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Obavljena su citotoksi¢na i genotoksi¢na ispitivanja levamizol hi-
drohlorida (2.2 mg/kg, t.m., 4,4 mg/kg t.m, LDsy-25% mg/kg t.m. i LDy
75% mg/kg t.m) na Celijama kostne srZi mi$a BALB|/c soja. Pracen je uti-
caj levamizol hidrohlorida na kinetiku ¢elijskog ciklusa i pojavu struktur-
nih i numeri¢kih promena na hromozomima u ¢elijama kostne srZi. Tera-
pijska doza levamizola od 2,2 mgl/kg t.m. pokazala je sposobnost
povecéanja mitotske aktivnosti posmatranih ¢elija, tako potkrepljujuci
saznanja o imunostimulativnom efektu ove doze leka u in vivo uslo-
vima. Ostale testirane doze levamizola u ovom eksperimentu, posma-
trano u odnosu na kontrolnu grupu, imale su suprotan efekat, tj. uslo-
vile su smanjenje mitotske aktivnosti ¢elija kostne srzi. Sve ispitivane
doze in vivo pokazuju sposobnost indukcije numerickih (aneuploidije i
polipleidije) i strukturnih (lezije, prekidi i insercije) aberacija hromo-
zoma. Na osnovu toga moZe da se zakljuci da ispitivane doze imaju ge-
notoksicni efekat.

KljuCne reci: citotoksi¢nost, genotoksi¢nost, mitotski indeks,
strukturne aberacije, numericke aberacije

Uvod / Introduction

Levamizol hidrohlorid je dejstvena supstancija veceg broja preparata

koji se primenjuju u le¢enju nematodoza Zivotinja i Coveka. Narocito je efikasan u
le€enju infekcija gastrointestinalnog i respiratornog trakta izazvanih predstavni-
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cima klase Nematoda. Pored ove primarne funkcije, poznato je i njegovo imuno
stimulativno dejstvo [1, 2], kao i sposobnost smanjenja ucestalosti pojavljivanja
tumora i metastaza kod tretiranih Zivotinja [3, 4, 5]. Levamizol hidrohlorid pose-
duje i toksi¢ni efekat izazivajuéi kod pasa hemoliticku anemiju i leziju CNS [6], kod
ptica slabiju inkoordinaciju pokreta i regurgitaciju hrane, pa ¢ak i uginuce [7]. Kod
ljudi, kao nezeljeni efekti terapije ovim lekom javljaju se agranulocitopenija, leuko-
reja, anoreksija i nauzeja [8], fotosenzibilna kozna reakcija [9] i kutani nekroti¢ni
vaskulitis [10]. Pored ovih prolaznih i relativno benignih poremecaja, ustanovljeni
su i slu€ajevi ostecenja bubrega [11].

Grupa autora [12, 13] je ispitivala genotoksi¢nost levamizol hidrohlo-
rida i ustanovili su da primenjene doze u in vivo i in vitro eksperimentu povecavaju
uCestalost nastajanja SCE (Sister Chromatid Echange — razmena sestrinskih
hromatida), hromozomskih i hromatidnih prekida.

Materijal i metode / Matherials and methods

U eksperimentu je kori§¢en laboratorijski beli mi§ BALB/c soja vrste
Mus musculus, muSkog pola, uzrasta od 45 do 50 dana i telesne mase od 18 do
20 grama. Formirano je pet eksperimentalnih grupa: kontrola (dobijala je fizioloski
rastvor), | eksperimentalna grupa tretirana je terepijskom dozom levamizol hidro-
hlorida od 2,2 mg/kg t.m, Il eksperimentalna grupa tretirana je dozom levamizol
hidrohlorida od 4,4 mg/kg t.m, Ill eksperimentalna grupa tretirana je dozom le-
vamizol hidrohlorida od LDgy-25 posto mg/kgt.milV eksperimentalna grupa treti-
rana je dozom levamizol hidrohlorida od LDsy do 75 posto mg/kg t.m. Izvedeno je
osam eksperimentalnih ciklusa sa intragastricnom sedmodnevnom aplikacijom
ispitivanih doza leka.

Nakon sedmodnevnog tretmana, zivotinje su zZrtvovane, a materijal za
citogeneticke analize dobijen je u skladu sa procedurom Hsu i Pattona [14], modi-
fikovano po Zimoniji¢u et al. [15]. G-banding hromozoma je obavljen po metodi
Seabrighta et al. [16], modifikovano po Zimoniji¢u et al. [15]. Procena citoge-
netic¢kih efekata, kao i sposobnost levamizol hidrhlorida da indukuje transforma-
cije kriotipa, obavljena je na ¢elijama kostne srzi. U tu svrhu analizirano je 100 me-
tafaznih figura po zZivotinji. StatistiCka obrada podataka uradena je primenom Stu-
dentovog t-testa.

Rezultati i diskusija / Results and discussion
Prac¢ena je mitotiCka aktivnost ¢elija kostne srzi ispitivanih Zivotinja za
svaku primenjenu dozu. Rezultati ispitivanja uticaja odgovaraju¢ih doza levamizol

hidrohlorida na vrednosti mitotskog indeksa, kao mere proliferativne aktivnosti
¢elija kostne srzi miSa prikazani su u tabeli 1.
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Tabela 1. Srednje vrednosti mitotske aktivnosti ¢elija kostne srzi miSeva BALB/c soja
kontrolne grupe i eksperimentalnih grupa pri tretmanu rastué¢im
dozama levamizol hidrohlorida /
Table 1. Mean values of mitotic activity of bone marrow cells in BALB/c mice of control group and
experimental groups treated with increasing doses of levamisole hydrochloride

Ponavljanja / | Negativna kontrola/ | 2,2 mg/kg 4,4 mg/kg LD50-25% LD50-75%
Repetitions Negative control t.m. t.m. mg/kg t.m. mg/kg t.m.

1 6,25 8,50 4,32 3,41 3,15

2 6,15 8,28 3,60 3,68 3,00

3 5,57 7,75 4,00 3,52 3,10

4 5,40 7,15 4,40 3,78 2,80

5 5,90 7,32 3,10 2,81 2,60

6 6,30 8,62 4,20 3,89 3,20

7 6,00 7,82 3,81 2,91 2,30

8 6,05 8,20 4,10 2,99 2,40

X 5,95 7,95 3,94 3,37 2,82

Iz navedene tabele uotava se da doza levamizol hidrohlorida od
2,2 mg/kg t.m. povecava proliferativnu aktivnost éelija kostne srzi, dok ostale
doze smanijuju proliferativnu aktivnost ¢elija kostne srzi. U kontrolnoj grupi zivoti-
nja, srednja vrednost mitotiCke aktivnosti (mitotski index=Ml) bila je 5.95. Kod zi-
votinja tretiranih dozom levamizol hidrohlorida od 2,2 mg/kg t.m. srednja vrednost
MI bila je 7.95. U grupi Zivotinja tretiranih dozom levamizol hidrohlorida od 4,4
mg/kg t.m. srednja vrednost Ml je 3.94. Kod Zzivotinja tretiranih dozom levamizol
hidrohlorida od LD5,-25 posto mg/kg t.m. srednja vrednost Ml bila je 3.37, dok je
kod doze levamizol hidrohlorida od LDs,-75 posto mg/kg t.m. srednja vrednost Mi
bila 2.82.

Ttestom smo utvrdili visoko statistiCki znacajne razlike (p<0,001) u
povecanju vrednosti mitotskog indeksa izmedu kontrolne grupe Zivotinja koje su
primale fizioloSki rastvor i grupe miSeva tretiranih dozom levamizol hidrohlorida
od 2,2 mg/kg t.m. Takode, primenom t-testa utvrdene su visoko statistiCki znacaj-
ne razlike u smanjenju vrednosti mitotskog indeksa kod svih eksperimentalnih
grupa miseva u odnosu na kontrolu, kao i izmedu samih eksperimentalnih grupa
miSeva.

Ovako dobijeni rezultati ispitivanja proliferativne aktivnosti ¢elija kost-
ne srzi, u zavisnosti od doze, mogu da se tumace trojako:

1. Dobijeni rezultati ukazuju na imunostimulativni efekat levamizol hi-
drohlorida, jer on podsti¢e umnozavanje ¢elija kostne srzi, $to se manifestuje
povecéanjem vrednosti mitotskog indeksa. Ovako shvatanje je ujedno u saglas-
nosti sa nalazima Symoentsa [1], i Al-lbrahima [2], mada smatramo da za ovakvo
tvrdenje treba da se obave uporedna fizioloSko-imunoloska, toksikoloska i geno-
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toksikoloSka istrazivanja primenom Sirokog spektra priznatih naucno-istrazi-
vackih metoda.

2. Dobijeni rezultati ukazuju da je levamizol hidrohlorid ciklus-spe-
cificni agens koji na ¢€eliju deluje u tatno odredenoj fazi ¢elijskog ciklusa, ostva-
prvo vreme u zivotu ostaju samo one ¢elije koje su najmanje osetljive ili neosetljive
na datu dozu u odredenoj fazi ¢elijskog ciklusa. Manje osetljive ¢elije uvecavaju
svoju ¢elijsku populaciju, jer nesmetano prolaze kroz ¢elijsku deobu, sve dok se
tokom vremena (produzavanjem vremena uticaja agensa) i poveéavanjem doze
ne ostvari potpun citostaticki ili citotoksi¢ni efekat. Ovakvo shvatanje je u saglas-
nosti sa nalazima viSe autora [17, 18, 19, 20, 21, 22] i ono daje vrlo prihvatljivo
objasnjenje povecanja proliferativne aktivnosti ¢elija kostne srzi misa tretiranih is-
pitivanim dozama levamizol hidrohlorida.

3. Dobijeni rezultati, odnosno povec¢an broj ¢elija u mitozi, moze da
ukaze na sposobnost levamizol hidrohlorida da ubrza ¢elijski ciklus, tj. smaniji
vreme njegovog trajanja, $to utiCe 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 ¢elija 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 (tabela 2).

Kod zivotinja tretiranih dozom levamizol hidrohlorida od 2,2 mg/kg
t.m. procentne vrednosti numerickih aberacija tipa aneuploidija iznose 0.87 posto
i poliploidija 0.00 posto, dok za strukturne hromozomske aberacije tipa lezija 0.71
posto, prekida 0.41 posto i insercija 0.00 posto. Kod Zivotinja tretiranih levami-
zolom od 4,4 mg/kg t.m. vrednost ovih parametara su: numeriCke aberacije tipa
aneuploidija 11.18 posto, poliploidija 1.75 posto, dok za strukturne hromozomske
aberacije tipa lezija 0.92 posto, prekida 1.77 posto i insercija 1.50 posto. Prilikom
tretmana Zivotinja sa dozom levamizola od LDs;-25 posto mg/kg t.m. vrednost
ovih parametara su bile, za numeric¢ke aberacije tipa aneuploidija 18.54 posto,
poliploidija 1.73 posto, strukturne aberacije tipa lezija 1.06 posto, prekida 1.08
posto i insercija 6.40 posto. Konacno, kod Zivotinja tretiranih levamizolom od
LDso-75 posto mg/kg t.m. procentne vrijednosti ispitivanih promena su bile, za nu-
meriCke aberacije tipa aneuploidija 21.69 posto, poliploidija 3.00 posto, struk-
turne aberacije tipa lezija 5.50 posto, prekida 1.85 posto i insercija 6.58 posto.

Citogenetickom analizom je utvrdeno da intragastriéni sedmodnevni
tretman rastu¢im dozama levamizol hidrohlorida uzrokuje visoko statisticki signifi-
kantno povecanje (p<0,001) pojavljivanja numeric¢kih i strukturnih promena na
hromozomima u ¢elijama kostne srzi u odnosu na kontrolu. Takode, zapazili smo
da Sto su doze leka vece, to je i njihov efekat na naslednu osnovu veéi. Posebno je
znacajno da se istakne pojavljivanje insercija na hromozomu prvog para auto-
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zoma, nastalu kao posledica indukovane amplifikacije segmenta izmedu traka q
21 i q 22, Sto predstavlja specificnu citogenetiCku promenu nastalu pod uticajem
levamizol hidrohlorida [21, 22, 24].

Na osnovu dobijenih rezultata, dosli smo do navedenih zakljuaka:

Pofiow
AR | T T
LT R 1 B § BT
4 68 o o

Slika 1. Aberantni kariotip misa BALB/c soja tretiran dozom levamizol hidrohlorida od
4,4 mg/mg t.m. sa dve insercije na prvom paru autozoma /
Figure 1. Aberrant kariotype of BALB/c mouse treated with a dose of levamisole hydrochloride of
4.4 mg/kg bm, with two insertions in the first pair of autosomes

Zaklju¢ak / Conclusion

1. Terapijska doza levamizol hidrohlorida od 2,2 mg/kg t.m. pokazala
je sposobnost povecanja mitotske aktivnosti posmatranih ¢elija, tako potkreplju-
ju¢i saznanja o imunostimulativnom efektu ove doze leka u in vivo uslovima.

2. Ostale ispitivane doze levamizola koriS¢ene u ovom eksperimentu
posmatrano u odnosu na kontrolnu grupu, imale su suprotan efekat, tj. uslovile su
smanjenje mitotske aktivnosti ¢elija kostne srzi.

3. Sve ispitivane doze in vivo pokazuju sposobnost indukcije nu-
merickih (aneuploidije i polipleidije) i strukturnih (lezije, prekidi i insercije) abera-
cija hromozoma.

Na osnovu toga moze da se zakljuci da ispitivane doze imaju geno-
toksicni efekat. Ovakav zakljuCak je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim na os-
novu rezultata in vitro ispitivanja genotoksi¢nog efekta levamizol hidrohlorida na

humanim limfocitima iz kulture ¢elija primenom SCE i mikronukleus testa [12, 13,
25].
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ENGLISH

IN VIVO INVESTIGATIONS OF CLASTOGENIC EFFECT OF LEVAMISOLE
HYDROCHLORIDE ON BONE MARROW CELLS OF BALB/c MICE

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

Cytotoxic and genotoxic examinations were performed of the effect of levami-
sole hydrochloride (2.2 mg/kg bm, 4.4 mg/kg bm, LD4;-25% mg/kg bm and LDg,-75%
mg/kg bm) on bone marrow cells of mice of the BALB/c strain. The effect of levamisole hy-
drochloride on kinetics of the cellular cycle and the appearance of structural and numerical
changes in chromosomes of bone marrow cells were followed. The therapeutic dose of le-
vamisole of 2.2 mg/kg bm showed the ability to increase the mitotic activity of the observed
cells, thus confirming knowledge of the immunostimulative effect of this dose of the medi-
cine under in vivo conditions. The other tested doses of levamisole in this experiment, ob-
served in comparison with the control group, had an opposite effect, i.e. they caused a re-
duction in the mitotic activity of bone marrow cells. All the examined doses in vivo showed
the ability of inducing numeric (aneuloid and polyploid) and structural (lesions, breaks and
insertions) chromosomal aberrations. On this basis, it can be concluded that the examined
doses have a genotoxic effect.

Key words: Cytotoxicity, genotoxicity, mitotic index, structural aberrations, numerical
aberrations

PYCCKUA

IN VIVO UCNbITAHUE KITACTOIFEHHO 3®®EKTA JIEBAMU30J1b
rmnapPoxnoprPnaA HA KNETKAX KOCTHOIO MO3I'A MbILLEN BALB/c LLITAMMA

M. Kynuuy, 3. CtaHumuposuy, C. Puctuy, Bunana Mapkosuy

CpaenaHbl LUUTOTOKCUYECKUE N TEHOTOKCUMYECKNE UCTbITaHUA 1eBamn3osb
rmgpoxnopuga (2.2 mr/kr, Mm.T., 4,4 Mr/kr m.T., LDgg-25% mr/kr m.T. n LDgg-75% Mr/Kr m.T.)
Ha KfieTax KOCTHOro mosra Mmbiwn BalB/c wtamma. CnexeHo BrvsHWE 1neBaMu30rib
rMapoxnopuaa Ha KUHETUKY KINETOYHOIO LMKIIa U IBIIEHNE CTPYKTYPHBIX Y HYMEPUYECKINX
U3MEHEHMWI HA XPOMOCOMaX B KIeTKax KOCTHOro mo3sra. TepaneBTudeckas fosa fnesamu-
30014 OT 2,2 MI/KI M.T. NoKa3sasna CroCcobHOCTb YBEJTMHEHUSI MUTOTOTUHECKON aKTUBHCOTH
Habnogaemblx KNEToK Tak, NoAKPenssa CO3HaHWsA 0 UMMyHOCTUMYnapytowem adekte
3TON [03bl ekapcTBa B in vivo ycnosusax. OcTanbHble TeCTUPOBaHHblE [03bl fleBaMu-
307151 B 3TOM 9KCMNepUMeHTe Hamun Hab o 4aHO B OTHOLLIEHUM KOHTPOSbHONM rpynnbl, UMeNmu
NPOTUBMOMOXHBIA 3PPEKT T.e. 06YCNOBUNN YMEHbLUEHNE MUTOTUHECKOW aKTUBHOCTM
KJIETOK KOCTHOro mMo3ra. Bce ncnbiTaHHbie f03bl in vivo NOKasbiBaloT CNOCOOHOCTb UHAYK-
UMM HYMEpUYECKUX (aHeynmnouamm yn MosmniouamMn) U CTPYKTYPHbIX (MOBepXAeHwus,
paspbIBbl 1 MHCEpLuN) abeppaumii XpoMocoM. Ha 0CHOBe 3TOro MOXHO cAenaTth BbIBOS,
YTO WCMbITaHHbIE JO3bl UMEIOT FTEHOTOKCUYECKMUIA A(PEKT.

KntoyeBble croBa: UUTOTOKCUYHOCTb, F@HOTOKCUYHOCTb, MUTOTUYECKUIA HAEKC,
CTPYKTYpPHble abeppauymu, Hymepuyeckme abepaumm
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