
Міністерство освіти і науки України

Національний університет «Києво-Могилянська академія»

Факультет природничих наук

Кафедра лабораторної діагностики біологічних систем

Магістерська робота

Освітній ступінь — магістр

на тему: «ТРАНСМЕМБРАННИЙ ПОТЕНЦІАЛ МІТОХОНДРІЙ ТА

ПРОДУКЦІЯ АКТИВНИХ ФОРМ КИСНЮ В ЛІМФОЦИТАХ

ПЕРИФЕРИЧНОЇ КРОВІ ХВОРИХ НА РАК ЕНДОМЕТРІЮ ЗА

РЕНТГЕНІВСЬКОГО ОПРОМІНЕННЯ КРОВІ ТА ДІЇ МЕТФОРМІНУ»

Виконав: студент 2-го року навчання

                               Спеціальності    

091 Біологія

Шевчук Ілля Олександрович

Керівники: 

          Главін   О.А.,  ____________________

кандидат біологічних наук 

          Білько Д. І.,_____________________

          кандидат біологічних наук, доцент   

          Рецензент   Талько В. В.__________

          Магістерська робота захищена

          з оцінкою _________________

          Секретар ЕК   Пахаренко М. В.____

          «____» _________________  2022 р.

Київ – 2022



2

ЗМІСТ

  Стор.
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ ____________________________ 4
ВСТУП _____________________________________________________ 5
РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ _______________________________ 10
1.1.     Негативні ефекти впливу променевої терапії на
           немалігнізовані клітини та тканини ________________________ 10
1.2.     Інтенсивність продукції активних форм кисню й 

 трансмембранний потенціал мітохондрій у ролі показників  
           життєздатності клітин ___________________________________ 12
1.3.     Модифікація енергетичних процесів в мітохондріях та стану
           окисних процесів в клітинах за впливу метформіну __________

 
15

РОЗДІЛ 2. МЕТОДОЛОГІЯ ДОСЛІДЖЕННЯ ____________________ 17
2.1.     Матеріали для дослідження, обладнання, реактиви, 

 лабораторний посуд і витратні матеріали ___________________ 17
2.1.1.  Матеріали для дослідження ______________________________ 17
2.1.2.  Обладнання ___________________________________________ 17
2.1.3.  Реактиви ______________________________________________ 18
2.1.4.  Лабораторний посуд ____________________________________ 19
2.1.5.  Витратні матеріали _____________________________________ 19
2.2.     Приготування розчинів __________________________________ 20
2.3.     Забір венозної крові і обробка зразків ______________________ 22
2.4.     Введення метформіну в зразки крові _______________________ 22
2.5.     Умови тест-опромінення крові ____________________________ 23
2.6.     Виділення лімфоцитів периферичної крові. Підрахунок
           живих та загиблих лімфоцитів периферичної крові __________ 24
2.7.     Визначення трансмембранного потенціалу мітохондрій
           лімфоцитів периферичної крові ___________________________ 25
2.8.     Визначення інтенсивності продукції активних форм кисню
           у лімфоцитах периферичної крові _________________________ 28
2.9.     Статистична обробка даних  ______________________________ 29
РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ 
ОБГОВОРЕННЯ _____________________________________________ 32
3.1.     Результати дослідження _________________________________ 32
3.1.1.  Склад експериментальних груп та клініко-морфологічні
           дані хворих на рак ендометрію ___________________________ 32



3

3.1.2.  Порівняння показників інтенсивності продукції активних 
 форм кисню і трансмембранного потенціалу мітохондрій 

           в лімфоцитах периферичної крові умовно здорових осіб та  
           хворих на рак ендометрію _______________________________ 34
3.1.3.  Вплив тест-опромінення крові на рівень трансмембранного
           потенціалу мітохондрій та інтенсивність продукції  
           активних форм кисню у лімфоцитах периферичної крові 
           умовно здорових осіб та хворих на рак ендометрію___________ 37
3.1.4.  Вплив метформіну на рівень трансмембранного потенціалу
           мітохондрій та інтенсивність продукції активних 

 форм кисню в лімфоцитах периферичної крові умовно 
           здорових осіб та хворих на рак ендометрію _________________ 38
3.1.5.  Вплив тест-опромінення крові на рівень трансмембранного
           потенціалу мітохондрій та інтенсивність продукції 
           активних форм кисню у лімфоцитах периферичної крові        
           умовно здорових осіб та хворих на рак ендометрію за дії 
           метформіну ____________________________________________ 40
3.1.6.  Зв’язок між рівнем трансмембранного потенціалу
           мітохондрій та інтенсивністю продукції активних форм 
           кисню у лімфоцитах периферичної крові умовно здорових   
           жінок та хворих на рак ендометрію за модифікуючої дії   
           метформіну ex vivo _____________________________________ 46
3.2.   Узагальнення результатів _________________________________ 49
ВИСНОВКИ ________________________________________________ 52
СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ __________________________ 54



4

ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

АФК  —  активні форми кисню

БТ — брахіотерапія

ВР — вільні радикали

ДМСО — диметилсульфоксид

ЛПК —  лімфоцити периферичної крові

МФ —  метформін

РЕ —  рак ендометрію

ТМП —  трансмембранний потенціал мітохондрій.

УЗО —  умовно здорові особи

DCFH-DA  —  2'-7'дихлорфлуоресцин диацетат

JC-1 — флюорисцентний катіонний барвник, який 
використовується в дослідженнях з моніторингу енергетичної 
функції мітохондрій

PBS  —  натрій-фосфатний буфер (з анг. Phosphate Buffered Saline)
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ВСТУП

Існують вагомі причини вважати іонізуюче випромінення небезпечним

для живих клітин і тканин. Іонізуюче випромінення здатне спричинити цілий

спектр негативних  наслідків,  таких  як  виникнення  шкірних  променевих

уражень й онкологічних захворювань, розвиток гострої променевої хвороби і

відмова  органів.  Коли  доза  опромінення  порівняно  з  фоновим  рівнем  є

високою, іонізуюче випромінювання завдає організму двох типів уражень —

–  прямих  та  опосередкованих [1-3].  Пряме  ураження тканин

спостерігається  в  результаті  поглинання  енергії  випромінювання

молекулами-мішенями.  При  цьому  відбувається  іонізація  та  збудження

атомів  і  молекул.  Найбільше  значення  має  іонізація  (радіоліз)  води.  В

результаті  утворюються  вільні  радикали  –  атомарний  водень  (Н˚),

гідроксильний радикал (ОН˚), гідропероксидний радикал (НО2˚), пероксид

водню  (Н2О2).  Час  їхнього  існування  не  перевищує  10-5-10-8  с.  Вони

реагують із біологічно активними молекулами, в першу чергу з їх вільними

SН-групами. У результаті утворюються неактивні дисульфідні групи (S=S).

Непрямі ураження виникають внаслідок змін структури ДНК, ферментів,

білків  тощо,  індукованих  реактивними продуктами  радіолізу  води  або

розчинених  у  ній  речовин.  В  результаті  може  відбуватись  пригнічення

синтезу  нуклеїнових  кислот,  активності ферментів,  підвищення

проникності біологічних мембран. В  наслідок чого виникають порушення

обмінних  процесів  і  структурно-функціональні  ушкодження  клітин.  Ці

події лежать в  основі  ряду радіогенних  негативних  наслідків  згаданих

вище, зокрема виникнення радіогенного раку. Останній виникає тоді, коли

клітини  отримують  сублетальні  пошкодження,  і  ураження  окремих

мішеней  всередині  клітин прямим  або  непрямим  чином  спричиняють

неконтрольовану проліферацію клітин [2-6].
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Водночас  іонізуюче  випромінювання  широко   використовується  в

сфері медицини. Разом з хірургічним втручанням і хіміотерапією, радіаційна

терапія  є  одним з  основних методів,  які  застосовуються  у  ході  лікування

онкологічних  захворювань.  Так,  приблизно  50%  від  усіх  онкологічних

хворих в США і Австралії проходять курс радіотерапії під час лікування від

онкологічних захворювань [7-8], тоді як складає вона лише 5% від загальної

середньостатистичної  вартості  лікування  онкологічних  захворювань  [9].  У

ході  променевої  терапії  іонізуюче  випромінювання спричиняє відповідь

організму на клітинному та молекулярному рівнях.  Перша  пов’язана з тим,

що  клітини пухлини  належать  до  типу  активно  проліферуючих  клітин.

Відповідно, вони є особливо вразливими до дії іонізучюого випромінювання.

Друга  ж  пов’язана  з  активацією,  так  званого  протипухлинного  імунітету,

затримкою клітинного циклу, змінами в процесах репарації ДНК та процесах

контрольованої загибелі клітин (апоптоз) [2-3]. 

Однак,  в зону терапевтичного ураження іонізуючого випромінювання

неминуче потрапляють клітини із оточення пухлини, в тому числі клітини з

пулу периферичної крові.  Найбільш радіочутливими клітинами людини, що

визнані  біоіндикаторами  опромінення  є  лімфоцити  периферичної  крові

(ЛПК) і  клітини кишкової крипти, які частіше, ніж інші після іонізуючого

опромінення піддаються апоптозу [10-12], тоді як багато інших клітин після

припинення  дії  іонізуючого  випромінювання  можуть  продовжувати

виконувати власні функції в організмі [13].  Однак, необхідно мати на увазі,

що  уникнення  апоптозу  клітиною,  яка  зазнала  дії  іонізуючого

випромінювання,  не  є  однозначно  позитивним  або  негативним  шляхом

розвитку  подій,  оскільки  у  цьому  випадку  має  значення  виникнення  та

збереження навіть найменших хромосомних аберацій (точкові мутації),  що

може призвести до онкологічної трансформації клітини у майбутньому  [14].

Рак ендометрію (РЕ) знаходиться на шостому місці по частоті випадків

захворювань  онкологічного профілю серед жінок у світі [15] та на другому



7

місці в Україні [16].  Лише в Україні припадає 17,3 випадки захворювання на

РЕ  на  кожні  100  000  жінок  [16].  Близько  у  75%  пацієнток  даний  тип

онкопатології діагностується на етапі, коли він обмежений лише тілом матки

[17].  Так,  згідно з  наведеними даними,  у трьох з  чотирьох випадків існує

необхідність  у  високоперсоналізованому  лікуванні,  яке  дозволило  б

мінімізувати ймовірність,  ступінь  і  кількість  побічних наслідків лікування

РЕ, таких як подразнення шкіри в області лікування (зовнішнє опромінення),

подразнення  слизової  оболонки  вагіни  (найпоширеніший  побічний  ефект

брахітерапії),  біль і  виділення з вагіни тощо  [18].  У світлі  вищесказаного,

пошук речовин, які захищатимуть здорові клітини від радіаційного ураження,

не впливаючи на  малігнізовані клітини, залишається однією з пріоритетних

тем досліджень у радіобіології протягом останніх десятиліть.

Метфомін (1,1-диметилбігуанід гідрохлорид) — лікарський засіб, який

уже  протягом  більше,  ніж  шістдесяти  п’яти  років використовується  як

першочерговий лікарський засіб для лікування діабету 2 типу і преддіабетних

станів. Відомо, що на позаклітинному рівні метформін (МФ) діє на рецептори

цитокінів, інсуліну, інсуліноподібного фактору росту 1 і адипонектину, чим

стимулює зменшення рівнів інсуліну,  інсуліноподібного фактору росту-1 і

лептинів.  На  внутрішньоклітинному рівні  МФ інгібує  запалення  і  активує

АМФ-активуєму протеїнкіназу, яка у свою чергу інгібує мішень рапаміцину

ссавців (mTOR) [19]. В ряді досліджень показано, що за впливу на ці та інші

біохімічні  процеси  МФ  володіє  протипухлинним  ефектом,  модулює

окислювальний стрес і сприяє апоптозу старіючих клітин, хоча механізми 

його  протипухлинної  дії  та  сприяння  апоптозу старіючих  клітин

залишаються  не  до  кінця  зрозумілими  [19,  20].  Перелічені  ефекти  МФ

привертають увагу багатьох дослідників і з точки зору його застосування у

медичній практиці з метою захисту здорових клітин від пошкоджень ДНК та

побічних  ефектів  пов’язаних  з  променевою  терапією.  В  чому  і  полягає

актуальність даної роботи. 
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Мета роботи полягає у  вивченні можливості використання показників

трансмембранного потенціалу та продукції  активних форм кисню в  якості

предикторів  індивідуальної  радіочутливості  здорових  клітин  і  тканин  із

оточення пухлини хворих на рак ендометрію, що зазнають дії  іонізуючого

випромінювання  за променевої  терапії,  та  з’ясуванні  доцільності

використання метформіну в ролі радіомодифікатора впливу  рентгенівського

випромінювання на клітини і  тканини із  оточення пухлини хворих на рак

ендометрію.

Об’єктом дослідження є  вплив рентгенівського тест-випромінювання

на  рівень  трансмембранного  потенціалу  мітохондрій  та  інтенсивність

утворення активних форм кисню у лімфоцитах периферичної крові умовно

здорових осіб та хворих на рак ендометрію за модифікуючої дії метформіну.

Предметом  дослідження  є  рівень  трансмембранного  потенціалу

мітохондрій і  продукція активних форм кисню лімфоцитами периферичної

крові умовно здорових осіб і хворих на рак ендометрію за рентгенівського

тест-опромінення крові та модифікуючої дії метформіну.

Для досягнення поставленою мети нами були сформульовані наступні

завдання:

1 Визначити і порівняти рівні трансмембранного потенціалу мітохондрій

та  інтенсивності  продукції  активних  форм  кисню у  лімфоцитах

периферичної крові умовно здорових осіб та первинних хворих на рак

ендометрію. 

2 Проаналізувати  зміни  трансмембранного  потенціалу  мітохондрій  та

інтенсивності  продукції  активних  форм  кисню  у  лімфоцитах

периферичної крові хворих на рак ендометрію в залежності від розміру

та ступеню диференціації пухлини.

3 Проаналізувати  зміни  трансмембранного  потенціалу  мітохондрій  й

інтенсивності  продукції  активних  форм  кисню  у  лімфоцитах
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периферичної крові хворих на рак ендометрію після першого сеансу

брахітерапії (доза опромінення — 6,0 Гр).

4 Дослідити вплив  тест-опромінення  у  діапазоні  доз  0,5  — 3,0  Гр  на

трансмембранний  потенціал  мітохондрій  та  інтенсивність  продукції

активних форм кисню у лімфоцитах периферичної крові хворих на рак

ендометрію.

5 Дослідити  зміни  трансмембранного  потенціалу  мітохондрій  й

інтенсивності  утворення  активних  форм  кисню  у  лімфоцитах

периферичної крові умовно здорових осіб та хворих на рак ендометрію

в залежності від  модифікуючої дії метформіну у концентраціях 2 мМ і

20 мМ ex vivo.

6 Проаналізувати зв’язок між трансмембранним потенціалом мітохондрій

та  інтенсивністю  продукції  активних  форм  кисню в  лімфоцитах

периферичної крові умовно здорових осіб і хворих на рак ендометрію,

а також оцінити його зміну за модифікуючого впливу метформіну в

концентраціях 2 мМ і 20 мМ  ex vivo.

Експериментальну  частину  наукової  роботи  було  виконано  на  базі

відділу біологічних ефектів  іонізуючого та  неіонізуючого  випромінювання

Інституту  експериментальної  патології,  онкології  і  радіобіології  ім.  Р.  Є.

Кавецького НАН України.
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РОЗДІЛ І.  

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1.     Негативні ефекти впливу променевої терапії  на 

немалігнізовані клітини та тканини

Вплив іонізуючого випромінювання на здорові тканини і онкологічно

трансформовані  клітини  характеризується  одночасно  як  негайними,  так  і

довготривалими наслідками.  Біологічні ефекти опромінення проявляються у

запальних  реакціях,  активації  протипухлинного  імунітету,  загибелі

опромінених клітин,  онкологічній  трансформації  клітин  тощо.  До  ряду

факторів,  які  визначають  негайні  і  довготривалі  біологічні  ефекти

опромінення  належать:  швидкість  поділу  опромінених  клітин,  тип

опромінених  клітин  і  тканин,  стадія  клітинного  циклу  на  момент

опромінення, рівень забезпечення місця опромінення кров’ю та киснем, доза

і тип опромінення, а також їх розподіл у просторі і часі [3]. 

Незважаючи на те, що опромінення низькими дозами радіації широко

застосовується  у  всьому  світі  для  діагностики  багатьох  захворювань  за

посередництва  різноманітних  технологій  візуалізації,  шкідливі  наслідки

впливу низьких доз  радіації  і  їх  ступінь складності,  наприклад,  у  випадку

комп’ютерної  томографії  і  магнітно-резонансної  томографії  залишаються

предметом дискусій [21].

Іншим  прикладом  є  променева  терапія. Хоча  променева  терапія  є

важливим методом лікування захворювань онкологічного профілю, пацієнти

можуть  страждати  від  широкого  спектру  побічних  ефектів  викликаних не

прогресією пухлини, а саме променевою терапією. До можливих негативних

наслідків  променевої  терапії  належать:  проблеми  зі  шкірою,  зменшення
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клітинного пулу крові, судоми, проблеми із пам’яттю, набряки в області ясен,

горла та шиї, вушні болі, нудота тощо [22-24]. 

Передбачається, що оскільки мітохондрії є місцем синтезу АФК, рівень

АФК  там  приблизно  вдвоє  вищий,  ніж  в  цитозолі,  то  мітохондрії  можна

можна вважати схильними до дисфункції органелами і водночас вразливими

мішенями  для  іонізуючого  випромінювання.  Таким  чином,  навіть

опромінення  клітин  низькими  дозами  здатне  індукувати  опосередкований

АФК оксидативний стрес [25].

Серед досліджень, які не підтверджують шкідливого впливу радіації у

низьких  дозах  на  окремі  показники  виживаності  клітин,  слід  згадати

дослідження Tungjai та ін. Результати роботи Tungjai та ін свідчать про те,

що  одноразове  іонізуюче  опромінення  малими  дозами,  а  саме  0,2  Гр  і

меншими, не впливають на трансмембранний потенціал мітохондрій і рівень

апоптозу лімфоцитів периферичної крові у короткотривалій перспективі [21].

У  медичній  практиці  з  метою  запобігання  або  зменшення  ступеню

пошкодження здорових клітин і  тканин до та/або після опромінення часто

вдаються  до  застосування  радіопротекторів  і  радіомітигаторів. Якщо  до

перших належать сполуки (у своїй більшості антиоксиданти), які призначені

для зменшення ступеню ураження здорових тканин, викликаного радіацією,

то  другі,  радіомітигатори, сприяють  зменшенню шкідливого  впливу

іонізуючого  випромінювання  саме  на радіочутливі  клітини  гемато-імунної

системи.

Потенційним кандидатом на  роль  радіомодифікатора,  що може бути

застосованим для зменшення прояву негативних ефектів променевої терапії у

рамках лікування РЕ є метформін гідрохлорид, відомий як метформін (МФ)

[26-28].
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1.2.  Інтенсивність  продукції  активних  форм  кисню  й

трансмембранний  потенціал  мітохондрій  у  ролі  показників

життєздатності клітин

Мітохондрії відіграють важливу роль чи не у всіх процесах пов’язаних

із онкогенезом, включаючи трансформацію клітин, ріст і прогресію пухлини,

а  також  функціонування  протипухлинного  імунітету.  Найбільшою  мірою

мітохондрії  беруть  участь  у  синтезі  активних  форм  кисню  (АФК)  у  ході

окисного  фосфорилювання — серії  окисно-відновних реакцій  у  результаті

яких  синтезується  АТФ.  Мітохондрії  використовують  субстрати,  які

піддаються  окисненню,  для  створення  мембранного  потенціалу  у  формі

протонного градієнта через внутрішню мембрану мітохондрій [29].

У широкому розумінні, до АФК належать іони, радикали і молекули з

неспареними  електронами.,  які  є  продуктами  або  субстратом  реакцій

окиснення-відновлення,  або  електронного  збудження  атомів  кисню.  АФК

залучені  до  процесів  передачі  сигналів,  підтримки  гомеостазу  і

контрольованої смерті клітини [30-32].

Усупереч  безперервній  продукції  високореактивних  форм  кисню,

клітини  здатні  підтримувати  внутрішньоклітинний  гомеостаз,  завдяки

ендогенній антиоксидантній системі, яка складається з ферментів, вітамінів і

їх  аналогів,  мінералів,  а  також  метаболітів,  які  можуть  нейтралізовувати

реактивні  сполуки.  Ендогенна  антиоксидантна  система  людини  включає:

ферментативні  антиоксиданти,  до  яких  серед  інших  належать

супероксиддисмутаза  (SOD),  каталаза  (CAT),  глутатіонпероксидаза  (GPx)  і

тіоредоксин  (Trx);   неферментативні  антиоксиданти,  до  яких  належать

вітаміни  (вітаміни  A,  C  і  E)  або  їх  аналоги  (коензим  Q10  і  флавоноїди),

мінерали (селен і цинк) і метаболіти (білірубін і мелатонін). Примітно, що

одночасно із підвищенням швидкості генерації АФК відбувається зростання
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активності антиоксидантних ензимів з метою підтримки функцій мітохондрій

та захисту критично важливих структур клітин від пошкоджень [33-35].

На рівні клітин і тканин,  оксидативний стрес виникає при порушенні

рівноваги між прооксидантними та антиоксидатнами механізмами у сторону

останніх. Оксидативний стрес пов’язаний із великою кількістю патологічних

станів і старінням клітин, оскільки він веде до пошкодження ліпідів, білків,

РНК і ДНК молекул [35-38]. У зв’язку з цим, окремо слід відмітити, що одне

лише  окиснення  ліпідів  може  діяти  як  сигнал  про  загибель  клітини,  та

ініціювати  каскадну  сигнальну  реакцію,  яка  закінчується  смертю  клітини

[31].     

З однієї сторони, існує думка, що підвищення вмісту АФК може мати

протипухлинну  дію:  підвищення  вмісту  АФК  вважаються  одним  із

механізмів  неспецифічного  імунітету  з  елімінації  малігнізованих клітин,

бактерій  та  паразитів.  Підвищення  вмісту  АФК  спричиняє  активацію

сигнальних шляхів асоційованих із виживанням клітин в стресових умовах:

адаптацію клітин до гіпоксичного середовища та інших змін у метаболізмі.

Так, деякі експериментальні методи терапії полягають в індукції збільшення

продукції АФК. Ці методи базуються на припущенні, що підвищення рівня

АФК  вище  певної  межі  може  чинити  цитотоксичну  дію  на  малігнізовані

клітини [39].

З  іншої  сторони,  оксидативний  стрес  лежить  в  основі  генерації

онкогенних  мутацій  через  пошкодження  ДНК  молекул  [40,  41],  активує

проонкогенний  ланцюг  передачі  сигналів,  що  полегшує  прогресування

захворювання,  ангіогенез  і  виживання  малігнізованих  клітин  [42],  як

опосередковано,  так  безпосередньо  викликає  метаболічні  дисфункції.

Яскравим  прикладом  служить  той  факт,  що  окислювальний  стрес  може

безпосередньо викликати резистентність клітин до інсуліну та модифікувати

метаболізм  глюкози  [43-47].  Розвиток  окисного  стресу  пов’язаний  із

надлишковою  генерацією  різноманітних  АФК,  таких  як  пероксиди,
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супероксиди,  гідроксильний  радикал,  синглетний  кисень  і  альфа-кисень.

Однак, вимірювання цілого спектру реактивних речовин є трудомістким та

вартісним.  Тому  визначення  змін  загальної  продукції  АФК  представляє

інтерес  в  якості  можливого  предиктора  радіочутливості  немалігнізовних

клітин  та  тканин  хворих  на  рак  з  метою  прогнозування  небажаних

променевих ускладнень (наприклад, циститів і ректитів радіогенної природи,

зниження рівня імунітету, виникнення вторинного раку), погіршення якості

життя  та  прогнозу  п’ятирічної  виживаності  пацієнтів  при  проведенні

променевої терапії. 

Трансмембранний  потенціал  мітохондрій  є  важливим  параметром

енергетичної  функції  мітохондрій  і  використовується  у  ході  дослідження

функціонування  мембран,  їх  транспортної  функції,  енергетичного  обміну,

продукції  АФК [48,  49].  На  різних  дослідницьких моделях  неодноразово

було продемонстровано наявність позитивної кореляції між продукцією АФК

і рівнями ТМП. Асоційований з гіперполяризацією ТМП, підвищений рівень

утворення АФК веде до пошкодження мембран мітохондрій та, як наслідок,

деполяризації  та  втрати  функціональної  активності  [50,  51]

Трансмембранний  потенціал  мітохондрій  у  ЛПК  можливо  визначити

декількома шляхами, в тому числі з використанням флюорисцентного зонда

JC-1, який має перевагу над іншими катіонними барвниками в тому, що він

проникає в мітохондрії і змінює свої флуоресцентні властивості в залежності

від його агрегації із мембраною [52]. В умовно здорових клітинах з високим

трансмембранним  потенціалом  мітохондрій  JC-1  утворює  комплекси  з

інтенсивною  флуоресценцією  червоним  кольором.  Однак  в  клітинах  з

низьким  ТМП  мітохондрій  JC-1  залишається  в  мономерній формі,  яка

характеризується  зеленою  флуоресценцією.  Таким  чином,  чим  більша

різниця  у  співвідношенні  між  червоною  і  зеленою  флуоресценціями,  тим

більшою вважається поляризація мітохондріальної мембрани [48]. 
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1.3. Модифікація енергетичних процесів в мітохондріях та стану

окисних процесів в клітинах за впливу метформіну

Кожен  етап  розвитку  і  ремісії  раку  є  результатом  взаємодії  між

пухлиною та імунною системою організму. МФ вважається одним із тригерів

процесу імуномодуляції, що супроводжується цитотоксичною дією CD8+ Т-

лімфоцитів.  А  саме:  МФ  захищає  CD8+  Т-лімфоцити  від  апоптозу.  [53].

Передбачається  також,  що  МФ  здатен  перешкоджати  проліферації

малігнізованих стовбурових  клітин,  які  є  порівняно  із  малігнізованими

клітинами є більш резистентними до хіміо- і променевої терапії. У зв’язку з

цим  Hirsch  та  ін.  запропонували  гіпотезу,  згідно  з  якою  МФ  вибірково

видаляє  малігнізовані стовбурові  клітини  шляхом  активації  AMPK  й

інгібування  mTOR  у  малігнізованих стовбурових  клітинах  і  таким  чином

покращує загальний ефект хіміо- і променевої терапії [54]. 

Існують  також  докази  на  користь  того,  шо  МФ  є  супресором

мезенхімально-епітеального переходу, який у свою чергу вважається одним

із ключових етапів в процесі метастазування раку [55].

У 2019 році, Sivalingam VN та ін. запропонували пояснення, чому МФ

меншою  мірою  проявляє  або  узагалі  не  проявляє  власні  протипухлинні

властивості у пухлинах з високим вмістом глюкози і низьким рівнем кисню.

Беручи до уваги те,  що гіперглікемія може спричинити клітинну гіпоксію

шляхом збільшення продукції АФК у мітохондріях  і  послідуючої  супресії

аквапорина-1 [56,  57],  гіперглікемію прийнято розглядати як фактор,  який

веде  до метастазів  пухлини  і  збільшення  показника  смертності  як

короткотривалої, так і у тривалій перспективі для багатьох типів злоякіних

новоутворень  [56].   У  світлі  цього  Sivalingam VN  та  ін.  на  прикладі  РЕ

показали,  що  МФ  за  гіпероглікемії  і  низького  вмісту  кисню  збільшує

активінсть біогенезису мітохондрій пухлини тіла матки і, таким чином, може
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компенсувати власний же супресорний вплив на трансмембранний потенціал

мітохондрій [58]. 

У  контексті  обговорення  радіомодифікуючих  ефектів  МФ  варто

згадати  роботу  Cheki  M. та  ін.,  які  експериментальним  шляхом

продемонстрували, що МФ за концентрацій в 10 і 50 µmМ може володіти

радіопротекторними  властивостями.  Про  це  свідчило  зменшення  долі

лімфоцитів, які піддавалися апоптозу після опроміненння приблизно на 23 і

46% відповідно [26].  Імовірно,  МФ здатен інгібувати радіаційно-індуковану

цитотоксичність  і  генотоксичность  в  лімфоцитах  периферичної  крові

людини.  Ряд клінічних досліджень прийшли до подібних висновків, проте,

ефект  у  кількох  випадках не  був  однозначним,  навіть  для  однієї  і  тієї  ж

локалізації пухлини [59-62].

За  даними  метааналізу  проведеного  в  2017  році  Meireles  C.  G.  та

іншими на основі 19 досліджень щодо використання МФ як препарату для

застосування  у  ході  комплексного  лікування  РЕ,  дослідниками  був

встановлений зв’язок між МФ та реверсією атипової гіперплазії тіла матки в

нормальний  ендометрій.  Пацієнти  хворі  на  РЕ,  які  приймали  МФ,  в

середньому мали більший відсоток виживання в порівнянні з пацієнтами, які

не приймали МФ. Разом з тим, необхідно також відзначити, що приймання

пацієнтами  МФ  в  дослідженнях  супроводжувалось  зменшенням  кількості

біомаркерів пухлини [63].
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РОЗДІЛ ІІ. 

МЕТОДОЛОГІЯ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1.    Матеріали для дослідження, обладнання, реактиви, 

лабораторний посуд і витратні матеріали

Перед  початком  забору  крові  проводилося  анкетування  донорів,  в

ході  якого  в  спеціальний  журнал  заносились  дані,  а  саме  ініціали  та

прізвище,  рік  народження.  Уся  інформація  зберігалась  в  зашифрованому

вигляді. У журналі   також  зазначалась інформація про контакти донорів із

джерелами  іонізуючого  випромінювання,  проживання  в  хімічно  чи

радіаційно  забруднених  територіях,  наявність  хронічних  захворювань

неонкологічного профілю.

Згідно  з  принципів  і  норм  Гельсінської  декларації  (2008),  однією  з

основних умов етично проведеного експерименту є наявність інформованої

згоди донорів на участь у наукових дослідженнях. Експериментальна частина

дослідження,  включаючи  етап  отримання  інформованої  згоди  на  участь  у

наукових  дослідженнях,  була проведена  відповідно  до  норм  Гельсінської

декларації Всесвітньої Медичної Асоціації, [64]. 

2.1.1. Матеріали для дослідження

 венозна кров;

 суспензія з ЛПК у PBS з концентрацією 1 млн./мл;
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2.1.2. Обладнання

 

 іономір И-130 (СРСР);

 магнітна мішалка;

 морозильна камера Atlant (Білорусь);

 холодильна камера Atlant (Білорусь);

 центрифуга Elmi (Латвія) з бакет-ротором та можливістю встановлення

прискорення 400g;

 світловий мікроскоп ZEISS (Німеччина);

 вортекс ZX3 Velp Scientifica (Італія);

 інкубатор/термостат МІЗМА (Україна);

 автоматизований рідер Synergy HT (США);

 електронні ваги ТВЕС (Україна);

 автоматичні піпетки перемінного об’єму Biotech HTI (США) на 0,5-10

мкл, (для додавання JC-1), 10-100 мкл, 100-1000 мкл, 500-5000 мкл та

багатоканальна  на  10-300  мкл  (для  додавання  PBS  та  DCFHDA  у

планшети).

2.1.3. Реактиви

 дистильована вода;

 стандарт-титр соляної кислоти;

 солі для приготування ізотонічного натрій-фосфатного буферу рН 7,4

(PBS):  хлорид  калію,  дигідроортофосфат  калію,  хлорид  натрію,

динатрієвий водневий фосфат додекагідрат;

 реактиви для приготування збалансованого сольового розчину (натрію

хлорид,  калію  хлорид,  d-глюкоза,  хлориду  кальцію  двох  водний,

HEPES);
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 Histopaque-1077 Sigma-Aldrich (США);

 0.5% розчин трипанового синього;

 барвник JC-1 MitoPT;

 барвник дихлоро-флуоресцеїн-діацетат (DCFH DA);

 диметилсульфоксид (ДМСО).

 стандарт титри на рН 1,68; 6,86 та 9,18 для калібрування іономіра.

2.1.4. Лабораторний посуд

 скляні стакани об’ємом 1000 та 50 мл;

 мірні колби об’ємом 1000 мл;

 пробірки для відбору зразків крові  Vacutainer (“F.L. Medical”,  Італія)

об’ємом 6 мл з антикоагулянтом Li-гепарин;

 камера Горяєва;

 шліфовані покривні скельця до камери Горяєва.

 центрифужні пробірки;

 штативи для центрифужних пробірок та пробірок типу Eppendorf.

2.1.5. Витратні матеріали

 96-лункові  планшети  з  плоским  дном  і  можливістю  вимірювання

флюоресценції (ex=485 nm; em=528 nm; em=590 nm);

 тканина марлева;

 наконечники  для  автоматичних  піпеток  перемінного  об’єму  10-200

мкл, 100-1000 мкл та 500-5000 мкл;

 пластикові піпетки Пастера, 3 мл;

 пробірки типу Eppendorf, 1,5 мл;

 фільтрувальний папір.
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2.2.    Приготування розчинів

1 Ізотонічний натрій-фосфатний буфер (PBS). До скляного стакану (1 л)

додавали солі: 0,245 г KH2PO4  (1,8 мМ); 0,201 г KCl (2,7 мМ); 8,007 г

NaCl  (137  мМ);  3,581  г  Na2HPO4 х  12  H2O  (10  мМ);  після  чого

розчиняли  солі  в  800-900  мл  дистильованої  води.  Вимірювання  рН

розчину  виконували  за  допомогою  іономіру  та  магнітної  мішалки.

Корегування рН розчину до 7,4 виконували шляхом додавання 0,1 н

NaOH й 0,1 н HCl. Кінцевим етапом було доведення об’єму розчину до

1  літра,  проціджування  розчину  через  фільтрувальну  перетинку  та

поміщення  його  до  холодильника  у  щільно  закритій  посудині.

Отриманий розчин використовувався для розведення зразків крові та

лімфоцитів,  відмивання  суспензії  лімфоцитів  після  їх  виділення  та

видалення залишків барвника JC-1 .

2 DCFH-DA  в  ДМСО.  Приготування  маточного  розчину  DCFH-DA  в

ДМСО (10,3 мМ) відбувалося шляхом розчинення DCFH-DA в ДМСО

із  розрахунку  5  мг/мл.  Після  приготування  розчин  розливали  в

герметично закриті пробірки по 0,5-1,0 мл та поміщали у морозильну

камеру  темпарутура  в  якій  дорівнювала  -18℃ .  При цьому уникали

контакту готового розчину зі світлом.

3 Збалансований  сольовий  розчин  (BSS).  Для  приготування

збалансованого  сольового  розчину у  склянній колбі  об’ємом 200 мл

змішували 117 мг натрію хлориду (10 мМ), 149 мг калію хлориду (10

мМ),  360,3  мг  d-глюкози  (10  мМ),  220  мг  хлориду  кальцію  двох

водного (0,3 мМ) та 476,6 мг HEPES (10 мМ). До отриманої суміші

додавали дистильовану воду доводячи об’єм отриманого розчину до

1000 мл.

4 Вуглекислий  натрій  двохзаміщений.  Приготування  100  мМ  розчину

вуглекислого натрію двохзаміщеного (50 мл)  проводили розчиняючи
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529,9  мг  реактиву  вуглекислого  натрію  в  дистильованої  воді  із

послідуючим доведенням отриманого розчину до об’єму 50 мл.

5 DCFH-DA в сольовому розчині.  Безпосередньо перед вимірюванням 

флюорисценції зразків готували DCFH-DA в сольовому розчині 

шляхом внесення у склянку з 100 мкл 100 мМ розчину вуглекислого 

натрію двохзаміщеного 3,26 мл розчину BSS. Перемішували розчин і 

внесили 105 мкл маточного розчину 10,3 мМ DCFH-DA в ДМСО. Після

чого знову перемішували отриманий розчин. 

6 Трипановий синій. Для приготування розчину трипанового синього 

концентрацією 0,5% 500 мг реагенту розчинили в 99,5 мл PBS. Якщо у 

рамках експерименту у процесі роботи з мікроскопом спостерігається 

наявність осаду, готовий розчин центрифугували протягом 10 хв при 

3000 об./хв після чого переливати розчин в новий чистий флакон.

7 Калібрувальні розчини перикису водню. Маточний розчин пероксиду 

водню готували шляхом розведення 33% пероксиду водню в 

дистильованої воді у 1000 разів (8,684 мМ). Розчини для побудови 

калібрувальної кривої готували шляхом розведення маточного розчину 

у дистильовані воді Детальні пропорції компонентів наведені у таб. 2.1.

Слід зазначити, що калібрувальні розчини готувалися перед  початком 

вимірювань.

Таблиця 2.1.

 Склад і концентрація калібрувальних розчинів перекису водню

Концентрація мМ 0 0.368 0.735 1.471 2.206 2.941 3.677 4.412

Маточний розчин
пероксиду водню

мкл 0 38 76 152 227 303 379 455

Дистильована 
вода

мкл 1000 962 924 848 773 697 621 545

Всього мкл 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
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2.3.    Забір венозної крові і обробка зразків

Отримання  зразків  венозної  крові  проводилося  із  використанням

трьохкомпонентної системи забору крові. Відібрані 6,0 мл крові потрапляли

у спецільні вакутейнери із гепариновим напиленням. Гепаринове напилення

дозволяє уникнути передчасного згортання крові. Відразу після потрапляння

у  вакутейнери  кров піддавалася  ретельному  перемішуванню.  Наступним

етапом  було  нанесення  маркування  на  вакутейнери.  Воно  включало

присвоєння донору особистого номера та зазначення дати забору крові.  

Важливим  для  проведення  експерименту  було  дотримання

оптимального  температурного  режиму  при  транспортуванні  та  зберіганні

зразків  крові  до  початку  проведення  експерименту,  адже  це  впливає  на

кількість  життєздатність  клітин  у  зразку.  Оптимальною температурю для

зберігання  зразків крові є  5-8°C.

Відбір зразків крові у хворих на РЕ проводили до початку лікування

(променева  та/або  хіміотерапія)  та  через  добу  після  першого  сеансу

брахітерапії (6 Гр). 

2.4.    Введення метформіну у зразки крові

Етап  з  введенням МФ до  периферичної  крові  вимагав  формування

наступних зразків для досліджень:  зразок без МФ, зразки з концентрацією

МФ  2  мМ  і  20  мМ.  Внесення  МФ  до  периферичної  крові  виконували

шляхом  додавання  розчину  метформін  гідрохлориду  в  PBS до  крові  з

досягненням концентрацій 2 і 20 мМ із розрахунку 50 мкл розчину МФ на 1

мл крові за 1 годину до початку тест-опромінення або виділення лімфоцитів

(рис. 2.1.).
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Рис. 2.1. Узагальнена схема експериментальної частини дослідження

2.5.    Умови тест-опромінення крові

Рентгенівське тест-опромінення крові виконували в дозах 0,5; 1,0; 2,0; і

3,0  Гр.  Тест-опромінення  зразків  крові  виконували  на  рентгенівській

установці  РУМ-17  Національного  інституту  раку  МОЗ  України.  Умови

опромінення: напруга на трубці – 180 кВ, струм – 10 мА, фільтр – 0,5 мм Cu

+ 1 мм Al, потужність дози опромінення – 0,55 Гр/хв.



24

2.6.    Виділення лімфоцитів периферичної крові. Підрахунок 

живих та загиблих лімфоцитів периферичної крові

Класичним методом виділення ЛПК є центрифугування за градієнтом

щільності. Виокремлені ЛПК в результаті диференційного центрифугування

можуть бути використані у клінічних і наукових дослідженнях [65].

Виділення лімфоцитів проводили на Histopaque-1077 згідно інструкції

виробника  [66]. Histopaque-1077 розливали у пусті центрифужні пробірки в

об’ємі, що дорівнював об’єму зразка крові для виділення лімфоцитів, але не

менше, ніж по 1 мл. Розводили зразки крові  PBS у співвідношенні 1:1 та

перемішували.  Далі   розведений  зразок   крові  обережно  нашаровували

піпеткою Пастера на шар Histopaque-1077,  не  допускаючи перемішування.

Для нанесення іншого зразка піпетку Пастера, замінювали або промивали у

PBS.   Пробірки  зі  зразками  обережно  поміщали до  центрифуги  та

центрифугували  при  400  g  протягом  40  хв.  Якщо  кількість  пробірок  із

зразками була непарною при виділенні або промивці лімфоцитів розчином

PBS, додавали додаткову пробірку із еквівалентним об’ємом дистильованої

води  або  PBS.  Кільце  лімфоцитів,  що  знаходилось  на  межі  між  шарами

Histopaque-1077 та розведеної плазми відбирали автоматичною піпеткою (3

рази по 200 мкл) та переносили їх у чисті пронумеровані пробірки.  Туди ж

автоматичною піпеткою або пластиковою піпеткою додавали PBS об’ємом

2,0  або  2,5  мл  та  перемішували  вміст  пробірки  на  вортексі.  Пробірки  із

лімфоцитами  у  PBS  центрифугували  протягом  10-15  хв  при  400  g.  По

закінченню  роботи  центрифуги,  обережно  нахиляючи  пробірки  до  низу,

виливали  з  пробірок  надосадову  рідину,  залишаючи  лімфоцити.  Далі,

повторили етап  з  очищенням лімфоцитів  від  Histopaque-1077.  У наступну

чергу,  до пробірок з  ЛПК додавали PBS об’ємом 1,0 мл, перемішували їх

вміст на вортексі та в подальшому зберігали при 5-100С. В лунки планшету

вносили  75  мкл  трипанового  синього,  потім  перемішували  зразок  із
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суспензією лімфоцитів протягом 30 секунд на вортексі  та вносили 25 мкл

суспензії клітин в лунку із барвником і знову ретельно перемішували суміш

за допомогою автоматичної піпетки. Лімфоцити підраховували у 100 великих

квадратах,  або  у  20  великих  квадратах,  що  розміщуються  у  камері  по

діагоналі [67]. Клітини, що мали синє забарвлення ми рахували за загиблі.

Після  підрахунку  клітин  їх  концентрацію  ми розраховували  за  формулою

(2.1).

(2.1)

Y=
X× R×100×4000
N ×1600×1000

де:  Y  –  загальна  кількість  клітин  (кількість  живих  клітин  або  кількість

загиблих клітин), млн./мл.; X – кількість підрахованих клітин; R – розведення

зразку  трипановим  синім;  N  –  кількість  великих  квадратів  в  яких  було

проведено підрахунок клітин; 100 –  кількість великих квадратів в камері;

1000  –  коефіцієнт  перерахунку  в  млн.  клітин  на  мл;  4000  та  1600  –

коефіцієнти  для  підрахунку  клітин  згідно  до  розмірів  та  об’ємів  великих

квадратів камери Горяєва.

Після підрахунку кількості клітин суспензію лімфоцитів розводили у

PBS до концентрації 1 млн./мл.

2.7.    Визначення трансмембранного потенціалу мітохондрій  

лімфоцитів периферичної крові 

Першим етапом визначення трансмембранного потенціалу мітохондрій

було розведення суспензії  лімфоцитів у PBS до концентрації 1 млн./мл (рис.

2.2)  Далі перемішували розведену суспензію клітин, відбирали з неї
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Рис.2.2. Схема визначення трансмембранного потенціалу мітохондрій

0,5 мл в окрему пробірку і додавали туди 5 мкл розмороженого барвника JC-

1  у  ДМСО  до  0,5  мл  та  ретельно  перемішували.  Згідно  інструкції  від

виробника MitoPT® JC-1, кожен набір із барвниками  ми тримали подалі від

сонячних  променів  і  розморожувати  не  більше,  ніж  два  рази  [68].  Окрім

лімфоцитів із JC-1, формували ще три  контрольних зразка: лімфоцити без

MitoPT  JC-1,  PBS,  PBS  з  MitoPT  JC-1.  Інкубували лімфоцити  у  темряві

протягом 20 хвилин за температури 37°С. Далі двічі відмивали клітини від

залишків барвника  2,5 мл PBS з переосадженням клітин центрифугуванням

(10 хв, 400 g) відбираючи надосадову рідину.
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У наступну чергу, перемішували клітини у 1 мл PBS з використанням

вортекса  і  отримували суспензію лімфоцитів  з  концентрацією 0,5  млн/мл.

Далі  додавали  у  лунки  чорного  планшету  по  100  мкл  дослідних  або

контрольних  зразків  та  проводили  вимірювання  флюоресценції  при

довжинах хвиль ex=485 nm, em=528 nm та ex=485 nm em=590 nm. 

Вимірювання трансмембранного потенціалу мітохондрій здійснювали з

використанням  автоматичного  рідера  Sinergy  HT  (США).  Обрахування

виконували  шляхом  порівняння інтенсивності  емісії  J-агрегатів  та  J-

мономерів:  умовно  здорові  клітини,  які  містять  мітохондрії  з

поляризованими внутрішніми мембранами, накопичують JC-1 на мембрані в

той час як  клітини з пошкодженою зовнішньою мембраною  демонструють

посилену зелену флуоресценцію, так як барвник не затримується в мембрані. 

Рівень ТМП обраховували за співвідношенням флюоресценції при 590

нм та 528 нм за формулою (2.2)

(2.2)

Y=
Е590−К590

Е528−К528

де: Y – значення трансмембранного потенціалу мітохондрій,  ум. од; Е590 –

значення  емісії  дослідного  зразка  (забарвлені  клітини)  за  довжиною хвилі

590 нм, ум. од.; Е528 – значення емісії дослідного зразка (забарвлені клітини)

за довжиною хвилі 528 нм, ум. од.; К590 – значення емісії контрольного зразка

(незабарвлені клітини) за довжиною хвилі 590 нм, ум. од.;  К528 – значення

емісії контрольного зразка (незабарвлені клітини) за довжиною хвилі 528 нм,

ум. од.
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2.8.    Визначення інтенсивності продукції активних форм кисню у 

лімфоцитів периферичної крові 

Вимірювання  інтенсивності  утворення  АФК  виконувалось  з

використанням  DCFH-DA   (довжина  хвиль  –  ex 485  нм,  em  528  нм)  на

автоматизованому  рідері  Synergy HT (США).  Вимірювання  проводилося

протягом  90  хвилин  за  температури  в  37℃.  Дані  записувалися  кожні  15

хвилин (рис. 2.3).

Рис.2.3. Схема визначення інтенсивності продукції АФК

В ході виконання дослідження в лунку чорного планшета з пласким

дном для вимірювання флюоресценції вносилось по 100 мкл суспензії клітин

у PBS з концентрацією клітин 1 млн./мл + 150 мкл PBS + 50 мкл DCFH-DA у

BSS. 
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Додатковим етапом була побудова калібрувальної кривої  і порівняння

зростання  флюоресценції  зразків  і  розчинів  перекису  водню  відомих

концентрацій. Для цього у лунки планшету замість суспензії клітин додавали

по 100 мкл перекису водню у фінальних концентраціях 0,42; 0,83; 1,67 та 3,33

мМ. Контролем слугували лунки в яких замість суспензії клітин вносилось

100 мкл PBS .

2.9.    Статистична обробка даних 

Математичний  обрахунок  та  графічне  представлення  стандартних

показників  на  основі  отриманих  даних  були  виконані  з  використанням

програм: «OriginPro 2019», «LibreOffice Calc» та « Microsoft Excel». 

Перевірку  гіпотез  на  відповідність  критерію  нормального  розподілу

проводили  за  допомогою  тесту  Шапіро-Вілка  [69]  за  формулою  поданою

нижче (2.3).

(2.3)

де: W – критерій Шапіро-Вілка; xi – значення x-змінної у вибірці.; x̅ – середнє

арифметичне значення х-змінної; ai – коефіцієнт, які обираються в залежності

від величини вибірки.

Перевірку на наявність достовірних відмінностей для одновибіркових 

(2.4) і парних даних (2.5) виконували із застосуванням t-критерію Стьюдента.

Показники вважалися достовірними, якщо похибка дорівнювала або була 

меншою за 0,05 [70]. 
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(2.4)

де:  t –  t-значення.;  x̅  –  середнє  арифметичне  значення  х-змінної;  s –

стандартне  відхилення  вибірки  від  середнього  значення;  μ0 –  бажане

гіпотетичне середнє арифметичне значення вибірки; n1 і n2 – розміри вибірок,

що порівнюються. Ступінь свободи дорівнює n1+n2-2.

(2.5)

де:  t –  t-значення.;  Z –  стандартизована  оцінка;  x̅  –  середнє  арифметичне

значення  х-змінної;  s –  стандартне  відхилення  вибірки  від  середнього

значення;   ̅σ – це стандартне відхилення вибірки; μ – середнє арифметичне

значення  вибірки;  n  –  розмір  вибірки.  Ступінь  свободи  в  цьому  тесті

дорівнює n − 1.

Зв’язок між трансмембранний потенціалом й інтенсивністю продукції

АФК у  хворих  на  РЕ та  УЗО обраховували  за  допомогою  коефіцієнта

Спірмана за формулою поданою нижче (2.6).
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(2.6)

де:  r – коефіцієнт кореляції.;  x – значення  x-змінної у вибірці.;  x̅ – середнє

арифметичне  значення  х-змінної;  y –  значення  y-змінної  у  вибірці;  ȳ  –

середнє арифметичне значення y-змінної.



32

РОЗДІЛ ІІІ. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

3.1.    Результати

3.1.1.    Склад експериментальних груп та клініко-морфологічні 

дані хворих на рак ендометрію

До групи контролю входило 19 осіб без онкологічних захворювань в

анамнезі. Віковий діапазон УЗО був у межах від 21 до 69 років. Середній вік

УЗО дорівнював 49,2 роки.

До експериментальної групи хворих на РЕ входили 23 жінки віком від

33 до 73 років (середній вік — 61,6 роки) із підтвердженим діагнозом РЕ.

Серед них більшість хворих (13 обстежених)  за  класифікацією  TNM мали

стадію захворювання T1вN0M0 та помірну ступень диференціювання пухлини

G2 (17  обстежених)  –  див.  таб.  3.1.  Клініко-морфологічні  дані  хворих

представлено у табл. 3.1.

Таблиця 3.1

Клініко-морфологічні дані хворих на РЕ

Показник
Середній
вік, роки

Кількість хворих

n %

Обстежені хворі

Загалом 61,6 23 100,0

Стадія 
захворювання, 
TNM

TisN0M0 59,5 1 4,3

T1aN0M0 62,3 3 13,0

T1вN0M0 62,6 13 56,5

T2N0M0 56,5 4 17,4

T3N0M0 73,0 1 4,3
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T4N1M1 56,0 1 4,3

Ступінь 
диференціюван-
ня пухлини, G

Gx 59,5 1 4,3

G2 60,8 17 73,9

G3 65,0 5 21,7

Після операції 58,1 20 87,0

Продовження табл. 3.1.

Примітки: 

1 T ‒ розмір первинної пухлини.

2 N ‒  наявність, відсутність та поширеність метастазів у локальних 

лімфатичних вузлах.

3 M ‒ наявність чи відсутність віддалених метастазів.

4 Цифра  справа  від літери вказує  на  ступінь  поширеності  злоякісного

новоутворення.

Розміри пухлин за класифікацією TNM у 16 хворих відповідали Т1, у

чотирьох хворих — Т2,  у одної хворої — Т3, у одної хворої — Т4, і ще в одної

хворої було діагностовано передінвазивний рак 0 стадії (таб. 3.1).

Для 1 з 23 обстежених було відмічено наявність як локальних, так і

віддалених  метастазів.  У 17  хворих  пухлини  характеризувались помірним

ступенем диференціації та у п’яти пацієнтів пухлини — низьким ступенем

диференціації. Операційне втручання з метою видалення первинної пухлини

до відбору зразків крові було проведене у 20 з 23 пацієнтів (таб. 3.1). 

У  частини  хворих  на  РЕ  зразки периферичної  крові  брались  як  до

початку променевої терапії, так і через одну добу після першого сеансу БТ у

дозі 6 Гр (таб. 3.2). Усі хворі на РЕ після БТ були попередньо прооперовані.

Середній вік хворих на РЕ після БТ дорівнював 60,8 років.
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Таблиця 3.2.

Клініко-морфологічні дані хворих на РЕ після БТ

Показник
Середній
вік, роки

Кількість хворих

n %

Хворі після брахітерапії, 6 Гр 

Загалом 60,8 12 100,0

Стадія 
захворювання, 
TNM

T1aN0M0 63,5 2 16,7

T1вN0M0 63,3 7 58,3

T2N0M0 53,0 3 25,0

Ступінь 
диференціюван-
ня пухлини, G

G0 59,0 1 7,7

G2 60,5 10 76,9

G3 62,0 2 15,4

Після операції 60,8 13 100,0

3.1.2.  Порівняння  показників  інтенсивності  продукції  активних

форм кисню і трансмембранного потенціалу мітохондрій в лімфоцитах

периферичної крові умовно здорових осіб та хворих на рак ендометрію

Середні значення показників ТМП та продукції АФК у ЛПК хворих на

РЕ та УЗО представлено у табл. 3.3. 

Встановлено, що рівень ТМП у хворих на РЕ на 24% вище ніж у УЗО,

але  відмінності  не  є  достовірними,  що  може  бути  пов’язане  із  високою

варіабельністю показника (коефіцієнти варіації відповідно 0,792 та 0,825).  

Разом  з  тим,  у  хворих  на  РЕ  у  порівнянні  із  УЗО  інтенсивність

продукції АФК була вищою на 44%  (таб. 3.3.).
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Таблиця 3.3 

Рівень ТМП (590 нм/528 нм) та інтенсивність продукції 

АФК (мМ/тис. кл./год) у ЛПК УЗО й хворих на РЕ

Вибірка Показник Значення

Група контролю
ТМП 16,673 ± 3,680

Продукція АФК 20,668 ± 4,693

Хворі на РЕ
ТМП 19,316 ± 3,372

Продукція АФК 13,081 ± 1,652

Хворі на РЕ після БТ (6,0 Гр)
ТМП 18,276 ± 4,655

Продукція АФК 12,899 ± 2,089

Проведення сеансу БТ не  мало  спостережуваного ефекту ні на рівень

ТМП, ні на інтенсивність продукції АФК у ЛПК хворих на РЕ.

При поділі обстежених хворих за ступенем диференціації пухлин, було

встановлено  тенденцію  до  зменшення  ТМП  із  збільшенням  ступеню

диференціації пухлин. Так, у осіб зі ступенем диференціації G3 рівень ТМП

був  на  22,8%  нижчим  у  порівнянні  із  підгрупою  пацієнтів  зі  ступенем

диференціації  G2.  Для  значень  інтенсивності  напрацювання  АФК

спостерігалась відсутність залежності показника від ступеню диференціації

пухлини 

Поділ  обстежених  на  підгрупи  Т1а,  Т1в та  Т2-4 дозволив  виявити

наступну  тенденцію:  рівень  ТМП  був  вищим  у  хворих  підгрупи  Т2-4 і

найменшим у хворих підгрупи Т1а з різницею в 2,06 рази. Така ж тенденція

спостерігалась для продукції АФК: у підгрупи Т2-4 її інтенсивність була у 2,32

рази вищою ніж у підгрупі Т1а. У підгрупі зі стадією захворювання Т1в рівні

значень ТМП і продукції  АФК мали проміжні значення у порівняні із тими,

що були визначені у хворих з підгруп Т1а та Т2-4 (табл. 3.4).  
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Таблиця 3.4.

Рівень ТМП (590 нм/528 нм) та інтенсивність напрацювання ВР (мМ/тис.

кл./год) у ЛПК хворих на РЕ в залежності від стадії захворювання та ступеню

диференціювання пухлини.

Ознака Підгрупа Рівень ТМП Продукція АФК

Стадія 
захворювання, TNM

T1aN0M0 13,658 ± 8,881 8,090 ± 1,099

T1вN0M0 16,557 ± 4,321 12,404 ± 1,655

T2N0M0

T3N0M0

T4N1M1

28,122 ± 6,347 18,796 ± 4,379

Ступінь 
диференціювання 
пухлини, G

G2 20,681 ± 4,791 14,066 ± 1,884

G3 15,958 ± 3,952 13,620 ± 4,705

Примітки: 

— T ‒ розмір первинної пухлини.

— N ‒  наявність, відсутність та поширеність метастазів у локальних 

лімфатичних вузлах.

— M ‒ наявність чи відсутність віддалених метастазів.

— G – ступiнь диференцiацiї пухлини.

— Цифра справа від літери вказує на ступінь поширеності або ступінь 

диференціації злоякісного новоутворення.
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3.1.3. Вплив тест-опромінення крові  на рівень трансмембранного

потенціалу  мітохондрій  та  інтенсивність  продукції активних  форм

кисню у лімфоцитах периферичної крові умовно здорових осіб та хворих

на рак ендометрію

За тест-опромінення зразків крові хворих на РЕ та УЗО у діапазоні доз 

0,5-3,0 Гр не виявлено достовірних змін ТМП та продукції АФК у ЛПК (таб. 

3.5). Виходячи з отриманих результатів, є підстави вважати, що ці показники 

не можуть розглядатись як кандидати на роль предикторів індивідуальної 

радіочутливості немалігнізованих клітин і пухлин хворих на РЕ, які доцільно 

визначати з метою прогнозу виникнення ускладнень при проведенні 

променевої терапії цих хворих.

Таблиця 3.5.

Зміна рівнів ТМП й інтенсивності продукції АФК серед УЗО та хворих на РЕ

в залежності від дози тест-опромінення

Доза  тест-
опромінення

Показник УЗО Хворі на РЕ

Без тест-
опромінення

Рівень ТМП 17,700 ± 3,817 35,686 ± 6,529
Продукція АФК 21,690 ± 4,053 18,325 ± 3,422

0,5 Гр
Рівень ТМП 19,161 ± 4,259 35, 980 ± 5,666
Продукція АФК 20,628 ± 3,366 16,278 ± 2,612

1,0 Гр
Рівень ТМП 18,333 ± 4,424 38,905 ± 6,189
Продукція АФК 21,214 ± 3,636 18,329 ± 3,743

2,0 Гр
Рівень ТМП 17,044 ± 3,594 31,561 ±  4,437
Продукція АФК 21,944 ± 3,757 18.239 ±  2,913

3,0 Гр
Рівень ТМП 18,887 ± 4,112 38,000 ± 5,082
Продукція АФК 20,540 ± 2,943 21,511 ± 4,398
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3.1.4.   Вплив метформіну на рівень трансмембранного потенціалу 

мітохондрій та інтенсивність продукції активних форм кисню в 

лімфоцитах периферичної крові умовно здорових осіб й хворих на рак 

ендометрію

Введення  в  зразки  крові  МФ не  мало  вираженого  ефекту  на  рівень

ТМП  мітохондрій  у  ЛПК  хворих  на  РЕ  і  УЗО.  Однак,  було  відмічено

тенденцію збільшення  ТМП у  ЛПК УЗО:  за  концентрації  МФ 2  мМ ріст

показника склав 3,4% і 15,4% за концентрації препарату 20 мМ. Для хворих

на  РЕ  цей  ефект  був  менш  вираженим  та  практично  відсутнім  після

проведення першого сеансу БТ у дозі 6 Гр (рис. 3.1.).

Рисунок 3.1. Рівень ТМП у ЛПК УЗО та хворих на РЕ за різних 

концентрацій МФ. Сірим кольором позначено контрольну групу (без МФ), 

блакитним — МФ у концентрації 2 мМ і синім — МФ у концентрації 20 мМ. 

Не відмічено значного впливу МФ і на інтенсивність продукції АФК у 

лімфоцитах. Однак для ЛПК первинних хворих на РЕ було виявлено слабку 

тенденцію до зростання продукції АФК за дії препарату. Так, за концентрації 
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МФ 2 мМ продукція АФК була вищою лише на 4,2%, але за більш високої 

концентрації препарату (20 мМ) зростання складало 13,1% (рис. 3.2). 

Рисунок 3.2. Інтенсивність продукції АФК у ЛПК УЗО й хворих на РЕ 

за різних концентрацій МФ. Сірим кольором позначено контрольну групу 

(без МФ), блакитним — МФ у концентрації 2 мМ і синім — МФ у 

концентрації 20 мМ. 

Не спостерігалось також достовірної різниці у рівні ТМП та продукції 

АФК лімфоцитами у випадку внесення МФ у кров хворих на РЕ після 1-го 

сеансу БТ у дозі 6 Гр (таб. 3.6).
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Таблиця 3.6.

Рівень ТМП (590 нм/528 нм) та інтенсивності продукції 

АФК (мМ/тис. кл./год) у ЛПК УЗО та хворих на РЕ

Вибірка Показник
Внесення МФ у зразки крові

Без МФ 2 мМ 20 мМ

Група 
контролю

ТМП 17,700 ± 3,817 17,569  ± 4,058 19,602 ± 4,049
АФК 24,923 ± 3,861 22,121 ± 3,064 25,337 ± 4,029

Хворі на РЕ
ТМП 19,316 ± 3,372 21,934 ± 3,245 21,000 ± 3,033

АФК 13,081 ± 1,652 13,625 ± 1,602 14,801 ± 1,831

Хворі на РЕ 
після БТ (6,0 
Гр)

ТМП 18,276 ± 4,655 17,511 ± 4,938 18,832 ± 3,799

АФК 12,899 ± 2,089 13,657 ± 2,615 12,315 ± 1,864

3.1.5.  Вплив тест-опромінення крові на рівень трансмембранного

потенціалу  мітохондрій  та  інтенсивність  продукції активних  форм

кисню в  умовно  здорових  осіб  та  хворих  на  рак  ендометрію  за

модифіючої дії метформіну

Оцінювання дії МФ, як можливого радіомодіфікатора, проводили за 

його введення в зразки крові хворих на РЕ та УЗО в концентрації 2 та 20 мМ 

за годину до проведення тест-опромінення у діапазоні доз 0,5-3,0 Гр. Після 

цього проводили визначення рівню ТМП (таб. 3.7, таб. 3.8) та інтенсивності 

продукції АФК (таб. 3.7, таб. 3.8) у ЛПК. Результати за модифікуючого 

впливу МФ порівнювали з результатами отриманими лише за тест-

опромінення крові у відповідної дозі.
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Таблиця 3.7

Зміна рівня ТМП й інтенсивності продукції АФК серед УЗО в залежності від

дози тест-опромінення і концентрації МФ

Доза тест-
опромінення

Показник
Внесення МФ у зразки крові

Без МФ 2 мМ 20 мМ

Без тест-
опромінення

ТМП 17,700 ± 3,817 17,569  ± 4,058 19,602 ± 4,049
АФК 24,923 ± 3,861 22,121 ± 3,064 25,337 ± 4,029

0,5 Гр
ТМП 19,161 ± 4,259 20,905 ± 5,344 18,118 ± 4,623
АФК 22,126 ± 2,764 19,801 ± 2,624 25,533 ± 4,594

1,0 Гр
ТМП 18,333 ± 4,424 22,539 ± 5,741 21,303 ± 4,791
АФК 22,581 ± 3,129 21,359 ± 3,438 24,425 ± 3,913

2,0 Гр
ТМП 22,044 ± 3,594 21,568 ± 5,237 18,423 ± 3,883
АФК 22,917 ± 3,347 20,034 ± 2,919 24,129 ± 3,637

3,0 Гр
ТМП 18,877 ± 4,112 22,394 ± 6,734 17,957 ± 4,132
АФК 22,023 ± 2,753 19,147 ± 3,069 24,578 ± 3,664

Таблиця 3.8.

Зміна рівня ТМП й інтенсивності продукції АФК серед хворих на РЕ в

залежності від дози тест-опромінення і концентрації МФ

Доза тест-
опромінення

Показник
Внесення МФ у зразки крові

Без МФ 2 мМ 20 мМ

Без тест-
опромінення

ТМП 35,686 ± 6,529 36,304 ± 5,663 30,568 ± 6,187

АФК 18,325 ± 3,422 19,978 ± 3,506 19,171 ± 4,396

0,5 Гр
ТМП 35,980 ± 5,666 43,262 ± 5,749 30,659 ± 5,246
АФК 16,278 ± 2,612 19,378 ± 3,919 17,425 ± 3,550

1,0 Гр
ТМП 38,905 ± 6,189 36,537 ± 4,594 31,829 ± 3,409
АФК 18,328 ± 3,743 17,217 ± 3,277 18,997 ± 3,501

2,0 Гр
ТМП 31,561 ± 4,437 44,700 ± 5,862 37,491 ± 2,796
АФК 18.239 ±  2,913 17,564 ± 3,127 17,233 ± 2,814

3,0 Гр
ТМП 38,000 ± 5,082 45,653 ± 4,674 38,241 ± 6,213
АФК 21,511 ± 4,398 16,893 ± 2,616 19,352 ± 3,594
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Для ЛПК обстежених не було виявлено достовірних змін ТМП за 

внесення МФ у кров. Можна лише відмітити тенденцію до зростання його 

рівню за концентрації МФ 2 мМ та опромінення крові в дозах 1,0-3,0 Гр для 

УЗО (рис. 3.3.) та в дозах 2,0-3,0 Гр для хворих на РЕ (рис. 3.4). Для ЛПК 

групи УЗО зростання ТМП складало 18,6% - 26,5%, а для групи хворих на РЕ

– 20,1-41,6%. Найбільший ефект МФ як для крові хворих на РЕ, так і УЗО 

зафіксовано за дози опромінення крові 2,0 Гр.

Рисунок  3.3.  Зміна  ТМП  мітохондрій  у  ЛПК  УЗО за  опромінення

зразків крові і додавання МФ. Сірим кольором позначено контрольну групу

(без  МФ),  блакитним  —  МФ  у  концентрації  2  мМ  і  синім  —  МФ  у

концентрації 20 мМ. 



43

Рисунок  3.4.  Зміна  ТМП  мітохондрій  у  ЛПК  хворих  на  РЕ  за

опромінення крові і додавання МФ. Сірим кольором позначено контрольну

групу (без МФ), блакитним — МФ у концентрації 2 мМ і синім — МФ у

концентрації  20  мМ.  Штрихованою  лінією  позначено  лінії  тренду:  сірим

кольором — контрольної групи (без МФ), блакитним — 2 мМ  концентрації

МФ і синім — 20 мМ  концентрації МФ. 

Не встановлено достовірних ефектів дії МФ за тест-опромінення крові 

відносно інтенсивності продукції лімфоцитами АФК. Однак, для обстежених 

групи УЗО можна відмітити тенденцію до підвищення продукції АФК (до 

13,1%), яка була більш вираженою за концентрації препарату 2 мМ (рис. 

3.5.). Для хворих на РЕ спостерігалась інша тенденція –  за більш 
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Рисунок 3.5. Зміна інтенсивності продукції АФК у ЛПК УЗО за 

опромінення крові і додавання МФ. Сірим кольором позначено контрольну 

групу (без МФ), блакитним — МФ у концентрації 2 мМ і синім — МФ у 

концентрації 20 мМ. 

низьких доз тест-опроміненню спостерігалось деяке підвищення продукції 

АФК, та її зниження зі збільшенням дози опромінення (рис. 3.6.). Як і у 

випадку УЗО, зміни були більш вираженими за концентрації МФ 2 мМ – 

підвищення продукції АФК на 19,0% за дози 0,5 Гр та зниження на 21,5% за 

дози опромінення 3,0 Гр.
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Рисунок 3.6. Зміна інтенсивності продукції  АФК у ЛПК хворих на РЕ

за  опромінення  крові  і  додавання  МФ.  Сірим  кольором  позначено

контрольну групу (без МФ), блакитним — МФ у концентрації 2 мМ і синім

— МФ у концентрації 20 мМ. Штрихованою лінією позначено лінії тренду:

сірим   кольором  —  контрольної  групи  (без  МФ),  блакитним  —  2  мМ

концентрації МФ і синім — 20 мМ  концентрації МФ. 

Бажаним є проведення подальшого дослідження цих ефектів дії МФ на 

більш репрезентативних вибірках обстежених з метою встановлення 

достовірності виявлених змін ТМП та продукції АФК у лімфоцитах за дії 

препарату.

У разі модифікуючого впливу МФ за тест-опромінення зразків крові 

хворих на РЕ та УЗО не було встановлено достовірних змін ТМП та 

продукції АФК у лімфоцитах. В той же час за дії МФ спостерігались наступні

тенденції:

― Зростання рівню ТМП лімфоцитів за концентрації МФ в крові 2 мМ та 

тест-опромінення в дозах 1,0-3,0 Гр для УЗО та 2,0 — 3,0 Гр для 

хворих на РЕ. Найбільші зміни за дії препарату було зафіксовано за 

дози опромінення 2,0 Гр.
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― Підвищення продукції АФК у лімфоцитах УЗО більш виражене за 

концентрації МФ 2 мМ (до 13,1%).

― Підвищення продукції АФК у лімфоцитах хворих на РЕ за дози 

опромінення крові в дозі 0,5 Гр, та її зниження зі збільшенням дози 

опромінення до 3,0 Гр. Як і у випадку УЗО, більш виражений ефект дії 

МФ спостерігався за його концентрації 2 мМ.

3.1.6.     Зв’язок між рівнем трансмембранного потенціалу 

мітохондрій та інтенсивністю продукції активних форм кисню у 

лімфоцитах периферичної крові умовно здорових жінок та хворих на рак

ендометрію за модифікуючої дії метформіну ex vivo

Оскільки зміни ТМП мітохондрій пов’язують із змінами інтенсивності

утворення  вільнорадикальних  сполук  та  розвитком  окисного  стресу  було

проаналізовано  наявність  кореляційного  зв’язку  між  цими  показниками  у

обстежених хворих на РЕ та УЗО та оцінено його зміни після проведення

першого сеансу брахітерапії (6 Гр) і за впливу потенційного радіомітигатора

МФ.

Зв’язок між рівнем ТМП мітохондрій та інтенсивністю продукції АФК

у ЛПК УЗО був недостовірним. Коефіцієнт кореляції (r) дорівнював 0,341. За

впливу  МФ  його  значення  зменшувалось.  Ефект  дії  МФ  був  більш

вираженим  за  його  більшої  високої  концентрації  —  20  мМ.  Коефіцієнт

кореляції дорівнював r = -0,115 (рис. 3.7). 



47

  

Рисунок  3.7.  Кореляційний зв’язок  між індивідуальними значеннями

ТМП та напрацюванням АФК у ЛПК УЗО за модифікуючої дії МФ: А – без

впливу МФ (r=0,341); Б – МФ 2 мМ (r=0,280); В – МФ 20 мМ (r=-0,115); 

• – індивідуальні показники; ― – лінійний тренд.

Для обстежених хворих на РЕ до початку лікування (променева та/або

хіміотерапія),  на  відміну  від  жінок  групи  УЗО,  було  показано  достатньо

високий  та  достовірний  рівень  кореляції  між  значеннями  ТМП  та

напрацюванням АФК (r = 0,472). Введення в зразки крові цих хворих МФ, як

і  у  випадку  УЗО,  знижувало  зв’язок  між  цими  показниками.  За  меншої

концентрації  препарату  цей зв’язок  залишався достовірним (r =  0,428).  За

концентрації МФ 20 мМ, цього зв’язку не було зафіксовано — r = -0,080 (рис.

3.8).
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Рисунок  3.8.  Зв’язок  між  індивідуальними  значеннями  ТМП  та

напрацюванням  АФК у  ЛПК  хворих  на  РЕ  до  початку  терапії  за

модифікуючої дії МФ: А – без впливу МФ (r = 0,472; р ≤ 0,05); Б – МФ 2 мМ

(r = 0,428; р ≤ 0,05); В – МФ 20 мМ (r = -0,080) ; • – індивідуальні показники;

― – лінійний тренд.

Після першого сеансу БТ (6 Гр) зв’язок між рівнями ТМП та продукції

АФК ставав, ще більш  міцним —  r=0,685 (r = 0,472 до початку  променевої

терапії). Введення  в  кров  МФ  знижувало  ступень  зв’язку  між  цими

показниками  до  значень  r=0,615  за  концентрації  2  мМ  та  до  r=0,594  за

концентрації 20 мМ. На відміну від хворих, що не зазнали терапевтичного

опромінення,  навіть  за  концентрації  МФ  20  мМ  зв’язок  між  ТМП  та

продукцією АФК у лімфоцитах залишався достовірним (рис. 3.9). 
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Рисунок  3.9.  Кореляційний зв’язок  між індивідуальними значеннями

ТМП та напрацюванням АФК у ЛПК хворих на РЕ через добу після першого

сеансу БТ за модифікуючої  дії  МФ: А – без додаткового впливу МФ (r =

0,685; р ≤ 0,05); Б – МФ 2 мМ (r = 0,615; р ≤ 0,05); В – МФ 20 мМ (r = 0,594; р

≤ 0,05); • – індивідуальні показники; ― – лінійний тренд

3.2.    Узагальнення результатів

Утворення  АФК,  яке пов’язане  як  з  опроміненням,  так  і

функціонуванням мітохондрій, відіграє значиму роль у модуляції виживання

клітин, загибелі клітин, диференціації, передачі сигналів клітинами та синтезі

молекул  пов'язаних  із  запаленням  [71,  72]. Підвищення  рівня  ТМП  у

здорових клітинах призводить до збільшення інтенсивності генерації АФК,

що  у  свою  чергу  може  призводити до  мітохондріальної  дисфункції  [73].

Таким чином, опромінення може лежати в основі загибелі ЛПК через зміну

ТМП [74, 75]. ТМП  вважається  одним  з  індикаторів  онкогенезу:

збільшення вмісту АФК, які в ендогенному середовищі людини в основному

продукуються мітохондріями, спостерігається у малігнізованих клітинах [76].

Оскільки  як  естроген,  так  мітохондріальна  дисфункція  можуть  слугувати

джерелами  збільшення  продукції  АФК,  окислювальний  стрес  з  більшою

частотою  зустрічається у  клітинах  хворих  на  РЕ,  ніж  у  здорових  жінок.

Підвищений синтез АФК, зміни у окисно-відновному балансі та дизрегуляція
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процесів передачі сигналів АФК є загальними ознаками пухлинної прогресії

та резистентності до лікування [77].

Отримані  в  ході  дослідження  результати  свідчать  про  те,  що

інтенсивність  продукції  АФК на  44% була нижчою в ЛПК хворих на  РЕ.

Спостерігалась  тенденція  до  зростання  рівня  ТМП  у  ЛПК  хворих  на  РЕ,

однак, відмінності між хворими та УЗО не були достовірними, що може бути

пов'язаним  із  високою  міжіндивідульною  варіабельністю

внутришньогрупових  показників.  Для  хворих  на  РЕ  коефіцієнт  варіації

дорівнював 0,792 і  0.825 для УЗО.

Групування даних отриманих від первинних хворих на РЕ на підгрупи

за стадією  захворювання,  згідно  з  класифікацією  ТNM, та  за  ступенем

диференціації пухлини дозволило встановити наявність наступних тенденцій:

— Зменшення ТМП із збільшенням розміру пухлини. 

— Зменшення ТМП із збільшенням ступеню диференціації пухлини.

— Збільшення  інтенсивності  продукції  АФК із  збільшенням  розміру

пухлини.

— Збільшення  інтенсивності  продукції  АФК із  збільшенням  ступеню

диференціації пухлини .

У лімфоцитах УЗО  та  хворих  на  РЕ,  статистично  достовірних

відмінностей  у  значеннях  ТМП  та  інтенсивності  продукції  АФК за  дії

рентгенівського випромінювання виявлено не було. 

Внесення МФ в зразки крові УЗО та хворих на РЕ до та після БТ (6,0

Гр)  також не зумовило достовірних змін в інтенсивності продукції  АФК та

рівні ТМП у ЛПК. Натомість, виявлено тенденції: 

1 За  внесення  МФ  у  зразки  крові  УЗО  спостерігалась  тенденція  до

збільшення ТМП у ЛПК. Ріст ТМП склав 3,4% і 15,4% для 2 мМ і 20

мМ концентрацій МФ відповідно.
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2 За внесення МФ у зразки крові хворих на РЕ спостерігалась тенденція

до   збільшенням інтенсивності продукції  АФК у ЛПК. Ріст показника

склав 4,2% і 13,1% для 2 мМ і 20 мМ концентрацій МФ відповідно.

У результаті тест-опромінення зразків крові на фоні модифікуючої дії

МФ не було виявлено виражених змін рівня ТМП й інтенсивності продукції

АФК у ЛПК. У той же час, спостерігалися тенденції:

1 Збільшення ТМП у опромінених зразках з 2 мМ концентрацією МФ. 

2 Збільшення інтенсивності продукції АФК у опромінених зразках з 

2 мМ концентрацією МФ.

За умов тест-опромінення зразків крові дозами 0,5 Гр, 2,0 Гр, та 3,0 Гр

ТМП  досягав  своїх  максимальних  значень  за  концентрації  МФ  2  мМ.

Отримані  дані  після  опромінення  не  суперечать  і  разом  з  тим  не

підтверджують  результати  отримані Cheki  M. та  ін.  які  показали,  що

радіомодифікуючі  ефекти  МФ  проти  цитотоксичних  та  генотоксичних

наслідків,  спричинених  іонізуючим  випромінюванням  найбільшою  мірою

проявляються у культивованих ЛПК  людини за опромінення у діапазоні доз

1,35 Гр та 1,42 Гр [26]. 

Показано,  що  на  відміну  від  УЗО,  у  хворих  на  РЕ  інтенсивність

продукції  АФК у ЛПК достовірно корелює зі змінами ТМП. Після початку

терапевтичного опромінення цей зв’язок стає більш помітним у зв’язку з чим

дає можливість розглядати ці показники, в якості додаткових маркерів ризику

розвитку оксидативного стресу та пошкодження нормальних клітин та тканин

з  оточення  пухлини  за променевої  терапії  хворих  на  РЕ.  МФ  зменшував

ступінь зв’язку між продукцією АФК та рівнем ТМП ex vivo, що, ймовірно,

можна пов’язати з антиоксидантними ефектами препарату.

Отримані  результати  ввійшли  до  складу  відомчої  науково-дослідної

теми досліджень відділу біологічних ефектів іонізуючого та неіонізуючого

випромінювання ІЕПОР ім. Р.Є. Кавецького НАН України.
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ВИСНОВКИ

1 Встановлено,  що  інтенсивність  продукції  вільних  радикалів  була  на

44% нижчою у групі первинних хворих на рак ендометрію у порівнянні

із групою умовно здорових осіб. Виявлено тенденцію до підвищення

трансмембранного потенціалу мітохондрій у лімфоцитах периферичної

крові первинних хворих на рак ендометрію.

2 Показано  наявність  тенденції  до  зниження  рівня  трансмембранного

потенціалу мітохондрій та підвищення продукції активних форм кисню

у лімфоцитах периферичної крові з прогресією раку ендометрію.

3 Проведення сеансу  брахіотерапії у дозі  6  Гр істотно не впливало на

рівень  трансмембранного  потенціалу  мітохондрій та  продукцію

активних форм кисню у лімфоцитах периферичної крові хворих на рак

ендометрію.

4 Не виявлено дозозалежних змін рівнів трансмембранного потенціалу

мітохондрій  та  продукції  активних  форм  кисню  у  лімфоцитах

периферичної крові хворих на рак ендометрію та умовно здорових осіб

за  тест-опромінення  зразків  крові  в  діапазоні  доз  0,5-3,0  Гр.  Це

свідчить  про  неможливість  використання  цих  показників  в  ролі

предикторів  радіочутливості  здорових тканин  і  клітин  людини,  що

зазнають дії радіації за променевої терапії.

5 Внесення метформіну в зразки крові у концентраціях 2 мМ та 20 мМ не

викликало достовірних змін трансмембранного потенціалу мітохондрій

та  інтенсивності  продукції  активних  форм  кисню у  лімфоцитах

периферичної крові хворих на рак ендометрію та умовно здорових осіб.

6 Застосування  метформіну ex vivo знижує  зв'язок  між  рівнем

трансмембранного потенціалу  у  лімфоцитах  периферичної  крові та
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продукцією клітинами активних форм кисню. Ефект дії препарату був

більш вираженим за його застосуваннія в концентрації 20 мМ.

Аналіз  отриманих  результатів  дозволяє  зробити  висновок  про

необхідність подальших досліджень з вивчення радіомодифікуючих ефектів

метформіну в злоякісно нетрансформованих клітинах хворих онкологічного

профілю.
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