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Останніми роками намітився певний прогрес 
у вирішенні проблеми профілактики віддалених сто-
хастичних наслідків опромінення переважно завдя-
ки вивченню і використанню хімічних сполук, що 
мають радіомітигуючу дію. Радіомітигатори (РМ) 
знижують шкідливу дію іонізуючого випроміню-
вання на клітини критичних систем організму (пе-
редусім гемато-імунної системи) шляхом приско-
рення відновлення радіочутливих тканин і посилен-
ня секреції гемопоетичних ростових факторів [1–3].

Відповідно до сучасних уявлень перспективним 
для подальшого вивчення механізмів дії РМ є мет-
формін гідрохлорид (МФ), який належить до кла-
су бігуанідів і застосовується при лікуванні пацієн-
тів із цукровим діабетом ІІ типу [4–6]. Встановле-

но антиапоптотичну дію МФ та зниження кількості 
хромосомних аберацій і мікроядер у лімфоцитах пе-
риферичної крові (ЛПК) людини після їх опромі-
нення [7]. Подібна дія МФ була показана і при ін-
дукованій етанолом дегенерації пренатальних кор-
тикальних нейронів щурів [8], викликаній дією Cd 
загибелі нейрональних клітин [9], на моделі безал-
когольної жирової дегенерації печінки [10]. На ми-
шах лінії C57BI/6J та лінії клітин Н9С2 показано, 
що МФ також інгібує апоптоз клітин серця [11]. На-
слідки впливу МФ на нормальні та пухлинні кліти-
ни зазвичай мають протилежний характер, показано 
його проапоптотичну дію на різних лініях і в куль-
турах ракових клітин людини та експерименталь-
них тварин [12–17].
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Мета: визначити особливості впливу метформіну (МФ) in vitro на транс-
мембранний потенціал мітохондрій (ТМП), загальну продукцію вільноради-
кальних сполук (ВРС) і супероксидного аніона-радикала (О2

.-) у лімфоцитах 
периферичної крові (ЛПК) умовно здорових осіб, мітотичний потенціал та 
апоптотичну загибель цих клітин, а також на баланс про- і антиоксидант-
них процесів (ПАС) та інтенсивність процесів пероксидного окиснення ліпідів 
у крові залежно від концентрації МФ і дози опромінення. Об’єкт і методи: 
у дослідженні використовували зразки периферичної крові 37 умовно здорових 
осіб віком від 22 до 58 років (18 жінок та 19 чоловіків). МФ вносили у кон-
центраціях 2 та 20 мМ за 1 год до рентгенівського опромінення периферич-
ної крові у діапазоні доз 0,5–3,0 Гр. За допомогою загальноприйнятих мето-
дів визначали вміст малонового діальдегіду (МДА) і ПАС в крові, напрацю-
вання ВРС і О2

.- у ЛПК, а також ТМП, проліферативний потенціал і рівень 
апоптозу цих клітин. Результати: зміни напрацювання О2

.- у ЛПК та вмісту 
МДА у плазмі крові свідчать про антиоксидний вплив МФ, що був більш ви-
раженим за його концентрації 2 мМ та при тест-опроміненні крові в дозах 
1,0 та 2,0 Гр. Істотних змін ПАС у крові та утворення ВРС і ТМП у ЛПК 
не відзначали, лише спостерігали тенденцію до зниження ПАС та зростання 
ТМП за концентрації МФ 2 мМ. МФ підвищував рівень апоптотичної загибе-
лі ЛПК та знижував їх проліферативний потенціал. Цей ефект спостерігали 
як за відсутності опромінення, так і за проведення тест-опромінення кро-
ві у діапазоні доз 0,5–3,0 Гр. Висновок: одержані в системі in vitro дані свід-
чать про можливість використання МФ як модифікатора вільнорадикаль-
них процесів, що викликає зсув у бік антиоксидантних реакцій, у тому чис-
лі при опроміненні в діапазоні доз 0,5–3,0 Гр. МФ у дозах 2 і 20 мМ зменшує 
in vitro проліферативний потенціал ЛПК та активує їх вступ до апоптозу.
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Застосування МФ у  модельних дослідженнях 
на різних лініях нормальних [18–19] і пухлинних клі-
тин [13, 14, 20, 21] у більшості призводило до при-
гнічення їх проліферації. У хворих на рак ендометрія 
та молочної залози, які приймали МФ, було відзна-
чено суттєве зниження рівня ядерного білка KI-67, 
що асоціюється із проліферацією клітин [22–23].

Показано, що МФ специфічно пригнічує комп-
лекс I дихального ланцюга мітохондрій, знижуючи 
окиснення НАДФ, швидкість споживання кисню 
та синтез АТФ з АДФ; активує 5’АМФ‑активовану 
протеїнкіназу, пригнічує комплекс mTOR і мітоген-
активовані кінази (MAPK), які беруть участь у ре-
гуляції процесів біосинтезу білка, енергетич-
ного обміну, проліферації, експресії генів, ди-
ференціювання, мітозу, виживання клітин та 
апоптозу  [24–27]. Також у  реалізації ефектів МФ 
задіяні фосфатидилінозитол-3-кіназа, сімейство 
протеїнкіназ B, c-Jun-N-кінцева кіназа та сигнальні 
каскади, пов’язані із АФК [16, 28]. Виявлено, що дія 
МФ на клітини злоякісних новоутворень пов’язана 
зі значними різноспрямованими змінами експресії 
низки білків та некодуючих miRNAs [29–30].

МФ значно змінює баланс вільнорадикальних 
процесів. У результаті інгібування НАДФН‑оксидази 
зменшується продукція АФК [31], а внаслідок зни-
ження експресії FOXO3 активуються ферменти 
антиоксидантного захисту: супероксиддисмутаза 
(СОД) і каталаза (КАТ)  [32]. Однак ефекти щодо 
змін про- та антиоксидантних процесів, що спо-
стерігаються за дії МФ, для нормальних та пухлин-
них клітин істотно відрізняються. Так, застосуван-
ня МФ in vitro та in vivo ефективно запобігало апоп-
тотичній загибелі нормальних клітин, індукованій 
різними чинниками, що супроводжувалося також 
антиоксидантною дією  [9, 19, 33–35]. Водночас 
у клітинах ліній гепатоцелюлярної карциноми щу-
рів H4II та остеосаркоми U2OS і 143B МФ стиму-
лював напрацювання АФК, проапоптотичні зміни 
та зупинку клітинного циклу, а  застосування ан-
тиоксиданта N-ацетилцистеїну нівелювало зазна-
чені ефекти [12, 28]. Показано, що антиоксидант-
ний вплив МФ може знижувати рівень пошкоджень 
ДНК у результаті дії гідропероксиду кумолу [36], але 
в дослідженні [37] подібний захисний ефект препа-
рату не виявлений.

Вираженість ефектів МФ залежить від особли-
востей обмінних процесів в організмі та, зокрема, 
від обміну глюкози. Так, показано, що при культи-
вуванні кардіоміобластів H9c2 у  середовищі з ви-
соким вмістом глюкози у разі  дії МФ значно по-
кращувався стан клітин: повністю відновлювався 
рівень АТФ, нормалізувався вміст ліпідів, GSH і рі-
вень утворення АФК, частково відновлювалися рі-
вень поглинання глюкози, інтенсивність процесів 
пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ), активність 
СОД, поляризація мембран мітохондрій та знижува-
лася частка фрагментованої ДНК [38]. Для пухлин-
них клітин, навпаки, показано підвищення їх чутли-

вості до антипроліферативної та проапоптотичної дії 
МФ і вищу цитотоксичність препарату в разі низь-
кого вмісту глюкози або при надмірній масі тіла екс-
периментальних тварин [21, 39].

Показано, що МФ може модифікувати дію іоні-
зуючого випромінювання. За впливу радіації ефек-
ти препарату також відрізняються. Так, МФ зни-
жував негативний вплив радіації на тканини серця 
щурів, діючи як захисний фактор щодо окисного 
стресу та ефектів медіаторів запалення та ендоте-
ліальної дисфункції [40]. У разі внутрішньовенно-
го введення мишам радіаційно мічених пептидів 
МФ значно зменшував їх накопичення в нирках і 
прискорював їх виведення із сечею. Це може бути 
перспективним для захисту від нефротоксичнос-
ті при  терапії із застосуванням радіонуклідів  [41]. 
Радіаційно індукована токсичність при проведен-
ні ад’ювантної променевої терапії у жінок на ран-
ній стадії раку молочної залози значно знижувалась 
у когорти обстежених, які приймали МФ [42]. З ін-
шого боку, в дослідженнях in vivo та in vitro на ліні-
ях пухлинних клітин раку прямої кишки, товстої 
кишки, раку підшлункової залози, карциноми ле-
гені показано, що МФ підвищував їх чутливість 
до опромінення [43–46]. При цьому посилення ра-
діочутливості пухлинних клітин за модифікуючої дії 
препарату може бути пов’язано з інгібуванням епі-
теліально-мезенхімального переходу [47], впливом 
на сигнальний шлях Hedgehog [48] та підвищенням 
ступеня оксигенації пухлин  [49]. Найбільш радіо-
чутливими клітинами людини, що визнані біодози-
метрами/біоіндикаторами опромінення, є ЛПК [50, 
51]. На культурі ЛПК показано, що МФ у концен-
траціях 12,5–50,0 мкМ не викликав змін у показни-
ках мікроядерного тесту, при визначенні кількості та 
спектра хромосомних аберацій і не впливав на міто-
тичний потенціал клітин [52]. Введення МФ експе-
риментальним щурам із гліомою (лінія C6) віднов-
лювало чисельність ЛПК майже до рівня інтактних 
тварин  [53]. На  культурі ЛПК здорових чоловіків 
показано, що МФ збільшував частку життєздатних 
клітин після впливу радіації, що супроводжувалося 
значним зменшенням аберацій хромосом, знижен-
ням частоти апоптозу. МФ зменшував викликані 
дією іонізуючого випромінення зміни експресії ге-
нів BAX, CASP3 і BCL2 [54, 55]. Радіозахисні влас-
тивості МФ виявлені у хворих на рак щитоподібної 
залози, які отримували терапію із застосуванням ра-
діоактивного 131I [56]. Водночас, слід зазначити, що 
залишаються нез’ясованими особливості дії МФ як 
РМ залежно від його концентрації, дози опромінен-
ня та радіочутливості клітин.

Оскільки радіаційно-індуковані біохімічні зміни 
передують реалізації пошкоджень на генетичному 
рівні клітин, а надалі підтримують сформовану не-
стабільність геному, то доцільним є також детальне 
вивчення особливостей впливу МФ на активність 
ферментів та процесів, які визначають оксидатив-
ний стан периферичної крові людини.
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Враховуючи викладене, мета проведеного дослі-
дження — визначити особливості впливу МФ in vitro 
на трансмембранний потенціал мітохондрій (ТМП), 
загальну продукцію вільнорадикальних сполук 
(ВРС) і супероксидного аніона-радикала (О2

.-) у ЛПК 
умовно здорових осіб (УЗО), мітотичний потенціал 
та апоптотичну загибель цих клітин, а також на ба-
ланс про- і антиоксидантних процесів та інтенсив-
ність процесів ПОЛ у крові залежно від концентра-
ції МФ і дози опромінення.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
У дослідженні використані зразки периферичної 

крові 37 умовно здорових осіб (19 чоловіків віком 
від 22 до 41 років та 18 жінок віком від 22 до 58 ро-
ків), від яких отримано інформовану згоду відпо-
відно до  принципів проведення біомедичних до-
сліджень, що викладені в  Гельсінській декларації 
Всесвітньої медичної асоціації. Периферичну кров 
збирали у стандартні стерильні пробірки Vacutainer 
об’ємом 6 мл із антикоагулянтом Li‑гепарин. Зразки 
крові зберігали і транспортували при 3–5 °С.

Розчин МФ (1,1‑Диметилбігуанід гідрохлорид, 
Santa Cruz Biotechnology, Inc.) в  ізотонічному на-
трій‑фосфатному буфері із pH  7,4 (PBS) вносили 
у кров у співвідношенні 1:20 (фінальна концентра-
ція 2 або 20 мМ, тривалість інкубації 1 год при 19–
21 °С). Тест-опромінення крові (дози 0,5; 1,0; 2,0; 
3,0 Гр) проводили через 1 год після внесення МФ 
на рентгенівському апараті РУМ‑17. Умови опромі-
нення: напруга на трубці — 180 кВ, струм — 10 мА, 
фільтр — 0,5 мм Cu + 1 мм Al, шкірно-фокусна від-
стань  — 50  см, потужність дози опромінення  — 
0,55 Гр/хв.

Виділення плазми крові та ЛПК і підрахунок кіль-
кості клітин. Плазму крові отримували центрифугу-
ванням (15 хв при 1500 об./хв; 19–21 °С) і зберігали 
при –20 °С. Виділення ЛПК виконували з викорис-
танням ГІСТОПАК‑1077 HYBRI‑MAX згідно з ін-
струкцією виробника (BioReagent) [57]. Підрахунок 
кількості життєздатних клітин проводили за стан-
дартною методикою, використовуючи суправітальне 
фарбування трипановим синім (Sigma) [58].

Прооксидантно-антиоксидантне співвідношен-
ня (ПАС) у  крові визначали у  гемолізатах (кров 
розведена дистильованою водою у 400 разів) мето-
дом індукованої пероксидом водню хемілюмінес-
ценції (ХЛ)  [59] із модифікаціями  [60] на  приладі 
AutoLumat LB 953 (Germany). До 0,6 мл гемолізату 
додавали 50 мкл 10 % розчину Н2О2 і вимірювали ХЛ 
упродовж 180 с (18 вимірів з інтервалом 10 с). Дані 
виражали в імпульсах (імп.) за 180 с (імп./180 с).

Інтенсивність ПОЛ оцінювали за  концентра-
цією його кінцевого продукту  — малонового ди-
альдегіду (МДА) в  плазмі крові. Вміст визначали 
за утворенням забарвленого триметинового комп-
лексу з 2‑тіобарбітуровою кислотою [61, 62]. Вимі-
рювання забарвлення проводили у 1 см кварцевій 
кюветі при довжині хвилі 532 нм на спектрофото-

метрі Agilent 8453 (США). При проведенні розра-
хунків використовували молярний коефіцієнт екс-
тинкції МДА (ε=1,56 ∙ 105 см-1 ∙ моль-1) та перерахо-
вували його вміст на кількість білка. Концентрацію 
білка визначали за методом Greenberg [63]. До 2 мл 
розведеної дистильованої води у  200 разів плазми 
крові додавали 1 мл реактиву Greenberg та через 15–
20 хв проводили вимірювання інтенсивності забарв-
лення з використанням фотоелектро-калориметра 
(довжина хвилі 590 нм, кювета 0,5 см). Як контр-
оль використовували зразок із дистильованою во-
дою замість дослідного зразка. Розрахунки прово-
дили згідно з калібрувальною кривою з використан-
ням стандартних розчинів білка.

Інтенсивність генерування О2
.- ЛПК оцінюва-

ли ХЛ методом, що базується на використанні ін-
дикатора люцигеніну, який реагуючи з  О2

.- висві-
чує кванти світла [64]. Зразок для вимірювань міс-
тив 40  мкл 0,05% люцигеніну та 1  мл суспензії 
клітин у PBS (1 млн/мл). Вимірювання проводили 
на приладі AutoLumat LB 953 (Germany) упродовж 
72 с (18 вимірів з інтервалом у 4 с). Дані виражали 
в імп. за 72 с (імп./72 с).

Інтенсивність напрацювання ВРС визначали 
з використанням флуоресцентного зонда дихлоро-
флуоресцеїн-діацетату (DCFH-DA), що дає мож-
ливість оцінити загальний рівень утворення ак-
тивних форм кисню та азоту [65, 66]. Вимірювання 
флуоресценції (lex = 485 нм, lem = 528 нм) проводи-
ли у 96-лункових чорних планшетах (кожні 7,5 хв 
упродовж 90 хв при 37 °С) з використанням рідера 
Sinergy  НТ (США). Вміст лунки: 100  мкл суспен-
зії клітин (1 млн/мл), 150 мкл PBS та 50 мкл розчи-
ну DCFH‑DA у збалансованому сольовому розчині 
(фінальна концентрація — 50 мкМ). Для підрахун-
ків використовували період 30–90  хв. Результати 
перераховували у мМ пероксиду водню на 1000 кл. 
за год (мМ/тис. кл./год) за калібрувальною кривою.

Для визначення ТМП використовували барв-
ник JC‑1 згідно [67, 68] з деякими модифікаціями. 
До 0,5 мл суспензії ЛПК (1,0 млн/мл) додавали 5 мкл 
1 мМ розчину JC‑1 у ДМСО та інкубували клітини 
20–25 хв при 37 °С у темряві. Двічі відмивали кліти-
ни від залишків барвника 2,5 мл PBS з подальшим 
центрифугуванням 10 хв при 1000 об./хв та доводили 
їх концентрацію до 0,5 млн/мл. Вимірювання про-
водили з використанням рідера Sinergy НТ (США) 
у 96-лункових чорних планшетах при внесенні у лун-
ки 100 мкл суспензії клітин (lex = 485 нм, lem = 528 нм 
та lem = 590 нм). Контролем слугували інтактні клі-
тини без забарвлення. Рівень ТМП підраховува-
ли за співвідношенням J‑агрегатів та J‑мономерів 
(інтенсивності червоної (lem  =  590  нм) та зеленої 
(lem = 528 нм) флуоресценції клітин).

Вміст гіподиплоїдних клітин у зразках ЛПК ви-
значали методом проточної цитометрії [69]. Для про-
ведення аналізу клітини інкубували 30 хв у розчи-
ні пропідія йодиду (5 мкг/мл, Sigma, США) з 0,1 % 
цитратом натрію та 0,1% тритоном X‑100 при тем-
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пературі 19–21 °С. Для запобігання зв’язування 
пропідію йодиду з РНК в інкубаційну суміш дода-
вали РНКазу А без ДНКази (Rnase A, DNase-free, 
activity — min 90 units/mg, Neo Froxx, Німеччина) 
в  кінцевій концентрації 250  мкг/мл. Флуоресцен-
цію клітин оцінювали з  використанням проточ-
ного цитофлуориметра Beckman Coulter EPICS XL 
(Beckman Coulter, США). У кожній пробі підрахову-
вали не менш ніж 10 тис. клітин. Мертві клітини та 
їх фрагменти не враховували. Для кількісного ана-
лізу даних застосовували програму CELLQuest («BD 
Biosciences Pharmingen», США).

З  метою оцінки проліферативного потенціалу 
ЛПК у заданих експериментальних умовах визна-
чали мітотичний індекс (МІ) мітоген-стимульо-
ваних (Phytohemagglutinin M-form (Gibko, USA), 
0,1–0,15 мл/мл крові) лімфоцитів на підставі фор-
мули [70]:

МІ = (М1/М2) ∙ 1000 ‰,
де М1 — кількість клітин у стадії метафази, М2 — за-
гальна кількість бластних клітин (рис. 1).

Рис. 1. Аналіз мітотичної активності опромінених ЛПК 
людини (мікрофото, х  400). Цитогенетичний препарат: 
чорні кола — ядра, аналізовані як бласти; червоні кола — 
не аналізовані ядра (що не вступили в реакцію бласттранс-
формації); прямокутник — метафазна пластинка

З метою зменшення величини стандартної по-
милки аналізували не менш як 2000 клітин на одне 
спостереження [71].

Статистичну обробку результатів проводи-
ли з  використанням програм «MS  Excel» та 
«OriginPro 2015». Підраховували стандартні статис-
тичні показники. Достовірність відмінностей визна-
чали із використанням t-критерію Student та пар-
ного рангового критерію Wilcoxon. Різницю між 
одержаними показниками вважали достовірною 
при р ≤ 0,05 [72].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Вплив МФ на інтенсивність утворення реактив-

них сполук у ЛПК оцінювали за напрацюванням О2
.- 

та загальним рівнем продукції ВРС. Також оціню-
вали зміни ТМП цих клітин, оскільки цей показник 
пов’язаний зі змінами енергетичного стану клітин, 
інтенсивністю окисно-відновних реакцій. За  ви-

браних у дослідженні умов не виявлено впливу МФ 
на інтенсивність напрацювання ВРС як у неопро-
мінених ЛПК, так і після тест-опромінення. Спо-
стерігали лише тенденцію до зниження рівня утво-
рення О2

.- у неопромінених ЛПК (у 1,64 раза) за дії 
МФ в  концентрації 2  мМ, а  також при  внесенні 
препарату в концентрації 20 мМ з подальшим тест-
опроміненням крові у дозах 1,0 та 2,0 Гр (в 1,47 раза 
для обох доз) (табл. 1). Зміни ТМП у ЛПК після ін-
кубації зразків крові із МФ також не були достовір-
ними. За концентрації препарату 2 мМ спостеріга-
ли тенденцію до зниження цього показника для всіх 
варіантів досліду як із тест-опроміненням зразків 
крові, так і без. МФ у концентрації 20 мМ не змі-
нював показник ТМП в  неопромінених клітинах, 
дещо підвищував його при опроміненні ЛПК в до-
зах 0,5 і 3,0 Гр та знижував при опроміненні в дозах 
1,0–2,0 Гр (в 1,70 і 1,80 раза відповідно).

Вплив МФ на стан окисних процесів у крові оці-
нювали за змінами ПАС та інтенсивністю процесів 
ПОЛ (концентрація МДА у плазмі крові). Результати 
впливу МФ на вміст МДА та ПАС у крові представ-
лено в табл. 2. Введення МФ у зразки крові не при-
зводило до  достовірних змін ПАС та вмісту МДА 
у крові, але спостерігалася тенденція до зниження 
концентрації МДА (у 1,67 раза) за введення у кров 
МФ у концентрації 2 мМ. Після опромінення кро-
ві цей ефект також був більш вираженим за нижчої 
концентрації МФ. Максимальне зниження за дози 
опромінення 2,0 Гр визначено при дії обох концен-
трацій МФ (2 мМ і 20 мМ). Зміни ПАС під дією МФ 
були практично відсутні (див. табл. 2). Можна лише 
відзначити тенденцію до зниження ПАС у 1,22 раза 
при  застосуванні препарату в  нижчій концентра-
ції. Аналогічний ефект дії МФ (за обох концентра-
цій препарату) спостерігався при тест-опроміненні 
крові у максимальній із застосованих доз — 3,0 Гр.

Вивчення впливу МФ на стан ЛПК in vitro по-
казало, що рівень проліферативної активності нео-
промінених ЛПК становив 69,1 ± 1,2‰, що відпові-
дає сучасним даним [71]. Спостерігали дозозалежне 
пригнічення мітотичної активності клітин у всьому 
дослідженому діапазоні доз порівняно з контроль-
ними значеннями: 0,5 Гр — в 1,48; 1,0 Гр — в 1,66; 
2 Гр — в 2,06; 3,0 Гр — в 2,65 раза. Отримані дані від-
повідають основним положенням класичної радіобіо
логії, відображаючи радіаційно-індуковану імуноде-
пресію «індикаторних» клітин (рис. 2). Досліджен-
ня імовірної активності МФ як РМ показало, що 
при додаванні препарату в культуру ЛПК перед тест-
опроміненням спостерігається зниження мітотичної 
активності опромінених клітин у всьому досліджено-
му діапазоні доз. Такий ефект був найбільш вираже-
ним за концентрації МФ 20 Мм та дозі опромінення 
3,0 Гр. Зазначимо також факт зниження при дії МФ 
мітотичної активності неопромінених клітин. Та-
ким чином, за умов нашого дослідження показано, 
що МФ пригнічує відповідь ЛПК на мітоген, тобто 
не одержано свідчень його радіомітигуючої дії.
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Значні зміни спостерігали щодо апоптотич-
ної загибелі ЛПК за  впливу МФ. Інкубація зраз-
ків крові із МФ призводила до достовірного підви-
щення частки клітин у стані апоптозу (рис. 3). Для 
інтактних зразків крові середня частка ЛПК у ста-
ні апоптозу становила 1,89 ± 0,40%, а після інкуба-
ції із МФ зростала у 2,30 раза за концентрації пре-
парату 2 мМ та у 1,83 раза — за концентрації 20 мМ. 
Подальше опромінення зразків крові істотно не змі-
нювало ефекту впливу МФ, який залишався більш 
вираженим для нижчої із використаних концентра-
цій препарату.

В описаному дослідженні показано, що коротко-
тривала інкубація зразків ЛПК із МФ у концентра-
ціях 2,0 та 20,0 мМ значно знижувала мітотичний ін-
декс та збільшувала кількість клітин у стані апоптозу, 
що суперечить результатам досліджень, в яких пока-
зано захисну дію МФ на нормальні клітини (у тому 
числі ЛПК) [11, 54]. У низці досліджень цей ефект 
МФ спостерігали лише для пухлинних клітин [12, 13, 
15]. В окремих публікаціях описано відсутність впливу 
МФ на мітотичний потенціал ЛПК та відсутність гене-
тичних пошкоджень цих клітин [52]. У публікації [19] 
описано можливість підсилення апоптозу лімфоци-

Таблиця 1
Зміни у ЛПК за впливу МФ до і після тест-опромінення крові УЗО

Концентрація МФ, мМ Доза опромінення, Гр
0 0,5 1,0 2,0 3,0

Напрацювання О2

.-, тис. імп./72 с
0 (для 2 мМ) 1,60 ± 0,32 1,38 ± 0,31 1,15 ± 0,21 1,09 ± 0,18 1,16 ± 0,21
2 0,97 ± 0,08 1,06 ± 0,12 1,02 ± 0,13 1,14 ± 0,25 1,04 ± 0,15
0 (для 20 мМ) 1,23 ± 0,38 1,20 ± 0,34 1,16 ± 0,27 1,22 ± 0,35 1,38 ± 0,52
20 0,94 ± 0,20 1,02 ± 0,29 0,79 ± 0,15 0,83 ± 0,17 1,09 ± 0,28
Продукція ВРC, мМ/тис. кл./год
0 (для 2 мМ) 23,57 ± 4,32 22,59 ± 3,87 22,37 ± 3,88 23,13 ± 4,06 20,82 ± 3,23
2 20,80 ± 3,15 19,38 ± 2,30 22,10 ± 3,12 21,22 ± 3,04* 20,27 ± 3,18*
0 (для 20 мМ) 24,91 ± 3,98 23,75 ± 3,39 23,42 ± 3,63 24,83 ± 3,94 22,25 ± 3,16
20 24,81 ± 3,67 27,68 ± 4,57 25,83 ± 3,97 25,47 ± 3,56* 25,42 ± 3,74*
ТМП (JC-1), співвідношення агрегат/мономер
0 15,31 ± 1,16 16,13 ± 1,71 20,91 ± 2,24 25,21 ± 3,58 24,80 ± 2,43
2 9,19 ± 2,76 14,85 ± 3,56 16,14 ± 1,75 16,70 ± 8,08 21,73 ± 6,38
20 14,29 ± 2,49 21,25 ± 3,54 12,06 ± 4,02 13,79 ± 5,74 26,85 ± 4,47

*Достовірні відмінності (p ≤ 0,05) між зразками крові із МФ у концентраціях 2 та 20 мМ.
Таблиця 2

Зміни у крові за впливу МФ до і після тест-опромінення крові УЗО

Концентрація МФ, мМ Доза опромінення, Гр
0 0,5 1,0 2,0 3,0

Рівень ПАС, тис. імп./180 с
0 17,35 ± 1,22 19,61 ± 1,47 19,13 ± 1,55 18,08 ± 0,97 21,29 ± 1,97
2 14,14 ± 0,70 16,00 ± 1,14 18,63 ± 1,31 16,03 ± 0,95 17,80 ± 0,92
20 18,35 ± 2,00 18,70 ± 2,48 19,91 ± 1,77 15,56 ± 2,35 16,00 ± 0,82
Вміст МДА у плазмі крові, мкМ/мг білка
0 15,31 ± 1,16 16,13 ± 1,71 20,91 ± 2,24* 25,21 ± 3,58*,** 24,80 ± 2,43*,**
2 9,19 ± 2,76 14,85 ± 3,56 16,14 ± 1,75 16,70 ± 8,08 21,73 ± 6,38
20 14,29 ± 2,49 21,25 ± 3,54 12,06 ± 4,02 13,79 ± 5,74 26,85 ± 4,47

*Достовірні відмінності (p ≤ 0,05) від групи без тест-опромінення; **достовірні відмінності (p ≤ 0,05) від групи із тест-опроміненням 0,5 Гр.
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Рис. 2. Дослідження впливу МФ на проліферативну ак-
тивність опромінених in  vitro лімфоцитів крові УЗО: 

 — контроль (без МФ);  — МФ у концентрації 2 мМ; 
 — МФ у концентрації 20 мМ. *Достовірні відмінності 

(p ≤ 0,05) від зразків крові без внесення МФ; **між зраз-
ками крові із МФ у концентраціях 2 та 20 мМ
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Рис. 3. Вплив МФ на частку лімфоцитів у стані апопто-
зу за опромінення крові in vitro:  — контроль (без МФ); 

 — МФ у концентрації 2 мМ;  — МФ у концентрації 
20 мМ; *достовірні відмінності (p ≤ 0,05) від зразків кро-
ві без внесення МФ
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тів за впливу МФ, причому збільшення частки клітин 
у стані апоптозу відбувалося на фоні зниження інтен-
сивності ПОЛ та підвищення вмісту GSH. Проапопто-
тичний ефект препарату може бути пов’язаний із інгі-
буванням гена p16Ink4a, що підтримує життєздатність 
старіючих клітин, перешкоджаючи їх апоптозу [73].

В  умовах проведених експериментів показа-
но (на рівні тенденції) вплив МФ на інтенсивність 
окисних процесів у крові, зокрема на продукцію ре-
активних сполук у ЛПК та ТМП цих клітин. Ці ре-
зультати є попередніми та потребують подальшо-
го накопичення експериментального матеріалу 
у зв’язку зі значними індивідуальними відмінностя-
ми у початкових рівнях досліджених показників та 
ступенем їх змін у відповідь на внесення МФ та про-
ведення тест-опромінення. Загалом виявлені зміни 
свідчать про зниження вільнорадикального наванта-
ження у крові за впливу препарату. Відзначимо, що 
внесення в інтактну кров МФ у концентрації 2 мМ 
викликало більш інтенсивні зміни вмісту МДА та на-
працювання О2

.-. За тест-опромінення крові в дозах 
1,0 та 2,0 Гр більш виражені зміни цих показників 
спостерігали при застосуванні вищої концентрації 
препарату (20 мМ). У дослідженні [54] також було 
показано, що найбільший цитопротекторний ефект 
МФ спостерігається за дози опромінення 2,0 Гр, що 
є типовою дозою при проведенні променевої тера-
пії, яка викликає пошкодження ДНК та мутації [74].

Таким чином, сукупність отриманих результатів 
не дозволяє однозначно зробити висновок про дію 
МФ як РМ. Проте достатньо аргументує доцільність 
подальших комплексних досліджень, спрямованих 
на визначення найбільш ефективних умов застосу-
вання препарату МФ при терапевтичному опромі-
ненні хворих онкологічного профілю.

ВИСНОВКИ
1. Препарат МФ не змінював загального рівня 

утворення ВРС у  ЛПК, але тенденції до  знижен-
ня напрацювання цими клітинами О2

.-, зменшен-
ня вмісту в крові МДА та зниження ПАС свідчать 
про  можливість застосування препарату як моди-
фікатора вільнорадикальних процесів. Більш вира-
жені ефекти дії МФ спостерігали в інтактних ЛПК 
за концентрації 2 мМ, при опроміненні зразків — 
за концентрації 20 мМ.

2. МФ у  системі in  vitro пригнічував мітотичну 
активність ЛПК та підвищував рівень їх апоптотич-
ної загибелі до та після тест-опромінення в діапазо-
ні доз 0,5–3,0 Гр.

3. Отримані результати можуть скласти підґрун-
тя для дослідження радіозахисних ефектів МФ в не-
малігнізованих клітинах хворих онкологічного про-
філю.
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METFORMIN AS A MODIFIER OF THE 
OXIDATIVE STATUS OF PERIPHERAL 
BLOOD AND THE VIABILITY OF HUMAN 
LYMPHOCYTES UNDER THE INFLUENCE 
OF IONIZING RADIATION

O.A. Glavin, E.A. Domina, V.M. Mikhailenko, 
L.I. Makovetska, M.O. Druzhyna, O.O. Hrinchenko.
R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 

Oncology and Radiobiology of NAS of Ukraine, Kyiv, 
Ukraine

Summary. Aime: to determine the metformin (MF) ef-
fect on the transmembrane potential of mitochondria 
(TMP), the total production of free radical compounds 

(FRC) and formation of superoxide anion radical (О2

.-) 
in peripheral blood lymphocytes (PBL) of relative-
ly healthy people, proliferative potential and apoptotic 
death of this cells, and also on the balance of pro- and 
antioxidant processes (PAP), the intensity of lipid per-
oxidation in the blood depending on the concentration of 
MF and irradiation dose. Object and methods: the study 
used peripheral blood samples from 37 relatively healthy 
individuals aged 22 to 58 years (18 women and 19 men). 
MF solution was added at final concentrations of 2 and 
20 mM one hour before x-ray irradiation of blood in the 
dose range of 0,5 to 3,0 Gy. Using conventional methods 
ware determined the concentration of malondialdehyde 
(MDA), and PAP in the blood, as well as FRC, forma-
tion of superoxide anion radical (О2

.-), TMP, prolifer-
ative potential and apoptosis in PBL. Results: chang-
es in the (О2

.-) production in the PBL and the content of 
MDA in blood plasma suggest the antioxidant effect of 
MF, which was more pronounced at its concentration of 
2 mM and test irradiation of blood at doses of 1.0 and 
2.0 Gy. Insignificant changes of PAP in the blood and 
the formation of FRC and TMP in the PBL were ob-
served; also at MF concentration of 2 mM a tendency 
to decrease PAP and increase TMP was observed. MF 
increased the level of PBL apoptotic death and reduced 
their proliferative potential. This effect was observed both 
in the absence and after test irradiation of blood in the 
dose ranges of 0.5 to 3.0 Gy. Conclusions: The data ob-
tained in the in vitro system indicate the possibility of 
using MF as a modifier of free radical processes, which 
causes a shift towards antioxidant reactions, including 
irradiation in the dose range of 0.5–3.0 Gy. MF in dos-
es of 2 and 20 mM in vitro reduces proliferative poten-
tial of PBL and activates their apoptosis.

Key Words: metformin, peripheral blood, 
lymphocytes, ionizing radiation, apoptosis, 
proliferative potential, free radicals, lipid 
peroxidation, balance of pro- and antioxidant 
processes, transmembrane potential 
of mitochondria.
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