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EFECTUL LEUCOTROFINEI ASUPRA REFACERII TESUTULUI
HEMOPOIETIC $I LIMFATIC LA SOARECI IRADIATI

Z, URAY, D. SUCIU, MARIANA MANIU, CAMELIA BANU,
ELENA RADULESCU

Institutul Oncologic Cluj-Napoca‘ (Dir. Prof. Dr. I. CHIRICUTA)

Tratamentul postiradiativ cu extractul timic leucotrofina creste semnificativ
loza semiletald/30 zile a soarecilor si factorul de reducere a dozei. La animalele
:madiate cu doze subletale stimuleazd semnificativ refacerea eritropoiezei medulare §i
1olenice, precum si cresterea numdrului coloniilor splenice endogene.

Refacerea cantitdtii de ADN in timus, precum §i activitatea de sintezd ADN
= timus i madduvd hematogend sint la fel semnificativ stimulate in urma tratamen-
:wlui postiradiativ.

Rolul timusului in raspunsul imun este bine documentat si studiat (1, 2, 3, 5,
% . De asemenea efectul glandei asupra hematopoiezei a fost sugerat si cercetat de
~umerosi autori (4, 5, 7, 8, 13).

In lucrarea de fatd am studiat efectul radioprotector si terapeutic al leucotro-
>.nei. Am urmirit prin metode radiobiologice, biochimice, hematologice si izotopice
efectul acestui extract timic produs de firma Ellem (Milano — Italia) asupra refacerii
tesutului hemopoietic si limfatic la soareci iradiati total cu diferite doze de radiatii
X sau gamma.

Material si Metoda

Experientele au fost facute pe 720 soareci A,G si DBA masculi de 20—23 gr.,
-nuti la un regim standard de crescéatorie.

Dozarea leucotrofinei. Animalele au fost injectate i.p. in functie de experiment
T4 doze unice sau repetate de 0,2 ml leucotrofina. (0,2 ml corespunde la 50 mg glanda
-roaspata).

Conditii de iradiere. Animalele au fost iradiate in cutii speciale de plexiglas cu
-2 aparat de radioterapie TUR I (180 kV, 10 mA, 1 Cu, DEF 40 cm, debit 30
{ min.) sau cu un aparat de cobaltoterapie Theratron 80 (DEP 80 cm, cimp 20X20,
iebit 174 R/min).

Determinarea dozei semiletale (DLsy/30 zile) si a factorului de reducere a dozei
FED). Loturi paralele de cite 20 soareci A.G au fost iradiate cu 500, 600, 700,
%00, si 900 rad (°°Co). Animalele de control au fost injectate i.p. zilnic cu 0,2 ml
w«r fiziologic, iar cele tratate cu 0,2 ml leucotrofina au fost injectate zilnic, timp
‘2 6 zile dupd iradiere. S-au determinat, supravietuirea procentuald si timpul mediu
te supravietuire la 30 zile la cele 9 loturi experiemm=ntale. Din datele obtinute
*-au calculat DL5/30 si FRD (3).

Incorporarea radiofierului in hemoglobina eritrocitelor tinere. Animalele ira-
-ate total cu 100 rad (Rx) au fost injectate i.p. cu 0,2 ml leucotrofini la diferite
~tervale de timp inainte sau dupd iradiere. (vezi tab. 2). La 24 ore dupi iradiere
:nimalele au fost injectate, i.p. cu 0,2 ¢Ci radiofier (Fe citrat). La 3,5 si 8 zile dupa
c.diere, respectiv la 2,4 si 7 zile de la administrarea radiofierului s-a determinat
“corporarea procentuald a izotopului in eritrocite dupid metoda descrisi anterior,
2.

Incorporarea radiofierului in splind in mdduva osoasd din femur, si determina-
tea numdrului coloniilor splenice endogene. Soareci DBR repartizati in loturi de
e 20 animale (control neiradiat, control iradiat netratat, iradiat si tratat) au fost
radiati total in doud serii experimentale, prima cu 400 rad (Rx) si a doua cu 500
2d (Rx). Animalele iradiate au fost injectate i.p. timp de 6 zile dupa iradiere cu
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0,2 ml ser fiziologic, respectiv cu 0,2 ml leucotrofina. in ziua 9-a animalele au fcs.
injectate i.p. cu 0,5 wCi radiofier (**Fe citrat), La 4 ore dupd injectarea izotopulu.
animalele au fost sacrificate prin narcozi cu eter. incorporarea radiofierului in splinz
si maduva osoasd din femur a fost exprimatd procentual fatd de activitatea adminis-
tratd, dupd metoda descrisa anterior (12, 13). Numaérul coloniilor splenice endogene
a fost determinatd dupa metoda lui Vavrova (13).

Determinarea continutului de ADN si incorporarea timidinei tritiate.

Loturi paralele (control, tratat) de soareci AsG au fost iradiate cu 500 rad (Rx:
Lotul de control a fost injectat i.p. cu 0,2 ml ser tiziologic, iar lotul tratat cu 0,2 ™
leucotrofind a fost injectat imediat dupd iradiere si dupd aceea zilnic timp ce
6 zile, respectiv 3, 5, 7, 8, 9, 11 dupd iradiere. Determinarea continutului de ADX
in timus, splind si in maduvi osoasd s-a fdcut prin reactia cu difenilamina dups
cum s-a descris anterior (10). Pentru determinarea activitatii de sintezd ADN soz-
recii au fost injectati cu 12 wCi timidina 3H (5Ci/mM, Amersham, Anglia) la 90 m:-
nute inainte de sacrificare. Determinarea radioactivititii s-a facut cu ajutorul un.
spectrometru cu scintilatie in lichid (intertehnique ABAC SLy), dupd cum s-a dx-
scris anterior (10). Semnificatia rezultatelor a fost calculati dupd testul ,t* al i '
Student.

Rezultate

Efectul tratamentului post-iradiativ asupra supravietuirii procentuale la 5:
zile si a timpului mediu de supravietuire la soareci A,G iradiati cu doze crescincs
(500—900 rad) de radiatii gamma (f°Co), sint prezentate in fig. 1 si in tabelul 1.

Din curbele dozi efect (fig. nr. 1) reiese cd doza semiletala (DLio/30) a ani-
malelor de control este de 570 rad, iar a animalelor tratate de 690 rad. Din dates
tabelului nr. 1 reiese ca un tratament de 6 zile cu leucotrofind maireste semnificativ
supravietuirea procentuald si timpul mediu de supravietuire ale animalelor. Dozz
semiletald ale animalelor tratate creste cu 120 rad, iar factorul de reducere a doze
este de 1,21,

Rezultatele privind efectul leucotrofinei asupra incorporarii fierului radioac:ii
in hemoglobina eritrocitelor tinere sint prezentate in tabelul nr. 2.

Din datele tabelului nr. 2, reiese ci la animalele neiradiate si netratate (lot @
la 2 zile dupa administrarea radiofierului 37,7% din substanta injectatd se gaseste i-
circulatie sub forma de fier incorporat in hemoglobina eritrocitelor tinere. In ziles
urmitoare incorporarea radiofierului creste constant cu o ratd zilnicd de 0,9—1,1¢.
Iradierea animalelor netratate (lot. 2) deprimd semnificativ incorporares
radiofierului in eritrocite. Media valorilor la 2 zile este de 10,5%. In zilele urma-
toare, aceste valori cresc constant cu o ratd zilnicd de 0,8—0,9%,. Administrarea leu-

Tabelul nr. 7

Supravietuirea procentuald si timpul mediu de supravietfuire a loturilor control si a celss
tratate cu leucotrofini.

Supravietuire %, Timpul mediu ;
Lot 15 30 de zile de supraviet. ore DL/30 DRF
Control 500 rad 65% 565
Control 600 rad 459, 490 570
Control 700 rad 20% 324 rad
Control 800 rad 0% 190 121
Leucotrofina 500 rad 959%, 698
Leucotrofina 600 rad 75%, 601
Leucotrofina 700 rad 609% 567 690
Leucotrofina 800 rad 209, 301 rad
Leucotrofina 900 rad 09, 88
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Fig. 1. Curbele dozd efect la loturile de control si cele tratate cu leucotrofina.
Tabelul nr. 2

Ineorporarea fierului radioactiv in eritrocite la soareei neiradiafi si iradiati cu 100 rad. ne-
tratati si tratati eu leucotrofina.

Incorporarea fierului radioactiv in eritrocite

(%)a:

Lot Tratament
3zle |p 5zle |p| 8zie p

| | Martori neiradiati 37,7+3,2 39,3+1,3 41,9+1,9
2 | Martori iradiati cu 100 rad 10,540,7 12,84+1,4 15,1+1,6
3 Leucotrofing 0,2 ml i.p. 1 h

inaintea fals irad. 36,3+2,0 39,741,5 42,4416
4 Leucotrofinid 0,2 ml i.p. 30’

inaintea irad. cu 100 rad. 22,54-2,3 ¥ 24,54+1,3 * 25,84-2,0 ¥
5 | Leucotrofind 0,2 ml i.p. 60’

inaintea irad. cu 100 rad. 237125 | *| 251417 | *| 287427 |[*
6 | Leucotrofind 0,2 ml i.p. 120’

fnaintea irad. cu 100 rad. 21,8422 | *| 24,1420 | *| 257421 |*

7 Leucotrofini 0,2 ml 24 h si 30’
inaintea irad. (i.m.) cu 100

rad. 22,7418 | * 25,54+2,3 | * 27,8+1,7 | *
8 Leucotrofinid 0,2 ml i.p. 30’

dupi iradiere cu 100 rad. 225417 | *| 241412 | *| 254416 |*
4 | Leucotrofinid 0,2 ml i.p. 60’

dupi irad. cu 100 rad. 21,740,9 | *| 245407 | *| 259420 |*
i | Leucotrofinid 0,2 ml i.p. 120

dupi irad. cu 100 rad. 19,141,2 | *| 2214+1,3 | *| 238%14 |*

11 Leucotrofind 0,2 ml i.p. 30’ si
24hdupi iradiere cu 100 rad. 21,9408 | *| 251+1,7 | *| 262+1,2 | *
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cotrofinei la animalele neiradiate (lot 3) nu modifici incorporarea radiofierului in
eritrocite. Administrarea de 0,2 ml leucotrofind cu 30 minute, 1 ord, 2 ore, repetata
in doud doze la 24 ore si 30 minute Inaintea iradierii (lot 4—7) duce la o crestere
semnificativa a incorporarii radiofierului in eritrocite. Valorile medii la 2 zile se
situeaza intre 21 si 249, iar rata zilnicd de crestere intre 0,9 si 1,1%. Un raspuns
similar a fost obtinut si in cazul cind leucotrofina a fost administratd la 30 minute.
1 ord, 2 ore, s-au repetat la 30 minute si 24 ore dupa iradiere (lot 8—11). Valorile
medii la 2 zile se situeaza intre 19 si 23%p, iar rata zilnicd de crestere intre 0,8 si 1%+

Rezultatele privind incorporarea radiofierului in splina si in maduva hemato-
genid din femur, precum si modificarea greutitii splinei sint prezentate in tabelul
nr. 3.

Tabelul nr. ¥

Incorporarea radiofierulul la 9 zile dupd iradiere in splind si in miduva osoasit din femwr
a soarecilor control, iradiati eu 400 sau cu 500 rad, metratati si tratati cu leucotrofind.

Incorporarea incorporarea
Lot ®9Fe in splind Cregtates 89Fe in miduva
% splinei (mg) osoasd (%)
Control neiradiat 7,014-0,6 155415 0,591+0,07
Control iradiat cu 400 rad 9,9140,8 1134+-4,2 1,374+0,10
Control iradiat cu 500 rad 5,354-0,3 107 4+2,9 0,644+0,06
Lot iradiat cu 400 rad §i tratat cu .
leucotrofind 13,31-+0,6* 1284-6,2 1,844+0,15*
Lot iradiat cu 500 rad si tratat cu
leucotrofind 10,304+0,55* 12549,1 1,0140,06*

* p < 0.05 (semnificativ)

La 9 zile dupa iradiere activitatea eritropoieticd a splinei si a maduvei osoase
revine la nivelul valorilor normale la lotul iradiat cu 500 rad. La lotul iradiat
cu 400 rad datoriti unei refaceri mai rapide se constatid o crestere compensatorie &
fncorporirii radiofierului in splind si in mdduva hematogena. La animalele iradiaie
cu 400 rad, respectiv cu 500 rad si tratate timp de 6 zile cu leucotrofinid se observi
o incorporare semnificativ mai ridicatd a radiofierului in splina si in maduva osoasi
ceeace indica o eritropoiezd splenica si medulara semnificativ mai crescuti la acesis
loturi. Comparind mediile greutatilor splenice a loturilor experimentale se pozaie
constata ci la 9 zile dupa iradiere greutatea medie a splinelor este cu 35—50 m&
sub valoarea medie a grupului control neiradiat. La animalele tratate cu leuctrofink
se poate observa o crestere in greutatea splinelor dar aceste valori sint statists
nesemnificative.

Determinind numarul coloniilor splenice endogene la loturile experimentale ¢:%
tabelul Nr. 3, se poate constata ci tratamentul timp de 6 zile cu leucotrofina &
soarecilor iradiati cu 500 rad creste in mod semnificativ numarul coloniilor splen:oe
endogene. La 9 zile dupa iradiere la lotul martor numarul coloniilor este in mecs
de 8,5 £ 0,57, iar la lotul tratat cu leucotrofina de 15,3 + 0,75. (p < 0.01 foars
semnificativ).

Figurile 2, 3 si 4 ilustreaza modificirile dinamice ale cantitatii de ADN si incors
porarea timidinei tritiate in splind, timus si in maduva hematogeni din femur &
soareci iradiati cu 500 rad, netratati si tratati cu leucotrofina.

Cantitatea de ADN in timus si in splind Inregistreazi o scadere semnificatis
la 3—5 zile dupd iradiere, efect care nu este diminuat prin administrarea de leuc
trofini. Incepind de la 8 zile dupd iradiere, in timus se observid un puternic efs
de refacere, astfel ci la 9, 11 zile dupa iradiere, timusul animalelor iradiate si trats
cu leucotrofini contine aceiasi cantitate ADN ca si a goarecilor neiradiati. Refac
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Fig. 2. Cantitatea ADN in timus (stinga) si in splini (dreapta) la soareci iradiati

cu 500 rad (@) si iradiati cu 500 rad cu administrarea concomitentd de

leucotrofind (Q). Grup martor neiradiat (x). Diferente statistice semnificative
in timus la 9 (p<0,01) si 11 zile (p<0,05) dupi iradiere.

-ea cantitatit ADN se observa s1 la grupul iradiat fard administrarea de leucotrofina,
zar intr-o masurid semmnificativ maj scazutd. In splini refacerea cantititii ADN in
-ma iradierii este mult mai pufin evidentid decit in timus, fjr4 a se observa un
zfect terapeutic din partea l2ucotrofinei.

Activitatea de sintezd ADN la soareci tratafi cu leucotrofind (fig. 3, 4) este
semnificativ mai crescutd in timusul si maduva hematogeni la 5—7 zile dupé
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Fig. 3. Activitatea de sintezi ADN (d.p.m./mg. ADN) dupi administrarea de

12 pCi timidina-H® cu 90’ inainte de sacrificare in timus (stinga) si in splind

(dreapta) la goareci iradiai cu 500 rad (@), iradiati cu 500 rad si tratati cu leu-

cotrofind (Q) si soareci martori meiradiati ( x). Diferente statistic semnificative

in timus la § (p<0,01) si 7 zile (p<0,05) dupi iradiere. Activitatea specifici in

grupul de control neiradiat a fost 22.450 d.p.m./mg ADN in timus si 91.300
d.p.m./mg. ADN in splini.
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—, iradiere, in comparafie cu lotul ani-
O malelor 1radiatie fara tratament. ir
‘I splind nivizlul sintezei ADN la soarec:
/ iradiati farad tratament s tratati cu
400 ) leucotrofina variaza in jurul activita-
/! tii observate la soareci martori neira-

< diati (fig. 3)
= 300
0
Discutii si concluzil

(@)]
£ Confruntind datele obtinute in
~ 200¢ prezenta lucrare cu rezultatele noas-
E tre anterioare (8, 9, 11, 12, 13) putem
a trage urmaitoarele concluzii prelimi-
o nare: . o

100+ — Extiractul timic  leucotrofina

aplicatd dupd iradiere creste semnifi-
cativ doza semiletald a soarecilor ira-
diati, factorul de reducere a doze.
fiind de 1.21.

e i i
0 3 6 ] 12 zile — Stimuleaza semnificativ  eri-
. tropoieza medulara st splenicd, si lim-
Mdduva fopoieza (timus) la soareci iradiati cu

doze subletale.

— Tratamentul cu leucotrofind ma-
reste semnificativ numarul coloniilor
splenice, ceea ce reflecta in mod can-
titativ capacitatea de repopulare cres-
cuta a celulelor suse .CFU).

— Extractul stimuleaza sinteza
in maduva hematogena s In
organele limfatice (timus, splina).

— Pe baza acestor date putem
afirma ca leucotrofina este un agent terapeutic care stimuleaza refacerea sistemului
hematopoietic si limfatic radiolezat, avind o actiune de tip poietina la nivelui
celulelor suse hematopoietice si limfatice, Utilizarea lui ca adjuvant in chimio- $
radioterapia tumorilor maligne pare pe deplin justificata

Fig. 4. Activitatea de sintezi ADN (d.p.m./mg
ADN) in miduvd osoasi dupd administrare de
12 pCi timidind-H?® cu 90 minute inainte de
sacrificare la soareci iradiagi cu 500 rad. (@)
si soareci iradiati cu 500 rad si tratati cu leu-
cotrofind (). Activitatea specificd in lotul de

control neiradiat a fost 69.300 d.p.m./mg ADN. GO
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3®DEKT JIEMKOTPO®HWHA HA BOCCTAHOBJ/IEHUE TEMATOITO3THUUECKOH
U JIMMOATUUECKOM TKAHUY ¥ OBJIYUEHHBIX MbIIIEA

Ypau 3., Cyuy A., Manny Mapuana, Kameauss Bany, Panyrecky Eaena

Pesiome

JleyeHHe mHoc/Ie OGJNy4YeHHsI 3KCTPAKTOM THMyCa IMOBbILIAET 3HAYHTENBHO MOJEJNETaIbHYI0
2:3y/30 AHelt Mblmedl ¥ (HakTOp YMeHbLIEHHS AO3bI.

Y KMBOTHBIX OGJIyUeHHbIX CYGJIETalbHBEIMH J03aMH CTHMYJHDYeT 3HAYHTEJIbHO BOCCTa-
s38.1eHHe MeyJISIPHOrO H CeIe38HOYHOrO 3PHTPONO33a, a TaK XKe H YBeJIHUHBAET HHCJIO SHAO-
~:HHBIX CeJe38HOUHBIX KOJOHHH.

BoccranoBnenue Koandectsa JJHK B THMYycCe, a TaK Xe CHHTe3HOe AeUYCTBHE JHK B tHMYCe
2 B reMATOreHHOM KOCTHOM MOSTY SIBJISIETCS TaKiKe 3HAUMTENbHO CTHMYJJIHPOBAHHBIM BCIEACTBHE
2eyeHHsi Tocae OONyYeHH .

EFFECT OF LEUKOTROPHIN ON THE REGENERATION OF THE
HEMATOPOIETIC AND LYMPHATIC TISSUE IN IRRADIATED RATS

Z. Uray, D. Suciu, Mariana Maniu, Cornelia Ban, Elena Radulescu
Summary

Postirradiation therapy with leukotrophin — a thymus extract increases sig-
nificantly the semilethal dose per 30 days in rats as well as the dose reduction
{actor.

In animals irradiated with sublethal doses it stimulates significantly the re-
generation of the medullary and splenic erythropoiesis as well as the rise in the
=umber of endogenous splenic colonies.

The regeneration of the amount of DNA in the thymus and the activity of
DNA synthesis in the thymus and hematogenic bone marrow are also significantly
s:imulated following postirradiation therapy.



