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ОСОБЛИВОСТІ ЖИТТЄЗДАТНОСТІ, 
ЕКСПРЕСІЇ БІЛКІВ АДГЕЗІЇ ТА КЛІТИННОГО 
ЦИТОСКЕЛЕТА КЛІТИН ЛІНІЙ РАКУ 
ЛЕГЕНІ А-549 І ГРУДНОЇ ЗАЛОЗИ T47D 
ПРИ ВИКОРИСТАННІ ТЕХНОЛОГІЇ 
МАГНІТНОЇ НАНОТЕРАПІЇ

Досліджено особливості життєздатності й експресії білків адгезії та клітинного 
цитоскелета клітин ліній раку легені A-549 і грудної залози T47D залежно 
від магнітних властивостей магнітного нанокомплексу (МНК) на основі на-
ночастинок Fe3O4 з  антрацикліновим антибіотиком доксорубіцином (ДР) 
при використанні технології магнітної нанотерапії. В експериментах in vitro 
життєздатність клітин раку легені людини А-549 та грудної залози людини 
T47D мала в усіх дослідах сильну від’ємну кореляцію з концентрацією пре-
паратів (у середньому коефіцієнт кореляції становив r=–0,71). У проведених 
експериментах виявлено відмінності в порушеннях експресії молекул між-
клітинної адгезії та протеїнів, що формують цитоскелет, під впливом МНК 
та електромагнітного опромінення на відміну від дії ДР. Загальним для обох 
моделей є достовірне зниження експресії Е-кадгерину під дією як ДР, так 
і МНК й електромагнітного опромінення. При цьому встановлено тенденцію 
до залежності експресії молекул міжклітинної адгезії та протеїнів від маг-
нітних характеристик МНК. З урахуванням отриманих результатів прогноз 
розвитку технології магнітної нанотерапії — це реалізація можливості дис-
танційно керованого за допомогою зовнішніх магнітних полів локального 
впливу на окисно-відновні (редокс) реакції та рівень токсичності у злоякісних 
пухлинах під час хіміотерапії хворих онкологічного профілю.

ВСТУП
Останніми роками магнітні нано-

частинки (НЧ) оксиду заліза привер-
тають увагу онкологів як компоненти 
протипухлинного магнітного нано-
комплексу (МНК) [1, 2], адже достатньо 
висока загальна токсичність відомих 
протипухлинних препаратів спонукає 
до пошуку нових та вдосконалення іс-
нуючих терапевтичних засобів з метою 
підвищення їх ефективності, безпеки 
та вибірковості дії [3]. Одним із  під-
ходів, при якому використовуються 
МНК, є модуляція біологічних ефектів 
протипухлинних препаратів постійним 
магнітним полем (ПМП) як складовою 
протипухлинної наносистеми спрямо-
ваного транспорту. У роботі колективу 
авторів показано, що при  поєднаній 
дії ПМП і  НЧ феромагнетика спосте-
рігається ефект посилення дії ПМП, 
що проявляється у зростанні сумарного 
цито- та генотоксичного впливу цих 
чинників на клітини [4].

Протипухлинний механізм дії техно-
логії магнітної нанотерапії заснований 
на  комбінованому локальному впливі 
слабких постійних і  змінних магнітних 
полів на кінетику магнетохімічних віль-
норадикальних реакцій в умовах помір-
ної радіочастотної гіпертермії пухлини 
з МНК. Необхідні магнітні характерис-
тики МНК отримують із  використан-
ням механомагнітохімічного синтезу 
на основі ефекту магнітного резонансу. 
Протипухлинний ефект технології 
магнітної нанотерапії залежить від маг-
нітних характеристик МНК, до  складу 
якого входять НЧ оксиду заліза та проти-
пухлинний агент, зокрема доксорубіцин 
(ДР)  [5, 6]. Відомо, що НЧ виявляють 
свою цито- та генотоксичність, впливаю-
чи таким чином на проліферацію клітин 
та їх життєздатність. Однак молекулярні 
механізми прояву подібних ефектів 
НЧ залишаються не розкритими [7].

Магнітні НЧ потрапляють всередину 
клітин шляхом ендоцитозу та накопичу-
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ються в клітинних органелах, індукуючи 
оксидативний стрес і як результат — ак-
тивацію захисних механізмів у  клітині, 
які реалізуються через експресію низки 
антиоксидантних білків. Крім того, 
внутрішньоклітинна передача сигналу 
в результаті активації МАРК і NF-κB сиг-
нальних шляхів сприяє продукції проза-
пальних цитокінів, хемокінів і матрикс
них металопротеїназ та апоптозу [8, 9]. 
Подібна взаємодія НЧ з  пухлинними 
клітинами впливає на  їх морфологію 
та імунофенотип, експресію певних 
генів, задіяних у  процесі проліферації 
або апоптозу [10–12]. Встановлено, 
що формування високозлоякісного фе-
нотипу пухлинних клітин значною мірою 
пов’язане з реалізацією програми епітелі-
ально-мезенхімального переходу (ЕМП), 
або трансдиференціювання, процесу, 
необхідного для ембріонального роз-
витку та процесу регенерації, але вкрай 
небажаного при  утворенні пухлинного 
осередку. Індукція ЕМП при пухлинно-
му прогресуванні призводить до  пере-
програмування епітеліальних клітин, 
щільно пов’язаних між собою, у клітини 
з  мезенхімальними характеристика-
ми, які володіють високою здатністю 
до міграції і, відповідно, до інвазії та ди
семінації, що призводить до активізації 
метастатичного каскаду [13–16].

Особливістю функціонування про-
грами ЕМП є її епігенетичний контроль, 
реалізація програми не потребує клітин-
ного ділення, тобто рух у мезенхімальний 
чи, навпаки, в  епітеліальний фенотип, 
який може бути індукований відповід-
ними чинниками протягом короткого 
часу без геномних порушень. Реверсія 
ЕМП у  мезенхімально-епітеліальний 
перехід буде супроводжуватися втратою 
злоякісних характеристик пухлинних 
клітин, як це було показано за допомо-
гою вимикання чи вмикання окремих 
елементів сигнального шляху програми 
ЕМП за допомогою інтерферону [17–19] 
або малих інтерферуючих (міРНК) 
чи антисенс-РНК. Однак на цей час ві-
домий дуже широкий спектр активаторів 
програми ЕМП, але недостатньо даних 
про  можливість її дерегуляції нанороз-
мірними чинниками оксиду заліза.

Відомо, що основними критеріями 
ЕМП є порушення щільних міжклі-
тинних контактів в  епітеліальних тка-
нинах внаслідок значних змін молекул 
цитоскелета клітин та білків системи 
адгезії, зокрема пригнічення експресії 
Е-кадгерину та посилення експресії 
N-кадгерину, що, в свою чергу, модулює 
експресію іншого білка  — β-катеніну, 
регуляторна роль якого може змінюва-
тися залежно від його внутрішньоклі-
тинної локалізації. Важливо підкреслити, 
що β-катенін активує транскрипцію 
цілої низки генів, включених у контроль 
клітинної проліферації та адгезії і, як на-
слідок, сприяє зміні фенотипу пухлинної 

клітини в напрямку підвищення її мета-
статичного потенціалу [20].

Сучасна ад’ювантна високодозова 
хіміотерапія, водночас з  її позитивни-
ми протипухлинними ефектами, має 
суттєві недоліки: низьку вибірковість 
та високу загальну токсичність, гено-
токсичність і високу мутагенність та, 
що особливо важливо, може індукувати 
ЕМП пухлинних клітин, що є триге-
ром метастазування і зростання лікар-
ської стійкості [21–23]. Усе це свідчить 
про  необхідність пошуку додаткових 
шляхів впливу за допомогою технології 
магнітної нанотерапії на  злоякісність 
пухлинних клітин із  використанням 
сучасних поглядів на їх біологію.

З урахуванням вищезазначеного 
метою роботи було дослідження особли-
востей життєздатності й експресії білків 
адгезії та клітинного цитоскелета клітин 
ліній раку легені A-549 і грудної залози 
T47D залежно від магнітних властивостей 
МНК на основі НЧ Fe3O4 з антрациклі-
новим антибіотиком ДР та електромаг-
нітного опромінення (ЕО) при викорис-
танні технології магнітної нанотерапії.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ
Культури клітин. Об’єктами до-

слідження були: клітини раку грудної 
залози людини — лінія T47D та недрібно-
клітинного раку легені людини — лінія 
А-549, отримані з Клітинного банку ліній 
з  тканин людини та тварин Інституту 
експериментальної патології, онкології 
і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького Наці-
ональної академії наук України. Клітини 
культивували у  повному поживному 
середовищі DMEM з  10% сироватки 
ембріонів теляти, 40 мкг/мл гентаміци-
ну. Досліджувані клітини культивували 
у  пластиковому посуді у  зволоженій 
атмосфері з  5% СО2 при  37 °С. Зміну 
середовища і пересів клітин проводили 
за стандартною методикою.

Для дослідження впливу препаратів 
на клітини використовували такі методи: 
цитоморфологічний аналіз за  допомо-
гою світлового мікроскопа, фарбування 
клітин барвником кристалічним фіоле-
товим та вітальним — трипановим синім.

Суспензію клітин висаджували 
на 96-лункові планшети в концентрації 
3•104 клітин/лунку в  100 мкл повного 
ростового середовища. Через 24–48 год 
вносили препарати, інкубували клітини 
за стандартних умов протягом наступних 
48 год.

Кількісний аналіз цитотоксичності. 
Оцінку цитотоксичної активності дослі-
джених чинників проводили в колориме-

тричному тесті з  використанням барв-
ника кристалічного фіолетового (Sigma, 
США). Після інкубації з досліджуваними 
препаратами з лунок планшета видаляли 
культуральне середовище, наносили 
по  50 мкл на лунку барвника на  10 хв. 
Через 10 хв барвник змивали 3–4 рази 
проточною водою та видаляли залишки 
рідини, розчиняли його етанолом та фік-
сували результати за допомогою мульти-
лункового спектрофотометра (Labsystems 
Multiskan PLUS, Фінляндія) при довжині 
хвилі 540 нм [24]. Для кількісного аналізу 
живих та мертвих клітин при  дії до-
сліджуваних препаратів застосовували 
стандартний метод із  використанням 
вітального барвника трипанового синьо-
го. Для визначення ефекту комбінованої 
дії ЕО та досліджуваних комбінацій пре-
паратів клітини вирощували в  чашках 
діаметром 40 мм (2•105 клітин на чашку) 
за  стандартних умов протягом 24 год, 
після чого додавали препарати та через 
деякий час опромінювали їх протягом 
30 хв.

Підрахунок живих та загиблих клі-
тин  (X) здійснювали за  допомогою 
камери Горяєва через 48 год після опро-
мінення, забарвлювали клітини три-
пановим синім та визначали кількість 
клітин за формулою:

А/80•2 = Х•106 клітин в мл  
середовища,

де А — кількість клітин, що була на-
рахована у камері Горяєва (в 5 квадратах); 
2 — розведення з трипановим синім (1:1).

МНК. Як самостійні частини або 
складові препаратів були використані 
НЧ оксиду заліза Fe3O4 діаметром <50 нм 
(Sigma, Aldrich) й ДР (Пфайзер, Італія). 
Механомагнітохімічний синтез МНК 
проводили за допомогою механомагніт-
ного реактора «ММР1» (Національний 
інститут раку, Україна). МНК піддавали 
постійній механічній активації з  інтен-
сивністю підведення механічної енергії 
20 Вт/г та частотою 35 Гц за допомогою 
просторового коливання камери з куль-
ками та одночасній дії радіочастотного 
випромінювання від індуктора з  час-
тотою 40 МГц з  вихідною потужністю 
2  Вт і при змінних параметрах ПМП 
неодимових магнітів протягом 5 хв [5]. 
Були синтезовані чотири типи зразків 
МНК з  відмінними магнітними харак-
теристиками (табл. 1) [25].

ЕО. Для просторово неоднорідного 
ЕО використовували прототип апарата 
«Магнітерм» («Радмір», Україна) з маг-
ніто-дипольним аплікатором, що мав 
голчастий локалізатор та неодимовий по-
стійний магніт з максимальною магніт-
ною індукцією ПМП 0,4 Тл на відстані 

Таблиця 1.	 Магнітні характеристики зразків*
Параметр МНК1 МНК2 МНК3 МНК4

Магнітний момент, mS, емо/г 8,4 15,8 13,7 10,8
Коерцитивна сила, НС, Гс 12,6 9,7 49,3 10,1
g-фактор 2,45 2,45 2,33 2,42
*Офіцинальний ДР — діамагнетик, питомий магнітний момент m = — 1,18 емо/г при 3000 E.
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8 мм від кінця диполів. Параметри ЕО: 
частота — 40 МГц, вихідна потужність — 
60 Вт [26].

Імуноцитохімічний аналіз. Для про-
ведення імуноцитохімічного аналізу 
досліджувані клітини вирощували на по-
кривних скельцях у  стерильних умовах 
в поживному середовищі RPMI-1640 або 
DMEM із 10% сироватки новонародже-
ного теляти в 5% СО2 при 37 °С протягом 
24–96 год. Потім скельця з клітинами по-
міщали у фіксуючий розчин (метанол + 
ацетон у співвідношенні 1:1) на  2 год 
при –20 °С, після чого інкубували про-
тягом 20 хв із  1% розчином бичачого 
сироваткового альбуміну і на  1 год на-
носили моноклональні антитіла проти 
E-кадгерину, β-катеніну та віментину. 
Для візуалізації застосовували систему 
Ultra Vision LPValue Detection system, яка 
містить детекційні антитіла, кон’юговані 
з  пероксидазою, активність якої ви-
являли за  допомогою субстрату діамі-
нобензидину (DAB). Після проведення 
імуноцитохімічної реакції препарати 
промивали проточною водою та до-
фарбовували розчином гематоксиліну 
та еозину (15–30 с), після чого препарати 
поміщали в Faramount Aqueous Mounting 
Medium [27]. Рівень експресії відпо-
відних маркерів оцінювали класичним 
методом за шкалою H-score:

S = 1•A + 2•B + 3•C,
де S — показник «H-score», значення 

якого знаходиться у  межах від 0 (білок 
не експресується) до 300 (сильна експре-
сія у 100% клітин); А — відсоток клітин 
із  забарвленням слабкої інтенсивності; 
В  — відсоток клітин із забарвленням 
помірної інтенсивності; С  — відсоток 
клітин із забарвленням сильної інтен-
сивності [28, 29].

Статистичний аналіз. Статистичну 
обробку даних проводили за t‑критерієм 
Стьюдента з попередньою перевіркою гі-
потези про нормальний закон розподілу 
випадкової величини за критерієм Кол-
могорова — Смірнова, використовуючи 
пакет програм STATISTICA 6.0 (StatSoft).

РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
На першому етапі роботи дослідже-

но життєздатність пухлинних клітин 
після дії МНК із  різними магнітними 
характеристиками (рис.  1). Життєздат-
ність клітин раку легені людини лінії 
А-549 та грудної залози людини лінії 
T47D мала у всіх експериментах сильну 
від’ємну кореляцію з  концентрацією 
використаних препаратів. У середньому 
коефіцієнт кореляції становив r=–0,71. 
Максимальне зниження життєздат-
ності клітин раку легені людини лінії 
А-549 (66%) відносно дії ДР відзначали 
під впливом МНК1 при  концентрації 
препаратів 0,8 мкг/мл, а для клітин груд-
ної залози людини лінії T47D (32%)  — 
під впливом МНК2 при  концентрації 

препаратів 0,2 мкг/мл. Зміна кількості 
життєздатних пухлинних клітин мала не-
лінійний характер залежно від величини 
магнітного моменту МНК.

Найбільш ймовірними біохімічними 
факторами, що впливали на  життє
здатність пухлинних клітин, були вільні 
радикали. Вони каталізувалися в  реак-
ціях Фентона та Габера — Вейса залізом 
МНК, які володіли різними магнітними 
властивостями. Це ініціювало різний 
рівень оксидативного стресу в мітохон-
дріях та призводило до підвищення ймо-
вірності загибелі пухлинних клітин [30].

Н а с т у п н и м  е т а п о м  б у л о  п о -
р і в н я л ь н е  д о с л і д ж е н н я  в п л и в у 
МНК1 із МНК2 та ЕО на життєздатність 
клітин (табл. 2 та 3).

Аналіз наведених результатів свід-
чить про  те, що самостійне ЕО змен-
шувало кількість живих клітин на  17% 
лише недрібноклітинного раку легені 
людини А-549.

Після дії офіцинального ДР у  дозі 
0,05 мкг/мл зафіксовано мінімальну 
кількість життєздатних клітин недрібно-

клітинного раку легені людини А‑549, 
яка становила 27,0±2,5%.

Для клітин раку грудної залози лю-
дини T47D мінімальна кількість життє
здатних клітин (42,0±7,0%) також ви-
явлена після дії офіцинального ДР у дозі 
0,05 мкг/мл. Додаткове ЕО суттєво 
не  впливало на  життєздатність клітин 
під впливом ДР.

Мінімальну кількість життєздатних 
клітин обох ліній реєстрували при  са-
мостійному впливі МНК1 та  МНК2, 
як і при  застосуванні офіцинально-
го ДР, у  дозі 0,05 мкг/мл. Додаткове 
ЕО після введення МНК зменшувало 
в  середньому на  86% кількість життє
здатних клітин лише недрібноклітинного 
раку легені людини А-549 порівняно 
з  контрольною групою. Мінімальна 
кількість (22,0±1,2%) життєздатних 
клітин А-549 була зафіксована після дії 
МНК2 у дозі 0,05 мкг/мл із застосуванням 
ЕО. Слід відмітити, що у всіх проведених 
порівняльних дослідах МНК2 сприяв 
більшому протипухлинному ефекту 
стосовно клітин А-549 та Т47D (кількість 
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Рис. 1. Життєздатність клітин раку легені людини (лінія А-549) (а) та грудної за-
лози людини (лінія T47D) (б) після дії: 1 — ДР; 2 — МНК1; 3 — МНК2; 4 — МНК3; 
5 — МНК4



Экспериментальные исследования, онкоиммунология, онкоморфология

КЛИНИЧЕСКАЯ ОНКОЛОГИЯ, № 4 (24), 2016 

75

життєздатних клітин в середньому була 
меншою на 27%) проти МНК1.

Щодо механізмів зв’язку між зов
нішнім впливом ЕО та протипухлинним 
ефектом МНК із  різними магнітними 
характеристиками можна припусти-
ти, що при  використанні технології 
магнітної нанотерапії цілком імовірно 
ініціюється виникнення електромагніт-
ного поля в тонких нанорозмірних шарах 
між НЧ з ДР та злоякісними клітинами 
внаслідок опромінення зовнішнім 
електромагнітним полем, що також ви-
кликає магніторезонансні ефекти  [31]. 
Подальша біологічна інтерпретація про-
типухлинної дії пов’язана з дерегуляцією 
редокс-стану електронтранспортного 
ланцюга мітохондрій у злоякісних пух-
линах [32], що приводить до їх загибелі 
шляхом апоптозу та некрозу.

Для більш глибокого розуміння ме-
ханізмів комплексного цитотоксичного 
впливу ЕО та МНК із різними магнітни-
ми характеристиками на життєздатність 
клітин раку грудної залози та раку легені 
людини було проведено імуноцитохі-
мічний аналіз на предмет дослідження 
деяких антигенів, що є маркерами 
ЕМП in vitro, зокрема епітеліальних 
клітин  — Е‑кадгерину та β-катеніну 
(табл.  4 та 5) і мезенхімальних  — ві-
ментину (рис.  2). Розміри, форма 
НЧ та особливості їх внутрішньоклітин-
ного накопичення впливають на  їхню 
взаємодію з  елементами цитоскелета, 
що може відбуватися двома шляхами: 
або за рахунок безпосередньої взаємо-
дії, коли НЧ знаходяться в цитоплазмі, 

чи опосередковано, коли НЧ містяться 
в ендосомах [32]. Оскільки цитоскелет 
відіграє важливу роль у  багатьох вну-
трішньоклітинних сигнальних каска-
дах, важливим є з’ясування, чи можуть 
зміни в  експресії білків цитоскелета, 
викликані МНК з різними магнітними 
властивостями, впливати на зміну фе-
нотипу клітин.

Самостійний вплив ЕО на клітини 
А-549 призводив до зменшення кількості 
β-катенін-позитивних клітин в 2,7 раза 
та на 24,1% — E-кадгерин-позитивних 

клітин (табл. 4). Одночасно відзначали 
збільшення частки віментин-позитив-
них клітин на 54,8% порівняно з контр-
ольною групою (див. рис. 2). При анало-
гічному впливі клітини T47D реагують 
іншим чином: збільшується в  2,4 раза 
кількість β-катенін-позитивних клі-
тин, зменшується на  24,5% кіль-
кість E‑кадгерин-позитивних клітин 
і  зменшується на  27,6% кількість ві-
ментин-позитивних клітин (табл.  5, 
див.  рис.  2). За  умов самостійного 
впливу антрациклінового антибіотика 
ДР на  клітини А-549 виявлено збіль-
шення на  22,4% кількості β-катенін-
позитивних та зменшення на  13,2% 
кількості E-кадгерин-експресуючих 
клітин відносно контролю. Аналогіч-
ним чином при  впливі ДР на  клітини 
T47D ініціюється зростання в  3,3 раза 
кількості β-катенін-позитивних клітин 
та  зменшення на  23,4% E-кадгерин-
експресуючих клітин порівняно з конт
рольною групою. Однак поєднана 
дія ДР та ЕО викликала інші ефекти: 

у  популяції клітин А-549 відмічали 
зменшення на 45,6% частки β-катенін-
позитивних та на 24,8% — E-кадгерин-
експресуючих клітин, а  в  клітинах 
T47D навпаки — збільшення в 2,3 раза 
кількості β-катенін-позитивних і змен-
шення на 25,5% E-кадгерин-позитивних 
клітин.

Самостійна дія МНК2 на  клітини 
А-549 порівняно з  впливом МНК1 ви-
кликає зменшення у  2,3 раза кількості 
β-катенін-позитивних клітин, збіль-
шення на 17,5% E-кадгерин-позитивних 
клітин та на 13,1% віментин-позитивних 
клітин. При дії МНК2 на клітини T47D 
відзначали збільшення на 38,2% кількості 
β-катенін-позитивних клітин, на 75,0% 
кількості E-кадгерин-позитивних клі-
тин і  в  2,3 раза віментин-позитивних 
клітин порівняно з  впливом МНК1. 
Поєднана дія МНК2 та  ЕО на  клітини 
А-549 порівняно з  МНК1 та  ЕО ви-
кликала зменшення на 23,5% кількості 
β-катенін-позитивних та  збільшення 
на  15,1% частки віментин-експресую-
чих клітин. Аналогічні чинники при дії 
на клітини T47D ініціювали підвищення 
на 22,4% β-катенін-позитивних, на 7,9% 
E-кадгерин-позитивних та  зменшення 
на 20,5% кількості віментин-позитивних 
клітин порівняно з дією МНК1 та ЕО.

Можна стверджувати, що в  про-
ведених експериментах виявлено від-
мінності в порушеннях експресії моле-
кул міжклітинної адгезії та  протеїнів, 
що формують цитоскелет, під впливом 
МНК та ЕО на відміну від дії ДР. При 
цьому встановлено тенденцію до залеж-
ності експресії молекул міжклітинної 
адгезії та протеїнів і, як зазначено вище, 

Таблиця 2.	 Життєздатність клітин недрібноклітинного раку легені людини А‑549 після впливу пре-
паратів та ЕО

№ Варіант впливу Живі клітини, %
1 Контроль (без впливу) 100 100
2 ЕО 83,0±6,0* 83,0±6,0*

Концентрація препарату
0,01 мкг/мл 0,05 мкг/мл

3 ДР 48,0±4,7* 27,0±2,5*
4 ДР + ЕО 50,0±2,0* 31,0±4,0%*
5 МНК1 58,0±4,2* 38,0±2,2*+

6 МНК1 + ЕО 49,0±2,7* 26,0±1,0*§

7 МНК2 39,0±1,7*§ 26,0±0,7*§

8 МНК2 + ЕО 38,0±2,7*§ 22,0±1,2*§

*Статистично значущі відмінності порівняно з контролем із рівнем значущості р<0,05.
+Статистично значущі відмінності порівняно з  відповідною концентрацією ДР з  рівнем значущос-
ті р<0,05.
§Статистично значущі відмінності порівняно з відповідною концентрацією МНК1 з рівнем значущос-
ті р<0,05.

Таблиця 3.	 Життєздатність клітин раку грудної залози людини T47D після впливу препаратів та ЕО
№ Варіант впливу Живі клітини, %

1 Контроль (без впливу) 100 100
2 ЕО 101,0±3,6 101,0±3,6

Концентрація препарату
0,01мкг/мл 0,05 мкг/мл

3 ДР 66,3±2,6* 42,0±7,0*
4 ДР + ЕО 67,0±1,6* 46,6±5,6*
5 МНК1 72,7±3,7* 59,0±3,0*+

6 МНК1 + ЕО 76,0±1,0*+ 56,0±2,3*
7 МНК2 68,3±5,6* 41,6±2,0*§

8 МНК2 + ЕО 59,3±3,6*§ 43,6±2,3*§

*Статистично значущі відмінності порівняно з контролем з рівнем значущості р<0,05.
+Статистично значущі відмінності порівняно з відповідною дозою ДР з рівнем значущості р<0,05.
§Статистично значущі відмінності порівняно з відповідною дозою МНК1 з рівнем значущості р<0,05.
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Рис. 2. Експресія віментину в кліти-
нах А-549 (а) та T47D (б) після дії про-
типухлинних чинників різної природи: 
1 — контроль (без впливу); 2 — ЕО; 
3 — офіцинальний ДР; 4 — ДР + EO; 
5 — МНК1; 6 — МНК1 + ЕО; 7 — МНК2; 
8  — МНК2  + ЕО. Концентрація пре-
паратів 0,01 мкг/мл
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життєздатності пухлинних клітин від 
магнітних характеристик МНК. Відо-
мо, що експресія молекул міжклітинної 
адгезії впливає на механохімічну гете-
рогенність злоякісних пухлин. Меха-
нохімічна гетерогенність є відмінною 
рисою еукаріотичних клітин, що позна-
чається на епігенетичній регуляції екс-
пресії генів за участю вільних радикалів 
[33–35]. Тому отримані особливості 
в  експериментальних роботах, згідно 
з результатами [36–38], найбільш імо-
вірно можуть бути пов’язані з впливом 
НЧ оксиду заліза також на генерацію ак-
тивних форм кисню. Останні, залежно 
від магнітних властивостей МНК та па-
раметрів ЕО, на основі магнетохімічних 
вільнорадикальних реакцій ініціюють 
різні клітинні сигнали, що вибірково 
змінюють експресію генів і клітинну 
морфологію відповідно до  особливос-
тей клітинних мішеней. Це дозволяє 
зробити подальший прогноз розвитку 
технології магнітної нанотерапії, який 
полягає у  реалізації можливості дис-
танційно керованого за  допомогою 
зовнішніх магнітних полів локального 
впливу на  окисно-відновні (редокс) 
реакції та рівень токсичності у злоякіс-
них пухлинах під час хіміотерапії хворих 
онкологічного профілю.

ВИСНОВКИ
1. В  експериментах in vitro життє

здатність клітин раку легені людини 
А-549 та грудної залози людини T47D 
мала в усіх дослідах сильну від’ємну ко-
реляцію з концентрацією використаних 
МНК та ДР в середньому r=–0,71.

2. Експресія білків адгезії та клітин-
ного цитоскелета під впливом МНК 
із  різними магнітними властивостям 
та ЕО змінюється по-різному залежно 
від клітинних мішеней і відрізняється 
від ефектів впливу ДР. Загальним для 
обох моделей є достовірне зниження 
експресії Е-кадгерин під дією як ДР, так 
і МНК й ЕО.

3. Зміна життєздатності клітин раку 
легені людини А-549 та грудної залози 
людини T47D і порушення експресії 
білків адгезії та клітинного цитоскелета 
у цих клітинах мали нелінійний харак-
тер залежно від величини магнітного 
моменту МНК.
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Таблиця 5.	 Білкові маркери ЕМП клітин T47D після впливу препаратів# та ЕО

№ Клітини
Білкові маркери 

(за системою H-score, балів)
β-катенін E-кадгерин

1 Контроль (без впливу) 57,2±28,0 141,7±25,0
2 ЕО 135,0±33,0* 107,0±1,0*
3 ДР 186,4±38,0* 108,6±3,0
4 ДР + ЕО 134,3±34,0 105,6±3,0
5 МНК1 132,5±38,0 83,6±3,0*+

6 МНК1 + ЕО 136,0±22,0* 121,0±1,0+§

7 МНК2 183,1±27,0* 146,3±27,0§

8 МНК2 + ЕО 166,4±24,0* 130,6±11,0§

#Концентрація препаратів 0,01 мкг/мл.
*Статистично значущі відмінності порівняно з контролем з рівнем значущості р<0,05.
+Статистично значущі відмінності порівняно з відповідною дозою ДР з рівнем значущості р<0,05.
§Статистично значущі відмінності порівняно з відповідною дозою МНК1 з рівнем значущості р<0,05.

Таблиця 4.	 Білкові маркери ЕМП клітин А-549 після впливу препаратів# та ЕО

№ Клітини
Білкові маркери 

(за системою H-score, балів)
β-катенін E-кадгерин

1 Контроль (без впливу) 95,6±21,0 141,3±6,0
2 ЕО 35,6±5,0* 107,3±19,0
3 ДР 117,0±13,0 122,6±5,0*
4 ДР + ЕО 52,0±2,0+ 106,3±3,0*+

5 МНК1 69,6±8,0+ 104,3±3,0*+

6 МНК1 + ЕО 53,6±10,0+ 121,6±9,0
7 МНК2 30,3±5,0*+§ 122,6±7,0§

8 МНК2 + ЕО 41,0±9,0*+§ 114,6±7,0*
#Концентрація препаратів 0,01 мкг/мл.
*Статистично значущі відмінності порівняно з контролем з рівнем значущості р<0,05.
+Статистично значущі відмінності порівняно з відповідною дозою ДР з рівнем значущості р<0,05.
§Статистично значущі відмінності порівняно з відповідною дозою МНК1 з рівнем значущості р<0,05.
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Особенности жизнеспособности, экспрессии 
белков адгезии и клеточного цитоскелета клеток 
линий рака легких А-549 и грудной железы 
T47D при использовании технологии магнитной 
нанотерапии
Н.А. Безденежных1, В.Э. Орел2, Н.И. Семесюк1, А.А. Лихова1, 
Р.А. Охрименко1, А.Ю. Рихальский2, А.В. Романов2, Ю.И. Кудрявец1

1Институт экспериментальной патологии, онкологии 
и радиобиологии им. Р.Е. Кавецкого НАН Украины, Киев 

2Национальный институт рака, Киев

Резюме. Исследованы особенности жизнеспособности 
и экспрессии белков адгезии и клеточного цитоскелета клеток 
линий рака легкого A-549 и грудной железы T47D в зависимо-
сти от магнитных свойств магнитного нанокомплекса (МНК) 
на основе наночастиц Fe3O4 с антрациклиновым антибиотиком 
доксорубицином (ДР) при  использовании технологии маг-
нитной нанотерапии. В экспериментах in vitro жизнеспособ-
ность клеток рака легкого человека А‑549 и грудной железы 
человека T47D имела во всех опытах сильную отрицательную 
корреляцию с концентрацией препаратов (среднее значение 
коэффициента корреляции r=–0,71). В проведенных экспери-
ментах выявлены различия в нарушениях экспрессии молекул 
межклеточной адгезии и протеинов, формирующих цитоске-
лет, под воздействием МНК и электромагнитного облучения 
в отличие от действия ДР. Общим для обеих моделей является 
достоверное снижение экспрессии Е-кадгерина под действием 
как ДР, так МНК с электромагнитным облучением. При этом 
установлена тенденция зависимости экспрессии молекул меж-
клеточной адгезии и протеинов от магнитных характеристик 
МНК. С учетом полученных результатов прогноз развития 
технологии магнитной нанотерапии  — это реализация воз-
можности дистанционно управляемого с помощью внешних 
магнитных полей локального влияния на окислительно-вос-
становительные (редокс) реакции и  уровень токсичности 
в  злокачественных опухолях при  химиотерапии больных 
онкологического профиля.

Ключевые слова: культуры клеток злокачественных опу-
холей, магнитная нанотерапия, магнитный нанокомплекс, 
доксорубицин.

The characterization of viability and expression 
of adhesion proteins and cellular cytoskeleton 
for A-549 lung cancer and T47D breast cancer 
cell lines when using magnetic nanotherapy 
technology
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Summary. The viability and expression of adhesion proteins 
and cellular cytoskeleton for A-549 lung cancer and T47D breast 
cancer cell lines were studied depending on the magnetic properties 
of magnetic nanocomplex (MNC) composed of Fe3O4 nanoparticles 
and anthracycline antibiotic doxorubicin (DOXO) when using the 
technology of magnetic nanotherapy. In experiments in vitro the 
viability of A549 human lung cancer cells and T47D human breast 
cancer cells had a strong negative correlation with the concentra-
tion of the drugs in all experiments (average value of correlation 
coefficient r=–0.71). The differences in expression of intercellular 
adhesion molecules and proteins forming cytoskeleton were revealed 
in the experiments when treated by MNC and electromagnetic 
radiation as compared to DOXO action. Common to both models 
is a significant decrease in the expression of E-cadherin under the 
influence of both DOXO, and MNC with electromagnetic radiation. 
The expression of intercellular adhesion molecules and proteins also 
tends to depend on the magnetic properties of MNC. Based on the 
results, we expect further development of the technology of magnetic 
nanotherapy in implementation of the possibility to remotely con-
trolled local influence by external magnetic fields on the oxidation-
reduction (redox) reactions and toxicity levels in malignant tumors 
during chemotherapy of cancer patients.

Key words: malignant cells cultures, magnetic nanotherapy, 
magnetic nanocomplex, doxorubicin.


