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Abstract 

Purposes: To investigate the anti-tumor mechanism of Kanglaite Injection (KLT). Materials and Methods: The inhibiting action of KLT on renal cancer cells was examined by MTT method. Cell apoptosis was assayed by TUNEL method. The expression of gene Fas/Apo-1 and Bcl-2 was analyzed by immunohistochemistry method. Results: The IC50 of KLT for inhibition of renal cancer cells was 19.31μl/ml. KLT at the concentrations of 5μl/ml and 10μl/ml could effectively induce apoptosis of cancer cells with apoptotic percentage of 31.30% and 89.76% respectively. The percentage of apoptotic cells would decrease with higher concentrations of KLT, for example less than 10% of cancer cells were apoptotic in the group of 15μl/ml or 20μl/ml. Immunohistochemistry analysis showed that the expression label index for Fas/Apo-1 gene was 74.6% in KLT treatment group while it was 21.2% in control group. The expression label index for Bcl-2 gene was 25% in control group while it was 6.6% in 10μl/ml KLT treatment group. Conclusion: The mechanism of the anti-tumor action of KLT can be found in its ability to induce apoptosis and necrosis of tumor cells. KLT of the concentration ≤10μl/ml mainly induces apoptosis of tumor cells. The optimal concentration for cell apoptosis induction is 10μl/ml. More than 10μl/ml of KLT will cause necrosis of tumor cells. The anti-tumor action of KLT might be explained by its ability to increase Fas/Apo-1 gene expression and inhibit Bcl-2 gene expression. 
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Kanglaite Injection is an anti-tumor agent prepared from Semen Coicis, a traditional Chinese medicine. Pharmacodynamic and clinical investigations have shown that KLT has a definite therapeutic effect of inhibiting the growth of many tumors. But its action and mechanism on renal cancer cells have not been reported. The purposes of this study are to investigate the anti-tumor mechanism of KLT in renal cancer cells and serve as guidance for clinical combined therapy of tumor. 

1. Materials and Methods 

1.1 Drugs and Cell Culture 

Kanglaite injection (10%) and emulsion for control were supplied by Zhejiang Kanglaite Pharmaceutical Co., Ltd. Blue tetrazolium [3(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H tetrazolium-bromide, MTT] was purchased from Sigma, U.S.A. Dimethyl sulphoxide (DMSO) was purchased from England. APO-DIRECT Kit was purchased from Boehringer Mannheim, U.S.A. The granulocyte renal carcinoma cell line (GRC-1) was supplied by the Institute of Urinary Surgery, the First Hospital of Beijing Medical University. The cells were cultured and passaged in RPMI-1640 culture medium containing 15% calf serum at 37℃, 5% CO2 in an incubator. 

Flow cytometer: FAC Scan(Beton Dickson, U.S.A) was supplied by the analysis department, the First Hospital of Beijing Medical University. 

1.2 Blue Tetrazolium Reduction Method (MTT Method) 

Inoculate 0.2ml logarithmic growth phase tumor cells of 1Ч105/ml into each pore of a 96-pore culture plate. Establish saline water control group and experiment groups of different KLT concentrations with 6 parallel pores each group. The cells were cultured in an incubator at 37℃, 5% CO2 for 72 hours. Add 10μl MTT (5mg/ml) to each pore 4 hours before termination of the experiment. The culture medium should be removed before test. 200μl dimethyl sulfoxide (DMSO) was added into each pore. The absorptance (O.D.value) of each pore would be measured by enzyme marker photometer at 570nm wavelength. The inhibition rate for cell proliferation was calculated with the following formula: 

Inhibition Rate(%)=(1- mean O.D.value of experiment group/mean O.D.value of control group )Ч100% 

The IC50 was calculated with logarithmic probability graphic method. 

1.3 Assay of Cell Apoptosis with Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Labeled (TUNEL) Immunofluorescence staining Method 

APO-DIRECT Kit was applied. Renal carcinoma cells were routinely cultured. KLT injection of 0μl/ml, 5μl/ml, 10μl/ml, 15μl/ml and 20μl/ml were added respectively to each experiment group when a approximate single-layer of cells formed. The cells would be cultured for another 48 hours, then digested. Washed them twice with 1×106 cells suspension and phosphate buffer solution (PBS), then fixed with 5% paraformaldehyde for 15 minutes and washed again with PBS. Added 50μl TUNEL labeled fluorescence mixed staining solution to the cell sediment and kept by lukewarm bath at 37℃ for 1 hour, washed with PBS and added Propidium Iodide (PI) 20μl to react at room temperature for 30 minutes for assay. 

1.4 Immunohistochemical Analysis 

Logarithmic growth phase tumor cells were treated with 10μl/ml KLT and 10μl/ml blank emulsion respectively for 48 hours then digested. Smears were made and kept in a moist box at 37℃ for 5 hours, washed twice with PBS then fixed with cold acetone for 15 minutes and stained with SP method. Meanwhile,PBS and normal rabbit serum were used for blank control [The SP kit, Fas/Apo-1 and Bcl-2(100) univalent antibody were supplied by Zhongshan Biotechnology Co.] The evaluation method of gene expression intensity: the positive expression for gene Fas/Apo-1was that the membrane appeared brown yellow in color and gene Bcl-2 expressed positively when the cytoplasm appeared yellow in color. 

5 HP visual fields (Ч400) were selected for observation and their average cell numbers were calculated. The label-index(LI) of Fas/Apo-1 gene in membrane and the LI of Bcl-2 gene in cytoplasm were calculated respectively according to the following formula: 

LI=(number of positive cells/total number of cells counted)Ч100% 

1.5 Statistics Analysis 

SAS software was applied for T-test. 

2. Results 

2.1 Inhibition Effect of KLT on Renal Carcinoma Cells 

After the GRC-1 cells were treated with KLT injection for 48 hours, it was observed that KLT had the effect of inhibiting the proliferation of GRC-1 cells (IC50=19.3μl/ml). 

2.2 Assay of Apoptosis of Renal Carcinoma Cells Induced by KLT 

After the GRC-1 cells were treated with KLT of different concentrations for 48 hours, apoptosis of cells induced by KLT was assayed by TUNEL-flow cytometric scan method. When the GRC-1 cells were treated with KLT at the concentration of 5μl/ml and 10μl/ml, the rate of positive cells in M1 area was 31.30% and 89.76% respectively while that of the control group was 1.02%. When the GRC-1 cells were treated with KLT at the concentration of 15μl/ml and 20μl/ml, the percentage of positive cells in M1 area was 1.76% and 8% respectively with no significant difference compared with control group (See Figure 1). 

2.3 Effect of KLT on Gene Fas/Apo-1 and Bcl-2 

The expression of Fas/Apo-1 gene in GRC-1 cells was weak in emulsion group and the LI was 21.20%. The Fas/Apo-1 gene expression in GRC-1 cells was remarkably intensified in KLT group and the LI was 74.60%. 

Bcl-2 gene expression could be measured in the cytoplasm of renal carcinoma cells of the control group and the LI was 25%. The Bcl-2 gene expression was decreased in KLT groups when GRC-1 cells were treated with increased KLT concentration. The Bcl-2 gene expression arrived at the lowest level when cells were treated with KLT at the concentration of 10μl/ml whereas the LI was 6.6%. 

3. Discussion 

Renal carcinoma is very difficult to manage. Due to the high expression rate of multiple drug resistant gene (in about 87% cases), the effect of chemotherapy for renal cancer is far from satisfactory. There is still no ideal therapy for renal carcinoma at present. 

Apoptosis of tumor cell is an independent process of cell suicide due to the cracking of DNA by activated endonuclease, forming 50-300 kbp base segments and then splitting into smaller segments (200 bp). Electrophoretic analysis will reveal a characteristic ladder appearance. Apoptosis could also be assayed by labeling fluorescein isothiocyanate (FITC-dUTP) to the single-chain or double-chain of 3-hydroxyl group-terminal of the 200 bp segments through terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT). Quantitative analysis of apoptotic cells can be made according to the fluorescene intensity. Differentiation of apoptosis from necrosis can also be made by this method with a higher sensitivity and specificity than gel electrophoresis method. 

The tumor-cell killing action of KLT for a variety of tumors both in vivo and in vitro has been reported by many researchers. Investigations on the cell proliferation cycle show that KLT has the retardation action for tumor by blocking the cells at the G2+M phase and decreasing the percentage of the DNA synthesis phase (S phase) cells. Yang Hua et al. demonstrated that human erythroleukemia cells were induced into apoptosis after they were treated by KLT 10μl/ml for 6 hours. When the cells were treated by higher KLT concentrations, injury of tumor cell membrane, PI high staining and increase of cell necrosis were observed. Apoptosis of human colon carcinoma cells SW1116 induced by KLT 10μl/ml was also detected by TUNEL technique. The study reveals that the effective concentration of KLT to induce apoptosis of tumor cells is 10μl/ml. 

In our study, the effect of KLT on inhibiting the proliferation of renal carcinoma cells was also observed after the cells were treated with KLT. The IC50 was 19.31μl/ml. KLT could induce apoptosis of renal carcinoma cells. The apoptotic percentage was 31.30% when the cells were treated by KLT 5μl/ml and 89.76% when the cells were treated by KLT 10μl/ml. The apoptotic cell number decreased if the cells were treated with higher concentration of KLT, indicating that high concentration of KLT would cause necrosis of the cells. We believe that there is an optimum dose-effect relationship for the anti-tumor action of KLT and the optimum therapeutic concentration of KLT should be studied for the purpose of obtaining the best therapeutic efficacy. 

Fas/Apo-1 gene plays an important role in regulating apoptosis of cells in the immune system. Fas/Apo-1 is a trans-membrane protein, belonging to the nerve growth factors and the TNF receptor superfamily. Fas/Apo-1 molecule is the receptor for the signal transduction of cell apoptosis. After it combines with Fas/Apo-1 antibody or ligand (Fas Ligard, Fasl), gene products for cell apoptosis are activated in cytoplasm and apoptosis of the cell is induced in which Fas/Apo-1 molecule expresses. Although the apoptosis signal transduction from Fas/Apo-1 are not clearly elucidated at present, it has been accepted by scholastic community that the signals activate Fas/Apo-1 and can induce apoptosis of certain tumor cells. If the Fas/Apo-1 signal system is damaged, tumor cells might selectively escape from immune surveillance and gain certain survival advantage. On the surface of activated T-lymphocytes, the expression of Fas/Apo-1 protein is high. There must be enough Fas/Apo-1 expression on cell membrane to induce apoptosis of tumor cells. 

The structure of all the links of the signal transduction system for Fas/Apo-1 antigen expression and cell apoptosis must be intact. Fas/Apo-1 molecule expresses extensively in both normal and cancer cells. The expression level of Fas/Apo-1 molecule in cancer cells is an important predicator for cancer diagnosis and treatment. Li Hongjun et al. reports that the expression level of Fas/Apo-1 in bladder carcinoma cell line (T24) and prostatic carcinoma cell line (PC-3M) is high. On the other hand, in bladder carcinoma cell line (BIU-87) and renal carcinoma cell line (RCC-949 and GRC-1), the expression level of Fas/Apo-1 is low or there is no expression. 

Our study also reveals that the expression level of Fas/Apo-1 molecule in GRC-1 cells is low so that cancer cells might escape the surveillance of T-lymphocytes with FasL immunization. This might explain the reason why the clinical results of immunotherapy using IL-2 and interferon for renal carcinoma are unsatisfactory. We have found that the expression level of Fas/Apo-1 molecule in GRC-1 cells is markedly increased when the cells have been treated with 10μl/ml KLT for 48 hours. It is suggested that the increased expression of Fas/Apo-1 gene in GRC-1 cells will make it easier for the activated T-lymphocytes to recognize cancer cells. 

Bcl-2 is a proto-oncogene with the specific action of inhibiting apoptosis of cells, therefore playing an important role in the apoptotic process. The anti-tumor activity of many chemotherapeutic agents such as Adriamycin and Cisplatin is due to their ability to decrease the Bcl-2 expression level. Many researchers believe that different sensitivity of leukemia cells to chemotherapeutic agents is correlated with the Bcl-2 expression level. In acute myelemia treatment by IL-6, G-CSF, glucocorticoid and dexamethasone, the Bcl-2 gene expression was suppressed and the sensitivity of Adriamycin and Cytarabine was increased for inducing apoptosis in leukemia cells. In this study, it is revealed that 10μl/ml KLT has the action of inhibiting the GRC-1 cell Bcl-2 gene expression. Many researchers have reported the sensitivity-enhancing action of KLT for chemotherapy and radiotherapy in treating tumors. It might be suggested that the mechanism underlying the increased tumor cell killing action of chemotherapy or radiotherapy when combined with KLT can be found in the function of KLT to inhibit Bcl-2 gene expression in tumor cells. 
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Figure 1.

The Apoptosis of GRC-1 Cells Induced by KLT with Different Concentrations 
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Изучение апоптоза клеток рака почки и экспрессии генов Fas/Apo-1 и Bcl-2, индуцированных Канглайтом для инъекций
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Резюме

Цель: Изучить механизм противоопухолевого действия Канглайта для инъекций. Материалы и методы: Ингибирующее действие Канглайта на клетки рака почки исследовали МТТ-методом. Клеточный апоптоз анализировали методом TUNEL. Экспрессию генов Fas/Apo-1 и Bcl-2 изучали иммуногистохимическим методом. Результаты: IC50 Канглайта для ингибирования клеток рака почки – 19,31 мкл/мл. Канглайт в концентрациях 5 мкл/мл и 10 мкл/мл может эффективно индуцировать апоптоз опухолевых клеток с апоптотическим процентным соотношением 31,30 % и 89,76 % соответственно. Процентное соотношение апоптотических клеток понижается при повышении концентраций Канглайта, например, менее чем 10% опухолевых клеток подверглись апоптозу в группе с концентрацией Канглайта 15 мкл/мл и 20 мкл/мл. Иммуногистохимический анализ показал, что меченый индекс экспрессии для гена Fas/Apo-1 составил 74,6 % в группе, леченой Канглайтом, и 21,2 % в контрольной группе. Индекс меченой экспрессии для гена Bcl-2 был 25 % в контрольной группе, тогда как в группе, получавшей 10 мкл/мл Канглайт, он составил 6,6 %. Заключение: механизм противоопухолевого действия Канглайта может быть обнаружен в его способности индуцировать апоптоз и некроз опухолевых клеток. Канглайт в концентрации <10 мкл/мл главным образом индуцирует апоптоз в опухолевых клетках. Оптимальная концентрация для индукции клеточного апоптоза – 10 мкл/мл. Концентрация больше, чем 10 мкл/мл вызывает некроз опухолевых клеток. Противоопухолевый эффект Канглайта можно объяснить его способностью повышать экспрессию гена Fas/Apo-1 и ингибировать экспрессию гена Bcl-2.

Ключевые слова: Канглайт, апоптоз, Fas/Apo-1, Bcl-2.

Канглайт для инъекций – противоопухолевый агент, изготовленный из семян Коикс, применяемых в традиционной китайской медицине. Фармакодинамические и клинические исследования показали, что Канглайт оказывает определенный терапевтический эффект, ингибируя рост многих опухолей. Но механизм его действия на клетки рака почки не был описан. Целью этого исследования было изучить противоопухолевый механизм действия Канглайта на клетках рака почки и использовать как руководство для клинической комбинированной терапии опухолей.

1. Материалы и методы

Препараты и клеточные культуры

Канглайт для инъекций (10 %) и эмульсия для контроля предоставлены Zhejiang Kanglaite Pharmaceutical Co., Ltd. Голубой тетразолий [3(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-дифенил-2Н тетразолий бромид] (МТТ) был приобретен в Sigma, USA. Диметил сульфоксид (ДМСО) был приобретен в Англии, APO-DIRECT Kit был приобретен Boehringer Mannheim, USA.

Линия клеток гранулоцитарной почечной карциномы (GRC-1) была предоставлена институтом урологии первого госпиталя медицинского университета Пекина. Клетки культивировали и пересевали в культуральной среде RPMI-1640, содержащей 15% телячью сыворотку при 37 С, 5% СО2 в инкубаторе.

Проточный цитометр: FACScan (Becton Dickinson, USA) предоставлен для анализа отделением первого госпиталя медицинского университета Пекина.

МТТ-метод (восстановление голубого теразолия)

В каждую лунку 96-луночного плато водили 0,2 мл 1105/мл опухолевых клеток в логарифмической фаза роста. Создавали контрольную группу с физиологическим раствором и экспериментальные группы с разными концентрациями Канглайта в 6 параллельных лунках каждой группы. Клетки культивировали в инкубаторе при 37 С, 5% СО2 в течение 72 ч. Добавляли 10 мл МТТ (5мг/мл) в каждую лунку за 4 ч до окончания эксперимента. Культуральную среду удаляли до теста. В каждую лунку добавляли 200 мл ДМСО. В каждой лунке измеряли поглощение (O.D. значение) с помощью фотометрии при длине волны 570 мн. Степень ингибирования клеточной пролиферации рассчитывали по формуле:

Степень ингбирования (%) = (1 – значение O.D. в экспериментальной группе/значение O.D. в контрольной группе)  100 %.

IC50 рассчитывали с логарифмической вероятностью графическим методом.

Исследование клеточного апоптоза иммунофлюоресцентным красящим методом TUNEL (меченая терминальная диоксинуклеотидил трансфераза)

Использовали APO-DIRECT Kit. Клетки почечной карциномы культивировали обычным способом. 0 мкл/мл, 5 мкл/мл, 10 мкл/мл, 15 мкл/мл и 20 мкл/мл Канглайта для инъекций добавляли в каждую экспериментальную группу, пока формировался приблизительно один слой клеток. Эти клетки культивировали 48 ч, затем отстаивали. Дважды промывали с 1106 клеточной суспензией и фосфатным буферным раствором (PBS), затем фиксировали в 5% параформальдегиде в течение 15 минут и снова промывали PBS. Добавляли 50 мл флюоресцентно-меченых TUNEL, перемешивали с красящим раствором до клеточной седиментации и держали на водяной бане при 37 С в течение 1 ч, промывали PBS и добавляли 20мкл йодистого пропидия (PI) при комнатной температуре в течение 30 минут для исследования.

Иммуногистохимический анализ

Опухолевые клетки в логарифмической фазе роста обрабатывали 10 мкл/мл Канглайта и 10 мкл/мл пустой эмульсией в течение 48 ч, затем настаивали. Делали мазки и держали во влажном боксе в течение 5 ч, дважды промывали PBS, затем фиксировали холодным ацетоном в течение 15 минут и окрашивали SP-методом. Кроме того, PBS и нормальная кроличья сыворотка использовались для пустого контроля (SP kit, Fas/Apo-1, Bcl-2 моноклональные антитела предоставлены Zhongshan Biotechnology Co.). Метод оценки интенсивности экспрессии генов: позитивная экспрессия гена Fas/Apo-1 была, когда на мембране проявился коричнево-желтый цвет, а позитивная экспрессия гена Bcl-2 была, когда в цитоплазме появился желтый цвет.

Для наблюдения были отобраны 5 НР визуальных полей (100) и было рассчитано среднее число клеток. Меченый индекс (LI) гена Fas/Apo-1 в мембране и LI гена Bcl-2 в цитоплазме были соответственно рассчитаны по формуле:

LI = (число позитивных клеток/общее число подсчитанных клеток)  100 %.

Статистический анализ SAS software применяли для Т-теста.

2. Результаты

Ингибирующее влияние Канглайта на клетки карциномы почки

После обработки клеток GRC-1 Канглайтом для инъекций, было обнаружено, что Канглайт влияет на ингибирование пролиферации клеток GRC-1 (IC50= 19,3 мкл/мл).

Исследование апоптоза клеток карциномы почки, вызванного Канглайтом

После обработки клеток GRC-1 Канглайтом для инъекций различных концентраций в течение 48 ч клеточный апоптоз, индуцированный Канглайтом, изучали методом TUNEL-проточного цитометрического сканирования. При обработке клеток GRC-1 Канглайтом в концентрации 5 мкл/мл и 10 мкл/мл, степень позитивных клеток в участке М1 была 31,30 % и 89,76 % соответственно, в то время как в контрольной группе она составила 1,02 %. При обработке клеток GRC-1 Канглайтом в концентрации 15 мкл/мл и 20 мкл/мл, процентное соотношение позитивных клеток в участке М1 было 1,76 % и 8 % соответственно, не было значительной разницы в сравнении с контрольной группой (см. рис. 3).

Влияние Канглайта на Fas/Apo-1 и Bcl-2

Экспрессия гена Fas/Apo-1 в GRC-1 клеточной линии была слабой в группе, получавшей эмульсию, LI составил 21,20 %. Экспрессия гена Fas/Apo-1 в клеточной линии GRC-1 была значительно интенсивнее в группе, получавшей Канглайт, LI был 74,60 %.

Экспрессия гена Bcl-2 была измерена в цитоплазме клеток почечной карциномы в контрольной группе, там LI составил 25 %. Экспрессия гена Bcl-2 в клетках GRC-1 снижалась в группе, получавшей Канглайт, при увеличении концентрации Канглайта. Экспрессия гена Bcl-2 достигла низшего уровня при обработке клеток Канглайтом в концентрации 10 мкл/мл, LI был 6,6 % (см. рис. 1 и 2).

3. Обсуждение

Почечная карцинома очень тяжело поддается лечению. Из-за высокой степени экспрессии гена множественной лекарственной устойчивости (примерно в 87 % случаев) результаты химиотерапии далеки от удовлетворительных. В настоящее время не существует идеального лечения для почечной карциномы. 

Апоптоз опухолевых клеток – независимый процесс клеточного самоуничтожения вследствие расщепления ДНК активированной эндонуклеазой, с формированием 50-300 kbp сегментов, а затем разбивки на меньшие сегменты (200 bp). Электрофорез проявляет «ДНКовую лестницу». Апоптоз также можно исследовать мечением флюоресцином изотиоцианатом (FITC-dUTP) одноцепочной или двухцепочной 3-гидроксил терминальной группы 200 bp сегментов с помощью терминальной деокснуклеотидил трансферазы (TdT). Количественный анализ апоптотических клеток можно провести в соответствии с интенсивностью флюоресценции. Отличие апоптоза от некроза также можно проверить этим методом, более чувствительным и специфичным, чем метод гель-электрофореза.

Многие ученые описывали цитотоксическое действие Канглайта на различные опухоли in vivo и in virto. Исследования цикла клеточной пролиферации показали, что Канглайт замедляет рост опухоли путем блокирования клеток в G2+M фазе и снижая процент клеток в S фазе. Yang Hua et al. показали, что клетки человеческой эритролейкемии индуцируют апоптоз после обработки Канглайтом в течение 6 ч. При обработке клеток более высокой концентрацией Канглайта наблюдается повреждение клеточной мембраны и увеличивается некроз клеток. Апоптоз клеток человеческой карциномы толстой кишки SW1116, индуцированный Канглайтом, также определяется методом TUNEL. Исследования показали, что эффективная концентрация Канглайта, индуцирующая апоптоз опухолевых клеток, 10 мкл/мл.

В нашем исследовании также наблюдали влияние Канглайта на ингибирование пролиферации клеток почечной карциномы после обработки Канглайтом. IC50 – 19,31 мкл/мл. Канглайт индуцировал апоптоз клеток почечной карциномы. Апоптотический процент был 31,30 % при обработке клеток 5 мкл/мл Канглайта, и 89,76 % при обработке 10 мкл/мл Канглайта. Количество апоптотических клеток снижалось при обработке клеток более высокими концентрациями Канглайта, показывая, что высокие концентрации Канглайта являются причиной некроза клеток. Мы полагаем, что существует оптимальная дозировка для противоопухолевого действия Канглайта; оптимальная терапевтическая концентрация Канглайта изучается для достижения наилучшей терапевтической эффективности.

Ген Fas/Apo-1 играет важную роль в регуляции клеточного апоптоза в иммунной системе. Fas/Apo-1 – трансмембранный белок, принадлежащий к суперсемейству нервного фактора роста и рецептора TNF. Молекула Fas/Apo-1 – рецептор для передачи сигнала клеточного апоптоза. После комбинации с Fas/Apo-1-антителом или лигандом (Fas-лиганд, Fasl), продукция генов клеточного апоптоза активируется в цитоплазме, индуцируется апоптоз клеток и экспрессируются молекулы Fas/Apo-1. Хотя передача апоптотического сигнала Fas/Apo-1 в настоящее время точно не объяснена, научным сообществом допускается, что сигнал активирует Fas/Apo-1 и может индуцировать апоптоз в некоторых опухолевых клетках. Если сигнальная система Fas/Apo-1 повреждена, опухолевые клетки могут выборочно ускользать от иммунного надзора и приобретать некоторое преимущество в выживании. На поверхности активированных Т-лимфоцитов определяется высокая экспрессия белка Fas/Apo-1. Для индукции апоптоза на клеточной мембране должна быть достаточно высокая экспрессия Fas/Apo-1.

Структура всех звеньев системы передачи сигнала для экспрессии антигена Fas/Apo-1 может быть интактной. Молекулы Fas/Apo-1 широко экспрессируются  в нормальных и в опухолевых клетках. Уровень экспрессии молекул Fas/Apo-1 в опухолевых клетках – важный показатель для диагностик и лечения рака. Li Hongjun et al. обнаружили высокий уровень экспрессии Fas/Apo-1 в клеточной линии карциномы мочевого пузыря (Т24) и в клеточной линии карциномы простаты (РС-3М). С другой стороны, в клеточной линии карциномы мочевого пузыря (BIU-87) и клеточной линии карциномы почки (RCC-949 и GRC-1) уровень экспрессии Fas/Apo-1 низкий, или вообще нет эксперссии.

Наше исследование также показало, что уровень экспрессии молекул Fas/Apo-1 в GRC-1 клетках низкий, поэтому опухолевые клетки могут избегать надзора со стороны Т-лимфоцитов. Это может объяснить отсутствие  клинического эффекта при иммунотерапии с использованием ИЛ-2 и интерферона при почечной карциноме. Мы обнаружили, что уровень молекул Fas/Apo-1 в клетках GRC-1 значительно увеличивается после обработки  клеток  10 мкл/мл Канглайта в течение 48 ч. Предполагается, что увеличенная экспрессия гена Fas/Apo-1 в GRC-1 клетках сделает более легкой активацию Т-лимфоцитов для распознавания опухолевых клеток.

Bcl-2 – протоонкоген со специфическим действием на ингибирование клеточного апоптоза, играющий важную роль в апоптотическом процессе. Противоопухолевая активность многих химиотерапевтических агентов, таких как Адриамицин и Цисплатин, происходит из-за их способности понижать уровень экспрессии Bcl-2. Многие исследователи полагают, что разная чувствительность лейкозных клеток к химиотерапевтическим агентам соотносится с уровнем экспрессии Bcl-2. В процессе лечения миеломы ИЛ-6, Г-КСФ, глюкокортикоиды и дексаметазон подавляется экспрессия гена Bcl-2 и чувствительность к Адриамицину и Цитарабину возрастает и индуцируется апоптоз клеток лейкемии. В этом исследовании показано, что 10 мкл/мл Канглайта оказывают влияние на ингибирование клетками GRC-1 экспрессии гена Bcl-2. Многие исследователи обнаружили влияние Канглайта на увеличение чувствительности к химиотерапии и радиотерапии в лечении опухолей. Можно предположить, что механизм, лежащий в основе повышения убивающего клетки действия химиотерапии или радиотерапии в комбинации с Канглайтом, может быть связан с ингибированием гена Bcl-2 в опухолевых клетках.
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Рисунок 1. Апоптоз клеток GRC-1, индуцированный разными концентрациями Канглайта: А – негативный контроль; Б – позитивный коньроль; В – эмульсия; Г – 5 мкл/мл Канглайта; Д – 10 мкл /мл Канглайта; Е – 15 мкл /мл Канглайта; Ж – 20 мкл /мл Канглайта.


