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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ОЦІНКА РАДІОПРОТЕКТОРНИХ
ВЛАСТИВОСТЕЙ 2(МЕРКАПТОБЕНЗТІАЗОЛУ У ТЕСТ(СИСТЕМІ
КУЛЬТУРИ КЛІТИН
Мета: дослідження радіопротекторних властивостей 2�меркаптобензтіазолу у тест�системі культури проліферу�

ючих клітин. 

Матеріали і методи: цитогенетичні, цитологічні, статистичні.

Результати. Аналіз цитогенетичних ефектів 2�меркаптобензтіазолу за критеріями частоти аберацій та пошкод�

женості аберантної клітини показали, що в усьому діапазоні досліджених концентрацій реагента частота абе�

рацій достовірно не перевищувала значення цього показника в контролі, проте спостерігалась тенденція до

зменшення мітотичної активності клітин кореневої меристеми. При інкубації перещеплюваних клітин лінії L929

з 2�меркаптобензтіазолом у діапазоні концентрацій 0,03–3,00 мкг/м не було виявлено статистично достовірної

зміни (р < 0,05) щільності клітинної популяції у моношарових культурах. Водночас спостерігали для усіх засто�

сованих концентрацій реагента стимуляцію мітотичної активності на термінальній (5�а доба) стадії культиву�

вання. Опромінення клітин гамма�квантами 60Со в дозах 1, 5 та 10 Гр призвело додозозалежних морфо�

функціональних змін у культурі клітин. Опромінення клітин в присутності 2�меркаптобензтіазолу істотно змен�

шило негативний вплив радіації на показники життєздатності клітин в культурі.

Висновки. Кількісна оцінка радіопротекторних властивостей 2�меркаптобензтіазолу у тест�системі культури

клітин лінії L929 показала, що найвищі показники коефіцієнта захисту (0,31–0,36) реагент показав при конце�

нтрації 3 мкг/мл при опроміненні в дозі 1 Гр. Водночас фактор зменшення дози, розрахований по ЛД50, за кон�

центрацій 0,03 та 0,30 мкг/мл мав значення 1,5 та 1,8 відповідно, а за концентрації 3,00 мкг/мл був максималь�

ний – 4. За сукупністю даних літератури та результатів власних досліджень можна вважати 2�меркаптобен�

зтіазол реагентом з радіопротекторними властивостями для клітин in vitro.

Ключові слова: частота хромосомних аберацій, мітоз, радіопротектори, іонізуюче випромінювання, культура

клітин, проліферація, апоптоз.
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INTRODUCTION
The requirements of a radioprotectors increase

due to space exploration, the development of

nuclear energy and the possible war with nuclear

weapons and so�called “dirty bombs.” Today there

are thousands of radioprotective drugs [1–6]

received and lots of new are developing, which is

obtained by improving the structure of the old

drugs, and finding new substances with radiopro�

tective effect [7–12].

Radioprotectors belong to different classes of

chemical compounds. It is known that the mecha�

nisms of action of chemical modifiers is to change

the primary radiation�chemical reactions of free

radicals and other radiolysis products, the impact

on the processes of reparation, in sublethal and

potentially lethal damage to cells [13–18].

ВСТУП
У мaйбутньому потреба в радіопротекторах зросте у

зв’язку з освоєнням космосу, розвитком ядерної

енергетики і можливої війни із застосуванням ядер�

ної зброї та так званих “брудних бомб”. На сьо�

годнішній день отримано тисячі радіозахисних пре�

паратів [1–6] і ведуться розробки нових, які отриму�

ють шляхом вдосконалення структури старих препа�

ратів, а також пошуком нових речовин, що во�

лодіють радіозахисною дією [7–12]. 

Радіопротектори відносяться до найрізноманітні�

ших класів хімічних сполук. Відомо, що механізмами

дії хімічних модифікаторів є зміна первинних радіа�

ційно�хімічних реакцій, вільних радикалів і інших

продуктів радіолізу, вплив на процеси репарації, на

сублетальні та потенційно летальні ушкодження

клітин [13–18]. Радіозахисний ефект сірковмісних
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Experimental evaluation of 2(mercaptobenzothiazole radioprotective capaci(
ties on cell cultures test system 
Objective. To study the radioprotective properties of 2�mercaptobenzothiazole on proliferating cell culture test system.

Materials and methods: cytogenetic, cytological, statistics.

Results. Analysis of cytogenetic effects of 2�mercaptobenzothiazole by frequency aberrations criteria and aberrant

cells damage criteria showed that upon entire investigated range of reagent concentrations the frequency of aber�

rations was not significantly higher than the value of this indicator in control, but there was a tendency of reduc�

tion of mitotic activity of root meristem cells. Upon the incubation of inoculated cell line L929 with 2�mercaptoben�

zothiazole in the concentration range 0.03–3.00 mg/ml statistically significant change (r < 0,05) of cell population

density in monolayer cultures was found. At the same time for all the applied reagent concentrations stimulation of

mitotic activity in the terminal (5 days) stage of cultivation was observed. Exposure of cells by gamma quanta of
60Co in doses of 1, 5 and 10 Gy led to dose�dependent morphological changes in cell culture. Exposure of cells in the

presence of 2�mercaptobenzothiazole significantly reduced the negative impact of radiation on cell viability param�

eters in culture.

Conclusions. Quantifying radioprotective properties of 2�mercaptobenzothiazole in the test system – cell culture

L929 – showed that the highest rates of protection factor (0.31–0.36) reagent had at a concentration of 3 mg/ml

under the irradiation at a 1 Gy dose. However, dose reduction factor (DRF) calculated by LD50 for concentrations of

0.03 and 0.30 mg/ml had a value of 1.5 and 1.8 respectively, and the concentration of 3.00 mg/ml DRF was the

maximum – 4. The literature study and the results of our own research showed that 2�mercaptobenzothiazole can

be considered  to be reagent with radioprotective properties for cells in vitro.

Key words: frequency of chromosomal aberrations, mitosis, radioprotectors, ionizing radiation, cell culture, prolife�

ration, apoptosis.
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Radioprotective effect of  sulfur�comprising sub�

stances, which is 2�mercaptobenzothiazole (Me�

bentol) [19–21], is implemented at the cellular

level based on the rapid release of sulfhydryl

groupin physiological conditions. As a powerful

reducing agent, such radioprotectors can “inter�

cept” and neutralize free peroxide radicals that

occur during irradiation in the presence of oxygen,

normalize the excitation of biosubstrate molecules,

preventing irreversible changes and influence the

interaction of substrates with each other, forming

complexes with ions of divalent metals, which are

catalysts for oxidation processes forming dysulfy

mixed with proteins. At the same time radiant

energy is spend to break disulfide bond. In addition

to these initial reactions changes that occur in the

later periods also play an important role. According

to existing theories about the mechanisms of radio�

protecting  action [5, 22–25], these changes develop

as a result of radioprotector interaction with pro�

teins, nucleoprotein�specific receptors and other

vital cell substrates. As a result, there are changes in

cellular metabolism (biosynthesis inhibition and

stabilization of the DNA, decreased activity of

nuclear and mitochondrial phosphorylation, mito�

sis, etc.). However, these changes are reversible,

and at after�irradition period are restored with

increased intensity. All this provides high tissue

radioresistance during radiation and fast regenera�

tion of radiosensitive tissues after exposure.

Effectiveness of radioprotective substances can be

assessed in many ways. It should be noted that strict

requirements for radioprotectors of ionizing radia�

tion are regarded to high doses of irradiation, acute

exposure and 30�day observation period for orga�

nisms. To quantify performance characteristics of

modifiers dose reduction factor (FDD) and protec�

tion factor (Ks) are used. To determine these

parameters LD50, LD37 and LD0  are used, as well as

number of single and twin DNA breakage, muta�

tions, chromosome aberrations, tumors, enzymes

radiosensitivity changes, membrane processes

changes, behavioral responses, the number and

nature of embryonic violations etc. Thus, modifiers

influence at different levels of biological organiza�

tion – from molecular to organismal.

OBJECTIVE
The objective of the study was to identify the

impact of radioprotective 2�mercaptobenzothia�

zole proliferating cell culture test�system.
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радіопротекторів, яким є 2�меркаптобензтіазол (Ме�

бентол) [19–21], реалізується на клітинному рівні в

результаті швидкого звільнення у фізіологічних умо�

вах сульфгідрильної групи. Як потужний відновлю�

вач, такий радіопротектор може “перехоплювати” та

знешкоджувати вільні перекисні радикали, що вини�

кають при опроміненні в присутності кисню, нор�

малізувати збудження молекул біосубстратів, за�

побігаючи необоротним змінам, а також впливати на

взаємодію субстратів один з одним, утворюючи ком�

плекси з іонами двовалентних металів, які є каталіза�

торами окислювальних процесів, утворювати змішані

дисульфіди з білками. При цьому променева енергія

витрачається на розрив дисульфідного зв’язку. Окрім

цих початкових реакцій велику роль відіграють зміни,

які відбуваються у пізніші періоди. Згідно з існуючи�

ми теоріями про механізми радіпротекторної дії [5,

22–25], ці зміни розвиваються внаслідок взаємодії

радіопротектора з білками, нуклеопротеїдами, спе�

цифічними рецепторами та іншими життєво не�

обхідними субстратами клітин. В результаті спос�

терігаються зрушення в клітинному метаболізмі

(пригнічення біосинтезу та стабілізації ДНК, знижен�

ня активності ядерного та мітохондріального фосфо�

рилювання, мітозу тощо). Однак ці зміни мають обо�

ротний характер, а в післяпроменевому періоді

відновлюються з підвищеною інтенсивністю. Все це

забезпечує високу радіорезистентність тканин в

період опромінення і швидку регенерацію радіочут�

ливих тканин після опромінення.

Ефективність дії радіозахисних речовин оцінюєть�

ся за багатьма показниками. Варто зазначити, що

жорсткі вимоги до радіопротекторів стосуються

іонізуючого випромінювання у високих дозах, гост�

рого опромінення і 30�добового періоду спостере�

ження для організмів. Для кількісної характеристики

дії модифікаторів використовують фактор зменшен�

ня дози (ФЗД) та коефіцієнт захисту (Кз). Для визна�

чення зазначених параметрів використовують ЛД50,

ЛД37 та ЛД0, кількість одно� і двониткових розривів

ДНК, мутацій, хромосомних аберацій, пухлин,

зміни радіочутливості ферментів, мембранних про�

цесів, поведінкові реакції, кількість і характер

ембріональних порушень тощо. Таким чином, мо�

дифікатори мають вплив на різних рівнях біологічної

організації –від молекулярного до організмового.

МЕТА
Метою дослідження було виявлення радіопротек�

торного впливу 2�меркаптобензтіазолу у тест�сис�

темі культури проліферуючих клітин. 
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MATERIALS AND METHODS
Cytogenetic methods
Mutagenic, mitosis�modifying and toxic effects of

2�mercaptobenzothiazole (2�MBT) were evaluated

in ana�telofaznomu test in root meristem cells of

seedlings seeds Allium cepa L. Seeds were germinat�

ed in experimental solutions in Petri dishes in an

incubator at + 25°C within 72 hours. To investigate

cytogenetic effectsaqueous solutions of 2�MBT con�

centrations 0.0625 mg/mL, 0.125 mg/mL and 0.250

mg/ml were used. Distilled H2Owas used in control.

Drug concentration of 0.500 pg/ml and 1.00 pg/ml

in previous studies led to a significant decrease of

mitotic activity of cells that did not allow or ade�

quate to perform cytogenetic analysis. After comple�

tion of the exposure of 2�MBT material (roots length

5–12 mm) was fixedin the Clark solution (ethanol

and acetic acid in the ratio 3: 1). The material was

kept in solution +4°C at least 2 hours. For micro�

scopic analysis temporary strangled were prepared

stained by aceto�orcein according to conventional

methods [26, 27]. Microscopic study of meristemat�

ic zones of roots in the first mitotic cycle were car�

ried out. We determined the frequency of aberrant

ana�telophase (FAA), the frequency of aberrations,

level of aberrant cells damage, mitotic index (MI),

cell division in phases of mitosis. The frequency of

aberrations was defined as the number of aberrations

analyzed during 100 ana�telophase:

FАА = na·100/n, (1)

where na – number of aberrant ana�telophase,

n – total number of analyzed ana�telophase.

An average number of aberrations in aberrant

cell, sometimes called the figure damage of aber�

rant cells (DAC) was determined by the ratio of the

total number of aberrations to the number of aber�

rant cells:

DAC = N/na, (2)

where N – total number of aberrations, na – num�

ber of aberrant ana�telophase.

To aberrant attributed ana�telophase containing

fragments and bridges as indicatorsofclastogenic

effect.

Mitotic index as an indicator of mitotic activity

in root meristem percentage was determined by

the formula

P+M+A+T

MI = -------------------------------------  · 100 %,       (3)

I+P+M+A+T

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Цитогенетичні методи
Оцінювали мутагенні, мітозмодифікуючі і токсичні

ефекти 2�меркаптобензтіазолу (2�МБТ) в ана�тело�

фазному тесті в клітинах кореневої меристеми про�

ростків насіння Allium cepa L. Насіння пророщували в

експериментальних розчинах в чашках Петрі в термос�

таті при температурі +25°С впродовж 72 год. Для

дослідження цитогенетичних ефектів використовува�

ли водні розчини 2�МБТ в концентраціях 0,0625; 0,125

та 0,250 мкг/мл. В контролі – дистильована Н2О. Кон�

центрації препарату 0,500 і 1,00 мкг/мл в попередніх

дослідженнях призводили до значного зменшення

мітотичної активності клітин, що не дає змоги про�

вести адекватний цитогенетичний аналіз. Після за�

вершення експозиції з 2�МБТ матеріал (корінці дов�

жиною 5–12 мм) фіксували у фіксаторі Кларка (ети�

ловий спирт та оцтова кислота у співвідношенні 3:1).

Матерiал витримували у фiксаторi при температурі

+4°С не менше 2 годин. Для мікроскопічного аналізу

готували тимчасові давлені препарати пофарбовані

ацетоорсеїном за загальноприйнятими методиками

[26, 27]. Проводили мікроскопічне вивчення меристе�

матичної зони корінців в першому мітотичному

циклі. Визначали частоту аберантних ана�телофаз

(ЧАА), частоту аберацій, пошкодженність аберантної

клітини, мітотичний індекс (МІ), розподіл клітин по

фазах мітозу. Частоту аберацій визначали як кількість

аберацій на 100 проаналізованих ана�телофаз:

ЧАА = na·100/n, (1)

де na – кількість аберантних ана�телофаз, n� загаль�

на кількість проаналізованих ана�телофаз.

Середню кількість аберацій на аберантну клітину,

інколи цей показник називають пошкодженістю

аберантної клітини (ПАК) визначали за відношен�

ням загальної кількості аберацій до кількості абе�

рантних клітин:

ПАК = N/na, (2)

де N – загальна кількість аберацій, na – кількість

аберантних ана�телофаз.

До аберантних відносили ана�телофази, що місти�

ли фрагменти і мости як показники кластогенного

ефекту.

Мiтотичний індекс як показник мітотичної актив�

ності кореневої меристеми визначали у відсотках за

формулою:

П+M+А+Т

МI = -------------------------------------  · 100 %,            (3)

I+П+M+А+Т
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where P, M, A, T, I – number of cells in prophase,

metaphase, anaphase, telophase and interphase.

Cytological methods 
Cells morphofunctional changes were investigated

using the test system cell culture line L929 (another

name NCTC�clone 929, Clone of strain L), which

was established in 1948 with family strain L, which

in turn is one of the first strains of supported cul�

ture and the most studied strain. The original

strain was obtained from normal subcutaneous fat

areolyarnoyi and 100�day mouse C3H / An male.

L929 cells were selected for study because of its abi�

lity to permanent division, to create a model of

proliferative tissues in vitro. Cultivation was carried

out in complete nutrient medium RPMI�1640,

which contained 4 mmol/l L�glutamine, 10% fetal

calf serum and 40 ug/mL gentamicin. Cells were

grown at a constant temperature of +37 °C in a

piece of glass covering size (16 x 8) mm, which

were at the bottom of the glass bottles, to confluent

state monolayer.

Irradiation of cells was carried out on the ma�

chine “Teratron” (Canada) (source – 60Co 1.2 MeV,

exposure dose 4.3 ·10�4 C/(kg·c), the distance to the

object 80 cm) at doses of 1.0, 5.0 and 10.0 Gy 24

hours after landing. 2�MBT was added for 1 hour

before exposure to concentrations of 3.0; 0.3 and

0.03 mg/ml and cultured for 1–5 days. Cell culture

without reagent served as a control.

Cell response was evaluated in different terms of

culturing by conventional morphofunctional indi�

cators of viability: proliferative and mitotic activi�

ty and the number of atypical multi�nuclei cells.

To do this under an optical microscope “Axioscop”

(West Germany) upon 400 and 1000 increase with�

in the grid by random fields by S.B. Stefanov the

total number of cells (cell population density), the

number of mitosis and the number of giant multi

(2 and more cores) cells were counted. Mitotic

index and the index of polycariociteswas calcu�

lated for 1000 cells (‰). Photo was obtained

with a digital camera DIGITAL CAMERA for

Microscope ScienceLab DCM320 (USB 2.0),

Resolution 3.5 Mpixels.

In those cell cultures in which the viability was

studied, cell number at the stage of apoptosis was

also determined. Analyzed cells in ductal cytome�

ter FACStar Plus company “Becton Dickinson”

(USA). Apoptosis was registered by hipodyploid

DNA peak, clearly separated from normal
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де П, M, А, Т, І – кількість клітин в стадії профази,

метафази, анафази, телофази та інтерфази.

Цитологічні методи
Морфофункціональні зміни в клітинах досліджували з

використанням тест�системи культури клітин лінії L929

(інша назва NCTC�clone 929, Cloneofstrain L), яка була

встановлена в 1948 році з родинного штаму L, що в

свою чергу є одним з перших штамів підтримуваної

культури та найбільш досліджуваним штамом. Пер�

винний штам був отриманий з нормальної підшкірної

ареолярної та жирової тканини 100�денної миші

C3H/An чоловічої статі. Клітини L929 були обрані для

дослідження через свою здатність до перманентного

поділу, з метою створення моделі проліферативної

тканини in vitro. Культивування здійснювали в повно�

му поживному середовищі RPMI�1640, що містило

4 ммоль/л L�глютаміну, 10 % ембріональної сироватки

теляти та 40 мкг/мл гентаміцину. Клітини вирощували

при постійній температурі +37 °С на покривних скель�

цях розмірами (16 x 8) мм, які знаходилися на дні скля�

них пляшечок, до конфлуентного стану моношару. 

Опромінення клітин проводили на апараті “Терат�

рон” (Канада) (джерело – 60Co 1,2 Мев, потужність

експозиційної дози 4,3 ·10�4 Кл/(кг·с), відстань до

об’єкта 80 см) в дозах 1,0; 5,0 та 10,0 Гр через 24 годи�

ни після посадки. 2�МБТ додавали за 1 год перед оп�

роміненням в концентраціях 3,0; 0,3 та 0,03 мкг/мл

та культивували впродовж 1–5 діб. Контролем слугу�

вали культури клітин без реагента.

Клітинні відповіді оцінювали у різні терміни куль�

тивування клітин за загальноприйнятими морфо�

функціональними показниками життєздатності: про�

ліферативна і мітотична активність та кількість ати�

пових багатоядерних клітин. Для цього під оптичним

мікроскопом “Axioscop” (WestGermany) при збіль�

шенні у 400 і 1000 разів у межах сітки методом випад�

кових полів за С. Б. Стефановим підраховували за�

гальну кількість клітин (щільність клітинної попу�

ляції), кількість мітозів і кількість гігантських багато�

ядерних (2 і більше ядер) клітин. Мітотичний індекс

та індекс полікаріоцитів розраховували на 1000

клітин (‰). Фото отримані за допомогою цифрової

камери DIGITAL CАMERA for Microscope Science

Lab DCM320 (USB 2.0), Resolution 3.5 Mpixels.

У тих же культурах клітин, в яких досліджували їх

життєздатність, визначали кількість клітин на стадії

апоптозу. Аналізували клітини на протоковому цитоф�

люориметрі FACStar Plus фірми “Becton Dickinson”

(США). Апоптоз фіксували по гіподиплоїдному ДНК�

піку, який чітко відділявся від нормального (дип�
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(diploid) DNA peak. Also red fluorescence (chan�

nel FL – 2) of propidium iodide was evaluated

with length λ = 595 nm in no less than 10,000 cells.

Evaluation of effectiveness of radioprotective

properties of 2�MBT was conducted by dose

reduction factor (DRF):

DRF = LD50 (2-MBT) / LD550 (control) (4)

where LD50 (2�MBT) – radiation dose at which

50% cells with radioprotectors survive, LD50 (con�

trol) – radiation dose at which 50% of the cells

survive without radioprotector, control.

Quantitative measure of the effectiveness of the

radioprotector is protection factor (PF), which is

calculated as the ratio of the difference between

damage to the system parameters without protec�

tive factor (E
�
) and with (E

+
) to the value effect

without protection by the formula:

PF = (Е- - Е+)/Е-
,                     (5)

where E
�

– cell survival without radioprotector

control; E
+

– with radioprotectors.

Statistical analysis of the likelihood of the data

was performed using Student t�test [28], using the

computer program Microsoft Excel and Biostat

the previous test of the hypothesis of normal distri�

bution of the random by the Kolmogorov –

Smirnov criteria.

RESULTS AND DISCUSSION
Research of radioprotective properties of 2�mer�

captobenzothiazole was performed in two steps. The

first phase examined the performance of cytogenetic

changes in apical meristem cells of Allium cepa L.

under long terminfluence (72 hour) of 2�MBT in

different doses. Age seed was 9 months. Radio�

modificator influence results on the frequency of

aberrant ana�telophase presented in Table 1.

Table 1 shows that the 2�MBT in the studied

range of concentrations does not show mutagenic

properties on the criterion of the frequency of

aberrant cells. The reducing of spontaneous muta�

genesis also is not happening. The analysis of cyto�

genetic effects of 2�MBT by criterias aberrations

frequency and aberrant cells (DAC) damage

showed that the upon influence of entire range of

investigateddrug concentrations the frequency of

aberrations was not significantly higher than the

value of this indicator in the control.

The analysis of the spectrum of chromosomal

aberrations in root meristem cells of seedlings

лоїдного) ДНК�піка. Оцінювали червону флуорес�

ценцію (канал FL – 2) пропідіуму йодиду з довжиною

хвиді λ = 595 нм не менш ніж для 10 000 клітин.

Оцінку ефективності радіопротекторних власти�

востей 2�МБТ проводили за фактором зменшення

дози (ФЗД): 

ФЗД = ЛД50 (2-МБТ) / ЛД50 (контроль) (4)

де ЛД50 (2�МБТ) – доза радіації, за якої виживає 50 %

клітин з радіопротектором, ЛД50 (контроль) – доза

радіації, за якої виживає 50 % клітин без нього, конт�

роль.

Кількісною мірою ефективності дії радіопро�

тектора є коефіцієнт захисту (Кз), який обчис�

люється як відношення різниці показників пош�

кодження системи без захисного фактора (Е
�
) та з

ним (Е
+

) до значення ефекту без захисту за фор�

мулою: 

Кз = (Е- - Е+)/Е-
, (5)

де Е
� 

– виживаність клітин без радіопротектора,

контроль; Е
+

– з радіопротектором. 

Статистичний аналіз вірогідності отриманих даних

проводили за допомогою t�критерію Стьюдента [28],

використовуючи комп’ютерні програми Microsoft

Excel та Biostat з попередньою перевіркою гіпотези

про нормальний закон розподілу випадкової вели�

чини за критерієм Колмогорова�Смірнова. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ
Дослідження радіопротекторних властивостей 2�мер�

каптобензтіазолу проводили у два етепи. На першо�

му етапі досліджували зміни цитогенетичних показ�

ників в клітинах апікальної меристеми Allium cepa L.

за умов пролонгованої дії (72 год) 2�МБТ в різних

дозах. Вік насіння становив 9 місяців. Результати

впливу радіомодифікатора на частоту аберантних

ана�телофаз представлені в табл. 1.

З табл. 1 видно, що 2�МБТ в діапазоні дослідже�

них концентрацій не проявляє мутагенних власти�

востей за критерієм частоти аберантних клітин.

При цьому не відбувається й зниження рівня спон�

танного мутагенезу. Результати аналізу цитогене�

тичних ефектів 2�МБТ за критеріями частота абе�

рацій та пошкодженості аберантної клітини (ПАК)

показали, що в усьому діапазоні досліджених кон�

центрацій препарату частота аберацій достовірно

не перевищувала значення цього показника в конт�

ролі. 

Результати аналізу спектру аберацій хромосом в

клітинах кореневої меристеми проростків насіння
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seeds Allium cepa L. during germination in solu�

tions of 2�MBT presented in Table 2.

No significant changes in the present range of chro�

mosomal aberrations in action 2�MBT were found.

Experimental data on changes in the mitotic

activity of cells of Allium cepa L. under the influ�

ence of 2�MBT is presented in Table 3 and 4.

There is a tendency to reduction of mitotic

activity of root meristem cells under 2�MBT in�

fluence in the range of studiedconcentrations. Sig�

nificant differences on this test detected only

under drugaction at a concentration of 0.250 mg/ml

(p = 0.045).

Mitotic index value analysis wasaccompanied by

research on cell division phases of mitosis. The

effect of the drug in all investigated concentrations

leads to increased metaphase index parallel to

decreased profase index, indicating a delay in

cellsmitosis under the influence of MBT�2 (see

Table 4).

In the second phase we studied viability of inoc�

ulated cell line L929 culture test system. The results
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Allium cepa L. при пророщуванні в розчинах 2�МБТ

представлені в табл. 2.

Достовірних змін у представленому спектрі абе�

рацій хромосом при дії 2�МБТ не виявлено. 

Експериментальні дані щодо змін мітотичної ак�

тивності клітин Allium cepa L. під впливом 2�МБТ

представлені в табл. 3 та 4.

Спостерігається тенденція до зменшення мітотич�

ної активності клітин кореневої меристеми при дії 2�

МБТ в діапазоні досліджених концентрацій. Дос�

товірні відмінності за цим критерієм виявлені лише

при дії препарату у концентрації 0,250 мкг/мл (р =

0,045).

Аналіз значення мітотичного індексу супроводжу�

вався дослідженням розподілу клітин за фазами

мітозу. Привертає увагу, що дія препарату в усіх

досліджених концентраціях призводить до збіль�

шення метафазного індексу при зменшенні профаз�

ного, що свідчить про затримку клітин у мітозі під

впливом 2�МБТ (див. табл. 4). 

На другому етапі вивчали показники життєздат�

ності у тест�системі культурі перещеплюваних
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Таблиця 1

Вплив 2�меркаптобензтіазолу на частоту аберантних ана�телофаз в клітинах кореневої меристеми
Allium cepa L.

Table 1

Effect of 2�mercaptobenzothiazole on the frequency of aberrant ana�telophase root meristem cells Allium cepa L.

Концентрація Проаналізовано Аберантні Аберації Частота аберантних Частота ПАК
2�МБТ, мкг/мл клітин ана�телофази ана�телофаз (ЧАА) аберацій (пошкодженність

аберантної клітини)

2�MBT Cells analyzed Aberrant Aberrations Frequency of aberrant Frequency ACD
concentration ana�telophases ana�telophases of aberrations (aberrant cell

μg/ml damage)

Контроль / control 561 8 9 1,43  ±  0,50 1,60 ± 0,53 1,13
0,0625 565 8 9 1,42 ± 0,50 1,59 ± 0,53 1,13
0,125 508 10 10 1,97 ± 0,62 1,97 ± 0,62 1,00
0,250 456 6 6 1,32 ± 0,53 1,32 ± 0,53 1,00

Таблиця 2

Спектр аберацій хромосом в клітинах кореневої меристеми Allium cepa L. при дії 2�МБТ

Table 2

The spectrum of chromosome aberrations in root meristem cells of Allium cepa L. under at 2�MBT action

Концентрація Аберації хроматидного типу Аберації хромосомного типу
2�МБТ, мкг/мл хроматидні “мости” одиночні фрагменти хромосомні “мости” парні фрагменти

2�MBT concentration Chromatide�type aberrations Chromosome�type aberrations
μg/ml chromatide “bridges” single fragments chromosome “bridges” pair fragments

Контроль / control 1,07 ± 0,43 0,36 ± 0,25 0,17 ± 0,16 	
0,0625 1,06 ± 0,43 0,35 ± 0,26 	 0,18 ± 0,17
0,125 1,18 ± 0,48 0,79 ± 0,39 	 	
0,250 1,32 ± 0,53 	 	 	
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of experimental studies are presented in Fig. 1–3.

Incubating cells with 2�MBT in different concen�

trations leads to any statistically significant

changes (p < 0.05) in cell population density in

monolayer cultures (Fig. 1) only tends to change

with increasing content of reagent. It should be

noted sugnificant stimulation of mitotic activity

for all applied concentrations of 2�MBT in the

terminal (5 days) stage of cultivation (Fig. 2). If

we analyze the number of apoptotic cells in the

test system (Fig. 4), it is evident a statistically sig�

nificant increase in their number with increasing

concentrations of the reactants. This may explain

the constant number of cells in culture with a sig�

nificant increase in mitotic activity. Also you

should pay attention to the trend (compared with

intact cell culture) of decrease number of giant

polycariocytes with2�MBT in culture medium

(Fig. 3).

After irradiation, cells gamma quanta of 60Co in

doses of 1, 5 and 10 Gy we observed a dose�

dependent decrease of sustainability, namely (see

Fig. 1): the density of the cell population

decreased in 1.4–4 times (according to the

increase of radiation dose) and mitotic index –

from 3 to 32 times (see Fig. 2). At the same time

клітин лінії L929. Результати експериментальних

досліджень представлені на рис. 1–3. При інкубації

клітин з 2�МБТ у різних концентраціях не було ви�

явлено статистично достовірної зміни (р < 0,05)

щільності клітинної популяції у моношарових куль�

турах (рис. 1), лише тенденцію до зміни при збіль�

шенні вмісту реагента. Водночас слід відмітити для

усіх застосованих концентрацій 2�МБТ стимуляцію

мітотичної активності на термінальній (5�а доба)

стадії культивування (рис. 2). Якщо проаналізувати

кількість апоптотичних клітин у тест�системі (рис.

4), то помітно статистично достовірне збільшення їх

кількості при підвищенні концентрації реагента.

Цим можна пояснити сталу кількість клітин в куль�

турі при істотному підвищенні мітотичної актив�

ності. Наразі слід звернути увагу на тенденцію до

зменшення (порівняно з інтактними культурами

клітин) кількості полікаріоцитів за умови присут�

ності в поживному середовищі 2�МБТ (рис. 3).

Після опромінення клітин гамма�квантами 60Со в

дозах 1, 5 та 10 Гр спостерігали дозозалежне змен�

шення показників життєздатності, а саме (див. рис. 1):

щільність клітинної популяції зменшилась у 1,4–4

рази (відповідно до збільшення дози радіації), а

мітотичний індекс – від 3 до 32 разів (див. рис. 2).

Водночас кількість атипових полікаріоцитів підви�
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Таблиця 3

Вплив 2�МБТ на мітотичну активність клітин Allium cepa L.

Table 3

Effect of 2�MBT on mitotic activity of cells Allium cepa L.

Концентрація 2�МБТ, мкг/мл Проаналізовано клітин Мітотичних
МІ, ‰

2�MBT concentration, μg/ml Cells analyzed Mitotic

Контроль / control 1827 167 91,41 ± 6,74
0,0625 1726 138 79,95 ± 6,53
0,125 1905 159 83,47 ± 6,34
0,250 1566 123 78,54 ± 6,80*

Примітка. * – р = 0,045 порівняно з контролем.
Note. * – р = 0.045 vs. control.

Таблиця 4

Розподіл клітин за фазами мітозу при дії 2�МБТ

Table 4

Cell division in phases of mitosis under action of 2�MBT

Концентрація, мкг/мл Профаза Метафаза Анафаза Телофаза

Concentration, μg/ml Prophase Metaphase Anaphase Telophase

Контроль 40,12 17,37 12,57 29,94
0,0625 33,33 23,19 15,94 27,54
0,125 33,96 24,53 16,98 24,53
0,250 34,15 25,20 15,45 25,20



the number of atypical polycariocytes increased in

1.4–4 times (see Fig. 3) and the number of apop�

totic cells upon doses increase also increased 2–3

times compared to the intact cell culture.

It should be noted that upon presence of 2�MBT

in the irradiated cell cultures we observed signifi�

cantly fewer polycariocytes compared with irradi�

ation (Fig. 3), which may indicate gene�protective

518

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ

ДОСЛІДЖЕННЯ

щилась в 1,4–4 рази (див. рис. 3), а кількість апопто�

тичних клітин зі збільшенням дози опромінення

зросла у 2–3 рази порівняно з інтактними культура�

ми клітин. 

Слід зауважити, що в присутності 2�МБТ в оп�

ромінених культурах клітин спостерігали значно

меншу кількість полікаріоцитів порівняно з оп�

роміненням (рис. 3), що може вказувати на генопро�
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Рисунок 1. Фракція клітин, що вижили на 5�ту добу в моношарових культурах клітин L929 при інкубації
з 2�МБТ у різних концентраціях та після опромінення гамма�квантами 60Со в різних дозах 
Примітки. # – різниця достовірна порівняно з інтактними клітинами (р < 0,05); * – різниця достовірна порівняно з опроміненням (р < 0,05).

Figure 1. Fraction of cells that survived on 5th day in monolayer cell cultures during incubation of L929 with
2�MBT in different concentrations and after irradiation 60Co gamma quanta in different doses
Notes. # – significant difference compared to intact cells (p < 0,05); * – significant difference compared with radiation (p < 0,05).

Рисунок 2. Радіомодифікуючий вплив 2�МБТ у різних концентраціях на мітотичну активність клітин
лінії L929

Примітки. # – різниця достовірна порівняно з інтактними клітинами (р < 0,05); * – різниця достовірна порівняно з опроміненням (р < 0,05).

Figure 2. Radio modifying effect of 2�MBT in different concentrations on mitotic activity in cell line L929

Notes. # – significant difference compared to intact cells (p < 0,05); * – significant difference compared with radiation (p < 0,05).
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properties of reagent. According to the literature

[29] multi atypical cells in L929 cell culture lineare

considered to be markers of reproductive cell

death.

Determining of apoptosis level in irradiated cell

culture in the presence of 2�MBT (Fig. 4) showed

a statistically significant increase in the number of

текторні властивості реагента. За літературними да�

ними [29], атипові багатоядерні клітини у культурі

клітин лінії L929 вважаються маркерами репродук�

тивної загибелі клітин. 

Визначення рівня апоптозу у культурі опроміне�

них клітин в присутності 2�МБТ (рис. 4) показало

статистично достовірне збільшення кількості апоп�
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Рисунок 3. Дозова залежність індукції гігантських багатоядерних клітин в культурі клітин лінії L929 при
інкубації з 2�МБТ в різних концентраціях та опроміненні гамма�квантами 60Со в різних дозах 
Примітки. # – різниця достовірна порівняно з інтактними клітинами (р < 0,05); * – різниця достовірна порівняно з опроміненням (р < 0,05).

Figure 3. Dose dependent induction of giant multi�cell lines in cell culture L929 incubated with 2�MBT in dif�
ferent concentrations and irradiated with 60Co gamma quanta in different doses
Notes. # – significant difference compared to intact cells (р < 0,05); * – significant difference compared with radiation (р < 0,05).

Рисунок 4. Дозова залежність кількості апоптотичних клітин в культурі клітин лінії L929 при інкубації з
2�МБТ в різних концентраціях та опроміненні в дозах 1, 5 та 10 Гр 
Примітки. # – різниця достовірна порівняно з інтактними клітинами (р < 0,05); * – різниця достовірна порівняно з опроміненням (р < 0,05).

Figure 4. Dose dependence of the number of apoptotic cells in cell culture line L929 during incubation with
2�MBT in different concentrations and irradiation doses of 1, 5 and 10 Gy
Notes. # – significant difference compared to intact cells (р < 0,05); * – significant difference compared with radiation (р < 0,05).



apoptotic cells soon after irradiation at doses of 1

and 5 Gy (р < 0.05). After irradiation of cells in a

dose of 10 Gy in the presence of 2�MBT statisti�

cally significant changes in apoptosis were not

observed compared only with irradiation. It is well

known that primary importance of apoptosis

under the influence of different agents � selective

removal of cells, which are threatening to the sur�

vival of the whole organism.
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тотичних клітин тільки після опромінення в дозах 1

та 5 Гр (р < 0,05). Після опромінення клітин в дозі

10 Гр в присутності 2�МБТ статистично дос�

товірних змін апоптозу не спостерігали при порів�

нянні тільки з опроміненням. Загальновідомо, що

першочергового значення при апоптозі за дії різних

агентів набуває селективне видалення тих клітин,

виживання яких загрозливе для цілісного ор�

ганізму.
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Рисунок 5. Залежність коефіцієнта захисту при дії різних концентрацій 2�МБТ на опромінені в різних
дозах клітини лінії L929

Figure 5. Dependence of protection under the influence of different concentrations of 2�MBT on L929 cell line
exposed to different doses 

Рисунок 6. Дозова залежність кількості клітин, що вижили, за умов інкубації з 2�меркаптобензтіазолом
в різних концентраціях

Figure 6. The dose dependence of the number of cells surviving under conditions of incubation with 2�mer�
captobenzothiazole in different concentrations
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According to the methods for evaluating of radio�

protectors effectiveness by percentage of dead cells

was calculated ratio of protection depending on the

concentration of 2�MBT (Fig. 5). Highest value PF

(0.31–0.36) was observed after exposure of cells in a

dose of 1 Gy and the highest concentration of

reagent – 3 mg/ml. The effectiveness of the protec�

tion of cells at the lowest concentration of 2�MBT –

0.03 mg/ml, decreased with increasing radiation

dose. A similar trend, but less pronounced, was

observed for the concentration of 0.3.

On the survival of cells in monolayer cultures (Fig.

6) was calculated dose reduction factor � FDD at

different concentrations of reagents. Calculations

showed that at concentrations of 2�MBT 0.03 and

0.30 mg/ml dose reduction factor for the LD50 value

was 1.5 and 1.8 respectively, and the concentration

of 3.00 mg/ml FDD was the maximum – 4. That is,

incubation of cells with 2�MBT in the 3.00 mg/ml

concentrations 4 times reduces the damaging effects

of radiation in doses of 10 Gy.

So, for complex cytogenetic and morphologi�

cal parameters in Allium�test (meristem

seedling seed) and proliferating cell line L929

test�culture system 2�mercaptobenzothiazole

(Mebentol) in physiological for these cell con�

centrations has no mutagenic or toxic proper�

ties and increases the viability of cells exposed

in the medium and sublethal doses, increases

their survival and mitotic activity in monolayer

cultures compared with only irradiation.

Reducing the number of multi atypical cells

under these conditions may indicate its gene�

protecting properties.

Regarding the possible mechanisms of 2�mer�

captobenzothiazole radioprotective action at the

cellular level, based on published data [3–5] and

the results of own research, namely break of disul�

fide bonds in the molecule reagent with subse�

quent disposal of peroxide free radicals, which are

formed by the action of radiation, which further

leads to changes in the metabolism of exposed cells

(inhibition of DNA biosynthesis and stabilization,

lower mitotic activity, activation reparative

processes), promotes their recovery after exposure

and repopulation. 

CONCLUSIONS
1. Studies have shown that ana�telofase test in

the seedling root meristem cells of Allium cepa

L. seeds 2�mercaptobenzothiazole showed no

Згідно зі способами оцінки ефективності радіопро�

текторів за відсотком загиблих клітин був розрахова�

ний коефіцієнт захисту залежно від концентрації

2�МБТ (рис. 5). Найвищі значення коефіцієнта за�

хисту (0,31–0,36), спостерігали після опромінення

клітин в дозі 1 Гр та за найвищої концентрації реа�

гента – 3 мкг/мл. Ефективність захисту клітин при

найнижчій концентрації 2�МБТ – 0,03 мкг/мл, змен�

шувалась зі збільшенням дози опромінення. Ана�

логічну тенденцію, але менш виражену, спостерігали

і для концентрації 0,3 мкг/мл.

За виживанням клітин у моношарових культурах

(рис. 6) був розрахований фактор зменшення дози –

ФЗД при різних концентраціях реагента. Розрахун�

ки показали, що при концентраціях 2�МБТ 0,03 та

0,30 мкг/мл фактор зменшення дози за ЛД50 мав

значення 1,5 та 1,8 відповідно, а за концентрації 3,00

мкг/мл ФЗД був максимальний – 4. Тобто, інку�

бація клітин з 2�МБТ в концентрації 3,00 мкг/мл у 4

рази зменшує пошкоджуючий ефект опромінення в

дозі 10 Гр.

Отже, за комплексом цитогенетичних та морфо�

функціональних показників  у Allium�тесті (мерис�

тема проростків насіння) та тест�системі  культури

проліферуючих клітин лінії L929 2�меркаптобен�

зтіазол (Мебентол) у фізіологічних для цих клітин

концентраціях не має мутагенних чи токсичних

властивостей та підвищує життєздатність клітин, оп�

ромінених у середньо� та сублетальних дозах: збіль�

шує їх виживаність і мітотичну активність у моноша�

рових культурах порівняно тільки з опроміненням.

Зменшення кількості атипових багатоядерних

клітин за цих умов може свідчити про його генопро�

текторні властивості.  

Щодо ймовірних механізмів радіопротекторної дії

2�меркаптобензтіазолу на клітинному рівні, то, зва�

жаючи на літературні дані [3–5] та результати влас�

них досліджень, саме розрив дисульфідного зв'язку в

молекулі реагента з подальшим знешкодженням

вільних перекисних радикалів, які утворюються при

дії радіації, що у подальшому призводить до зрушень

у метаболізмі опромінених клітин (пригніченні

біосинтезу та стабілізації ДНК, зниженні мітотичної

активності, активації репаративних процесів),

сприяє їх відновленню після опромінення та репопу�

ляції.

ВИСНОВКИ
1. Проведені дослідження показали, що в ана�тело�

фазному тесті в клітинах кореневої меристеми про�

ростків насіння Allium cepa L. 2�меркаптобензтіазол
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mutagenic, toxic or mitosis�modyfying effects in

physiological concentrations for these cells.

Excessive amounts of reagent led to a decrease

in mitotic activity of meristem cells that could

indicate a possible mechanism of protective

action.

2. It is established that 2�mercaptobenzothiazole

for cells in physiological concentrations (3.00–

0.003 mg/ml) does not change the cell population

density in monolayer cell cultures, but increases

mitotic activity in the terminal period of cultiva�

tion (5–6 days). Increasing number of apoptotic

cells in this period explains the constant number of

cells in culture.

3. After cellsirradiation in doses of 1, 5 and 10 Gy

a dose�dependent reduction of their proliferative

and mitotic activity was observed as well as signifi�

cant growth in cell culture (4 times) of policario�

cytes number which are considered to be repro�

ductive death markers. The increase in apoptosis

in irradiated cultures of proliferating cells demon�

strates the radiogenic nature of their death.

4. It is shown that incubation of cells before and

during irradiation with 2�mercaptobenzothiazole

reduces radiation induced cell damage, promotes

proliferation and mitotic activity compared with the

effect of radiation only. Reducing number of poli�

cariocytes in cell culture indicates gene�protective

properties of reagent. However, elevated levels of

apoptosis in these conditions show the elimination

of radiation damaged cells from the culture.

5. Quantitative estimation of radioprotective pro�

perties of 2�mercaptobenzothiazole in the test sys�

tem of L929 cell line culture showed that the highest

rates of protection factor (0.31–0.36) were shown

by the reagent at a concentration of 3 mg/ml under

the 1 Gy irradiation dose. However, the dose

reduction factor calculated for the LD50 at 2�MBT

concentrations 0.03 and 0.30 mg/ml had a value of

1.5 and 1.8 respectively, and at concentration of

3.00 mg/ml FDD was the maximum i.e. 4.

6. On the strength of all the evidence of literature

and the results of their research can be considered

2�mercaptobenzothiazole reagent with radiopro�

tective properties for cells in vitro.
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не проявляв мутагенних, мітозмодифікуючих чи

токсичних ефектів у фізіологічних для цих клітин

концентраціях. Надмірна кількість реагента призво�

дила до зменшення мітотичної активності клітин ме�

ристеми, що може вказувати на можливий механізм

протекторної дії.

2. Встановлено, що 2�меркаптобензтіазол у фізіо�

логічних для клітин концентраціях (3,00–0,003

мкг/мл) не змінює щільності клітинної популяції в

моношарових культурах клітин, але підвищує міто�

тичну активність у термінальний період культиву�

вання (5�6�а доба). Збільшення кількості апоптотич�

них клітин у цей період пояснює сталу кількість

клітин в культурі.

3. Після опромінення клітин в дозах 1, 5 і 10 Гр спос�

терігали дозозалежне зменшення їх проліферативної

та мітотичної активності та істотне зростання в куль�

турі клітин (у 4 рази) кількості полікаріоцитів, яких

вважають маркерами репродуктивної загибелі.

Збільшення рівня апоптозу в опромінених культурах

проліферуючих клітин свідчить про радіогенний ха�

рактер їх загибелі.  

4. Показано, що інкубація клітин до та під час опро�

мінення з 2�меркаптобензтіазолом зменшує радіо�

індуковані ушкодження клітин: підвищує проліфе�

рацію та мітотичну активність порівняно з дією тіль�

ки радіації. Зменшення кількості полікаріоцитів у

культурі клітин вказує на генопротекторні власти�

вості реагента. Водночас підвищений рівень апопто�

зу за цих умов свідчить про елімінацію ушкоджених

радіацією клітин з культури.

5. Кількісна оцінка радіопротекторних властивос�

тей 2�меркаптобензтіазолу у тест�системі культу�

ри клітин лінії L929 показала, що найвищі показ�

ники коефіцієнта захисту (0,31–0,36) реагент по�

казав при концентрації 3 мкг/мл при опроміненні

в дозі 1 Гр. Водночас фактор зменшення дози, роз�

рахований за ЛД50, при концентраціях 2�МБТ 0,03

та 0,30 мкг/мл мав значення 1,5 та 1,8 відповідно,

а за концентрації 3,00 мкг/мл ФЗД був макси�

мальний – 4.

6. За сукупністю даних літератури та результатів

власних досліджень можна вважати 2�меркапто�

бензтіазол реагентом з радіопротекторними власти�

востями для клітин in vitro.
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