Вивчення впливу препарату амітозин на клітини тератобластоми яєчників людини (клітини лінії РА-1).
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Резюме.

Вивчено динаміку проникнення та впливу препарату амітозин на клітини лінії РА-1 (клітини тератобластоми яєчників людини) та досліджено власну флуоресценцію цього препарату.

Встановлено, що амітозин проникає у клітини лінії РА-1, спричиняючи значний цитотоксичний ефект та виявляючи при цьому здатність до власної флуоресценції.
Амітозин – протипухлинний препарат, який поряд з високою протипухлинною дією, має мінімальну токсичність, не пригнічує кровотворення та імунітет [1]. Цей препарат є сумою тіофосфамідних похідних алкалоїдів чистотілу. Особливою властивістю цих алкалоїдів є наявність у них власної флуоресценції в ультрафіолетових променях (з довжиною хвилі 330-360 нм). Переважно, це флуоресценція  різними відтінками жовтого кольору (берберин, сангвінарин) або синього – хелідонін [2]. За рахунок цього препарати чистотілу, в тому числі і амітозин, здатні до власної флуоресценції [3].
Амітозин має широкий спектр протипухлинної дії в експериментальній і клінічній онкології [4].  
Метою нашої роботи було вивчення протипухлинної дії препарату амітозин на клітини лінії РА-1 (клітини тератобластоми яєчників людини) та здатність препарату до власної флуоресценції.
Культуру РА-1 одержано із Російської колекції клітинних культур (Санкт-Петербург). За морфологією клітини даної лінії є епітеліоподібними [5].
Клітини вирощували у поживному середовищі Ігла у модифікації Дюльбекко (ДМЕМ – Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Cellgro, USA) з додаванням ембріональної сироватки телят (10%, Сангва, Львів, Україна).

Перед використанням сироватку інактивували прогріванням протягом 30 хв при температурі 560С. У середовище додавали 100 ОД/мл пеніциліну і        100 мг/мл стрептоміцину (Київмедпрепарат, Україна).  

При пересіванні клітини знімали 0,25 %-м розчином трипсину і 0,02 %-м

версену у співвідношенні 1:1.

Клітини культивували при температурі 370С в атмосфері, яка містить 5%  СО2 [6].
Люмінесцентно-мікроскопічну картину клітин досліджували за допомогою люмінесцентного мікроскопа МЛ-2 („ЛОМО”, Росія). 
Використовували препарат амітозин (ІОВНУ, Україна) з концентрацією 1 мг/мл, розчинник препарату, дистильовану воду, клітини лінії РА-1 (клітини тератобластоми яєчників людини).
Клітини розсівали і через 24 год після інкубування обробляли препаратом у робочій концентрації 1 мг/мл.

У досліді використовували 2 контролі: клітини, оброблені розчинником препарату і клітини, оброблені дистильованою водою.
Простежили, що препарат проникає в пухлинні клітини лінії РА-1 і спочатку локалізується навколо ядра. У концентрації 1 мг/мл амітозин виявляє значний цитотоксичний ефект. Через 10 хв після інкубації клітин з амітозином спостерігали флуоресценцію більшості клітин.
Через 4 год інкубації клітин із препаратом половина клітин гинула, а через 
24 год інкубації кількість живих клітин становила не більше 10%. 
У досліді ми спостерігали флуоресценцію мертвих клітин. За своїм характером флуоресценція мертвих клітин і клітин, оброблених препаратом, на початкових етапах відрізнялася. Мертві клітини мали рівномірну флуоресценцію, тоді як пухлинні клітини, оброблені амітозином - яскраву пульсуючу.
В обох контролях флуоресценції живих клітин лінії РА-1 не спостерігали, процес загибелі клітин був не виражений.
Висновок.

При експериментальному вивченні протипухлинної дії препарату амітозин, встановлено, що амітозин в концентрації 1 мг/мл (в добовій експозиції) виявляє значний цитотоксичний ефект на клітини тератобластоми яєчників людини (клітини лінії РА-1). Препарат проникає в пухлинні клітини, спочатку локалізується навколо ядра, а потім призводить до руйнування і загибелі цих клітин.

Отримані результати вказують на перспективність широкого вивчення і застосування протипухлинного препарату амітозин для контролю вибірковості його дії та діагностики пухлин.
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