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ДОСЛІДЖЕННЯ СТАБІЛЬНОСТІ ХРОМОСОМ СОМАТИЧНИХ
КЛІТИН ЛЮДИНИ ПРИ РОЗВИТКУ ВТОРИННОГО
РАДІАЦІЙНО�ІНДУКОВАНОГО ЕФЕКТУ СВІДКА

Мета: встановити рівень хромосомної нестабільності в лімфоцитах периферичної крові людини при розвитку

вторинного радіаційно�індукованого ефекту свідка. 

Матеріали і методи. Лімфоцити периферичної крові людини; культура клітин недрібноклітинного раку легень

людини лінії А�549 (опромінена in vitro 137Cs в дозі 0,50 Гр/неопромінена). Цитогенетичний аналіз рівномірно за�

барвлених хромосом лімфоцитів периферичної крові людини з визначенням частоти всіх типів аберацій.

Результати. Середньогрупова частота аберацій хромосом (4,75 на 100 клітин) у лімфоцитах периферичної крові

людини, що культивувались з додаванням кондиційного культурального середовища від клітин�свідків недрібно�

клітинного раку легені людини клітинної лінії A�549, перевищувала контрольну (1,60 на 100 клітин) (p < 0,001)

за рахунок збільшення частоти одиночних фрагментів від 1,20 до 3,95 на 100 клітин (p < 0,001). Середньогру�

пові частоти аберацій хромосом і аберацій хроматидного типу в лімфоцитах периферичної крові людини за роз�

витку первинного (5,80 і 4,35 на 100 клітин відповідно) і вторинного (4,75 і 3,95 на 100 клітин відповідно)

радіаційно�індукованого ефекту свідка значуще не відрізнялись одна від одної (p > 0,05).

Висновки. За культивування лімфоцитів периферичної крові людини з додаванням кондиційного середовища

від клітин�свідків недрібноклітинного раку легені людини А�549 зареєстровано вторинний радіаційно�індуко�

ваний ефект свідка, цитогенетичним проявом якого було підвищення рівня хромосомної нестабільності

внаслідок збільшення частоти аберацій хроматидного типу (одиночних фрагментів). Рівні аберацій хромосом

хроматидного типу при розвитку первинного і вторинного радіаційно�індукованого ефекту свідка значуще не

відрізнялися. Розвиток вторинного радіаційно�індукованого ефекту свідка не вплинув на індукцію аберацій

хромосомного типу.

Ключові слова: радіаційно�індукований ефект свідка; лімфоцити периферичної крові людини; аберації хро�

мосом; клітини недрібноклітинного раку легень людини лінії А�549.

Проблеми радіаційної медицини та радіобіології. 2024. Вип. 29. C. 228–242. doi: 10.33145/2304�8336�2024�29�228�242

✉ Шеметун Олена Володимирівна, e"mail: shemetun@ukr.net



229

EXPERIMENTAL

RESEARCHISSN 2304�8336. Проблеми радіаційної медицини та радіобіології = Problems of Radiation Medicine and Radiobiology. 2024. Iss. 29.

O. V. Shemetun✉, O. A. Talan, O. B. Dibska

State Institution «National Research Center for Radiation Medicine, Hematology and Oncology of the
National Academy of Medical Sciences of Ukraine», 53 Yuriia Illienka Str., Kyiv, 04050, Ukraine 

STUDY OF CHROMOSOME STABILITY OF HUMAN SOMATIC
CELLS IN THE DEVELOPMENT OF THE SECONDARY 
RADIATION�INDUCED BYSTANDER EFFECT 

Objective. To establish the level of chromosomal instability in human peripheral blood lymphocytes during the

development of secondary radiation�induced bystander effect.

Materials and methods. Human peripheral blood lymphocytes; culture of human non�small�cell lung cancer cell line

A549 (irradiated in vitro by 137Cs in a dose of 0.50 Gy/unirradiated). Cytogenetic analysis of uniformly colored chro�

mosomes of human peripheral blood lymphocytes with determination of the frequency of all types of aberrations.

Results. The mean group frequency of chromosome aberrations (4.75 per 100 cells) in human peripheral blood lym�

phocytes co�cultivated with conditioned culture medium from bystander cells of human non�small cell lung cancer

cell lines A�549 exceeded the control (1.60 per 100 cells) (p < 0.001) due to an increase in the frequency of single

fragments from 1.20 to 3.95 per 100 cells (p < 0.001). The mean group frequency of chromosome aberrations and

chromatid�type aberrations in human peripheral blood lymphocytes during the development of primary (5.80 and

4.35 per 100 cells, respectively) and secondary (4.75 and 3.95 per 100 cells, respectively) radiation�induced by�

stander effect did not significantly differ from each other (p > 0.05).

Conclusions. Under the conditions of co�cultivation of human peripheral blood lymphocytes with conditioned cul�

ture medium from bystander cells of human non�small cell lung cancer A�549, a secondary radiation�induced by�

stander effect was registered, the cytogenetic manifestation of which was an increase in the level of chromosomal

instability due to the rise in the frequency of chromatid�type aberrations (single fragments). The levels of chro�

matid�type chromosome aberrations during the development of the primary and secondary radiation�induced

bystander effect did not differ significantly. The development of the secondary radiation�induced bystander effect

did not affect the induction of chromosomal�type aberrations.

Key words: radiation�induced bystander effect; human peripheral blood lymphocytes; chromosome aberrations;

human non�small cell lung cancer cell lines A�549. 
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INTRODUCTION
The traditional concept of radiobiology is based

on the theory of the target, according to which all

biological effects of cell irradiation are the result

of direct damage by ionizing radiation to the

chromatin of the nucleus, the genetic apparatus

of mitochondria, and the membrane system of

cells [1]. This model changed after the discovery

of non�target effects of ionizing radiation,

which refer to biological changes in non�irradi�

ated cells that were damaged by directly irradiat�

ed cells [2–5]. The discovery of the tumor�

induced bystander effect and the rescue effect

made it possible to talk about the universality of

the phenomenon of the bystander effect as an

organism’s response to genotoxic stress [6–8].

The phenomenon of the secondary radiation�

ВСТУП
Традиційна концепція радіобіології базується на те�

орії мішені, згідно з якою всі біологічні ефекти при

опроміненні клітин є наслідком прямого пошкоджен�

ня іонізуючим випромінюванням хроматину ядра, ге�

нетичного апарату мітохондрій, мембранної системи

клітин [1]. Проте ця модель змінилась після відкриття

немішеневих ефектів дії іонізуючого випромінюван�

ня, які стосуються біологічних змін у неопромінених

клітинах, що зазнали пошкодження від безпосе�

редньо опромінених клітин [2–5]. Відкриття пухлин�

но�індукованого ефекту свідка та рятувального ефек�

ту дозволило говорити про універсальність феномену

ефекту свідка як відповіді організму на генотоксич�

ний стрес [6–8]. Описано явище вторинного радіа�

ційно�індукованого ефекту свідка, коли первинні клі�

тини�свідки виступають індукторами пошкоджень в



induced bystander effect has been described when

primary bystander cells act as inducers of damage in

surrounding or distant cells [9, 10]. Its induction

can contribute to the spread of genomic instability

in an organism that has undergone irradiation,

which is important to consider when conducting

radiation therapy for oncological diseases to prevent

the development of secondary malignant neoplasms

of radiation origin [11].

Cell cultures are often used to model the radia�

tion�induced bystander effect. Human non�small

cell lung cancer cell culture A�549 was used, mostly,

as a bystander to study proliferation, growth, apop�

tosis, metastasis, formation of micronuclei, and

DNA breaks in oncotransformed cells when inter�

acting with irradiated normal/tumor cells [12–14].

We modeled the development of a secondary radia�

tion�induced bystander effect using A�549 cells as

bystander signal inducers in intact human peripher�

al blood lymphocytes, which are standard cells in

cytogenetic mutagenesis studies. This approach

made it possible to correctly assess the level of chro�

mosomal instability during the development of the

primary and secondary radiation�induced bystander

effect in human somatic cells, and to determine the

frequency and spectrum of induced chromosome

aberrations. 

OBJECTIVE
The work aimed to establish the level of chromoso�

mal instability in human peripheral blood lympho�

cytes during the development of the secondary radi�

ation�induced bystander effect.

MATERIALS AND METHODS
Chromosome stability of human somatic cells during

the development of the secondary radiation�induced

bystander effect was studied using human non�small

cell lung cancer cell lines A�549 (as inducers of the

bystander effect signal) and human peripheral blood

lymphocytes (as bystander cells), where cytogenetic

parameters were recorded. The mediator of the signal

dissemination of the bystander effect was the condi�

tioned medium of A�549 cells.

When performing the work, separate cultivation of

human peripheral blood lymphocytes was carried

out to determine the control level of chromosome

aberrations in them; cultivation of human peripher�

al blood lymphocytes with the addition of condi�

tioned medium from the culture of non�small cell

lung cancer cell lines A�549 to study its possible
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оточуючих або віддалених клітинах [9, 10]. Його

індукція може сприяти поширенню геномної нес�

табільності в організмі, який зазнав опромінення,

що важливо враховувати при проведенні промене�

вої терапії онкологічних захворювань для за�

побігання розвитку вторинних злоякісних новоут�

ворень радіаційного ґенезу [11].

При моделюванні радіаційно�індукованого ефек�

ту свідка часто використовують перещеплювані

культури клітин. Культуру клітин недрібноклітин�

ного раку легень людини А�549 застосовували,

здебільшого, як свідка для дослідження проліфера�

ції, росту, апоптозу, метастазування, утворення

мікроядер та розривів ДНК в онкотрансформова�

них клітинах при взаємодії з опроміненими нор�

мальними/пухлинними клітинами [12–15]. Ми

змоделювали розвиток вторинного радіаційно�

індукованого ефекту свідка з застосуванням клітин

А�549 як індукторів байстендер сигналу в інтактних

лімфоцитах периферичної крові людини, які є

стандартними клітинами у цитогенетичних дослід�

женнях з мутагенезу. Такий підхід дозволив корект�

но оцінити рівень хромосомної нестабільності при

розвитку первинного та вторинного радіаційно�

індукованого ефекту свідка в соматичних клітинах

людини, визначити частоту та спектр аберацій хро�

мосом, що утворюються при цьому.

МЕТА
Метою роботи було встановлення рівня хромосом�

ної нестабільності в лімфоцитах периферичної

крові людини при розвитку вторинного радіацій�

но�індукованого ефекту свідка. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 
Дослідження стабільності хромосом соматичних

клітин людини при розвитку вторинного радіа�

ційно�індукованого ефекту свідка виконано з ви�

користанням клітин недрібноклітинного раку ле�

гень людини лінії А�549 (як індукторів сигналу

ефекту свідка) і лімфоцитів периферичної крові

людини (як клітин�свідків), де реєстрували цитоге�

нетичні показники. Медіатором розповсюдження

сигналу ефекту свідка було кондиційне середови�

ще клітин А�549.

При виконанні роботи виконували окреме куль�

тивування лімфоцитів периферичної крові людини

для визначення в них фонового (контрольного)

рівня аберацій хромосом; культивування лімфо�

цитів периферичної крові людини з додаванням

кондиційного середовища культури клітин недріб�
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effect on intact lymphocytes; cultivation of human

peripheral blood lymphocytes with the addition of

conditioned medium from the non�small cell lung

cancer cells A�549 irradiated in vitro to simulate

the development of primary radiation�induced

bystander effect in them; cultivation of human

peripheral blood lymphocytes with the addition of

conditioned medium from the non�irradiated cul�

ture of primary bystander cells of non�small cell

lung cancer cell lines A�549 for modeling the

development of secondary radiation�induced

bystander effect in peripheral blood lymphocytes.

Ten healthy middle�aged individuals who denied

knowing exposure to ionizing radiation and other

mutagenic factors were recruited into the study

based on informed consent.

Cultivation of human whole blood was per�

formed using the commonly used semi�micro

method in our modification [15]. Human non�

small cell lung cancer cell lines A�549 were cul�

tured in Advanced DMEM/F12 nutrient medium

according to the standard method [16, 17].

When determining the effect of the conditioned

medium of A�549 cells on human blood lympho�

cytes, it was taken 24 hours after replacement and

added to the blood lymphocyte culture in a volume

of 0.30 ml before the start of cultivation.

When modeling the primary radiation�induced

bystander effect, human blood lymphocytes were

the bystander cells. Before cultivation, 0.30 ml of

conditioned medium from non�small cell lung

cancer cell lines A�549 irradiated in vitro, which

were used as inducer cells, was added to them.

A�549 cell culture was irradiated with γ�quanta of
137Cs (emitter IBL�237C, power 2.34 Gy/min) in a

dose of 0.50 Gy before culturing.

Two�stage modeling of the primary and second�

ary radiation�induced bystander effect in the cul�

ture of human non�small cell lung cancer cells

A�549 and human peripheral blood lymphocytes

was applied in the first and second stages of the

work, respectively, to model the secondary radia�

tion�induced bystander effect in human peripheral

blood lymphocytes [18]. Modeling of the primary

radiation�induced bystander effect was carried out

by transferring the conditioned medium from the

culture of A�549 cells irradiated in vitro to the non�

irradiated culture of A�549 cells. Modeling of the

secondary radiation�induced bystander effect was

performed by transferring the conditioned medium

from the primary bystander cells of the A�549 cell

ноклітинного раку легень А�549 для дослідження йо�

го можливого впливу на інтактні лімфоцити; культи�

вування лімфоцитів периферичної крові людини з

додаванням кондиційного середовища від опроміне�

ної in vitro культури клітин недрібноклітинного раку

легень А�549 для моделювання розвитку в них пер�

винного радіаційно�індукованого ефекту свідка;

культивування лімфоцитів периферичної крові лю�

дини з додаванням кондиційного середовища від не�

опроміненої культури первинних клітин�свідків не�

дрібноклітинного раку легень А�549 для моделюван�

ня розвитку в лімфоцитах периферичної крові вто�

ринного радіаційно�індукованого ефекту свідка.

До дослідження на основі поінформованої згоди

були залучені десять здорових осіб середнього віку,

які заперечували свідомий контакт з іонізуючою ра�

діацією та іншими мутагенними чинниками. 

Культивування цільної крові людини виконували з

використанням загальновживаного напівмікромето�

ду у нашій модифікації [15]. Клітини недрібноклі�

тинного раку легень людини А�549 культивували в

поживному середовищі Advanced DMEM/F12 за

стандартною методикою [16, 17].

При визначенні впливу кондиційного середовища

клітин А�549 на лімфоцити крові людини його

відбирали через 24 години після заміни і додавали до

культури лімфоцитів крові в об’ємі 0,30 мл перед по�

чатком культивування. 

При моделюванні розвитку первинного радіаційно�

індукованого ефекту свідка лімфоцити крові людини

були клітинами�свідками, до яких перед культивуван�

ням додавали 0,30 мл кондиційного середовища від

опроміненої in vitro культури клітин недрібноклітин�

ного раку легень А�549, що були використані як

клітини�індуктори. Культуру клітин А�549 опроміню�

вали in vitro в дозі 0,50 Гр γ�квантами 137Cs (випромі�

нювач IBL�237C, потужність 2,34 Гр/хв). 

Для моделювання вторинного радіаційно�індуко�

ваного ефекту свідка в лімфоцитах периферичної

крові людини застосовано двох етапне моделювання

первинного і вторинного радіаційно�індукованого

ефекту свідка в культурі клітин недрібноклітинного

раку легень людини А�549 та лімфоцитах перифе�

ричної крові людини на першому і другому етапах

виконання роботи відповідно [18]. Моделювання

первинного радіаційно�індукованого ефекту свідка

виконували шляхом переносу кондиційного середо�

вища від опроміненої in vitro в дозі 0,50 Гр культури

клітин А�549 до неопроміненої культури клітин А�549.

Моделювання вторинного радіаційно�індукованого

ефекту свідка – шляхом перенесення кондиційного
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culture to the culture of human peripheral blood

lymphocytes. It was cultured according to the gen�

erally accepted method and cytogenetic indicators

of the development of the secondary radiation�

induced bystander effect were determined.

Metaphase chromosome preparations were

stained uniformly with Giemsa dye (Merck,

Germany). Cytogenetic analysis was performed

with group karyotyping under microscopes with a

magnification of x 1000. During the cytogenetic

analysis, aberrations of chromatid (single frag�

ments, chromatid exchanges) and chromosomal

(free double fragments, acentric rings, dicentric

and ring chromosomes, abnormal monocentric)

types were considered. In total, 8000 cells were

analyzed during the work.

For each experiment point, the percentage of

aberrant metaphases and the frequency of chro�

mosome aberrations per 100 metaphases were cal�

culated. Data for individual points of the experi�

ment were combined into groups according to the

study design, followed by the calculation of mean

group values and statistical errors. The difference

between the mean group values in the different

study variants was determined. The null hypothe�

sis was tested at a significance level of p < 0.05

using the Student’s t�test [19].

RESULTS
Cytogenetic analysis of blood lymphocytes of

healthy individuals showed that the mean group

frequency of aberrant cells in them was 1.60%, the

level of chromosome aberrations – 1.60 per 100

cells (Table 1). The chromatid�type aberrations

(single fragments) were registered with a mean

group frequency of 1.20 per 100 cells, which ac�
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середовища від первинних клітин�свідків неоп�

роміненої культури клітин А�549 до культури лімфо�

цитів периферичної крові людини, яку культивували

за загальноприйнятим методом та визначали цитоге�

нетичні показники розвитку вторинного радіаційно�

індукованого ефекту свідка.

Препарати метафазних хромосом фарбували рів�

номірно барвником Гімза (Merck, Німеччина). Ци�

тогенетичний аналiз виконували з груповим каріо�

типуванням пiд мiкроскопами зi збiльшенням x 1000.

Під час цитогенетичного аналізу враховували абе�

рацiї хроматидного (одиночні ацентричні фрагмен�

ти, хроматидні обміни) та хромосомного (вільні

парні фрагменти, ацентричні кільця, дицентричні та

кільцеві хромосоми, аномальні моноцентрики)

типiв. Загалом при виконанні роботи проаналізова�

но 6000 клітин. 

Для кожної точки досліду розраховували відсоток

аберантних метафаз і частоту аберацій хромосом на

100 метафаз. Дані по окремих точках досліду об’єд�

нували в групи відповідно до дизайну дослідження з

подальшим розрахунком середньогрупових значень і

статистичних похибок. Знаходили різницю між се�

редніми значеннями в окремих варіантах досліджен�

ня. Перевірку нульових гіпотез проводили на рівні

значущості р < 0,05 за допомогою критерію Стью�

дента [19].

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Цитогенетичний аналіз лімфоцитів крові здорових

осіб показав, що середньогрупова частота аберант�

них клітин  в них становила 1,60 %, рівень аберацій

хромосом – 1,60 на 100 клітин (табл. 1). Аберації хро�

матидного типу (одиночні фрагменти) зареєстровані

з середньогруповою частотою 1,20 на 100 клітин, що

складало 88 % від загальної кількості пошкоджень
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Кількість Частота аберантних Частота аберацій хромосом, на 100 клітин
Варіанти досліду проаналізованих клітин, % Frequency of chromosome aberration, per 100 cells
Experimental variants клітин Frequency of aberrant середня мінімальна – максимальна

Number of cells cells, % mean minimum – maximum

Контроль / Control 2000 1,60 ± 0,28 1,60 ± 0,28 1,00 – 2,00
ПІЕС / TIBE 2000 3,00 ± 0,38 3,00 ± 0,38 2,00 – 3,50  
РІЕС / RIBE 2000 5,80 ± 0,52 5,80 ± 0,52 4,50 – 7,50  
ВРІЕС / RISBE 2000 4,75 ± 0,48 4,75 ±  0,48 3,50 – 6,00

Примітки. ПІЕС – пухлинно індукований ефект свідка, РІЕС – радіаційно�індукований ефект свідка, ВРІЕС – вторинний радіаційно�індукований ефект свідка.
Notes. TIBE – tumor�induced bystander effect, RIBE – radiation�induced bystander effect, RISBE – secondary radiation�induced bystander effect.

Таблиця 1

Основні цитогенетичні показники при дослідженні вторинного радіаційно�індукованого ефекту свідка     

Table 1

The main cytogenetic data in the study of secondary radiation�induced bystander effect 
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counted for 88% of the total number of chromosome

damages (Table 2). The chromosomal�type aberra�

tions were represented by acentric paired fragments

with a mean frequency of 0.40 per 100 cells.

Exchange chromosomal�type aberrations (dicentric

chromosomes, abnormal monocentrics) were not

detected in the peripheral blood lymphocytes of

healthy individuals. The obtained result correspond�

ed to the population level of cytogenetic indicators

in spontaneous chromosomal mutagenesis [20]. This

made it possible to use them as controls in studies of

the secondary radiation�induced bystander effect.

The mean group frequency of chromosome aber�

rations in human peripheral blood lymphocytes cul�

tivated with adding the conditioned medium of

human non�small cell lung cancer cell lines A�549

was 3.00 per 100 cells and exceeded the indicator in

the comparison group (p < 0.05). Chromatid lesions

were detected in all individuals. They were represent�

ed by single fragments with a group mean frequency

of 2.40 per 100 cells (exceeded control, p < 0.05) and

individual variations ranging from 2.00 to 3.5 per

100 cells. The frequency of chromosomal�type aber�

rations did not have a significant difference with the

control level in intact peripheral blood lymphocytes

(p > 0.05). Among them, paired fragments with a

frequency of 0.55 per 100 cells and abnormal mono�

centrics at the level of 0.05 per 100 cells were regis�

tered. Asymmetric chromosomal exchanges (dicen�

tric and circular chromosomes) were not detected.

Thus, a cytogenetic study established an increase in

the frequency of chromosome aberrations in human

blood lymphocytes during cultivation with the addi�

хромосом (табл. 2). Аберацій хромосомного типу

були представлені ацентричними парними фраг�

ментами з середньою частотою 0,40 на 100 клітин.

Обмінних аберацій хромосомного типу (дицент�

ричних хромосом, аномальних моноцентриків) у

лімфоцитах периферичної крові здорових осіб не

виявлено. Отриманий результат відповідав попу�

ляційному рівню цитогенетичних показників при

спонтанному хромосомному мутагенезі [20], що

дозволило використати їх як контроль при вико�

нанні досліджень з вивчення вторинного радіацій�

ного�індукованого ефекту свідка. 

Середньогрупова частота аберацій хромосом у

лімфоцитах периферичної крові людини, які куль�

тивували з додаванням кондиційного середовища

від клітин недрібноклітинного раку легені людини

А�549, становила 3,00 на 100 клітин і перевищува�

ла показник у групі порівняння (p < 0,05). Пош�

кодження хроматидного типу виявлені у всіх осіб.

Вони були представлені одиночними фрагментами

з середньогруповою частотою 2,40 на 100 клітин

(перевищувала контрольну (р < 0,05) та індивіду�

альними коливаннями в межах від 2,00 до 3,5 на

100 клітин (рис. 1). Частота аберацій хромосомно�

го типу не мала значущої різниці з контрольним

рівнем в інтактних лімфоцитах периферичної

крові (р > 0,05). Серед них зареєстровані парні

фрагменти з частотою 0,55 на 100 клітин та ано�

мальні моноцентрики на рівні 0,05 на 100 клітин.

Асиметричних хромосомних обмінів (дицентрич�

них і кільцевих хромосом) не виявлено. Таким чи�

ном цитогенетичне дослідження встановило під�

вищення частоти аберацій хромосом в лімфоцитах
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Частота аберацій хромосом, на 100 клітин / Frequency of chromosome aberration, per 100 cells

Варіанти Хромосомного типу / Chromosome type
досліду Хроматидного типу ацентричні аномальні  дицентричні і 
Experimental Chromatid type фрагменти моноцентрики кільцеві хромосоми всього
variants acentric double abnormal dicentric and ring total

fragments monocentrics chromosomes

Контроль 1,20 ± 0,24 0,40 ± 0,14 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,40 ± 0,14
ПІЕС 2,40 ± 0,34 0,55 ± 0,17 0,05 ± 0,05 0,00 ± 0,00 0,60 ± 0,17
РІЕС 4,35 ± 0,46 1,25 ± 0,25 0,15 ± 0,09 0,05 ± 0,05 1,45 ± 0,47
ВРІЕС 3,95 ± 0,44 0,70 ± 0,19 0,10 ± 0,07 0,00 ± 0,00 0,80 ± 0,20

Примітки. ПІЕС – пухлинно індукований ефект свідка, РІЕС – радіаційно�індукований ефект свідка, ВРІЕС – вторинний радіаційно�індукований ефект свідка.
Notes. TIBE – tumor�induced bystander effect, RIBE – radiation�induced bystander effect, RISBE – secondary radiation�induced bystander effect.

Таблиця 2

Частота аберацій хроматидного і хромосомного типу при дослідженні вторинного радіаційно�індуко�
ваного ефекту свідка      

Table 2

Frequency of chromatid and chromosome type aberrations in the study of secondary bystander effect and res�
cue effect 



tion of a conditioned medium from the culture of

human non�small cell lung cancer cells A�549.

The increase in chromosomal instability occurred

due to the rise in the frequency of chromatid�type

aberrations, which indicates the development of a

tumor�induced bystander effect. Interindividual

variability of the examined persons in the ability to

induce it was registered.

In a study on modeling the development of a pri�

mary radiation�induced bystander effect in human

peripheral blood lymphocytes, the group mean

frequency of chromosomal aberrations was 5.80

per 100 cells, with an individual variation from

4.50 to 7.50 per 100 cells. Chromatid�type aberra�

tions (single fragments) predominated among

chromosome damages. They were detected in all

examined persons at the level of 3.50�5.5 per 100

cells. Their mean group frequency (4.35 per 100

cells) exceeded the control (p < 0.05) (Fig. 1).

There was no correlation between background and

radiation�induced bystander effect levels of chro�

mosomal instability. In cases 7 and 8, which had a

different frequency level of chromatid�type aber�

rations in the control (1.50 and 1.00 per 100 cells,

respectively), the level of chromatid�type damage

during the development of the radiation�induced

bystander effect was 4 per 100 cells. In cases with

234

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ

ДОСЛІДЖЕННЯ

крові людини за культивування з додаванням конди�

ційного середовища від перещеплюваної культури

клітин недрібноклітинного раку легень людини А�549.

Зростання хромосомної нестабільності відбулось за

рахунок підвищення частоти аберацій хроматидного

типу, що вказує на розвиток пухлинно�індукованого

ефекту свідка. Зареєстровано міжіндивідуальну

варіабельність обстежених осіб у здатності до його

індукції.

У дослідженні, що моделювало розвиток первин�

ного радіаційно�індукованого ефекту свідка в лім�

фоцитах периферичної крові людини середньогру�

пова частота аберацій хромосом становила 5,80 на

100 клітин з індивідуальними коливаннями від 4,50

до 7,50 на 100 клітин. Серед пошкоджень хромосом

переважали аберації хроматидного типу (одиночні

фрагменти). Вони були виявлені в усіх обстежених

осіб на рівні 3,50�5,50 на 100 клітин. Їх середньогру�

пова частота (4,35 на 100 клітин) перевищувала

контрольну (p < 0,05). Не було кореляції між фоно�

вим та індукованим радіаційно�індукованим ефек�

том свідка рівнем хромосомної нестабільності. У ви�

падках 7 і 8, що мали різний рівень частоти аберацій

хроматидного типу в контролі (1,50 і 1,00 на 100

клітин відповідно), рівень пошкоджень хроматидно�

го типу при розвитку первинного радіаційно�індуко�

ваного ефекту свідка складав 4,00 на 100 клітин. У ви�
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Рисунок 1. Індивідуальні частоти аберацій хроматидного типу в лімфоцитах периферичної крові людини
за розвитку первинного і вторинного радіаційно�індукованого ефекту свідка 
ПІЕС – пухлинноіндукований ефект свідка; РІЕС – радіаційноіндукований ефект свідка; ВРІЕС – вторинний
радіаційноіндукований ефект свідка.   

Figure 1. Individual frequencies of chromatid�type aberrations in the study of secondary radiation�induced
bystander effect  
TIBE – tumorinduced bystander effect; RIBE – radiationinduced bystander effect; RISBE – secondary radiationinduced
bystander effect.



235

EXPERIMENTAL

RESEARCH

the same background frequency of chromosome

damage (5, 8, 9) upon induction of the radiation�

induced bystander effect, different levels of chromo�

somal instability were registered. In case 4, with the

lowest frequency of chromosome damage in intact

lymphocytes, the development of the bystander

effect induced the highest level of chromatid�type

aberrations among the examined individuals, which

was 5.50 per 100 cells.

The frequency of chromosomal�type aberrations

was 1.45 per 100 cells and exceeded the control level

(p < 0.05). They were represented by paired frag�

ments, and abnormal monocentric and dicentric

chromosomes. Paired fragments were registered in all

examined persons with a frequency of 1.25 per 100

cells, which exceeded the background level of these

damages and the indicator for the development of a

tumor�induced bystander effect (p < 0.05). The fre�

quencies of exchange chromosomal�type aberrations

(abnormal monocentric and dicentric chromosomes)

were not significantly different from the control ones. 

In a study on modeling the development of the

secondary radiation�induced bystander, the mean�

group frequency of chromosome aberrations in

human peripheral blood lymphocytes exceeded the

control indicator and was 4.75 per 100 cells with

individual fluctuations from 3.50 to 6.00 per 100

cells. The chromatid�type aberrations were regis�

tered with a mean�group frequency of 3.95 per 100

cells, which exceeded the control (p < 0.001). They

were represented by single fragments. Individual val�

ues of the chromatid�type  aberrations frequency

ranged from 3.00 to 5.00 per 100 cells. In all cases of

the experiment, an increase in this indicator was

observed compared to the control (p < 0.05). There

was no correlation between background and induced

secondary radiation�induced bystander effect levels

of chromosomal instability in human peripheral

blood lymphocytes. In cases 3, 5, 8, and 9, with a

background frequency of chromosomal damage of

1.00 per 100 cells, the levels of chromosomal insta�

bility were 5.00, 3.50, 3.00, and 5.00 per 100 cells,

respectively. In the case with the lowest background

level of chromatid�type aberrations (0.50 per 100

cells), the frequency of chromatid�type aberrations

was 4.00 per 100 cells.

The mean�group level of chromosomal�type aber�

rations, which were represented by double acentric

fragments and abnormal monocentrics, was 0.80 per

100 metaphases. Acentric fragments were detected

with the mean�group frequency of 0.70 per 100

падках з однаковою фоновою частотою пошкод�

жень хромосом (5, 8, 9) при індукції радіаційно�

індукованого ефекту свідка зареєстровано різні

рівні хромосомної нестабільності. У випадку 4 при

найнижчій частоті пошкоджень хромосом в інтакт�

них лімфоцитах розвиток ефекту свідка індукував

найвищий серед обстежених осіб рівень аберацій

хроматидного типу, що становив 5,50 на 100 клітин.

Частота аберацій хромосомного типу складала

1,45 на 100 клітин і перевищувала контрольний

рівень (р < 0,05). Вони були представлені парними

фрагментами, аномальними моноцентриками та

дицентричними хромосомами. Парні фрагменти

зареєстровано у всіх обстежених осіб з частотою

1,25 на 100 клітин, яка перевищувала фоновий

рівень цих пошкоджень та показник при розвитку

пухлинно�індукованого ефекту свідка (р < 0,05).

Частоти хромосомних аберацій обмінного типу

(аномальних моноцентриків і дицентричних хро�

мосом) значимо не відрізнялись від контрольних. 

При моделюванні розвитку вторинного радіа�

ційно�індукованого ефекту свідка середньогрупова

частота аберацій хромосом у лімфоцитах перифе�

ричної крові людини перевищувала контрольний

показник і складала 4,75 на 100 клітин з індивіду�

альними коливаннями від 3,50 до 6,00 на 100

клітин. Аберації хроматидного типу зареєстровані з

середньогруповою частотою 3,95 на 100 клітин, що

перевищувала контрольну (р < 0,001). Вони були

представлені одиночними фрагментами. Індивіду�

альні значення частоти аберацій хроматидного ти�

пу знаходились в межах від 3,00 до 5,00 на 100 клі�

тин. У всіх випадках досліду спостерігали зростання

цього показника порівняно з контролем (p < 0,05).

Не зареєстровано кореляції між фоновим і індуко�

ваним вторинним радіаційно�індукованим ефек�

том свідка рівнем хромосомної нестабільності в

лімфоцитах периферичної крові людини. У випад�

ках 3, 5, 8, 9 з фоновою частотою пошкоджень хро�

мосом 1,00 на 100 клітин рівні хромосомної не�

стабільності за розвитку вторинного радіаційно�

індукованого ефекту свідка складали 5,00, 3,50,

3,00 і 5,00 на 100 клітин відповідно. відповідно.

У випадку з найнижчим фоновим рівнем аберацій

хроматидного типу (0,50 на 100 клітин) частота

аберацій хроматидного типу становила 4,00 на 100

клітин.  

Середньогруповий рівень аберацій хромосомно�

го типу, які були представлені ацентричними пар�

ними фрагментами та аномальними моноцентри�

ками, становив 0,80 на 100 метафаз. Ацентричні
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metaphases in 9 out of 10 examined persons.

Abnormal monocentrics were found in two exami�

nees with a frequency of 0.50 per 100 cells. The

mean�group level of abnormal monocentrics was

0.10 per 100 metaphases. It had no significant differ�

ence with the spontaneous population level. Asym�

metric chromosomal exchanges (dicentric and cir�

cular chromosomes) were not registered.

Comparison of chromosome stability of human

peripheral blood lymphocytes during simulation of

primary and secondary radiation�induced bystander

effect showed that due to the induction of the sec�

ondary radiation�induced bystander effect, the fre�

quency of chromosome aberrations and chromatid�

type aberrations did not significantly differ from the

level of these damages during the development of pri�

mary radiation�induced bystander effect (p > 0.05).

The frequency of exchange chromosomal�type aber�

rations (abnormal monocentric and dicentric chro�

mosomes) corresponded to the population level.

DISCUSSION
The secondary radiation�induced bystander effect is

one of the manifestations of the universal phenome�

non of the bystander effect and is characterized by

the induction by primary bystander cells of damage

in surrounding and distant intact cells. Its study is

important for preventing the medical consequences

of human exposure and revealing the mechanisms of

radiation�induced carcinogenesis and secondary

oncogenesis as a result of radiotherapy of oncologi�

cal pathology. The secondary radiation�induced

bystander effect was studied with its simulation in

normal human peripheral blood lymphocytes using

human non�small cell lung cancer cell lines A�549

culture [18]. This allowed us to correctly assess the

level of chromosomal instability during the develop�

ment of the secondary radiation�induced bystander

effect in human somatic cells and to investigate the

contribution of the tumor�induced effect to it,

which could not be done using only non�trans�

formed cells in its modeling. The study of the effect

of conditioned medium from the culture of A�549

human non�small cell lung cancer cells on cytoge�

netic parameters in the blood lymphocytes of

healthy individuals established an increase in the

frequency of chromosome aberrations due to the rise

in the frequency of chromatid�type aberrations,

which are markers of chromosomal instability, which

was a consequence of the development of tumor�

induced the bystander effect. Interindividual vari�
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фрагменти виявлені з частотою 0,70 на 100 метафаз

у 9 з 10 обстежених. Аномальні моноцентрики заре�

єстровані у двох обстежених з частотою 0,50 на 100

клітин. Середньогруповий рівень аномальних мо�

ноцентриків становив 0,10 на 100 метафаз. Він не

мав істотної різниці зі спонтанним популяційним

рівнем. Асиметричних хромосомних обмінів (дице�

нтричні та кільцеві хромосоми) не зареєстровано.

Порівняння стабільності хромосом лімфоцитів

периферичної крові людини при розвитку первин�

ного й вторинного радіаційно�індукованого ефек�

ту свідка показало, що за індукції вторинного

радіаційно�індукованого ефекту свідка показники

загальної частоти аберацій хромосом та аберацій

хроматидного типу статистично значимо не відріз�

нялись від рівня цих пошкоджень за розвитку пер�

винного радіаційно�індукованого ефекту свідка

(р > 0,05). Рівні обмінних аберацій хромосомного

типу (аномальних моноцентриків та дицентричних

хромосом) відповідали популяційним. 

ОБГОВОРЕННЯ
Вторинний радіаційно�індукований ефект свідка є

одним з проявів універсального феномену ефекту

свідка і характеризується індукцією первинними

клітинами�свідками пошкоджень в оточуючих і

віддалених інтактних клітинах. Його вивчення є

важливим для запобігання медичним наслідкам

опромінення людини і розкриття механізмів радіа�

ційно�індукованого канцерогенезу та вторинного

онкогенезу внаслідок радіотерапії онкологічної па�

тології. Вторинний радіаційно�індукований ефект

свідка досліджували із його моделюванням в нор�

мальних лімфоцитах периферичної крові людини з

використанням культури клітин недрібноклітин�

ного раку легень людини лінії А�549 [18]. Це дозво�

лило коректно оцінити рівень хромосомної нес�

табільності при розвитку вторинного радіаційно�

індукованого ефекту свідка в соматичних клітинах

людини та дослідити внесок в неї пухлинно�інду�

кованого ефекту, чого не можна було б зробити із

застосуванням при його моделюванні лише нетра�

нсформованих клітин. Вивчення впливу конди�

ційного середовища від культури клітин недрібно�

клітинного раку легень людини А�549 на цитогене�

тичні показники в лімфоцитах крові здорових осіб

встановило в них підвищення частоти аберацій

хромосом за рахунок збільшення частоти аберацій

хроматидного типу, які є маркерами хромосомної

нестабільності, що стало наслідком розвитку пух�

линно�індукованого ефекту свідка. Зареєстровано
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ability of the examined persons in the ability to

induce it was recorded, which is consistent with

the results of studies on modeling this effect in

human lymphocytes using the blood of patients

with chronic lymphocytic leukemia [15]. A study

of the radiation�induced bystander effect in

peripheral blood lymphocytes of healthy individu�

als under co�cultivation with conditioned medium

from human non�small cell lung cancer cell A�549

irradiated in vitro in a dose of 0.50 Gy registered an

increase in chromosomal instability compared to

control and an experiment with modeling of

tumor�induced bystander effect, which may indi�

cate the synergism of the mutagenic effect of

tumor� and radiation�induced bystander effects on

intact lymphocytes of healthy individuals. The

decisive factor was the increase in the frequency of

chromatid�type aberrations during the induction

of the radiation�induced bystander effect com�

pared to the tumor�induced effect. In our opinion,

the increased level of paired fragments registered

in the bystander cells during the induction of the

radiation�induced bystander effect is a conse�

quence of double chromatid breaks, since the fre�

quencies of other chromosomal aberrations (ab�

normal monocentric and dicentric chromosomes)

in all variants of the experiment did not differ sig�

nificantly from the control indicators. The

obtained results differ from the data of K. Ka�

nagaraj et al. [8] when the conditioned media from

adult dermal fibroblasts X�ray irradiated in vitro in

a dose of 0.50 Gy did not cause primary/secondary

radiation�induced bystander effect in human

peripheral blood lymphocytes, while the reverse

experiment gave a positive result. This could be a

consequence of the use of exchange chromoso�

mal�type aberrations (dicentric chromosomes) to

register the radiation�induced bystander effect.

These aberrations are markers of direct radiation

action and are used in biological indication and

dosimetry of human exposure [21–24]. Studies of

the clastogenic quality of the peripheral blood of

irradiated persons [25, 26] and modeling of the

radiation�induced bystander effect in human

peripheral blood lymphocytes [7, 27] show that

cytogenetic markers of the development of the

radiation�induced bystander effect in them are

chromatid�type aberrations (chromatid breaks and

exchanges). Soluble factors (cytokines, reactive

forms of oxygen, and nitrogen) that induce DNA

damage in bystander cells due to oxidative stress

міжіндивідуальну варіабельність обстежених осіб у

здатності до його індукції, що узгоджується з резуль�

татами досліджень з моделювання цього ефекту в

лімфоцитах людини з використанням крові хворих

на хронічну лімфоцитарну лейкемію [15]. Дослід�

ження радіаційно�індукованого ефекту свідка в

лімфоцитах периферичної крові здорових осіб за

культивування з кондиційним середовищем від оп�

роміненої in vitro в дозі 0,50 Гр культури клітин

недрібноклітинного раку легень людини А�549 за�

реєструвало зростання хромосомної нестабільності

порівняно з контролем та дослідом з моделюванням

пухлинно�індукованого ефекту свідка, що може вка�

зувати на синергізм мутагенного впливу пухлинно�

та радіаційно�індукованого ефектів свідка на ін�

тактні лімфоцити здорових осіб. Визначальним при

цьому було збільшення частоти аберацій хроматид�

ного типу при індукції радіаційно�індукованого

ефекту свідка порівняно з пухлинно�індукованим.

Підвищений рівень парних фрагментів, зареєстрова�

них в клітинах�свідках при індукції радіаційно�інду�

кованого ефекту свідка, на нашу думку, є наслідком

подвійних хроматидних розривів, оскільки частоти

інших аберацій хромосомного типу (аномальних мо�

ноцентриків і дицентричних хромосом) у всіх ва�

ріантах досліду значуще не відрізнялись від конт�

рольних показників. Отримані результати відрізня�

ються від даних K. Kanagaraj зі співавт. [8], коли

вплив кондиційного середовища від опромінених

рентгенівськими променями in vitro в дозі 0,50 Гр

дермальних фібробластів дорослої людини не спри�

чинив розвитку первинного та вторинного

радіаційно�індукованого ефекту свідка в лімфоцитах

периферичної крові людини, тоді як зворотній

дослід дав позитивний результат. Це могло бути

наслідком використання обмінних аберацій хромо�

сомного типу (дицентричних хромосом) для реє�

страції радіаційно�індукованого ефекту свідка. Ці

аберації є маркерами прямої радіаційної дії і вико�

ристовуються при проведенні біологічної індикації

та дозиметрії опромінення людини [21–24]. Дослід�

ження кластогенних властивостей периферичної

крові опромінених осіб [25, 26] і моделювання

радіаційно�індукованого ефекту свідка в лімфоцитах

периферичної крові людини [7, 27] показує, що ци�

тогенетичними маркерами розвитку радіаційно�

індукованого ефекту свідка в них є аберації хрома�

тидного типу (хроматидні розриви і обміни).

Медіаторами передачі байстендер сигналу в таких

моделях, як і за використання кондиційного середо�

вища від опромінених клітин, можуть бути розчинні
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can be mediators of bystander signal transmission in

such models and when using a conditioned medium

from irradiated cells [28�30]. At the same time, an

increase in the frequency of chromosomal aberra�

tions (dicentric chromosomes, Robertsonian trans�

locations, centromeric breaks) during the develop�

ment of the radiation�induced bystander effect was

shown by S. Kirolikar et al. [31] in studying the in�

volvement of free extracellular chromatin from irra�

diated human breast cancer cells (MDA�MB231) as

an inducer of the bystander effect in non�irradiated

NIH3T3 mouse fibroblasts. The result was due to the

inclusion of irradiated extracellular chromatin in the

DNA of non�irradiated control cells (confirmed by

the authors using fluorescent hybridization). As a

result, damage inherent to the direct action of radi�

ation was induced in non�irradiated cells.

Cultivation of peripheral blood lymphocytes of

healthy individuals with the addition of conditioned

medium from non�irradiated bystander cells of

human non�small cell lung cancer A�549 established

an increase in the level of chromosome aberrations

due to the rise in the frequency of chromatid�type

aberrations represented by single fragments, which

indicates the development of a secondary radiation�

induced bystander effect. Comparison of chromo�

some stability of human peripheral blood lympho�

cytes during the development of primary and sec�

ondary radiation�induced bystander effect showed

that during the induction of secondary radiation�

induced bystander effect, the frequency of chromo�

some aberrations and chromatid�type aberrations

did not significantly differ from the level of these

damages during the development of the primary

radiation�induced bystander effect. This indicates

stabilization of the increased level of chromosomal

instability induced by the primary and secondary

radiation�induced bystander effect in human

peripheral blood lymphocytes in vitro. The levels of

exchange chromosomal�type aberrations (abnormal

monocentric and dicentric chromosomes) corre�

sponded to the population level, which indicates the

absence of the influence of the secondary bystander

effect on their induction. Analysis of individual val�

ues of the frequency of chromatid�type aberrations

during the development of manifestations of the

bystander effect showed an increase in this indicator

due to the induction of tumor�, radiation�induced,

and secondary radiation�induced effects in all cases

of the experiment. Interindividual variability of the

examined persons in the ability to develop these
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чинники (цитокіни, активні форми кисню і азоту),

що індукують пошкодження ДНК клітин�свідків

внаслідок оксидативного стресу [28�30]. Разом з

тим, зростання частоти аберацій хромосомного ти�

пу (дицентричних хромосом, робертсонівських

транслокацій, центромерних розривів) при розвит�

ку радіаційно�індукованого ефекту свідка показа�

но S. Kirolikar зі співавт. [31] при вивченні участі

вільного позаклітинного хроматину з опромінених

клітин раку грудної залози людини (MDA�MB231)

як індуктора ефекту свідка в неопромінених

фібробластах мишей NIH3T3. Результат зумовлю�

вався включенням опроміненого позаклітинного

хроматину в ДНК неопромінених клітин�свідків

(підтверджено авторами із застосуванням флюо�

ресцентної гібридизації). Внаслідок цього у неоп�

ромінених клітинах індукувались пошкодження,

притаманні для прямої дії радіації. 

Культивування лімфоцитів периферичної крові

здорових осіб з додаванням кондиційного середо�

вища від неопромінених клітин�свідків недрібно�

клітинного раку легень людини А�549 встановило

підвищення загального рівня аберацій хромосом за

рахунок підвищення частоти аберацій хроматид�

ного типу, представлених одиночними фрагмента�

ми, що вказує на розвиток вторинного радіаційно�

індукованого ефекту свідка. Порівняння стабіль�

ності хромосом лімфоцитів периферичної крові

людини при розвитку первинного й вторинного

радіаційно�індукованого ефекту свідка показало,

що за індукції вторинного радіаційно�індуковано�

го ефекту свідка показники загальної частоти абе�

рацій хромосом та аберацій хроматидного типу

значимо не відрізнялись від рівня цих пошкоджень

за розвитку первинного ефекту свідка. Рівні об�

мінних аберацій хромосомного типу (аномальних

моноцентриків та дицентричних хромосом) від�

повідали популяційним, що свідчить про від�

сутність впливу вторинного ефекту свідка на їх

індукцію. Отриманий результат вказує на стабілі�

зацію підвищеного рівня хромосомної нестабіль�

ності, індукованої первинним і вторинним радіа�

ційно�індукованим ефектом свідка в лімфоцитах

периферичної крові людини в умовах in vitro. Ана�

ліз індивідуальних значень частоти аберацій хро�

матидного типу за розвитку проявів ефекту свідка

засвідчив підвищення цього показника внаслідок

індукції пухлинного, радіаційно�індукованого та

вторинного радіаційно�індукованого ефекту в усіх

випадках досліду. Зареєстровано міжіндивідуальну

варіабельність обстежених осіб у здатності до роз�
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effects was recorded, which did not correlate with

the background level of chromosomal instability in

the lymphocytes of their peripheral blood.

CONCLUSIONS
Under the conditions of co�cultivation of human

peripheral blood lymphocytes with conditioned

culture medium from bystander cells of human

non�small cell lung cancer A�549, a secondary

radiation�induced bystander effect was registered,

the cytogenetic manifestation of which was an

increase in the level of chromosomal instability

due to an increase in the frequency of chromatid�

type aberrations (single fragments). The levels of

chromatid�type chromosome aberrations during

the development of the primary and secondary

radiation�induced bystander effect did not differ

significantly.
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витку цих ефектів, що не корелювала з фоновим

рівнем хромосомної нестабільності в  лімфоцитах їх

периферичної крові.

ВИСНОВКИ
Загальна частота аберацій хромосом в лімфоцитах пе�

риферичної людини за культивування з кондиційним

середовищем від неопромінених клітин�свідків

недрібноклітинного раку легенів А�549 перевищувала

таку в контролі за рахунок зростання частоти одиноч�

них фрагментів, що вказує на підвищення рівня хро�

мосомної нестабільності при розвитку вторинного

радіаційно�індукованого ефекту свідка. Розвиток вто�

ринного радіаційно�індукованого ефекту свідка не

впливав на індукцію аберацій хромосомного типу.

Рівні аберацій хромосом хроматидного типу при роз�

витку первинного і вторинного радіаційно�індукова�

ного ефекту свідка значимо не розрізнялись. 
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