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Abstract

Fundal

Desi cisplatina este unul dintre cei mai eficienti agenti chimioterapeutici, cisplatina singura nu atinge un
rezultat terapeutic satisfacator. De asemenea, acumularea de cisplatina prezinta toxicitate pentru tesuturile
normale. In acest studiu, am examinat posibilitatea HemoHIM atat de a imbunétati efectul anticancer cu
cisplatina, cat si de a reduce efectele secundare ale cisplatinei la soarecii purtatori de melanom.

Metode

HemoHIM a fost preparat prin adaugarea fractiei insolubile in etanol la extractul total de apa dintr-un amestec
de 3 ierburi comestibile, Angelica Radix, Cnidium Rhizoma si Paeonia Radix. Efectele anticancer ale HemoHIM
cu cisplatina au fost evaluate la soarecii purtatori de melanom. Am folosit un test de eliberare a Cr51 Peht't g
masura activitatea celulei NK/Tc si ELISA pentru a evalua productia de citokine.



Rezultate

La soarecii purtatori de melanom, cisplatina (4 mg/kg BW) a redus dimensiunea si greutatea tumorilor solide,
iar suplimentarea cu HemoHIM cu cisplatina a sporit scaderea atat a dimensiunii tumorii (p < 0,1) catsia
greutatii (p < 0,1). HemoHIM in sine nu a inhibat cresterea celulelor melanomului in vitro si nu a perturbat
efectele cisplatinei in vitro . Cu toate acestea, administrarea HemoHIM a imbunatatit atat activitatea celulelor
NK, cat si a celulelor Tc la soareci. Interesant, HemoHIM a crescut proportia de celule NK in splina. La soarecii
purtatori de melanom tratati cu cisplatina, administrarea HemoHIM a crescut, de asemenea, activitatea
celulelor NK si a celulelor Tc si secretia IL-2 si IFN-y din splenocite, ceea ce parea sa contribuie la eficacitatea
sporita a cisplatinei de catre HemoHIM. De asemenea, HemoHIM a redus nefrotoxicitatea, asa cum se vede
prin distrugerea celulelor tubulare a rinichilor.

Concluzie

HemoHIM poate fi un supliment benefic in timpul chimioterapiei cu cisplatina pentru imbunatatirea
eficacitatii antitumorale si reducerea toxicitatii cisplatinei.



Fundal

Chimioterapia a fost una dintre modalitatile terapeutice majore utilizate in mod obisnuit pentru tratamentul
unei varietati de pacienti cu cancer. Cu toate acestea, in multe cazuri, chimioterapia sau radioterapia singura
nu pot obtine un rezultat terapeutic satisfacator, si anume remiterea completa a tumorilor, si induce efecte
secundare severe la doze eficiente terapeutic.

Cisplatina (cis-diaminedicloroplatinum (II) sau CDDP), un medicament anticancer care contine platina, este
unul dintre agentii citotoxici cei mai des utilizati pentru tratamentul unei varietiti de tumori maligne solide. In
ciuda activitatii sale anticancer excelente, utilizarea clinica a cisplatinei este adesea limitata de efectele sale
secundare nedorite, cum ar fi nefrotoxicitatea severa si hepatotoxicitatea [ 1, 2 ]. Desi mecanismul precis
pentru toxicitatea indusa de cisplatina nu este bine inteles, cisplatina este preluata si acumulata de preferinta
in celulele hepatice si renale [ 3 ], ducand la cresterea productiei de specii reactive de oxigen (ROS) si scaderea
enzimelor antioxidante. [ 4 — 7 ]. Prin urmare, antioxidantii au fost administrati inainte de tratamentul cu
cisplatina pentru a proteja impotriva nefrotoxicitatii [ 8 - 10 ].

Medicina complementara si alternativa definita de Centrul National ca un grup de diverse sisteme medicale si
de ingrijire a sanatatii nu este in mod normal considerata medicina conventionala [ 11 ]. Medicina
complementara si alternativa nu inhiba cresterea tumorii. Aceste tratamente pot fi efectuate adjuvant sau in
locul tratamentelor conventionale. Numeroase produse medicale pe baza de plante sunt promovate ca
medicamente complementare si alternative. In plus, studiile stiintifice si medicale din Coreea, China si Japonia,
si mai recent in Statele Unite, au aratat din ce in ce mai mult ca polizaharidele derivate din plante au
proprietati imunoterapeutice puternice in ceea ce priveste prevenirea si tratamentul cancerului [ 12-19].

O noua compozitie pe baza de plante, HemoHIM, a fost conceputa prin adaugarea fractiunii sale de
polizaharida intr-un extract de apa fierbinte dintr-un amestec de plante constand din Angelica Radix, Cnidium
Rhizoma si Paeonia Radix. Aceasta compozitie a fost conceputa pentru a proteja tesuturile de auto-reinnoire si
pentru a promova o refacere a sistemului imunitar impotriva stresului oxidativ, cum ar fi iradierea [ 20, 21 ].
Compozitia generala a HemoHIM a fost 60,4% carbohidrati, 6% proteine si 33,6% altele (datele nu sunt
prezentate). Componentele de modulare a sistemului imunitar din HemoHIM au fost fractia insolubila in
etanol [ 21 ], iar continutul de polizaharide din aceasta fractiune a fost de 40,9% (+ 3,8) (Datele nu sunt
prezentate). In plus, componentele functionale incluse in fractia solubild in etanol a HemoHIM au fost acid
galic [0,2% (+ 0,06)], acid clorogenic [0,33% (+ 0,05)], paeoniflorin [1,32% (+ 0,15)], nodakenina [ 0,58% (+ 0,04)]
si acid benzoic [0,17% (+ 0,05)] (Datele nu sunt prezentate). in special, aceste 3 ierburi sunt enumerate ca
materii prime in Codul alimentar din Coreea. In cele din urma, s-a dovedit cd HemoHIM este sigur pentru
administrare pe termen lung (datele nu sunt afisate).



Capacitatea de supraveghere a celulelor tumorale a fost mediata nespecific de celule dendritice, macrofage si
celule natural Killer si a fost mediata in mod specific de celulele T, inclusiv celulele T citotoxice (Tc). S-a dovedit
ca atat celulele T, cat si celulele NK sunt celule efectoare anticancer [ 22, 23 ]. De asemenea, s-a demonstrat ca
IFN-y si IL-2 au activitate anticancer la animale [ 24, 25 ].

In acest studiu, a fost evaluata posibilitatea ca HemoHIM sa creasca capacitatea de supraveghere imuna a
celulelor tumorale atat prin celulele NK, cat si prin celulele Tc la soarecii purtatori de melanom tratati cu
cisplatina. De asemenea, am examinat efectul sau protector impotriva nefrotoxicitatii induse de cisplatina la
soarecii purtatori de melanom. Rezultatele noastre sugereaza ca HemoHIM poate fi un supliment benefic in
timpul chimioterapiei cu cisplatina prin imbunatatirea eficacitatii antitumorale si reducerea toxicitatii
cisplatinei.

Metode

Animale

Cercetarea a fost aprobata si efectuata conform principiilor enuntate in ,Legea privind ingrijirea animalelor”,
elaborat de Ministerul Agriculturii si Padurilor, Republica Coreea. S-au folosit soareci femele C57BL/6 (H-2b) in
varstd de 8 saptdmani { The Orient Inc.; Charles River Technology; Seul, Coreea). Soarecii au fost gizduiti in
custi de policarbonat intr-o conditie specifica fara patogeni si au fost hraniti cu o dieta standard pentru
animale si apa ad libitum .

Prepararea HemoHIM

Un amestec de 3 ierburi medicinale comestibile, Angelica Radix (radacina de Angelica gigas Nakai), Cnidii
Rhizoma (rizom de Cnidium officinale Makino) si Paeonia Radix (radacina de Paeonia japonica Miyabe), a fost
decoctat timp de 4 ore in apa clocotita pentru a obtine un extract total (HIM-I). O jumatate din HIM-I a fost
fractionata intr-o fractiune solubila in etanol si intr-o fractiune de polizaharida insolubila in etanol printr-o
precipitare in etanol 80%. HemoHIM a fost preparat prin adaugarea fractiei de polizaharida insolubila in
etanol la cealalta jumatate de HIM-I.

Cultura celulara

B16F0 (linia celulara de melanom; CRL-6322) si YAC-1 (leucemie indusa de virusul Molony; TIB-160) au fost
achizitionate de la ATCC (Rockville, MD, SUA) si cultivate in RPMI 1640 suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS,
GIBCO BRL, Grand Island, SUA)), 2 x 10 * M tampon HEPES, 2 x 10 > M L-glutamind, 100 U/ml penicilind si 50
ug/ml streptomicina (GIBCO BRL). Toate celulele au fost crescute la 37°C intr-o atmosfera umidificata continand
5% co2 -



Injectia cu cisplatina si administrarea HemoHIM la modelul de soareci purtatori de tumori

Soarecii au fost impartiti aleatoriu in trei grupuri (Control, Cisplatin si CisplatintHemoHIM) si fiecare grup a
fost format din doudzeci de soareci. Melanomul B16F0 (5 x 105 c€ltle /sparece) a fost inoculat in regiunea
femurala subcutanata stdnga a soarecilor cu 3 zile inainte de o injectie initiala de cisplatina. Cisplatina a fost
injectata intraperitoneal la 4 mg/kg greutate corporala (BW) in zilele 0, 7 si 14 (in total trei injectii). Grupul
experimental a fost intubat cu HemoHIM la o concentratie finala de 100 mg/kgB.W. de fiecare zi din ziua -1
pana in ziua 16, in timp ce grupul de control a primit doar apa. Schema procedurii de administrare este
rezumata in Fig. 1. In ziua 17 dupd injectarea initiala de cisplatind, toti soarecii din fiecare grup au fost
experimentati, respectiv, pentru a evalua greutatea tumorii sau dimensiunea tumorii. Marimea tumorii a fost
calculata dupd cum urmeaza: dimensiunea tumorii = ab %2 | unde a si b sunt diametrele mai mari si, respectiv,
mai mici.
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Schema experimentala utilizata pentru evaluarea eficacitatii HemoHIM la soarecii purtatori de melanom care au
fost injectati cu cisplatina . Celulele de melanom B16F0 (5 x 105/ soarece) au fost inoculate in regiunea femurala stanga
subcutanata a soarecilor cu 3 zile inainte de o injectie initiala de cisplatina. Cisplatina a fost injectata intraperitoneal la 4
mg/kg BW, iar HemoHIM a fost administrat zilnic la 100 mg/kg BW din ziua -1 pana in ziua 16. In ziua 17 dupa injectarea

Initiala de cisplatina, toti soarecii din fiecare grup au fost experimentati, respectiv, pentru a evalueaza diferiti parametri.

Imagine la dimensiune completa »



Test de crestere a celulelor melanomului in vitro

Efectul cisplatinei si HemoHIM asupra numarului de celule viabile de melanom a fost evaluat de CCK-8 (WST-8;
Dojindo Lab, Kumamoto, Japonia). Principiul care sta la baza evaluarii viabilitatii celulare de catre CCK-8 se
bazeaza pe detectarea activitatii dehidrogenazei in celulele viabile, similar cu principiul MTT. Pe scurt, celulele
de melanom au fost insdmantate pe placi cu 96 de godeuri la o densitate de 7 x 103 ¢®"le per godeu in 100 ul de
mediu. Dupa incubare timp de 24 de ore, celulele au fost tratate cu diferite concentratii de cisplatina si cu
HemoHIM 100 pg/ml timp de 24 de ore. Dupa incubare, in fiecare godeu a fost adaugata o solutie de CCK-8.
Celulele au fost incubate la 37°C timp de doua ore si densitatea optica a fost masurata folosind un cititor de
microplaci (Dispozitive Moleculare) la 450 nm (-Ref. 570 nm).

Prepararea limfocitelor in splina

Splinele au fost indepartate aseptic de la soareci si o singura suspensie celulara a fost preparata prin tocarea
splinei. Limfocitele splinei au fost preparate printr-o centrifugare cu gradient de densitate pe o solutie Ficoll-
Hypaque (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, SUA). Toate suspensiile celulare au fost mentinute in mediul RPMI
1640 suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS), 2 x 10 * M tampon HEPES, 2 x 10 > M L-glutamind, 1 x 10 3 M
piruvat, 100 U/ml penicilina, 50 pg/ml streptomicina, 5 x 10 > M de 2-mercaptoetanol si 1% aminoacid
neesential. Toate suplimentele au fost achizitionate de la GIBCO BRL (Grand Island, SUA).

Administrarea HemoHIM la modelul de soareci purtatori de tumori tratati cu MMC

In primul rand, melanomul B16F0 recoltat a fost inactivat prin tratament cu mitomicina C (MMC) (50 pg/ml,
incubare timp de 40 de minute la 37°C baie de apa). Melanomul B16F0 tratat cu MMC a fost inoculat
intraperitoneal cu 1 x 106 "¢ /soarece la 3 zile dupd o administrare initiald de HemoHIM. Grupul
experimental a fost intubat cu HemoHIM la o concentratie finala de 100 mg/kgB.W. de fiecare zi din ziua -3
pana in ziua 4, in timp ce grupul de control a primit doar apa. La zece zile dupa inocularea celulelor
canceroase, limfocitele splinei au fost preparate ca celule efectoare pentru a masura activitatea celulelor NK si
a celulelor Tc prin testul de eliberare a ™!



Test pentru activitatea de ucidere a celulelor canceroase mediata de celulele NK si
celulele citotoxice T (Tc).

Tintele tumorale YAC-1 sau tintele tumorale B16F0 au fost etichetate cu > Cr-cromat de sodiu (Amersham
Pharmacia Biotech, Kangnam-ku, Seul, Coreea) la o doza de 40 uCi/106 ®® timp de 60 de minute pentru a
masura activitatea celulelor NK sau Tc activitatea celulara, respectiv. Celulele au fost spalate de trei ori in HBSS
(Hank's Balanced Salt Solution; Sigma-Aldrich Co.) si resuspendate la o concentratie finalad de 2 x 105 celule /],
Doudzeci de mii de celule tintd si 106 3% 2 x 106 eIUl¢ efectoare ale splinei au fost placate in godeurile unei plici
de fund U cu 96 de godeuri. Placile au fost apoi incubate la 37°C timp de 4 ore in aer umidificat continand 5%
coz - Dupa o centrifugare la 350 g timp de 10 minute, 100 ul de supernatant au fost recoltati din fiecare godeu si
au fost numarati timp de 1 min. intr-un contor gamma (Wallac, Wellesley, MA, SUA). Procentul de liza a fost
calculat dupa cum urmeaza: % liza = {[CPM (experimental) - CPM (spontan)]/[CPM (maximum) - CPM
(spontan)]} x 100.

Analiza citometriei in flux a celulelor NK si Tc in limfocitele splinei

Limfocitele splinei au fost colorate cu anticorpi marcati cu fluorescent sau anticorpi de control izotip in solutie
salind tamponata cu fosfat (PBS). Dupa colorare timp de 30 de minute, limfocitele au fost spalate de trei ori cu
un mediu FACS proaspat si apoi analizate prin citometrie in flux (Backman Coulter, Miami, Florida, SUA). O
histograma de fluorescenta de cel putin 50.000 de numardri a fost analizata in fiecare proba. Au fost utilizati
urmatorii reactivi de la BD PharMingen (San Diego, CA, SUA): anti-NK1.1 conjugat cu PE si anti-CD8 conjugat cu
FITC.

Conditie pentru productia de citokine in vitro

Limfocitele splinei (2 x 106 ¢ /sodeu) obtinute de la soareci au fost stimulate cu concanavalin A (ConA) la 1
ug/ml timp de 1 sau 2 zile pentru a masura nivelul IL-2 si IFN-y in supernatant.

Anticorpi si testul imunosorbent legat de enzime (ELISA)

Pentru IL-2, clona JES6-1A12 a fost utilizata ca Ab de captura, iar JES6-5H4 marcat cu biotina a fost Ab de
detectare. Pentru masuratorile IFN-y, clona R4-6A2 a fost utilizata ca Ab de captura, iar XMG1.2 marcat cu
biotina a fost Ab de detectare. Toti anticorpii, precum si IFN-y recombinant si IL-2 au fost achizitionati de la BD
PharMingen (San Diego, CA, SUA). Citokinele au fost determinate prin metoda ELISA descrisa anterior [ 26 ].

Examinarea histopatologica a rinichilor prin colorare cu hematoxilina si eozina

Rinichiul de la soareci din fiecare grup in ziua 17 dupa injectarea initiala de cisplatina a fost indepartat si fixat
in formol tamponat 10% timp de 2 zile. Sectiunile incorporate in parafina (5 pm grosime) au fost colorate cu
hematoxilina si eozina (H&E) pentru examinare histolpatologica si observate la microscop cu lumina la mariri
x 200.



Analiza statistica

Datele au fost exprimate ca medie + SD si 0 semnificatie statistica a fost analizata prin utilizarea testului t
Student . Diferentele cu o valoare p mai mica de 0,05 au fost considerate semnificative si considerabile cu o
valoare p mai mica de 0,1.

Rezultate

HemoHIM imbunatateste eficacitatea antitumorala a cisplatinei la soarecii purtatori de
tumori

Pentru a evalua efectul HemoHIM asupra inhibarii cresterii tumorii la soarecii purtatori de melanom B16F0
tratati cu cisplatina, am folosit un model de soareci purtatori de tumora care a fost rezumat in Fig . Dupa cum
se arata in Fig. 2A si 2B, la 20 de zile dupa inocularea melanomului, greutatea si dimensiunea tumorii grupului
de control fara tratament cu cisplatina si HemoHIM au fost de 6,093 g (+ 2,28) si respectiv 12,6 mm3 ¢ + 5,65). Cu
toate acestea, in grupul injectat cu cisplatina, greutatea tumorii (2,97 g (+ 1,29)) si dimensiunea (6,3 mm 3 (+
2,32)) au fost reduse semnificativ in comparatie cu grupul de control. Suplimentarea HemoHIM cu cisplatind a
dus la o reducere suplimentara atat a greutatii tumorii (2,22 g (+ 1,24)) cat si a dimensiunii (4,7 mm 3(+2,93)).
Numai suplimentarea cu HemoHIM fara cisplatina nu a aratat nicio reducere a greutatii tumorii [6,15 g (=
1,238)] in comparatie cu grupul de control (Datele nu sunt prezentate). Acest lucru sugereaza ca HemoHIM in
sine nu a aratat un efect de reducere a cresterii tumorii. Fotografiile sunt prezentate in Fig. 2C.
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Inhibarea cresterii tumorii a fost imbunatdtita prin administrarea HemoHIM la soarecii purtatori de melanom,
carora li sa injectat cisplatina . Toti soarecii executati asa cum este descris in figura 3 au fost sacrificati la 17 zile dupa
injectarea initiala de cisplatina. Au fost masurate greutatea (A) si dimensiunea (B) a tumorii . (C) Fotografii ale tumorii
solide de melanom luate de la tofi soarecii din fiecare grup. Erau doudzeci de soareci in fiecare grup. Datele aratd media +
SD. *p < 0,1 comparativ cu grupul tratat numai cu cisplatina.

Imagine la dimensiune completa »

HemoHIM imbunatateste activitatea celulelor NK si Tc, mai degraba decat uciderea
directa a celulelor canceroase

Efectul anticancer al cisplatinei depinde in principal de activitatea sa de deteriorare a ADN-ului, prin
interactiunea sa directa cu ADN-ul pentru a forma aducti ADN [ 27 ]. Dupa cum se arata in Fig. 3, cisplatin a
inhibat cresterea celulelor melanomului intr-o maniera dependenta de doza, cu IC50 15 aproximativ 15 pg/ml.
Cu toate acestea, HemoHIM in sine nu a inhibat cresterea melanomului in vitro (Datele nu sunt prezentate) si
nici nu a perturbat functionarea cisplatinei in vitro (Fig. 3 ).

Figura 3
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Efectul de inhibare a cresterii cisplatinei si HemoHIM asupra celulelor melanomului in vitro . Celulele de melanom
au fost insdmantate la o densitate de 7 x 103 c¢lUl¢ per godeu. Dupa incubare timp de 24 de ore, celulele au fost tratate cu
diferite concentratii de cisplatina si cu HemoHIM 100 pg/ml timp de 24 de ore. Dupa incubare, s-a adaugat o solutie de
CCK-8 in fiecare godeu timp de 1 ora si apoi s-a masurat densitatea optica.

Imagine la dimensiune completa )»

Deoarece HemoHIM nu a ucis in mod direct celulele canceroase, ne-am gandit ca activitatea celulelor imune
care erau responsabile de supravegherea tumorii poate fi imbunatatita de HemoHIM. Am investigat activitatea
de ucidere a celulelor canceroase a celulelor NK si Tc, deoarece acestea sunt responsabile de imunitatea
innascuta si, respectiv, adaptativa impotriva tumorii. Pentru a investiga activitatea celulei Tc, am folosit soareci
care au fost imunizati cu celule de melanom tratate cu mitomicina C (MMC). Dupa cum se arata in Fig. 4A si 4B
, administrarea HemoHIM a imbunatatit activitatea de ucidere a celulelor canceroase a celulelor NK si a
celulelor Tc la soarecii purtatori de celule de melanom tratati cu MMC (p <0,05 si, respectiv, p = 0,06). De
asemenea, proportia de celule NK din limfocitele splinei a fost crescuta prin administrarea HemoHIM (p <
0,05), dar nu si proportia de celule Tc. In special, aceste rezultate au fost importante deoarece celulele NK
participa atat la imunitatea innascuta, cat si la cea adaptiva si sunt considerate ca interfete intre sistemul
imunitar innascut si cel adaptiv [ 28 ].



Figura 4
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Efectul HemoHIM asupra activitatii de distrugere a celulelor canceroase a celulelor NK si a celulelor Tc . Soarecii
C57BL/6 au fost administrati oral cu HemoHIM (100 mg/kg BW) si injectati cu melanom B16F0 tratat cu MMC (1 x 106 celule
/soarece) in cavitatea peritoneald. La 10 zile dupa inocularea celulelor canceroase, activitatea de distrugere a celulelor
canceroase a celulelor NK sau a celulelor Tc a fost determinata prin testul de eliberare a °! Cr, asa cum este descris in
Materiale si Metode . Au fost sase soareci in fiecare grup. Datele aratd media + SD. * p = 0,06 si ** p < 0,05 in comparatie cu

apa administrata la soareci.

Imagine la dimensiune completa >



Eficacitatea sporita a cisplatinei cu HemoHIM la soarecii purtatori de melanom s-a
datorat cresterii secretiei de IL-2 si IFN-y si cresterii activitatii celulelor NK si Tc

Ca mecanisme pentru o eficacitate anticanceroasa imbunatatita a cisplatinei in combinatie cu HemoHIM la
soarecii purtatori de celule melanom (Fig. 1 ), ne-am concentrat asupra activitatii celulelor NK si Tc, deoarece
aceste celule joaca un rol important in supravegherea cancerului. Dupa cum se arata in Fig. 5A si 5B, injectia
de cisplatina singura la soarecii purtatori de melanom nu a sporit sau a scazut activitatea celulelor NK si a
celulelor Tc. Cu toate acestea, administrarea HemoHIM a imbunatatit activitatea celulelor NK la soarecii
purtitori de melanom care au fost tratati cu cisplatind (p = 0,1; Fig. 5A ). In plus, activitatea celulelor Tc a fost
imbunatatita semnificativ prin administrarea HemoHIM (p <0,05; Fig. 5B ). Aceste date au sugerat ca
eficacitatea sporita impotriva cancerului a cisplatinei in combinatie cu administrarea HemoHIM s-a datorat
cresterii activitatii celulelor NK si Tc care sunt responsabile de supravegherea tumorii.

Figura 5
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Administrarea HemoHIM promoveaza raspunsurile imune pentru supravegherea tumorii la soarecii purtatori de
melanom care au fost injectati cu cisplatina . Toti soarecii executati asa cum este descris in figura 3 au fost sacrificati la
17 zile dupa injectarea initiala de cisplatina. (A)(B) Activitatea de ucidere a celulelor canceroase a celulelor NK sau a
celulelor Tc a fost determinata prin testul de eliberare a >1€r asa cum este descris in prateriale si Metode . (C) (D) Limfocitele
splinei au fost cultivate cu ConA (1 pg/ml). Dupa 1 sau 2 zile, IL-2 si IFN-y in supernatantii de cultura au fost masurate prin
ELISA asa cum este descris in Materiale st Metode . Au fost douazeci si unu de soareci in fiecare grup. Splinele a trei
soareci au fost reunite. Barele arata mediile + SD ale experimentelor cu septuple. * p = 0,1, **p < 0,05 si ***p < 0,001
comparativ cu grupul tratat numai cu cisplatina.

Imagine la dimensiune completa >

Macrofagele, celulele dendritice, celulele NK si celulele Tc care sunt capabile sa recunoasca, sa se lege si,
ulterior, s omoare celulele tumorale, au fost activate de citokine cum ar fi IL-2 si IFN-y. In studiul nostru
anterior, limfocitele tratate numai cu HemoHIM au imbunatatit expresia IL-2 si IFN-y in vitro (datele nu sunt
prezentate). Intr-adevdr, IL-2 si IFN-y sunt activatori potenti ai celulelor NK si functiilor efectoare ale celulelor
Tc. Prin urmare, am constatat daca administrarea HemoHIM a imbunatatit productia de IL-2 si IFN-y la
soarecii purtatori de melanom tratati cu cisplatina. Administrarea HemoHIM a imbunatatit semnificativ
productia de IL-2 (p < 0,001; Fig. 5C ) si IFN-y (p < 0,05; Fig. 5D ) la soarecii purtatori de melanom tratati cu
cisplatina.

HemoHIM scade nefrotoxicitatea indusa de cisplatina la soarecii purtatori de tumori

Reactiile adverse nedorite ale cisplatinei apar in rinichi si ficat, datorita acumularii de cisplatina in aceste
organe [ 3 ]. Deoarece unul dintre mecanismele toxicitatii induse de cisplatina este productia imbunatatita de
ROS in aceste organe, ne-am gandit ca HemoHIM poate avea o activitate de captare radicala [ 20, 21 ],
reducand daunele induse de cisplatina. Studiile experimentale la animale au aratat ca o doza minima de
cisplatina (5 mg/kg greutate corporala, ip) a fost suficienta pentru a induce nefrotoxicitate la sobolani [ 29, 30 ].
In acest studiu, cisplatina a fost injectatd la 4 mg/kg greutate corporala de trei ori o datd pe saptamana.
Nefrotoxicitatea a fost evaluata folosind rinichi indepartati de la soareci in ziua 17 dupa o injectie initiala de
cisplatina, iar rezultatul reprezentativ al fiecarui grup este prezentat in Fig. 6 . La examenul histopatologic al
rinichiului, cisplatina a distrus celulele tubulare renale (Fig. 6 ). Cu toate acestea, administrarea HemoHIM a
redus distrugerea celulelor tubulare renale de catre cisplatina.



Figura 6
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HemoHIM reduce afectarea renala indusa de cisplatina . Rinichiul de la soareci din fiecare grup in ziua 17 dupa
injectarea initiala de cisplatina a fost indepartat si fixat in formol tamponat 10% timp de 2 zile. Sectiunile incorporate in
parafina (5 um grosime) au fost colorate cu hematoxilina si eozina (H&E) pentru examinare histolpatologica si observate
la microscop cu lumina la mariri x 200. Rezultatul prezentat aici este cortexul reprezentativ din fiecare grup. (A) Control,

cortex (x 200), (B) Control cisplating, cortex (x 200), distrugerea celulelor tubulare renale (marcate cu sageti), (C)
CisplatintHemoHIM, cortex (x 200).

Imagine la dimensiune completa >



Discutie

HemoHIM este o compozitie pe baza de plante conceputa pentru a proteja tesuturile de auto-reinnoire si
pentru a promova refacerea sistemului imunitar impotriva stresului oxidativ precum iradierea. In acest
studiu, am examinat posibilitatea HemoHIM atat de a spori efectul anticancer al cisplatinei, cat si de a reduce
efectele sale secundare la soarecii purtitori de melanom. In studiile noastre anterioare, HemoHIM a fost testat
pentru eficacitatea sa ca agent radioprotector [ 20, 21 ]. De asemenea, am investigat efectul HemoHIM asupra
restabilirii functiilor imune care au fost afectate la soarecii in varsta [ 31 ]. In plus, in studiul nostru anterior,
am aratat ca HemoHIM a accelerat recuperarea celulelor imune la soarecii tratati cu ciclofosfamida, care este
un agent anticancer bine-cunoscut [ 32 ]. In acest studiu, spre deosebire de cisplatind, HemoHIM singur nu a
ucis direct celulele canceroase. Cu toate acestea, rezultatele noastre au aratat ca administrarea HemoHIM a
imbunatatit eficacitatea antitumorala a cisplatinei la soarecii purtatori de melanom.

Raspunsurile imune care sunt capabile de a ucide celulele tumorale constau din celule dendritice, macrofage,
celule NK si celule Tc. Celulele Tc pot indeplini o functie de supraveghere prin recunoasterea si uciderea
celulelor potential maligne care exprima peptide derivate din proteine celulare mutante sau proteine virale
oncogene si prezentate in asociere cu molecule MHC de clasa I. Celulele NK ucid multe tipuri de celule
tumorale, in special celulele care au expresia MHC de clasa I redusa si pot scapa de uciderea de catre celulele
Tc [ 33 ]. Studiile in vitro folosind celule de la oameni si alte cateva specii de mamifere, precum si studiile in
vivo la soareci si sobolani, au sugerat de mult timp ca celulele tumorale sunt recunoscute ca tinte ale celulelor
NK [ 34 ]. De asemenea, celulele NK actioneaza ca celule reglatoare pentru a influenta diferite alte tipuri de
celule, cum ar fi celulele dendritice, celulele T helper (Th), celulele Tc si celulele B [ 35 ]. Multe studii pentru
terapia imuno-cancerului s-au concentrat pe imbunatatirea activitatii celulelor NK, precum si a celulelor Tc
impotriva celulelor tumorale. In datele noastre, cisplatinul singur a scdzut dimensiunea tumorii, dar nu a
imbunatatit activitatea celulelor NK si a celulelor Tc (Fig. 5 ). De asemenea, HemoHIM singur fara cisplatina nu
a imbunatatit activitatea acestor celule (datele nu sunt prezentate). Cu toate acestea, administrarea HemoHIM
cu injectie de cisplatina creste activitatea celulelor NK si a celulelor Tc la soarecii purtatori de melanom (Fig.
5A si 5B ), in timp ce dimensiunea tumorii a fost scazuta de cisplatina. Astfel, sugeram ca mecanismul de
actiune al cisplatinei si HemoHIM la soarecii purtatori de tumori difera.

IL-2 si IFN-y sunt activatori puternici ai functiilor celulelor NK si celulelor Tc. Din aceste motive, terapiile cu
citokine ale tumorilor maligne folosind IL-2, IL-12 si IFN-y au fost investigate pe larg in studii experimentale si
clinice [ 34 ]. De asemenea, este bine cunoscut faptul ca IL-2 si IFN-y promoveaza proliferarea limfocitelor
reactive tumorale, citotoxicitatea si, intr-o oarecare masura, secretia de citokine [ 36 — 41 ]. IFN-y este o citokina
imunoreglatoare pleiotropa care a fost utilizata pentru tratamentul clinic al anumitor tumori [ 42, 43 ]. Cu
toate acestea, aplicarea clinica a unor astfel de citokine a fost ingreunata in mare parte din cauza efectelor lor
secundare nedorite [ 44, 45 ]. In datele noastre, administrarea HemoHIM cu injectie de cisplatina a crescut
secretia de IL-2 si IFN-y la soarecii purtatori de melanom.



Desi cisplatina este un medicament anticancerigen foarte eficient impotriva mai multor tipuri de cancer,
cisplatina este toxica pentru celulele hepatice si renale prin producerea de ROS [ 1-4, 30 ] . Cu toate acestea, au
fost efectuate multe studii pentru a contracara nefrotoxicitatea prin administrarea de antioxidanti [ 8 — 10 ].
Deoarece HemoHIM a fost conceput pentru a proteja tesuturile de auto-reinnoire si pentru a promova o
refacere a sistemului imunitar impotriva stresului oxidativ [ 20, 21 ], ne-am gandit ca ar putea fi capabil sa
scada leziunile renale induse de cisplatina. Dupa cum era de asteptat, administrarea HemoHIM a redus
nefrotoxicitatea, asa cum se observa prin distrugerea celulelor tubulare a rinichilor.

Pe baza acestor rezultate generale, a fost stabilita posibilitatea HemoHIM atat de a spori efectul anticancer al
cisplatinei, cat si de a reduce efectele sale secundare la soarecii purtatori de melanom. Cu toate acestea,
eficacitatea protectoare a HemoHIM asupra leziunilor renale induse de cisplatina trebuie investigata in
continuare.

Concluzie

In concluzie, desi modul in care administrarea HemoHIM scade afectarea renald indusa de cisplatind ramane
necunoscuta, rezultatele noastre indica faptul ca HemoHIM poate fi un agent complementar util in timpul
chimioterapiei cu cisplatina prin cresterea eficacitatii antitumorale si reducerea toxicitatii cisplatinei.
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