
ISSN 0206-5657. Вісник Львівського університету. Серія біологічна. 2020 Випуск 83. С. 14–23 
                             Visnyk of the Lviv University. Series Biology. 2020. Issue 83. P. 14–23

©   Мірошник Д., Шкорбатов Ю., 2020

БІОФІЗИКА

УДК 576.32/.36:612.014	 https://doi.org/10.30970/vlubs.2021.83.02

ВІДПОВІДЬ ІЗОЛЬОВАНИХ КЛІТИН БУКАЛЬНОГО ЕПІТЕЛІЮ 
ЛЮДИНИ НА СПІЛЬНУ ДІЮ ПРОТИПУХЛИННОГО АНТИБІОТИКА 

ДОКСОРУБІЦИНУ І МАГНІТНОГО ПОЛЯ

Д. Мірошник, Ю. Шкорбатов

Харківський національний університет імені В.Н. Каразіна НДІ біології 
майдан Свободи, 4, Харків 61022, Україна 

e-mail: dmitr503@gmail.com

У роботі досліджено комбінований вплив антибіотика доксорубіцину і 
магнітного поля на життєздатність ізольованих клітин букального епітелію двох 
донорів. Доксорубіцин є ефективним протипухлинним антибіотиком антрациклінового 
ряду, що застосовується для лікування широкого спектра онкологічних захворювань. 
Однак даний препарат має значну кількість побічних ефектів. Це суттєво знижує 
кількість випадків, коли можна застосовувати препарат. Уже тривалий час магнітні й 
електромагнітні поля використовують як лікувальний фактор у терапії онкологічних 
захворювань або самі по собі, або як допоміжний фактор. З метою підвищення 
ефективності хіміотерапії досліджується комбінований вплив доксорубіцину (як і 
інших протипухлинних антибіотиків) та електромагнітного випромінювання. Для 
проведення експериментів використано клітини букального епітелію двох донорів 
одного віку та статі. Показано, що доксорубіцин у концентрації 2 мкг/мл протягом 
2 год призводить до підвищення проникності мембран клітин до бромистого етидію 
та індигокарміну й до гетерохроматинізації хроматину в ядрах клітин. Вплив 
магнітного поля 25 мТл протягом 30 і 60 хв призводить до підвищення проникності 
мембран і кількості гранул гетерохроматину в ядрах. Вплив постійного магнітного 
поля одночасно з доксорубіцином призводить до зменшення кількості гранул 
гетерохроматину в ядрах клітин одного з донорів порівняно з варіантом впливу тільки 
доксорубіцину, що свідчить про захисний ефект магнітного поля.

Можливий механізм захисної дії магнітного поля у наших експериментах 
полягає в тому, що стрес під впливом магнітного поля активізує захисні механізми 
клітини (в тому числі і перехід хроматину в гетерохроматинізований стан). У свою 
чергу, попередньо активовані, завдяки дії магнітного поля, механізми захисту клітини 
знижують токсичні ефекти, які викликає саме доксорубіцин.

Ключові слова: життєздатність клітин, хроматин, гетерохроматин, клітинна 
мембрана, проникність мембран

Доксорубіцин (скорочено Dox) – антибіотик антрациклінового ряду, виділений із 
культури Streptomyces peuceticus var. caesius. Гідрохлорид доксорубіцину є поширеним 
протипухлинним антибіотиком. Принцип дії заснований на пригніченні синтезу ДНК і 
РНК завдяки інтеркаляції у подвійній спіралі ДНК між парами азотистих основ [11] і про-
вокування розщеплення ДНК внаслідок утворення вільних радикалів [1, 24]. Крім цьо-
го, протипухлинна дія доксорубіцину обумовлена зміною клітинних функцій у результаті 
зв’язування препарату з топоізомеразою II. Інгібування топоізомерази II може додатково 
викликати додаткову торсійну напругу в молекулі ДНК, що призведе до посилення обороту 
нуклеосом у зоні промоторів [25]. Доксорубіцин викликає апоптоз, впливаючи на білки ро-
дини p53, p21WAF1 / CIP1 та Bcl-2 [2, 3]. Особливо важливу роль у індукції апоптозу вна-
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слідок дії доксорубіцину відіграють два незалежних процеси: активація p53 та зростання 
H2O2 у клітинах пухлини. Активація каспази-3 передує стимуляції транскрипційної актив-
ності p53 в ендотеліальних клітинах. ДОКС викликав ранню активацію p53 у пухлинних 
клітинах, після чого спостерігали активацію каспази-3 та фрагментацію ДНК [21].

Доксорубіцин застосовують для лікування широкого спектра онкологічних захво-
рювань [5, 11]. Однак даний препарат має значну кількість побічних ефектів: негативний 
вплив на серцево-судинну систему та кров (кровотворення, гемостаз), органи шлунково-
кишкового тракту і сечостатевої системи, на шкірні покриви. Також він викликає алергічні 
реакції, екстравазат, целюліт, некроз, апоптоз (якщо потрапляє у навколишні тканини), рід-
ко - кон’юнктивіт, сльозотечу), а також має протипоказання [5, 9, 13]. Даний аспект суттє-
во знижує ефективність лікування (ліки вводять до прояву побічних ефектів). Саме тому 
багато досліджень присвячено розробці методик, що дають змогу підвищити ефективність 
лікування доксорубіцином або зменшити негативний його вплив на організм.

Для зниження токсичного ефекту або для підвищення ефективності протиракової те-
рапії застосовують введення додаткових речовин, наприклад, фенолів [8] і йоду [12], а також 
доставку препарату безпосередньо до пухлини завдяки ліпосомам [6] і наногелям [22].

Уже тривалий час магнітні й електромагнітні поля використовують як лікувальний 
фактор у терапії онкологічних захворювань або самі по собі, або як допоміжний фактор 
[1, 14]. З метою підвищення ефективності хіміотерапії досліджують комбінований вплив 
доксорубіцину (як і інших протипухлинних антибіотиків) і електромагнітного випроміню-
вання [10]. Мета даної роботи – дослідити ефекти спільного впливу доксорубіцину та по-
стійного магнітного поля на життєздатність клітин людини і виявити можливість зниження 
негативного впливу препарату.

Матеріали та методи
Для проведення експериментів використано клітини букального епітелію двох до-

норів: донор А (24 роки) і донор Б (23 роки). Клітини отримано шляхом відскрібання з 
внутрішнього боку щоки донора за допомогою тупого стерильного шпателю і поміщено у 
буферний розчин (3,03 мМ фосфатний буфер, pH 7,0 з додаванням 2,89 мМ CaCl2) [19]. До-
нори клітин були проінформовані про цілі експерименту й дали свою згоду на проведення 
експерименту і публікацію його результатів у неперсоніфікованій формі. Як джерело анти-
біотика використано медичний препарат «Доксорубіцін «Ебеве» (Австрія) з концентрацією 
доксорубіцину 2 мг/мл. До отриманих зразків букального епітелію (кількість клітин у всіх 
варіантах встановлено однакову (6000±300 клітин)). Даний концентрат для внутрішньо-
венних інфузій як допоміжну речовину містить лише натрію хлорид. Розчин розбавляли 
у 100 разів буферним розчином, описаним вище, для отримання концентрації 20 мкг/мл. 
100 мкг розчину додавали до 900 мкг розчину зі зразками клітин для отримання кінце-
вої концентрації 2 мкг/мл (концентрації антибіотика та концентрації клітин однакові для 
обох донорів). Ця концентрація близька до тої, що використовується у медичній практиці – 
2,4 мг/кг маси тіла [5]. Тривалість контакту доксорубіцину і клітин букального епітелію – 
2 год. Раніше було показано, що клітини дають відповідь на доксорубіцин саме за цей час. 
Наприклад, у клітинах PA-1 помітні зміни активності p53 та кількості вільних радикалів 
через 2 год впливу доксорубіцину [21]. Також у попередній роботі [17] встановлено, що 
така концентрація стабільно призводить до відхилень досліджуваних показників, але не 
виводить жоден із них на плато.

Постійне магнітне поле (МП) створював магніт (пермалой, 26 х 9 х 1,8 см) з магніт-
ною індукцією 25 мТ. Суспензію клітин (10 мкл) помістили у пробірку Еппендорф (0,1 мл) 
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і розміщували на північному полюсі магніту. Час впливу доксорубіцину дорівнював 2 год 
у всіх варіантах експерименту. У випадках комбінованого впливу ДОКС і магнітного поля 
на рисунках вказано тривалість дії магнітного поля.

Оцінку життєздатності клітин проводили за допомогою комбінованого забарвлення 
барвниками Hoechst 33342 (10 мг/л) і бромистий етидій (5 мг/мл) [3]. Бромистий етидій 
забарвлює ДНК клітини, але не проникає крізь мембрану непошкодженої клітини за уста-
новлений в експерименті час. Таким чином, забарвлюються тільки ядра клітин з ушкодже-
ною мембраною, що пропускає барвник бромід етидію всередину клітини. Hoechst 33342 є 
вітальним барвником. Під час зв`язування з ДНК у ядрі та цитоплазмі клітин він забарвлює 
їх у синій колір. За обраний для експерименту час барвник Hoechst 33342 забарвлює як 
ушкоджені, так і неушкоджені клітини та слугує для підрахунку загальної кількості клітин 
у полі зору. Для оцінки життєздатності оброблено по 1200 клітин у кожному експерименті 
(три повтори по 400 клітин). У кожному експерименті підраховували відношення кількості 
ядер клітин, забарвлених бромідом етидію в кольори від блідо-рожевого до червоного, до 
всіх зареєстрованих клітин.

Для безпосередньої оцінки зміни проникності мембран використано забарвлення 
4 мМ розчином індигокарміну [19], приготованого на буферному розчині для зберігання 
клітин, описаному вище. Кінцева концентрація індигокарміну становила 2 мМ. Клітини з 
нормальною проникністю мембрани лишалися незабарвленими, клітини, мембрани яких 
були пошкоджені, забарвлювалися. Опрацьовано по 1200 клітин на кожен варіант експери-
менту (три повтори експерименту по 400 клітин). Підраховували кількість незабарвлених і 
забарвлених клітин після контакту зразка і барвника протягом 5 хв (проводили фотозйомку 
зразка протягом не більше 1 хв на зразок, щоб уникнути впливу різниці часу на кількість 
зафарбованих клітин). 

Оцінку стану, в якому перебували клітини у результаті впливу доксорубіцину, про-
водили на підставі підрахунку кількості гранул гетерохроматину в ядрах клітин. Для ві-
зуалізації гранул гетерохроматину використали 2 % розчин барвника орсеїну в 45 % оцто-
вій кислоті [16]. Усього оброблено по 300 клітин у будь-якому варіанті експерименту (три 
повторності по 100 клітин). Як відомо, формування гранул гетерохроматину (а саме фа-
культативного гетерохроматину) є загальною реакцією клітини  на стрес, фізіологічні чи 
екологічні чинники [15, 20].

Визначали стандартну похибку та достовірне відхилення між контрольним і дослід-
ним варіантами. Останнє визначали за t-методом Стьюдента [23]. На рисунках ті дані до-
слідів, що відрізняються достовірно від контролю, відмічені зірочкою (*) p<0,05.

Результати і їхнє обговорення
Експеримент із забарвлення Hoechst 33342 та бромистим етидієм виявив збільшення 

числа пошкоджених клітин за умов впливу магнітного поля 25 мТл протягом 30 хв і більше 
(рис. 1).

Практично не виявлено відмінностей від контролю у життєздатності клітин 
за методом забарвлення Hoechst 33342 та бромистим етидієм в умовах впливу саме 
доксорубіцину або ДОКС+ магнітне поле (рис. 2).

Забарвлення індигокарміном виявило збільшення проникності мембран клітин 
донора В під впливом магнітного поля з індукцією 25 мТл протягом 30 та 60 хв (рис. 3). 
При цьому кількість забарвлених клітин донора В трохи зростає зі збільшенням часу 
впливу магнітного поля. 

За комбінованого впливу магнітного поля і доксорубіцину кількість забарвлених 
клітин донора А знижується у процесі впливу магнітного поля 30 і 60 хв порівняно із 
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впливом тільки доксорубіцину. Для клітин донора В модифікуючої дії магнітного поля на 
проникність мембран не виявлено (рис. 4).

Рис. 1. Відношення кількості клітин, які забарвлюються бромистим етидієм, до загальної кількості 
клітин у двох донорів (А, Б) у контрольному варіанті та за умов впливу магнітного поля 
(25 мТ) із різним часом впливу. Зірочкою відмічено варіанти, у котрих виявлено достовірне 
відхилення (Р<0,05) для кожного донора

Рис. 2. Відношення кількості клітин, які забарвлюються бромистим етидієм, до загальної кількості 
клітин у двох донорів (А, Б) у контрольному варіанті та за комбінованого впливу магнітного 
поля (25 мТ час впливу 20, 30 та 60 хв) та доксорубіцину (2 мкг/мл). Зірочкою відмічено 
варіанти, у котрих виявлено достовірне відхилення (Р<0,05) для кожного донора
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Рис. 3. Відношення кількості клітин, які забарвлюються індигокарміном, до загальної кількості клітин 
у двох донорів (А, Б) у контрольному варіанті та за умов впливу магнітного поля (25 мТ) із 
різним часом впливу. Зірочкою відмічено варіанти, у котрих виявлено достовірне відхилення 
(Р<0,05) для кожного донора

Рис. 4. Відношення кількості клітин, які забарвлюються індигокарміном, до загальної кількості клітин 
у двох донорів (А, Б) у контрольному варіанті та за комбінованого впливу магнітного поля 
(25 мТ час впливу 20, 30 та 60 хв) і доксорубіцину (2 мкг/мл). Зірочкою відмічено варіанти, у 
котрих виявлено достовірне відхилення (Р<0,05) для кожного донора
Виявлено збільшення кількості гранул гетерохроматину за впливу постійного 

магнітного поля з індукцією 25 мТл протягом 30 і 60 хв (рис. 5).
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Рис. 5. Кількість гранул гетерохроматину в ядрах клітин букального епітелію двох донорів (А, Б) 
у контрольному варіанті та за умов впливу магнітного поля (25 мТ) із різним часом впливу. 
Зірочкою відмічено варіанти, у котрих виявлено достовірне відхилення (Р<0,05) для кожного 
донора
За комбінованого впливу магнітного поля протягом 20 хв і більше та доксорубіцину 

кількість гранул гетерохроматину  підвищена щодо контролю, але знижується щодо 
варіанта ДОКС під час впливу магнітного поля протягом 30 та 60 хв (рис. 6).

Рис. 6. Залежність кількості гранул гетерохроматину в ядрах клітин донора А і донора Б у 
контрольному варіанті та за комбінованого впливу магнітного поля (25  мТ час впливу 20, 
30 та 60 хв) і доксорубіцину (2 мкг/мл). Зірочкою відмічено варіанти, у котрих виявлено 
достовірне відхилення (Р<0,05) для кожного донора
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Таким чином, можна стверджувати, що постійне магнітне поле з індукцією 25 
мТл впливає на життєздатність клітин за тривалості впливу від 30 хв і більше. Можна 
бачити, що магнітне поле саме по собі призводить до зниження життєздатності клітин і 
викликає підвищення проникності мембран донора В (рис. 1, 3). За умов комбінованого 
впливу доксорубіцину і магнітного поля на клітини букального епітелію одного з донорів 
(донор А) магнітне поле знижує ефект підвищення проникності клітинних мембран, 
який спричинив доксорубіцин. Дані про підвищення проникності клітинних мембран під 
впливом магнітного поля добре узгоджуються з нашими попередніми результатами, які 
свідчать про підвищення проникності клітинних мембран до вітальних барвників за умов 
дії магнітного поля [18].

Магнітне поле викликає збільшення числа гранул гетерохроматину в ході 
експерименту із впливу на клітини тільки магнітного поля (рис. 5). Це узгоджується з 
попередніми даними [18] та свідчить про стресову реакцію клітин. 

Доксорубіцин викликає значне підвищення кількості гранул гетерохроматину в 
ядрі, тобто процес гетерохроматинізації. Унаслідок комбінованої дії доксорубіцину і 
магнітного поля в клітинах донора В помітно знижується ступінь гетерохроматинізації, яка 
була спричинена дією доксорубіцину (рис. 6). Наші дані узгоджуються з даними роботи 
[7], у якій на клітинах HL-60 спостерігали значне зниження життєздатності, посилення 
апоптозу, зниження потенціалу мітохондріальної мембрани (ПММ), підвищення вмісту 
Ca2+ та зниження активності Ca2+ -Mg2+ -ATPase під впливом доксорубіцину. У клітинах під 
впливом опромінення мікрохвилями показано посилення проліферації клітин, зменшення 
апоптозу, збільшення ПММ, зниження Ca2+ та підвищення активності Ca2+ - Mg2+ -ATPase. 
Таким чином, вплив мікрохвиль на клітини безпосередньо перед впливом доксорубіцину 
захищає клітини HL-60 від токсичних ефектів подальшого впливу доксорубіцину [7].

Можливий механізм захисної дії магнітного поля у наших експериментах полягає 
в тому, що стрес під впливом магнітного поля активізує захисні механізми клітини 
(в тому числі й перехід хроматину в гетерохроматинізований стан). У свою чергу, 
попередньо активовані завдяки дії магнітного поля механізми захисту клітини знижують 
токсичні ефекти, які викликає саме доксорубіцин. Саме такою є основа явища гормезису, 
який у найбільш загальному вигляді характеризується двофазною реакцією на дозу 
пошкоджувального фактора, а саме, стимуляцією низькою дозою та інгібуванням високою 
дозою. Ефект гормезису пояснює складні нелінійні закономірності за дії іонізуючої радіації 
та токсичних речовин [4].

Вплив доксорубіцину в концентрації 2 мкг/мл протягом 2 год призводить 
до підвищення проникності мембран клітин букального епітелію людини і до 
гетерохроматинізації хроматину в ядрах клітин.

Вплив магнітного поля 25 мТл протягом 30 і 60 хв призводить до збільшення 
проникності мембран клітин до бромистого етидію та до індигокарміну і до підвищення 
кількості гранул гетерохроматину в ядрах.

Вплив постійного магнітного поля одночасно з доксорубіцином призводить до 
зменшення кількості гранул гетерохроматину в ядрах клітин одного з донорів порівняно з 
варіантом впливу тільки доксорубіцину, що свідчить про захисний ефект магнітного поля.
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The combined effect of doxorubicin and magnetic field on the viability of isolated 
buccal epithelial cells two donors was investigated. 

Doxorubicin is an effective antitumor antibiotic, but this drug has a large amount of 
side effects. This significantly reduces the number of cases when you can change the drug. 
To reduce the toxic effect or to increase the effectiveness of anticancer therapy, the introduc-
tion of additional substances is used. For a long time, magnetic and electromagnetic fields 
have been used as a therapeutic factor by three therapies for cancer alone, or as an adjunct.

Doxorubicin at a concentration of 2 μg/ml for 2 hours has been shown to increase of 
cell membrane permeability and heterochromatin granule quantity in cell nuclei. Exposure 
of cells to 25 mT magnetic field for 30 and 60 minutes results in decrease in cell viability 
and increase in cell membrane permeability and the number of heterochromatin granules 
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in nuclei. Combined exposure to static magnetic field and doxorubicin results in decrease 
of the number of heterochromatin granules in the nuclei of cells from one of the donors, 
as compared to the variant of exposure only to doxorubicin, which indicates the protective 
effect of the magnetic field.

A possible mechanism of the protective action of the magnetic field in our experi-
ments is that the stress under the influence of the magnetic field activates the protective 
mechanisms of the cell (including the transition of chromatin to a heterochromatinized 
state). That way, been pre-activated due to the action of the magnetic field, the defense 
mechanisms of the cell reduce the toxic effects caused by doxorubicin.

Keywords: cell viability, chromatin, heterochromatin, cell membrane, permeability
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