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Abstract 

The effects of Kanglaite Injection (KLT) on cancer cell proliferation cycle were investigated. The study revealed that blank emulsion had slight inhibitory effect on cancer cells. The inhibitory rate of 1:20 diluted emulsion (equal to 50μl/ml) for KB cells is 10%. The IC50 of KLT was 22.6μl/ml for KB cells and 38.5μl/ml for K562 cells. It has been observed with flow cytometric scan method that KLT suppresses cancer cell proliferation by inhibiting cell mitosis. After the cancer cells were treated with KLT, the number of S-phase cells decreased and the number of G2+M phase cells increased with a dose dependent relationship. The proliferation ability of affected cancer cells was reduced, which eventually induced cancer cells into apoptosis. 

Kanglaite Injection is produced from the active ingredient extracted by modern technology from Coix seed, a Traditional Chinese medicine. As an emulsion for injection, KLT has been proved by pharmacodynamic and clinical investigations as being of definite inhibiting action and therapeutic effects on many tumors. Experiments also showed that KLT could enhance human immune function. Investigating the mechanism underlying the anti-cancer action of KLT would serve as an important guidance for clinical practice. In this study, the effects of KLT on cancer cell proliferation cycle were investigated. 
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1. Materials and Methods 

1.1 Drugs and Reagents 

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 tetraxolium-hrimide, MTT], RPMI 1640 and Propidium Iodide (PI) were purchased from Merck, Sigma and Gibco company respectively. Mitomycin (MMC) was produced from Kyowa. 

1.2 Cell Culture 

Human oral squamous carcinoma KB cell strain was supplied by Shanghai Biology Institute affiliated to the Chinese Academy of Science. Human erythroleukemia K562 cell strain was provided by the Immunology Institute of Kiel University in Germany. The cells were routinely cultured and passaged by the Department of Cytology of Cancer Institute of Zhejiang Medical University. 

1.3 Instruments 

Flow cytometer (FAC Scan) was purchased from Becton Dickinson, U.S.A. Full automatic enzyme labeling photometer: Type of Sigma 960. 

1.4 Methyl Thiazole Tetrazolium Reduction Method (MTT Method) 

Logarithmic growth phase tumor cells 2Ч105/ml 0.2ml were inoculated into each well of a 96-well culture plate. Saline control group (well), Mitomycin (MMC) positive control group (well) and experiment group (well) of different concentrations were established with 6 parallel wells for each group. The cells were cultured in an incubator at 37℃, 5% CO2 for 72 hours. MTT solution (5mg/ml) 10μl would be added into each well 4 hours before termination of the experiment. After the crystal dissolved completely, the absorption (O.D. value) of each well would be measured with enzyme labeling photometer at 570nm-wave length. The cell proliferation inhibitory rate was calculated with the following formula: 

Inhibitory Rate (%)=(1- mean OD of experiment group/mean OD of control group )Ч100%. 

The IC50 was calculated with logarithmic probability graphic method. 

1.5 Analysis of Cell Proliferation Cycle-Flow cytophotometry (FCM) 

The collected cells were fixed with dehydrated alcohol. Then treated them with RNase and stained with PI for a half hour before assay. Flow cytometric scan (FAC Scan) would be used for DNA assay. The data was processed by professional software Multicycle to calculate the percentage of cells of different phases. 

2. Conclusions and Discussions 

2.1 The Inhibitory Effects of KLT on Proliferation of Tumor Cells 

The proliferations of KB and K562 cells got significant inhibition after treated with KLT for 72 hours. The IC50 of KLT was 22.6μl/ml for KB cells and 38.5% μl/ml for K562 cells. The inhibiting rate of 1:20 diluted control emulsion (equal to 50μl/ml) was 10% for KB cells and the IC50 of positive control Mitomycin (MMC) was 0.54 μg/ml for KB cells. 

2.2 The Effects of KLT on Cancer Cell Proliferation Cycle 

The following table showed that after treated by 1μl/ml KLT for 48 hours, the cells in S phase and G2+M phase increased markedly in percentage. When the cells were treated by KLT at the concentration of 5μl/ml, the percentage of K562 cells in S phase decreased and the percentage of cells in G2+M phase increased notably. With KLT of 10μl/ml, the K562 cells of S phase in experiment group decreased to 11.6% of those in control group while the cells of G2+M phase in experiment group increased to 11 times of those in control. When the cells were treated by KLT at the concentration of 50μl/ml, 100% cells would be killed and no phase distribution of cell proliferation cycle could be analyzed. The experiment above showed that the proliferation cycle of K562 cells could be notably affected by KLT and that there existed dose dependent relationship. The action of KLT on cancer cell proliferation cycle was mainly due to its effects of retarding the cell cycle at the G2+M phase, reducing the number of cells entering into G0 and G1 phase and decreasing the percentage of S-phase cells. As a result KLT could inhibit mitosis and proliferation of cancer cells and induce apoptosis of the affected cells. 

Experiment on emulsion control group revealed that K562 cell proliferation cycle was not notably affected by emulsion with a concentration below 10μl/ml (See Fig 1), which demonstrated by comparison that KLT could significantly influence cancer cell proliferation cycle. Some Japanese scholars reported that they had isolated two components with inhibiting action on Ehrlich ascites carcinoma in mice from the ethanol extract of Coix Seed. One could cause degeneration of cytoplasm and the other could make caryocinesis stagnate at the metaphase of cell proliferation cycle. This study has revealed that KLT might inhibit the proliferation of cancer cells by retarding the mitosis of tumor cells. 

References 

1. Camplin BG, Pym J, Baker HM, et al. Chemo-sensitivity Testing of Small Cell Lung Cancer Using MTT Assay. Br J Cancer, 1991, 63:75. 

2. Dosik GM, Barligie B, Smith TL, et al. Pretreatment Flow Cytometry of DNA Content Acute Leukemia. Blood. 1980, 55:74. 

3. Li FY, et al.Journal of Practical Oncology, 1994, (3):59. 

4. Liu JX, Liao ML, Yan DJ. Clinical Summary of Kanglaite Injection in Treating Primary Lung Cancer, Newsletter of Anticancer Pharmaceuticals in Zhejiang, 1995, 8. 

Table 1. Effect of KLT injection on K562 Cell Proliferation Cycle 

	Groups
	Concentration
	G1%
	S%
	G2+M%

	Control Emulsion

KLT


	1μl/ml

5μl/ml

10μl/ml

1μl/ml

5μl/ml

10μl/ml

50μl/ml
	42.4

42

45.3

41.0

26.2

27.2

26.4


	51.6

47.4

52.7

48.3

58.1

24.1

6.1

Death Of Cells
	6.0

5.4

2.0

10.6

15.7

48.8

67.5




Влияние Канглайта на цикл пролиферации опухолевых клеток
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Резюме

Изучали влияние Канглайта для инъекций на цикл пролиферации опухолевых клеток. Исследование показало, что пустая эмульсия оказывает слабый ингибирующий эффект на опухолевые клетки. Степень ингибирования 1:12 разбавленной эмульсии (равной 50 мкл/мл) для клеток КВ – 10 %. IC50 Канглайта была 22,6 мкл/мл для клеток КВ и 38,5 мкл/мл для клеток К562. Методом проточного цитометрического сканирования было обнаружено, что Канглайт подавляет пролиферацию опухолевых клеток, ингибируя клеточный митоз. После обработки Канглайтом опухолевых клеток, число клеток в S-фазе снизилось, а количество клеток в G2+М фазе возросло, полученные результаты зависели от дозы препарата. Способность к пролиферации пораженных опухолевых клеток снизилась, что возможно индуцировало апоптоз опухолевых клеток.

Канглайт для инъекций производится из активных веществ, экстрагированных с помощью современных технологий из семян Коикс, применяющихся в традиционной китайской медицине. Фармакодинамическими и клиническими исследованиями было доказано определенное ингибирующее влияние и терапевтическое действие Канглайта в форме эмульсии для инъекций на многие опухоли. Эксперименты также показали, что Канглайт может повышать иммунитет у людей. Исследование механизма, лежащего в основе противоопухолевого действия Канглайта, послужит важным руководством для клинического применения. В этом исследовании мы изучали влияние Канглайта на цикл пролиферации опухолевых клеток.

Ключевые слова: Канглайт, опухолевые клетки, цикл пролиферации.

1. Материалы и методы

1.1.Препараты и реагенты

Канглайт для инъекций (10 %) и эмульсия для контроля были предоставлены Zhejiang Kanglaite Pharmaceutical Co., Ltd. Голубой тетразолий [3(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-дифенил-2Н тетразолий бромид] (МТТ), RPMI-1640 и йодистый пропидий (PI) были приобретены в компаниях Merck, Sigma и Gigco соответственно. Митомицин был производства Kyowa.

1.2. Клеточные культуры

Линия клеток человеческой плоскоклеточной карциномы полости рта была предоставлена институтом биологии в Шанхае, подчиненным Китайской академии наук. Линия клеток человеческой эритролейкемии К562 была получена в институте иммунологии университета Kiel, Германия. Клетки культивировали и пересевали обычным способом в отделе цитологии онкологического института медицинского университета Чжецзяна.

1.3. Инструменты

Проточный цитометр (FACScan) приобретен в Becton Dickinson, USA. Автоматический энзим меченый фотометр – тип Sigma 960. 

1.4. МТТ-метод (восстановление голубого теразолия)

В каждую лунку 96-луночного плато добавляли 2105/мл опухолевых клеток в объеме 0,2 мл в логарифмической фазе роста. В контрольной группе в лунки вносили физиологический раствор, в положительном контроле –  митомицин С и в экспериментальных группах – различные концентрации Канглайта. Каждая группа состояла из 6 лунок. Клетки культивировали в инкубаторе при 37 С, 5% СО2 в течение 72 ч. Раствор МТТ (5 мг/мл) 10 мл добавляли в каждую лунку за 4 ч до окончания эксперимента. После полного растворения кристаллов  поглощение в каждой лунке было измерено с помощью фотометрии при длине волны 570 нм. Степень ингибирования клеточной пролиферации рассчитали 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.

1.5. Пролиферацию клеток определяли на проточном цитофотометре

Собранные клетки фиксировали дегидрированным спиртом, затем обрабатывали РНКазой и окрашивали йодистым пропидием за полчаса до исследования.  Использовали проточный цитофлюориметр FACScan для исследования ДНК. Данные обрабатывали на профессиональном оборудовании Multicycle для расчета процентного соотношения клеток в разных фазах.

2. Заключение и обсуждение

2.1. Ингибирующее влияние Канглайта на пролиферацию опухолевых клеток

Пролиферация КВ и К562 клеток была значительно угнетена после обработки Канглайтом в течение 72 ч. IC50 Канглайта был 22,6 мкл/мл для КВ клеток и 38,5 мкл/мл для К562 клеток. Степень ингибирования 1:20 разведенной контрольной эмульсии (равной 50 мкл/мл) составила 10 % для КВ клеток и IC50 позитивного контроля с митомицином был 0,54 мкл/мл для КВ клеток.

2.2. Влияния Канглайта на цикл пролиферации опухолевых клеток

В таблице показано, что после обработки 1 мкл/мл Канглайта в течение 48 ч значительно увеличилось процентное соотношение клеток в S фазе и в G2+М фазе. После обработки Канглайтом в концентрации 5 мкл/мл процент К562 клеток в S фазе снизился, а процент клеток в G2+М фазе заметно повысился. После обработки Канглайтом в концентрации 10 мкл/мл клетки К562 в S фазе в экспериментальной группе снизились до 11,6 % к контрольной группе, тогда как клетки в G2+М фазе в экспериментальной группе увеличились в 11 раз по сравнению с контрольной группой. При обработке клеток Канглайтом в концентрации 50 мкл/мл 100 % клеток погибли, и невозможно было анализировать фазы распределения цикла пролиферации клеток. Этот эксперимент показал, что цикл пролиферации К562 клеток заметно зависит от Канглайта и это дозозависимое отношение. Влияние Канглайта на цикл пролиферации опухолевых клеток происходит главным образом из-за задержки клеточного цикла в фазе G2+М, сокращения числа клеток, вступающих в G0 и G1 фазы и снижения процента клеток в S фазе. В результате Канглайт ингибирует митоз и пролиферацию опухолевых клеток и индуцирует апоптоз пораженных клеток.

Эксперимент в контрольной группе показал, что цикл пролиферации К562 клеток не подвержен влиянию контрольной эмульсии в концентрации ниже 10 мкл/мл (см. рис. 1). Это демонстрирует, что Канглайт может значительно влиять на цикл пролиферации опухолевых клеток. Японские ученые сообщили, что они выделили два компонента с ингибирующим действием на асцитную карциному Эрлиха у мышей из спиртового экстракта семян коикс. Один является причиной поражения цитоплазмы, а другой вызывает остановку ядра в метафазе цикла пролиферации клетки. Это исследование показало, что Канглайт может инигибировать пролиферацию опухолевых клеток, останавливая митоз.

Таблица 1. Влияние Канглайта для инъекций на цикл пролиферации клеток К562

	Группы
	Концентрация, мкл /мл
	G1 %
	S %
	G2+M %

	Контроль
	
	42,4
	51,6
	6,0

	Эмульсия
	1

5

10
	42

45,3

41,0
	47,4

52,7

48,3
	5,4

2,0

10,6

	Канглайт
	1

5

10

50
	26,2

27,2

26,4
	58,1

25,1

6,1

Смерть клеток
	15,7

48,8

67,5
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