UNIVERZITET U BEOGRADU
FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE

Sasa D. Vasilev

Efekat ekskretorno-sekretornog antigena
misicnih larvi Trichinella spiralis |
antihelmintika mebendazola na celije

melanoma u uslovima in vitro i in vivo

doktorska disertacija

Beograd, 2012



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF VETERINARY MEDICINE

Sasa D. Vasilev

The effect of excretory-secretory antigen of
Trichinella spiralis muscle larvae and
anthelmintic mebendazole on melanoma

cells in vitro and in vivo

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2012

II



Mentor:
Dr Vitomir Cupié, redovan profesor, Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske

medicine

Komentor:
Dr Ljiljana Sofroni¢-Milosavljevi¢, naucni savetnik, Univerzitet u Beogradu, Institut za

primenu nuklearne energije — INEP

Clanovi komisije:

Dr Zoran Kulisi¢, redovan profesor, Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske
medicine

Dr Sasa Vasiliji¢, docent, Univerzitet odbrane u Beogradu, Medicinski fakultet,

VVojnomedicinske akademije

Datum odbrane: 2012. godine

III



IZJAVE ZAHVALNOSTI

Iskreno se zahvaljujem mentoru prof dr Vitomiru Cupiéu i komentoru nau¢nom savetniku
dr Ljiljani Sofroni¢-Milosavljevi¢ na nesebicnoj pomo¢i, podrsci, strpljenju,
konstruktivnim kritikama, sugestijama, kao i za hrabrenje tokom rada.

Zahvaljujem se doc dr Sasi Vaslilijicu na pomo¢i tokom rada, strpljenju, i sugestijama

Zahvaljujem se prof dr Zoranu KuliSi¢u na ljubaznosti, korisnim sugestijama i savetima

Zahvaljujem se svim kolegama:
Odeljenja za imunologiju i imunoparazitologiju INEPa;
Laboratorije 61 IMI VMA,
Odeljenja za modifikatore bioloSkog odgovora, Instituta za onkologiju Srbije

Takode se zahvaljujem svima koji su na bilo koji na¢in pomogli u nastajanju ovog rada

Posebnu zahvalnost dugujem brigadnom generalu akademiku prof. dr Miodragu Coliéu na
podrsci 1 pomoci

Zahvalnost dugujem i Institutu za primenu nuklearne energije - INEP, Nacelniku Odeljenja
za 1munologiju 1 imunoparazitologiju naucnom savetniku dr Ljiljani Sofronic¢-
Milosavljevi¢ 1 Upravi Instituta.

Najiskrenije hvala mojoj ¢erki Emiliji i supruzi Natasi.

IV



Efekat ekskretorno-sekretornog antigena misi¢nih larvi Trichinella spiralis i

antihelmintika mebendazola na ¢elije melanoma u uslovima in vitro i in vivo

Rezime

Melanom je vrlo agresivna forma tumora koze, koja je u vecini sluCajeva
rezistentna na konvencionalnu hemioterapiju. Zbog toga melanom predstavlja veliki
izazov za istrazivanje novih terapijskih pristupa. Rezultati, dobijeni na animalnim
modelima, ukazuju da helminti ili njihovi ekskretorno-sekretorni (ES) produkti mogu da
moduliSu imuni sistem domacdina, i tako dovedu do smanjivanja intenziteta ili
spreCavanja razvoja autoimunih, alergijskih i malignih bolesti. Sa druge strane, lekovi
koji su odobreni za razliite indikacije ali ne i za terapiju kancera, a koji poseduju
prethodno neprepoznat citotoksi¢ni efekat prema malignim ¢elijama, mogli bi se brzo
naci u primeni i za ovu novu indikaciju. Rezultati dobijeni u in vitro i in vivo uslovima
pokazuju da bi jedan od takvih lekova mogao biti mebendazol. Mebendazol je
antihelmintik, pripada grupi benzimidazola i Siroko se koristi u veterinarskoj i humanoj
medicini.

U ovom radu posebnu paznju usmerili smo na analizu dejstva ES produkata

misiénih, infektivnih larvi (L1) Trichinella spiralis i mebendazola na melanomske ¢éelije

1) In vitro ispitivanja:

a) Ispitivali smo efekat ES L1 antigena i mebendazola na prezivljavanje
melanomskih ¢éelija. Humane (Fem-X) i mi§je (B16) melanomske celije gajene su u
jednom sloju i posle 20h tretirane sa po pet rastuc¢ih koncentracija ispitivanih supstanci
(ES L1 antigen: 12.5-200 pg/ml, i mebendazol: 0.007-2.5uM) u kompletnom
hranljivom medijumu. Kontrola se sastojala od celija gajenith u samom medijumu.
Prezivljavanje ¢elija je odredivano koris¢enjem metode redukcije dimetiltiazol difenil
tetrazolijum bromida (MTT test) 72 sata nakon dodavanja antigena. Dobijeni rezultati
ukazuju da ES L1 sntigen T. spiralis na statisti¢ki znacajan nacin ispoljava blago
smanjenje prezivljavanja kod obe melanomske linije. Mebendazol je, takode, doveo do

smanjenja prezivljavanja kod melanomskih celija. Kod obe ispitivane supstance



ustanovljeno je da je jaci efekat prema humanim melanomskim ¢elijama nego prema

misjim, ali to nije bilo statisticki znacajno.

b) Takode, ispitivali smo efekat ES L1 antigena (50-200 pg/ml) i
mebendazola (1.25-5uM) na apoptozu misjih B16 melanomskih celija. Apoptoza je
merena posle kultivacije celija tokom 72h sa ES L1 antigenom, i posle 24h sa
mebendazolom. Apoptoza je detektovana posle bojenja celija sa propidijum jodidom,
takode posle bojenja sa annexin V-FITC i propidijum jodidom i izvodenja analize na
EPICS XL-MCL, proto¢nom citometru (Coulter), kao i pomo¢u morfoloskih kriterijuma
posle fiksacije i bojenja ¢elija sa Tiirk-ovim rastvorom. Ustanovili smo da obe
ispitivane supstance indukuju apoptozu B16 melanomskih celija. ES L1 antigen
indukuje blagu, ali statisti¢ki znacajno veéu apoptozu ovih ¢elija u koncentracijama
visim od 50upg/ml, i maksimalne vrednosti dostize Sa najve¢om testiranom
koncentracijom od 200ug/ml. Mebendazol takode indukuje apoptozu, tako da u
koncentraciji od 2.5uM indukuje vrlo znaajno apoptozu ovih celija (33.3%) u
poredenju sa kontrolnim, ne tretiranim Celijama (14.4%). Sli¢ni rezultati su dobijeni sa
sve tri koriS¢ene metode.

U slede¢im eksperimentima, ispitivali smo neke mehanizme uklju¢ene u
apoptozu B16 c¢elija. Ustanovili smo da inhibicija kaspaze -8 i -3 prevenira indukciju

apoptoze sa ES L1 antigenom (200 ug/ml) i mebendazolom (2.5uM).

I In vivo ispitivanja

U ispitivanjima izvedenim u uslovima in vivo ispitivali smo efekat: a) infekcije sa
T. spiralis i b) mebendazola na rast tumora, pri ¢emu smo koristili model implantiranja
B16 ¢elija pod kozu C57BL/6 miSevima. Sve eksperimentalne procedure na zivotinjama su
izvrSene po odobrenju Eticke komisije.

a) Ispitivanje efekata hroni¢ne infekcije sa T. spiralis na rast tumora. Misevi
C57BL/6 soja podeljeni su u dve grupe — eksperimentalnu i kontrolnu. U eksperimentalnoj
grupi miSevi su inficirani sa po 200 L1 larvi T. spiralis, a 40 dana kasnije aplikovane su im
melanomske celije (5X105), dok je kontrolna grupa dobila samo tumorske celije. Posle 25

dana Zivotinje su zrtvovane i tumori izvadeni. Ustanovili smo da infekcija sa T. spiralis
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dovodi do statisticki znacajne inhibicije rasta tumora u poredenju sa kontrolnom grupom

miseva koji nisu bili inficirani sa T.spiralis.

b) Ispitivanje efekta mebendazola na rast tumora. Misevi C57BI/6 soja su
podeljeni u dve grupe. Rast tumora je izazvan eksperimentalno subkutanom aplikacijom
5x10° melanomskih éelija svim miSevima. Rast tumora je pracen 25 dana. Zivotinje u
eksperimentalnoj grupi su tretirane peroralno mebendazolom (50mg/kg, tokom 5 dana,
pocev od pojave prvih palpabilnih tumora u grupi) sto je dovelo do jakog antitumorskog

efekta u poredenju sa kontrolom koja nije primala mebendazol.

U zakljucku, nasi rezultati sugeriSu da ES L1 antigen T. spiralis i mebendazol
smanjuju prezivljavanje i indukuju apoptozu melanomskih ¢elija in vitro. Taj efekat je bio
vise izrazen pod dejstvom mebendazola. Sa druge strane, hroni¢na infekcija sa T. spiralis
ima jaci inhibitorni efekat na rast B16 melanoma in vivo u poredenju sa efektom nastalim
peroralnim davanjem mebendazola. Kod miseva mebendazol takode znacajno usporava
rast tumora. lzvanredan bezbednosni profil mebendazola, i dobra podnosljivost, u
kombinaciji sa ovim rezultatima preporucuju da se nastave ispitivanja ovog leka za
primenu kao antikancerskog terapijskog sredstva. Efekat hroni¢ne infekcije sa T. spiralis
na melanom nastaje zbog prisustva ES L1 antigena u cirkulaciji inficiranih domacina. Bolji
efekat ES L1 antigena in vivo nego in vitro mogao bi se tumaciti upravo njegovim
potencijalnim delovanjem na one ¢elije imunskog sistema domacina koje sprecavaju rast
tumora. Ovakav in vivo efekat ES antigena usmerava dalja istrazivanja u pravcu
ispitivanja kako i na koje efektorne celije ukljuene u odbranu od tumora ovaj antigen

deluje.

Klju¢ne reci: ES L1 antigen T. Spiralis, Mebendazol, Melanom, Apoptoza

Naucna oblast: Veterinarska medicina
UZa naucna oblast: Farmakologija i parazitologija
UDK broj: 619:615.017:576.89
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The effect of excretory-secretory antigen of Trichinella spiralis muscle larvae and
anthelmintic mebendazole on melanoma cells in vitro and in vivo

Summary

Melanoma is a very aggressive form of skin cancer. It is in most cases resistant to
conventional chemotherapy. Because of that it represents a great challenge for
investigation of new therapeutic approaches. It is well known that co infection with
different pathogens, including helminths and in particular Trichinella spiralis (T. spiralis),
can ameliorate (alter) the progression of different diseases (autoimmune, allergic)
including malignant one. Drugs approved for indications other than cancer that possess
previously unrecognized cytotoxicity toward malignant cells could be rapidly used for this
new indication. Data suggest that one of drugs with such indication could be mebendazole.
Benzimidazole anthelmintics including mebendazole are widely used in human and
veterinary medicine.

We studied the in vivo and in vitro effect of: a) T. spiralis excretory-secretory
muscle larvae (ES L1) antigen and b) mebendazole on the melanoma cells.

)} In vitro studies:

a) We investigated the effect of ES L1 antigen and mebendazole on the survival of
melanoma cells. Human melanoma (Fem-x), and mouse melanoma (B16) tumor cells were
cultured as a monolayer and after 20h treated with five different concentrations of
investigated compounds (ES L1 antigen: 12.5-200 ug/ml, and mebendazole: 0.007-2.5uM)
in complete nutrient medium. Control consisted of cell cultivated in medium alone. Cell
survival was determined 72 h later by using reduction of 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT test). Obtained results indicated that T. spiralis ES L1
antigen, in a statistically significant manner, exerted a mild survival inhibition of target
tumor cell lines. Mebendazole exerted strong inhibition of the survival. With both
compounds stronger effect was determined toward human melanoma tumor cells
compared with the effect on mouse melanoma cells.

b) Also, we investigated the effect of ES L1 antigen (50-200 pg/ml) and
mebendazole (1.25-5uM) on the apoptosis of mouse B16 melanoma cells. Apoptosis was
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measured after cultivation of the cells for 72h with ES L1 antigen, and for 24h with
mebendazole. Apoptosis were detected by staining cells with propidium iodide, also with
staining by annexin V-FITC and propidium iodide and performing analysis on an EPICS
XL-MCL, flow cytometer (Coulter), as well as by morphological criteria after the fixation
and staining of the cells with Turk reagent. We found that both compounds induced
apoptosis of B16 melanoma cells. ES L1 antigen induced mild, but statistically significant
apoptosis of B16 cells at concentration higher than 50ug/ml, reaching maximal values at
maximal used concentration of 200ug/ml. Mebendazole in concentration of 2.5uM
induced statistically significant apoptosis of these cells (33.3%) compared to control,
untreated cells (14.4%). Similar results were obtained with all three method used.

In the following experiments, we studied some mechanisms involved in the
apoptosis of B16 cells. We found that inhibition of caspaze -8 and -3 prevented induction
of apoptosis with ES L1 (200 ug/ml) and mebendazole (2.5uM).

)] In vivo studies:

We studied the effect of: a) T. spiralis infection and b) mebendazole on growth of
the tumor using a model of implanting B16 melanoma cells under the skin of C57BL/6
mice. All experimental procedures on the animals were conducted with the approval of the

local Ethical Committee.

a) Investigation of the effect of chronic T. spiralis infection on the growth of solid
melanoma tumor. T. spiralis infective L1 larvae were given p.o. in dose of 200 each to the
experimental group of mice. After 40 days these animals and those from control group
(healthy mice) were grafted with 5x10°> melanoma cells. After 25 days in T. spiralis

infected animals a significant inhibition of melanoma tumors growth was found.

b) Investigation of the effect of mebendazole on tumor growth. Mice C57BI/6
strain, were randomly divided into two groups. Solid tumor was experimentally induced by
subcutaneous application of 5x10°> melanoma cells in both groups of mice and tumor
growth was monitored for 25 days. Peroral application of mebendazole, that was
performed in one - experimental group (50mg/kg, during 5 days, started from appearance

IX



of the first palpable tumor in the group), elicited a strong antitumor effect compared to the
control group.

In conclusion, our results suggest that ES L1 antigen and mebendazole inhibit
survival and have proapoptotic effect on melanoma cells in vitro. Per oral application of
mebendazole in mice bearing B16 melanoma tumor slow its growth. Excellent safety
profile and good tolerability of mebendazole combined with obtained results recommends
this drug for further investigation of its applicability as anticancer therapeutical
agent.Chronic infection with T. spiralis excerted stronger inhibitory effect on B16
melanoma tumor in vivo than mebendazole. That could be ascribed to the presence of ES
L1 antigen in circulation and activation of immune cells with anti-tumor effect. This topic

will be in the focus of future investigations.

Key words: ES L1 antigen T. Spiralis, Mebendazole, Melanoma, Apoptosis

Naucna oblast: Veterinary medicine
UZa naucna oblast: Pharmacology and parasitology
UDK broj: 619:615.017:576.89
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Skracenice

T. spiralis Trichinella spiralis

MBZ Mebendazol

Fem-X Celijska linija humanog melanoma

B16 Celijska linija misjeg melanoma

NBL Novorodena larva Trichinella spiralis

TS L1 larva Misicna, infektivna larva Trichinella spiralis

ES L1 antigen Metabolicki, ekskretorno - sekretorni (ES) produkti L1 larvi T.
spiralis
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U svetu su veoma aktuelna istrazivanja uticaja infekcije razli¢itim helmintima na
oblikovanje imunskog odgovora i na sposobnost zastite inficiranog domacina ne samo od
reinfekcije ve¢ i drugih infekcija (Harris, 2011), kao i od alregijskih (Yazdanbakhsh i sar.,
2002; Maizels i sar., 2009), autoimunskih (Maizels i sar., 2004; Riet i sar., 2007; Gruden-
Movsesijan i sar., 2010) i malignih bolesti (Wang i sar., 2008). Helmint Trichinella spiralis
(T. spiralis) je parazitska nematoda, izaziva hroni¢nu infekciju, i ima tri stadijuma
zivotnog ciklusa koji se odvijaju u jednom domacinu (Pozio 1 sar., 2007). Stoga se imunski
sistem domacina kontinuirano nalazi pod uticajem molekula poreklom od razlicitih
zivotnih stadijuma parazita, koji mogu da indukuju de novo i urodeni i adaptivni imunski
odgovor u domacinu (Despomier, 1998; Wu, 2008). Boonmars i saradnici (2004) su
pokazali da T. spiralis modulise proces apoptoze tokom stvaranja ,,éelija negovateljica” od
misi¢nih Celija domadina. S druge strane produkti ovog parazita mogu da utiCu na
modulaciju imunog odgovora domacina tako Sto Stite samog parazita od dejstva
komponenti komplementa i/ili ¢elija imunskog sistema (Nagano i saradnici, 2009).
Molinari i Ebersol (1977) su po prvi put pokazali da infekcija sa T. spiralis moze da zastiti
domacina od razvoja tumora. Oni su miSevima koji su imali hroni¢nu infekciju sa T.
spiralis aplikovali B16 melanomske ¢elije. Na osnovu praéenja razvoja tumora zakljudili
su da zivotinje inficirane sa T. spiralis duze prezivljavaju i da je tumorsko tkivo znacajno
manje u odnosu na kontrolne Zivotinje. Novija istrazivanja Wang-a i saradnika (2008),
pokazala su da infekcija miSeva sa T. spiralis ili njihova imunizacija sirovim ekstraktom
odraslih parazita i novorodenih larvi moZe da uspori ili inhibira razvoj tumora izazvanih
razli¢itim tumorskim ¢elijskim linijama (tumor Zeluca - MFC, hepatom - H22, sarkom —
S180). Takode, u in vitro ispitivanjima sirovi ekstrakt T. spiralis je indukovao apoptozu
kod ¢elijske linije humane hroni¢ne mieloidne leukemije - K562 i ¢elijske linije hepatoma
- H7402. Na osnovu dobijenih rezultata ova grupa autora je zakljucila da T. spiralis sadrzi
aktivnu supstancu sa antitumorskim delovanjem. Literaturni podaci o uticaju infekcije
izazvane T. spiralis, odnosno njenih antigena na maligne Celije su vrlo oskudni (Molinari i
Ebersol, 1977; Wang i sar. 2008). Posebno nema podataka o delovanju ekskretorno-
sekretornog antigena misi¢nih, infektivnih larvi T. spiralis (ES L1 antigena) na tumorske
¢elije. Ovaj antigen je sloZzena meSavina od oko 40 glikoproteina sa Sirokim rasponom
bioloskih efekata koji su tek u fazi otkrivanja 1 ispitivanja. Njegovo prisustvo se moze

detektovati u cirkulaciji ve¢ 3-4 nedelje nakon infekcije, a za pojedine komponente ovog



antigena je pokazano da po svom delovanju mogu biti parakini (sli¢ni citokinima), proteini
toplotnog Soka, proteaze, endonukleaze i dr (Nagano i sar., 2009).

Takode, u danasnje vreme velika paznja se poklanja razvoju novih lekova za
terapiju tumora, ali se takode istrazuje koji se od postoje¢ih lekova, posebno onih
registrovanih za upotrebu kod ljudi, mogu koristiti u ovu svrhu. Uvodenjem dodatne
indikacije ve¢ registrovanim lekovima postiglo bi se skracenje vremena, smanjenje
ulaganja i napora od pocetnih testiranja do uvodenja u klini¢ku praksu. Jedan od takvih
lekova mogao bi biti mebendazol, sintetski antihelmintik Sirokog spektra delovanja, koji
pripada grupi benzimidazola. To je beli do zuckasti prah, molekulske tezine 295.29 i ima
molekulsku formulu CieH13N3Os. Rastvara se u alkoholu, etru, hloroformu, dimetil
sulfoksidu (DMSQ). Zbog slabe rastvorljivosti u vodi posle peroralne aplikacije slabo se
apsorbuje iz digestivnog trakta. Maksimalnu koncentraciju u plazmi postize za 2 do 4 sata
od p.o. aplikacije, kumulira se u jetri, bubrezima i plu¢ima. Malo se metabolise i to
dekarboksilacijom. Iz organizma se izlucuje u nepromenjenom obliku mokracom (5-10%)
i izmetom (80-90%). Mebendazol (MBZ) je bezbedan lek sa velikom terapijskom §irinom
(Cupié i sar., 2007; Bai i sar., 2011). Antihelminti¢ko delovanje benzimidazola je dobro
poznato, kao i mehanizam njihovog delovanja (inhibiraju polimerizaciju tubulina i
prekidaju funkciju mikrotubula u éelijama parazita (Cupi¢ i sar., 2007; Bai i sar., 2011).
Posle primene nekih antikancerskih lekova takode nastaje poremecaj dinamike
polimerizacije 1 depolimerizacije tubulina i1 funkcije mikrotubula, $to dovodi do
zaustavljanja deobe i apoptoze kancerskih celija (Blagosklonny i sar., 1997). Zbog
mehanizma delovanja mebendazola pocela su ispitivanja njegovog antikancerskog
delovanja, i pokazano je da indukuje depolimerizaciju tubulina kod nekoliko kancera
(Mukhopadhay, 2002; Sasaki, 2002). Prvi rad o uticaju mebendazola na tumorske celije
objavili su Mukhopadhay i saradnici 2002. Ova grupa autora je ustanovila da mebendazol
indukuje dozno 1 vremenski zavisnu apoptozu kod linija humanih kancera plu¢a. Takode,
oni su pokazali da mebendazol aplikovan peroralno miSevima snazno inhibira rast
presadenog humanog tumora, kao i broj i veli¢inu tumora u eksperimentalnom modelu
pluénih metastaza. Slicne nalaze su objavili Sasaki i saradnici krajem iste godine. Obe
grupe su pokazale da mebendazol ne utiCe na normalne éelije (W138 - Celije endotela
humane umbilikalne vene, odnosno normalne fibroblaste) in vitro, dok in vivo znacajno

redukuje vaskularizaciju tumora. Doudican i saradnici (2008) su pokazali da mebendazol



In vitro inhibira proliferaciju dve ¢elijske linije humanog melanoma (M-14 i SK-Mel-19) i
indukuje njihovu apoptozu. Literaturni podaci o uticaju mebendazola na maligne ¢elije su
oskudni (Mukhopadhay, 2002; Sasaki, 2002; Doudican i sar., 2008), a podataka o
njegovom delovanju na humane (Fem-X) i mi§je (B16) melanomske ¢elije uopSte nema.

Melanom je najagresivnija forma kancera koze. LoSa prognoza za obolele u
uznapredovaloj formi je rezultat rezistencije ove forme tumora na konvencionalnu
hemioterapiju (citotoksi¢ne lekove) (Grossman i Altieri, 2001; Russo i sar., 2009).
Pokazano je da melanomske celije imaju niski procenat spontane apoptoze in Vivo i
relativno su rezistentne na in vitro indukovanu apoptozu razli¢itim lekovima (Soengas i
Lowe, 2003; Gray-Schopfer i sar., 2007). Osnova rezistencije melanoma na lekove je
disregulacija procesa apoptoze kod ovih tumorskih ¢elija. Iz tog razloga supstance koje
uticu na apoptoti¢ni proces kod melanoma mogu biti veoma interesantne za istrazivanje
novih terapijskih pristupa (Grossman i Altieri, 2001; Russo i sar., 2009).

Apoptoza (programirana c¢elijska smrt) je evolutivno konzervisan, asinhron, genski
kontrolisan mehanizam za eliminaciju nepotrebnih ili nezeljenih ¢elija iz organizma.
Apoptoza se karakteriSe promenama Celijske morfologije, kao Sto su kondenzacija
citoplazme i intracelularnih organela, kondenzacija hromatina i fragmentacija jedra i
konacno formiranjem apoptotskih tela (Zhivotovsky, 2004). Razli¢ite supstance mogu da

uti¢u na procese apoptoze.



2. PREGLED LITERATURE



2.1. TRICHINELLA SPIRALIS

U svetu su danas veoma aktuelna istrazivanja uticaja infekcije razli¢itim helmintima
na oblikovanje imunskog odgovora i na sposobnost zastite inficiranog domac¢ina ne samo
od infekcije ve¢ i od alergijskih (Yazdanbakhsh i sar., 2002; Maizels i sar., 2009; Osada i
Kanazawa, 2010), autoimunskih (Maizels i sar., 2004; Riet i sar., 2007; Gruden-Movsesijan
I sar., 2010) i malignih bolesti (Wang i sar., 2008).

Helmint Trichinella spiralis (T. spiralis) je kosmopolitska parazitska nematoda koja
pripada rodu Trichinella. Ovaj parazit izaziva hroni¢nu infekciju ljudi, ali i velikog broja
sisara, kako domacih tako i divljih Zivotinja sa svih kontinenata (izuzev Antarktika). Bolest
koju ovaj parazit izaziva kod ljudi oznacava se kao trihineloza. Posto kod zivotinja nema
maifestnih znakova bolesti tu govorimo samo o infekciji Trichinella-om (Pozio i Murrell,
2006; Zarlenga i sar., 2006, Pozio i sar., 2007). Sve do otkri¢a nove vrste Trichinella-e od
strane Britova (1971; 1972) infekcije uzrokovane parazitima roda Trichinella pripisivale su
se vrsti T. spiralis. Vrste Trichinella morfoloski se ne mogu razlikovati (shema 1.) osim po
osobini stvaranja kapsule oko parazita u tkivu popreéno prugaste muskulature. Zato se
identifikacija vrsta bazira na bioloskim, biohemijskim i molekularnim markerima. Glavni
bioloski markeri su vrsta domacina, podnoSenje temperature, broj novostvorenih -
novorodenih larvi (new born larvae - NBL) produkovanih u specifi¢cnom domacinu (Pozio i
sar., 2001; Pozio i Bruschi, 2001; La Rosa i sar., 2003). Biohemijski markeri za
identifikovanje vrsta Trichinella baziraju se na primeni izoenzimskih alomarkera (Zarlenga
i La Rosa, 2000) i ranije su ¢es¢e primenjivani. Tokom poslednje dve decenije primarni
metod je postala reakcija lan¢ane polimeraze — PCR (Zarlenga i sar., 1999; Zarlenga i La
Rosa, 2000; Pozio i La Rosa, 2003). Ta savremena molekularna metoda primenjuje se

danas i u Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za trihinelozu Srbije (INEP laboratorija).
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Shema 1. Morfoloski izgled Trichinella spiralis

U okviru roda Trichinella danas je poznato 8 vrsta i 4 neklasifikovana genotipa, koji
su podeljeni na dve grupe:

a) one koje prave kapsulu (Trichinella spiralis, Trichinella britovi, Trichinella
murrelli, Trichinella nativa, Trichinella nelsoni, Trichinella T6, T8, T9, i T12); i

b) one koje ne formiraju kapsulu (Trichinella pseudospiralis, Trichinella papuae, i

Trichinella zimbabwensis) (Zarlenga i sar., 2006; Pozio i sar., 2009; Gottstein i sar., 2009).

U Srbiji je do sada, primenom molekularne dijagnostike, kod domacih svinja
potvrdeno prisustvo samo T. spiralis, dok je kod divljaci otkriveno prisustvo dve vrste: T.

spiralis i T. britovi bilo kao pojedina¢na ili meSana infekcija (Cvetkovi¢ i sar., 2011,



Zivojinovi¢ i sar., 2012). U ovoj disertaciji fokus ¢e biti na vrsti T. spiralis &iji se soj

odrzava u INEPu i sa kojim se obavljaju eksperimentalne infekcije glodara.

Zivotni ciklus T. spiralis odvija se u jednom domacinu (shema 2.), a razviée se
odvija kroz tri stadijuma: odrasli stadijum (adult), novorodenu larvu (NBL) i miSi¢nu,
infektivnu larvu (TS L1 larva) (Wu i sar., 2001; Yepez-Mulia i sar., 2007; Wu i sar., 2009).

Trichinela spiralis je vrlo infektivna za ljude, domace svinje, miseve, pacove (Pozio
i sar., 1992a), konje (Arriaga i sar., 1995) i mnoge divlje sisare (Dame i sar., 1987; Murrell
i sar., 1987; La Rosa i sar., 1992). Kod zivotinja infekcija nastaje konzumiranjem mesa
koje sadrzi vijabilne misi¢ne larve T. spiralis. Ustanovljeno je da postoje razlike u
prijem¢ivosti razli¢itih sojeva miseva i pacova na infekciju (Bell, 1980,1980a; Vasilev i
sar., 2009).

Prisustvo parazita kod domacih i divljih zivotinja nije dovoljno samo po sebi za
infekciju koja se javlja u humanoj populaciji. Trihineloza kod ljudi striktno je vezana za
kulturu pripreme hrane. Izvor infekcije predstavlja konzumiranje sirovog ili nedovoljno
termiCki obradenog mesa i mesnih preradevina, razli¢itog animalnog porekla, koje sadrze
infektivne, misi¢ne larve T. spiralis (Gajadhar, 2007). Nalaz larvi u egipatskoj mumiji je
najstariji zabelezen slucaj postojanja infekcije Trichinella-om kod ljudi (de Boni i sar.,
1977; Cuperlovié¢ i Pordevi¢, 2003).
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Novorodena larva
ulazi u skeletnu
misiénu celiju

Ostecenje CNS-a

U Srbiji je prva infekcija kod svinja otkrivena 1918. godine, a prvi slucajevi
trihineloze kod ljudi zabeleZeni su 1923. godine. Srbija i danas spada u zemlje sa visokom
incidencijom trihineloze ljudi a suocena je i sa Cinjenicom da je infekcija kod domacih
svinja prisutna gotovo na celoj teritoriji zemlje, dok endemski fokusi zahvataju 1/3 njene
teritorije (Sofronic-Milosavljevic i sar., 2012).

Posle unosenja mesa u kome su prisutne larve Trichinella, u Zelucu se kapsula oko
larve razlaze pod dejstvom gastrointestinalnih enzima. Infektivne larve se oslobadaju i
odlaze u epitel zida tankog creva i postavljaju se intramulticelularno. Tu larve rastu pri
¢emu se presvlace Cetiri puta (stadijumi L2-L4), i sazrevaju nakon nesto manje od dva dana
(36h) u polno zrele jedinke (adulti, muzjaci su 1,0-1,8mm a zenke 1,37-3,7 mm duZine)
koje kopuliraju, tako da ve¢ nakon 5-6 dana Zenke produkuju novorodene larve (new born
larvae — NBL, duzine 0,1mm). Polaganje NBL traje do kraja zivota zenki, tj. sve dok

efektorni mehanizmi u koje je ukljucen i imunski odgovor ne izbace parazite iz creva



(obicno po isteku 2 nedelje od infekcije kod glodara, a 5-6 nedelja kod ljudi) (Capo i
Despommier, 1996; Bruschi i Murrell, 2002, Cuperlovi¢ i Pordevi¢, 2003). Broj
novorodenih larvi zavisi od vrste domacina, imunskog statusa domacina, i vrste trihinele
(Pozio i sar., 1992a; Pozio i sar., 1992b). Jedna Zenka moze da polozi 500 - 15000
novorodenih larvi (kod svinja ¢ak i do 50000 larvi, Teodorovi¢, 2007), koje prodiru kroz
submukozu i laminu propriu, i zatim dalje putem krvotoka i limfotoka dospevaju u skeletne
miSice. PoSto oStrim stiletom probiju membranu celije, larve se smesStaju u citoplazmi
miofibrila gde se odvija sazrevanje u L1 stadijum koje traje 15-20 dana (Despommier i sar.,
1998; Guiliano i sar., 2009; Gottstein i sar., 2009).

Mada parazit pokreée snazne efektorne mahinizme odbrane u koje spada i
specifian imunski odgovor u organizmu domacina, on uspeva da ih izbegne i to prvo u
intestinalnoj fazi infekcije (i tako ostvari svoju osnovnu funkciju reprodukcije), a zatim
tokom diseminacije i na nivou miSi¢ne faze infekcije. Snazan imunski odgovor Stiti
domacina od reinfekcije, a dok god ima zivih parazita u miSi¢ima traje modulacija
odgovora u pravcu Th2 i regulatornog tipa.

Kada se radi o miSi¢énim larvama Trichinella-e, za razliku od veéine intracelularnih
parazita one okupiraju c¢elije domacina ali ih ne ubijaju. Metabolicki, ekskretorno -
sekretorni (ES) produkti L1 larvi (ES L1 antigen) izazivaju reprogramiranje genetskog
materijala napadnute miSi¢ne Celije te ona prolazi kroz fazu dediferencijacije pri Cemu gubi
sve karakteristike kontraktilne celije. Oko o$teene misi¢ne Celije razvija se vremenski
ograni¢ena inflamatorna reakcija (Appleton i Romaris, 2001), a kao posledica traume
izazvane prodorom parazita dolazi 1 do proliferacije satelitskih c¢elija (mioblasta). ES
produkti koCe sazrevanje satelitskih ¢elija u miSiéne celije, dolazi do njihove nekompletne
diferencijacije (mis-diferencijacija) i kao takve se fuzioniSu sa oStecenom misicnom
¢elijom. U cilju svog opstanka u organizmu domacina, T. spiralis svojim produktima
uspesno moduliSe proces apoptoze u fuzionisanim invadiranim miocitima i mioblastima
tokom nastanka Celija negovateljica (Boonmars i sar., 2004).Tako nastaje nova, organizmu
potpuno nepoznata, vrsta ¢elija ¢ija je osnovna funkcija da omoguci opstanak parazita. Ova
¢elija se naziva celija negovateljica (Despomier, 1998; Wu, 2008). Budu¢i da T. spiralis

spada u vrste Trichinella koje stvaraju kapsulu proces dalje teCe tako $to: 1.) SintetiSu se
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kolageni tipa IV i VI (tip VI je poreklom od celija fibroblasta domacina) koji formiraju
kapsulu oko celije negovateljice; i 2.) pod uticajem komponenti ES antigena stvara se
mreza novih krvnih sudova koja obavija Citav kompleks. Tako nastaje evolucijom
uspostavljen entitet: sistem parazit-domacin (Slika 1.). Kapsula se ponasa kao
polupropustljiva membrana kroz koju u pravcu parazita prolaze samo hranljive materije
(male molekulske mase) ali ne i specifi¢na antitela usmerena protiv komponenti parazita,
dok u pravcu domacina prolaze metabolicki produkti parazita (ekskretorno-sekretorni - ES
produkti). Zahvaljuju¢i tome S$to: 1. efektorske ¢elije prepoznaju inkapsuliranog parazita
kao sopstveno tkivo i ne reaguju na njega i 2. Sto parazit putem ES produkata aktivno
modulira imunski odgovor domacina, gasi se inflamatorna reakcija oko parazita Sto mu sve
obezbeduje imunoprivilegovano mesto u organizmu domacina. Time parazit izbegava
specifi¢ni ¢elijski i humoralni imunski odgovor, a konstantno komunicira sa domaéinom

svojim produktima (Bruschi, 2002).

Slika 1. T. spiralis — inkapsulirana misi¢na larva

Mada parazit pokrece snazan i specifi¢an imunski odgovor u organizmu domacina,
on uspeva da ga izbegne, kako u intestinalnoj fazi infekcije (i tako ostvari svoju osnovnu
funkciju reprodukcije) tako i na nivou miSi¢nog tkiva (kapsula je nepropustljiva za
imunoglobuline i imunokompetentne Celije). Krajnji efekat ovakve imunske modulacije od

strane parazita je kreiranje anti-inflamatorne sredine koja pogoduje i parazitu i domacinu.
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Celija negovateljica i parazit koji se u njoj nalazi formiraju stabilan kompleks koji moze da
opstane veoma dugo u imuno-kompetentnom domacinu (dozivotno kod kratkozivecih vrsta,
vise godina kod dugozivecih vrsta, odnosno decenija kod ljudi) (Despommier, 1990; Capo i
Despommier, 1996; Pozio i Bruschi 2001; Bruschi i Murrell, 2002; Bruschi, 2002; Wu i
sar., 2008). Tako se u literaturi navodi podatak da je ziva larva T. spiralis nadena 39 godina
posle infekcije u misi¢ima Goveka (Froscher i sar., 1988.; Cuperlovié i Pordevi¢, 2003.).

Produkti ovog parazita takode mogu da uticu na modulaciju imunog odgovora
domacina (Nagano 1 sar., 2009). Metaboliti parazita utiCu i na polarizaciju imunskog
odgovora u pravcu Th2 i regulatornog, anti-inflamatornog tipa. To se ogleda i kroz
odrzavanje citokinskog balansa u organizmu domacina koji pogoduje dugotrajnom
opstanku parazita (Wu 1 sar., 2008.), ali na odredeni nac¢in moze da pogoduje i domacinu.
Specificni imunski odgovor pruza zaStitu od reinfekcije, a parazitom indukovana
imunomodulacija uti¢e na odgovor organizma i prema drugim, irelevantnim antigenima,
kao Sto su autoantigeni (Riet i sar., 2007) i alergeni (Yazdanbakhsh i sar., 2002). Parazit i
njegovi produkti po podacima Britova mogu imati efekat na tok malignih bolesti kod ljudi
(Britov i Nivin, 2002; Britov, 2006; http://www.britov.net/). Po podacima malobrojnih
autora, T. spiralis i njen sirovi ekstrakt uti¢e na razliite tumorske ¢elije in vitro i in vivo
(Wang i sar., 2008).

Posle primarne infekcije razvija se parcijalni protektivni imunitet. Brzo izbacivanje
infektivnih larvi iz creva u sekundarnoj infekciji je dobro opisano kod pacova, a deSava se
zbog imunoglobulinom E (IgE) modulisane reakcije. Intestinalni IgE odgovor se javlja
ranije, ima visi titar i specifi¢niji je nego serumski IgE odgovor posle infekcije pacova sa T.
spiralis (Negrao-Correa, 2001). Medutim, izgleda da u ovaj proces nisu uklju¢eni mastociti
(Watanabe i sar., 2005). Inaba i saradnici (2003a,b) su opisali u¢es¢e imunoglobulina A
(IgA) u ekspulziji ovog parazita iz creva kod miseva. U ponovljenoj eksperimentalnoj
infekciji (challenge infection) svinja Marti i Murrell (1986) su utvrdili da se adulti izbacuju
iz creva unutar 3 nedelje. Medutim, ovakva infekcija kod pacova dovodi do ekspulzije
unutar nekoliko sati jer je imunitet usmeren na pre-adultne stadijume (Bell, 1998). Kod
pacova, imunitet prema Trichinella najvise je izraZzen u crevima (Goyal i sar., 2002) gde su
primarno ukljuéene T celije (Wakelin i Goyal, 1996) i to Th2 (T-helper 2) tipa (Khan i
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Collins, 2004). Delimi¢ni imunitet prema Trichinella infekciji moze se posti¢i
vakcinacijom sa TSL-1 antigenima, naro¢ito antigenom molekulske tezine 43 kDa (Goyal i
sar, 2002). Vakcinacija miSeva ovim antigenom je pokazala redukovanje ukupnog broja
larvi za 81% u poredenju sa kontrolnom grupom (Silberstein i Despommier, 1984). Takode,
radeni su eksperimenti sa intranazalnom vakcinacijom homogenatom larvi ili peptidnim
antigenom (kolera toksin, subjedinica B kao adjuvans) koji su pokazali smanjenje broja
larvi u misi¢cima (McGuire i sar.,, 2002). Testiranje vakcine sa DNK materijalom
Trichinella kod miSeva je pokazalo da dolazi do razvoja specifi¢nog, protektivnog
humoralnog i celularnog imunog odgovora i posledi¢no do znacajne redukcije broja larvi u
miSi¢ima (Wang i sar, 2005). Prilikom analize ili istrazivanja interakcije domadin -
Trichinella treba posmatrati jednog domacina i jednu vrstu Trichinella, posto kod geneti¢ki
razli¢itih kombinacija podaci nisu uvek uporedivi (Wakelin i Goyal, 1996).

Klinic¢ka slika. — Simptomi akutne infekcije trihinelom javljaju se samo kod ljudi,
dok se kod zivotinja retko zapazaju i to samo u slucaju infekcije sa velikim brojem larvi.
Medutim, klini¢ki znaci su nespecifi¢ni i zavise od faze infekcije koja moze biti enteralna
kada su paraziti prisutni u crevima, ili parenteralna kada se paraziti nalaze u cirkulaciji
0dnosno u misi¢ima. Simptomi koji se kod ljudi mogu javiti su: muc¢nina, dijareja, povisena
temperature, bolovi u misi¢ima, periorbitalni edem, povisen nivo kreatin kinaze (CK),
eozinofilija i drugi. Tezina klinicke slike zavisi od vrste parazita, broja unetih infektivnih
larvi, a zatim i od domacina (pol, starost, stanje imunog sistema (Capo i Despommier,
1996; Bruschi i Murrell, 2002, Dupouy-Camet i sar., 2002). Kao posledica trihineloze
moze, ali izuzetno retko, nastati smrtni ishod zbog upale sréanog misi¢a (miokarditis),
mozga (encefalitis), plu¢a (pneumonija), hipokaliemije i insuficijencije nadbubrezne
zlezde (Bruschi; Murrell, 2002).

Prema Nau¢nom komitetu za veterinarske mere koje se odnose na javno zdravlje
Evropske unije (Scientific Committee on Veterinary Measures Relating to Public Health —
SCVPH, European Union), minimalna infektivna doza za ¢oveka je 100 - 300 unetih larvi
T. spiralis (European Commision, 2001; Dupouy-Camet, i Bruschi. 2007), dok unoSenje
1000-3000 larvi dovodi do teske bolesi (Dupouy-Camet, i Bruschi. 2007). Smrtni ishod kod
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ljudi se deSava nakon unosenja pet larvi po gramu telesne mase, dok kod svinja takav efekat
ima unosenje deset larvi po gramu telesne mase (Olsen i sar., 1964).

Dijagnoza. — Postavljanje dijagnoze trihineloze kod ljudi, kao i detekcija infekcije
sa Trichinella spp kod Zivotinja wvr§i se direktnom i indirektnom metodom.
Dijagnostikovanje se sprovodi iz medicinskih, nau¢nih ali i privrednih razloga (trgovina
zivotinjama za klanje, mesom i proizvodima od mesa). Direktnom, parazitoloskom
metodom otkriva se prisustvo parazita mikroskopskim pregledom biopsijskog materijala
miSica, ili uzorka nakon klanja zZivotinja i1 uradene veStacke digestije. Indirektna metoda
dijagnostike predstavlja nalaz specifi¢nih antigena ili specifi¢nih antitela u serumu ili
telesnim tecnostima (Yepez-Mulia i sar., 2007). Nalaz antitela i antigena u serumu
pacijenta je dovoljan za postavljanje sigurne dijagnoze, tako da se tada ne radi biopsija
misSica.

Terapija. — U praksi se leCenje sprovodi kod ljudi ali ne i kod zivotinja. U terapiji se
koriste atiparazitici, i cilj njihove upotrebe je eliminacija parazita a samim tim i smanjenje
oStecenja miSica, dok se za otklanjanje opstih simptoma, zavisno od teZine klinicke slike,

koriste antipiretici, analgetici a po potrebi i kortikosteroidi (Bruschi i Murrell, 2002).

2.1.1. Antigeni T. spiralis

T. spiralis poseduje brojne molekule koji su karakteristi¢ni za pojedine stadijume
zivotnog ciklusa dok su drugi prisutni u svim stadijumima. Prelaskom iz jednog u drugi
zivotni stadijum dolazi do promena u ekspresiji antigena na povrsini tela parazita ali i
ekskretorno-sekretornog (ES) antigena $to je jedna od strategija izbegavanja odbrane
domacina (Nakada i sar., 2005). Isto tako, razli¢iti stadijumi larvi imaju i razliite antigene.
Veruje se da je to jedan od mehanizama prezivljavanja tj. opstanka vrste (Ortega-Pierres i
sar., 1996).

Trichinella spiralis je sposobna da inficira puno razli¢itih vrsta domac¢ina (Wakelin
i Goyal, 1996). Delovanje imunskog sistema domacina prema Trichinella-i deli se na tri
osnovna odgovora ¢ija je posledica: 1) izbacivanje infektivne larve (kod reinfekcije), 2)

izbacivanje odraslih oblika i 3) imunitet prema novorodenim larvama (Bell, 1988).
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Zavisno od lokalizacije antigeni Trichinella se dele na tri grupe: 1. Povrsinski; 2.
Ekskretorno/sekretorni (ES); i 3. Rezidualni somatski antigeni (Dea-Ayuela i Bolas-
Fernandez,

1999).

Prema sposobnosti da indukuju pojavu humoralnog imunskog odgovora u dva talasa
antigeni Trichinella-e se mogu podeliti u dve grupe. Naime, pojava specifi¢nih antitela se
moze detektovati ve¢ dve nedelje posle infekcije (na kraju intestinalne faze kod miSeva), a
drugi talas antitela se javlja 4-5 nedelja od infekcije (miSi¢na faza). Antigenima prve grupe
pripadaju antigeni koji dovode do sinteze antitela u ranoj (intestinalnoj) fazi infekcije kod
domacina. Ovi antigeni se nalaze u unutrasnjim slojevima kutikule, hemolimfi,
embrionskim omotacima, hipodermalnoj Zlezdi, stihocitima 1 egzokrinim granulama

reproduktivnog trakta miSi¢nih larvi (Takahashi i sar., 1990; Takahashi i sar., 1993).

Pored toga, rana faza odgovora na prisustvo larvi specifi¢na je za antigene koji
sadrze fosforilholin (PC) (Morelle i sar., 2000; Takahashi i sar., 1993). PC grupa je prisutna
kod nekoliko glikoproteina koji se oslobadaju tokom presvlacenja larvi, a ne nalaze se u

sastavu ES produkata niti na povr$ini miSi¢ne larve.

Druga grupa antigena se oznacava kao grupa II ili TSL antigeni (Appleton i
Romaris, 2001). Ovi antigeni indukuju kasnu fazu imunskog odgovora i izazivaju pojavu
antitela 4-5 nedelja nakon infekcije (Dea-Ayuela i Bolas-Fernandez, 1999). Oni se nalaze
na povrsini, stihocitnim granulama i ES produktima L1 larvi T. spiralis (Takahashi, 1997;
Bolas-Fernandez i sar., 2006). Antigeni koji indukuju kasnu fazu odgovora organizma su
uglavnom glikoproteini (Takahashi i sar., 1993). Primenom monoklonskih antitela i na
osnovu imunohemijskih karakteristika, antigeni su klasifikovani u 8 grupa (TSL1- TSLS)
(Yepez-Mulia i sar., 2007; Appleton i sar., 1991). TSL-1 antigeni privlaée posebnu paznju
istrazivaca od kada je pokazano, na modelu infekcije kod miSa, da mogu izazvati stvaranje
antitela koja ucestvuju u zastiti od reinfekcije (Bolas-Fernandez i sar., 2006; Ortega-Pieres i
sar., 1996). Ovi antigeni se oslobadaju (sekretuju ili ekskretuju) najpre u intestinalnom

epitelu ubrzo nakon infekcije, a potom ponovo tek kada se NBL larve nasele u misi¢ima i
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po¢ne njihova transformacija u L1 formu. Ovo sve sugeriSe znacajnu funkcionalnu ulogu

pomenutih antigena u uspostavljanju i odrzavanju parazitizma.

Velika vec¢ina anti-TSL1 antitela prepoznaje glikoproteine molekulske mase izmedu
40 1 70 kDa kako u homogenatu miSi¢ne larve tako i u ES produktima u Western blotu
(kada se SDS-PAGE izvodi pod redukujuc¢im uslovima) (Ortega-Pierres i sar., 1996).

TSL-1 antigeni imaju karbohidratne epitope koji nose neuobicajeni di-deoksiSecer
(3,6-dideoksiarabinoheksoza — tiveloza), karakteristi¢an za stadijum mi$i¢nih larvi ¢itavog
roda Trichinella (Gomez-Morales i sar., 2008). Tiveloza je stadijum specificna kod
Trichinella i antitivelozna antitela ne Stite domacina od odraslih stadijuma (Appleton i
Romaris, 2001; Goyal i sar., 2002).

Mada neki glikoproteini (koji su komponente ES antigena) nose epitope specificne
za mi$i¢ne larve Trichinella-e, ti proteini mogu biti prisutni i u sastavu ostalih stadijuma
parazita. Tako je primenom 7C2C5 antitela dokazano prisustvo epitopa specificnog samo
za stadijum miSi¢nih larvi kod ¢itavog roda Trichinella. Epitop je lociran na tripletu
antigena MW 45,4953 kDa (Gamble i Graham, 1984a,b). Ovaj triplet je od izuzetnog
Imuno-dijagnosti¢kog znacaja za otkrivanje prisustva specifi¢nih antitela i od narocite je
koristi kada se prepozna u Westernblotu (metoda se koristi kao potvrdna u slu¢aju nejasnih
ili kontradiktornih rezultata dobijenih sa ELISA i/ili imunofluorescentnim testovima).

Druga istrazivanja su pokazala da je glikoprotein od 53 kDa prisutan u ES
produktima ne samo misi¢ne larve T. spiralis ve¢ i odraslih parazita. Antitela protiv ove
komponente se pojavljuju 8 dana posle infekcije (Romaris i sar., 2003) §to ukazuje na ulogu
ovog glikoproteina u indukciji ranog odgovora na infekciju sa Trichinella-om (Nagano i
sar., 2008).

Istrazivanja bioloski aktivnih komponenti ES antigena su u punom zamahu, a jedan
deo tih zapazanja opisan je u narednom odeljku.

Dok se pojedini antigeni Tricihinella-e i dalje izu¢avaju u smislu njihove $to bolje
bioloske i imunoloske karakterizacije i dok se jo§ samo nasluéuju mehanizmi njihovog
dejstva, dosadasnje poznavanje parazita omogucava koriS¢enje pojednih antigena u

dijagnosticke svrhe tj. za otkrivanje prisustva specificnih antitela u krvi i/ili telesnim

16



te¢nostima. Sirovi antigen misiénih larvi (ekstrakt homogenta) se koristi kao dijagnosticki
antigen u komercijalnom Western blot kitu (LDBIO Diagnostics, Lyon,France) za detekciju
Trichinella antitela (Yera i sar., 2003). Mada su somatski antigeni genetski konzervisani i
manje specificni od drugih antigena, oni mogu biti korisni naroé¢ito u detekciji ranih
stadijuma infekcije Trichinella-om (Dea-Ayuela i Bolas-Fernandez, 1999). Institut za
primenu nuklearne energije - INEP proizvodi komercijalni imunofluorescentni test (antigen
je parafinski isec¢ak celih miSi¢nih larvi) koji sluzi za otkrivanje trihineloze kod ljudi. Za
potrebe istrazivanja u INEP-u se proizvodi i ELISA kit (antigen je ES L1 antigen), a

namenjen je za detekciju antitela u serumu ljudi i svinja.

2.1.1.1. Ekskretorno — sekretorni (ES L1) antigen T. spiralis

Kao $to je to ranije ve¢ opisano, infekcija sa T. spiralis nastaje posle unosenja
sirovog ili nedovoljno termicki obradenog mesa koje sadrze infektivne misi¢ne larve. Larve
se oslobadaju posle Zeluda¢ne digestije miSi¢nog tkiva i sazrevaju u odrasle oblike u
mukozi tankih creva. Adulti se pare 1 Zenke donose na svet novorodene larve koje migriraju
do popre¢no prugastih misi¢a. Larva se razvija u misiénu larvu, a u miSi¢ima one dovode
do proliferacije satelitskih ¢elija (Wu 1 sar., 2001; Yepez-Mulia i sar., 2007) i
transformacije miSi¢ne celije u celiju negovateljicu u debeloj kolagenskoj kapsuli
(Despommier 1 sar., 1990). Ova transformacija misSi¢ne celije je inicirana ekskretorno —
sekretornim antigenom misi¢nih larvi (ES L1 antigen). To istiCe njegovu ulogu u
ostvarivanju parazitizma (Nagano i sar., 2009).

Ekskretorno-sekretorni (ES) antigen miSi¢nih larvi Trichinella spiralis (ES L1
antigen) je znaCajan za istrazivanja ne samo zbog njegove uloge u formiranju celija
negovateljica ve¢ i zbog njegovog znacaja za odrzavanje Sistema parazit-domacin kao i
zbog njegovih antigenih osobina. Istrazivanja su napredovala koris¢enjem modernih
analitickih tehnika tako da je u fokusu istraZzivanja danas identifikacija funkcija razli¢itih
proteina u sastavu ES L1 antigena. Ovo je neophodno da bi se rasvetlio odnos izmedu

parazita i domacina (Nagano i sar., 2009).
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Dvodimenzionalnom Western blot analizom Wau i saradnici su (1999) pokazali da se
antigeni peptidi T. Spiralis sastoje od oko 100 proteinskih tacaka, molekulske tezine od 22
do 80 kDa. Nove molekularne tehnike (MALDI-TOF) i laserska hromatografija - masena
spektrometrija su pokazale da 43 proteinske tacke (od 52 analizirane) predstavljaju samo 13
razlicitih proteina, $to ukazuje da su brojne izoforme proteina prisutne u ES L1 antigenu
(Nagano i sar., 2009).

Glavni sastojci ES L1 antigena ukljucuju 43-, 53-, i 45 kDa glikoproteine koji

nastaju u stihocitima misi¢ne larve.

Glikoproteini molekulske tezine 43-, 53-, i 45- kDa su glavni antigeni, najvise Su
izuCavani jer su oni imunodijagnosticki znacajni. Ovi glikoproteini pripadaju TSLI1
antigenima 1 imaju eptiop koji je karakteristican za miSi¢ne larve Ccitavog genusa
Trichinella. Na njima je prisutan i Secer jedinstven samo za ovu vrstu parazita - tiveloza
(Nagano i sar., 2009).

Ovi glikoproteini su okarakterisani na molekularnom nivou a vazni su za
transformaciju misi¢ne Celije, formiranje kapsule 1 parazitiranje.

ES L1 antigen pored glikoproteina molekulske tezine 43-, 53-, i 45 kDa sadrzi i
mnogo drugih proteina kao §to su proteini toplotnog Soka, endonukleaze, proteinaze,
protein kinaze, inhibitore proteinaza, superoksid dismutaze, glikozidaze i druge proteine
(Bola’s-Fernandez i del Corral Bezara, 2006; Nagano i sar., 2009).

Proteini ES L1 antigena deluju na ¢elije domacina 1 tkiva da bi ostvarili funkeiju.
Tako da su znacajni ne samo sa imunoloSkog stanovista nego 1 u pogledu interakcije parazit
— domacin. Intracelularni paraziti sekretuju funkcionalne proteine u domacinsku ¢eliju da bi
se uspostavio parazitizam 1 parazit preziveo u duzem periodu. Danas se funkcionalni
proteini proizvode za mnoge potrebe ukljucujuci 1 terapijsku primenu. Parazitski antigeni

nisu izuzetak (Nagano i sar., 2009).

Glikoproteini u sastavu ES L1 antigena
Glikoprotein 43- kDa. — Ovaj glikoprotein je izolovan 1990 godine (Gold i

saradnici), ima 344 aminokiselina, a geni koji ga kodiraju se eksprimiraju u periodu
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formiranja kapsule. Ovaj glikoprotein je odgovoran za formiranje kapsule $to se deSava
odmah po ulasku novorodene larve u misi¢nu ¢eliju. Ovaj glikoprotein uti¢e na misi¢nu
¢eliju da se formiraju celije negovateljice. Nova saznanja pokazuju da ovaj glikoprotein
ima aktivnost deoksiribonukleaze, koja je kisela endonukleaza, nalazi se u lizozomima i
nukleusu ali i sekretuje (Nagano i sar., 2009). Deoksiribonukleaza II koju sekretuje miSi¢na
larva uklanja oslobodenu DNK koja nastaje usled apoptoze misiénih delija tokom
formiranja ciste u misi¢énim c¢elijama. Na taj nalin ovaj enzim spreava razvoj
autoimunskog odgovora koji ti nukleotidi mogu pokrenuti u organizmu domacina.
Glioprotein 53-kDa. — Geni koji ga kodiraju identifikovani su 1990 i 1995 godine
(Zarlenga i Gamble). Ovi geni se eksprimiraju u larvi posle formiranja kapsule, kao i kod
odraslih oblika ali ne i kod novorodenih larvi, niti u larvi pre formiranja kapsule (Wu i sar.,
2002). Ovo ukazuje da 53-kDa glikoprotein nije odgovoran za transformaciju misiéne ¢elije
niti formiranje kapsule. Izgleda da ovaj protein ima ulogu u odrzavanju parazitizma i
modulaciji imunskog odgovora domacina (Nagano i sar., 2009). Upotrebom monoklonskog
antitela US5 prema tom epitopu pokazano je da je prisutan samo kod T. spiralis. Ko i Fan
(1996) su ovaj glikoprotein oznacili kao jedan od proteina toplotnog Soka (HSPs).
Glikoprotein 45-kDa. — Ovaj glikoprotein se nalazi u beta granulama kod misi¢nih
larvi ali 1 u stithocotnim granulama tipa jedan kod odraslih parazita. Ovaj protein takode ima
tivelozu, a nalazi se u beta i gama stihocotima sekretornih organa misi¢ne larve. Ovaj
protein pripada familiji tripsin sli¢nih serin proteaza (Nagano i sar., 2009). Novija
istrazivanja glikoproteina od 45 kDa pokazuju da on moZe da inhibira funkcije neutrofila
kao §to su mobilnost, hemotaksa, oksidativni metabolizam i vezivanje integrina koji su
neophodni za imunski odgovor domacina (Bruschi 1 sar., 2000). Bioinformati¢ka analiza
svrstala je ovaj protein u familiju tripsinu slicnih serin-proteinaza (Robinson i sar., 2007).
Ostali proteini u ES L1 antigenu. — Osim glavnih glikoproteina u ES L1 antigenu
se nalaze i proteini toplotnog Soka, koji Stite parazite od stresa i oSteéenja, I imaju vaznu
ulogu u invaziji tkiva 1 intracelularnom prezivljavanju. Cistein proteinaze inhibitori
(cistatini) su vazni imunomodulatori, deluju kao proinflamatorni faktori. Glikozidaze se
nalaze u ES produktima mnogih parazita. Uloga im je u invaziji ¢elija, modifikaciji i

remodelovanju povrSine Celija. Serin treonin protein kinaze se nalaze u ES L1 antigenu,
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imaju 70 i 135 kDa. Endonukleaze se takode nalaze u ES L1 antigenu. Timidilat sintaza,
kao i Faktor inhibicije makrofaga (MIF) se nalazi u ES L1 antigenu. Ovaj poslednji je
parakin, produkt parazita koji je po svojim osobinama komplementaran istoimenom
citokinu. Prisutne su i proteinaze, koje su dobro istrazene. Mogu biti ukljucene u brojne
funkcije: prodiranje u tkivo, migracija larvi, izbegavanje imunskog sistema, usporavanje
koagulacije krvi, digestiju, topljenje i degradaciju celularnog matriksa. Mogu da sluze i kao
imunodominantni antigeni koji stimuliSu protektivni imunski odgovor ili kao potencijalna
meta u terapiji. U ES L1 anigenu nalaze se serin proteaze i metaloproteinaze. Proteinaze u
ES L1 antigenu su molekulske tezine 33, 62 i 230 kDa. Inhibitor serin proteinaze (serpin)
inaktivira serin proteinaze tako Sto formira komplekse sa njima. Uloga je u modulaciji i
inhibiciji imunskog odgovora domacina. Serpin se nalazi u stihocitima miSiéne larve 1

ranoj fazi infekcije (Nagano i sar., 2009).

2.1.2. Uticaj T. spiralis i njenih antigena na tumorske celije

Literaturni podaci o uticaju infekcije T. spiralis, odnosno njenih antigena na
maligne celije su vrlo oskudni. Postoje malobrojni podaci o delovanju sirovog ekstrakta T.
spiralis na tumorske c¢elije, ali ne 1 podaci o delovanju ES antigena. Pre nekoliko decenija
Molinari i Ebersole (1977) su pokazali da infekcija sa T. spiralis moze da zastiti domacina
od razvoja tumora. Oni su miSevima koji su imali 176 dana hroni¢nu infekciju sa T. spiralis
aplikovali B16 melanomske celije. Na osnovu prac¢enja razvoja tumora zakljucili su da
zivotinje inficirane sa T. spiralis duze prezivljavaju i da je tumorsko tkivo, koje se u
njihovom organizmu razvija, znacajno manje u odnosu na kontrolne Zzivotinje. Novija
istrazivanja Wang-a i sar. (2008), pokazala su da akutna infekcija miSeva sa T. spiralis, kao
I intravenozna aplikacija sirovog ekstrakta odraslih parazita i novorodenih larvi moze da
uspori ili inhibira razvoj tumora izazvanih razli¢itim tumorskim celijskim linijama (tumor
zeluca - MFC, hepatom — H22, sarkom — S180). Takode, u ispitivanjima in vitro sirovi
ekstrakt T. spiralis je indukovao apoptozu kod c¢elijske linije humane hroni¢ne mijeloidne
leukemije — K562 i celijske linije hepatoma — H7402. Na osnovu dobijenih rezultata ova
grupa autora je zakljuéila da T. spiralis sadrzi aktivnu supstancu sa antitumorskim

delovanjem (Wang i sar., 2008).
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2.2. MEBENDAZOL

U danaSnje vreme velika paznja se poklanja razvoju novih lekova za terapiju
tumora, ali se takode istrazuje koji se od postojecih lekova registrovanih za upotrebu u
humanoj i veterinarskoj medicini mogu koristiti u ovu svrhu. Uvodenjem dodatne
indikacije ve¢ registrovanim lekovima postiglo bi se skra¢enje vremena, smanjenje
novCanih ulaganja, i ulozenog rada od pocetnih testiranja do uvodenja u klini¢ku praksu.

Nova istrazivanja ukazuju da bi jedan od takvih lekova mogao biti mebendazol,
pripadnik grupe benzimidazola, zbog toga S§to sprecava rast razliCitih tumora
(Mukhopadhay, 2002; Sasaki, 2002; Doudican, 2008). Benzimidazoli su antihelmintici
Sirokog spektra delovanja, koji imaju visoku efikasnost i nisku toksi¢nost. To su sintetska
jedinjenja koja u svom jezgru imaju 1,2-diaminobenzen. Prvi pripadnik ove grupe,
tiabendazol, poceo je da se koristi u klinickoj praksi 60-tih godina proslog veka, a ubrzo za
njim u primenu je uveden i mebendazol. Benzimidazoli efikasno deluju protiv nematoda,
nekih cestoda i trematoda kod preZivara, konja, svinja, pasa, macaka, ptica i ljudi (Cupié i
sar., 2007; Adams, 2008; Bai i sar., 2011).

Benzimidazoli deluju na odrasle oblike, ali i larvicidno i ovicidno. U celijama
parazita benzimidazoli se vezuju za tubulin i dovode do prekida polimerizacije za vreme
formiranja mikrotubula. Zbog toga se smanjuje sekrecija mnogih enzima (npr. fumarat
reduktaze). Takode benzimidazoli blokiraju preuzimanje glukoze kod parazita i tako
inhibiraju sintezu ATP-a. Kao posledica ovakvog delovanja parazit postaje potpuno
nepokretan 1 uginjava. Vazno je naglasiti da benzimidazoli imaju mnogo ve¢i afinitet za
tubulin nematoda nego sisara (Katz, 1982; Cupié i sar., 2007; Adams, 2008). Za lekove ove
grupe je potvrdeno da pored antihelmintskog delovanja ispoljavaju i1 druge efekte, kao Sto
su: imunomodulatorni — potenciraju delovanje imunskog sistema ili omogucavaju ponovno
uspostavljanje njegove aktivnosti. Pokazano je da thiabendazol wvrS$i potenciranje
makrofagne aktivnosti i poboljSavanje citoksi¢nog odgovora (Sajid i sar., 2006), dok
oxfendazole poboljSava imuni odgovor na nematode, a fenbendazole kod zdravih miSeva

stimuliSe proliferativni odgovor T i B limfocita na nespecificne poliklonske aktivatore.
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takode, ovi lekovi mogu inhibirati i proliferaciju tumora (Mukhopadhay, 2002; Sasaki,
2002; Doudican, 2008).

2.2.1. Osnovne fizi¢ko-hemijske osobine

Mebendazol (5-benzoil-2-benzimidazol-karbamat ili methyl N-[6-(benzoyl)-1H-
benzimidazol-2-yl]carbamate) je sintetski antihelmintik Sirokog spektra delovanja koji
pripada grupi benzimidazola. Efikasno se koristi vise od 30 godina u humanoj i
veterinarskoj medicini u terapiji infestacija izazvanih pre svega nematodama, ali i nekim
cestodama kod ovaca, konja, magaraca, pasa, Zivine i ljudi. (Dayan, 2003; Cupié i sar.,
2007; Adams, 2008; Bai i sar., 2011; Yadav i Singh, 2011).

Mebendazol je beli do Zuckasti prah, molekulske mase 295,29 i ima molekulsku
formulu CigH13N303 (shema 3.). Rastvara se u alkoholu, etru, hloroformu,
dimetilsulfoksidu (DMSO).

H 0
I [l

N HN-C-0-CHj
0 g

C N

Shema 3. Molekulska formula mebendazola

2.2.2. Farmakokinetika

Apsorpcija, distribucija, biotransformacija i izlucdivanje. - Zbog slabe
rastvorljivosti u vodi i organskim rastvara¢ima, mebendazol se posle peroralne aplikacije
slabo apsorbuje iz digestivnog trakta (Cupi¢ 2007, Adams, 2008). Kod zdravih ljudi
mebendazol se posle peroralne primene apsorbuje samo 5-22%. Tako, posle p.o. primene u
dozi od 1,59 ovaj lek u plazmi postize koncentraciju veéu od Spg/L. Ukoliko se
mebendazol aplikuje u istoj dozi sa masnom hranom ili obrokom, tada mu nivo u plazmi

iznosi 27-42ug/L. Kod pacijenata obolelih od ehinokokoze, mebendazol postize
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koncentraciju u plazmi od 500 pg/L. Koncentracija u plazmi je veéa od one u
cerebrospinalnoj tecnosti ili u cistama i do 10 puta. (Dayan, 2003). Maksimalnu
koncentraciju u plazmi mebendazol postize za 2 do 4 sata od p.o. aplikacije. Kumulira se u
jetri, bubrezima i plu¢ima. Mebendazol se malo metaboliSe (dekarboksilacijom) i podleze
metabolizmu prvog prolaza u zidu creva i jetri kod ljudi i1 Zivotinja. Izlucuje se u obliku
metabolita u zu¢i i urinu, ali se najveca koli¢ina izlu¢i nepromenjena. Istovremena
aplikacija cimetidina i mebendazola dovodi do povecanog nivoa mebendazola u plazmi,
najverovatnije zbog inhibicije metabolizma preko citohroma P450 u jetri (Dayan, 2003).
Poluvreme eliminacije mebendazola iznosi 2,8-9 sati (Cupié i sar, 2007; Adams, 2008; Bai
i sar., 2011).

2.2.3. Farmakodinamika

Mehanizam delovanja. - Mebendazol kao pripadnik grupe benzimidazola deluje,
kao 1 drugi pripadnici ove grupe, tako Sto inhibira polimerizaciju tubulina i prekida funkciju
mikrotubula u ¢elijama parazita (Cupié i sar, 2007; Adams, 2008; Bai i sar., 2011).

Posle primene nekih antikancerskih lekova takode nastaje poremecaj dinamike
polimerizacije 1 depolimerizacije tubulina, a time 1 funkcije mikrotubula, Sto dovodi do

zaustavljanja deobe i apoptoze kancerskih ¢elija (Blagosklonny i sar, 1997).

**k*k

Terapijske doze. - Mebendazol se aplikuje peroralno u dozi 10-15 mg/kg telesne
mase (t.m.) ovcama, 5-10 mg/kg konjima, 25-50 mg/kg psima i 10 mg/kg t.m. Zivini (Cupié
2007, Adams, 2008). Prihvatljiv dnevni unos - ADI (engl. Acceptable Daily Intake)
mebendazola za upotrebu u veterinarskoj medicine prema Evropskoj agenciji za lekove
(EMEA) je 0,0125mg/kg/dan (Dayan, 2003). Obavezno je postovanje karence (zabrana
upotreba mesa 1 mleka poreklom od tretiranih Zivotinja) tokom 14 dana od poslednje

upotrebe.

U terapiji trihineloze ljudi mebendazol se primenjuje u dnevnoj dozi od 5

mg/kg/dan (mada u nekim zemljama kao Sto su Nemacka, Italija i Litvanija, preporucuju
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upotrebu 20-25 mg/kg/dan) tokom 10-15 dana (Dupouy-Camet, i Bruschi, 2007). Kod
cisti¢ne ehinokokoze primenjuju se veé¢e doze mebendazola (30-70 mg/kg/dan) tokom 6-24
meseci (Vutova i sar., 1999). Kontraindikovana je terapijska primena mebendazola kod
zena tokom trudnoce. Ne preporucuje se primena mebendazola kod dece mlade od dve

godine (Dayan, 2003; Dupouy-Camet, i Bruschi, 2007)

2.2.4. ToksikoloSka ispitivanja

Akutna toksi¢nost. - Mebendazol je bezbedan lek, i kao svi pripadnici grupe
benzimidazola ima veliku terapijsku Sirinu. Srednja akutna letalna doza (LDsp) posle oralne
primene iznosi: za muzjake Wistar pacova 1434 mg/kg, a za zenke 714 mg/kg, miSeve 620
mg/kg, kuni¢e 1280 mg/kg i 1280 mg/kg za pse. Konjima se moze aplikovati i 40 puta veéa
doza od terapijske, a zivini 200 puta veca, bez pojave nezeljenih efekata. Medutim, kod
pasa i u terapijskim dozama moZe ostetiti jetru (Cupié, 1999; Dayan, 2003).

Hronicna toksi¢nost. — Kada je mebendazol davan u hrani Wistar pacovima tokom
13 nedelja (u dozama koje iznose do 127,3 mg/kg/dan (muzjaci), odnosno do 151,6
mg/kg/dan (Zenke) zapazeno je nekoliko smrtnih slucajeva, gubitka telesne mase, anemije i
poveéanog nivoa alkaline fosfataze u serumu kod jedinki koje su dobile najvecu testiranu
dozu. Relativna masa jetre je bila povecana zbog vakuolizacije hepatocita i proliferacije
zucovoda. Doza koja nije dovela do efekta - NOEL (engl. No Observed Effect Level)
iznosila je 7,8 mg/kg/dan kod muzjaka i 8,4 mg/kg/dan kod zenki (Dayan, 2003).

Peroralno testiranje hroni¢ne toksi¢nosti mebendazola kod pasa u trajanju od 13
nedelja (koncentracije do 10 mg/kg/dan) pokazalo je da kod primene najvise testirane doze
kod pojedinih jedinki nastaje anemija i povecani nivo aktivnosti alkaline fosfataze,
bilirubina, holesterola i ukupnih proteina. NOEL je bio 2,5 mg/kg/dan. U drugom
eksperimentu izvedenom na psima rase Bigl ustanovljeno je da mebendazol (40mg/kg/dan)
davan p.o. 24 meseca nije doveo do dozno zavisnih efekata (Dayan, 2003).

Mutageneza.— Mebendazol ne dovodi do genotoksi¢nosti. Ovo je utvrdeno Ames-
ovim testom, izvedenom na bakterijama Salmonella tiphymurium. Smatra se da nema rizika
od aneuploidije kod ljudi, posto se visoke doze koje in vitro dovode do poremecaja ne

postizu u terapijskoj primeni ovog leka kod ljudi i zivotinja (Dayan, 2003).
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Reproduktivna toksic¢nost. - Mebendazol ne izaziva teratogene efekte kod pacova
(NOEL za fetotoksic¢nosti i teratogenost je 10 mg/kg/dan), kuniéa, svinja, pasa, macaka,
ovaca i konja (Cupi¢, 1999). Medutim kod pacova u dozama vi§im od 10 mg/kg/dan dovodi
do toksi¢nih i teratogenih efekata (Dayan, 2003).

Karcinogenost. — Karcinogen potencijal mebendazola nije zapazen kod pacova i

miseva koji su dobijali ovaj lek u dozi od 40 mg/kg/dan tokom 24 meseca (Dayan, 2003).

2.2.5. Imunomodulatorni efekat mebendazola

Pored sposobnosti da inhibira polimerizaciju tubulina i prekida funkcije
mikrotubula u ¢elijama parazita ¢ime se naruSava proces preuzimanja glukoze i
reproduktivna funkcija parazita (Cupié i sar., 2007) smatra se da efikasnosti mebendazola
dobrinose i njegova imunomodulatorna svojstva (Tolstoj i sar., 2007). Mada je postojanje
ovakvih osobina ocekivano posto ih benzimidazoli, grupa kojoj pripada poseduju,
zacudujuce je mali broj podataka iz literature na ovu temu. Danas se zna da da mebendazol
u dozi od 10uM in vitro dovodi do povecanog oslobadanja IL-8 i TNFa iz humanih
monocita (linija THP-1) (Mizuno i Toyoda, 2011).

Efekti lekova ove grupe se ispoljavaju preko razli¢itih mehanizama: tiabendazol
povecava produkciju citokina (interleukina-1) kao i nivo ukupnih proteina seruma i
imunoglobulina. Takode povecava broj ¢elija u limfnim ¢vorovima, slezini, kostnoj srzi i
timusu. Tiabendazol i fenbendazol aktiviraju proizvodnju superoksidnih anjona i fagocitnu
aktivnost makrofaga. Aktivaciju humanih makrofaga vrsi i mebendazol. Oksfendazol kao i
neki drugi antiparazitici moze da dovede do smanjenja broja leukocita 1 limfocita. U
literaturi postoje podaci da fenbendazol i oksfendazol snizavaju produkciju specifi¢nih
antitela. Tiabendazol uspostavlja normalnu funkciju imunog sistema narocito kod
imunosuprimiranih organizama. Tako, nakon imunosupresije kod zivotinja izazvane
radijacijom (450 Rad), tiabendazol gotovo potpuno uspostavlja odlozeni hipersenzitivni
odgovor. Tiabendazol u koncentracijama od 1, 3, 6, 12 i 25 mg/kg normalizuje
proliferativni odgovor limfocita na mitogene, teladi tretiranih deksametazonom. Medutim u
dozama od 50 i 100 mg/kg nije bio efikasan. Takode tiabendazol nije mogao da

normalizuje funkciju neutrofila kod teladi tretirane deksametazonom. Smatra se da
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tiabendazol moze imati ulogu kao adjuvant u terapiji kancera, zbog poboljSanog
citotoksi¢nog odgovora i znafajnog smanjenja rasta metastaza kod pluénog kancera.
Tiabendazol pobolj$ava imuni status kod ovaca koje su prirodno inficirane nematodama
(Lundy i Lovett, 1976; Sajid i sar., 2006).

2.2.6. Efekat mebendazola na tumorske éelije

Mesto delovanja antikancerskih lekova varira, i jedno od takvih mesta je tubulin
(glavna proteinska komponenta mikrotubula) (Jordan i Wilson., 1998). Mnogi lekovi koji
deluju na mikrotubule su visoko aktivni, sa zna¢ajnom klinickom aktivnos¢u protiv celija
tumora. Medutim, mnogi od ovih lekova su toksi¢ni, §to ograni¢ava njihovu upotrebu.

Za benzimidazole je poznato da se vezuju za tubule, a njihov efekat na ¢elije tumora
je nedovoljno izuéen. Zbog mehanizma delovanja mebendazola pocela su ispitivanja
njegovog antikancerskog delovanja, a oskudni podaci iz literature pokazuju da on indukuje
depolimerizaciju tubulina kod nekoliko kancera (Mukhopadhay i sar., 2002; Sasaki i sar.,
2002). Prvi rad o delovanju mebendazola na tumorske ¢elije objavili su Mukhopadhay i sar.
2002. Ova grupa autora je ustanovila da mebendazol indukuje, dozno i vremenski zavisnu,
apoptozu kod nekoliko linijja humanih kancera plu¢a. Takode, oni su pokazali da
mebendazol aplikovan peroralno (p.o.) miSevima snazno inhibira rast presadenog humanog
tumora, kao 1 broj i1 veli¢inu tumora u eksperimentalnom modelu pluénih metastaza
(Mukhopadhay i sar., 2002). Sli¢ne nalaze su objavili Sasaki i saradnici krajem iste godine.
Obe grupe su pokazale da mebendazol ne uti¢e na normalne ¢elije (W138 ¢elije endotela
humane umbilikalne vene, odnosno normalne fibroblaste) in vitro, dok in vivo znacajno
redukuje vaskularizaciju tumora. Doudican i sar. (2008) su pokazali da mebendazol u in
vitro uslovima inhibira proliferaciju celija humanog melanoma (M-14 u SK-Mel-19) i

indukuje njihovu apoptozu.
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2.3. MELANOM

Melanom je tumor koze Kkoji se relativno ¢esto dijagnostikuje kod domacih Zivotinja
(Morrison, 2008) i ljudi (Russo i sar., 2009). Ovi tumori koze poti¢u od neregulisanog rasta
melanocita (Dutton-Regester i Hayward, 2012), c¢elija koje produkuju pigment u kozi a
poti¢u iz neuroektoderma embriona (Modiano i sar., 1999). Melanom se osim kod ljudi
(Russo i sar., 2009) javlja i kod pasa, macaka, konja i drugih Zivotinja (Babi¢ i sar., 2009).
Kod konja sive boje produzeno izlaganje suncu moze dovesti do razvoja melanoma
(Morrison, 2012), mada se kod konja lipicanske rase smatra da i genetika ima uticaja na
pojavu ovih tumora (Curik i sar., 2000; Rieder i sar., 2000). Melanom kod konja ima
prevalence od 4 do 15% i najéesc¢i je tumor koze kod njih, i uglavnom se javlja kod starih
Zivotinja sive boje (MacGillivray i sar., 2002). Od svih tumora kod pasa melanom ¢ini oko
4-7%, a kada se posmatraju samo tumori koze udeo melanoma se kre¢e od 9 do 20%
(Modiano i sar., 1999; Coyner i Loeffler, 2011). Merlo i saradnici (2008) navode da se kod
pasa u Penovi, od svih kancera melanom javlja u 0,7% slu¢ajeva. Pri tome je utvrdeno da
se on javlja sa vecom incidencom kod muzjaka nego kod Zenki.

Povecanje incidence melanoma kod ljudi u prethodnih 30-50 godina je vece nego za
bilo koji drugi kancer (Jemal i sar., 2007; Russo i sar., 2009). lako je do ovoga porasta
doslo zbog povecane pojave same bolesti, znacaj ima takode 1 povecanje paznje pacijenata
na promene na kozi, ali i promene dijagnosti¢kih kriterijuma. Procena je da se u
Sjedinjenim Americkim Drzavama (USA) svake godine pojavi 60000 novih slucajeva
(Jemal i sar., 2007), dok se u Velikoj Britaniji (UK) broj novih slu¢ajeva godisnje poveéa 5
puta u odnosu na pre 30 godina (Zeidi i sar., 2008).

Kada se dijagnostikuje na kozi hirursko lecenje je ¢esto dovoljno za izleCenje kod
pasa (Modiano i sar., 1999; Coyner i Loeffler, 2011) i konja (MacGillvray, 2002).
Medutim, u praksi se terapija kod konja ¢esto ne primenjuje, kako zbog benigne, sporo
rastué¢e prirode tumora, tako i zbog njegove veli¢ine, blizine krvnih sudova i vitalnih
struktura. Najée$¢e se melanom javlja na ventralnom delu repa, perineumu, spoljnim
genitalijama konja, dok se na uSima, vratu, o¢nim kapcima i nogama rede javlja

(MacGillivray, 2002). Kod pasa se melanom relativno Cesto dijagnostikuje, najcesce u
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usnoj duplji, na usnama, tabanu i oku (Bolon i sar., 1990; Modiano i sar., 1999; Young
Kim, 2005; Manley i sar., 2011). Melanomi lokalizovani u ustima i na tabanu su agresivni i
daju metastaze, a oni sa dlakom pokrivenih delova tela naj¢esc¢e ne (Manley i sar., 2011).

Maligni melanom je relativno rezistentan na hemioterapiju kako kod ljudi, tako i
kod pasa (Modiano i sar., 1999; Young Kim, 2005; Manley i sar., 2011). lako sve rase pasa
mogu da obole od melanoma prevalenca je veca kod rasnih pasa, posebno kod standardnih i
minijaturnih $naucera, pincer-dobermana, skotskih terijera, irskih i gordon setera, i zlatnih
retrivera (Modiano i sar., 1999). Ovi podaci pokazuju da za razliku od ljudi kod pasa u
razvoju melanoma znacajnu ulogu imaju i predisponirajuéi, genetski faktori (Modiano i
sar., 1999; Coyner i Loeffler, 2011).

U osnovi nastanka melanoma je promena u funkciji gena ili ekspresiji i sintezi
proteina uklju¢enih u kontrolu ¢elijskog ciklusa i apoptozu (Modiano 1999; Coyner i
Loeffler, 2011).

Procenat prezivljavanja kod obolelih ljudi je visok (oko 80%) ako se bolest
dijagnostikuje u ranoj fazi, jer se tada uspes$no le¢i hirurSkim putem. Medutim, kasniji
stadijumi posebno oni udruzeni sa udaljenim metastazama u mozgu, plu¢ima, i kostima su
otporni na postojece terapije, prognoza je losa, i dovode do brze smrti, a srednje vreme
prezivljavanja je oko 6 meseci (O'Day i sar., 2002; Russo i sar., 2009; Ferrucci i sar., 2012).
Melanom je najagresivnija forma kancera koze ljudi koji moze dovesti do smrtnog ishoda.
LoSa prognoza za obolele u uznapredovaloj formi rezultat je: 1.) sposobnosti tumorskih
¢elija da se beskrajno dele i kod kojih se neadekvatno aktiviraju apoptotski procesi vazni za
prirodnu regulaciju celijske smrti; 2.) nesposobnosti imunskog sistema da aktivira
odgovarajuce efektorne mehanizme odbrane (prirodne celije ubice, citotoksi¢ne limfocite,
molekule koji indukuju apoptozu); 3.) postojanja rezistencije ove forme tumora na
konvencionalnu hemioterapiju (citotoksi¢ne lekove) (Grossman i Altieri, 2001; Russo i sar.,
2009). Pokazano je da melanomske ¢elije imaju niski procenat spontane apoptoze in Vvivo i
relativno su rezistentne na in vitro indukovanu apoptozu razli¢itim lekovima (Soengs i
Lowe, 2003; Gray-Schopfer i sar., 2007). Osnova rezistencije melanoma na lekove je

disregulacija procesa apoptoze kod ovih tumorskih ¢elija. 1z tog razloga supstance koje
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uticu na apoptotski proces kod melanoma su veoma interesantne za istrazivanje novih
terapijskih pristupa (Grossman i Altieri, 2001; Russo i sar., 2009).

Biologija ove bolesti jos nije dobro prouc¢ena. Brojni su faktori rizika za razvoj
melanoma. Genetska predispozicija i izlaganje razli¢itim fakorima okoline (izlaganje UV
zracima, i opekotine od suncanja naroCito u detinjstvu i mladosti, posebno ako se
ponavljaju i teze su prirode) predstavljaju najozbiljnije faktore rizika za razvoj melanoma
(Goldstein i Tucker, 2001; Zaidi i sar., 2008; Morrison, 2012; Dutton-Regester i Hayward,
2012). Oko 5 do 12% svih melanoma su kod pacijenata koji imaju u porodi¢noj anamnezi
ovu bolest (Goldstein i Tucker, 2001; Zaidi i sar., 2008). Kao i kod ljudi i kod nekih
domacih Zivotinja (sisara) izlaganje suncu moze dovesti do nastanka melanoma (Morrison,

2012).

2.3.1. Biologija melanoma

Melanom najées¢e nastaje od melanocita epiderma koze, mada moze nastati i od
melanocita koji nisu u kozi (horioidni sloj u oku, gastrointestinalna i genitalna mukoza ili u
meningama). Melanom je takode Cest uzrok metastatskih tumora nepoznatog porekla (Chin
i sar., 2006). Melanom se razvija postepeno, pocinje kao benigni mladez, koji je klonalana
populacija melanocita u epidermisu. Ove ¢elije mogu da mutiraju i postanu hiperplasti¢na
lezija, koja dalje ne napreduje zbog celijske senescence (tumor supresorski mehanizam
kojim diploidne ¢elije gube moguénost da se dele, prestaje odvijanje Celijskog ciklusa i
time prestaje proliferacija). Medutim, ako se senescenca prevlada ¢elije nastavljaju da se
dele, nastaje displazija i povrsinsko Sirenje malignih celija. Ove ¢elije odlaze u dermis $to
moze dovesti do metastaza (Zaidi i sar., 2008). Ako su kod pacijenata od melanoma
metastaze prisutne one se mogu najéesée nac¢i u plué¢ima, jetri, limfnim ¢vorovima, mozgu,
kostima, nadbubreznim zlezdama i bubrezima (Sulaimon i Kitchell, 2003). Misji melanom
se razlikuje od humanog po distribuciji melanocita. Kod ljudi oni su u bazalnom sloju
dermisa a kod miSeva se mogu naci u dla¢nim folikulima dermisa (Zaidi i sar., 2008).

Razvoj melanoma se odvija kroz seriju diskretnih klini¢kih 1 histoloskih
transformacija. Pigment produkujuce ¢elije, melanociti, se nalaze u dermalno-epidermalnoj

granici kao individualne celije i u prvom stadiju transformacije u melanom formiraju
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melanocitni mladez (Friedman i Heilman 2002). On predstavlja fokalnu proliferaciju
benignih ¢elija koje mogu ali nemoraju da progrediraju dalje. Ovi mladezi su rizik faktor
jer se oko 25% melanoma razvija od ovih nevusa (Bevona i sar., 2003). Drugi stepen
transformacije udruzen je sa formiranjem displasti¢ne lezije zbog abnormalnog ¢elijskog
rasta, zvanog hiperplazija, i atipicnom diferencijaciom ovih ¢elija. Prisustvo displasti¢nih
mladeza je znak visokog rizika od razvoja primarnog melanoma (Garbe i sar., 1994a;
Markovi¢ 1 sar., 2007). Treéi stepen progresije melanoma se oznacava kao faza radijalnog
rasta, kada se primarni tumor $iri povr$no a jo$ uvek nije sposoban da daje metastaze.
Melanom u ovoj fazi, ako se ne le¢i ulazi u poslednji stepen progresije tumora, Koji se
oznacava kao faza vertikalnog rasta. Kada melanom ude u ovu fazu on sti¢e metastatski
potencijal, sposoban je da invadira okolnu stromu i proliferiSe vertikalno kroz epidermis $to
dovodi do pojave regionalnih i udaljenih metastaza (Markovi¢ i sar., 2007).

Tradicionalni sistemi klasifikacije melanoma se baziraju na mestu nastanka, debljini
tkiva i histoloSkom subtipu. Primarna mesta gde melanoma nastaje su koza, mukoze, oko, a
vecina (90%) su na kozi. KoZzni melanoma se dele na Cetiri glavna histogenetska subtipa: 1.
Oni koji se Sire povrsno; 2. Lentigo maligna; 3. Akral lentigo; 4. nodularni (Fecher i sar.,
2007).

Postoji vise formi melanoma, neke od njih produkuju melanin i tamne su boje, dok
su druge amelanoti¢ne i svetle su boje. Melanin produkujuc¢i melanomi koji se $ire povr§no
su oko 70% svih melanoma, a nastaju od displasticnog mladeZa na prethodno zdravoj kozi
najcesce belaca, u regijama tela izloZzenim suncu (Naeyaert 2000). Nodularni melanom
raste vertikalno, moze biti melanin produkujuéi kada je tamne boje, ili da ne produkuje
melanin kada je ruziCast, a ¢ini oko 5% svih melanoma. Ova forma tumora nema poznati
prekursor, a raste i Cesto krvari. Nalazi se naj¢eS¢e kod starih osoba na telu ili
ekstremitetima (Barnhill i Mihm 1993; Markovi¢ i sar., 2007). Kod Azijske, Hispano i
Africke populacije Cesta je forma oznacena kao Akral-Lentigo melanom i predstavlja oko
5% svih slu¢ajeva melanoma, a javlja se na povrSinama tela koji nisu obrasli dlakom (prsti,
dlan, taban) (Chen i sar., 1999; Barnhill, 2004; Markovi¢ i sar., 2007). Lentigo melanom
obuhvata do 15% svih koznih melanoma, ¢ine ga ¢elije koje nemaju osobine invazivnosti.

Cest je kod starijih osoba na delovima tela jako izlozenim suncu (lice i ruke) (Markovié i
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sar., 2007). Ljudi bele rase imaju 10 puta veci rizik oboljevanja od melanoma od ljudi crne,
azijske ili hispano populacije (Markovi¢ i sar., 2007). Ljudi kod kojih je imunski sistem
suprimiran (kao kod pacijentat posle transplantacije organa, npr. bubrega) imaju pet puta
veci rizik oboljevanja od melanoma od zdrave populacije (Ferrucci i sar., 2012).

Prevencija melanoma moze da se podeli na primarnu (prevencija pojave),
sekundarnu (dijagnoza i tretman u ranom stadijumu), i tercijarnu (ograni¢enje morbiditeta i

povecanje prezivljavanja pacijenata sa napredovalom bolesti) (Markovic i sar., 2007).

Molekularne promene koje nastaju kod progresije melanoma. - Progresija
melanocitnog mladeza u vertikalnu fazu rasta i formiranje metastaza uklju¢uje mnoge
genetske i molekularne promene, a mehanizam jo§ uvek nije definisan. Za inicijaciju i
progresiju malignog melanoma vazni su: tumor supresorski geni (p16 -oznacava se i kao
CDKI (ciklin-zavisan inhibitor kinaze) odnosno, INK4A/MTS-1/CDKN2A), PTEN
(fosfataze i tenzin homolog na hromozomu 10) i p53 (kodira ga TP53 gen), transkripcioni
faktori (CREB/ ATF-1, AP-2), onkogeni (BRAF, NRAS), tirozin kinaze (c-kit, PDGF
receptors), celijski adhezioni molekuli (E-kadherin) i matriks metaloproteinaze (MMP-2). U
sve mogu biti ukljuceni citokini, integrini i dr. (Bar-Eli 2001; Deichmann i sar., 2002). Ove
genetske promene su prikazane u shemi 4. Brojni su specifi¢ni antigeni koje ispoljavaju
¢elije melanoma kao i melanociti (npr. Melan/MART-1, MART-2, gpl100, tyrosinase,
S100, TRP-1/2) (Ferrucci i sar., 2012). Interesantno je zapazanje da T regulatorni (T-reg)
limfociti dovode do smanjenja fizioloSkog imunskog odgovora, narocito kod pacijenata sa
metastazama melanoma. Inhibiciju sazrevanja tumor specifiénih T limfocita pomoéu T
regulatornih limfocita indukuju melanomske celije oslobadanjem imunosupresorskih
citokina (npr. TGF) ili indukcijom apoptoze preko receptora na povrsini T ¢elija (Ferrucci

i sar., 2012).
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Shema 4. Prikaz molekularnih promena kod raznih faza progresije humanog melanoma

Jedan od dobro poznatih i opisanih puteva ¢ija je funkcija povecana kod melanoma
je mitogen aktivirajuéa protein kinaza (MAPK), signalna kaskada (Shema 5.) odgovorna za
¢elijski rast i prezivljavanje. Mutacije su prisutne na NRAS (kod oko 10-20% melanoma),
BRAF (oko 50%), a MAP2K1 i MAP2K2 (oko 8%) rezultiraju u visokoj aktivnosti ERK
Sto vodi u povecanu proliferaciju, angiogenezu, invazivnost i metastaze (Dutton-Regester i
Hayward, 2012). Mutacija NRAS takode dovodi 1 do aktivacije PI3 kinaze puta, Sto vodi do
povecane proliferacije ¢elija, 1 rezistencije ¢elije na apoptozu i hemioterapije.

Na genetskom nivou karakteristi¢ni dogadaj kod melanoma je aktivacija mutacije
B-raf ili RAs i gubitak funkcije PTEN i INK4a/Arf lokusa koji kodiraju tumor supresore
pl6 i Afr, ¢ija ekspresija pojacava funkciju supresije rasta Rb i p53. Ove mutacije i delecije
su nadene u razli¢itim fazama progresije melanoma. Genetske promene koje se javljaju kod
progresije melanoma i metastaza jo$ nisu jasno identifikovane (Chin i sar., 2006).

Drugi vaZan tumor supresor gen, CDKN2A, je takode mutiran kod oko 50%
melanoma. Veéina melanoma ima defekte i u pRB, p53, MAPK i PI3K signalnim
putevima. A za razvoj melanoma potrebna je mutacija i u drugim regulatornim putevima
(Dutton-Regester i Hayward, 2012).
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Shema 5. Signalna kaskada mitiogen aktivirajuce protein kinaze (MAPK).

Vezivanje faktora rasta za receptor tirozin kinaze (RTKSs) ili adhezija integrina za
ekstracelularni matriks (ECM) aktivira RAS S§to dovodi do fosforilacije kaskade
RAF/MEK/ERK. EGFR (receptor epidermalnog faktora rasta), VEGFR (faktor rasta
vaskularnog endotela), PDGFR (receptor trombocitnog faktora rasta), FGFR (receptor
faktora rasta fibroblasta), FLT-3 ( fms zavisha tirozin kinaza 3), SHC (src homolog |
kolagen), GRB2 (receptor vezujuci protein faktora rasta), FAK (fokalna adheziona kinaza),
STAT (prenosnik signala i activator transkripcije), HIF1alfa (hipoksija inducibilni factor),
MITF (transkripcioni factor) BIM (pripadnik familije bcl-2, regulise celijsku smirt).
Preuzeto iz Fecher i sar., 2007.

2.3.2. Terapija melanoma

Glavna teskoca u tretiranju kancerskih ¢elija je §to su one u osnovi sopstvene celije
koje su mutirale. Ovo Cini teskocu u dizajniranju specifi¢ne terapije koja nece dovesti do
autoimunosti. Trenutna terapija (kao $to je radioterapija i hemioterapija) pogada celije koje

se aktivno dele, a ne samo tumorske ¢elije specifi¢no, §to znaci da imaju mnoge nezeljene
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efekte (Chambers i sar., 2002). Prekid tolerancije je atraktivan pristup u tretiranju kancera,
ali nosi rizik od indukovanja autoantitela i oSteCenja sopstvenog tkiva. Mehanizam za
prekid tolerancije je izazivanje inflamacije aplikovanjem zivih BCG (Bacille Calmette
Guerin) bacila u tumor, ali ovo moze dovesti do pneumonije, hepatitisa i tuberkuloze (Wei i
sar., 2008).

Ako se dijagnostikuje u ranoj fazi melanom se tretira hirurski, ali ako se dijagnoza
postavi u kasnoj fazi (sa prisutnim metastazama) pacijenti imaju prezivljavanje od najvise 6
meseci, nezavisno od tretmana (Markovi¢ i sar., 2007b; Zaidi i sar., 2008; Russo i sar.,
2009; Krathen, 2012).

Danas postaje jasno da klinicki efikasna terapija za maligni melanoma, pored
hirurske intervencije, obuhvata kombinaciju citotoksi¢nih lekova sa bioloskim agensima
koji inhibiraju vaskularizaciju tumora, i stimuliSu antitumorski imunitet (Markovi¢ i sar.,
2007b). Od bioloskih agenasa u terapiji tumora danas se koriste razni faktori rasta, citokini,
hemokini, monoklonska antitela, inhibitori genske ekspresije, vakcine i dr.

Primer za kombinovanu terapiju matastatskog melanoma ljudi predstavlja primena
dakarbazina i IL-2. Americka agencija za hranu i lekove (FDA) odobrila je upotrebu
dakarbazina (alkilirajuéi lek koji unistava tumorske ¢elije dodavanjem alkil (CrH2n+1) grupe
na DNK) i visokih doza interleukina-2 (IL-2) (Markovi¢ i sar, 2007b; Finn i sar., 2012).
Pored toga poznate su studije gde se koriste kombinacije visokih doza IL-2 i dakarbazina,
interferona alfa, cisplatine i1 vinblastina (Markovi¢ i sar, 2007b).

Postoje studije koje prikazuju adjuvantnu terapiju sa visokim dozama interferona
alfa (IFNa), pri ¢emu su zapazeni Korisni ali i nedovoljno efikasni efekti u uznapredovaloj
fazi bolesti (Ascierto i sar., 2006; Markovi¢ i sar., 2007b). Dugi autori u terapiji melanoma
ukljucuju visoke doze IFNa u kombinaciji sa IL-2, $to je nazalost bilo praceno postojanjem
visokog nivoa citotoksicnosti (Zbytek i sar., 2008, Caspi, 2008).

U klini¢kim studijama primenjuje se i Faktor stimulacije rasta kolonija granulocita
I makrofaga (GM-CSF) kao i vakcine (mogu biti autologe - od ¢elija pacijnta ili sintetske, a
daju se kod pacijenata sa visokim rizikom od pojave melanoma). U 2011 godini FDA je

odobrila upotrebu Ipilimumab i Vemurafenib. Ipilimumab je humano IgG1l monoklonsko
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antitelo koje antagonizuje efekat citotoksi¢nog T limfocitnog antigena cetiri - CTLA-4.
Ovo je vazno jer je CTLA-4 molekul koji funkcioniSe kao negativni kostimulatorni
molekul za T limfocite. Ipilimumab blokira CTLA-4 i time povecava aktivnost T Celija i
promovi$e njihovo antitumorsko delovanje. Vemurafenib je selektivni inhibitor gena BRAF
(proto-onkogen B-Raf) koji kodira serin/treonin protein kinazu B-Raf. Mutacija na ovom
genu se javlja kod 40-60% slucajeva melanoma. Ova mutacija aktivira mitogen aktiviranu
protein kinaza put (MAPK) koji dovodi do povecane proliferacije ¢elija i onkogene
aktivnosti (Finn i sar., 2012).

Hemokini takode imaju potencijal za upotrebu u terapiji kancera. Posebno se
analizira upotreba angiostatskih hemokina (CXCL-9, -10, -11) u inhibiciji rasta tumora. In
vitro studije su pokazale da CXCL-10 moze da inhibira rast humanog melanoma in vitro. In
vivo studije su pokazale da terapija sa IL-2 i IFNy moze dovesti do produkcije CXCL-9, -
10, -11, koji mogu imati anti tumorski efekat, posebno inhibisuci rast tumora (Richmond i
sar., 2009).

U imunoterapiji kancera ukljucuju se i vakcine protiv tumorskih antigena. Kod
melanoma, potencijalni antigeni su gp100, MART 1, TRP1 i TRP2. Nazalost tumorske
vakcine ne dolaze bez problema, imaju ograni¢enu efikasnost i mogu da dovedu do
autoimunosti (Caspi, 2008).

Infuzija tumor specifi¢nih limfocita imala je dobar rezultat u 50% melanoma (Caspi,
2008).

2.3.3. Modeli melanoma na misu

B16 misji model melanoma. - B16 misji model rasta i metastaze melanoma je
dobro opisan i naziva se zlatnim standardom (Welch, 1997). B16 celije su dobijene od
tumora koji se spontano razvio kod C57BI/6 misa 1954. godine. Ovaj model se Siroko
koristi kao model za ispitivanje humanog malignog melanoma. B16 celije gajene in vitro
indukuju tumor kada se daju singenim misevima subkutano. Veli¢ina tumora Se povecava
ako se aplikuje veci broj celija tumora, a smrt moze nastati i bez vidljivih metastaza
(Bystyn i sar., 1974).
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Postoje 1 drugi modeli rasta tumora kao sto je aplikovanje ljudskih tumorskih celija
misevima sa teSkom kombinovanom imunodeficijencijom (Severe combined
immunodeficient -SCID) ali singeni tumorski model je bolji, posto se uloga imunog sistema
u razvoju tumora moze taCnije odrediti, a metastatske humane celije ne rastu uvek U
miSevima (Welch, 1997). Postoji viSe varijanti B16 ¢elija, originalne izolovane celije su
poznate kao B16 FO. Ove ¢elije poreklom iz originalnog tumora su kultivisane in vitro,
zatim date intravenski C57Bl/6 miSevima i onda kolonije iz pluc¢a izdvojene i gajene u
kulturi. Ovaj proces je izveden 10 puta da bi se dobila B16 varijanta koja je visoko
specifi¢na za pluca, poznata kao B16 F10 (Fidler, 1973).

Rast B16 FO. - Subkutana aplikacija B16 FO ¢elija dovodi do rasta tumora u kozi
koji se lako identifikuje jer B16 ¢elije produkuju melanin (Nicolson i sar., 1978). B16 ¢elije
su histokompatibline sa domac¢inom i eksprimiraju tumorske antigene. B16 ¢elije nemaju ili
imaju vrlo nizak nivo molekula glavnog histokompatibilnog kompleksa (MHC) klase I'i I,
sto znaci da i ako eksprimiraju tumorske antigene one imaju slabu imunogenost. Interferon
gama moze da poveca ekspresiju MHC I molekula na B16 ¢elijama, §to dovodi do lize
tumorskih celija citotoksiénim T limfocitima i NK ¢elijama, kao i do povecanja ekspresije
molekula CD95 i CD95L koji nakon aktivacije pokrecu signalne puteve koji mogu dovesti
do apoptoze (Bohm i sar., 1998; Pietra i sar., 2009).

2.3.4. Otpornost na apoptozu i hemioterapiju

Celije melanoma imaju niski nivo spontane apoptoze in vivo u poredenju sa drugim
tipovima ¢elija tumora i relativno su rezistentne na lekovima indukovanu apotozu in vitro .
Posto vecina hemioterapeutika deluje tako §to indukuje apoptozu u ¢elijama kancera smatra
se da je rezistencija na apoptozu glavni razlog rezistencije melanoma na lekove. U osnovi
ove rezistencije je disregulacija unutrasnjeg puta apoptoze (Russo i sar, 2009).

Na Semama 6. 1 7., datim u narednom poglavlju ove teze, prikazani su osnivni
signalni putevi i molekularni mehanizmi apoptoze. Jedan od najvaznijih regulatora
apoptoze celija je signalna mreza p53/Bcl-2. Pripadnici Bcl-2 familije su kako proapototski
(BAX, BAK, BAD, BID, Bim, NOXA, PUMA) tako i antiapoptotski (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-
1, BCL-w, Al) molekuli. Posle ireverzibilnog oste¢enja DNK, p53 se aktivira i indukuje
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ekspresiju proapoptotskih ¢lanova familije Bcl-2 molekula, sto dovodi do permeabilizacije
membrane mitohondrija i oslobadanja citohroma c. Oslobodeni citohrom ¢ se vezuje za
Apaf-1, $to dovodi do aktiviranja efektorskih kaspaza i apoptoze (Russo i sar, 2009). U
slu¢aju gubitka funkcije p53 omoguceno je Celiji sa DNK oSte¢enjem da prezivi i da se deli,
Sto propagira prokancersku mutaciju. Takode, i promene na drugim molekulima signalnog
apoptotskog puta omogucavaju melanomu da prezivi. DeSavaju se aberantne metilacije $to
dovodi do gubitka ekspresije Apaf-1, i nemoguénosti odvijanja apoptotskog puta nakon
aktivacije p53. Rezistencija na neke hemioterapeutike kod melanoma je posledica preterane
ekspresije Mcl-1 molekula, koji suprimira apoptozu izazvanu sa BAK a ne i sa BAX
molekulom (Russo i sar, 2009).
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2.4. APOPTOZA

Apoptoza (programirana celijska smrt) je evolutivnho konzervisan, asinhron, genski
kontrolisan mehanizam za eliminaciju nepotrebnih ili nezeljenih ¢elija iz organizma
(Kamm i Ferch, 2000; Dlamini, 2004; Zhivotovsky, 2004). Termin apoptoza su Kerr,
Whyllie i Currie u literaturu uveli 1972. godine da oznace mehanizam kontrolisane smrti
¢elije, koja ima komplementarnu, ali suprotnu ulogu od mitoze u regulaciji brojnosti
¢elijske populacije (Kerr i sar., 1972; Zhivotovsky, 2004). Apoptoza je komponenta i
embrionalnog razvoja (Guimaraes i Linden, 2004), ali i razli¢itih bolesti (Danial i
Korsmeyer, 2004) i zahvata pojedinacne celije okruzene zdravim celijama. Svaka Celija
poseduje potrebne molekule bitne za apoptozu, a apoptotski put se kontrolise (Guimaraes i
Linden, 2004).

Apoptoza se definise nizom molekularnih i morfoloskih promena koje rezultuju
obelezavanjem, obradom i eliminacijom umiru¢ih celija. Prvo se zapazaju promene na
citoplazmatskoj membrani poput izlaganja fosfatidil serina na spoljnoj, ekstracelularnoj,
strani membrane (Bevers i Williamson, 2010). In vivo, eksternalizovani fosfatidil serin i
signali koji su indukovani omogucavaju prepoznavanje celija koje umiru od strane fagocita
koji ih uklanjaju (Fadok i sar., 2000; Hanayama i sar., 2002). Postoje dva signalna puta koji
dovode do apoptoze: spoljasnji i unutrasnji (mitohondrijski) put apoptoze (Tait i Green
2010).

Spoljasnji put. - Vezivanje liganada smrti za receptore smrti (death receptor — DR
obuhvata slede¢e molekule: Fas, TNFR, TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5, DR3 i DR6) je
odgovorno za indukciju spoljasnjeg puta (Muppidi i sar., 2004). Koji su to ligandi smrti: na
primer faktor nekroze tumora (TNF) vezuje se za receptor smrti (TNFR) sto dovodi do
angazovanja adaptornog molekula FADDa (FAS associated death domain-a). Daljim
prenosom signala pocinje aktivacija kaspaze 8, dimerizacija, isecanje interdomena i njena
finalna aktivacija (Oberst i sar., 2010). Ona dalje indukuje aktivaciju efektorskih kaspaza -
3, -6, -7. U nekim ¢elijskim tipovima spoljasnji put saraduje sa mitohondrijskim putem

preko kaspaze 8 koja aktivira BH3 interaktivni domain death agonist (BID), koji je
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proapoptotski protein (Kaufmann i sar., 2007; Yin i sar., 1999). BID koji je kaspaza 8

aktivirala dalje aktivira mitohondrijski put (Sheme 6.1 7.).

Osnovni signalni putevi apoptoze

Spoljasniji put Unutrasnji put
(zavisan od receptora smrti) (indukovan stresom)

TNE-alfa / FasL Odsustvo faktora prezivliavania

‘ Mitohondrija
Aktivacija kaspaze- 8 Anti-apoptotski _| <— Pro-apoptotski
homolozi Bcl-2 homolozi Bcl-2

T |__Amplifikacija » Oslobadanje pro-apoptotskih proteina

! v ¢

I Citohrom c Smac / Diablo

| } }

L > Aktivacija Deaktivacija

-: :_ kaspaze- 9 IAP
1 1

— Aktivacija kaspaze- 3¢

Apoptoza

Shema 6. - Prikaz osnovnih signalnih puteva apoptoze

Unutra$nji put. - Mitohondrijski put se aktivira razli¢itim razvojnim signalima ili
citotoksicnim agensima. Odgovoran je za vecinu apoptotske smrti kod ki¢menjaka a
pocinje kao posledica celularnog stresa usled ostec¢enje DNK, defekata u ¢elijskom ciklusu,
hipoksije ili nedostatka celijskih faktora za prezivljavanje (Vousden i Prives, 2009). Ovaj
put je regulisan kompleksnim interakcijama izmedu proteina Bcl-2 familije, koji regulisu
integritet spoljasnje mitohondrijske membrane (Green i Evan, 2002; Ghavami i sar., 2009).

Kljuéni dogadaj koji upucuje ¢eliju da umre unutrasnjim putem je permeabilizacija spoljne
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mitohondrijske membrane (Kluck i sar., 1997; Yang i sar., 1997). Kao rezultat toga
oslobada se citohrom c¢ iz mitohondrijalnog intermembranskog prostora i indukuje
oligomerizaciju proteaze oznacene kao apoptoza indukujuci faktor (AIF) u kaspaza
aktivirajucu platformu zvanu apoptozom (Zou i sar., 1997). Apoptozom se vezuje i
promovise dimerizaciju i aktivaciju inicijalne kaspaze -9 (Hao i sar., 2005; Pop i sar., 2006;
Riedl i Salvesen, 2007), koja zatim aktivira izvr$ne kaspaze -3 i -7 (Li i sar., 1997; Salvesen
and Dixit, 1997; Zou i sar., 1997). IzvrSne kaspaze su odgovorne za fenotipske kljuéne
znake promene Celijske morfologije u apoptozi kao $to su kondenzacija citoplazme i
intracelularnih organela, kondenzacija hromatina i fragmentacija jedra, i konac¢no
formiranjem apoptotskih tela (Kerr i sar., 1972; Hengartner, 2000; Zhivotovsky, 2004;
Guimaraes i Linden, 2004; Ghavami i sar., 2009). Apoptoti¢ne Celije fagocituju makrofagi,
a nemogucnost da se reguliSe apoptoza moze dovesti do razvoja bolesti. Apoptoza ima
centralnu ulogu u patogenezi mnogih bolesti koje nastaju kada su geni koji kontrolisu
apoptotski proces suprimirani, previSe eksprimirani ili oSte¢eni mutacijom (Thatte and
Dahanukar, 1997; Kamm i Ferch, 2000; Dlamini i sar., 2004; Ghavami i sar., 2009). Deo
molekula ukljuéenih u unutra$nji put prikazan je na Shemi 61 7.

Apoptoza kao genetski regulisana forma ¢elijske smrti i ima vaznu ulogu u odrzanju
homeostaze tkiva, diferencijaciji i razvoju (Guimaraes i Linden, 2004; Kerr i sar., 1972;
Whyllie i sar., 1980), i regulaciji inflamacije. Posto je apoptoza aktivna forma ¢elijske smrti,
ona zahteva utroSak energije i1 sintezu proteina (Wyllie 1 sar., 1995). ViSe autora je pokazalo
da na smrt celija uzrokovanu apoptozom uticu razli€iti intracelularni i ekstracelularni
stimulusi. Apoptotski proces ima dve faze: inicijalnu fazu i izvr$nu fazu. Prva faza je
vremenski varijabilna, a zavisi od tipa celija, 1 vrste signala. Zatim sledi kratka izvrSna faza
apoptoze 1 ista je kod svih Celija: izrazena dehidratacija celija, povecanje koncentracije
kalcijumovih jona, kontrakcija citoskeleta i aktivacija veceg broja enzimskih sistema
(cistein proteaze-kaspaze, transglutaminaze, endonukleaze) (Kamm i Ferch, 2000; Simon,
2003). Ovo za rezultat ima tipicne morfoloSke promene u celiji poput kondenzacije
citoplazme i intracelularnih organela, kondenzacije hromatina i fragmentacija jedra. Ove

promene su pracene formiranjem apoptotskih tela koja ¢e fagocitovati makrofagi
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(Takahashi i Earnshaw, 1996; White, 1996; Zamzami i Kroemer, 1999; Maianski i sar.,
2004).

Bid
Exntrinsic apoptosis Caspase-8
pathway (e.g. TNF, —_—
FAS & TRAIL)
t-Bid
Pro-Caspase-3 1APS - ' Bcl2/Bel-XL

Q:\Caspase-.’! Sl

I mac/Diablo

() —— e 00
ICAD/CAD 0o o° - %
l OmifHtrA2 o a

- Cytochrome ¢
Caspase-9 e

Pro-Caspase-9

Shema 7. Molekularni mehanizmi apoptoze (preuzeto iz Ghavami i sar., 2009)

Pored klasi¢ne apoptoze, savremeni literaturni podaci ukazuju da autofagija takode

predstavlja jos jedan tip aktivne smrti ¢elija (Guimaraes and Linden, 2004).
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Smrt Celija apoptozom, kao i autofagijom predstavlja normalni fizioloski proces,
koji se odvija tokom embriogeneze (Oppenheim, 1991), kao i u toku stvaranja i oblikovanja
delova tela (Haanen i Vermes, 1996). Ove procese mogu da injiciraju razli¢iti apoptotski
signali, kao $to su: nedostatak trofic¢kih faktora, tretman lekovima i hormonima (Villa i sar.,
1998; Xue 1 sar.,, 1999). U kasnim fazama autofagnog procesa zapazaju se tipine
apoptotske promene (Xue i sar., 1999). Ovo ukazuje da su autofagija i apoptoza procesi
koji se preklapaju. Smatra se da autofagni proces pocinje u ¢elijama u kojima signal
aktivira promenu permeabiliteta mitohondrija u malom broju mitohondrija, $to vodi do
degradacije ovih mitohondrija u lizozomima (Lemasters i sar., 1998). Kada vise
mitohondrija podlegne promeni permeabiliteta, iz njih se oslobadaju proapoptotski faktori
(citohrom c i apoptoza indukujuéi faktor - AIF) koji zapocinju proces apoptoze ¢elije. Kada
su sve mitohondrije zahvacene promenom propustljivosti, nema ATP-a jer je prekinuta
oksidativna fosforilacija i hidroliza ATP-a pomocu mitohondrijalne ATP-aze. Ove promene
dovode do tre¢e forme celijske smrti — nekroze (Zhivotovsky, 2004).

Nekroza ¢elija nastaje vrlo brzo zbog akutnog prekida metabolizma Ccelije, a
oznacava se kao neprogramirana ili akcidentalna smrt celija. Nekroza ili zadesna smrt
nastaje kod delovanja ekstremnih nefizioloSkih uslova (jaka hipoksija, visoka temperatura,
dejstvo toksina), koji dovode do oSteCenja cCelijske membrane i/ili poremecaja stvaranja
energije, pa nastaje gubitak kontrole jonskog prometa i osmoregulacije. Kao posledica toga,
povecava se intracelularna koncentracija jona kalcijuma, te ulazi voda u ¢eliju, usled ¢ega
nastaje edem organela i ¢elije. Ove promene uzrokuju rupturu organela i plazma membrane
i oslobadanje intracelularnih sastojaka u okolinu, koji dovode do lokalne inflamacije i
nekroze je edem i liza ¢elija (Guimaraes i Linden, 2004; Zhivotovsky, 2004 ).

Uocena je i forma celijske smrti kod koje su prisutne molekulske i morfoloske
promene karakteristiCne 1 za apoptozu i nekrozu. Apoptotski proces moze da prede u
nekroti¢ni, a smatra se da je za to kljuéna tacka inhibicija aktivnosti kaspaze-3, koja je
aktivna u apoptotskim ¢elijama, ali ne i u nekroti¢nim (Lemaire i sar., 1998; Formigli i sar.,
2000). Razlike izmedu apoptoze i nekroze su prikazane u tabeli broj 1, a odgovor ¢elije na

stres je prikazan na shemi broj 8.
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Tabela 1. - Razlike izmedu apoptoze i nekroze

Apoptoza Nekroza

Fizioloska ili patoloska Uvek patoloska

Asinhron proces na pojedinim ¢elijama Sinhrono na mnogim ¢elijama

Genetski kontrolisan

Kasni gubitak integriteta membrane
Smanjenje Celije

Kondenzacija jedra

Nema inflamatorne reakcije

Uzrokovano razli¢itim stimulusima
Rani gubitak integriteta membrane
Edem ¢elije i jedra

Dezintegracija hromatina jedra

Inflamatorna reakcija prisutna

v

P AutOfa g |j a

Apoptoza <——— stres ili oteéenje

Smrt Celije «———— nekroza

| % Oporavak

Shema 8. - Odgovor ¢elije na stres ili oStecenje
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Antiapoptotski proteini koji se poviSeno eksprimiraju u tumorima mogu biti razlog
rezistencije tumora na hemio i radio terapiju (Sredni, 2012). Poremecaji u regulaciji
apoptotskog procesa imaju vaznu ulogu u patogenezi tumora. Ove promene dozvoljavaju
neoplasti¢nim Celijama da prezive duze od normalnog zivotnog veka, uklanjaju potrebu za
egzogenim faktorom prezivljavanja. Takode, ove promene obezbeduju zastitu celiji od
hipoksije i oksidativnog stresa kako tumorska masa raste i omogucavaju potrebno vreme za
akumulaciju genetskih alteracija koje dereguliSsu proliferaciju c¢elija. Na taj nacin
disregulacija apoptoze uti¢e na diferencijaciju, promovise angiogenezu i povecava
pokretljivost Celija i invazivnost tokom progresije tumora (Reed, 1999). Defekti u apoptozi
se prepoznaju kao vazne komponente aktivacije proto-onkogena, jer mnogi deregulisani
onko-proteini koji uticu na deobu ¢elija takode uti¢u na apoptozu (Green and Evan, 2002).
Sliéno tome defekti u reparaciji DNK i segregaciji hromozoma zapoc¢inju apoptotski proces
kao odbrambeni mehanizam za eliminaciju genetski nestabilnih ¢elija, §to omogucava
selekciju progresivno agresivnih klonova (lonov i sar., 2000). Defekti apoptoze uti¢u na
nastajanje metastaza jer dozvoljavaju tumorskim c¢elijama da prezive u suspenziji bez
dodira sa ekstracelularnim matriksom (Frisch and Screaton, 2001).

Celijska smrt je vazna kao i zivot éelije, i to je razlog zasto je apoptoza regulisana

na kompleksan nacin.

2.4.1. Promene na melanomskim éelijama tokom apoptoze

Morfoloske promene. - Morfoloski kriterijumi za procenu apoptoze su zlatni
standard za identifikaciju apoptoti¢nih ¢elija, ali postoje ogranicenja, kao Sto je na primer
iskustvo istrazivaca (Davis, 2002). Morfoloski na apoptoti¢noj ¢eliji se zapaza smanjenje
¢elije, kondenzacija citoplazme i intracelularnih organela, kompakcija hromatina, gubitak

karakteristicnog multilobarnog oblika jedra, i stvaranje apoptotskih tela (slika 2.)
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A) B)

Slika 2. Invertni mikroskop (uveéanje 125X), A) izgled melanomskih B16 ¢elija; B)

promenjena morfologija ¢elija i skupljanje ¢elija

Promene na molekularnom nivou. — Radi se o molekularnim promenama na
povrsini ¢elije koje nastaju ili zbog manje ekspresije nekih receptora ili pojave novih
molekula. Fosfatidilserin, marker apoptoti¢nih ¢elija, se pojavljuje na povrsini apoptoti¢nih
¢elija. Ovaj molekul prepoznaju makrofagi nakon ¢ega dolazi do fagocitoze celija. U
dijagnosticke svrhe on sluzi kao marker za prepoznavanje rane faze apoptoze jer se za ovaj
molekul veze annexin-V (Akgul, 2001, Maianski, 2004).

2.4.2. Uticaj ES L1 antigena i mebendazola na apoptozu melanomskih ¢elija

O efektu ES L1 antigena na apoptozu melanomskih ¢elija nema podataka u literaturi.

Mebendazol indukuje depolimerizaciju tubulina kod nekoliko kancera
(Mukhopadhay 1 sar., 2002; Sasaki i sar., 2002). Prvi rad o delovanju mebendazola na
tumorske ¢elije objavili su Mukhopadhay i saradnici 2002. Ova grupa autora je ustanovila
da mebendazol indukuje, dozno i vremenski zavisnu, apoptozu kod nekoliko linija humanih
kancera plu¢a. Takode, oni su pokazali da mebendazol aplikovan peroralno misevima
snazno inhibira rast presadenog humanog tumora, kao i broj i1 veli¢inu tumora u

eksperimentalnom modelu pluénih metastaza (Mukhopadhay i sar., 2002). Slicne nalaze su
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objavili Sasaki i saradnici krajem iste godine. Obe grupe su pokazale da mebendazol ne
utice na normalne celije (W138, celije endotela humane umbilikalne vene, odnosno
normalnie fibroblaste) in vitro, dok in vivo znaajno redukuje vaskularizaciju tumora.
Doudican i saradnici (2008) su pokazali da mebendazol in vitro inhibira proliferaciju ¢éelija

humanog melanoma (M-14 u SK-Mel-19) i indukuje njihovu apoptozu.
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3. CILJ | ZADACI ISPITIVANJA

47



U danasnje vreme velika paznja se poklanja razvoju novih lekova za terapiju
tumora, ali se takode istrazuje koji se od postojeéih ve¢ registrovanih lekova u humanoj i
veterinarskoj medicini a namenjenih za le¢enje drugih bolesti mogu Koristiti i u ovu svrhu.
Takode, u svetu su veoma aktuelna istrazivanja uticaja infekcije uzrokovanih razli¢itim
helmintima na oblikovanje imunskog odgovora i na sposobnost zastite inficiranog
domacina ne samo od infekcije vec i od alregijskih, autoimunskih i malignih bolesti.

Melanom je najagresivniji kancer koze, sa loSom prognozom u uznapredovalim
formama zbog rezistencije na konvencionalnu hemioterapiju. Retka istrazivanja su
pokazala da T. spiralis i njeni antigeni mogu da utic¢u na rast nekih tumorskih ¢elija, kao i
da mebendazol inhibise proliferaciju nekih tumora. Imajuéi u vidu da postoji vrlo malo
literaturnih podataka o uticaju infekcije sa T. spiralis, odnosno njenih antigena na maligne
¢elije, dok uticaj ES L1 antigena na ¢elije melanoma do sada nije ispitivan, uvodenje ovih
istrazivanja predstavlja znacajan doprinos u daljem proucavanju efekata ovog antigena. S
druge strane novija istrazivanja ukazuju da mebendazol inhibise proliferaciju nekih
tumora, ali nema podataka o delovanju na ¢elijske linije mi§jeg (B16) i humanog (Fem-X)

melanoma. Iz navedenih razloga postoji potreba za ovim istrazivanjima.

Cilj ove doktorske disertacije je da se u uslovima in vitro, kao i in vivo utvrde
efekti:

1. metabolickog, ES L1 antigena poreklom od helminta T. spiralis kao i same

infekcije uzrokovane trihinelom na rast ¢elija melanoma.

2. Antiparazitskog leka — mebendazola na rast ¢elija melanoma.

Za ova ispitivanja postavljeni su sledeci zadaci:

) Ispitivanja u uslovima in vitro

1. Da se ispita efekat ES L1 antigena i mebendazola na prezivljavanje melanomskih

¢elija;
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Da se ispita efekat ES L1 antigena i mebendazola na apoptozu melanomskih ¢elija;
Da se ispita put ili mehanizam nastajanja apoptoze posle primene ES L1 antigena i
mebendazola, koris¢enjem inhibitora kaspaza -3, -8, -9;

1)) Ispitivanja u uslovima in vivo

Da se ispita efekat hroni¢ne infekcije uzrokovane sa T. spiralis na rast melanoma

kod misSa;

Da se ispita efekat peroralne primene mebendazola na rast melanoma kod misa.
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4. MATERIJAL | METODE RADA
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4.1. ISPITIVANJA U USLOVIMA IN VITRO

4.1.1. Kulture ¢elija koriSé¢ene u ogledu
U ogledima su koris¢ene celije humanog (Fem-X) i miSjeg (B16) melanoma

(Institut za onkologiju i radiologiju Srbije).

4.1.2. Postupak kultivisanja melanomskih ¢elija

Celije humanog (Fem-X) i miijeg (B16) melanoma gajene su u flaskovima
(Falcon, Nemacka) u medijumu RPMI 1640 (PAA) sa dodatkom 10% fetalnog seruma
teleta (FCS, Sigma). Tokom gajenja flaskovi su Guvani u inkubatoru na 37°C, u vlaznoj
atmosferi i sa dodatkom 5% CO;, Celije su dva puta nedeljno presadivane, a jedan flask se
koristi za gajenje Celija do mesec dana. Za eksperimente su celije skidane iz flaska
primenom tripsinizacije (0,25% tripsin, Torlak). Medijum iz flaska je odlivan i flask
ispiran sa 0,25%-tnim tripsinom. Zatim je flask naliven sa tripsinom koji je ostavljan da
deluje da bi se ¢elije odlepile od dna flaska. Citav proces je pra¢en pod mikroskopom i kad
¢elije zapoc¢nu odvajanje od dna flaska dodavan je u flask RPMI medijum obogacen sa
10% FCS da bi se zaustavila dalja aktivnost tripsina. Celije su pokupljene $pricom sa
iglom i/ili plasti¢cnom pasterovom pipetom za jednokratnu upotrebu u plasti¢nu epruvetu
od 15ml. Celije su isprane u centrifugi pri 2000 obrtaja (652xG) u minuti tokom 10 minuta,
resuspendovane u medijumu, a broj i vijabilnost ¢elija su odredeni brojanjem u 0,2%
rastvoru Tripan plavog (Superlab, Beograd). Prisutne ¢elije su u visokom procentu bile
vijabilne (94-96%). Za upotrebu u eksperimentima koris¢ene su samo one celije koje su

imale vijabilnost ve¢u od 90%.

4.1.3. Supstance KkoriSéene u ispitivanjima
U in vitro ispitivanjima smo koristili: ES L1 antigen T. spiralis (INEP, Srbija), i

mebendazol (Sigma, Nemacka).

4.1.4. Priprema rastvora ispitivanih supstanci
Stok rastvor mebendazola (Sigma, Nemacka) je pripreman pre svakog
eksperimenta rastvaranjem u DMSO u koncentraciji od 40mM i sterilisan filtriracijom

preko membrane sa otvorima pre¢nika 0,22 um (Millipore, USA). Neposredno pre
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upotrebe razredivan je u kompletnom medijumu prvo do radnog pod Stoka, koncentracije
0,4mM, i zatim do radnih koncentracija. Kompletni, hranljivi medijum kori$¢en u radu
sastojao se od RPMI 1640 medijuma sa dodatkom L-glutamina (3mM), streptomicina
(100ug/ml), penicilina (100 1U/ml), 10% fetalnog tele¢eg seruma (FCS) (inaktivisan 30
minuta na 56°C) i 25mM Hepesa, a pH medijuma je bio podesen na 7,2 rastvorom

bikarbonata.

ES L1 antigen T. spiralis (INEP, Beograd) je pripreman na nacin opisan odeljku
4.2.3. , rastvoren u fosfatnom puferskom rastvoru (PBS), filtriran kroz Millipore filter,
0,22um i tako uvan u alikvotima na -80°C do upotrebe. Pre dodavanja u kulturu je

odmrzavan, a zatim razreden u kompletnom medijumu do radnih koncentracija.

4.1.5. Postupak kultivacije melanomskih ¢elija sa ispitivanim supstancama

Posle odredivanja broja melanomskih ¢elija (Fem-X, i B16), za ispitivanje efekta
na preZivljavanje u plo¢u sa 96 mesta je postavljano po 2x10° éelija/bazenu. Za ispitivanja
efekta na apoptozu u plocu sa 24 mesta postavljano je po 2x10* B16 éelija/bazenu. Ploce
sa postavljenim ¢elijama su ostavljane u inkubatoru 20 sati da se ¢éelije zalepe za dno ploce
i nastave rast i deobu. Po isteku ovih 20 sati dodavan je mebendazol (Sigma, Nemacka),
tako da su finalne koncentracije bile 0-2,5uM, odnosno ES L1 antigen T. spiralis (INEP,
Srbija) u finalnoj koncentraciji od 0 do 200pug/ml. Finalna zapremina u bazen¢icu ploca sa
96 mesta je bila 200ul, a u plo¢i sa 24 mesta 1ml. Kontrola se sastojala od melanomskih
¢elija u punom hranljivom medijumu.

Ovako pripremljene ploce sa ¢elijama 1 ispitivanim supstancama su kultivisane u
termostatu, u trajanju tretmana od 72 sata za odredivanje preZivljavanja (Fem-X i B16
Celije). Kultivacija za odredivanje apoptoze (na B16 ¢elijama) je trajala 6-24-48 sati za
tretman mebendazolom, odnosno 48-72 sata za tretman ES L1 antigenom T. spiralis.
Kultivacije su se odvijale na temperaturi od 37°C i koncentraciji CO, od 5%. Posle isteka
perioda inkubacije plo¢e su vadene i odredivana je proliferacija ¢elija, odnosno procenat

apoptoticnih ¢éelija:
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4.1.6. Postupak kultivacije fibroblasta sa ispitivanim supstancama

Posle odredivanja broja Celija fibroblasta zelenog majmuna (COS-7), za ispitivanje
efekta na preZivljavanje u plocu sa 96 mesta je postavljano po 5x10° éelija/bazenu. Ploce
sa postavljenim Celijama su ostavljane u inkubatoru 20 sati da se ¢elije zalepe za dno ploce
i nastave rast i deobu. Po isteku ovih 20 sati dodavan je mebendazol (Sigma, Nemacka),
tako da je finalna koncentracija bila 1,25uM, odnosno ES L1 antigen T. spiralis (INEP,
Srbija) u finalnoj koncentraciji od 200pug/ml. Finalna zapremina u bazenci¢u ploca sa 96
mesta je bila 200ul, Kontrola se sastojala od ¢elija fibroblasta u punom hranljivom
medijumu.

Ovako pripremljene ploce sa Celijama 1 ispitivanim supstancama su kultivisane u
termostatu, u trajanju tretmana od 72 sata za odredivanje prezivljavanja. Kultivacija se
odvijala na temperaturi od 37°C i koncentraciji CO; od 5%. Posle isteka perioda inkubacije

ploce su vadene i odredivano je prezivljavanje ¢éelija.

4.1.7. Postupak odredivanja prezivljavanja éelija metodom MTT

Prezivljavanje celija (engl. Survival) se definise kao odnos broja zivih ¢elija u
uzorku c¢elija tretiranih agensom (N) i broja zivih ¢elija (Nk) u kontrolnom uzorku, uzorku
u kome su ¢elije rasle samo u hranljivom medijumu. Prezivljavanje celija je mereno
kori$¢enjem metode redukcije dimetiltiazol difenil tetrazolijum bromida (MTT test). To je
standardni kolorimetrijski test kojim se meri aktivnost enzima dehidrogenaze. Ovaj enzim
redukuje (cepa) tetrazolni prsten rastvorljivog MTT (dimetiltiazol difenil tetrazolium
bromid) i tako nastaje netopivi formazan. Boja se tokom ove reakcije menja iz zute u
ljubicastu, a vrednost absorbance nastalog obojenja, ocitane na talasnoj duzini od 570 nm,
je mera mitohondrijske aktivnosti. Test smo izvodili tako §to smo posle isteka perioda
inkubacije vadili plo¢u sa 96 mesta iz termostata. U plocu je dodavan MTT (5mg/ml u
10%FSC u PBS), i to 10ul/otvoru ploge, koja je ostavljana 4h u inkubator na 37°C. Nakon
isteka perioda inkubacije od 4h reakcija je prekidana dodavanjem 100 pl SDS (sodijum
dodecil sulfat, 10% rastvor u vodi). Nakon toga se ploca ostavlja u inkubatoru (minimalno
6h). VVrednosti su sutradan ocitavane na spektrofotometru na 570nm (ELISA cita¢, Behring
EL 311, microplate reader). Apsorbanca uzorka ¢elija na 570nm je srazmerna broju zivih
¢elija u uzorku, obi¢no se izrazava u procentima kao S% (S% = (N/Nk) x 100). Da bi se

dobilo prezivljavanje ¢elija (S%), apsorbanca uzorka sa tretiranim celijama (A) se podeli
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sa apsorbancom celija raslih u kontrolnom uzorku (AK) i pomnozi sa 100 (S% = (A/AK) X
100). Podrazumeva se da se apsorbanca slepe probe (medijum bez ¢elija uvek oduzima od
apsorbance odgovarajuceg uzorka i kontrole. Dobijeni podaci o prezivljavanju celija se
unose na grafikon kao funkcija primenjene koncentracije ispitivanog agensa. Sa dobijenog
grafikona se dobije vrednost srednje efektivne koncentracije (ICsp) kao ona koncentracija
agensa koja izaziva smanjenje prezivljavanja celija na 50% u odnosu na kontrolni uzorak

(100%). Svi eksperimenti su radeni u triplikatima i ponavljani najmanje tri puta.

4.1.8. Postupci detektovanja apoptoze

Apoptoza na B16 ¢elijama je detektovana bojenjem celija sa propidijum jodidom,
odnosno aneksin V-FITC i propidijum jodidom i analizom na EPICS XL-MCL,
proto¢nom  citofluorimetru (Coulter), kao i morfoloskom analizom na svetlosnom

mikroskopu (Zeiss).

a) Postupak merenja apoptoze bojenjem Celija propidijum jodidom (PI). - Propidijum-
jodid (PI) (Sigma, Nemacka), je fluorescentna boja koje se vezuje za nukleinske kiseline.
Molekulska masa PI je 668,4, a rastvaran je u vodi u koncentraciji od Img/ml i ¢uvan
zastiéen od svetla na +4°C. Dodavan je ¢elijama u finalnoj koncentraciji od 100 pg/ml.
Zbog toga Sto apoptoticne cCelije zbog fragmentacije jedra imaju manju koli¢inu
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK), Sto se oznacava kao hipodidploidija, intenzitet
fluorescence jedara ovih ¢elija obojenih Pl (koji se vezuje za DNK) je smanjen u odnosu
na Zive celije. Po isteku inkubacije Celije su sakupljane, na taj nacin $to su tripsinom
(0,25%, Torlak Srbija) odlepljeni od podloge, i ispirane medijumom, a nakon toga i PBS-
om. Nakon ispiranja u suzpenziju ¢elija je dodavan PI rastvoren u hipotonom rastvoru u
finalnoj koncentraciji od 0,Img/ml, a do analize suspenzija je cuvana najmanje 3 sata u
frizideru. Ekscitirajuca svetlost na Epics-XL-MCL citoflourimetru za uzorke obeleZene PI
je bila talasne duzine 488nm. Rezultati su dobijeni u obliku histograma fluorescence, a

procenat jedara sa hipodiploidnom DNK predstavlja procenat apoptoti¢nih ¢elija.
b) Postupak merenja apoptoze bojenjem Celija sa anexin-V-FITC i propidijum jodid-om

(P1). - Jedna od prvih promena u ¢elijskoj membrani tokom apoptoze je izlaganje fosfatidil

serina na spoljnoj strani membrane. To je iskoriS¢eno za ovaj test kojim je moguée

54



ustanoviti ranu apoptozu (¢elije koje su vezale samo aneksin), kasnu (Celije koje su vezale 1
aneksin i PI) i Celije u nekrozi (vezale samo PI). Vijabilne Celije ne vezuju ni aneksin V-
FITC ni PL. Posle skupljanja ¢éelija nakon odlepljivanja tripsinom, ¢elije su isprane u
medijumu i pripremljene za merenje apoptoze KkoriS¢enjem komercijalnog kita (R&D,

Mineapolis, USA) po uputstvu proizvodaca.

c) Postupak merenja apoptoze morfoloskom metodom. - Morfoloska analiza apoptoze je
radena na éelijama skupljenim posle isteka inkubacije i odstranjivanja supernatanta. Celije
su fiksirane i obojene Tiirkovim reagensom, a analiza je radena na Zeis-ovom svetlosnom
mikroskopu brojanjem 500 ¢elija po preparatu. Morfoloski se razlikuju vijabilne éelije od

apoptoti¢nih, kod kojih se zapaza kondenzacija hromatina, piknoza i fragmentacija jedara.

d) Postupak ispitivanja puta apoptoze primenom inhibitora kaspaza -3, -8 i -9. - Put
apoptoze kod B16 c¢elija je ispitivan primenom pretretmana ¢elija sa inhibitorima kaspaza -
3, -6, -9 (R&D, Mineapolis, USA) prema uputstvima proizvodaca. Nakon preinkubacije
Celijama je dodavan mebendazol, odnosno ES L1 antigen T. spiralis. Nakon isteka
inkubacije ¢elije su skupljene standardnom tripsinizacijom, obojene Pl i procenat apoptoze

odreden na proto¢nom citofluorimetru.

4.2. ISPITIVANJA U USLOVIMA IN VIVO

4.2.1. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentima izvedenim u uslovima in vivo Koris¢en je in vivo
eksperimentalni model sistem za rast subkutano implantiranih ¢elija melanoma kod miseva
C57BL/6 soja, muskog pola, starosti 6-8 nedelja. Zivotinje su odgajane u vivarijumu
Instituta za medicinska istrazivanja, Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Sve
procedure u radu sa Zivotinjama bile su u skladu sa zakonskim propisima i odobrenjima
Etickog komiteta INEPa i Etickog komiteta Fakulteta veterinarske medicine. U svim
eksperimentima Zivotinje su birane metodom slu¢ajnog uzorka i smestane po 10 u jasno

oznacene kaveze.
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Zivotinje su hranjene briketiranom hranom za laboratorijske Zivotinje (Veterinarski

zavod "Subotica" iz Subotice), i pojene po volji (ad libitum) vodom iz pojilica.

4.2.2. Postupak izolovanja infektivnih misiénih larvi T. spiralis

Parazit Trichinella spiralis odrzava se u INEP-u serijskom pasazom na pacovima
Wistar soja, koji su odgajeni na Institutu za medicinska istraZivanja Vojnomedicinske
Akadmije u Beogradu. Primenom izoenzimskih analiza izvrSenih 1991. god. u Referentnoj
laboratoriji za Trichinella-u (Trichinella Reference Center, Institute Superiore di Sanita,
Rome, Italy) potvrdena je pripadnost ovog izolata rodu T. spiralis, a izolat je obeleZen kao
ISS161.

Nakon Zrtvovanja pacova koji sluze za odrzavanje soja, uklanjanja koze i
unutras$njih organa, vr$i se usitnjavanje tkiva u blenderu i izvodenje vestacke digestije (u
skladu sa direktivom Evropske unije broj 2075/2005). Ukratko, na magnetnoj mesalici u
vestackoj digestivnoj tecnosti (pepsin i HCl) na temperaturi od 56°C, pola sata se vrsi
digestija. Zatim se preko sita sa otvorima promera 180 mikrometara sadrzaj prelije u levak
za sedimentaciju. U njemu digestivna tecnost ostaje 30 minuta, kada se ispusta 40ml u tubu
za centrifugiranje. Posle 10 minuta primenom vakuuma pokupi se gornjih 30 ml, a
preostalih 10 ml prelije u petri Solju. Tuba se ispere sa jo§ 10 ml toplog PBSa, ispirak ulije
u prethodno sipanih 10 ml u petri Solju, radi brojanja L1 larvi T. spiralis na
stereomikroskopu.

Larve su potom isprane toplim PBSom i koris¢ene za infekciju Zivotinja kao i za

pripremu ekskretorno-sekretornog (ES) antigena L1 larvi ovog parazita.

4.2.3. Postupak dobijanja ekskretorno-sekretornog (ES) antigena L1 larvi T. spiralis
Nakon dobijanja larvi koriS¢enjem metode magnetne mesalice (kao $to je veé
opisano) one se tri puta u trajanju od 20 minuta ispiranju u medijumu za ispiranje (DMEM,
Sigma Nemacka, sa 10mM Hepesa, 2mM L-glutamina, 1mM Na-piruvata i dodatkom
100IU/ml gentamicina (duplo viSe antibiotika nego u medijumu za kultivaciju) u
inkubatoru na 37°C, u vlaznoj atmosferi sa dodatkom 5% CO,. Ekskretorno-sekretorni
(ES) antigen L1 larvi T. spiralis dobijen je kultivacijom izolovanih i ispranih larvi u
kompletnom medijumu - Dulbecoes Modified Eagles Medium (DMEM, Sigma, Nemacka)
sa 10mM Hepesa, 2mM L-glutamina, 1mM Na-piruvata i 50 U/ml gentamicina, tokom 18-
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20 h na 37°C, uz prisustvo 5% CO,. Nakon Kultivacije larve su izdvojene spontanim
taloZzenjem u konusnim epruvetama, a medijum sa prisutnim ES antigenom ispran u
fizioloskom rastvoru i koncentrovan preko Amicon sistema (Stirred cells 8400 i 8010,
Amicon Corp, USA) uz koris¢enje membrana za ultrafiltraciju ¢ija je veli¢ina pora 10000
NMWL (nominal molecular weight limit) (Amicon PM 10 Ultrafiltration Discs,
polyethersulfone). Dobijeni ES L1 antigen parazita T. spiralis filtriran je preko membrane
sa otvorima pre¢nika 0,22 um (Millipore, USA). Kvalitet izolovanog antigena je testiran u

ELISA testu a antigen je cuvan na -80°C do upotrebe.

4.2.4. Postupak inficiranja C57BL/6 miSeva misi¢nim (L1) larvama T. spiralis

Muzjaci C57Bl/6 soja miSeva, starosti 6-8 nedelja, inficirani su parazitom T.
spiralis peroralno, koris¢enjem infektivnih (L1) larvi dobijenih iz skeletnih misica pacova
posle digestije. Za infekciju je upotrebljavano 200 L1 larvi T. spiralis po zivotinji u 500ul

PBSa. Larve su aplikovane peroralno koris¢enjem metalne, zakrivljene gastricne sonde.

4.2.5. Postupak ispitivanja efekta hroni¢ne infekcije sa T. spiralis na rast
melanomskih B16 ¢elija

Zivotinje su metodom slu¢ajnog izbora za potrebe svakog ogleda deljene u dve
grupe od po 10 jedinki.

Grupa | — eksperimentalna, jedinke su inficirane sa po 200 misi¢nih (L1) larvi T.
spiralis i 40 dana posle infekcije (p.i.) subkutano su im aplikovane ¢elije misjeg (B16)
melanoma. Rast tumora je potom pracen tokom 25 dana nakon ¢ega su Zivotinje zrtvovane,

a tumori izvadeni i izmereni.

Grupa Il — kontrolna grupa, Zivotinjama su aplikovane samo tumorske ¢elije. Rast

tumora je pracen 25 dana kada su zivotinje Zrtvovane, a tumori izvadeni i izmereni.

B16 melanomske ¢elije su aplikovane svim miSevima u desni bok, subkutano u
koli¢ini od 5x10° ¢elija u 200ul PBSa.
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Tokom perioda pracenja miSevi su svakodnevno posmatrani i pregledani na rast
tumora, a 11., 14., 18., 21. i 25-0g dana je veli¢ina tumora merena preko koze (upotrebom

mikrometra) i odredivana zapremina.

4.2.6. Postupak ispitivanja efekta mebendazola na rast melanomskih B16 éelija

Zivotinje su metodom slu¢ajnog izbora podeljene u dve grupe od po 10 jedinki.

Grupa | — eksperimentalna, Zivotinjama su aplikovane misje (B16) melanomske
¢elije i zatim su zivotinje svakodnevno posmatrane i pregledane da bi se ustanovila pojava
palpabilnih tumora na mestu aplikacije tumorskih ¢elija. Nakon pojave prvih palpabilnih
tumora u grupi jedinke su tretirane mebendazolom (50 mg/kg/dan p.o.) (Galenika, Srbija)
pet dana uzastopno. Rast tumora je pracen 25 dana od aplikovanja B16 ¢elija, kada su

Zivotinje Zrtvovane a tumori izvadeni i izmereni.

Grupa Il — kontrolna grupa, zivotinjama su aplikovane samo tumorske ¢éelije. Rast
tumora je pracen tokom 25 dana, nakon ¢ega su Zivotinje Zrtvovane a tumori izvadeni |

izmereni.

B16 melanomske celije su aplikovane svim misevima u desni bok, subkutano u
koligini od 5x10° éelija u 200ul PBSa. Mebendazol je aplikovan peroralno, upotrebom
metalne gastricne sonde.

Tokom perioda pracenja (25 dana od aplikacije tumorskih celija) misevi su
svakodnevno posmatrani i pregledani na rast tumora, a 11., 14., 18., 21. i 25-og dana je
veli¢ina tumora merena preko koze (upotrebom mikrometra) i odredivana njihova

zapremina.

4.2.7. Zrtvovanje Zivotinja i makroskopsko odredjivanje karakteristika tumora
Zivotinje su Zzrtvovane metodom cervikalne dislokacije 25 dana nakon aplikovanja

melanomskih ¢elija. Nakon Zrtvovanja Zivotinja tumori su vadeni u celini, izvrSena su

merenja dimenzija i masa, nakon ¢ega je sledilo fiksiranje u 4% puferizovanom formalinu.
Zapremina tumora je racunata po formuli (0,52 X a X b?), gde je a = duzina, dok je

b = Sirina tumora.
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Kalupljenje tkiva tumora u parafinu i pravijenje histoloskih ise¢aka. - Tkiva
tumora su pripremana za kalupljenje u parafinu tako $to su iz formalina tkiva prebacivana i
inkubirana 2 dana u 95% alkoholu, 3 dana u apsolutnom alkoholu (sa promenom alkohola
svaki dan). Posle isteka ovog perioda tkiva tumora su drzana 10 minuta u meSavini
sastavljenoj od 2 dela alkohola i 1 dela ksilola, zatim 10 minuta u meSavini 2 dela ksilola 1
1 dela alkohola. Nastavljeno je drzanje 3 puta 20 minuta u ksilolu nakon ¢ega su tkiva
tumora u parafinskom kupatilu drzana 4 puta po 10 minuta. Usledilo je kalupljenje u
parafinu (Paraplast embeding media, Sigma, Nemacka), a kalupi su ¢uvani u frizideru do
seCenja na mikrotomu. Parafinski ise¢ci za histoloSka ispitivanja pripremani su na

mikrotomu (Reichert, Austrija) u debljini od 5 um.

Bojenje isecaka tkiva tumora hematoksilin — eozinom. - Mikroskopske plocice na
kojima su po dva isecka tkiva tumora su prvo prosle postupak deparafinizacije po 10 min
ksilolom I i Il, po 5 min apsolutnim alkoholom I i Il i 96 % etanolom u staklenim
histoloskim kivetama. Posle ispiranja plo¢ica u PBS-u 3 puta po 5 min usledilo je bojenje
histoloskih ise¢aka hematoksilinom po Majeru 10-15 sekundi. Posle kratkog ispiranja u
destilovanoj vodi isecci su obojeni Eoziniom (1%) tokom 3 sekunde, nakon cega su
preparati isprani. Na kraju je uradeno fiksiranje preparata u staklenim kivetama po 5
minuta u: 70 % alkoholu, 96 % alkoholu, apsolutnom alkoholu, ksilolu I i ksilolu II.
Histoloske plocice su obrisane gazom i napravljeni su trajni preparati sa D.P.X.-om,
pokriveni ljuspicom tako da se ne formiraju mehuri¢i vazduha i posmatrani pod svetlosnim

mikroskopom (Carl-Zeiss Axio Imager Al).

4.3. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Svi podaci su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija. Svaki in vitro test je
raden u triplikatu i ponovljen najmanje 3 puta. In vivo eksperimenti ponovljeni su dva puta.

Za statisticku analizu ispitivanih parametara je koris¢en Student-t test. Statisticka analiza
izvrSena je primenom SPSS software version 16.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).
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5. REZULTATI ISPITIVANJA
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5.1. ISPITIVANJA U USLOVIMA IN VITRO
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5.1.1. Uticaj ES L1 antigena T spiralis i mebendazola na prezivljavanje
melanomskih éelija

5.1.1.1. Efekat ES L1 antigena na prezivljavanje melanomskih celija

Posle inkubacije melanomskih c¢elija sa ES L1 antigenom T. Spiralis, analiza
uticaja na prezivljavanje pomoc¢u metode MTT, pokazala je da ES L1 antigen pocev od
koncentracije od 50 pug/ml blago, ali statisticki zna¢ajno inhibira prezivljavanje humanih
fenomen zapaza pocev od 100 ug/ml. Koncentracije od 100 i 200 pg/ml ES L1 antigena
dovode do statisticki vrlo znacajne inhibicije prezivljavanja (p<0,01 za 100 pg/ml, p<0.001
za 200 pg/ml). ES L1 antigen pokazao je jaci efekat na humane nego na misje melanomske
Celije, ali to nije bilo statisticki znacajno. ICsp nije mogao biti izra¢unat ali je ES L1
antigen u koncetraciji od 200 pg/ml prezivljavanje obe vrste malignih ¢éelija snizio i to kod
Fem-X sa 100+4,7 % na nivo od 54,6+2,7%, onosno sa 100+4,5 % na 65,3+3,0% za B16 u

odnosu na kontrole (grafikon 1).
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Grafikon 1. - Efekat ES L1 antigena na prezivljavanje humanih i misjih melanomskih
Celija. Melanomske Celije (2000/otvoru) su postavljene u plocu sa 96 mesta i ostavijene
20h, kada im je dodat ES L1 antigen u rastu¢im koncentracijama. Prezivljavanje je
odredivano metodom MTT nakon 72h inkubacije (kao Sto je objasnjeno u poglaviju
Materijal i metode rada). Rezultati su prikazani kao procenat prezivljavanja celija u
odnosu na kontrolu (srednja vrednost + standardna devijacija) iz jednog eksperimenta
radenog u triplikatu, od tri razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima.* p< 0.05; ** p<

0,01 *** p< 0.001 u odnosu na kontrolu.
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Mikroskopskom opservacijom obe vrste tumorskih ¢éelija u kulturi vizuelno je bila
uocljiva smanjena gustina i rasirenost kao 1 promenjen morfoloski izgled ¢elija (izmenjen
oblik) u onim otvorima ploc¢a za kultivaciju u kojima su ¢elije bile izlozene dejstvu ES L1

antigena (slika 3).

A

Kontrola ES L1 antigen

Kontrola ES L1 antigen

Slika 3. Morfoloski izgled melanomskih éelija kultivisanih sa ES L1 antigenom,
svetlosna mikroskopija (uvelicanje 200 puta). Tumorske Ccelije posle 72h kultivacije u
medijumu (levo) i sa 200 ug/ml ES L1 antigena (desno). A) celije humanog (Fem-X)
melanoma. B) celije misjeg (B16) melanoma
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5.1.1.2. Efekat mebendazola na prezivljavanje melanomskih éelija

Posle inkubacije melanomskih celija sa mebendazolom i analize uticaja na
prezivljavanje pomoc¢u metode MTT, utvrdeno je da mebendazol u koncentraciji od 0,007
do 2,5 uM statisticki znacajno (p<0.001) inhibira prezivljavanje humanih (Fem-X) i
misjih (B16) melanomskih ¢elija (grafikon 2). Prezivljavanje ¢elija kontrole kod Fem-X sa
100 £ 3,1 % 1 B16 sa 100 + 2,7 % pala je posle tretmana sa 2,5 uM na 26 + 4,1% kod Fem-
X, akod B16 na 26 + 2,03%. Na osnovu dobijenih vrednosi izracunata je srednja efektivna
doza (ICsp) koja iznosi: 0,31uM za Fem-X, a za B16 0,33 uM. Pri tome je postignut jaci

efekat na humane nego na misje melanomske ¢elije, ali to nije statisti¢ki znacajno.
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Grafikon 2. - Efekat mebendazola na preZivljavanje humanih i misjih melanomskih
Celija. Melanomske celije(2000/0tvoru) su postavljene u plocu sa 96 mesta i ostavljene
20h, kada im je dodat mebendazol u rastuéim koncentracijama. Prezivljavanje je
odredivano metodom MTT nakon 72h inkubacije (kao Sto je objasnjeno u poglaviju
Materijal i metode rada). Rezultati su prikazani kao procenat prezivljavanja celija u
odnosu na kontrolu (srednja vrednost + standardna devijacija) iz jednog eksperimenta
radenog u triplikatu od tri razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima. ** p< 0,01 ***

p< 0.001 u odnosu na kontrolu.
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Mikroskopskom opservacijom obe vrste tumorskih ¢elija u kulturi vizuelno je bila
uocljiva smanjena gustina i rasirenost kao 1 promenjen morfoloski izgled ¢elija (izmenjen
oblik) u onim otvorima plo¢a za kultivaciju u kojima su celije bile izlozene dejstvu

mebendazola (slika 4).

A

Kontrola Mebendazol

Kontrola Mebendazol

Slika 4. Morfoloski izgled Celija kultivisanih sa mebendazolom, svetlosna mikroskopija
(uvelicanje 200X). Tumorske celije posle 72h kultivacije u medijumu (levo) i sa 1,25uM
mebendazola (desno). 4) celije humanog (Fem-X) melanoma. B) Celije misjeg (B16)
melanoma.
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5.1.1.3. Efekat ES L1 antigena i mebendazola na prezivljavanje zdravih celija
(fibroblasta)

ES L1 antigen T. Spiralis ni u najvecoj dozi primenjenoj u ovim istazivanjima
(200pg/ml) nije, pod istim uslovima kultivacije kao za celije melanoma, uticao na
prezivljavanje zdravih ¢elija (u te svrhe kori$éeni su fibroblasti zelenog majmuna, ¢éelijska
linija COS-7) (grafikon 3).
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Grafikon 3. - Efekat ES L1 antigena na preZivljavanje fibroblasta zelenog majmuna.
COS-7 ¢elije (5000/w) su postavijene u plocu sa 96 mesta i ostavijene 20h, kada im je
dodat ES L1 antigen u koncentraciji od 200 ug/ml. Prezivljavanje je odredivano metodom
MTT nakon 72k inkubacije (kao Sto je objasnjeno u poglaviju Materijal i metode rada).
Rezultati su prikazani kao procenat prezivljavanja celija u odnosu na kontrolu (srednja
vrednost + standardna devijacija) iz jednog eksperimenta radenog u triplikatu, od tri

razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima.
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Mebendazol je potvrdio svoje karasterike bezbednog leka posto nije uticao na
prezivljavanje zdravih ¢elija (fibroblasti zelenog majmuna, Celijska linija COS-7) ¢ak ni
kada je ispitivan u visokoj koncentraciji od 1,25 uM, a pod istim uslovima kultivacije

zdravih ¢elija kao §to su bili za ¢elije melanoma (grafikon 4).
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Grafikon 4. - Efekat mebendazola na preZivljavanje fibroblasta zelenog majmuna. COS-
7 celije (5000/0tvoru) su postavijene u plocu sa 96 mesta i ostaviljene 20h, kada im je
dodat mebendazol u koncentraciji od 1,25 uM. Prezivljavanje je odredivano metodom
MTT nakon 72h inkubacije (kao Sto je objasnjeno u poglavlju Materijal i metode rada).
Rezultati su prikazani kao procenat prezivljavanja celija u odnosu na kontrolu (srednja
vrednost *+ standardna devijacija) iz jednog eksperimenta radenog u triplikatu od tri

razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima.

67



5.1.2. Utica) ES L1 antigena T spiralis i mebendazola na apoptozu

melanomskih éelija

5.1.2.1. Efekat ES L1 antigena T. spiralis na apoptozu melanomskih ¢elija

Posle inkubacije melanomskih ¢elija u prisustvu ES L1 antigena i analize apoptoze
na proto¢nom citofluorimetru posle bojenja ¢elija sa Pl (grafikon 5), utvrdeno je da ES L1
antigen u koncentracijama od 100 i 200 pg/ml dovodi do statisticki znacajne (p<0,01;
grafikon 5) apoptoze misjih melanomskih ¢elija. Ovaj efekat je vremenski zavisan
(p<0,01; grafikon 6). Procenat apoptoti¢nih B16 ¢elija je kod kontrole posle 72h iznosio
18,13 £ 0,71%, a posle tretmana sa 200 pg/ml je 29,47 £ 1,95%.

Posle inkubacije melanomskih ¢elija u prisustvu ES L1 antigena i analize apoptoze
na citofluorimetru, posle bojenja celija sa aneksin V-FITC / Pl (slika 5), kao i

morfoloskom metodom (bojenje Turkovim rastvorom, tabela 2) dobijeni su sli¢ni rezultati.

Koncentracija ES L1 antigena (ng/ml)

0 50 100 200
48h 8+£0,71 9,8+24 1,6 +1,5* 16,4 +2 **
72h 102+ 1,2 11,3+14 14,8 + 1,05 ** 20,4+ 1,9 **

Tabela 2. - Efekat ES L1 antigena na apoptozu misjih melanomskih Celija mereno
morfoloskom metodom. Melanomske Celije (20000/0tvoru) su postavijene u plocu sa 24
mesta i ostavljene 20h, kada im je dodat ES L1 antigen. Nakon 48 i 72h casovne kultivacije
melanomskih celija u prisustvu ES L1 antigena (0, 50, 100, i 200 ug/ml), apoptoza je
odredivana metodom morfoloske analize nakon bojenja Tirkovim rastvorom (kao sto je
objasnjeno u poglavlju Materijal i metod). Rezultati su prikazani kao procenat
apoptoticnih celija (srednja vrednost + standardna devijacija) iz jednog eksperimenta
radenog u duplikatu od tri razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima. * p< 0,05; ** p<

0,01 u odnosu na kontrolu.
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Slika 5. —Efekat ES L1 antigena na apoptozu misjih melanomskih Celija, mereno posle
bojenja éelija anexin V-FITC i Pl. Melanomske celije (20000/otvoru) su postavijene u
plocu sa 24 mesta i ostavijene 20h, kada im je dodat ES L1 antigen. Nakon 72h casovne
kultivacije melanomskih celija u prisustvu ES LI antigena (200 ug/ml), apoptoza je
odredivana metodom citofluorimetrijske analize nakon bojenja anexin V-FITC | Pl (kao
Sto je objasnjeno u poglaviju Materijal i metod). Rezultati su prikazani kao histogram
distribucije celija, a vrednosti procenta apoptoticnih celija koje se nalaze u kvadrantima 2
i 4 unete su u kvadrantu 2. Prikazan je histogram iz jednog reprezentativnog eksperimenta

od tri razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima.

69



35 1
**

30 A
2571 *
S
©
N
S
o
o)
o
<

Kontrola 50 100 200 pg/ml

ES L1 (72h)

Grafikon 5. —-Efekat ES L1 antigena na apoptozu misjih melanomskih Celija.
Melanomske celije (20000/otvoru) su postavijene u plocu sa 24 mesta i ostavljene 20h,
kada im je dodat ES LI antigen u rastucim koncentracijama. Nakon 72h casovne
kultivacije melanomskih éelija u prisustvu razlicitih koncentracija ES L1 antigena (od 50
do 200 ug/ml), apoptoza je odredivana metodom citofluorimetrijske analize nakon bojenja
Pl (kao sto je objasnjeno u poglaviju Materijal i metod). Rezultati su prikazani kao
procenat apoptoticnih celija u odnosu na kontrolu (srednja vrednost + standardna
devijacija) iz jednog eksperimenta radenog u duplikatu od tri razlicita eksperimenta sa

slicnim rezultatima.** p< (0,01 u odnosu na kontrolu.
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Grafikon 6. — Vremenski zavisan efekat ES L1 antigena na apoptozu misjih
melanomskih éelija. Melanomske celije (20000/otvoru) su postavljene u plocu sa 24 mesta
i ostavljene 20h, kada im je dodat ES L1 antigen. Nakon 48 i 72h casovne kultivacije
melanomskih Celija u prisustvu ES L1 antigena (200 ug/ml), apoptoza je odredivana
metodom citofluorimetrijske analize nakon bojenja propidijum jodidom (kao Sto je
objasnjeno u poglavlju Materijal i metod). Rezultati su prikazani kao procenat
apoptoticnih celija u odnosu na kontrolu (srednja vrednost + standardna devijacija) iz
Jjednog  eksperimenta radenog u duplikatu od tri razlicita eksperimenta sa slicnim

rezultatima. * p< 0,05; ** p< 0,01 u odnosu na kontrolu.  AZ<0,01.
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5.1.2.2. Efekat mebendazola na apoptozu melanomskih éelija

Posle inkubacije melanomskih ¢éelija u prisustvu mebendazola, i bojenja celija sa
propidijum jodidom, utvrdeno je analizom apoptoze na proto¢nom citofluorimetru da
mebendazol u koncentracijama od 1,25; 2,5 i 5 uM dovodi do statisticki vrlo zna¢ajne
apoptoze misjih melanomskih ¢elija (p< 0,001, grafikon 7). Ovaj efekat je vremenski
zavisan (p< 0,001, grafikon 8). Procenat apoptoti¢nih B16 ¢elija je kod kontrole posle 24h
iznosio 14,17 £ 0,76% a posle tretmana sa 5 uM je 50,3 + 2,05%.

Posle inkubacije melanomskih ¢elija sa mebendazolom i analize apoptoze na
citofluorimetru, posle bojenja ¢elija sa aneksin V-FITC / Pl (slika 6), kao i morfoloskom

metodom (bojenje Turkovim rastvorom, tabela 3) dobijeni su sli¢ni rezultati.

Koncentracija mebendazola (uM)

0 1,25 2,5 5
6h 2+04 32+0,5* 4,24+0,3 ** 8,3 £ 1,2 ***
24h 6,1 £0,8 154 1,6 *** 22,34 1,2 *** 38,3 £ 2 ***
48h 8+£0,71 17,7+ 1,7 *** 37 £4,4 *** 50,5 £ 5,45 ***

Tabela 3. Efekat mebendazola na apoptozu misjih melanomskih Celija mereno
morfoloskom metodom. Melanomske Celije (20000/0tvoru) su postavijene u plocu sa 24
mesta i ostavljene 20h, kada im je dodat mebendazol. Nakon 6, 24, i 484 casovne
kultivacije melanomskih celija u prisustvu mebendazola (0; 1,25; 2,5; i 5 uM), apoptoza je
odredivana metodom morfoloske analize nakon bojenja Tirkovim rastvorom (kao sto je
objasnjeno u poglavlju Materijal i metod). Rezultati su prikazani kao procenat
apoptoticnih celija (srednja vrednost + standardna devijacija) iz jednog eksperimenta
radenog u duplikatu od tri razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima. * p< 0,05; ** p<

0,01; *** p< 0,001 u odnosu na kontrolu.
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Slika 6. —Efekat mebendazola na apoptozu misjih melanomskih Ccelija, mereno posle
bojenja éelija anexin V-FITC i Pl. Melanomske celije (50000/otvoru) su postavijene u
plocu sa 24 mesta i ostavljene 20h, kada im je dodat mebendazol. Nakon 24h casovne
kultivacije melanomskih celija u prisustvu mebendazola (2,5 uM) apoptoza je odredivana
metodom citofluorimetrijske analize nakon bojenja anexin V-FITC / propidijum jodid (kao
Sto je objasnjeno u poglavlju Materijal i metode). Rezultati su prikazani kao histogram
distribucije celija, a vrednosti procenta apoptoticnih celija koje se nalaze u kvadrantima 2
i 4 unete su u kvadrantu 2. Prikazan je histogram iz jednog reprezentativnog eksperimenta

od tri razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima.
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Grafikon 7. —Efekat mebendazola na apoptozu misjih melanomskih celija. Melanomske
celije (50000/w) su postavijene u plocu sa 24 mesta i ostavljene 20h, kada im je dodat
mebendazol u rastuéim koncentracijama. Nakon 24h casovne kultivacije melanomskih
celija u prisustvu mebendazola (1,25 - 5 uM), apoptoza je odredivana metodom
citofluorimetrijske analize nakon bojenja Pl (kao Sto je objasnjeno u poglaviju Materijal i
metode). Rezultati su prikazani kao procenat apoptoticnih celija u odnosu na kontrolu
(srednja vrednost + standardna devijacija) iz jednog eksperimenta radenog u duplikatu od
tri razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima. * p< 0,05; *** p< 0,001 u odnosu na
kontrolu.
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Grafikon 8. — Vremenski zavisan efekat mebendazola na apoptozu misjih melanomskih
Celija. Melanomske Celije (50000/w) su postavijene u plocu sa 24 mesta i ostavljene 20h,
Kada im je dodat mebendazol. Nakon 6, 24 i 48h casovne kultivacije melanomskih celija u
prisustvu mebendazola (2,5 uM) apoptoza je odredivana metodom citofluorimetrijske
analize nakon bojenja propidijum jodidom (kao Sto je objasnjeno u poglaviju Materijal i
metode). Rezultati su prikazani kao procenat apoptoticnih Celija u odnosu na kontrolu
(srednja vrednost = standardna devijacija) iz jednog eksperimenta radenog u duplikatu od

tri razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima. *** p< 0,001 u odnosu na kontrolu;
AAA p< 0,001,
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5.1.3. Uticaj inhibitora kaspaza na apoptozu melanomskih celija

indukovanu ES L1 antigenom i mebendazolom

5.1.3.1. Efekat inhibitora kaspaza na apoptozu melanomskih ¢elija indukovanu ES

L1 antigenom

Melanomske ¢elije, koje su pretretirane sa inhibitorima kaspaza -3, -8, i -9, i nakon
toga inkubirane 72 sata sa ES L1 antigenom T. spiralis, analizirane su na proto¢nom
citofluorimetru posle bojenja sa propidijum jodidom. Utvrdeno je da pretretman sa
inhibitorima kaspaze -3 i -8 dovodi do statisti¢ki znacajne (p<0,01) inhibicije apoptoze
indukovane sa 200 pg/ml ES L1 antigena. Vrednost apoptoze indukovane ES L1
antigenom je sa 29,4 + 1,9% smanjena na 15,03 = 3% kod c¢elija pretretiranih sa
inhibitorom kaspaze -3, odnosno 18,5 + 0,6 kod pretretiranih sa inhibitorom kaspaze -8, sto
odgovara vrednostima apoptoze kontrolnih ¢elija u samom medijumu (18,1 + 0,3%).
Pretretman sa inhibitorom kaspaze -9 doveo je do blagog smanjivanja procenta indukovane

apoptoze, ali to nije bilo statisticki znacajno (grafikon 9)
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Grafikon 9. - Efekat pretretmana inhibitorima kaspaza na apoptozu misjih melanomskih

c¢elija indukovanu ES L1 antigenom. Melanomske celije(20000/0tvoru) su postavijene u plocu sa 24
mesta i ostavljene 20h, kada su im dodati inhibitori kaspaza -3, -8, -9 tokom 2h. Po isteku 2h apoptoza je
indukovana sa ES L1 antigenom (200 ug/ml), apoptoza je odredivana metodom citofluorimetrijske analize
nakon bojenja Pl (kao Sto je objasnjeno u poglaviju Materijal i metode). Rezultati su prikazani kao procenat

apoptoticnih Celija u odnosu na kontrolu (srednja vrednost + standardna devijacija) iz jednog eksperimenta

radenog u duplikatu od tri razlicita eksperimenta sa slicnim rezultatima. ** p< 0,01 U odnosu na kontrolu.
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5.1.3.2. Efekat inhibitora kaspaza na apoptozu melanomskih ¢elija indukovanu
mebendazolom

Posle 24 casovne inkubacije melanomskih celija sa mebendazolom (a koje su
predhodno bile pretretirane tokom 2h sa inhibitorima kaspaza -3, -8, i -9) i bojenja ¢elija sa
propidijum jodidom, analiza apoptoze na proto¢nom citofluorimetru pokazala je da
pretretman sa inhibitorima kaspaze -3 i -8 dovodi do statisti¢ki veoma znacajne inhibicije
apoptoze indukovane mebendazolom u koncentraciji od 2,5 uM. Vrednost apoptoze je sa
33,3 + 1,8% kod indukovane apoptoze mebendazolom, smanjena na 15 + 1,2% kod ¢elija
pretretiranih sa inhibitorom kaspaze -3, odnosno 14, 8 + 1 kod pretretiranih sa inhibitorom
kaspaze -8, §to odgovara vrednostima apoptoze kontrolnih ¢elija u samom medijumu (14,2
+ 0,7%). Pretretman sa inhibitorom kaspaze -9 doveo do blagog smanjivanja procenta
indukovane apoptoze ali to nije bilo statistic¢ki znacajno (grafikon 10 )
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Grafikon 10. - Efekat pretretmana inhibitorima kaspaza na apoptozu misjih
melanomskih éelija indukovanu mebendazolom. Melanomske Celije(50000/0tvoru) su
postavljene u plocu sa 24 mesta i ostavijene 20h, kada su im dodati inhibitori kaspaza -3, -
8, -9 tokom 2h. Po isteku 2h apoptoza je indukovana sa mebendazolom (2,5 uM). Apoptoza
Jje odredivana nakon 24h metodom citofluorimetrijske analize nakon bojenja Pl (kao sto je
objasnjeno u poglaviju Materijal i metode). Rezultati su prikazani kao procenat
apoptoticnih celija u odnosu na kontrolu (srednja vrednost + standardna devijacija) iz
jednog  eksperimenta radenog u duplikatu od tri razlicita eksperimenta sa slicnim

rezultatima. *** p< 0,001 u odnosu na kontrolu.
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5.2. ISPITIVANJA U USLOVIMA IN VIVO
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5.2.1.Uticaj ES L1 antigena T spiralis i mebendazola na rast

melanomskih ¢elija in vivo.

5.2.1. 1. Efekat hroni¢ne infekcije sa T. spiralis na zapreminu melanoma

Hroni¢na infekcija miSeva sa T. spiralis dovela je do inhibicije rasta subkutano
aplikovanih celija tumora melanoma. Tokom 25 dana pracenja rasta tumora njihova
zapremina je bila statisti¢ki znac¢ajno manja (p< 0,001) kod inficiranih miseva u odnosu na
zapreminu tumora kod kontrolnih zivotinja (grafikon 11). Zapremina tumora kod miSeva
prethodno inficiranih Trichinella-om je 11, 14, 18, 21, i 25 dana bila 20 + 15, 80 + 55, 150
+ 50, 200 + 80, 220 + 100 mm®. Zapremina tumora kod kontrolne grupe je 11, 14, 18, 21, i
25 dana hila 50 + 30, 400 = 80, 700 = 180, 2000 = 520, 3800 + 1200 mm®.
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Grafikon 11. - Efekat hroni¢ne infekcije sa T. spiralis na zapreminu melanoma in vivo.
Misevi su peroralno inficirani sa po 200 L1 larvi T. spiralis. Kada je infekcija usla u hronicnu fazu, 40-09
dana od infekcije, aplikovane su im B16 melanomske Celije. Tumorske celije (5 x 10° u 200 ul PBS) su
aplikovane subkutano u desni bok, kako inficiranim tako i zdravim misevima (po 10 u grupi). Zivotinje su
svakodnevno posmatrane a tumori mereni preko koze mikrometrom 11, 14, 18, 21 i 25-og dana od
aplikovanja BI6 Celija. Zapremina tumora je izracunata koriséenjem formule 0,52 x a x b® (kao §to je
objasnjeno u poglavilju Materijal i metode). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost zapremine tumora +
standardna devijacija, u odnosu na kontrolu. Prikazani rezultati su iz jednog eksperimenta od dva razlicita

sa slicnim rezultatima. ** p< 0,001; *** p< 0,001 u odnosu na kontrolu.
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Inhibicija rasta tumora melanoma kod inficiranih miseva sa T. spiralis potvrdena je
1 direktnim merenjem izolovanog tumorskog tkiva kod Zrtvovanih Zivotinja, 25. Dana
nakon aplikacije tumorskih celija. Tumorska masa (dimenzije, zapremina, tezina) bila
uocljivo visestruko manja (4 puta, 10 puta, odnosno vise od 20 puta) kod inficiranih

miseva (slika 7) u odnosu na kontrolne zivotinje (primili samo ¢elije melanoma).

A) Uticaj hroni¢ne infekcije sa T. spiralis
na razvoj melanoma
\ U Smmemmee ) Bez infekcije, melanom raste

-~

3.8x3.5¢cm

Slika 7. - Efekat hronicne infekcije sa T. spiralis na melanom in vivo. Misevi su
peroralno inficirani sa po 200 L1 larvi T. spiralis. Kada je infekcija usla u hronicnu fazu,
40-0g dana od infekcije, aplikovane su im B16 melanomske celije. Tumorske Celije (5 x 10°
u 200 ul PBS) su aplikovane subkutano u desni bok, kako inficiranim tako i zdravim
misevima (po 10 u grupi). Nakon isteka 25 dana posmatranja i merenja tumora preko
koze, misevi su zZrtvovani. Tumori su izvadeni i mereni (kao sto je objasnjeno u poglaviju
Materijal i metode). Na slici se uocava razlika u velicini tumora izmedu inficiranih miseva

i kontrolne grupe koja je dobila samo B16 melanomske celije.
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Merenjem zapremine izolovanih tumora ustanovili smo da je bila statisticki
znacajno manja (p<0,001) kod miseva u infekciji u odnosu na zapreminu tumora kod
kontrolnih zivotinja (grafikon 12). Zapremina tumora kod miseva inficiranih Trichinella-
om je 25-0g dana bila 198,8 + 120,8 mm®. Zapremina tumora kod kontrolne grupe je 25-0g
dana bila 2969 + 851,2 mm®.
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Grafikon 12. - Efekat hroni¢ne infekcije sa T. spiralis na zapreminu izvadenog
melanoma. Misevi su peroralno inficirani sa po 200 L1 larvi T. spiralis. Kada je infekcija
usla u hronicnu fazu, 40-og dana od infekcije, aplikovane su im B16 melanomske Celije.
Tumorske celije (5 x 1 0°> u 200 ul PBS) su aplikovane subkutano u desni bok, kako
inficiranim tako i zdravim misevima (po 10 u grupi). Nakon isteka 25 dana posmatranja i
merenja tumora preko koze, misevi su Zrtvovani. Tumori su izvadeni i izmerene dimenzije.
Zapremina tumora je izracunata koris¢enjem formule 0,52 X a X b? (kao Sto Jje objasnjeno u
poglavlju Materijal i metode). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija, u odnosu na kontrolu. Prikazani rezultati su iz jednog eksperimenta od dva

razlicita sa slicnim rezultatima. *** p< 0,001 u odnosu na kontrolu.
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5.2.1.2. Efekat hroni¢ne infekcije sa T. spiralis na masu melanoma

Merenje mase izolovanog tumorskog tkiva takode je potvrdilo da hroni¢na
infekcija miseva sa T. spiralis dovodi do inhibicije rasta subkutano aplikovanih celija
tumora melanoma. Nakon 25 dana pracenja rasta tumora miSevi su Zrtvovani 1 tumori
izvadeni. Utvrdili smo da je masa tumora statisticki znac¢ajno manja (p<0,001) kod
inficiranih miseva u odnosu na masu tumora kod kontrolnih Zivotinja (grafikon 13). Masa
tumora kod miSeva u infekciji sa Trichinella-om je 25-og dana bila 171,8 + 222,9 mg.
Masa tumora kod kontrolne grupe je 25-og dana bila 3998 + 476,6 mg.

Radi kompletiranja parazitoloskog nalaza uradili smo i digestiju miSi¢nog tkiva miSeva
u infekciji sa Trichinella-om. Nasli smo 18685 + 5850 larvi/miSu (§to je 1773 + 546 larvi po
gramu - LPG).
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Grafikon 13. - Efekat hronicne infekcije sa T. spiralis na masu melanoma in vivo. Misevi
su peroralno inficirani sa po 200 L1 larvi T. spiralis. Kada je infekcija usla u hronic¢nu fazu, 40-og dana od
infekcije, aplikovane su im B16 melanomske celije. Tumorske Celije (5 x 10° u 200 ul PBS) su aplikovane
subkutano u desni bok, kako inficiranim tako i zdravim misevima (po 10 u grupi). Nakon isteka 25 dana
posmatranja i merenja tumora preko koze, misSevi su zrtvovani. Tumori su izvadeni i mereni (kao Sto je
objasnjeno u poglaviju Materijal i metode). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija u odnosu na kontrolu. Prikazani rezultati su iz jednog eksperimenta od dva razlicita sa slicnim

rezultatima. *** p< 0,001 u odnosu na kontrolu.
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Histopatoloski nalaz

Histopatoloska analiza uzoraka tumora inficiranih i kontrolnih zivotinja ukazala je na
postojanje razlike u morfologiji tumora izmedu miSeva u infekciji i kontrolne grupe koja je
dobila samo B16 melanomske celije (slika 8). Kod kontrolnih Zivotinja melanomske éelije
su masivno proliferisale, a zapaza i dobra vaskularizacija tumora. Za razliku od kontrolnih,
kod inficiranih miSeva zapaza Se puno apoptoti¢nih i nekroti¢nih tumorskih celija kao i

prisustvo infiltriraju¢ih mononuklearnih éelija.

100 ym

Kontrola Hronic¢na infekcija sa T. spiralis

Slika 8. Efekat hronicne infekcije sa T. spiralis na morfologiju tumora melanoma
indukovanog kod C57Bl/6 miSeva. Misevi su peroralno inficirani sa po 200 L1 larvi T.
spiralis. Kada je infekcija usla u hronicnu fazu, 40-og dana od infekcije, aplikovane su im
B16 melanomske celije. Tumorske Celije (5 x 1 0° u 200 ul PBS) su aplikovane subkutano u
desni bok, kako inficiranim tako i zdravim misevima (po 10 u grupi).25 dana nakon
aplikovanja melanomskih celija , misevi su zrtvovani,a histoptoloska opservacija je vrsena
na parafinskim iscecima bojenim sa hematoksilin-eozinom (kao Sto je objasnjeno u
poglavlju Materijal i metod). Dobra vaskularizacija tumora i rast éelija melanoma prisutni
su kod kontrolnih Zivotinja (levo), dok se kod inficiranih miseva zapaza puno apoptoticnih i

nekroticnih éelija (desno).
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5.2.1.3. Efekat mebendazola na zapreminu melanoma in vivo

Peroralno davanje mebendazola dovelo je do inhibicije rasta subkutano aplikovanih
¢elija tumora melanoma. Tokom 25 dana pracenja rasta tumora njihova zapremina je bila
statisticki znac¢ajno manja (p< 0,001) kod miSeva tretiranih mebendazolom u odnosu na
zapreminu tumora kod kontrolnih Zivotinja (grafikon 14). Zapremina tumora kod miseva
tretiranih mebendazolom je 11, 14, 18, 21, i 25 dana bila 20 + 20, 80 + 35, 150 + 46, 250 +
60, 520 + 380 mm°. Zapremina tumora kod kontrolne grupe je 11, 14, 18, 21, i 25 dana
bila 50 + 30, 400 + 80, 700 + 180, 2000 + 520, 3800 + 1200 mm°.
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Grafikon 14. - Efekat tretmana mebendazolom na zapreminu melanoma in Vvivo.
Misevima podeljenim u dve grupe su subkutano u desni bok aplikovane B16 melanomske
celije (5 x 10° u 200 ul PBS. Grupe su se sastojale od po 10 Zivotinja. Zivotinje su
svakodnevno posmatrane i kod pojave prvih tumora zapoceta je terapija jedne grupe
mebendazolom (50 mg/kg p.o., tokom 5 dana uzastopno). Tumori su mereni preko koze
mikrometrom 11, 14, 18, 21 i 25-0g dana od aplikovanja B16 celija. Zapremina tumora je
izracunata koriséenjem formule 0,52 X a X b (kao sto Jje objasnjeno u poglavlju Materijal i
metode). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost zapremine tumora * standardna
devijacija, u odnosu na kontrolu. Prikazani rezultati su iz jednog eksperimenta od dva

razlicita sa slicnim rezultatima.>* p< 0,001; *** p< 0,001 U odnosu na kontrolu.
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Inhibitorni efekat mebendazola na rast tumora melanoma potvrden je direktnim
merenjem izolovanog tumorskog tkiva. Dvadesetpetog dana nakon aplikacije tumorskih
¢elija tumorska masa (dimenzije, zapremina, tezina) kod Zzrtvovanih Zzivotinja je bila
uocljivo visestruko manja (4 puta, 6 puta, odnosno vise od 15 puta) kod tretiranih miseva

(slika 9) u odnosu na kontrolne zivotinje (primili samo Celije melanoma).

A) Uticaj tretmmana mebendazolom na razvoj
melanoma

B) Kontrola, melanom raste

0.6x0.3cm

3.8x3.5cm

Slika 9. - Efekat tretmana mebendazolom na masu melanoma in vivo. Misevima
podeljenim u dve grupe (po 10 u grupi) su subkutano u desni bok aplikovane B16
melanomske celije (5 x 10° u 200 ul PBS. Zivotinje su svakodnevno posmatrane i kod
pojave prvih tumora zapoceta je u jednoj grupi terapija mebendazolom (50 mg/kg p.o.,
tokom 5 dana uzastopno). Nakon isteka 25 dana posmatranja misevi su zrtvovani. Tumori
su izvadeni i izmerene dimenzije i masa (kao Sto je objasnjeno u poglaviju Materijal i
metode). Na slici se uocava razlika u velicini tumora izmedu miSeva tretiranih

mebendazolom i kontrolne grupe.
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Peroralno davanje mebendazola dovelo je do inhibicije rasta subkutano aplikovanih
¢elija tumora melanoma. Nakon 25 dana pracenja rasta tumora misSevi su zrtvovani i
tumori izvadeni. Utvrdili smo da je zapremina tumora statisticki znacajno manja (p<
0,001) kod miSeva kojima je dat mebendazol u odnosu na zapreminu tumora kod
kontrolnih Zivotinja (grafikon 15). Zapremina tumora kod miSeva tretiranih mebendazolom
je 25-0g dana bila 477,5 + 329,8 mm®, dok je kod kontrolne grupe 25-og dana bila 2969 +
851,2 mm”.
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Grafikon 15. - Efekat tretmana mebendazolom na zapreminu izvadenog melanoma.
Misevmai podeljenim u dve grupe (po 10 u grupi) su subkutano u desni bok aplikovane
B16 melanomske celije (5 x 1 0° u 200 ul PBS. Zivotinje su svakodnevno posmatrane i kod
pojave prvih tumora zapoceta je u jednoj grupi terapija mebendazolom (50 mg/kg p.o.,
tokom 5 dana uzastopno). Nakon isteka 25 dana posmatranja i merenja tumora preko
koze, misevi su Zrtvovani. Tumori su izvadeni i izmerene dimenzije. Zapremina tumora je
izracunata koriséenjem formule 0,52 x a x b? (kao sto je objasnjeno u poglavlju Materijal i
metode). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost zapremine tumora *+ standardna
devijacija, u odnosu na kontrolu. Prikazani rezultati su iz jednog eksperimenta od dva

razlicita sa slicnim rezultatima. *** p< 0,001 u odnosu na kontrolu.
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5.2.1.4. Efekat mebendazola na masu melanoma

Merenje mase izolovanog tumorskog tkiva je slicno merenju zapremine ukazalo da
peroralno davanje mebendazola dovodi do inhibicije rasta subkutano aplikovanih celija
tumora melanoma. Nakon 25 dana pracenja rasta tumora miSevi su Zrtvovani i tumori
izvadeni. Utvrdili smo da je masa tumora statisti¢ki znac¢ajno manja (p< 0,001) kod miseva
kojima je dat mebendazol u odnosu na masu tumora kod kontrolnih zivotinja (grafikon 16).
Masa tumora kod miSeva tretiranih mebendazolom je 25-og dana bila 260,5 + 226 mg, dok

je masa tumora kod kontrolne grupe 25-og dana bila 3998 + 476,6 mg.
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Grafikon 16. - Efekat tretmana mebendazolom na masu melanoma. Misevma podeljenim
u dve grupe (po 10 u grupi) su subkutano u desni bok aplikovane B16 melanomske celije (5
x 10° u 200 ul PBS. Zivotinje su svakodnevno posmatrane i kod pojave prvih tumora
zapoceta je u jednoj grupi terapija mebendazolom (50 mg/kg p.o., tokom 5 dana
uzastopno) koriséenjem Zeludacne sonde. Nakon isteka 25 dana posmatranja misevi su
zrtvovani. Tumori su izvadeni i izmerene dimenzije i teZina (kao Sto je objasnjeno u
poglavlju Materijal i metode). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija, u odnosu na kontrolu. Prikazani rezultati su iz jednog eksperimenta od dva

razlicita sa slicnim rezultatima. *** p< 0,001 u odnosu na kontrolu.
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Histopatoloski nalaz

Histopatoloska analiza uzoraka tumora tretiranih i1 kontrolnih Zivotinja ukazala je na
postojanje razlike u morfologiji tumora izmedu miseva tretiranin mebendazolom i
kontrolne grupe koja je dobila samo B16 melanomske celije (Slika 10). Kod kontrolnih
zivotinja melanomske Celije su masivno proliferisale, a zapaza se i dobra vaskularizacija
tumora. Za razliku od kontrolnih, kod tretiranih miSeva zapaza se puno apoptoti¢nih i

nekroti¢nih tumorskih celija kao i prisustvo masivne infiltracije sa mononuklearnim

¢elijama.

Kontrola Tretman mebendazolom

Slika 10. Efekat tretmana mebendazolom na morfologiju tumora melanoma. Misevima
podeljenim u dve grupe (po 10 u grupi) su subkutano u desni bok aplikovane B16
melanomske Celije (5 x 1 0° u 200 ul PBS). Zivotinje su svakodnevno posmatrane i kod
pojave prvih tumora zapoceta je u jednoj grupi terapija mebendazolom (50 mg/kg p.o.,
tokom 5 dana uzastopno). 25 dana nakon aplikovanja melanomskih celija , misevi su
Zrtvovani,a histoptoloska opservacija je vrSena na parafinskim iscecima bojenim sa
hematoksilin-eozinom (kao Sto je objasnjeno u poglavlju Materijal i metode). Dobra
vaskularizacija tumora i rast Celija melanoma prisutni su kod kontrolnih Zivotinja (levo),
dok se kod miseva tretiranih mebendazolom zapaZaju plaze tumorskog tkiva sa puno

apoptoticnih i nekroticnih celija (desno) izmedju kojih se vidi bogat limfocitni infiltrat.
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6. DISKUSIJA
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Istrazivanja obuhvacena ovom disertacijom su se odnosila na ispitivanje efekta ES
L1 antigena parazitske nematode T. spiralis i antihelmintika mebendazola na
prezivljavanje Fem-X i B16 melanomskih c¢elija, kao i na apoptozu B16 ¢elija u in vitro
uslovima. U in vivo uslovima ispitivali smo efekat hroni¢ne infekcije nematodom T.
spiralis, odnosno tretmana mebendazolom na rast B16 melanomskih c¢elija u miSjem
modelu rasta ovih tumora.

Osim lekova koje nudi moderna (zapadna) medicina, koja se oslanja i na uzore iz
prirode za dobijanje i sintetisanje razlicitih lekova, u tradicionalnoj medicini koriste mnogo
toga Sto se u prirodi moglo naci stotinama 1 hiljadama godina. Tako na primer neki zivi
organizmi kao Sto su pijavice 1 helminti pokazuju znacajnu sposobnost da uspesno tretiraju
hirurSke infekcije, inflamatorne bolesti creva i alergije. Helminti su takode znacajan izvor
medicinski korisnih proizvoda, tako da neki imaju substance sa antimikrobskim i
antineoplasticnim delovanjem. Danas se predlazu i nove indikacije za ove organizme 1/ili
njihove produkte (ekstrakte i antigene). Trenutno se ¢ine napori da se izoluju molekuli iz
ovih organizama ili da se sintetiSu njihove kopije koje bi imale iste ili bolje farmakoloske

efekte (Cooper i Weng, 2004; Cherniack, 2011).

6.1. ISPITIVANJA U USLOVIMA IN VITRO

Jedan od ciljeva izu¢avanja melanoma je popravljanje terapijskog efekta kod
obolelih od ove bolesti (Dutton-Regester i Hayward, 2012). Uprkos novim pristupima i
novim lekovima za mnoge pacijente terapijske opcije su limitirane a proces uvodenja
novih lekova u klini¢ku praksu je vrlo spor. Pored toga, malo testiranih lekova ude u
klini¢ku primenu jer od momenta bazi¢nih istrazivanja do uvodenja u klinicku praksu
mnogo supstanci biva eliminisano (Hoelder i sar., 2012). Jedan od prvih koraka u
ispitivanju antitumorske aktivnosti neke supstance je ispitivanje uticaja na prezivljavanje i

apoptozu tumora

6.1.1. Uticaj na prezivljavanje ¢elija melanoma

6.1.1.1. Efekat ES L1 antigena T. spiralis na prezivljavanje celija melanoma. —
Ispitivanje uticaja ES L1 antigena Trichinella spiralis na prezivljavanje melanomskih
¢elija pokazalo je da ovaj antigen dovodi do statisticki znacajnog smanjenja prezivljavanja

humanih (Fem-X) i misjih (B16) melanomskih celija. Nesto je jaci efekat postignut na
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humani melanom nego na misji, ali ova razlika nije statisticki znacajna. Analiziranjem
dobijenih podataka nismo mogli da izraCunamo ICsy (pola maksimalne inhibitorne
koncentracije). Mozda bi se primenom vecih koncentracija mogao ustanoviti 1Cs, ali mi ih
nismo testirali jer se radi o visokim koncentracijama, znacajno visim od onih koje se
postizu tokom infekcije parazitom. Limit testova koji mere ES antigen u cirkulaciji je do 8
ug/ml, pri ¢emu nalaz antigena zavisi od doze infekcije i model sistema, dok je opisani pik
koncentracije bio oko 0,4 ug/ml (Ivanoska i sar., 1989; Li i Ko, 2001). Ispitivanje uticaja
ES L1 antigena na prezivljavanje nezavisne celijske linije — fibroblasta pokazalo je da
ovakav efekat izostaje tj da ES L1 antigen ne uti¢e na prezivljavanje kontrolnih, zdravih
¢elija. Inhibicija prezivljavanja moze da ukaze na delovanje ES L1 antigena na celijski
ciklus ili pak na indukciju ¢elijske smrti.

Wang i saradnici (2009) su ustanovili da sirovi (,,crude) antigen T. spiralis ima
dozno zavisan antiproliferativni efekat na Celijsku liniju hroni¢ne humane mijeloidne
leukemije (K562), misji karcinom zeluca (MFC), hepatom (H22) i sarkom (S180) u
koncentracijama od 0,035 — 0,07 — 0,14 mg/ml. Nasa ispitivanja koris¢enjem ES LI
antigena su inicirana time S§to se on kontinurano produkuje i nalazi u kontaktu sa
organizmom domacina onoliko dugo koliko traje i zivot misi¢nih larvi. Pored toga sastav
ES L1 antigena je manje slozen u odnosu na ,,crude antigen Koji je sastavljen od mnostva
molekula somatskih antigena parazita od kojih mnogi mogu biti dostupni organizmu
domacina samo tokom destrukcije larvi. Naravno da je koriS¢enje ,,crude* antigena u
ispitivanjima pogodnije sa stanoviSta lakoce izdvajanja i dobijene koli¢ine antigena.
Dobijanje ES L1 antigena u koli¢inama potrebnim za ispitivanja je kompleksnije i
vremenski dugotrajnije, ali je najveca prednost u tome §to se molekulima iz njegovog
sastava mogu pripisati glavne biloSke aktivnosti 1 dejstva na organizam domacina.

Po naSim saznanjima u literaturi nema podataka o delovanju ES L1 antigena T.
spiralis na Fem-X i B16 melanomske celije in vitro, tako da su ovo prva istrazivanja u
kojima se ispituje uloga ES L1 antigena T. spiralis na prezivljavanje i rast melanomskih
¢elija.

6.1.1.2. Efekat mebendazola na preZivljavanje celija melanoma. - |spitivanje
uticaja mebendazola na prezivljavanje melanomskih ¢éelija pokazalo je da ovaj lek dovodi
do statisticki znacCajne inhibicije prezivljavanja humanih (Fem-X) i misjih (B16)

melanomskih ¢elija. Nesto je jaci efekat postignut na humani melanom nego na misji, ali
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ova razlika nije statisti¢ki znacajna. Analiziranjem ovih podataka utvrdena je ICsy vrednost
(pola maksimalne inhibitorne koncentracije) mebendazola, i ona iznosi 0.31 uM za Fem-X
10.33uM za B16 ¢elije melanoma.

Ovaj nas nalaz je u skladu sa nalazom Doudican i saradnika (2008) koji su na M-14
i SK-Mel-19 ¢elijskoj liniji melanoma pokazali da mebendazol utiCe inhibitorno na
prezivljavanje, pri ¢emu je ICsq bio 0,30uM, odnosno 0, 32uM. Nas rezultat, kao i rezultat
Doudican i saradnika pokazuje da mebendazol ima antiproliferativni efekat ve¢ u
koncentracijama koje se klinicki postizu pri njegovoj upotrebi kao antiparazitika. Tada se u
plazmi vrlo lako postizu koncentracije od 1,5 i 1,67uM (Doudican i sar., 2008; Bai i sar.,
2011). Pri tome na$ nalaz odgovara nalazu Doudican i saradnika (2008) da mebendazol ne
uti¢e na prezivljavanje normalnih ¢elija.

Takode, mebendazol je pokazao u predklinickim ispitivanjima antiproliferativnu
aktivnost kod adrenokortikalnog karcinoma, kancera pluca i jajnika (Sasaki i sar., 2002;
Mukhopadhy i sar., 2002), zatim kod leukemije, kolorektalnih kancera, kao i glioblastoma
(Bai i sar., 2011).

U literaturi se navodi da i drugi antiinfektivni lekovi imaju efekat na tumorske
¢elije. Tako na primer: tiazolidi (koji deluju protiv parazitskih helminata, protozoa,
anaerobnih bakterija i gljivica) znacajno in vitro inhibiraju proliferaciju Celija tumora
kolona (Caco 2) (Muller i sar., 2008). Isto tako i makrolidni antibiotik ivermektin, koji se
koristi kao antiparazitik, inhibira proliferaciju nekoliko ¢elijskih linija ovarijalnog kancera
kada se primeni in vitro, a ICs je bio 5-20uM (Hashimoto i sar., 2009).

Po naSim saznanjima u literaturi nema podataka o delovanju mebendazola na Fem-
X i B16 melanomske celije, tako da su ovo prva istrazivanja u kojima se ispituje njegova

uloga na prezivljavanje i rast ovih ¢elija.

6.1.2. Uticaj na apoptozu ¢elija melanoma

Apoptoza je visoko organizovan proces programirane Celijske smrti za uklanjanje
nezeljenih ¢elija iz organizma tokom razvica, remodelovanja tkiva i imunskog odgovora.
Defekt u apoptotskom putu vodi do razvoja kancera i njegove rezistencije na hemioterapiju
(Brunelle i Zhang, 2010). Vecina lekova koji se koriste u terapiji tumora inhibira njihovu
proliferaciju i/ili indukuje apoptozu, i takve apoptoticne ¢elije zatim uklanjaju fagociti
(Sredni, 2012).
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Apoptozu smo odredivali koris¢enjem tri metode: 1) analiza na citofluorimetru
posle bojenja: a) propidijum jodidom, b) posle bojenja aneksin V-FITC / PI, kao i 2)
morfoloski (posle bojenja tirkovim rastvorom i analizom na svetlosnom mikroskopu).
Analiza na citofluorimetru je savremena metoda, zahteva koriS¢enje skupe opreme
(EPICS) i reagenasa. Morfoloska analiza je tzv. zlatni standard u odredivanju apoptoze,
metoda koja je vremenski zahtevna i potrebno je iskustvo. Dobijeni rezultati primenom sve
tri metode su imali isti trend. Dobijene vrednosti su se donekle razlikovale (morfoloskom
analizom su dobijene manje vrednosti) §to je i o¢ekivano s obzirom na prirodu i preciznost
samih metoda.

6.1.2.2. Efekat ES L1 antigena T. spiralis na apoptozu. — Ispitivanje uticaja ES L1
antigena Trichinella spiralis na apoptozu melanomskih ¢elija pokazalo je da ovaj
antigen dovodi do statisticki znacajne indukcije apoptoze misjih (B16) melanomskih
¢elija. Ovaj efekat je vremenski zavisan.

Na osnovu pregleda nama dostupne literature, ustanovili smo da do sada nije bilo
ispitivanja uticaja ES L1 antigena ovog parazita na tumorske ¢elije in vitro. Kao $to smo
viSe puta ranije istakli, samo ovaj produkt Trichinella je u kontaktu sa domaéinom u
duzem vremenskom periodu. Naime iako ovaj parazit ima razvojni ciklus samo u jednom
domacinu antigeni drugih stadijuma (adulta i novorodene larve) su u kratkotrajnom
kontaktu sa domacinom dok antigeni miSi¢ne larve to ¢ine tokom celog trajanja zivota kod
kratko Zivec¢ih vrsta domacina (Gruden-Movsesijan i sar., 2011), dok kod dugo ziveéih
vrsta domaéina parazit ugine ranije od domacina (Cuperlovi¢ i Pordevi¢, 2003).

U literaturi se nalaze podaci o delovanju ES L1 antigena na apoptozu misi¢nih
¢elija tokom stvaranja ,,Celije negovateljice” (Boonmars i sar., 2004). Poznato je da posle
ulaska novorodene larve u celije poprecno-prugaste muskulature pod dejstvom vrlo
sloZenih instrukcija od strane produkata parazita dolazi do preusmeravanje genske
ekspresije domacina, zbog Cega nastaje tzv. ,miss-diferencijacija” misi¢ne Celije. U roku
od 15-20 dana nastaje celija negovateljica, za organizam potpuno nepoznata vrsta éelije,
Cija je jedina svrha da sluzi potrebama parazita (Despommier, 1998). Proces stvaranja
¢elije negovateljice bi se mogao podeliti u vise faza.

1) parazit prvo daje instrukcije za programiranu celijsku smrt preko oba puta
apoptoze (u toku sazrevanja novorodene u misi¢nu larvu, pre formiranja ciste). Indukuje

autokrinu sekreciju TNFa koji preko TNFR 1 TRADD aktivira kaspaze -8 (spoljasnji put) 1
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efektorsku kaspazu -3. Osim spoljasnjeg puta, Trichinella dovodi i do aktivacije
unutra$njeg puta apoptoze preko pro-apoptotskih faktora: BAX (Bcl-2 associated protein
X), Apaf-1 (apoptotic protease activatig factor 1) i kaspaze 9. Domacin reaguje na ove
“signale Celijske smrti” i pokuSava da “popravi oStecenje” slicno kao kod traume.
Satelitske celije prolaze kroz faze aktivacije, proliferacije i differencijacije sve do G2/M
faze. Parazit je medijator ne samo proapoptotskih ve¢ i antiapoptotskih procesa koje
pokrecée preko akt specifi¢ne serin/treonin protein kinaze ( poznate jos i kao protein kinaza
B — PKB). Ova kinaza ne samo da inhibira apoptozu ve¢ dovodi i do povecane sinteze
proteina 1 hipertrofije misi¢ne ¢elije u toku nastanka ¢elije negovateljice.

2) U narednoj fazi, u periodu zrele miSi¢ne larve od 7-mog dana posle invazije i
dalje, parazit preuzima kontrolu, zaustavlja diferencijaciju satelitskih ¢elija u nove misi¢ne
¢elije 1 indukuje fuziju sa izmenjenom misi¢nom ¢elijom (Boonmars i sar, 2004; Wu i sar.,
2005a). Wu i saradnici (2005b) su pokazali da se u skeletnim misi¢cima posle infekcije
Trichinella-om mobilise ¢itav spektar gena, tako da 184 gena (ukljucujuci gene odgovorne
za Celijsku diferencijaciju; proliferaciju; celijski ciklus; apoptozu) povecavaju ekspresiju
vise od 3 puta.

Wang i saradnicu (2009) su pokazali da sirovi (,,crude®) anatigen T. Spiralis
znacajno indukuje apoptozu dve Celijske linije kancera ljudi (mieloidne leukemije - K562 i
hepatoma - H7402).

Podatak da ES L1 antigen, u koncentracijama koje se mogu naci u krvi kod jakih
infekcija Trichinella-om, dovodi do indukcije apoptoze ¢elija melanoma je vrlo znacajan
nalaz kojim se prosiruje znanje o njegovim delovanjima. Takode, ovim nalazom se delom
moze objasniti inhibitorni efekat infekcije ovim parazitom na rast kancerskih ¢elija.

6.1.2.1. Efekat mebendazola na apoptozu. — Ispitivanje uticaja mebendazola na
apoptozu melanomskih ¢elija pokazalo je da ova supstanca dovodi do statisti¢ki
znacajne indukcije apoptoze misjih (B16) melanomskih celija. Ovaj efekat je vremenski
zavisan.

Postoji malo publikacija o delovanju mebendazola na razlicite tipove kancerskih
¢elija. Doudican i saradnici (2008) su ustanovili da, posle inkubacije od 24h, mebendazol u
koncentraciji od 1pM indukuje apoptozu M14 1 SK Mel-19 kancerskih ¢elija.
Mukhopadhay i saradnici (2002) su ustanovili da mebendazol indukuje, dozno i vremenski

zavisnu, apoptozu kod nekoliko linija humanih kancera plu¢a. Slicne nalaze su objavili
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Sasaki i saradnici krajem iste godine. Obe grupe su pokazale da mebendazol ne uti¢e na
normalne celije (W138, Celije endotela humane umbilikalne vene, odnosno normalnie
fibroblaste) in vitro.

U literaturi se navodi da i drugi antiinfektivni lekovi mogu da dovedu do apoptoze
tumorskih ¢éelija. Na primer, Muller i saradnici (2008) navode da in vitro kultivacija ¢elija
kancera kolona (Caco2) sa RM4829 (pripadnikom grupe tiazolida) indukuje apopotozu
ovih ¢elija. Drugi antiinfektivni lek, salinomicin (antibiotik koji se koristi u prevenciji
kokcidioze pilica) indukuje apoptozu celija hroni¢ne limfocitne leukemije In vitro
(Desheng i sar., 2011).

Postoje podaci da i neke druge grupe lekova, kao na primer fenotiazini
(antipsihotici) imaju sposobnost da indukuju apoptozu viSe razli¢itih celijskih linija
tumora, medu njima i melanoma (Gil-ad i sar., 2006)

Nasi rezultati se slazu sa nalazima drugih autora Kkoji su ispitivali efekat
mebendazola na razlicite kancerske celije. Na osnovu rezultata ispitivanja moze se
zakljuciti da mebendazol ima inhibitorni uticaj na prezivljavanje i indukuje apoptozu
melanomskih ¢elija. Podatak da mebendazol u koncentracijama koje se postizu u krvi
prilikom njegove terapijske primene, u in vitro uslovima dovodi do smanjenog
prezivljavanja i indukcije apoptoze melanoma i drugih tumora je vrlo znacajan nalaz.
Ovim podacima se moze dopuniti znanje o njegovom delovanju, a delom i 0 mehanizmu

kojim on uti¢e na kancerske celije.

6.1.3. Uticaj inhibitora kaspaza -3, -8, i -9 na indukovanu apoptozu

Dobro su poznata dva puta apoptoze: preko receptora smrti (spoljasnji) i
mitohondrijski (unutraSnji put). Kada se aktivira spoljasnji put proteoliticki se aktivira
kaspaza -8 a zatim efektorska kaspaza -3. U unutrasnjem putu, signal smrti dovodi do
promena permeabiliteta spoljne membrane mitihondrija, oslobadanja citohroma c, koji
formira apoptozom sa Apaf-1 i kaspazom -9, s§to posledicno dovodi do aktiviranja
efektorske kaspaze -3 (Ishibashi i Ohtsuki, 2008). Kaspaze se mogu inhibirati primenom
inhibitora kaspaza kao S$to su pan kaspaza inhibitor, ili inhibitori pojedina¢nih kaspaza.
Dodavanje ovih inhibitora u kulturu celija sisara je jednostavan i mocan metod za

inhibiranje kaspaza u cilju sprecavanja progresije apoptotskog puta (Sauerwald, 2003).
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6.1.3.1. Efekat inhibitora kaspaza -3, -8, i -9 na apoptozu indukovanu ES L1
antigenom T. spiralis kod B16 melanomskih éelija. — Ispitivanje uticaja inhibicije kaspaza
-3, -8, -9 na apoptozu melanomskih ¢elija indukovanu ES L1 antigenom pokazalo je da
inhibicija kaspaza -3 i -8 dovodi do statisticki znacajne inhibicije indukcije apoptoze
misjih (B16) melanomskih ¢elija ovim antigenom. Pretretman inhibitorom kaspaze -9 je
pokazao slabu, statisticki ne zna¢ajnu inhibiciju indukovane apoptoze.

Ovo ukazuje da u nasim uslovima ES L1 antigen indukuje apoptozu ovih c¢elija
preko spoljasnjeg puta (receptora smrti) i efektorske kaspaze -3. Ovo je u saglasnosti sa
literaturnim navodima da T. spiralis tokom formiranja ,.¢éelije negovateljice” modulise
apoptotske puteve i da moze da indukuje apoptozu i preko spoljasnjeg i unutrasnjeg puta
(Boonmars i sar, 2004; Wu i sar., 2005a).

6.1.3.2. Efekat inhibitora kaspaza -3, -8, i -9 na apoptozu indukovanu mebendazolom
kod B16 melanomskih éelija. — 1spitivanje uticaja inhibicije kaspaza -3, -8, -9 na apoptozu
melanomskih ¢elija indukovanu mebendazolom pokazalo je da inhibicija kaspaza -3 i -8
dovodi do statisti¢ki znacajne inhibicije indukcije apoptoze misjih (B16) melanomskih
¢elija ovom supstancom posle 24h inkubacije. Pretretman inhibitorom kaspaze -9 je
pokazao slabu, statisti¢ki ne znac¢ajnu, inhibiciju indukovane apoptoze

U nasim uslovima mebendazol posle inkubacije od 24 sata indukuje apoptozu ovih
Celija preko spoljasnjeg puta (receptora smrti) i efektorske kaspaze -3. Ovakav put
apoptoze su pokazali posle istog trajanja inkubacije mebendazola sa tumorskim ¢elijama i
Doudican i saradnici (2008), mada oni navode i da se prvo uklju¢uje unutra$nji put a tek
posle 18 sati inkubacije 1 spoljasnji. Na§ nalaz da mebendazol posle inkubacije od 24 sata
indukuje apoptozu ovih ¢elija preko spoljasnjeg puta je u saglasnosti sa njihovim nalazima

Poznato je da se kod smrti ¢elija tumora apopotozom povecava koli¢ina tumorskih
antigena koja se oslobada 1 koje prezentuju zrele dendriti¢ne celije (DC) $to dovodi do
boljeg imunskog odgovora T limfocita (Steer i sar., 2010). Ovom procesu doprinosi i
kalretikulin, molekul koji se izlaze na membrani ¢elija tumora koje umiru apoptozom pa
takve celije bivaju uspesnije prepoznate i fagocitovane (Michalak i sar., 2009; Steer i sar.,
2010). Kalretikulini (CRT) ki¢menjaka su multifunkcionalni intra- i ekstracelularni
proteini. U endoplazmatskom retikulumu vezu kalcijum i deluju kao Saperoni. Kalretikulin
ljudi je antiangiogen i suprimira rast tumora, a kako je potvrdeno prisustvo ovih molekula i

kod parazita to moze da ima posledice na interakcije parazit/domacin. Jedan od parazita
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koji poseduju kalretikulin je Trypanosoma cruzi. Ovaj molekul ispoljava antiangiogeni
efekat koji doprinosi inflamatornom 1 antineoplasticnom efektu, sa velikom koristi za
parazita i njegovog domacina kicmenjaka. Ovi nalazi otvaraju interesantne mogucnosti za
razvoj novih pristupa terapije tumora, posebno kada se ima u vidu da molekuli poreklom iz
parazita ispoljavaju jaCe antiangiogeno i antitumorsko delovanje nego isti molekuli
poreklom iz ljudi (Lopez i sar., 2010). Kalretikulin poseduju i helminti (na primer: Taenia
solium, Heligmosomoides polygyrus Nippostrongylus brasiliensis) a ima ulogu u
imunomodulaciji (Hewitson i sar., 2009; Nava-Castro i sar., 2012).

6.2. ISPITIVANJA U USLOVIMA IN VIVO

6.2.1. Efekat hroni¢ne infekcije sa T. spiralis na rast tumora in vivo

Ispitivanje uticaja hroni¢ne infekcije sa Trichinella spiralis, pokazalo je da
infekcija ovim parazitom dovodi do statisticki znacajne supresije rasta melanoma, kada
se B16 ¢elije aplikuju 40-og dana od infekcije ovom nematodom. Rast melanoma je
sporiji u odnosu na kontrolne Zivotinje koje su dobile samo melanom, tako da je kod
inficiranih Zivotinja zapremina i tezina tumora statisticki znacajno manja nego kod
kontrolnih. Time smo potvrdili da je uoceni efekat na rast melanoma zapravo efekat
larvi T. spiralis.

U svetu su malobrojna istrazivanja ovog tipa. Pre viSe decenija Molinari i Ebersole
(1977) su pokazali da infekcija sa T. spiralis moze da zastiti od razvoja tumora. Oni su
miSevima koji su imali hroni¢nu infekciju (176 dana) sa T. spiralis aplikovali B16
melanomske ¢elije. Na osnovu pracenja razvoja tumora zakljucili su da zivotinje inficirane
sa T. spiralis duze prezivljavaju (viSe meseci) i da je tumorsko tkivo koje se u njihovom
organizmu razvija statisticki znacajno manje u odnosu na kontrolne Zivotinje. Novija
istrazivanja Wang-a 1 saradnika (2009), pokazala su da akutna infekcija miSeva sa T.
spiralis, kao i intravenozna aplikacija sirovog ekstrakta odraslih parazita, odnosno
novorodenih larvi moZe da uspori ili inhibira razvoj tumora izazvanih razli¢itim tumorskim
¢elijskim linijama (tumor Zeluca - MFC, hepatom — H22, sarkom — S180). Na osnovu
dobijenih rezultata ova grupa autora je zakljucila da T. spiralis sadrzi aktivnu supstancu sa
antitumorskim delovanjem. Gong i saradnici su 2011 godine pokazali da imunizacija
sirovim antigenom (80pg), ES antigenom (80pug) 1 istom koli¢inom mijeloma udruZenog

antigena (tropomiozina) T. spiralis, kao i infekcija sa 400 larvi ovog parazita, kod Balb/C
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miSeva koji su zatim tri dana kasnije dobili mijelomske ¢elije (SP2/0) dovodi do inhibicije
rasta ovog tumora.

Nasi rezultati su u saglasnosti sa nalazom navedenih autora (Molinari i Ebersole,
1977; Wang i sar., 2009; Gong i sar., 2011) da infekcija sa T. spiralis dovodi do
smanjenog rasta tumora.

Pored toga Sto ovaj parazit moduliSe imunski odgovor domacina, moguce je i
nespecificno delovanje na povecanje otpornosti organizma domacdina prema drugim
antigenima i uzro¢nicima. Ovakvo povecanje otpornosti se delom postize i preko aktivacije
makrofaga i lu¢enja tumor nekrotizuju¢eg faktora alfa (TNFa). Mi smo ustanovili da u in
vitro eksperimentima ES L1 antigen T spiralis ima blag, ali statisti¢ki znacajan inhibitorni
efekat na prezivljavanje kao i proapoptotski efekat na misje (B16) melanomske celije.
Ovime bi mogao da se delom objasni nas nalaz, ali i nalaz Ebersola i saradnika da kod
miseva u hroni¢noj infekciji sa Trichinella spiralis dolazi do usporenja rasta tumora i
duzeg prezivljavanja Zivotinja. Medutim, in vitro efekat na tumorske celije je blag, dok je
in vivo antitumorski efekat ES L1 antigena znatno snaznije izrazen. Mogucéa prisutna
aktivacija efektorskih ¢elija imunskog sistema posredstvom ES L1 antigena ostaje predmet
buducih istrazivanja.

Postoje podaci da i drugi paraziti mogu da utiu na rast tumorskih ¢elija in vivo.
Tako su na primer Chen 1 saradnici (2001) ustanovili da infekcija malarijom kod miSeva,
kod kojih je rast tumora izazvan eksperimentalno, suprimira proliferaciju (primenom
markera proliferacije Ki-67), odnosno indukuje apoptozu (primenom TUNEL testa) Celija
misjeg Lewis pluénog tumora.

Infekcija sa helmintima, ili sistemski tretman sa ekstraktima parazita, imaju
protektivan efekat kod alergijskih bolesti (astma) ( Yazdanbakhsh i sar., 2002),
autoimunskih bolesti (multipla skleroza, reumatoidni artritis, dijabetes tip I, inflamatorne
bolesti creva) (Kuijik i van Die, 2010), ali i kod tumora (Wang i sar, 2009). Za infekciju sa
T. spiralis je pokazano da moze povecati otpornost domacina na tumore, odnosno da ima
antitumorsku aktivnost (Molinari i Ebersole, 1977; Wang i sar., 2009; nasi rezultati).
Medutim, peroralno davanje zivih larvi T. spiralis predstavlja potencijalni rizik (Gong i
sar., 2011). Kako istrazivanja pokazuju ne samo infekcija, ve¢ i sirovi antigen (Wang i sar.,
2009; Gong i sar., 2011), i ES L1 antigen (Gong i sar., 2011; nasi rezultati) poreklom od
ovog parazita poseduju antitumorsko (antiproliferativno) delovanje in vivo. Ovaj efekat
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nastaje zbog toga $to su tokom duge koevolucije parazitskih helminata sa domac¢inima, crvi
razvili mehanizme koji vode do tolerancije u domacinu ¢ime preveniraju ostecenje svog
okruzenja i time omoguce sebi prezivljavanje. Ovo svojstvo parazita postalo je vrlo
interesnatno kao terapijski pristup. ldentifikacija i karakterizacija imunomodulatornih
komponenti helminata bi omogucila sintezu ovih molekula, ili sli¢nih, koji bi mogli da se
iskoriste u terapiji nekoliko inflamatornih poremecaja. Tokom infekcije helmintima
imunski sistem je suoCen sa mnogo razli¢itih molekula (proteina, lipida, glikoproteina) na
povrsini parazita ili sekretovanih molekula (Kuijik 1 van Die, 2010).

Mnoge studije su pokazale da infekcija helmintima snizava rizik od autoimunosti i
alergija. Helminti mogu da suprimiraju bolesti Thl, Th2 i Thl7 tipa. (Osada i Kanazawa,
2012). Helminti ¢esto dovode do aktivacije T regulatornih Celija, ali takode i B Celija koje
su uklju¢ene u suprimiranje bolesti preko IL-10 (Osada i Kanazawa, 2012)

Substance koje se nalaze u telu helminta i/ili u ES produktima prepoznaju celije
prirodnog imuniteta preko receptora molekulskih obrazaca patogena (pathogen-associated
molecular patterns - PAMP) kao sto su receptori sli¢ni Toll-u (engl. Toll-like receptors -
TLR). Promene koje se deSavaju u imunskim c¢elijama obuhvataju manju ekspresiju
IL12/23p40 u dendritskim ¢elijama, alternativnu aktivaciju makrofaga, i produkciju 1L-10
od strane T regulatornih i B ¢elija, kao i produkciju IL-4 kod bazofila. Pored toga, zapaza
se supresija drugih imunskih poremecaja preko inhibicije ,,patogenih® subtipova
pomo¢nickih T limfocita (Thl i Th 17 i alergijskog Th2) (Osada i Kanazawa, 2012).

Primena helminata u terapiji, ¢ak i onih koji nisu infektivni za ¢oveka (Trichuris
suis kod Kronove bolesti, Necator americanus kod astme i drugih alergijskih bolesti) nosi
sa sobom ne zeljene komlikacije (Cherniack, 2011). Tretiranje pacijenata antihelminticima
kod zadesnih infekcija helmintima rezultiralo je pogorSanjem udruzene bolesti alergijske ili
autoimunske etiologije Medutim, iako je nedopustiva direktna upotreba visoko patogenih
helminata u klini¢koj primeni, precisc¢eni ili sintetski imunomodulatorni produkti iz takvih
helminata se mogu razmatrati za klini¢cku primenu (Osada i Kanazawa, 2012)

U eksperimentsalnim studijama na zivotinjama infekcija vijabilnim helmintima je
superiornija od administracije antigena ili mrtvih helminata u terapijske svrhe. To je
verovatno zato sto vijabilni helminti regulisu sekreciju imunomodulatornih molekula na

najbolji nacin za njihovo prezivljavanje. Optimalna atenuacija humanih parazita preko
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genetske manipulacije mogla bi biti korisna u klinickoj upotebi helminata u buduénosti
(Osada i Kanazawa, 2012)

U cilju potencijalne terapijske primene T. spiralis neophodna je izolacija aktivnih
komponenti njenih antigena. Na osnovu rezultata nase studije, pretpostavljamo da bi to
mogao biti upravo ES L1 antigen. Nasi i rezultati nekih drugih autora se mogu objasniti
jedino prisustvom ES antigena ovog parazita u cirkulaciji domacina. Naime, u hroni¢noj
infekciji su ve¢ formirani kompleksi domacin — parazit, oformljene su ¢elije negovateljice i
kao 1 kapsula koja omogucava prohodnost ES L1 antigena u pravcu domacina. Takode
moguce je 1 da ovaj parazit utiCe na imunski sistem. Poznato je da infekcije razlicitim
bakterijama i parazitima mogu da nespecificno pojacaju imuni sistem i odbrambenu
sposobnost domacina i tako ga zastite od razli¢itih agenasa.

Dosadasnje malobrojne studije o antitumorskom mehanizmu T. spiralis uglavnom
nisu bile fokusirane na efektorne mehanizme imunskog sistema, a sam antitumorski efekat
se ispitivao u in vivo sistemu. Tako najnovija studija Gong i sar., 2011, ukazuje da
infekcija sa T. spiralis aktivira imunoloski kompetentne ¢elije da produkuju citokine koji
inhibiraju rast tumora, moguca je uloga c-Ski onkoproteina i TGF .

Znacaj koji bi mogli da imaju helminti u mogucoj terapiji tumora pokazuje i patent
broj US 7,335,354 B2 od 26 februara 2008 pod naslovom ,,Metodi za redukciju malignih
tumora pomocu terapije eozinofilima/helmintima® Georga Frenoy-a. To je metod
redukovanja veli¢ine malignih tumora sisara koriS¢enjem ekskretornih 1 sekretornih
antigena helminata, jaja helminata i ekstrakata helminata u cilju aktivacije eozinofila koji
infiltriraju tumore i dovode do imunolos$kog odgovora (Frenoy, 2008).

Na osnovu trenutno raspolozivih saznanja bilo bi smelo Spekulisati o mehanizmima
delovanja T. spiralis na tumore. Medutim, nadamo se da ¢e buduca ispitivanja uneti vise

svetla i u ovaj domen interakcije parazita i domacina.

6.2.1. Efekat mebendazola na rast tumora in vivo

Ispitivanja uticaja peroralne aplikacije mebendazola, pokazala su da terapija
ovim lekom dovodi do statisti¢ki znacajne supresije rasta melanoma. Rast melanoma se
usporava posle primene ovog leka u odnosu na kontrolne Zivotinje, tako da je kod
tretiranih Zivotinja zapremina i teZina tumora statisticki znaCajno manja nego kod

kontrolnih zivotinja.
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Koncentracije koje smo primenili in vitro mogu se lako posti¢i in vivo u cilju
ostvarivanja inhibicije rasta tumora, $to smo eksperimentalno i pokazali. Pored toga, vazno
je napomenuti da ove koncentracije ne dovode do pojave poznatih $tetnih efekata.

Mukhopadhay i saradnici (2002) su pokazali da mebendazol, aplikovan peroralno
miSevima, snazno inhibira rast presadenog humanog tumora, kao i1 broj i veli¢inu tumora u
eksperimentalnom modelu pluénih metastaza. Slicne nalaze su objavili Sasaki 1 saradnici
krajem iste godine. Obe grupe su pokazale da mebendazol ne uti¢e na normalne ¢elije in
vitro poput W138 celija endotela humane umbilikalne vene, odnosno normalnie
fibroblaste. U literaturi se navodi da mebendazol antikancerski efekat ispoljava time $to
prevenira polimerizaciju tubulina (Sasaki i sar., 2002) ali i inhibicijom vaskularizacije
tumora (Doudican 2008 Sasaki i sar., 2008). Ovaj lek takode inaktivise Bcl-2 (Doudikan i
sar., 2008; Bai i sar., 2011), i ima sposobnost da indukuje spoljasnji put apoptoze i
posledi¢no efektorske kaspaze (Doudican i sar., 2008; nasi podaci) i na taj nacin indukuje
apoptozu.

Za terapiju kancera ispituju se mnogi lekovi koji deluju na tubulin. Medutim,
mnogi pri tome ispoljavaju znacajnu toksi¢nost, na primer kolhicin. Mebendazol i drugi
benzimidazoli deluju na tubulin na slié(nom mestu kao i kolhicin, ali na razlicitom mestu od
vinka alkaloida (vinblastin, vinkristin) koji su odobreni za terapiju nekih tumora, ali imaju
toksicne efekte (supresija kostne srzi i toksi¢nost na nervni sistem) (Bai i sar., 2011).
Poznato je da benzimidazoli deluju u nizim koncentracijama na ¢éelije parazita nego na
normalne c¢elije organizma lzgleda da ovi lekovi imaju slian efekat i kad su kancerske
¢elije u pitanju. Ovo ukazuje na povoljan terapijski indeks za in vivo primenu (Bai i sar.,
2011).

Tumorske celije se smatraju antigenima ali ne 1 imunogenima bilo zbog
prezentacije slabo prepoznatljivih antigena ili zbog nesposobnosti imunskog sistema da ih
prepozna. (Ferrucci i sar., 2012). Za uspesno odbacivanje tumora delovanjem imunskog
sistema potrebna je adekvatna aktivacija CD4+ i CD8+ T limfocita i NK celija i
kostimulacija, odnosno prezentacija antigena preko antigen prezentujucih Celija. Zatim se u
efektorskoj fazi putem indukovanja apoptoze ¢elija tumora, citolitickog delovanja (perforin
1 granzim B), kao i delovanjem TNFa i IFNy unistavaju ¢elije tumora (Kline 1 sar., 2008;
Pietra i sar., 2009). Najbolji efekat u unistavanju kancerskih celija imaju citotoksic¢ni T

limfociti koji prepoznaju tumorske antigene na kancerskim ¢elijama (Tanaka i sar., 2012).

101



Da bi se ovakav scenario i ostvario potrebno je ukloniti negativnu regulaciju
antitumorskog imunskog odgovora. Kod pacijenata obolelih od tumora povecan je broj i
aktivnost imunosupresorskih ¢elija, ukljucujuéi regulatorne T Celije 1/ili supresorske ¢elije
mijeloidnog porekla (myeloid-derived suppressor cells - MDSCs) (Kline i sar., 2008;
Tanaka i sar., 2012). Istrazivanja Kline i saradnika (2008) su pokazala da deplecija T
regulatornih ¢elija dovodi do odbacivanja B16 tumora kod miSeva. T regulatorne Celije
imaju vaznu ulogu u odrzanju tolerancije na sopstvene antigen i homeostazu imunskog
sistema tako Sto suprimiraju mnoge fizioloske i patoloske imunske odgovore. Kod ljudi i
glodara ove celije se infiltriraju u tumor i slabe antitumorski imunski odgovor.
Akumulacija T regulatornih ¢elija kod obolelih od melanoma je glavni uzrok izbegavanja
imunskog odgovora od strane tumora. U misjem modelu melanoma deplecija T reg
indukuje antitumorski imunitet i poboljSava ¢iS€enje tumora i prezivljavanje obolelih
zivotinja (Jacobs 1 sar., 2012). Da su sve celije imunskog sistema vazne u odbrani od
tumora pokazali su DiLillo i saradnici (2010) nalazom da deplecija B limfocita dovodi do
pojacanog rasta eksperimentalno izazvanog melanoma kod miSeva u poredenju sa
kontrolom. Ovo nastaje zbog toga §to su B limfociti potrebni za optimalnu aktivaciju T
limfocita.

Efikasna terapija melanoma moze se bazirati na imunoterapiji zajedno sa ciljanom
terapijom da bi se stimulisala aktivnost efektorskih ¢éelija imunskog sistema i iskljucio
supresorski efekat T regulatornih ¢elija. 1z tog razloga korisne su sve strategije koje mogu
da obezbede mehanizam kojim bi se antitumorski imuni odgovor ponovo uspostavio
(Jacobs i sar., 2012).

Danas, moderna terapija tumora pa i melanoma, ukljucuje sistemsku hemioterapiju
lekovima (sintetski i prirodnog porekla) (Pan i sar., 2010) kao sto su dakarbazin (DTIC),
cisplatina (Mandic i sar., 2001) i inhibitori kinaza (Vemurafenib) (Yap i Workman, 2012).
Pored toga terapija ukljucuje adjuvantnu terapiju visokim dozama interferona alfa (IFNa).
Medutim, uprkos tome trenutno ne postoji efikasna terapija zbog rezistencije metastatskog
melanoma na hemioterapiju (Ascierto i sar., 2006; Markovi¢ i sar., 2007b). Imunoterapija
sa intrleukinom-2 (IL-2) ili interferonom se Kkoristi samostalno ili u kombinaciji sa
hemioterapijom ali uspeh ove terapije je ogranicen oko 10-15% (Ascierto i Kirkwood,
2008).
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Iz navedenih razloga proistiCe potreba proSirivanja izbora danas dostupnih
tretmana melanoma uvodenjem novih terapijskih supstanci. Jedan od mogucih nacina da se
ubrza uvodenje novih lekova u klinicka ispitivanja terapije melanoma je ispitivanje
poznatih i veé registrovanih lekova sa puno dostupnih podataka 0 dobrom bezbednosnom

profilu kod ljudi 1 Zivotinja bez obzira na namenu za koju su registrovani.

Ovim ispitivanjima pokazali smo da ES L1 antigen T. spiralis i mebendazol
smanjuju prezivljavanje i indukuju apoptozu melanomskih ¢elija in vitro. Apoptoza je
posledica aktiviranja kaspaze -8 i efektorske kaspaze -3. Ovi podaci pokazuju da bi
tretman svakom od ovih supstanci mogao predstavljati efikasni nacin indukovanja
apoptoze kod pacijenata obolelih od melanoma. Nasa, in vivo ispitivanja ukazuju da
infekcija C57Bl/6 miseva Trichinella-om, odnosno tretman C57Bl/6 miseva
mebendazolom dovode do usporenog rasta tumora koji imaju statisticki znacajno

(p<0,001) manju zapreminu i masu u odnosu na odgovarajuée kontrolne grupe.

Dosadasnja ispitivanja drugih autora, ali i nasa, ukazuju da bi T. spiralis i/ili njeni
produkti, kao i mebendazol mogli biti primenjeni u predklinickim i klinickim ispitivanjima
terapije melanoma i drugih oblika tumora. S obzirom da postoji velika potreba za novim
terapijama melanoma ali i drugih kancera, u buduc¢nosti se sa sigurno$¢u mogu ocekivati

njihova dalja ispitivanja.
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7. ZAKLJUCCI
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Na osnovu rezultata sprovedenih ispitivanja zakljucili smo sledece:

1.

Ispitivanje uticaja ES L1 antigena Trichinella spiralis na prezivljavanje
melanomskih ¢elija in vitro pokazalo je da ovaj antigen dovodi do blagog ali
statisticki znaCajnog smanjenja prezivljavanja humanih (Fem-X) i misjih (B16)
melanomskih ¢elija. Nesto je jaci efekat postignut na celije humanog nego na

¢elije miSjeg melanoma, ali ova razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.

Ispitivanje uticaja mebendazola na prezivljavanje melanomskih ¢elija in vitro
pokazalo je da ova supstanca dovodi do statisticki znaCajnog Smanjenja
prezivljavanja humanih (Fem-X) i misjih (B16) melanomskih ¢elija. Nesto je jaci
efekat postignut na celije humanog nego na c¢elije misjeg melanoma, ali ova

razlika nije statisticki znacajna.

Ispitivanje uticaja ES L1 antigena Trichinella spiralis na apoptozu melanomskih
¢elija in vitro pokazalo je da ovaj antigen dovodi do blage, ali statisti¢ki znacajne
indukcije apoptoze misjih (B16) melanomskih ¢elija. Ovaj efekat je vremenski

zavisan.

Ispitivanje uticaja mebendazola na apoptozu melanomskih ¢elija in vitro pokazalo
je da ova supstanca dovodi do statisti¢ki znaajne indukcije apoptoze misjih

(B16) melanomskih ¢elija. Ovaj efekat je vremenski zavisan.

Ispitivanje uticaja inhibicije kaspaza -3, -8, -9 na apoptozu melanomskih celija
indukovanu ES L1 antigenom in vitro pokazalo je da: inhibicija kaspaza -3 i -8
dovodi do statisticki znacajne inhibicije indukcije apoptoze miSjih (B16)

melanomskih ¢elija ovim antigenom.

Ispitivanje uticaja inhibicije kaspaza -3, -8, -9 na apoptozu melanomskih ¢elija
indukovanu mebendazolom in vitro pokazalo je da: inhibicija kaspaza -3 i -8
dovodi do statisticki znaCajne inhibicije indukcije apoptoze miSjih (B16)

melanomskih ¢elija ovom supstancom.
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7. lspitivanja uticaja hroni¢ne infekcije sa Trichinella spiralis, pokazalo je da
infekcija ovim parazitom dovodi do statisti¢ki znacajne supresije rasta melanoma,
in vivo kod C57BI1/6 miseva, kada se B16 celije aplikuju 40-og dana od infekcije
ovom nematodom. Rast melanoma je sporiji u odnosu na kontrolne Zivotinje, tako
da je kod inficiranih Zivotinja zapremina i tezina tumora statisticki znacajno

manja nego kod kontrolnih.

8. Ispitivanja uticaja peroralne aplikacije mebendazola, in vivo kod C57Bl/6 miSeva,
pokazala su da terapija ovim lekom dovodi do statisticki znacajne supresije rasta
melanoma. Rast melanoma se usporava posle primene ovog leka u odnosu na
kontrolne zivotinje, tako da je kod tretiranih Zivotinja zapremina i tezina tumora

statisticki znac¢ajno manja nego kod kontrolnih zivotinja.

Na kraju, na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da obe ispitivane
supstance (ES L1 antigen T. spiralis i mebendazol) poseduju antitumorski potencijal kako

u uslovima in vitro tako i u uslovima in vivo.
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Mpwunor 1.

WUsjaBa o ayTopCcTBY

MotnucaHu-a 5 A S/ A \/,4 XL & Vv

6poj Haekca

UsjaBrbyjeMm
Aa je pokropcka avcepTaumja nof HacnoeBom

Efekat ekskretorno-sekretornog antigena misiénih larvi__ Trichinella _spiralis i
antihelmintika mebendazola na ¢elije melanoma u uslovima in vitro i in vivo

e pesynTart ConcTeBeHor ucTpaxusaykor paaa,

e [a npeanoxeHa Auceprauujay UenuHn H1 y AenoBuMa Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujare Guno koje aunnome npema CTyAMCKMM nporpamuma Apyrux
BMCOKOLLKONCKMX YCTaHOBa,

e [acy pesynTtaTu KOPeKTHO HaBeaeH! n

e [a HUCaM Kplumo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO MHTENeKTyanHy CBOjUHY
ApYruX nuua.

MoTnuc aoKropaHaa

y Beorpany, 21 (0 2014
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Mpwnor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTM LITAaMMNaHe U efleKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paja

Wme u npesume aytopa _Sasa Vasilev

Bpoj nhaekca

Cryavjcku nporpam

Hacnos pana Efekat ekskretorno-sekretornog antigena misiénih _larvi  Trichinella
spiralis i antihelmintika mebendazola na ¢éelije melanoma u uslovima in vitro i in vivo

MenTop _prof. dr Vitomir Cupi¢

Motnucanw/a ___Sasa Vasilev

V3jaBreyjem Aa je wramnaHa Bepauja MOr [OKTOPCKOr pajja UCTOBETHA eneKTPOHCKO]
BEpauju kojy cam npepao/na 3a objasrbuBake Ha noptany [urutanHor
penosutopujyma YHuBep3auteta y Beorpaay.

[ossorbasam aa ce ofjaBe MOjM NUYHKM NoOJaUM Be3aHW 3a nobujare akagemckor
3Baka [OKTOpa Hayka, Kao LTO Cy UMe U npesume, roanHa U Mecto pofjera 1 aatym
oabpaxe papa.

OB nuuHM nopaun Mory ce OGjaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHWLaMa AuruTanHe
GubnuoTeke, y eNekTPOHCKOM KaTarnory vy nybnvkauvjama Yrusepauteta y Beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

3 2
//; 4 - Zs‘f zaf[g

Y Beorpaay, 24 L. o1
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenauwhyjem YHusepauteTcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* ga y [Aurutantu
penoautopujym YHusepauteTa y Beorpafy yHece Mojy AOKTOPCKY AvcepTtauujy noa
HacroBoOM:

Efekat _ekskretorno-sekretornog antigena misiénih _larvi _Trichinella _spiralis i
antihelmintika mebendazola na éelije melanoma u uslovima in vitro i in vivo

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[lucepTaumjy ca CBUM NpurioaMma npeaao/na cam y enekTpoHckoM dhopmaty norogHoM
3a TPajHO apXmBUpa-Ee.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noxpatseHy y [urutaniu penosutopujym YHusepanteta
y Beorpagy Mory 4a KopucTe CBU Koju noLuTyjy oapeade caapxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanydvo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLWjanHo
@Awopcreo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AenNUTW Noj UCTUM ycrnosuma
5. AytopctBo — 6e3 npepajae
6. AyTOpCTBO — AENUTU NoA UCTUM YCoBUMA

(MonuMo Aa 3a0KpYXUTE Camo jefHy Of LIEeCT NOHYReHUX NuuUeHuwW, KpaTtak onuc
NUUEHUM AaT je Ha nonefunn nucra).

MoTnuc pokropaHaa

lewe Fonccl

Y Beorpagy, Zé, w. 2o,
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1. AyTopcTBO - [lo3BOrbaBarte yMHOXaBate, aucTpubyumjy W jaBHO caonwiTasarbe
fena, v npepaje, ako ce HaBefe ume ayTopa Ha HauuH oapefeH op cTpaHe aytopa
YNW AaBaolia NULEHLE, Yak U y KomepumjanHe CBpxe. Ogo je HajcnoboaHwja of cBnx
NULEHLN.

2. AyTOpCTBO — HeKoMepuujarnHo. [lo3BorbaBare ymHOXaBake, aveTpubyumjy v jasHo
caoniwiTaBare Aena, U npepaje, ako ce HaseAe ume aytopa Ha HauuH oppeheH oa
cTpaHe aytopa unu Aasaoua nuueHue. OBa NUUEHUA He [03BOrbaBa Komepuwjandy
ynotpeby aena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo - 6e3 npepage. [losBorbaBare yMHOXaBahe,
auctpubyumjy W jaBHO caonwiTasare Aena, 6e3 npomeHa, npeobrnukosarea Wn
ynotpebe fena y CBOM feny, ako Ce HaBeAe WMe aytopa Ha HaduH oapefeH oa
cTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. Oea nuueHua He A03B0rbaBa KomepuwjanHy
ynotpeBy Aena. Y OfiHOCY Ha cBe ocTane SiMueHLe, OBOM JMLEHLIOM ce orpaHuyasa
Hajsehv obum npasa kopuiherba aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuWjanHo — AEnUTA MoA MCTUM yCnosnma. [ossorbaBare
YMHOXaBatse, AUCTPUBYLIMjY U jaBHO CaonwiTaBake Aena, 1 Npepaae, ako ce HaBsene
uMe ayTopa Ha HauuH ofpefieH O CTpaHe ayTopa unu Aasaoua fnuueHue v ako ce
npepaga AMCTpuGyupa Moj WCTOM WM CRMYHOM  NMLEHLIOM. OBa nuueHua He
[0380rbaBa komepuwjanty ynotpeby Aena v npepasa.

5. AytopcTeo — Ge3 npepape. [losBorbasare yMHOXaBakbe, avucTpubyuujy U jaBHo
caonwTasare aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarba Unu ynotpebe Aenay ceom Aeny,
aKko ce HaBede WMe ayTopa Ha HauuH oapefleH oA CTpaHe ayTopa wnu Aasaoua
nuueHLe. OBa nULIEHLA A03BOMbaBa KoMepumjanHy ynotpedy Aena.

6. AyTOPCTBO - AENWTW NnoA WCTUM ycriosuma. [lo3Borbasare  yMHOXABAILE,
AMCTPUBYLIM]Y 1 jaBHO CaonuTaBake Aena, U Npepaje, ako ce HaBe/e ume aytopa Ha
HaumH oapefieH OA CTpaHe ayTopa WnM Aasaoua NMUeHUe W ako ce npepaja
AVCTpMOYMpa NOA WCTOM WAW CMMHOM nuueuom. OBa nuueHua Aossorbasa
KomepuujanHy ynoTtpeby Aena u npepapa. CnudHa je codTBEpCKUM nuueHuama,
OZIHOCHO NULIEHLiaMa OTBOPEHOT KOA.
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