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Лекарственная резистентность опухолевых клеток является важнейшей пробле
мой клинической онкологии. П роцесс привыкания можно до известной степени замед
лить путем комбинированного применения препаратов с разной структурой и неоди
наковым механизмом действия.

Поэтому актуальность представляют исследования, направленные на поиск но
вого класса веществ, имеющих более сильный фармакологический и низкий токсичес
кий эффекты.

Мы исследовали противоопухолевый фармакологический потенциал экстрактов 
растений сем. Cactaceae, выращенных в условиях оранжереи.

В ходе проведения исследований установлено, что инкубация крови больных хро
ническим лимфолейкозом с алкалоидами Pereskia aculeata увеличивает интенсивность 
экспрессии и плотность распределения рецепт оров CD95 на мембране лимфоцитов и 
сопровож дается рост ом  числа лимфоцитов с признаками разры ва ДНК.

К лю чевы е слова: Pereskia aculeata, противоопухолевый фармакологический по
тенциал, проточная цитомерия.

пЫ
Введение

Несмотря на достижения в лечении онкологических заболеваний фармпре
паратами, некоторые из них (за исключением таргетной терапии и применения 
искусственных комплексов из моноклональных антител) имеют достаточно 
выраженные побочные эффекты, приводят к резистентности опухолевых кле
ток к лекарственным средствам. Процесс привыкания можно до известной сте-
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пени замедлить путем комбинированного применения препаратов с разной 
структурой и неодинаковым механизмом действия.

Комбинации лекарственных препаратов, различных по структуре и меха
низмам действия, используемые при интенсивной химиотерапии, оказывают 
значительное токсическое действие на организм в целом и приводят к разви
тию множественной лекарственной устойчивости. Поэтому актуальность пред
ставляют исследования, направленные на поиск нового класса веществ, имею
щих более сильный фармакологический и низкий токсический эффекты.

Одной из задач современной медицины является поиск принципиально но
вых лекарственных соединений, созданных на основе сложных композ ~ 
полученных из растительного сырья [1, 2, 3].

Фармакология и фармакогнозия Беларуси при производстве новых су( 
ций ориентируется по понятным причинам на аборигенные виды лекарственных 
растений. Вместе с тем, оранжерейные виды -  могут содержать уникальные ве
щества, обладающие выраженным фармакологическим потенциалом. Так, мно
гие представители сем. Cactaceae Juss. имеют разнообразные биологически ак
тивные вещества и композиции для создания новых лекарственных средств [1,4]. 
Их можно использовать в пролонгированном лечении: в амбулаторно-поликли
нических условиях, на “межмедикаментозном” реабилитационном этапе. При 
лечении некоторых заболеваний фитотерапию можно расценивать как поддер
живающий метод лечения для предупреждения рецидивов, обострений, для улуч
шения результатов амбулаторного, стационарного или санаторного лечения.

Преимущество препаратов из лекарственных растений в том, что при их 
употреблении в организм человека поступает целый комплекс родственных ему 
биологически активных соединений. Созданные на основе лекарственных рас
тений препараты влияют на организм мягче, чем синтетические, имеют мень
ше побочных эффектов.

Наибольший интерес для нашего исследования представляют следующие 
виды семейства Cactaceae: Pereskia aculeata (Plum.) Mill., Pereskia grandifolia 
Mill., Coryphantha pectinata (Engelm.) Britton et Rose. (С. echinus (Engelm.), 
Hylocereuspolyrhizus Britton et Rose., Eriocereus martini (Lab.) Ricc., Eriocereus 
quelichii (Speg.) Backeb., Trichocereus pachanoi Brittonet Rose, Trichocereus 
spachianus (Lem.). Они произрастают в тропическом и субтропическом климате 
и применяются при купировании некоторых классов онкологических заболева
ний [1]. В Республике Беларусь эти растения произрастают в условиях оранже
реи, что может оказать влияние на их лекарственные свойства.

Таким образом, цель исследования: оценить противоопухолевый фармако-
ческий потенциал экстрактов представителей сем. Cactaceae, выращенных

1. Ботанико-биохимические методы. Растения выращивали в оранжерее 
ГНУ “ЦБС НАНБ” в емкостях 150-500 мл при температуре 20-25°С, относи
тельной влажности воздуха 60-90% и притенении. Почвенный субстрат состо
ял из смеси верхового торфа и песка в соотношении (1:1), pH 5,7. Частота поли-
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ва устанавливалась согласно изменению влажности субстрата, которая колеба
лась между 100-70%. Растительный материал отбирался в весенний период, 
после выхода растений с зимнего покоя.

Для выделения алкалоидов стебли и листья растений высушивали при ком
натной температуре, хранили в сухом прохладном месте. Высушенный матери
ал (100 г.), гомогенизированный в 200 мл 95% этанола. Спиртовой раствор филь
тровали и выпарили спирт. Экстракт растворяли в 60 мл 0.1 МНС1 и 60 мл хло
роформа. Водная фаза дважды экстрагировалась хлороформом1.

В исследованиях использовался хроматограф Thermo Scientific LTQ 
ORBITRAP, США с масс-детекгором Finnigan DSQII (Thermo Scientific, США). 
В качестве матриц в ВЭЖХ использовался оксид кремния (силикагель). Произ
водитель декларирует чувствительность хромато-масс-спектрометрия на уров
не 10 6-10-9 г.

2. Цитологические методы
Гематологическое исследование проводилось (ш vitro) на венозной крови 

пациентов с антикоагулянтом (гепарин) 11 доноров-добровольцев (группа 1) и
11 больных с диагнозом С91.1 МКБ 10 пересмотра (группа 2), поскольку боль
шинство опухолевых клеток у пациентов этой группы являются покоящимися 
лимфоцитами, находящимися в GO-фазе клеточного цикла. Группы пациентов 
были рандомизированы по возрасту и отсутствию сопутствующих заболева
ний.

Забор крови производился у больных, проходивших курс стационарного 
лечения в учреждении здравоохранения “Могилевская областная больница” при 
получении информированного согласия на участие в исследовании. В качестве 
антикоагулянта использовался гепарин 5 Ед/мл, поскольку для индукции апоп- 
тоза необходимы ионы Са2+. Перед проведением иммунофенотипирования кровь 
исследовалась на количество лейкоцитов и лейкоцитарную формулу.

Общий анализ крови производили на полуавтоматическом гемоанализато
ре “Abacus” (Австрия) и микроскопе AxioImagerAl (Zeiss) с DIC-системой 
(xl000/NA 1.3) и видеокамерой AxioCam MRc5. Для каждого пациента созда
вался видеоархив из 100 цифровых изображений клеток.

Для анализа клеточного цикла и иммунофенотипирования кровь разводи
ли фосфатно-солевым буфером (PBS), пробирку с кровью помещали на 30 ми
нут в термостат (37°С) для предварительного оседания эритроцитов. Собирали 
взвесь лейкоцитов, которые затем центрифугировали в течение 10 минут для 
удаления тромбоцитов. Оставшиеся на дне пробирки лейкоциты разводили ра
створом Хенкса до объема 2 мл и ресуспендировали. Наслоение клеток на гра
диент плотности осуществляли по общепринятому протоколу.

3. Методика окрашивания клеток. Клетки (9x105 в 1 см3) инкубировали при 
37°С в течение приемлемого для исследования цельной крови времени (до 8 ч). 
Контролем служили интактные клетки, инкубированные в тех же условиях, но

1 Исследования на хромато-масс-спектрометре проводили в Национальной антидопинговой
лаборатории (Республика Беларусь, поселок Лесной) совместно с доктором медицинских наук
Хоменко Александром Игнатьевичем, предварительно переведя алкалоиды в диэтиловый эфир.
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без экстракта. Использовалась различная концентрация изучаемых алкалоидов 
Pereskia aculeata (0-3.125 мг/мл). В работе проанализирована максимальная кон
центрация, обладавшая наиболее высокой фармакологической активностью.

Определение доли апоптозных клеток производилось при оценке количе
ства и плотности рецепторов на СБ95-позитивных лимфоцитах. Анализ гис
тограмм проводили с учетом интенсивности флуоресценции на проточном ци- 
тофлуориметре CellLabQuanta (Beckman Coulter, USA).

Для анализа клеточного цикла добавляли 1 каплю калибратора ДНК к 1 мл 
NIM-DAPI, затем суспензию клеток смешивали с 1 мл NIM-DAPI, достигая 
финальной концентрации 1 -2х 106 клеток/мл. Образец пропускали через фильтр 
с диаметром пор 25 мкм и анализировали клеточную суспензию методом про
точной цитометрии на проточном цитофлуориметре CellLabQuanta (Beckman 
Coulter, USA). В каждой пробе анализировали не менее 10000 клеток.

Статистический анализ включал в себя подсчет средних значений для каждого 
случая, анализ распределения данных, сравнение серий экспериментальных ис
следований проводился с использованием параметрического теста Стьюдента.

Результаты и их обсуждение
1. Хроматографический анализ
В результате проведенного исследования изучен качественный состав ал

калоидов представителей сем. Cactaceae на основе хромато-масс-спектромет- 
рического анализа.

Проведенные исследования позволили установить наличие следующих ве
ществ у видов: Coryphanthapectinata (тирамин, горденин), Hylocereuspolyrhizus 
(тирамин), Pereskia aculeata (тирамин, анхаланин, анхалонидин), Trichocereus 
pachanoi (тирамин, горденин, анхаланин, анхалонидин).

На следующем этапе с помощью количественного хромато-масс-спектро- 
метрического анализа были определены концентрации метанольных экстрак
тов у видов: Hylocereus polyrhizus, Pereskia aculeata, Trichocereus pachanoi, 
Coryphantha pectinata (рис. 1).

*

І Тирамин iS Горденин Анхаланин =  Анхалонидин

Coryphantha
pectinata

Hylocereus
polyrhizus

Pereskia aculeata Trichocereus 
pachanoi

Рис. 1. Концентрация веществ (мкг/кг сухого вещества) у видов сем. Cactaceae
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2. Гематологический анализ
При анализе клеточного звена иммунитета больных ХЛЛ отмечен более 

высокий уровень лейкоцитов и абсолютного количества лимфоцитов, в обо
их случаях превышавший норму. Показатели эритрона у больных ХЛЛ мож
но охарактеризовать как тенденцию к анемии, о чем свидетельствует сни
жение на 19% относительно уровня нормы концентрации гемоглобина (из
вестно, что для ХЛЛ характерна анемия, вследствие иммунного лизиса кле
ток крови).

При анализе лейкоцитарной формулы при 8-часовой инкубации цельной 
крови с экстрактом Pereskia было установлено, что количество лимфоцитов и в 
контроле, и эксперименте превышает норму. Число лимфоцитов в эксперимен
те больше количества данных клеток в контроле на 2,9%.

Таким образом, аппликация экстракта Pereskia не влияет на лейкоцитар
ную формулу и у больных отмечается относительный лимфоцитоз и моно- и 
нейтрофилия.

Для лимфоцитов больных ХЛЛ случаев характерен следующий фенотип: 
CD19+CD5+CD23+CD79b+dimCD20+dimCD22, рестрикция легких цепей 
(к либо А,). Поскольку наш проточный цитометр имеет только 3 фотодетекгора, 
то диагностическая панель имела следующий вид: FITC -  CD 19 CD5; РЕ -  
CD16CD56; РС5 — CD45, причем на одном фотодетекторе (РЕ) разместили два 
взаимоисключающих маркера.

Фенотипирование лимфоцитов больных ХЛЛ показало, что Т-лимфоци- 
ты CD45+CD19-CD5+CD16+56- составляли 5% от всех проанализированных 
иммуноцитов; доля клеток, имеющих фенотип CD45+CD19+CD5+/-CD16+56- 
(В-лимфоциты, часть клеток имело аберрантный иммунофенотип) составля
ла -  85%, а 10% -  являлись NK клетками, с фенотипом CD45+ CD 16+56+CD 19-

Открытие мембранного CD95/Fas/APO-l-рецептора и его лиганда (CD95L) 
позволило по-новому взглянуть на молекулярные механизмы лекарственно-ин
дуцированного апоптоза. Взаимодействие CD95 с его лигандом или с МКА про
тив CD95 является пусковым моментом для активации процесса апоптоза (CD95- 
опосредованный механизм) [5].

На следующем этапе был проведен анализ интенсивности флуоресценции 
лимфоцитов, окрашенных моноклональными антителами к CD95 антигену, ко
торый имеет гомологию с TNF-рецептором и обеспечивает передачу апоптоз- 
ного сигнала [12]. Полученные результаты свидетельствуют о том, что экстракт 
Pereskia приводит к росту CD 95-позитивных клеток с 41.82+12.12 до 75.36+3.82 
(р<0,05) процентов через 8 часов после аппликации.

Оценка плотности распределения рецепторов на поверхности клеточных 
мембран лимфоцитов больных хроническим лимфолейкозом при аппликации 
экстракта Pereskia (рисунок 2) выявила повышение (на 350%) плотности рас
пределения рецепторов Fas/APO-1.

» !г
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Рис. 2. Оценка апоптоза лимфоцитов у больных ХЛЛ

Эта особенно факт позволяет предположить активацию внешних путей 
апоптоза. Примечательно, что рост плотности распределения рецепторов не 
связан с изменением диаметра лимфоцитов, что указывает на ранние стадии 
программируемой клеточной гибели и является отличительным признаком ме
ханизма действия экстракта Pereskia aculeata.

На заключительном этапе был проведен цитометрический анализ перифе
рической крови при добавлении в нее (эксперименты in vitro) экстракта Pereskia 
aculeata.

Установлено, что при инкубации периферической крови здоровых добро
вольцев с метанольным экстрактом Pereskia aculeata признаки апоптоза лим
фоцитов периферической крови не выявлены.
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Рис. 3. Оценка клеточного цикла лимфоцитов у больных ХЛЛ

В группе 2 8-часовая инкубация цельной крови больных ХЛЛ с алкалоида
ми Pereskia не вызывала изменений лейкоцитарной формулы, которая соответ-



88 ВЕСНІК МДУ імя А. А. КУЛЯШОВА № 1 (47) •  2016 •

ствует типичной картине заболевания. В мазках крови появлялись (7%) лимфо
циты с признаками апоптоза; в контрольных образцах (группа 2 контроль по 
воздействию) значимых морфологических изменений не выявлено. 4-часовая 
инкубация цельной крови больных XJ1JI с экстрактом Pereskia сопровождалась 
появлением лимфоцитов с признаками разрыва ДНК, а также практическим 
отсутствием клеток в S- и G2/M фазе. 8-часовая инкубация приводила к даль
нейшему нарастанию (14%) числа клеток, имевших субдиплоидный пик, ука
зывающий на разрыв ДНК.

Заключение
Среди многообразия растений, представленных в Республике Беларусь, наш 

выбор остановился на сем. Cactaceae, поскольку по данным литературы в как
тусах, произрастающих в открытом грунте, обнаружены соединения, обладаю
щие отчетливым биологическим эффектом.

Например, синтез кактусовых алкалоидов начинается с аминокислоты фе
нилаланина и посредством специфических ферментов (например, пейот-О-ме- 
тилтрансферазу) образуются конечные продукты. Наиболее известными веще
ствами, встречающимися в данном семействе, являются: биогенные амины (гор- 
денин, тирамин), алкалоиды (анхаламин, анхалидин, анхалинин, анхалонидин, 
лофофорин, мескалин, пеллотин и др.), N-ацетилалкалоиды, алкалоид-лакта- 
мы, алкалоид-имиды.

В Республике Беларусь создана и поддерживается уникальная коллекция 
представителей сем. Cactaceae. Одной из наших задач являлась оценка хими
ческого состава сем. Cactaceae, произрастающих в условиях оранжереи. По 
данным проведенного нами хроматографического анализа искусственные ус
ловия, создаваемые в оранжерее для растений, существенно не изменяют их 
физиологию и биохимию видов: Hylocereus polyrhizus, Pereskia aculeata, 
Trichocereus pachanoi, Coryphanthapectinata.

В настоящей работе мы остановились на оценке индуцированного апопто
за лимфоцитов периферической крови больных хроническим лимфолейкозом 
при аппликации экстрактов представителей сем. Cactaceae. Общеизвестно, что 
у больных XJIJ1 апоптоз, являющийся проявлением физиологического процес
са программированной клеточной смерти, подавлен, поскольку отмечается по
вышение экспрессии Вс1-2, снижена экспрессия Вах, мутация р53 и другие ме
ханизмы, связанные с репарацией двойных разрывов ДНК [5—11].

Используемый в нашем исследовании методический подход применялся в 
ряде работ, где на культуре клеток проводилась оценка индуцированного ле
карственными экстрактами апоптоза [5, 7,11]. При аппликации экстрактов от
мечена активация программы апоптоза в определенной части клеточного пула
[5,11].

Механизмы апоптоза в культуре клеток различны, несмотря на раннюю, 
массивную экспрессию ассоциированных с апоптозом рецепторов (в первую 
очередь, Fas рецептора). Так, в краткосрочных культурах преобладают не свя
занные с рецепторами механизмы гибели, в то время как в длительных культу
рах преобладают рецепторные механизмы. По мнению ряда исследователей,

*
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это отражает динамику изменения чувствительности лимфоцитов к апоптозу в 
эффекгорной и индуктивной фазах иммунного ответа [10, 11, 12].

Таким образом, из проведенного экспериментального исследования мож
но сделать следующие выводы:

1. Инкубация цельной крови больных ХЛЛ с экстрактом Pereskia aculeata 
не вызывает изменений лейкоцитарной формулы, которая соответствует ти
пичной картине заболевания, но приводит к появлению в мазках крови лимфо
цитов с признаками апоптоза. В контрольных образцах значимых морфологи
ческих изменений не выявлено.

2. 8-часовая инкубация цельной крови больных ХЛЛ с алкалоидами Pereskia 
aculeata увеличивает интенсивность экспрессиии плотность распределения ре
цепторов CD95 на мембране лимфоцитов.

3. Инкубация цельной крови больных ХЛЛ с экстрактом Pereskia сопро
вождалась прямо пропорциональным ростом числа лимфоцитов с признаками 
разрыва ДНК, а также снижением количества клеток в S- и G2/M фазах.

Поскольку в доступной нам литературе отсутствуют сведения о механиз
мах влияния экстрактом Pereskia aculeata на лимфоциты больных ХЛЛ, то мы 
считаем необходимым продолжить проведение экспериментальных исследова
ний, а экстракт Pereskia aculeata предлагаем рассматривать как источник ле
карственного сырья для создания противоопухолевых препаратов.
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Soroka A. V., Akulich N.V., Kniazeva N.A., Bruhnov V.A. ANTINEOPLASTIC 
PHARMACOLOGICAL POTENTIAL OF THE FAM. CACTACEAE JUSS GROWN 
IN THE GREENHOUSE CONDITIONS (in vitro experiments).

The tumor cells’ drug resistance is an urgent problem in clinical oncology. The drug 
addictive process can be reduced to some extent by the mixed application of medication with 
different structure and mechanism of action. Thus the studies aimed at the search for a new 
class of compounds with stronger pharmacological and low toxic effects are of importance.
The antitumor pharmacological potential of the extraction of the fam. Cactaceae cultivated in 
the greenhouse has been investigated. It has been stated that the blood incubation of leukemia 
patients with the alkaloids of Pereskia aculeate increases the expression intensity and density 
of CD95 receptors on a lymphocyte membrane, and is accompanied by the increases of cells 
with DNA breaks. k O
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