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ISPITIVANJE GENOTOKSI^NOG POTENCIJALA LEVAMIZOL
HIDROHLORIDA NA ]ELIJAMA KOSTNE SR@I PACOVA

WISTAR SOJA*

INVESTIGATIONS OF GENOTOXIC POTENTIAL OF LEVAMISOLE

HYDROCHLORIDE IN BONE MARROW CELLS OF WISTAR RATS

M. Kuli}, Z. Stanimirovi}, Biljana Markovi}, S. Risti}**

Eksperiment je izveden u in vivo uslovima na }elijama kostne sr`i
pacova Wistar soja. Testirane su doze levamizol hidrohlorida i to: tera-
pijska doza od 2.2 mg/kg, t.m., zatim doza od 4,4 mg/kg t.m., LD50 do
25% mg/kg t.m. i LD50-75% mg/kg t.m.. Pra}en je uticaj levamizol hi-
drohlorida na kinetiku }elijskog ciklusa i pojavljivanje strukturnih i nu-
meri~kih promena na hromozomima u }elijama kostne sr`i. Terapijska
doza levamizola od 2,2 mg/kg t.m. pokazala je sposobnost pove}anja
mitotske aktivnosti posmatranih }elija, tako potkrepljuju}i saznanja o
imunostimulativnom efektu ove doze leka u in vivo uslovima. Ostale
testirane doze levamizola u ovom eksperimentu, posmatrano u odnosu
na kontrolnu grupu, imale su suprotan efekat, tj. uslovile su smanjenje
mitotske aktivnosti }elija kostne sr`i. Sve ispitivane doze in vivo poka-
zuju sposobnost indukcije numeri~kih (aneuploidija i polipleidija) i
strukturnih (lezije, prekidi i insercije) aberacija hromozoma. Na osnovu
toga mo`e da se zaklju~i da ispitivane doze imaju genotoksi~ni efekat.

Klju~ne re~i: genotoksi~nost, citotoksi~nost, aneuploidije, poliploidije
lezije, prekidi, insercije

Primena razli~itih antibiotika, sulfonamida, antiparazitika i drugih he-
moterapijskih sredstava u le~enju `ivotinja i ~oveka, pored mnogih pozitivnih
efekata, prouzrokovala je neke negativne efekte koji mogu da se ispolje i u prome-
nama u naslednom materijalu. Jedan od takvih lekova je levamizol hidrohlorid koji

3

ORIGINALAN NAU^NI RAD – ORIGINAL SCIENTIFIC PAPER

Uvod / Introduction

* Rad primljen za {tampu 31. 10. 2005. godine

** Mr Milan Kuli}, Katedra za humanu genetiku, Medicinski fakultet, Fo~a; dr Zoran Stanimi-
rovi}, profesor, dr Biljana Markovi}, Katedra za biologiju, Fakultet veterinarske medicine,
Beograd; mr Sini{a Risti}, Katedra za fiziologiju, Medicinski fakultet, Fo~a



ima {iroku primenu u veterinarskoj i humanoj medicini kao antiparazitik. Naro~ito
je efikasan u le~enju infekcija gastrointestinalnog i respiratornog trakta izazvanih
predstavnicima klase Nematoda. Me|utim, pored ove primarne funkcije, poznato
je i njegovo imunostimuliraju}e dejstvo Š1, 2¹. Levamizol je pokazao sposobnost
smanjenja u~estalosti pojavljivanja tumora i metastaza kod tretiranih `ivotinja Š3,
4, 5¹. Pored ovih pozitivnih efekata, levamizol hidrohlorid poseduje i toksi~ni
efekat izazivaju}i kod pasa hemoliti~nu anemiju i leziju CNS Š6¹, kod ptica slabiju
inkoordinaciju pokreta i regurgitaciju hrane, pa ~ak i uginu}e Š7¹. Kod ljudi kao
ne`eljeni efekti terapije ovim lekom javljaju se agranulocitopenija, leukoreja,
anoreksija i nauzeja Š8¹, fotosenzibilna ko`na reakcija Š9¹ i kutani nekroti~ni vasku-
litis Š10¹. Pored ovih prolaznih i relativno benignih poreme}aja, ustanovljeni su i
slu~ajevi o{te}enja bubrega Š11¹.

Levamizol hidrohlorida u in vitro i in vivo eksperimentu pove}ava u~es-
talost razmena sestrinskih hromatida (SCE), hromozomskih i hromatidnih prekida
Š12, 13¹.

Eksperiment je izveden in vivo na pacovima Wistar soja, mu{kog pola,
uzrasta od 45 do 50 dana i telesne mase od 150 do 200 grama. Eksperiment smo
postavili tako {to smo ispitivali pet eksperimentalnih grupa: kontrolna grupa koja
je dobijala fiziolo{ki rastvor, I eksperimentalna grupa tretirana je terapijskom do-
zom levamizol hidrohlorida od 2,2 mg/kg t.m, II eksperimentalna grupa tretirana je
dozom levamizola od 4,4 mg/kg t.m, III eksperimentalna grupa tretirana dozom
od LD50 do 25 posto mg/kg t.m. i IV eksperimentalna grupa tretirana je dozom od
LD50-75 posto mg/kg telesne mase. Izvedeno je osam eksperimentalnih ciklusa
sa intraperitonealnom sedmodnevnom aplikacijom ispitivanih doza leka.

Nakon sedmodnevnog tretmana, `ivotinje su `rtvovane, a materijal za
citogeneti~ke analize dobijen je u skladu sa procedurom koju su postavili Hsu i
Patton Š14¹, modifikovano po Zimonji}u et al. Š15¹. Tehnika G-traka je obavljena po
metodi Seabrighta et al. Š16¹, modifikovano po Zimonji}u et al. Š15¹. Procena cito-
geneti~kih efekata (proliferativna aktivnost }elija), kao i sposobnost levamizol hi-
drohlorida da indukuje transformacije kariotipa (strukturne i numeri~ke aberacije)
obavljena je na }elijama kostne sr`i. U tu svrhu analizirano je 100 metafaznih figu-
ra po `ivotinji. Statisti~ka obrada dobijenih podataka je ura|ena primenom Stu-
dentovog t-testa.

Rezultati ispitivanja uticaja odgovaraju}ih doza levamizol hidrohlorida
na srednje vrednosti mitotskog indeksa, kao mere proliferativne aktivnosti }elija
kostne sr`i pacova prikazane su u tabeli 1.
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Tabela 1. Srednje vrednosti mitotske aktivnosti }elija kostne sr`i pacova Wistar soja kon-
trolne grupe i eksperimentalnih grupa pri tretmanu rastu}im dozama levamizol hi-
drohlorida

Table 1. Mean values of mitotic activity in bone marrow cells of Wistar rats of control group and experimental
groups treated with increasing doses of levamisole hydrochloride

Ponavljanja /
Repetitions

Kontrola /
Control

2,2 mg/kg t.m. 4,4 mg/kg t.m.
LD50-25%
mg/kg t.m.

LD50-75%
mg/kg t.m.

1 6,20 8,82 6,00 3,50 2,20

2 6,00 8,15 5,40 3,60 2,60

3 5,80 7,78 5,60 2,30 1,80

4 5,75 7,62 5,80 2,70 1,90

5 6,01 8,20 6,20 2,80 2,80

6 6,22 8,84 6,40 2,50 3,10

7 6,31 9,11 5,40 3,10 2,00

8 6,27 9,01 5,60 2,95 2,28

X 6,07 8,45 5,80 2,93 2,34

Terapijska doza levamizol hidrohlorida od 2,2 mg/kg t.m. omogu}ila je
pove}anje proliferativne aktivnosti }elija kostne sr`i, dok ostale testirane doze
smanjuju proliferativnu aktivnost }elija kostne sr`i. U kontrolnoj grupi `ivotinja,
srednja vrednost mitoti~ke aktivnosti (mitotski indeks=MI) bila je 6.07. Kod `ivoti-
nja tretiranih dozom levamizol hidrohlorida od 2,2 mg/kg t.m. srednja vrednost je
MI=8.45. U grupi `ivotinja tretiranih dozom levamizol hidrohlorida od 4,4 mg/kg
t.m. srednja vrednost je MI=5.80. Kod `ivotinja tretiranih dozom levamizol hi-
drohlorida od LD50 do 25 posto mg/kg t.m. srednja vrednost je MI=2.93, dok je
kod doze od LD50 do 75 posto mg/kg t.m. srednja vrednost MI=2.34.

Primenom t-testom utvr|ene su visoko statisti~ki zna~ajne razlike
(p<0,001) u pove}anju vrednosti mitotskog indeksa kod grupe `ivotinja tretiranih
dozom levamizol hidrohlorida od 2,2 mg/kg t.m. u odnosu na kontrolnu grupu
koja je primala fiziolo{ki rastvor. Isto tako, t-testom smo utvrdili visoko statisti~ki
zna~ajne razlike, kao u smanjenju vrednosti mitotskog indeksa izme|u kontrolne
grupe i svih ostalih eksperimentalnih grupa `ivotinja, kao i izme|u samih eksperi-
mentalnih grupa `ivotinja.

Na{i rezultati ukazuju na imunostimulativni efekat levamizol hidro-
hlorida, jer on podsti~e umno`avanje }elija kostne sr`i, {to se manifestuje
pove}anjem vrednosti mitotskog indeksa. Ovako shvatanje je istovremeno u
saglasnosti sa nalazima Symoentsa Š1¹ i Al-Ibrahima Š2¹. Pored toga, na{i rezultati
ukazuju da je levamizol hidrohlorid ciklus-specifi~ni agens koji na }eliju deluje u
ta~no odre|enoj fazi }elijskog ciklusa, ostvaruju}i svoj citotoksi~ni ili citostatski
efekat na najosetljivijim }elijama, tako da u prvo vreme u `ivotu opstaju samo one
}elije koje su najmanje osetljive ili neosetljive na datu dozu u odre|enoj fazi ce-
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lijskog ciklusa. Manje osetljive }elije uve}avaju svoju }elijsku populaciju, jer nes-
metano prolaze kroz }elijsku deobu sve dok se tokom vremena i pove}avanjem
doze ne ostvari potpun citostati~ki ili citotoksi~ni efekat. Ovakvo shvatanje je u
saglasnosti sa nalazima vi{e autora Š17, 18, 19, 20, 21, 22¹ i ono daje vrlo prihvatlji-
vo obja{njenje pove}anja proliferativne aktivnosti }elija kostne sr`i pacova tretira-
nih ispitivanim dozama levamizol hidrohlorida. Pove}an broj }elija u mitozi mo`e
da uka`e na sposobnost levamizol hidrohlorida da ubrza }elijski ciklus, tj. smanji
vreme njegovog trajanja {to uti~e na smanjenje vrednosti replikacije, a smanjena
vrednost replikacije ima kao posledicu mutabilnost Š23¹, {to je u saglasnosti sa
na{im nalazima o pove}anju u~estalosti prekida na hromozomima i pojavljivanje
specifi~nih strukturnih aberacija.
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kontrola

2.2 mg/kg t.m.

4.4 mg/kg t.m.

LD 50-25% mg/kg t.m.

LD 50-75% mg/kg t.m.

Aneuploidije Poliploidije Lezije Prekidi Insercije

Ukupan broj celija

sa promenama

Pored uticaja na mitotsku aktivnost }elija kostne sr`i ispitivane doze
levamizol hidrohlorida pokazale su sposobnost da indukuju kako numeri~ke
promene tipa aneuploidija i poliploidija, tako i strukturnih aberacija hromozoma
tipa lezija, prekida i insercija (grafikon 1).
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Grafikon 1. Prikaz citogeneti~kih parametara }elija kostne sr`i pacova kod kontrolne i
eksperimentalnih grupa

Graph 1. Graphic presentation of cytogenetic parameters of bone marrow cells in rats of control and
experimental groups



Kod `ivotinja koje su tretirane dozom levamizol hidrohlorida od
2,2 mg/kg telesne mase procentne vrednosti numeri~kih aberacija tipa ane-
uploidija bile su 1,02 posto, a poliploidija 0,23 posto, dok su za strukturne hromo-
zomske aberacije tipa lezija te vrednosti 0,52 posto, prekida 0,27 posto i insercija
0,14 posto. Kod `ivotinja koje su tretirane dozom levamizola od 4,4 mg/kg telesne
mase vrednost ovih parametara su: za numeri~ke aberacije tipa aneuploidija 5,90,
poliploidija 2,08 posto, dok su za strukturne hromozomske aberacije tipa lezija
1,75 posto, prekida 1,21 posto i insercija 0,52 posto. Prilikom tretmana sa dozom
levamizola od LD50 - 25 posto mg/kg telesne mase vrednost ovih parametara bile,
za numeri~ke aberacije tipa aneuploidija 11,42 posto, poliploidija 2,29 posto,
strukturne aberacije tipa lezija 3,58 posto, prekida 1,94 posto i insercija 0,68
posto. Kona~no, kod `ivotinja koje su tretirani dozom levamizola LD50 - 75 posto
mg/kg telesne mase procentne vrednosti ispitivanih promena su bile, za nu-
meri~ke aberacije tipa aneuploidija 16,14 posto, poliploidija 2,73 posto, struk-
turne aberacije tipa lezija 4,10 posto, prekida 2,39 posto i insercija 1,35 posto.

Dobijeni rezultati ukazuju da levamizol hidrohlorida omogu}ava vi-
soko statisti~ki zna~ajno pove}anje (p<0,001) u~estalosti numeri~kih i strukturnih
promena hromozoma u }elijama kostne sr`i u odnosu na kontrolu. U ovom testu
postoji linearni odnos doze i efekta {to zna~i, ako su doze leka ve}e, to je i njihov
efekat na naslednu osnovu ve}i. Posebno je zna~ajno ista}i pojavu insercija na
hromozomu prvog para autozoma, nastalu kao posledica indukovane amplifika-
cije segmenta izme|u traka q 21 i q 22, {to predstavlja specifi~nu promenu pod
uticajem levamiza-hidrohlorida Š21, 22, 24¹.

Na osnovu dobijenih rezultata mo`e da se zapazi da levamizol hi-
drohlorid u in vivo uslovima omogu}ava zna~ajno pove}anje proliferativne aktiv-
nosti }elija kostne sr`i i ima sposobnost indukcije numeri~kih aberacija (ane-
uploidije i poliploidije) i strukturnih (lezije, prekidi i insercije), izazivaju}i transfor-
maciju kariotipa `ivotinja koje se ispituju. Na osnovu navedenog mo`e da se
zaklju~i da ispitivane doze leka imaju genotoksi~ni efekat. Ovakav zaklju~ak je u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim na osnovu rezultata in vitro ispitivanja geno-
toksi~nog efekta levamizol hidrohlorida na humanim limfocitima iz kulture }elija
primenom SCE i mikronukleus testa Š12, 13, 25¹.

1. Symoens J., Rosenthal M.: Levamisole in the modulation of the immune re-
sponse. The current experimental and clinical state. Journal Of The reticuloendothelial So-
ciety, 21, 175-221, 1977. - 2. Al-Ibrahim M. S., Chirigos M. A.: Immune modulation and con-
trol of neoplasia by adjuvent therapy. In vitro effekts of levamisole on human mononuclear
cells. Progress In Cancer Res. And Therapy, 7, 39-47, 1978. - 3. Renoux G., Renoux M.: Le-
vamisole inhibits and cures a solid malignant tumor and its pulmonary metastases in mice.
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INVESTIGATIONS OF GENOTOXIC POTENTIAL OF LEVAMISOLE
HYDROCHLORIDE IN BONE MARROW CELLS OF WISTAR RATS

M. Kulic, Z. Stanimirovic, Biljana Markovic, S. Ristic

An experiment was performed under in vivo conditions on bone marrow cells
of Wistar rats. The following doses of levamisole hydrochloride were tested: a therapeutic
dose of 2.2 mg/kg bm, a dose of 4.4 mg/kg bm, LD50-25% mg/kg bm, and LD50-75% mg/kg
bm. We followed the effect of levamisole hydrochloride on kinetics of the cell cycle and the
appearance of structural and numeric changes in chromosomes in bone marrow cells. The
therapeutic dose of levamisole of 2.2 mg/kg bm exhibited a capability to increase mitotic
activity in the observed cells, thus confirming knowledge of the immunostimulative effect of
this dose of the medicine under in vivo conditions. The other tested doses of levamisole in
this experiment, observed in comparison with the control group, had an opposite effect,
namely, they caused a reduction in the mitotic activity of bone marrow cells. All the exam-
ined doses in vivo exhibited the ability to induce numeric (aneuploid and polyploid) and
structural (lesions, breaks and insertions) chromosomal aberrations. It can be concluded
on the grounds of these findings that the examined doses have a genotoxic effect.

Key words: Genotoxity, cytotoxicity, aneuploid, polyploid lesions, breaks, insertions

ISPÀTANIE GENOTOKSI^ESKOGO POTENCIALA LEVAMIZOLÃ
GIDROHLORIDA NA KLETKAH KOSTNOGO MOZGA KRÀS WISTAR [TAMMA

M. Kuli~, Z. Stanimirovi~, BilÔna Markovi~, S. Risti~

Õksperiment vìveden v in vivo usloviÔh na kletkah kostogo mozga krìs

Wistar {tamma. Testirovanì sleduÓçie dozì levamizolÝ gidrohlorida a imenno:

terapevti~eskaÔ doza ot 2,2 mg/kg, m. t., zatem doza ot 4,4 mg/kg m. t., LD50-25% mg/kg
m. t. Sle`eno vliÔnie levamizolÝ gidrohlorida na kinetiku kleto~nogo cikla i
Ôvenie strukturnìh i numeri~eskih izmeneniy na hromosomah v kletkah kostnogo
mozga. Terapevti~eskaÔ doza levamizolÔ ot 2,2 mg/kg m. t. pokazala sposobnostÝ
uveli~eniÔ mitoti~eskoy aktivnosti nablÓdaemìh kletok, tak podkreplÔÔ so-

znaniÔ o immunostimuliruÓçem Ìffekte Ìtoy dozì lekarstva v in vivo usloviÔh.
OstalÝnìe testirovannìe dozì levamizolÔ v Ìtom Ìksperimente nami nablÓano v
otno{enii kontrolÝnoy gruppì, imeli protivopolo`nìy Ìffekt t.e. obuslovili
umenÝ{enie mitoti~eskoy aktivnosti kletok kostnog mozga. Vse ispìtannìe dozì

in vivo pokazìvaÓt sposobnostÝ indukcii numeri~eskih (aneuplodii i poliplo-
idii) i strukturnìh (povre`deniÔ, razrìvì i insercii) aberraciy hromosom. Na
osnove Ìtogo mo`no sledatÝ vìvod, ~to ispìtannìe dozì imeÓt genotoksi~eskiy
Ìffekt.

KlÓ~evìe slova: genotoksi~nostÝ, citotoksi~nostÝ, aneuploidii, poliploidii,
povre`deniÔ, razrìvì, insercii
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