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Для вивчення персистенцiї прихованої хромосомної нестабiльностi (ПХН) в соматич-
них клiтинах людини проведено добровiльне цитогенетичне обстеження 15 практично
здорових чоловiкiв, якi заперечували свiдомий контакт з мутагенними чинниками, з ви-
користанням тесту “G2-bleomycin sensitivity assay” при короткотривалому (48 год) та
довгостроковому (100 год) культивуваннi лiмфоцитiв периферичної кровi. Встановлено,
що фонова частота аберацiй хромосом в лiмфоцитах обстежених осiб вiдповiдала рiв-
ню спонтанного соматичного хромосомного мутагенезу та достовiрно не вiдрiзнялася
при обох строках культивування клiтин. При короткотривалiй iнкубацiї лiмфоцитiв
з блеомiцином пiдвищилася середньогрупова частота хромосомних аберацiй зi значними
мiжiндивiдуальними коливаннями, якi не залежали вiд фонових цитогенетичних показ-
никiв. У довгострокових культурах у всiх обстежених осiб вiрогiдно зменшилася часто-
та хромосомних аберацiй вiдносно показникiв першого мiтозу, завдяки чому знизився не
тiльки цитогенетичний ефект по групi в середньому, але й середньогруповий додаток
до фонового рiвня аберацiй хромосом, що свiдчить про поступову елiмiнацiю аберан-
тних клiтин у послiдовних мiтозах. Iнтенсивнiсть елiмiнацiї хромосомних порушень
iстотно варiювала у рiзних осiб i не залежала як вiд величин фонового цитогенетичного
ефекту в iнтактних культурах, так i вiд iндивiдуальних рiвнiв хромосомних аберацiй,
iндукованих блеомiцином при короткотривалому культивуваннi. Одержанi результати
пiдтвердили значення генетично зумовлених мiжiндивiдуальних особливостей щодо iн-
дукцiї та персистенцiї ПХН в соматичних клiтинах людини.

Одним iз проявiв нестабiльностi геному людини на цитогенетичному рiвнi є так звана при-
хована хромосомна нестабiльнiсть (ПХН), яка визначається як генетично зумовлена гiпер-
чутливiсть хромосом лiмфоцитiв периферичної кровi людини до дiї iнших мутагенiв — in
vivo та in vitro та розцiнюється як схильнiсть до iндукцiї та промоцiї канцерогенезу [1, 2].
Нашi попереднi дослiдження показали можливiсть детекцiї ПХН за iндивiдуальною чутли-
вiстю хромосом лiмфоцитiв периферичної кровi людини до тестуючої мутагенної дiї радiо-
мiметика блеомiцина (in vitro) та ми вперше встановили не тiльки реальнiсть модифiкацiї
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генетично детермiнованої хромосомної стабiльностi в соматичних клiтинах людини внаслi-
док дiї iонiзуючого випромiнювання (in vivo), але й iснування асоцiацiї мiж цим феноменом
i реалiзацiєю онкологiчної патологiї у опромiнених осiб [3–6].

Разом з тим до теперiшнього часу залишається вiдкритим питання стосовно персiстен-
цiї радiацiйно-модифiкованої ПХН (як in vivo, так i in vitro) та її здатностi передаватися
наступним поколiнням клiтин.

Для вивчення тривалостi збереження радiацiйно-iндукованої ПХН в соматичних клiти-
нах людини нами запропоновано модель iз використанням двох попередньо удосконалених
методiв — “G2-bleomycin sensitivity assay” [7] та двотермiнового культивування лiмфоцитiв
периферичної кровi [8], що дає можливiсть оцiнити реальнiсть експресiї ПХН в соматичних
клiтинах людини з плином часу.

Як вiдомо, важливою кiлькiсною характеристикою мутагенезу людини є спонтанний
рiвень хромосомних аберацiй в соматичних клiтинах. Тому для оцiнки радiоiндукованого
цитогенетичного ефекту потрiбнi вихiднi (фоновi) данi щодо спонтанного рiвня аберацiй
хромосом в лiмфоцитах периферичної кровi неекспонованих осiб. У цьому напрямку ви-
конано чимало дослiджень (спецiальних та при обстеженнi контрольних груп) з викорис-
танням, в основному, рiвномiрного фарбування метафазних хромосом та значно рiдше —
їх диференцiйного G-забарвлення та методу FISH-WCP, в результатi чого одержанi такi
данi i встановлено ряд певних закономiрностей [9–11]. Зокрема, показано, що при збiль-
шеннi строкiв культивування лiмфоцитiв вiдбувається поступова елiмiнацiя нестабiльних
та частини стабiльних хромосомних пошкоджень. Проте при оцiнюваннi частоти хромосом-
них аберацiй небажано використовувати лiтературнi данi, оскiльки неможливо встановити
загальний єдиний контроль для рiзноманiтних груп через нереальнiсть урахування всього
комплексу причин, якi можуть впливати на цитогенетичнi показники [12]. При цьому слiд
вiдзначити, що саме при аналiзi малих вибiрок, якi найчастiше використовуються в бiльшос-
тi цитогенетичних обстежень, може бути випадкове накопичення кiлькостi iндивiдiв з яки-
мось неврахованим генотоксичним або “confounding” фактором, який модифiкує спонтанну
частоту хромосомних аберацiй. Тому при кожному цитогенетичному обстеженнi опромiне-
них контингентiв необхiдно мати власнi контрольнi данi щодо iнтенсивностi як спонтанного,
так i iндукованого тестуючим мутагенним навантаженням in vitro хромосомного мутагенезу
в групi порiвняння, особливо при використаннi двострокового культивування лiмфоцитiв.

Враховуючи вищевикладене, ми провели добровiльне цитогенетичне обстеження 15
практично здорових чоловiкiв, мешканцiв м. Києва, вiком вiд 29 до 54 рокiв (середнiй вiк 40
рокiв), якi заперечували свiдомий контакт зi знаними або потенцiйними мутагенами.

У обстежених осiб визначали фоновi та iндукованi блеомiцином in vitro частоти всього
спектра хромосомних аберацiй в лiмфоцитах периферичної кровi при стандартному корот-
котривалому (48 год) та довготермiновому (100 год) культивуваннi лiмфоцитiв перифери-
чної кровi — в першiй та третiй клiтиннiй генерацiї вiдповiдно.

Умови культивування лiмфоцитiв, тестуюче мутагенне навантаження культур лiмфоци-
тiв блеомiцином in vitro, принципи проведення цитогенетичного аналiзу, визначення осiб,
гiперчутливих до дiї блеомiцину шляхом обчислення коефiцiєнта прихованої хромосомної
нестабiльностi (KПХН), статистична обробка отриманих даних вiдповiдали таким, що були
наведенi в наших попереднiх публiкацiях [3–6].

Кiлькiсть проаналiзованих клiтин вiд кожної з обстежених осiб у кожному iз варiантiв
експеримента коливалася вiд 300 до 500 метафаз; всього проаналiзували 29150 метафаз,
з яких 14950 — без мутагенного навантаження, 14200 — при дiї блеомiцину.
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Як видно з даних, наведених в табл. 1, при обох строках культивування лiмфоцитiв
фоновий цитогенетичний ефект у групi практично здорових волонтерiв вiдповiдав як се-
редньопопуляцiйним показникам, характерним для спонтанного хромосомного мутагене-
зу [12], так i результатам наших численних цитогенетичних обстежень iнших контрольних
груп [3–6]. Виявлено тенденцiю до деякого зниження частоти хромосомних аберацiй у по-
слiдовних мiтозах, в основному, за рахунок елiмiнацiї домiнуючого типу спонтанних пошко-
джень хромосом — одиночних ацентричних фрагментiв. Разом з тим, через низькi значення
цих показникiв неможливо встановити вiрогiдну рiзницю мiж ними в короткотривалих та
довгострокових культурах. Слiд вiдзначити, що аналогiчнi результати були ранiше отриманi
нами при 144-годинному (п’ятий мiтоз) культивуваннi лiмфоцитiв контрольної групи дiтей
з екологiчно благополучного регiону при вивченнi затриманої хромосомної нестабiльностi
у нащадкiв опромiнених батькiв [13], а також О.В. Шеметун при 120-годинному (четвертий
мiтоз) культивуваннi кровi практично здорових осiб (як окремому, так i сумiсному з лiмфо-
цитами осiб iншої статi) при дослiдженнi ефекту свiдка [14] — частоти аберацiй хромосом
у довгострокових культурах не мали статистично достовiрної рiзницi з показниками пер-
шого мiтозу, одержаними при стандартному 48-годинному культивуваннi.

Як видно з даних, наведених в табл. 2, при дiї блеомiцину середньогрупова частота
аберантних метафаз у короткотривалих культурах зросла до (6,02± 0,32)%, а частота абе-
рацiй хромосом — до (26,50 ± 0,60) на 100 метафаз, що достовiрно вiдрiзнялося вiд такої
в iнтактних культурах на цьому ж термiнi фiксацiї (1,61 ± 0,15)% та (1,71 ± 0,15) на 100
метафаз вiдповiдно. Оскiльки в усiх випадках майже кожна аберантна метафаза мiстила
бiльше однiєї аберацiї, середня частота аберацiй на одну аберантну клiтину досягала 4,40.
Додаток до фонової середньогрупової частоти хромосомних аберацiй (надспонтанна часто-
та) становив 24,79 на 100 метафаз.

Мiжiндивiдуальний розмах частоти хромосомних аберацiй був значним i становив (3,40±
±0,81) — (49,00±2,24) на 100 метафаз, що свiдчить про генетично зумовлену вiдмiннiсть мiж
рiзними iндивiдами щодо чутливостi хромосом лiмфоцитiв до дiї блеомiцину. Вiдсоток осiб,
гiперчутливих до мутагенної дiї блеомiцину, у яких KПХН перевищував 1, становив 53,3%.

Як у окремих осiб, так i по групi в середньому значно домiнували простi аберацiї, в основ-
ному, одиночнi ацентричнi фрагменти, частота яких вiрогiдно перевищувала вихiднi данi,

Таблиця 1. Фоновi цитогенетичнi показники у практично здорових волонтерiв при двостроковому культи-
вуваннi лiмфоцитiв периферичної кровi (середньогруповi данi)

Цитогенетичнi показники
Строк культивування

48 год
Строк культивування

100 год

Частота аберантних метафаз, % 1,61 ± 0,15 1,48 ± 0,14
Розкид iндивiдуальних частот 0,00–2,60 0,20–2,80
аберантних метафаз, %
Частота аберацiй хромосом 1,71 ± 0,15 1,50 ± 0,14
(на 100 метафаз)
Розкид iндивiдуальних частот 0,40–2,60 0,00–3,00
аберацiй хромосом (на 100 метафаз)
Частота аберацiй хроматидного типу 1,26 ± 0,13 1,03 ± 0,12
(на 100 метафаз)
Частота аберацiй хромосомного типу 0,44 ± 0,08 0,48 ± 0,08
(на 100 метафаз)
Частота аберацiй на одну 1,06 1,01
аберантну метафазу
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Таблиця 2. Цитогенетичний ефект у практично здорових волонтерiв при короткотривалому (48 год) та довгостроковому (100 год) культивуваннi
лiмфоцитiв периферичної кровi з блеомiцином в концентрацiї 0,05 мкг/мл

M±m

Аберантнi
клiтини,

%

Хромосомнi
аберацiї, на
100 клiтин

Частота аберацiй хромосом, на 100 клiтин

хроматидного типу хромосомного типу

Одиночнi
фрагменти Обмiни Сума

Парнi
фрагменти

Дицент-
рики

Центричнi
кiльця

Аномальнi
моноцентрики

Ацентричнi
кiльця Сума

Строк культивування 48 год

M 6,02 26,50 22,20 0,00 22,20 4,19 0,02 0,00 0,09 0,00 4,30
m 0,32 0,60 0,56 0,00 0,56 0,27 0,02 0,00 0,04 0,00 0,27

Строк культивування 100 год

M 4,14 13,12 10,87 0,01 10,88 2,05 0,07 0,04 0,04 0,05 2,25
m 0,23 0,39 0,36 0,01 0,36 0,16 0,03 0,02 0,02 0,03 0,17

Достовiрнiсть

p <0,05 <0,001 <0,001 >0,05 <0,001 <0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 <0,05
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що характерно для кластогенної дiї блеомiцину. Рiвнi обмiнних аберацiй хроматидного i хро-
мосомного типiв практично не змiнювалися i вiдповiдали їх спонтанним значенням.

За всiма цитогенетичними показниками i, особливо, за загальною частотою хромосом-
них аберацiй, зумовленою, переважно, фрагментацiєю хромосом, спостерiгали певну мiж-
iндивiдуальну варiабiльнiсть, яка не залежала вiд величини фонових даних, одержаних
в iнтактних культурах.

При довгостроковому культивуваннi лiмфоцитiв у всiх обстежених осiб вiрогiдно змен-
шилася частота хромосомних аберацiй, завдяки чому в довготермiнових культурах на 49,5%
знизився не тiльки iндукований блеомiцином цитогенетичний ефект по групi в середньому
(26,50 та 13,12 аберацiй на 100 клiтин в 48- та 100-годинних культурах вiдповiдно), але й
середньогруповий додаток до фонового рiвня аберацiй хромосом (24,79 та 11,60 на 100 ме-
тафаз в 48- та 100-годинних культурах вiдповiдно). Вiдсоток осiб iз ПХН, яка виявлялася
в довгострокових культурах, становив 46,7% i в iндивiдуальному сенсi не завжди позитивно
корелював з встановленим при короткотривалому культивуваннi.

Зниження цитогенетичного ефекту в послiдовних мiтозах було зумовлено переважно
зменшенням частоти iндукованих блеомiцином одиночних фрагментiв (22,20 та 10,87 на 100
клiтин по групi в середньому вiдповiдно), швидкiсть елiмiнацiї яких значно варiювала у рiз-
них iндивiдiв.

Зi збiльшенням термiну культивування лiмфоцитiв достовiрно знизилася й середньо-
групова сумарна частота аберацiй хромосомного типу (4,30 та 2,25 на 100 метафаз в 48- та
100-годинних культурах вiдповiдно) — за рахунок вiльних парних фрагментiв (4,19 та 2,05
на 100 метафаз в 48- та 100-годинних культурах вiдповiдно). Щодо обмiнних аберацiй хро-
мосомного типу (дицентричнi та кiльцевi хромосоми, аномальнi моноцентрики), то, хоча
вони зустрiчалися в окремих осiб при обох термiнах культивування, їх iндивiдуальнi й, тим
бiльше, середньогруповi частоти вiдповiдали низьким рiвням спонтанного мутагенезу, що
не дозволяє оцiнити ефективнiсть їх елiмiнацiїi in vitro з часом.

Пiдкреслимо, що iнтенсивнiсть елiмiнацiї хромосомних порушень з плином часу значно
варiювала у рiзних осiб (iндивiдуальнi частоти аберацiй хромосом у третьому мiтозi змен-
шилися на 12,5 — 84,8% порiвняно з такою в першому мiтозi) i не залежала як вiд величин
фонового цитогенетичного ефекту в iнтактних культурах, так i вiд iндивiдуальних рiвнiв
хромосомних аберацiй, iндукованих блеомiцином у короткотермiнових культурах.

Одержанi результати пiдтверджують значення генетично зумовлених мiжiндивiдуаль-
них особливостей iндукцiї та персистенцiї ПХН в соматичних клiтинах людини, що слiд
враховувати при необхiдностi виявлення осiб, гiперчутливих до дiї мутагенiв.
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М.А. Пилинская, С. С. Дыбский , Е. Б. Дыбская, Л.И. Швайко

Результаты исследования персистенции скрытой хромосомной

нестабильности в лимфоцитах периферической крови практически

здоровых волонтеров

Для изучения персистенции скрытой хромосомной нестабильности (СХН) в соматичес-
ких клетках человека проведено добровольное цитогенетическое обследование 15 практи-
чески здоровых мужчин, отрицающих сознательный контакт с мутагенными фактора-
ми, с использованием теста “G2-bleomycin sensitivity assay” при кратковременном (48 час)
и долгосрочном (100 час) культивировании лимфоцитов периферической крови. Установле-
но, что фоновая частота аберраций хромосом в лимфоцитах обследованных лиц соответ-
ствовала уровню спонтанного соматического хромосомного мутагенеза и достоверно не
отличалась при обоих сроках культивирования клеток. При кратковременной инкубации
лимфоцитов с блеомицином повысилась среднегрупповая частота хромосомных аберраций
со значительными межиндивидуальными колебаниями, которые не зависели от фоновых
цитогенетических показателей. В долгосрочных культурах у всех обследованных лиц дос-
товерно снизились частоты хромосомных аберраций относительно показателей первого
митоза, благодаря чему по группе в среднем уменьшился надфоновый уровень аберраций
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хромосом, что свидетельствует о постепенной элиминации аберрантных клеток в после-
довательных митозах. Интенсивность элиминации хромосомных нарушений существенно
варьировала у разных лиц и не зависела как от величин фонового цитогенетического эффек-
та в интактных культурах, так и от индивидуальных уровней хромосомных аберраций,
индуцированных блеомицином при кратковременном культивировании. Полученные данные
подтвердили значение генетически детерминированных межиндивидуальных особенностей
для индукции и персистенции СХН в соматических клетках человека.

M.A. Pilinskaya, S. S. Dibskiy , Ye. B. Dibskaya, L. I. Shvaiko

The results of studies of hidden chromosome instability persistence in

peripheral blood lymphocytes of practically healthy volunteers

The hidden chromosome instability (HCI) persistence in somatic human cells, the voluntary cyto-
genetic examination of 15 healthy males, who denied contact with mutagenic factors, in short- and
long-term cultures of peripheral blood lymphocytes (during 48 and 100 hours, respectively) using
“G2-bleomycin sensitivity assay” has been conducted. The background frequency of chromosome
aberrations under the both terms of cultivation corresponded to the level of spontaneous somatic
chromosome mutagenesis and did not differ significantly in terms of both cell cultures. Under the
short-term incubation of lymphocytes with bleomycin, the mean-group frequency of chromosome
aberrations essentially increased with considerable interindividual fluctuations that are independent
of the background cytogenetic parameters. In all long-term exposed cultures, the frequency of chro-
mosome aberrations decreased significantly in comparison with the first mitosis data, whereby not
only the mean-group cytogenetic effect decreased, but the above spontaneous cytogenetic effect as
well, indicating the gradual elimination of aberrant cells in successive mitosis. The intensity of the
elimination of chromosome abnormalities varied considerably in different individuals and did not
depend on the values of the background cytogenetic effect in intact cultures and on the individual
levels of chromosome aberrations induced by bleomycin in short-term exposed cultures. The data
confirmed the importance of genetically determined interindividual peculiarities for the induction
and the persistence of HCI in somatic human cells.
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