гемопоетичних клітин, які були одержані

від хворих на ХЛЛ, при сумісному культивуванні з

клітинами здорових осіб також домінували клітини,

які належали до групи 1 (рис. 4). Порівняно з ре�

зультатами, отриманими при окремому культиву�

ванні, їх частота зросла до (30,54 ± 6,33) %, (p < 0,01).

Водночас спостерігається зменшення кількості «ко�

мет», що належать до групи 10: (25,53 ± 2,01) % –

при окремому культивуванні, (14,84 ± 4,88) % –

при спільно�роздільному, p < 0,05. Представлені

результати свідчать про наявність «позитивного»

зворотного ефекту свідка, при якому активуються

системи репарації ДНК (активація чекпойнта на S�
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Рисунок 3. Частотний розподіл «комет» за значеннями ТМ в культурах клітин�свідків при сумісно�роз�
дільному культивуванні без додавання (Свідок) та з додаванням 20,0 мкг/мл астаксантину (Свідок + A) 
По осі абсцис – групи «омет»; 10 % (марковано пунктирною лінією) є контрольним значенням для всіх груп   

Figure 3. Frequency distribution of «comets» by TM values in bystander cell cultures during co�separated
cultivation without addition (Bystander) and with addition of 20.0 μg/ml astaxanthin (Bystander + A) 
On the abscissa axis are groups of «comets»; 10 % (marked with a dotted line) is the control value for all groups
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Рисунок 4. Розподіл «комет» по групах за значеннями ТМ після окремого культивування клітин крові
хворих на ХЛЛ та після сумісно�роздільного культивування з лімфоцитами умовно здорових осіб без
додавання (Індуктор) і з додаванням 20,0 мкг/мл астаксантину (Індуктор + A) 
По осі абсцис – групи «комет»; 10 % (марковано пунктирною лінією) є контрольним значенням для всіх груп   

Figure 4. Division of «comets» into groups by TM values after separate cultivation of blood cells from CLL
patients and after co�culture with lymphocytes from healthy individuals without addition (Inducer) and with
addition of 20.0 μg/ml astaxanthin (Inducer + A) 
On the abscissa axis are groups of «comets»; 10 % (marked with a dotted line) is the control value for all groups

фазі клітинного циклу), що може призводити до

зменшення кількості клітин з високим рівнем рів�

нем пошкодження ДНК.

При спільно�роздільному культивуванні з поперед�

нім введенням астаксантину в культури клітин крові

хворих на ХЛЛ відбувається статистично значуще

збільшення частоти «комет» групи 1 ((45,33 ± 1,65) %,

p < 0,05), яка відповідає клітинам, поділ яких зупи�

нений на S�стадії клітинного циклу. Звертає на себе

увагу, що при модифікації зворотного ефекту свідка

астаксантин діє протилежним чином, ніж в ситуації,

яку спостерігали при маніфестації прямого ефекту.

Імовірно, для реалізації зворотного ефекту свідка ок�

сидативний стрес в клітинах�індукторах не є важли�

вим, і посилення астаксантином прояву зворотного

ефекту свідка ймовірно відбувається шляхом поси�

лення процесів репарації в клітинах�індукторах з ви�

соким рівнем пошкодження ДНК.

Відомо, що одним із проявів ефекту свідка (в тому

числі пухлинно�індукованого), є зростання частоти

апоптичних клітин [29]. За нашими попередніми ре�

зультатми, радіопротекторні властивості астаксанти�

ну частково пояснюються його здатністю активувати

апоптоз в клітинах із сублетальною кількістю пош�

коджень ДНК [25]. Тому додатково нами був прове�

дений аналіз апоптичної активності в культурах

клітин крові здорових осіб та хворих на ХЛЛ при ок�

ремому та сумісно�роздільному культивуванні.

cycle, which can lead to a decreased number of cells

with a high level of DNA damage.

There was a significant increase in the frequency

of group 1 «comets» ((45.33 ± 1.65) %, p < 0.05),

which corresponded to the cells which division was

stopped at the S�stage of the cell cycle when the

blood cell cultures from CLL patients were joint�

ly/separately cultured with preliminary adminis�

tration of astaxanthin. It is notably that when

modifying the rescue effect the astaxanthin acted

in an opposite way than it was observed in manifes�

tation of the direct effect. Oxidative stress in the

inducer cells is probably not essential for realiza�

tion of bystander effect, thus astaxanthin en�

hanced the manifestation of bystander effect likely

by intensification of the repair processes in the

inducer cells with a high level of DNA damage.

It is known that increased frequency of apoptot�

ic cells is one of the manifestations of bystander

effect, including the tumor�induced one [29].

According to our previous data, the radioprotec�

tive properties of astaxanthin are in a part

explained by its ability to activate apoptosis in the

cells with sublethal amounts of DNA damage [25].

Therefore, there was conducted an additional

analysis of apoptotic activity in the blood cell cul�

tures of healthy individuals and CLL patients in a

separate and a joint/separate culturing.



Since total fragmentation of genomic DNA

occurs in the cell during apoptosis, a massive

release of DNA fragments into the agarose gel was

observed upon comet electrophoresis. Therefore,

to assess the intensity of apoptotic processes, the

frequency of «atypical» comets was analyzed.

Data on apoptogenic activity in the blood cell

cultures for a range of experimental variants are

shown in Fig. 5.

While assaying the apoptotic activity in individual

PBL cultures of healthy subjects, it was found that

the frequency of cells in the state of apoptosis was

(2.12 ± 0.39) %. Adding of astaxanthin led to no

significant change in apoptotic activity in the cell

culture of healthy individuals (1.67 ± 017) %, (p >

0.05), which correlated with our previous data [25].

Frequency of cells in the state of apoptosis in the

PBL culture of CLL patients in separate culturing

was significantly higher ((4.36 ± 0.74) %, p < 0.05)

compared to the PBL cultures of provisionally

healthy individuals. No significant changes in

apoptotic activity of cultures under the impact of

astaxanthin were observed. 

Upon joint/separate cultivation of blood cells

obtained from CLL patients and provisionally

healthy volunteers, there was a statistically signifi�

cant (p < 0.01) increase in the frequency of apop�

totic cells in bystander cell cultures, namely from

(2.12 ± 0.39) % to (19.72 ± 2.23) %, which was

typical for the presentation of a direct bystander

effect. Particular attention was drawn to the fact

that in cultures of inducer cells, conversely, a sig�

nificant decrease in apoptotic activity was observ�

ed compared to a separate culture of lymphocytes

from CLL patients i. e. from (4.36 ± 0.74) % to

Оскільки в клітині під час реалізації процесів апопто�

зу відбувається тотальна фрагментація геномної ДНК,

то після проведення кометного електрофорезу спос�

терігається масовий вихід фрагментів ДНК в агарозний

гель. Тому для оцінки інтенсивності апоптичних про�

цесів проводився аналіз частоти «атипових» комет. 

Дані щодо апоптогенної активності в культурах

клітин крові для різних варіантів експерименту

представлені на рис. 5.

При визначенні апоптичної активності в окремих

культурах ЛПК умовно здорових осіб було встанов�

лено, що частота клітин в стані апоптозу дорівнює

(2,12 ± 0,39) %. Додавання астаксантину не призве�

ло до суттєвої зміни апоптичної активності в куль�

турі клітин здорових осіб ((1,67 ± 017) %, p > 0,05),

що відповідає нашим попереднім даним [25].

Частота клітин в стані апоптозу в культурі ЛПК

крові хворих на ХЛЛ при окремому культивуванні

була статистично значуще вищою, порівняно з по�

казником у культурах ЛПК умовно здорових осіб, і

дорівнювала (4,36 ± 0,74) %, (p < 0,05). Вірогідної

зміни апоптичної активності культур під дією астак�

сантину не спостерігалося. 

Після спільно�роздільного культивування клітин

крові, одержаних від хворих на ХЛЛ та ЛПК умов�

но здорових осіб відмічено статистично значуще

(p < 0,01) зростання частоти клітин в стані апопто�

зу в культурах клітин�свідків з (2,12 ± 0,39) % до

(19,72 ± 2,23) %, що характерно для маніфестації

прямого ефекту свідка. Особливу увагу привертає

той факт, що в культурах клітин�індукторів, навпаки,

спостерігалось суттєве зниження апоптичної актив�

ності, порівняно з окремою культурою лімфоцитів

хворих на ХЛЛ з (4,36 ± 0,74) % до (1,69 ± 0,68) %,

(p < 0,05). Це можна пояснити або активацією сис�
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Рисунок 5. Вплив астаксантину на частоту клітин у стані
апоптозу при окремому (контроль та ХЛЛ) та спільному
культивуванні (Свідок та Індуктор) клітин хворих на ХЛЛ
та умовно здорових осіб
�А – культури без додавання астаксантину, +А – культури з
додаванням 20.0 мкг/мл астаксантину  

Figure 5. The impact of astaxanthin on the frequency of
cells in apoptosis in separate (control and CLL) and co�cul�
tured (Bystander and Inductor) cells of CLL patients and
healthy subjects
�A – culture without addition of astaxanthin, +A – culture with addi�
tion of 20.0 μg/ml astaxanthin
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тем репарації, і, відповідно, зниження пулу клітин,

які повинні стати на шлях апоптозу, або блокуван�

ням проапоптичних сигналів факторами, які виді�

ляють клітини�свідки. Проте це припущення пот�

ребує подальших досліджень.

Вплив астаксантину на рівень апоптичної ак�

тивність в культурах клітин�свідків та клітин�

індукторів характеризувався різною спрямо�

ваністю. Додавання астаксантину в обраній конце�

нтрації до культури клітин�свідків призводило до

статистично значущого зниження частоти клітин в

стані апоптозу до (14,27 ± 1,62) %, (p < 0,05). Це та�

кож підтверджує наше припущення, що астаксан�

тин здатен «полегшувати» негативні наслідки пря�

мого ефекту свідка за рахунок зниження оксида�

тивного стресу в клітинах�свідках та активації ре�

параційних систем. У культурах клітин�індукторів

астаксантин збільшував апоптичну активність з

(1,69 ± 0,68) % до (12,53 ± 1,11) %, (p < 0,05). Пояс�

нюючи зміни розподілу комет по групах при дії ас�

таксантину на клітини�індуктори, ми припустили,

що каротиноїд модифікує прояв зворотного ефек�

ту свідка за рахунок додаткової стимуляції репа�

раційних систем, які вже є активними під впливом

ЛПК нормальних клітин. Логічно припустити, що

додаткова активація генної експресії може стосува�

тися не тільки безпосередньо репараційних сис�

тем, але й може призвести до запуску раніше забло�

кованих в трансформованих клітинах шляхів апоп�

тозу.

ВИСНОВКИ
1. Встановлено, що астаксантин впливає на розви�

ток як прямого, так і зворотного пухлинно�індуко�

ваного ефектів свідка. 

2. При сумісно�роздільному культивуванні лімфо�

цитів периферичної крові умовно здорових осіб (клі�

тини�свідки) і клітин крові хворих на ХЛЛ (клітини�

індуктори) спостерігаються прояви як прямого, так і

зворотного пухлинно�індукованих ефектів свідка. 

3. Прямий ефект характеризується високим рівнем

комет, які відповідають клітинам, що знаходяться

на S�фазі, та зростанням апоптичної активності в

культурах клітин�свідків. 

4. Зворотний ефект в культурі клітин�індукторів

проявлявся як збільшення частоти клітин, які зат�

рималися на S�фазі, зменшення частки клітин з

високим рівнем пошкодження ДНК і зниження

рівня клітин на стадії апоптозу. 

5. Під дією астаксантину в культурах клітин�свідків

значуще зменшився рівень як клітин на S�фазі, так

(1.69 ± 0.68) %, (p < 0.05). It can be explained

either by activation of the repair systems, and,

accordingly, a decrease in the pool of cells that

should enter the pathway of apoptosis, or by the

blocking of proapoptotic signals by factors secreted

by the bystander cells. However, this suggestion

requires further research.

Impact of astaxanthin on the level of apoptotic

activity in the cultures of bystander cells and inducer

cells was multidirectional. Adding of astaxanthin in

specific concentration to the culture of bystander cells

led to a significant decrease in frequency of apoptotic

cells, namely down to (14.27 ± 1.62) %, (p < 0.05).

This also confirmed our assumption that astaxanthin

can «alleviate» the negative consequences of the

direct bystander effect by reducing the oxidative

stress in bystander cells and activating the repair sys�

tems. In cultures of inducer cells astaxanthin in�

creased the apoptotic activity from (1.69 ± 0.68) %

to (12.53 ± 1.11) % (p < 0.05). To explain the

changes in distribution of comets by groups under

the impact of astaxanthin on the inducer cells, we

assumed that the carotenoid modifies the manifesta�

tion of rescue effect by additional stimulation of

repair systems being already active under the influ�

ence of normal PBLs [30]. It is logical to assume that

the additional activation of gene expression may not

only directly affect the repair systems, but may also

lead to the launch of apoptosis pathways previously

blocked in the transformed cells.

CONCLUSIONS
1. Astaxanthin has been found to influence the

development of both direct and rescue tumor�

induced bystander effects.

2. Under joint/separate culturing of peripheral

blood lymphocytes of provisionally healthy individ�

uals (the bystander cells) and blood cells of CLL

patients (the inducer cells) the manifestations of

both direct and rescue tumor�induced bystander

effects were observed.

3. The direct effect was characterized by a high level of

comets, corresponding to the cells in S�phase, and in�

creased apoptotic activity in the control cell cultures.

4. The rescue effect in the culture of inducer cells

was manifested as the increased frequency of cells

stopped in S�phase, decreased proportion of cells

with a high level of DNA damage, and decreased

level of cells in apoptosis.

5. Under the impact of astaxanthin the level of both

S�phase cells and apoptotic cells in the cultures of



control cells significantly decreased (p < 0.05).

Effect of astaxanthin on inducer cells was the

opposite, featuring an increase in frequency of

cells in S�phase and an increase in apoptotic activ�

ity in cultures (p < 0.05).

6. Elucidation of molecular mechanisms of the

direct and rescue tumor�induced bystander effects

modification by astaxanthin, as well as establishing

of possible positive or negative consequences of

this modification in a view of prognosis and treat�

ment of cancer require further research.
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