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INVESTIGATIONS OF GENOTOXIC POTENTIAL OF LEVAMISOLE
HYDROCHLORIDE IN BONE MARROW CELLS OF WISTAR RATS

M. Kulié, Z. Stanimirovi¢, Biljana Markovié, S. Risti¢"™

Eksperiment je izveden u in vivo uslovima na ¢elijama kostne srzi
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., LD, do
25% mglkg t.m. i LD,75% mg/kg t.m.. Pracen je uticaj levamizol hi-
drohlorida na kinetiku ¢elijskog ciklusa i pojavijivanje strukturnih i nu-
merickih promena na hromozomima u ¢elijama kostne srZi. Terapijska
doza levamizola od 2,2 mg/kg t.m. pokazala je sposobnost povecanja
mitotske aktivnosti posmatranih ¢elija, tako potkrepljujuéi 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 srZi. Sve ispitivane doze in vivo poka-
zuju sposobnost indukcije numeriCkih (aneuploidija i polipleidija) i
strukturnih (lezije, prekidi i insercije) aberacija hromozoma. Na osnovu
toga moZe da se zakljuci da ispitivane doze imaju genotoksicni efekat.

Kljucne reci: genotoksic¢nost, citotoksi¢nost, aneuploidije, poliploidije
lezije, prekidi, insercije

Uvod / Introduction

Primena razli¢itih antibiotika, sulfonamida, antiparazitika i drugih he-
moterapijskih sredstava u leCenju Zivotinja i Coveka, 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
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ima Siroku primenu u veterinarskoj i humanoj medicini kao antiparazitik. Narocito
je efikasan u leCenju infekcija gastrointestinalnog i respiratornog trakta izazvanih
predstavnicima klase Nematoda. Medutim, pored ove primarne funkcije, poznato
je i njegovo imunostimuliraju¢e dejstvo [1, 2]. Levamizol je pokazao sposobnost
smanjenja ucestalosti pojavljivanja tumora i metastaza kod tretiranih Zivotinja [3,
4, 5]. Pored ovih pozitivnih efekata, levamizol hidrohlorid poseduje i toksi¢ni
efekat izazivajuéi kod pasa hemolitiénu anemiju i leziju CNS [6], kod ptica slabiju
inkoordinaciju pokreta i regurgitaciju hrane, pa ¢ak i uginuée [7]. Kod ljudi kao
nezeljeni efekti terapije ovim lekom javljaju se agranulocitopenija, leukoreja,
anoreksija i nauzeja [8], fotosenzibilna kozna reakcija [9] i kutani nekroti¢ni vasku-
litis [10]. Pored ovih prolaznih i relativno benignih poremecaja, ustanovljeni su i
sluCajevi oSteéenja bubrega [11].

Levamizol hidrohlorida u in vitro i in vivo eksperimentu poveéava u¢es-
talost razmena sestrinskih hromatida (SCE), hromozomskih i hromatidnih prekida
[12, 13].

Materijal i metode / Materials and methods

Eksperiment je izveden in vivo na pacovima Wistar soja, muskog 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 fizioloSki rastvor, | eksperimentalna grupa tretirana je terapijskom do-
zom levamizol hidrohlorida od 2,2 mg/kg t.m, Il eksperimentalna grupa tretirana je
dozom levamizola od 4,4 mg/kg t.m, lll eksperimentalna grupa tretirana dozom
od LDsg do 25 posto mg/kg t.m. i IV eksperimentalna grupa tretirana je dozom od
LDso-75 posto mg/kg telesne mase. Izvedeno je osam eksperimentalnih ciklusa
sa intraperitonealnom sedmodnevnom aplikacijom ispitivanih doza leka.

Nakon sedmodnevnog tretmana, zivotinje su zZrtvovane, a materijal za
citogeneticke analize dobijen je u skladu sa procedurom koju su postavili Hsu i
Patton [14], modifikovano po Zimoniji¢u et al. [15]. Tehnika G-traka je obavljena po
metodi Seabrighta et al. [16], modifikovano po Zimoniji¢u et al. [15]. Procena cito-
genetickih efekata (proliferativna aktivnost ¢elija), kao i sposobnost levamizol hi-
drohlorida da indukuje transformacije kariotipa (strukturne i numericke aberacije)
obavljena je na ¢elijama kostne srzi. U tu svrhu analizirano je 100 metafaznih figu-
ra po zivotinji. StatistiCka obrada dobijenih podataka je uradena primenom Stu-
dentovog t-testa.

Rezultati i diskusija / Results and discussion
Rezultati ispitivanja uticaja odgovarajucéih doza levamizol hidrohlorida

na srednje vrednosti mitotskog indeksa, kao mere proliferativne aktivnosti ¢elija
kostne srzi pacova prikazane su u tabeli 1.
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Tabela 1. Srednje vrednosti mitotske aktivnosti ¢elija kostne srZi pacova Wistar soja kon-
trolne grupe i eksperimentalnih grupa pri tretmanu rastué¢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

“opttions | Conimg_| 22mkgtm. |44 mghgtm | S | nRTH
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. omogucila je
povecanje proliferativne aktivnosti Celija kostne srzi, dok ostale testirane doze
smanjuju proliferativnu aktivnost ¢elija kostne srzi. U kontrolnoj grupi zivotinja,
srednja vrednost mitotiCke aktivnosti (mitotski indeks=MI) bila je 6.07. Kod zivoti-
nja tretiranih dozom levamizol hidrohlorida od 2,2 mg/kg t.m. srednja vrednost je
MI=8.45. U grupi zivotinja tretiranih dozom levamizol hidrohlorida od 4,4 mg/kg
t.m. srednja vrednost je MI=5.80. Kod zivotinja tretiranih dozom levamizol hi-
drohlorida od LDsg, do 25 posto mg/kg t.m. srednja vrednost je MI=2.93, dok je
kod doze od LD5y do 75 posto mg/kg t.m. srednja vrednost MI=2.34.

Primenom t-testom utvrdene su visoko statistiCki znaCajne razlike
(p<0,001) u povecanju vrednosti mitotskog indeksa kod grupe Zivotinja tretiranih
dozom levamizol hidrohlorida od 2,2 mg/kg t.m. u odnosu na kontrolnu grupu
koja je primala fizioloSki rastvor. Isto tako, t-testom smo utvrdili visoko statistiCki
znacajne razlike, kao u smanjenju vrednosti mitotskog indeksa izmedu kontrolne
grupe i svih ostalih eksperimentalnih grupa zivotinja, kao i izmedu samih eksperi-
mentalnih grupa Zivotinja.

Nasi rezultati ukazuju na imunostimulativni efekat levamizol hidro-
hlorida, jer on podstiCe umnozavanje Celija kostne srzi, sto se manifestuje
povecanjem vrednosti mitotskog indeksa. Ovako shvatanje je istovremeno u
saglasnosti sa nalazima Symoentsa [1] i Al-lbrahima [2]. Pored toga, nasi rezultati
ukazuju da je levamizol hidrohlorid ciklus-specificni agens koji na €eliju deluje u
tacno odredenoj fazi ¢elijskog ciklusa, ostvarujuéi svoj citotoksicni ili citostatski
efekat na najosetljivijim ¢elijama, tako da u prvo vreme u zivotu opstaju samo one
¢elije koje su najmanje osetljive ili neosetljive na datu dozu u odredenoj fazi ce-
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lijskog ciklusa. Manje osetljive Celije uveéavaju svoju ¢elijsku populaciju, jer nes-
metano prolaze kroz ¢éelijsku deobu sve dok se tokom vremena i povecavanjem
doze ne ostvari potpun citostaticki ili citotoksi¢ni efekat. Ovakvo shvatanje je u
saglasnosti sa nalazima viSe autora [17, 18, 19, 20, 21, 22] i ono daje vrlo prihvatlji-
vo objasnjenje povecanija proliferativne aktivnosti ¢elija kostne srzi pacova tretira-
nih ispitivanim dozama levamizol hidrohlorida. Povec¢an broj ¢elija u mitozi moze
da ukaze na sposobnost levamizol hidrohlorida da ubrza ¢elijski ciklus, tj. smaniji
vreme njegovog trajanja Sto uti¢e na smanjenje vrednosti replikacije, a smanjena
vrednost replikacije ima kao posledicu mutabilnost [23], §to je u saglasnosti sa
nasim nalazima o povecéanju ucestalosti prekida na hromozomima i pojavljivanje
specifi¢nih strukturnih aberacija.

Pored uticaja na mitotsku aktivnost ¢Celija kostne srZi 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).

2 W kontrola / control

= [2.2 mg/kg t.m.

157 4.4 mg/kg t.m.

Z— LD 50-25% mg/kg t.m.
7 LD 50-75% mglkg t.m.

Promena procentualnih vrednosti citogeneti¢kih parametara ¢elija kostne srzi /

Changes in percent values of cytogenetic parameters of bone marrow cells

Aneuploidije/ Poliploidije/  Lezije/ Prekidi/ Insercije/ Ukupan broj ¢elija
Aneuploid Polyploid Lesions Breaks Insertions ~ sa promenama /
Total number of cells

with changes

Grafikon 1. Prikaz citogeneti¢kih parametara ¢elija kostne srzi pacova kod kontrolne i
eksperimentalnih grupa
Graph 1. Graphic presentation of cytogenetic parameters of bone marrow cells in rats of control and
experimental groups
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Kod zivotinja 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 Zivotinja koje su tretirane dozom levamizola od 4,4 mg/kg telesne
mase vrednost ovih parametara su: za numericke 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 LDsq - 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. Konacno, kod Zivotinja koje su tretirani dozom levamizola LDs; - 75 posto
mg/kg telesne mase procentne vrednosti ispitivanih promena su bile, za nu-
meric¢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 omoguéava vi-
soko statistiCki znacajno povecanje (p<0,001) uCestalosti numerickih i strukturnih
promena hromozoma u ¢elijama kostne srzi u odnosu na kontrolu. U ovom testu
postoji linearni odnos doze i efekta Sto znadi, ako su doze leka vece, to je i njihov
efekat na naslednu osnovu veéi. Posebno je znacajno istaci pojavu insercija na
hromozomu prvog para autozoma, nastalu kao posledica indukovane amplifika-
cije segmenta izmedu traka q 21 i q 22, S$to predstavlja specificnu promenu pod
uticajem levamiza-hidrohlorida [21, 22, 24].

Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata moze da se zapazi da levamizol hi-
drohlorid u in vivo uslovima omoguéava znac¢ajno povecéanje proliferativhe aktiv-
nosti Celija kostne srzi i ima sposobnost indukcije numeri¢kih aberacija (ane-
uploidije i poliploidije) i strukturnih (lezije, prekidi i insercije), izazivajuéi transfor-
maciju kariotipa zivotinja koje se ispituju. Na osnovu navedenog moze da se
zakljuéi da ispitivane doze leka imaju genotoksic¢ni efekat. Ovakav zaklju€ak je u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim na osnovu rezultata in vitro ispitivanja geno-
toksiénog efekta levamizol hidrohlorida na humanim limfocitima iz kulture ¢éelija
primenom SCE i mikronukleus testa [12, 13, 25].
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ENGLISH

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, LD5,-25% mg/kg bm, and LD;-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

PYCCKUN

UCMNbITAHME TEHOTOKCUYECKOI'O MOTEHLUUANA NEBAMU3O0J1b
rMaPOXNoPUAA HA KNETKAX KOCTHOIMO MO3IA KPbIC WISTAR LUITAMMA

M. Kynwuu, 3. CtaHumupoBu4, bunaHa Mapkosuy, C. Puctuy

OKCMNepyMEHT BbIBEAEH B in Vivo YCNOBMUSAX HA KINETKax KOCTOro Mo3ra KpbiC
Wistar wtamma. TecTvpoBaHbl criegytolme A03bl IeBaMU30Sb rMApOXiopraa a UMEHHO:
TepaneBTU4ecKasi 4o3a oT 2,2 Mr/Kr, M. T., 3aTem fo3a oT 4,4 Mr/kr M. T., LDgg-25% mr/kr
M. T. CnexxeHo BnvsiHME NeBaMn30Sb rMapoxnopuaa Ha KMHETUKY KJIETOYHOro UMKnia un
SIBEHNE CTPYKTYPHbIX N HYMEPUYECKNX N3MEHEHUIA Ha XPOMOCOMaXx B KJleTKax KOCTHOro
mo3ra. TepaneBTuyeckas [o3a feBaMu3ons oT 2,2 MI/Kr M. T. nokasara CrnocobHOCTb
YBENMMYEHNA MUTOTUYECKON aKTMBHOCTU HabngaeMbiX KNEeTOK, Tak MOAKPennss co-
3HaHMSA 0 UMMYHOCTUMYNUpYytoLwem 3deKTe 3TON A03bl NNEKapCTBa B in Vivo YyCNOBUSAX.
OcTanbHble TECTUPOBAHHbIE 403bl JIEBAMU30/1A B 3TOM 3KCNEPUMEHTE HamMKn Hab0aHo B
OTHOLLUEHWNM KOHTPOJTbHOM rpynmbl, UMENM NPOTMBOMOJSIOXHBIA 3¢hdeKT T.e. 06ycrnoBunm
YMEHbLUEHNE MUTOTUYECKON aKTUBHOCTM KITETOK KOCTHOT Mo3ra. Bce ncnbiTaHHble [03bl
in vivo noKasbIBalOT CMOCOOHOCTb MHAYKUMM HYMEpUYecKux (aHeynnoguu U nosunnso-
Naun) N CTPYKTYPHbIX (NMOBPEXAEHUS, pa3pbiBbl U MHCepLMK) abeppaumin xpomocom. Ha
OCHOBE 3TOro MOXHO criefaTb BbIBOA, YTO UCMbITaHHbIE A03bl UMEKOT FrEeHOTOKCUYECKUIA

ahhexT.

KntoueBble CroBa: reHOTOKCUYHOCTb, LIUTOTOKCUYHOCTb, aHEYNIoOUAMU, MOSMMIonauK,
NOBPEXAEHWSI, pPa3pbiBbl, UHCEPLUM



