UNIVERZITET U NOVOM SADU
MEDICINSKI FAKULTET

DOKTORSKE STUDIJE KLINICKE MEDICINE

DELOVANIJE LEKOVA
REGISTROVANIH ZA NEONKOLOSKE INDIKACIJE
NA EKSPERIMENTALNI FIBROSARKOM HRCKA

DOKTORSKA DISERTACIA

Kandidat:

Mentori:
Dusica Popovi¢

Prof. dr Dusan LaloSevic
Prof. dr Jovanka Kolarovic

Novi Sad, 2019. godine



Ispitivanja koja su uradena za vreme izrade doktorske disertacije finansirana
su iz sredstava dugorocnog projekta od znacaja za nauku i tehnoloski razvoj AP
Vojvodine - nau¢nog projekta broj 142-451-2413/2018-03 (u toku je trecda faza
projektnog ciklusa 2016-2019. godine) pod nazivom: ,Efikasna, selektivna,
netoksicna antitumorska terapija nanoinkapsulacijom, ciljanim pogadanjem
antikancerskih meta i PET/CT pracenjem bolesnika”, Medicinski fakuletet Novi
Sad iz Novog Sada (koji je finansirala AP Vojvodina, Pokrajinski sekretarijat za
visoko obrazovanje i naucnoistrazivacku delatnost).



Zahvalnica

Zahvaljujem se svojim mentorima, prof. dr Dusanu Lalosevicu, Sefu Katedre za histologiju i
embriologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu i prof. dr Jovanki Kolarovi¢, nacelnici
Odeljenja za hematologiju SluZbe za decju hematologiju i onkologiju Instituta za zdravstvenu
zastitu dece i omladine Vojvodine, na nesebi¢noj pomoci i pozrtvovanom zalaganju koje je
bilo presudno za nastanak ove disertacije.

Zahvaljujem se prof. dr Ivanu Capo, $efu Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog
fakulteta u Novom Sadu na korisnim sugestijama i izdvojenom vremenu tokom izrade
doktorata, pomoci, predusretljivosti i razumevanju.

Zahvaljujem se prijateljima i kolegama, asistentima dr Dejanu Miljkovic¢u i dr Milanu
Popovicu sa Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu, i dr
Kosti Popovicu sa Zavoda za farmaciju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu na velikom
trudu koji su uloZili prilikom izrade ove teze.

Takode se zahvaljujem kolegama dr Pavlu Banoviéu sa Pasterovog zavoda, Jovani Drljaci,
Mileni Vujkov i Dragici Bulaji¢ sa Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta
u Novom Sadu za dragocenu pomoc.

Posebno se zahvaljujem visem nauc¢nom saradniku Sari Savi¢ i nau¢nom saradniku Marini
Zeki¢ sa Naucnog instituta za veterinarstvo u Novom Sadu za pomo¢ u vezi hematoloske i
biohemijske analize krvi.

Prof. dr Jasni Mihailovic, prof. emeritusu dr Branimiru Guduricu, izuzetnim strucnjacima za
onkologiju, kao i doc. dr BoZani Nikolic¢, zahvaljujem na korisnim savetima.

Ogromnu zahvalnost dugujem bratu i roditeljima, Jovanu i Vesni, koji su uvek bili nezamenjiv
oslonac i podrska, tokom celog mog Zivota, i posebno tokom izrade ovog rada.

Dusica Popovic



Univerzitet u Novom Sadu
Medicinski fakultet
Klju¢na dokumentacijska informacija

Redni broj:
RBR

Identifikacioni broj:
IBR

Tip dokumentacije:
D

Monografska dokumentacija

Tip zapisa:
TZ

Tekstualni Stampani materijal

Vrsta rada (dipl., mag., dokt.):
VR

Doktorska disertacija

Ime i prezime autora:
AU

Dusica Popovié

Mentor (titula, ime, prezime, zvanje):
MN

Prof. dr Dusan LaloSevi¢
Prof. dr Jovanka Kolarovié

Naslov rada: Delovanje lekova registrovanih za

NR neonkoloske indikacije na eksperimentalni
fibrosarkom hréka

Jezik publikacije: Srpski

JP

Jezik izvoda: Srp. / eng.

JI

Zemlja publikovanja: Srbija

ZP

UzZe geografsko podrucje: Vojvodina

UGP

Godina: 2019.

GO

Izdavac: autorski reprint

1Z

Mesto i adresa: Medicinski fakultet, Novi Sad,

MA Hajduk Veljkova 3




Fizicki opis rada:

(broj poglavlja 8 / stranica 117 /

FO slika 36 / referenci 150 / priloga 1)
Naucna oblast: Medicinske nauke

NO

Naucna disciplina: Histologija i embriologija, Onkologija
ND

Predmetna odrednica, klju¢ne redi:

eksperimentalni sarkom + terapija

PO lekovima; metformin; mebendazol;
itrakonazol; diklofenak; nitroglicerin;
deoksiholna kiselina; kofein; eksperiment
na Zivotinjama; sirijski zlatni hréak

UDK 615.2.017:616-006
615.2.017:[612.08:599.323.4
615.277.07

Cuva se: Biblioteka Medicinskog fakulteta, Novi Sad

Cu

VaZna napomena:

VN

Izvod: Mnogi lekovi registrovani za razne druge

1z indikacije mogu da deluju selektivno na

tumorske receptore, signalne puteve,
metaboli¢ke procese, bioenergetske
faktore, enzime, proteine, gene koji
reguliSu proliferaciju, apoptozu i
neoangiogenezu tumora ne pogadajudi
ove procese kod zdravih ¢éelija. Uvodenje
novih lekova je izrazito dug, slozen i skup
proces istrazivanja. Koris¢enjem principa
otkrivanja antikancerskog efekta kod vec
registrovanih lekova za druge indikacije,
direktno se uti¢e na skradivanje vremena i
troSkova istraZzivanja.

Eksperimentalno je ispitana efikasnost
antitumorskog delovanja mebendazola,
metformina, itrakonazola, diklofenaka,
nitroglicerina i deoksiholne kiseline na
fibrosarkom hréka izazvan BHK21/C13
tumorskom éelijskom linijom pra¢enjem
veli¢ine i histologije le¢enih tumora.
Eksperimentalno je ispitana moguénost
primene deoksiholne kiseline,
nitroglicerina, kofeina i itrakonazola kao
adjuvansa u kombinaciji sa pojedinim
ispitivanim lekovima (metformin,
itrakonazol, diklofenak) za lecenje
fibrosarkoma hrcka.

Kako je ispitivanje vrSeno na mladuncima i




mladim hrckovima i kako su sarkomi
najceséi u decijem uzrastu, definisanje
potencijalne antikancerske uloge
ispitivanih lekova se odnosi prvenstveno
na njihovu primenu u pedijatriji.
Pokazano je da metformin, kombinacije
metformina sa kofeinom, metformina sa
itrakonazolom i metformina sa
nitroglicerinom deluju u pogledu svih
ispitivanih parametara tumora
antitumorski na fibrosarkom hrcka. Kofein,
itrakonazol i nitroglicerin pojacavaju
antitumorsko dejstvo metformina na
fibrosarkom hrcka.

Tokom svih eksperimenata realizovanih u
okviru ove disertacije, pokazalo se da nije
bilo delotvornog tretmana, koji ne sadrzi
metformin.

Datum prihvatanja teme od strane
Senata:
DP

10.11.2016. godine

Datum odbrane:
DO

Clanovi komisije:

(ime i prezime / titula / zvanje /
naziv organizacije / status)

KO

predsednik: prof. dr Dusan LaloSevi¢
¢lan: prof. dr Jovanka Kolarovi¢

¢lan: prof. dr Jasna Mihailovi¢

¢lan: doc. dr Bozana Nikoli¢

¢lan: prof. emeritus dr Branimir Guduri¢




Univesity of Novi Sad
Faculty of Medicine
Key word documentation

Accession number:
ANO

Identification number:

INO

Document type: Monograph documentation

DT

Type of record: Textual printed material

TR

Contents code: PhD

cC Thesis

Author: Dusica Popovié

AU

Mentor: PhD Dusan LaloSevié, full professor
MN PhD Jovanka Kolarovi¢, full professor
Title: Effect of repurposing non-cancer drugs on
T experimental fibrosarcoma in hamsters
Language of text: Serbian

LT

Language of abstract: eng./ srb.

LA

Country of publication: Serbia

CP

Locality of publication: Vojvodina

LG

Publication year: 2019.

PY

Publisher: Author’s reprint

PU

Publication place:
PP

Medical Faculty, Novi Sad,
Hajduk Veljkova 3




Physical description:

PD

(number of chapters 8 / pages 117 /
pictures 36 / references 150 / additions
1)

Scientific field:
SF

Medical science

Scientific discipline:
SD

Histology and embriology, Oncology

Subject, key words:
SKW

Sarcoma, Experimental + drug therapy;
Metformin; Mebendazole; Itraconazole;
Diclofenac; Nitroglycerin; Deoxycholic
Acid; Caffeine; Animal Experimentation;
Mesocricetus

ucC 615.2.017:616-006
615.2.017:[612.08:599.323.4
615.277.07

Holding data: Library of Medical faculty, Novi Sad

HD

Note:

N

Abstract: Many drugs registered for various other

AB indications can act selectively to tumor

receptors, signaling pathways, metabolic
processes, bioenergetic factors, enzymes,
proteins, genes that regulate proliferation,
apoptosis, and neoangiogenesis of the
tumor without affecting these processes in
the healthy cells. The introduction of new
drugs is a very long, complex and
expensive process of research. Using the
principle of detecting the anticancer effect
in already registered drugs for other
indications, directly affects the reduction
of time and cost of research.

The efficacy of mebendazole, metformin,
itraconazole, diclofenac, nitroglycerin and
deoxycholic acid antitumor activity on
hamster fibrosarcinoma induced
experimentally by the BHK21/C13 tumor
cell line was tested by monitoring the size
and histology of the treated tumors.

The possibility of using deoxycholic acid,
nitroglycerin, caffeine and itraconazole as
an adjuvant in combination with
investigated drugs (metformin,
itraconazole, diclofenac) for the treatment
of hamster fibrosarcoma has been
experimentally tested.




As the examination was carried out on
young cubs and young hamsters and that
sarcomas are the most common in
childhood, defining the potential anti-
cancer role of the investigated drugs
relates primarily to their application in
pediatrics.

Metformin, combinations of metformin
with caffeine, metformin with itraconazole
and metformin with nitroglycerin have
shown antitumor action on the hamster
fibrosarcoma in terms of all tested tumor
parameters. Caffeine, itraconazole and
nitroglycerin increase the antitumor effect
of metformin on the hamster fibrosarcoma.
During all the experiments carried out
within this dissertation, there has been no
effective treatment, which does not
contain metformin.

Accepted on Senate on:

AS

10™ November 2016

Defended:
DE

Thesis Defend Board:
DB

president: PhD Dusan LaloSevié¢, full
professor

member: PhD Jovanka Kolarovié, full
professor

member: PhD Jasna Mihailovi¢, full
professor

member: PhD BoZzana Nikolic, assistant
professor

member: PhD Branimir Guduri¢, professor
emeritus




Doktorska disertacija Dusica Popovic

SADRZAJ

L0 0 0 1
p 20T LN 0] o T 3
2.1 Registrovani lekovi za koje postoje dokazi o antikancerskim svojstvima ............ 3
2.2 Efekat nekih neonkoloskih lekova na tumore prema podacima in vitro.............. 5
2.2.1. MEbENAAZON ... e e 6
2.2.2. MEEFOIMIN..ccuiiiiie et 7
2.2.3. ItraKoNAzZOl ....coiuiiieiiiie e e e 7
2.2.4. DIKIOFENAK ....eeiiiiiecee e e 7
B T T o ={ 1 ol =T o T o U UPPRSR 8
2.3 Mehanizmi delovanja neonkoloskih lekova na antitumorske ciljeve .................. 8
2.4 Sarkomi U pedijatriji......cccceereeeeereeniiieniiiinieienneieeniereeeerensereencerenerenseesensessnnnesens 10
3. CILJEVI | HIPOTEZE ISTRAZIVANJA........cotvtrtrriminencitstsssssnecsssssssssssssssssssssssensssasens 11
3.1 CiljeVi iStraZivanja .......cccceeeiiiienniiiiieniiiiieeniiereeenieeseenneessennssessesnsssssssnnssssssnnnnns 11
3.2 Radne RIPoteze......ccieuiiiieiiiiiciiccrecrrre e reae s sne e sen s senesesenssssensasans 11
3.3 Ocekivani rezultati istraZzivanja.......cccceeeeeneereeereenieieeneerenereeneerenserenssersaseesansesens 11
4. EKSPERIMENTALNI DEO......coitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiiissssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 13
4.1 Eksperimentalni model i plan istraZivanja........cccccceeeiiiieeniiiiieeciinneencccnneenneenn. 15
LNy 2|V T =1 4 -] (R OO 17
4.2.1 Koriséena Celijska KUITUIa ......cooeieiiiiieee et 17
4.2.2 Koriséene hemijske SUPSLANCE......ccccvveeeeiiee it 18
4.2.3 Koriséene eksperimentalne Zivotinge.........ccceeeevvveeeeeeeeeiccciireeeeee e 19

4.2.4 Supstance koriséene za histolosku obradu i imunohistohemijsko bojenje
EKIVA ¢ e e 19
4.3 Metode....ccciiiiiiiiiiiiiiiicrr s 20
4.3.1 Programi istrazivanja (faze) ......cceeeeeeee e 20
4.3.2 HistoloSka obrada i imunohistohemijsko bojenje tkiva ........ccccccceennnneeee. 31
4.3.3 StatistiCka @analiza ........ccooviiiiiiie e 34
5. REZULTAT L .cuuuuuieiiiniiininnniiinnnininnsnsisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 35

5.1. Eksperiment | - Delovanje mebendazola na fibrosarkom kod mladih hrc¢aka ... 35
5.2. Eksperiment Il - Delovanje metformina na fibrosarkom kod mladih hrcaka..... 38

5.3. Eksperiment Il - Delovanje kombinacije metformina i kofeina na fibrosarkom
kod mladih hréaka .....ccccieeeiieeiiricreccrc et ree e s e e re e s e ne e sen s s eeasasennns 41



Doktorska disertacija Dusica Popovic

5.4.

5.5.

5.6.

Eksperiment IV — Delovanje itrakonazola i antikancerska interakcija
metformina i itrakonazola na fibrosarkomu mladih hréaka ............cccceuuneennnee. 45

Eksperiment V — Delovanje diklofenaka, metformina sa nitroglicerinom (na
malim - mladuncima i velikim mladim jedinkama hrcaka) i valorizacija
delovanja kombinacije metformina sa kofeinom na mladuncima. ................... 57

Eksperiment VI — Delovanje deoksiholne kiseline, nitroglicerina, i kombinacija
itrakonazola sa deoksiholnom kiselinom, itrakonazola sa nitroglicerinom,
metformina sa deoksiholnom kiselinom, diklofenaka sa deoksiholnom

kiselinom i diklofenaka sa nitroglicerinom .......c.ccccovveeiiiiiiiniiiiinnsiinineninnnen, 61

6. DISKUSIA ...ttt sssaaesss s s st s s e s asssssssssssssessssssssssssssssnennnsnsssssnss 65
6.1. Eksperiment | — Antikancersko delovanje mebendazola.........cc.ccceuvereneirennnnne. 65
6.2. Eksperiment Il — Antikancersko delovanje metformina..........cccceeiiiiienniinnennn. 72
6.3. Eksperiment Il — Antikancersko delovanje kombinacije metformina i kofeina 77

6.4.

6.5.

Eksperiment IV — Antikancersko delovanje itrakonazola i kombinacije
metformina i itrakonazola .........ccooovirreeeiiiiiiiiiiiir 81

Eksperiment V — Antikancersko delovanje kombinacije metformina sa
nitroglicerinom i valorizacija delovanja kombinacije metformina sa kofeinom 85

6.6. Eksperiment VI — Antikancersko delovanje kombinacija sa deoksiholnom
Y=Y 1T o T 86
7. ZAKLUCCH .ottt sttt sttt e e s ettt s s e sn s 88
8. LITERATURA ... s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s 91
L TR o {10 T 106



Doktorska disertacija Dusica Popovic

1. UvOD

Sve je viSe saznanja da mnogi lekovi registrovani za razne druge indikacije mogu da
deluju selektivno na tumorske receptore, signalne puteve, metabolicke procese,
bioenergetske faktore, enzime, proteine, gene koji reguliSu proliferaciju, apoptozu i
neoangiogenezu tumora ne pogadajucéi ove procese kod zdravih éelija. Uvodenje novih
lekova je izrazito dug, sloZen i skup proces istraZzivanja. KoriS¢enjem principa otkrivanja
antikancerskog efekta kod veé registrovanih lekova za druge indikacije, direktno se utic¢e na

skradivanje vremena i troskova istrazZivanja.

Pretklinicki laboratorijski eksperimenti i brojne klinicke studije, kao i epidemioloska
istrazivanja velikih razmera argumentuju perspektivna antitumorska svojstva mnogih
postojeéih lekova koje milioni ljudi uzimaju sigurno svaki dan za druge indikacije [1-4]. Do
sada je identifikovano oko 70 registrovanih lekova za koje postoje dokazi o antikancerskim
svojstvima, na primer: antihelmintik mebendazol [5], analgo-antipiretik aspirin [6],
antidijabetik metformin [7-9], lekovi za sniZavanje holesterola statini [10], antibiotik
doksiciklin [11], antacid cimetidin [12], antigljivicni lek itrakonazol [13], ACE-inhibitor
perindopril [14, 15], vazodilatator nitroglicerin [16], antireumatik diklofenak [17, 18] i dr. Za
nabrojane lekove postoje podaci [1-4] da suprimiraju rast kultura malignih éelija in vitro
(nisu dovrSena ispitivanja na eksperimentalnim Zivotinjama in vivo, kao ni klinic¢ka
ispitivanja) sledecih neoplazmi (Tabela 2.1.): malignog melanoma [18-20], karcinoma pluéa
[16, 21], adrenokortikalnog [22, 23], kolorektalnog karcinoma [18, 24-26], karcinoma dojke
[27], jajnika [28], hepatocelularnog karcinoma [29], fibrosarkoma [18], osteosarkoma [24],
sarkoma mekog tkiva [24], akutne mijeloidne leukemije [30, 31], glioblastoma [32],
meduloblastoma [33, 34] i dr. Pri tome, ovi lekovi pogadaju neke od sledeéih tumorskih
meta izazivajuci: ostecenje mikrotubula neophodnih za deobu [35-39], stimulaciju p53
proteina ¢uvara genoma [40], suprimiranje Bcl-2 onkogena i proteina [40-41], podsticanje
Bax gena i proteina stimulatora apoptoze [42-52], inhibiciju AMPK/m-TOR (Mammalian
Target of Rapamycin) signalnog puta [7-9, 53-61], antihipoksicke efekte [16, 62, 63],
inhibiciju Hedgehog signalnog puta [64, 65], inhibiciju COX-2 (sinteze prostaglandina PGE2)
[17, 18], inhibiciju autofagije [7-9], imunostimulaciju [66-70], antihistaminske efekte [12],

antimigratorne efekte [61], ¢ime se postiZze suprimiranje proliferacije [4, 36], podsticanje
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apoptoze (programirana celijska smrt) [40-63], spre¢avanje neoangiogeneze [4], ometanje
metastaziranja [61] i dr. Treba prosiriti shvatanje moguénosti i znacaja primene ovih lekova
u onkologiji. Dalji eksperimenti in vivo na eksperimentalnim Zivotinjama i klinicke studije
neophodni su u cilju potvrdivanja antitumorskih svojstava poznatih lekova koji se
standardno primenjuju za druge indikacije, i za koje grupe pacijenata je takva terapija
netoksicna i efikasnija od uobicajene onkoloske terapije. Analiza eksperimentalnih i klinickih
rezultata je klju¢na za poboljSanje antitumorskog le¢enja. Lek protiv raka treba da bude
eti¢ki odobren i nau¢no dokazano efikasan. Potrebno je da se pronade najbolji, najsigurniji i

Sto jeftiniji oblik lecenja protiv raka.

Nepovoljna onkoepidemioloSka situacija u svetu, posmatrajuéi trend porasta
obolevanja i umiranja od malignih bolesti, utice na veliku angaZovanost farmaceutske

industrije u potrazi za lekovima koji bi ispoljavali antitumorski efekat.

U otklanjanju posledica ekoloske katastrofe uzrokovane ratom i bombardovanjem
osiromasenim uranijumom, od neprocenjivog znacaja po zdravlje stanovnistva je efikasna i
netoksi¢na antitumorska terapija, posebno kod dece, jer su u tom Zivotnom dobu maligniteti
u najvecem porastu. Sarkomi, u zna¢ajnom procentu smrtonosni maligni tumori, su najcesdéi
u decijem uzrastu, a mogu se javiti i na samom rodenju (Slika 4.1.). Zbog toga ¢e se
antikancerska efikasnost netoksi¢nih lekova i njihovih kombinacija ispitivati na modelu

dedijih kancera, kao Sto je fibrosarkom mladih hrckova (slike 4.2, 4.3.i14.4.).
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2. OPSTI DEO

2.1 Registrovani lekovi za koje postoje dokazi o antikancerskim svojstvima

Pronalasci ciljanog, selektivnog, efikasnog, neskodljivog, brzo primenljivog, finansijski
mogucéeg leCenja malignih bolesti, ne predstavljaju samo prvorazredni naucni izazov
otkrivanja same sustine i mehanizama Zivota i smrti éelija, nego su pre svega dobrobit za
bolesnike, duzinu i kvalitet njihovog Zivota i rada, kao i za ekonomski interes drustva. Jedna

od mogucnosti u tom pravcu je utvrdivanje antitumorskog dejstva dobro poznatih lekova

registrovanih za druge indikacije.

Tabela 2.1. Efekat nekih neonkoloskih lekova na tumore prema podacima in vitro,

u preliminarnim klini¢ckim i epidemiolo$kim studijama

Neoplazme

Neonkoloski lekovi

Delovanje na antitumorske ciljeve

maligni melanom
[5, 12, 18-20]

mebendazol [5],
nitroglicerin [16],
cimetidin [12],
diklofenak [17, 18]

ostecenje mikrotubula [36-39]
sprecavanje hipoksije [16, 62, 63]
inhibicija autofagije [7-9]
inhibicija neoangiogeneze [4]
imunomodulacija [66-70]

karcinom pluca
[5, 16, 21]

mebendazol [5],
metformin [7-9],
itrakonazol [13],
diklofenak [17, 18],
nitroglicerin [16]

ostecenje mikrotubula [36-39]
inhibicija AMPK/mTOR signalnog
puta [7-9, 53-61]

inhibicija Hedgehog signalnog puta
[64, 65]

inhibicija COX-2 (inhibicija PGE,)
[17, 18]

imunomodulacija [66-70]
sprecavanje hipoksije [16, 62, 63]

[5, 22, 23]

adrenokortikalni karcinom

mebendazol [5],
itrakonazol [13],
oralni ciklofosfamid

ostecenje mikrotubula [36-39]
inhibicija neoangiogeneze [4]
inhibicija Hedgehog signalnog puta
[64, 65]

[5, 12, 18, 24-26]

kolorektalni karcinom

mebendazol [5],
metformin [7-9],
cimetidin [12],
diklofenak [17, 18]
nitroglicerin [16]

ostecenje mikrotubula [36-39]
Inhibicija AMPK/mTOR signalnog
puta [7-9, 53-61]
imunomodulacija [66-70]
inhibicija histamina [12]
inhibicija COX-2 (inhibicija PGE,)
[17, 18]

sprecavanje hipoksije [16, 62, 63]
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Neoplazme

Neonkoloski lekovi

Delovanje na antitumorske ciljeve

karcinom dojke
[5, 13, 18, 27]

mebendazol [5],
metformin [7-9],
oralni ciklofosfamid,
cimetidin [12],
nitroglicerin [16]

ostecenje mikrotubula [36-39]
Inhibicija AMPK/mTOR signalnog
puta [7-9, 53-61]

inhibicija neoangiogeneze [4]
imunomodulacija [66-70]

karcinom jajnika
[5, 13, 18, 28]

mebendazol [5],
metformin [7-9],
diklofenak [17, 18],
itrakonazol [13],
cimetidin [12]

ostecenje mikrotubula [36-39]
Inhibicija AMPK/mTOR signalnog
puta [7-9, 53-61]

inhibicija neoangiogeneze [4]
inhibicija Hedgehog signalnog puta
[64, 65]

inhibicija autofagije [7-9]

hepatocelularni karcinom
[29]

mebendazol [5], ili
albendazol

ostecenje mikrotubula [36-39]
inhibicija neoangiogeneze [4]
inhibicija Hedgehog signalnog puta
(64, 65]

karcinom bubrega
[12]

cimetidin [12],
celekoksib,
losartan,
itrakonazol [13]

inhibicija neoangiogeneze [4]
inhibicija COX-2 (inhibicija PGE,)
[17, 18]

inhibicija Hedgehog signalnog puta
[64, 65]

imunomodulacija [66-70]

karcinom pankreasa
[13, 18]

cimetidin [12],
oralni ciklofosfamid,
diklofenak [17, 18],
mebendazol [5],
itrakonazol [13],
PSK (polisaharid

ostecenje mikrotubula [36-39]
inhibicija Hedgehog signalnog puta
[64, 65]

inhibicija neoangiogeneze [4]
imunomodulacija [66-70]

K/Krestin)
karcinom Zeluca cimetidin [12], inhibicija COX-2 (inhibicija PGE,)
[12] celekoksib, [17, 18]

itrakonazol [13]

inhibicija neoangiogeneze [4]
imunomodulacija [66-70]

karcinom prostate
(8,13, 18, 61]

itrakonazol [13],
statini (fluvastatin),
mebendazol [5],
metformin [7-9],
nitroglicerin [16]

inhibicija Hedgehog signalnog puta
[64, 65]

inhibicija neoangiogeneze [4]
ostecenje mikrotubula [36-39]

bazocelularni karcinom
[13]

itrakonazol [13],
celekoksib

inhibicija Hedgehog signalnog puta
[64, 65]

inhibicija COX-2 (inhibicija PGE,)
[17, 18]
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Neoplazme

Neonkoloski lekovi

Delovanje na antitumorske ciljeve

fibrosarkom, osteosarkom
i
sarkom mekog tkiva
[5, 17, 18, 24]

mebendazol [5],
itrakonazol [13],
metformin [7-9],
cimetidin [12],
diklofenak [17, 18],
oralni ciklofosfamid

ostecenje mikrotubula [36-39]
Inhibicija AMPK/mTOR signalnog
puta [7-9, 53-61]

IGF-I [7-9]

inhibicija Hedgehog signalnog puta
[64, 65]

inhibicija neoangiogeneze [4]
inhibicija autofagije [7-9]
imunomodulacija [66-70]

akutna mijeloidna

mebendazol [5],

ostecenje mikrotubula [36-39]

leukemija albendazol ili inhibicija COX-2 (inhibicija PGE,)
[5, 30, 31] oralni vinorelbin, [17, 18]

diklofenak [17, 18]
glioblastom i mebendazol [5], ostecenje mikrotubula [36-39]

meduloblastom
[5, 13, 18, 32-34]

hidrohlorokin,
itrakonazol [13],
cimetidin [12],
diklofenak [17, 18]

inhibicija autofagije [7-9]

inhibicija neoangiogeneze [4]
inhibicija Hedgehog signalnog puta
(64, 65]

imunomodulacija [66-70]

dezmoidalni tumori
(18]

diklofenak [17, 18],
tamoksifen

inhibicija COX-2 (inhibicija PGE,)
[17, 18]
inhibicija neoangiogeneze [4]

2.2 Efekat nekih neonkoloskih lekova na tumore prema podacima in vitro

Mnogi lekovi registrovani za razne druge indikacije suprimiraju rast kultura malignih
¢elija in vitro, ali nisu dovrSena ispitivanja na eksperimentalnim Zivotinjama in vivo, kao ni
klinicka ispitivanja. Za pronalazak novog leka potrebno je u proseku 13 godina i oko 1,8
milijardi americkih dolara. Potencijalni novootkriveni antitumorski efekat leka, koji je veé
registrovan za druge indikacije, ima ogroman znacaj imajuci u vidu ¢injenicu da prosecna

cena le¢enja jednog onkoloskog bolesnika danas iznosi vise desetina hiljada evra.

Za potrebe ovog istrazivanja izabrano je 5 registrovanih lekova za neonkoloske

indikacije sa antitumorskim svojstvima:

— mebendazol (antihelmintik),

— metformin (antidijabetik),
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— itrakonazol (antigljivicni lek),
— diklofenak (antireumatik),

— nitroglicerin (vazodilatator).

Ovi lekovi su izabrani iz sledeéih razloga:

— od identifikovanih registrovanih lekova za netumorske indikacije sa antikancerskim
svojstvima, za navedenih 5 lekova postoje podaci da deluju na celijske kulture
sarkoma ili mogu aktivirati antitumorske ciljeve koji se koriste kod hemioterapije
sarkoma (za razliku od ostalih, koji deluju na ¢elije karcinoma i drugih vrsta tumora);

— vec dugo se nalaze u Sirokoj upotrebi u svetu, kao i kod nas;

— nemaju znacajnijih nezeljenih dejstava, tj. relativno su netoksi¢ni;

— lako su dostupni i jevtini.

2.2.1. Mebendazol

Mebendazol, dobro poznat antihelmintik u Sirokoj klinickoj upotrebi, je ispoljio
antitumorska svojstva u brojnim pretklinickim studijama na kulturama tumorskih ¢elija
raznih vrsta [5]. Postoje i prikazi sluCajeva o antitumorskim svojstvima na ¢oveku. S obzirom
na oStecenje mikrotubula potrebnih za éelijske deobe i inhibiciju Hedgehog signalnog puta,
pretpostavlja se da mebendazol moZe delovati sinergisticki sa mnogim postojecim

hemioterapeuticima, ali su za to potrebna dalja ispitivanja.

Mebendazol je antihelmintik koji se Siroko primenjuje u terapiji infekcija uzrokovanih
parazitskim crvima, posebno u endemskim tropskim oblastima. lako nema objavljenih
rezultata o sprovedenim klinickim ispitivanjima, postoje brojni dokazi da mebendazol moze
spreciti proliferaciju ¢elija kancera i pojavu sekundarnih tumora. Mebendazol je pokazao
dobru antitumorsku aktivnost protiv razli¢itih tipova kancera: melanoma [19, 20]; karcinoma
pluéa [21], adrenokortikalnog karcinoma [22, 23], kolorektalnog karcinoma [24-26],
karcinoma dojke [27], jajnika [28] i hepatocelularnog karcinoma [29]; osteosarkoma i
sarkoma mekog tkiva [24]; akutne mieloidne leukemije [30, 31]; glioblastoma multiforme

[32] i meduloblastoma [33, 34].

Medutim, uprkos znacajnom antiproliferativnom delovanju na celijske kulture in

vitro, do sada nije istrazena, niti u potpunosti objasnjena vrednost mebendazola u
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antitumorskoj terapiji. Odnosno, do sada nije in vivo na eksperimentalnim Zivotinjama
utvrdeno da li mebendazol, i na koji nacin ta¢no, inhibira proliferaciju Celija kancera. Postoji
samo nekoliko istraZivanja antikancerskog delovanja mebendazola in vivo na solidne
tumore, ukljucujudi i sarkome, koja su sprovedena na eksperimentalnim Zivotinjama. Zato je
cilj ovog istrazivanja da odgovori na pitanje da |li mebendazol (sam, ili u kombinaciji sa
deoksiholnom kiselinom), na bilo koji nacdin spre¢ava rast solidnih tumora na

eksperimentalnom Zivotinjskom modelu, kao sto je fibrosarkom kod hréaka.
2.2.2. Metformin

Za metformin, lek prvog izbora u terapiji dijabetes melitusa tipa 2, je u nekoliko
klinickih studija objavljeno da smanjuje rizik od maligniteta kod obolelih od dijabetesa u
odnosu na one koji su uzimali ostale antidijabetike [7-9]. In vitro studije su ustanavile
znacajno antiproliferativno i proapoptoticko dejstvo metformina na razne vrste tumorskih
c¢elija [56]. On stimuliSe AMP-aktiviranu protein kinazu (AMPK) klju¢ni regulator energetske
homeostaze i inhibira mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) sa posledi¢nim smanjenjem
proliferacije kancerskih éelija. Ovi novi ohrabrujuéi eksperimentalni podaci, koji potvrduju
antitumorska svojstva metformina, zahtevaju hitna dalja ispitivanja u cilju njegove Sto
skorije upotrebe u sklopu sinergisticke terapije usmerene na AMPK/mTOR antitumorsku

metu.
2.2.3. Itrakonazol

Itrakonazol, lek koji se uobiéajeno i Siroko koristi u prevenciji i sistemskoj terapiji
gljivicnih oboljenja, na Cdelijskim kulturama pokazuje antikancerska svojstva inhibicijom
Hedgehog signalnog puta i inhibicijom autofagije [13]. Klini¢cke studije su pokazale da su
pacijenti sa karcinomima prostate, pluéa, jajnika, dojke, pankreasa i bazalnih ¢éelija
(epiderma koze), kao i leukemijom imali koristi od itrakonazola [13]. Zahvaljujuéi navedenim
nalazima, itrakonazol zahteva dalja ispitivanja kao antitumorski lek i ispitivanja moguénosti

njegove kombinacije sa drugim antitumorskim lekovima.
2.2.4. Diklofenak

Diklofenak je dobro poznat i Siroko koris¢en nesteroidni antiinflamatorni lek sa

nizom delovanja koja su znacajna u onkologiji. Tako, diklofenak, snazni inhibitor COX-2 i
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sinteze prostaglandina E, ispoljava niz efekata na imunoloski sistem, angiogenezu i
metabolizam tumora. Pretklinicki i pocetni klinicki rezultati na raznim vrstama kancera [18]
zahtevaju dalja ispitivanja antitumorskih svojstava diklofenaka, narocito u kombinacijama sa

drugim citostaticima.
2.2.5. Nitroglicerin

Nitroglicerin, lek koji se koristi viSe od 100 godina, ima niz delovanja posebno
znacajnih za onkologiju [16]. Produkcija azotnog oksida poboljSava sréanu oksigenaciju
pomocu vise mehanizama: vazodilatacijom, smanjenjem agregacije trombocita, poveéanim
otpustanjem kiseonika iz eritrocita, smanjenim iskori§¢avanjem kiseonika u mitohondrijama.
Njegova vazoaktivha svojstva mogu pojacati propustljivost i zadrzavanje antitumorskih
lekova u tumorskim tkivima. Nadalje, i sam nitroglicerin ima antiangiogeno, proapoptoticko i
stimuliSuée dejstvo na antitumorski imunitet. Ove pretklinicke i klinicke podatke o korisnim

antitumorskim svojstvima nitroglicerina treba analizirati u daljim studijama, kao i koristi od

njegovog sinergistickog dejstva sa drugim antitumorskim lekovima.

2.3 Mehanizmi delovanja neonkoloskih lekova na antitumorske ciljeve

Tabela 2.2. Pregled antitumorskih dejstava izabranih registrovanih lekova za netumorske

indikacije

Lek

Vrste tumora za koje je
evidentirano antitumorsko dejstvo

Mehanizam antitumorskog
dejstva

[5]

1 | mebendazol

maligni melanom [19-20]

karcinom pluca [21]
adrenokortikalni karcinom [22, 23]
kolorektalni karcinom [24-26]
karcinom dojke [27]

karcinom jajnika [28]

karcinom prostate [8]

osteosarkom [24]

meduloblastom, glioblastom [32-34]

ostecenje mikrotubula
neophodnih za deobu [21, 36-
39]

stimulacija p53 proteina ¢uvara
genoma [40]

inhibicija Hedgehog signalnog
puta [64, 65]

sprecavanje neoangiogeneze

(4]
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Lek

Vrste tumora za koje je
evidentirano antitumorsko dejstvo

Mehanizam antitumorskog
dejstva

2 | metformin
[7-9, 56]

kolorektalni karcinom [3]

karcinom dojke [3]

karcinom jajnika [3]

karcinom prostate [61]

karcinom pankreasa [3]
fibrosarkom, osteosarkom i sarkom
mekog tkiva [53-58]

mijelom [59]

leukemija [60]

inhibicija AMPK/m-TOR
(Mammalian Target of
Rapamycin) signalnog puta [7-9]

3 | itrakonazol

karcinom dojke [13]

inhibicija m-TOR (Mammalian

[13] karcinom prostate [13] Target of Rapamycin) signalnog
karcinom pluca [13] puta [7-9]
karcinom jajnika [13] inhibicija Hedgehog signalnog
karcinom pankreasa [13] puta [64, 65]
bazeocelularni karcinom [13] inhibicija autofagije [7-9]
meduloblastom, glioblastom [13] sprecavanje neoangiogeneze

(4]
4 | diklofenak fibrosarkom [17, 18] inhibicija COX-2 (sinteze
[18] kolorektalni karcinom [18] prostaglandina PGE;) [17, 18]

karcinom pankreasa [18]
karcinom jajnika [18]
karcinom dojke [18]
karcinom prostate [18]
gliom [18]

maligni melanom [18]
dezmoidalni tumori [18]

imunostimulacija [66-70]
podsticanje apoptoze
(programirana éelijska smrt)
[40-63]

sprecavanje neoangiogeneze

(4]

5 | nitroglicerin
[16]

maligni melanom [16]
karcinom pluca [16]
kolorektalni karcinom [16]
karcinom dojke [16]
karcinom prostate [16]

vazodilatacija [16]
antihipoksicki efekti [16, 62, 63]
imunostimulacija [66-70]
podsticanje apoptoze
(programirana celijska smrt)
[40-63]
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2.4 Sarkomi u pedijatriji

Istrazujemo inovativhu antikancersku terapiju na eksperimentalnom modelu

sarkoma in vivo (Slika 4.2.), koji su najceséi u decijem uzrastu [71-74].

Rabdomiosarkom (embrionalni i alveolarni podtip) je naj¢es¢i mekotkivni sarkom kod
dece i adolescenata (40%). Petogodisnje prezivljavanje za decu ispod 15 godina je 67%, a za

adolescente od 15 do 19 godina 51% [75-77].

Sinovijalni sarkom kod adolescenata i mladih osoba [76], infantilni fibrosarkom (Slika
4.1.), dermatofibrosarkom protuberans, gigantocelularni  fibroblastom [78]
hemangiopericitom i maligni rabdoidni tumori kod male dece [75] su najées¢i pedijatrijski

nerabdomiosarkomi (60% mekotkivnih tumora). PreZivljavanje dece kod diseminacije <15 %.

Osteosarkom je najéesci kostani tumor kod dece i adolescenata [75, 79]. Najveca
ucestanost je u uzrastu od 15 godina [75]. PreZivljavanje kod hemoterapije je 50%, a kod

isklju€ivo hirurske terapije oko 20%.

Ewing-ov sarkom je drugi po u€estanosti od koStanih tumora kod dece i adolescenata
[75, 76]. Vise od 50% pacijenata su adolescenti. Uz hemoterapiju, hirurgiju i radioterapiju,

petgodiSnje prezivljavanje je vece od 50% [75, 76].
U pedijatriji bi bilo od najveceg znacaja:
1. Povecati efikasnost dosadasnje terapije kancera, a posebno sarkoma u pedijatriji

2. Sprediti dugorocna toksi¢na dejstva dosadasnjih antikancerskih terapija kod dece

(smanjen fertilitet, imunoloska kompetentnost, rast i razvoj)

3. Sprediti kratkoro€na nezeljena dejstva dosadasnje terapije maligniteta u pedijatriji

(muka, povracanje, dijareja, alopecija)

4. Prevencija relapsa maligniteta kod dece, spreciti Sirenje na limfne cvorove i

metastaziranje netoksi¢nim sredstvima

5. Pronaci netoksicno preventivno sredstvo za sluCajeve povecanog rizika od kancera

kod dece.

10
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3. CILJEVI | HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

3.1 Ciljevi istrazivanja

1. Eksperimentalno dokazati efikasnost antitumorskog delovanja mebendazola,
metformina, itrakonazola, diklofenaka i nitroglicerina na fibrosarkom hréka izazvan
BHK21/C13 tumorskom celijskom linijom pracenjem velicine i histologije lecenih

tumora

2. Eksperimentalno dokazati moguénost primene deoksiholne kiseline i nitroglicerina
kao adjuvansa u kombinaciji sa pojedinim ispitivanim lekovima (metformin,

itrakonazol, diklofenak) za lec¢enje fibrosarkoma hrcka.

3.2 Radne hipoteze

1. Mebendazol, metformin, itrakonazol, diklofenak i nitroglicerin deluju antitumorski

na fibrosarkom hrcka.

2. Deoksiholna kiselina i nitroglicerin pojacavaju antitumorsko delovanje metformina,

itrakonazola i diklofenaka na fibrosarkom hrcka.

3.3 Ocekivani rezultati istrazivanja

Ocekuje se da lekovi mebendazol, metformin, itrakonazol, diklofenak i nitroglicerin
ispolje antitumorsko delovanje na eksperimentalno izazvanom fibrosarkomu hrcka. Takode,
ocekuje se da deoksiholna kiselina i nitroglicerin potenciraju efekat metformina,

itrakonazola i diklofenaka na fibrosarkom hrcka.

Ocekuje se primena narocCito u pedijatriji. Na eksperimentalnim sarkomima
mladunaca hréaka, ofekuje se definisanje potencijalne antikancerske uloge netoksi¢nih
lekova u pedijatriji registrovanih za druge indikacije. To ¢e skratiti ispitivanje i cenu

antitumorskog leka u pedijatriji.

11
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Rezultati istraZivanja treba da doprinesu efikasnoj i kracoj antitumorskoj terapiji

dece, uz smanjenje nezeljenih dejstava i cene lecenja.

Utvrdivanje dodatnih antitumorskih efekata dobro poznatih lekova (metformin,
itrakonazol, nitroglicerin, kofein), moze nadi primenu upravo zbog njihove neskodljivosti,

niske cene i dostupnosti.

12



Doktorska disertacija Dusica Popovic

4. EKSPERIMENTALNI DEO

Eticka komisija za zaStitu dobrobiti oglednih Zivotinja Univerziteta u Novom Sadu
dala je pozitivno misljenje o eti¢nosti rada i odobrila sprovodenje ogleda na Zivotinjama
(broj 01-78/18-5 od 26.04.2016. godine) u svrhe medicinskih istrazivanja koja se odnose na
zdravstvene poremecaje i bolesti, njihov uzrok, genezu, dijagnostiku, tretman, prevenciju i
slicno. Kao cilj koriS¢enja Zivotinja prijavljeno je i odobreno ispitivanje antitumorskih
svojstava netoksi¢nih lekova registrovanih za neonkoloske indikacije na eksperimentalnom
fibrosarkomu mladih hréaka, koji je izazvan potkoZnom inokulacijom kulture BHK21/C13

tumorskih ¢elija i praéenje veli¢ine i histologije le¢enih tumora.

Svi postupci manipulacije sa eksperimentalnim Zivotinjama bili su u skladu sa
preporukom Helsinske deklaracije. Injekcije su davane S$to je moguée bezbolnije.
Eksperimenti u okviru ovog istraZzivanja sprovedeni su u skladu sa zakonskim odredbama i
smernicama za zastitu i dobrobit Zivotinja, posebno u skladu sa Direktivom 2010/63/EU od
22. septembra 2010. godine o zastiti Zivotinja koje se koriste u nauéne svrhe i sa ,Vodicem
za negu i koriséenje laboratorijskih Zivotinja” Ministarstva zdravlja SAD iz 1985. godine (U.S.
Department of Health and Human Services. Public Health Service. National Insitite’s of
Health “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”. NIH Publication No. 85-23.
Revised 1985.) i Osmim izdanjem istog Vodica iz 2011. godine, kao i sa Zakonom o dobrobiti
Zivotinja Republike Srbije (,,Sluzbeni glasnik Republike Srbije”, br. 41/09. od 10. juna 2009.
godine), i Pravilnikom za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama Univerziteta u Novom Sadu,
od 19. maja 2017. godine. Pored toga, eksperimenti na Zivotinjama sprovedeni su u skladu
sa dokumentima: Naucne procedure i uputstva za rad sa Zivotinjama (Velika Britanija),
smernice ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) britanskog
Nacionalnog centra za zamenu, usavrSavanje procedura i smanjenje koriséenja Zivotinja u
istrazivanjima (The National Centre for the Replacement, Refinement and Reduction of
Animals in Research — NC3R, London, UK), i sa smernicama za eutanaziju AVMA Americkog
veterinarskog medicinskog udruzenja (American Veterinary Medical Association) iz 2013.
godine. Opterecenje tumorom nije prekoracilo preporuke Smernica za zastitu i koris¢enje

Zivotinja Univerziteta u Pensilvaniji (University of Pennsylvania Institutional Animal Care and

13
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Use Committee - IACUC guidelines, ~10% telesne mase). Principi zastite na radu obezbedeni

su u skladu sa obrazloZenjem plana i programa ovog istraZivanja.

Utvrdeni su slede¢i humani kriterijumi za eutanaziju eksperimentalnih Zivotinja:
znacajan gubitak telesne teZine (20%), znacajno smanjena aktivnost i/ili brzina reagovanja
praéena gubitkom telesne tezine, nesposobnost za pravilno drzanje tela, uzimanje hrane,
mokrenje ili defekaciju. Takode, pre¢nik tumora preko 3,5 cm (preko 22,44 cm?) ili ulceracija

tumora definisani su kao humani kriterijumi za eutanaziju.

U nasem istraZivanju, kod eksperimentalnih Zivotinja pradeni su: ponasanje, opste
stanje, telesna teZina (merena jednom dnevno), opsti klinicki znaci (dijareja, neuroloski
znaci, poremecaji disanja). Pored toga, praceno je povecavanje precnika tumora, anatomska

lokacija, uestanost pojave visestrukih tumora i ulceracije tumora.

Prilikom realizacije eksperimentalnog dela disertacije, uz saglasnost, koriséeni su
prostor, oprema i potroSni materijal Pasterovog zavoda i Katedre za histologiju i

embriologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu:

kavezni sistem za individualni smestaj i negu eksperimentalnih Zivotinja,

laboratorijska oprema (vaga, laboratorijski sudovi, ...),

— potrodni materijal (bodice lekova, rukavice, Spricevi, igle, vata, papirni ubrusi,
rastvaraci, sresdstva za odrzavanje higijene, milimetarski papir, ...),

— metalne Zeludacne sonde, specijalno dizajnirane za intragastri¢nu aplikaciju lekova
eksperimentalnim Zivotinjama — hr¢kovima,

— hirurska oprema za obdukciju (sto, skalpel, makaze, pincete, ...),

— oprema za histoloSku obradu i imunohistohemijsko bojenje uzoraka tkiva,

— mikroskop marke Leica DMLB100T (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany),

— kamera marke Leica MC190HD (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany),

— digitalni fotoaparat za pripremu foto-dokumentacije,

— racunar sa instaliranim softverima za:

- brojanje tumorskih celija u mitozi i kvantifikovanje ostalih pokazatelja na
fotografijama imunohistohemijskih preparata (softver UTHSCSA Image Tools

for Windows Version 3.00),
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- statisticku analizu (softver TIBCO Statistica 13.3.1, TIBCO Software, Palo Alto,
California, USA, Nov. 2017).

U skladu sa zakonom, Pasterov zavod sprovodi proceduru za odlaganje uginulih
Zivotinja ili Zivotinja lisenih Zivota (zakljucen je ugovor sa fabrikom ,Proteinka” u Somboru).
Pored toga, upotrebljene bocice lekova, rukavice, Spricevi, igle, vata, odlaiu se u
Pasterovom zavodu prema odgovarajuéim propisima (potpisan je ugovor o odlaganju sa

Medical Wast Disposal iz Zrenjanina).

Takode, za hematoloske i biohemijske analize krvi Ziotinja koriS¢eni su aparati
hematoloski autoanalizator (Abacus Junior Vet, Diatron MI PLC, Hungary), biohemijski
autoanalizator za serum (Rayto, RT-1904C, PR China) i komercijalni testovi (BioSystems S.A.

Barcelona, Spain) Nauénog instituta za veterinarstvo ,,Novi Sad” u Novom Sadu.

4.1 Eksperimentalni model i plan istrazivanja

Jednostavni eksperimentalni model fibrosarkoma, izazvanog subkutanom
inokulacijom kulture malignih ¢elija (BHK21/C13) kod mladih hréaka, koji je primenjen u
ovom ispitivanju, zbog mogucnosti izvodenja u nasim uslovima, pogodan je da pruzi
dodatne podatke o delovanjima na sarkomske tumore i doprinese primeni pomenutih

netoksi¢nih lekova u pedijatriji i onkologiji.
Nacin izbora, velic¢ina i konstrukcija uzorka

U ogledne i kontrolne grupe ¢e se ukljuditi sirijski zlatni hrcékovi (Mesocricetus
auratus) starosti do 3 meseca, oba pola, tezine do 150 g. Svaka grupa ¢e se sastojati od
minimalno Sest nasumi¢no odabranih jedinki (vodec¢i racuna o podjednakoj polnoj

zastupljenosti).

Tabela 4.1. Pregled eksperimentalnih i kontrolnih grupa

:r.ut:)ré Primenjeni lekovi iivi':c‘i)l!\ja eks:rpr::iar:fnta
1) Cist rastvarac (kontrolne grupe) 6 1 mesec
2) deoksiholna kiselina 6 1 mesec
3) mebendazol 6 1 mesec
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grupe Primenjeni lekovi sivotinja | ekspetimenta

4) metformin 6 1 mesec
5) itrakonazol 6 1 mesec
6) diklofenak 6 1 mesec
7) nitroglicerin 6 1 mesec
8) metformin + nitroglicerin 6 1 mesec
9) itrakonazol + nitroglicerin 6 1 mesec
10) | diklofenak + nitroglicerin 6 1 mesec
11) | metformin + deoksiholna kiselina 6 1 mesec
12) | itrakonazol + deoksiholna kiselina 6 1 mesec
13) | diklofenak + deoksiholna kiselina 6 1 mesec

Minimalno: 78 13 meseci

U toku rada, na osnovu rezultata dobijenih sa metforminom i analiziranja aktivacije
zahvacéenih antikancerskih signalnih puteva, posebno antifolatnog, a sve u skladu sa
osnovnim predmetom, ciljevima, zadacima, hipotezama i odobrenjem Eticke komisije,
sprovedeno je ispitivanje kombinacijama metformina (antifolat) sa kofeinom (antifolat) i

itrakonazolom (antifolat) na istom eksperimentalnom modelu, istom metodologijom.

Naime, rezultati eksperimenata sa metforminom su davali zna¢ajan antikancerski
efekat samo ako se metformin daje bar 7 dana pre inokulacije tumora. Cilj je bio postizanje
antikancerskog efekta terapijom posle inokulacije tumora. Zato je predvideno da se ispitaju,
osim kombinacije metformina sa nitroglicerinom (koji ima takode antifolatna svojstva), i
kombinacije metformina sa lekovima za koje su analizom delovanja na antikancerske
signalne puteve otkriveni zajedni¢ki mehanizmi sa metforminom, a pronadeno je da je to
antifolatno dejstvo kofeina i itrakonazola. Cilj je da se pokaze dejstvo metformina u tom
pravcu. Ocekuje se sinergisticko dejstvo metformina sa kofeinom, metformina sa
itrakonazolom, kao i metformina sa nitroglicerinom, jer sva Cetiri leka, prema najnovijim
saznanjima imaju antifolatno dejstvo. Ove kombinacije bi mogle biti efikasne i davanjem
posle inokulacije tumora. Zajednicko antifolatno dejstvo metformina sa kofeinom,
itrakonazolom ili nitroglicerinom bi moglo imati efekte metotreksata (najpoznatiji antifolatni
citostatik) bez njegovih neZeljenih dejstava. Metotreksat je jedan od najefikasnijih
citostatika u leCenju osteosarkoma, mekotkivnih sarkoma i limfosarkoma, posebno kod dece

[80-82]. Medutim, ima neZeljena dejstva kao i svi citostatici.
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4.2 Materijal

4.2.1 Korisc¢ena celijska kultura

Koris¢ena je fibroblastna éelijska linija BHK-21 sirijskog zlatnog hrcka, kultivisana od
bubrega Zivotinja starih 1 dan (Baby Hamster Kidney) [83-85], poreklom sa Pasterovog

zavoda u Novom Sadu.

Primarne kulture iz kojih je izvedena fibroblastna éelijska linija BHK-21 sirijskog hrcka
kultivisane su u martu 1961. godine od bubrega 5 hr¢aka starih 1 dan, iz legla broj 21.
Devetnaest dana kasnije, prvo su uocene promene u brzini rasta, 8 klonova se razvilo od
svake celije u maloj kapi medija mineralnog ulja. Jedan od njih, ozna¢en BHK-21/13 (ili C13)
detaljno je ispitan i od njega poti¢e vecina BHK ¢elija koje se distribuiraju laboratorijama
Sirom sveta. Brz rast i visoka efikasnost kloniranja BHK-21/C13 celija, u kombinaciji sa malim

brojem hromozoma ¢ini ih izuzetno pogodnim za razli¢ite pretklinicke eksperimente [83].

Vakcina protiv besnila proizvedena na BHK-21 ¢elijama koristi se na Zivotinjama veé
dugo vremena. Ova Celijska linija predstavlja veoma dobar supstrat za uzgoj kultura virusa
besnila, sto omogucava proizvodnju vakcine bez skupih koncentracionih procedura [84].
BHK-21 linija fibroblasta sirijskog hrcka je u Sirokoj upotrebi za istrazivanja virusa i
neoplasti¢nih transformacija éelija in vitro [85-87]. Nekoliko klonova BHK-21 ¢éelija (na
primer, C-13) izazivaju tumore kod hrcéaka [87]. Kao $to je veé opisano u literaturi [87, 88],
BHK éelije imaju sposobnost reprodukcije u tkivima hrcka, i sposobnost da izazovu pojavu

tumora.

Subkutana inokulacija od 10’ BHK-21/C13 ¢elija izaziva pojavu fibrosarkoma koji ne
metastazira kod hrcka (za razliku od drugih glodara), ali zbog veli¢ine i lokalne infiltracije

(ako se ne odstrani) dovodi do smrti Zivotinje za 40 dana [86-88].

Fibroblastna celijska linija BHK-21/C13 je izabrana za ove eksperimente zbog svoje

tumorogenosti (Slika 4.1.).
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Slika 4.1. Razliciti stadijumi mitoze kod BHK kulture ¢éelija, H&E, 1000x

4.2.2 Koris¢ene hemijske supstance
U okviru ovog istrazZivanja koriséeni su

a) lekovi:
— mebendazol (u supstanci, dobijen od, Galenika a.d. Beograd, Republika Srbija)

— metformin (u supstanci, Galenika a.d. Beograd, Republika Srbija)
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— itrakonazol (dobijen iz Kanazol® kapsula, 100 mg, Slavijamed d.o.o. Beograd,
Republika Srbija)

— diklofenak (Diklofen®, rastvor za injekcije, ampule, 75 mg/3 ml, Galenika a.d.
Beograd, Republika Srbija)

— nitroglicerin (Nirmin®, koncentrat za rastvor za infuziju, ampula, 5mg/ 1,6 ml,

Hemofarm A.D. Vr3ac, Republika Srbija).
b) fizioloski rastvor - 0,9% NaCl

c) maslinovo ulje

4.2.3 Koris¢ene eksperimentalne Zivotinje

U izvodenju eksperimenta koriséene su mlade jedinke oba pola sirijskog zlatnog
hrcka (Mesocricetus auratus), teZine oko 100 grama, strarosti 2-3 meseca (veliki) ili mladunci

oko 40g, starosti oko 1 mesec (mali), poreklom sa Pasterovog zavoda u Novom Sadu.
4.2.4 Supstance koris¢ene za histoloSku obradu i imunohistohemijsko bojenje tkiva

Za pripremu i bojenje isecaka tkiva koris¢eni su formalin, izopropanol, parafin,

hematoksilin i eozin (HE).

U imunohistohemijskom bojenju koriséena su primarna antitela na Ki-67 pAb (kat. br.
AB9260; Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany, 1:50), Cytochrom C (Lab Vision —
Thermo scientific) u razblazenju 1:100, CD34 (kat. br. EP373Y; Abcam, Cambridge, UK,
1:200), CD68 (Lab Vision — Thermo scientific) u razblazenju 1:40, PCNA, CD31 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), COX4 (kat. br. AB10526; Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 1:1,000), GLUT1 i
iNOS (kat. br. PA1-21041 i PA1-21054; LabVision; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA, oba 1:200), koziji serum (kat. br. G6767; Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), TBS (kat. br. T6789; Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany), BSA (kat.
br.T6789; Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany), HRP (kat. br. ab6721; Abcam,
Cambridge, UK), hromogen 3,3-diaminobenzidin-tetrahidrohloridom (kat. br. K3468; Liquid

DAB + SubstratChromogen System; DakoCytomation).
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4.3 Metode

4.3.1 Programi istraZivanja (faze)

Antitumorska dejstva lekova registrovanih za druge indikacije su ispitivana na

eksperimentalnom fibrosarkomu hrcka.

Faza 1. lzvrSena je inokulacija tumora sirijskim zlatnim hrckovima. U okviru naseg
eksperimentalnog istrazivanja, 1ml sarkomske celijske kulture BHK-21/C13 (1-2><106 celija
ml™), Slika 4.1, subkutano je inokulisano sirijskim zlatnim hrékovima, u lumbalnom predelu
sa desne strane svake Zivotinje (Slika 4.2.a), za produkciju subkutanog tumora (BHK

fibrosarkom), Slika 4.2.

Slika 4.2. Makroskopski uocljiv subkutano lokalizovan tumor izazvan BHK ¢elijama

20



Doktorska disertacija Dusica Popovic

Faza 2.Posle Faze 1, Zivotinje sa eksperimentalnim fibrosarkomom su lecene
peroralno. Jedinkama je svakodnevno merena telesna masa neposredno pre aplikacije

supstance (Slika 4.3.a).

Slika 4.3.a Hrckovi sa fibrosarkomom - merenje telesne mase
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Svakodnevno je praceno ponasanje eksperimentalnih Zivotinja, njihovo opste stanje,
eventualno prisustvo opstih klinickih znakova (dijareja, neuroloski znaci, disanje), kao i

lokalno (lokalizacija, pre¢nik tumora, stanje koze).

U odredenom broju eksperimenata ispitivano je delovanje predtretmana, pa je
tretman zapoceo do 7 dana pre inokulacije. Zivotinje su le¢ene peroralno preko metalne
Zeludaéne sonde, specijalno dizajnirane za hrcka, u volumenu 1ml rastvora na jedinku tesku

100 grama (Slika 4.3.b).

Slika 4.3.b Peroralna aplikacija leka hréku preko Zeludaéne sonde

Doze ispitivanih lekova antitumorskih svojstava bile su oko 30-50 % LDsg u 1 ml
teCnosti (maslinovog ulja za mebendazol ili fizioloSkog rastvora za ostale), sa ili bez
deoksiholne kiseline (2 mg u 1 ml vode), sa ili bez nitroglicerina (25 mg/kg) jednom dnevno

(u 10:00 h). Svaka grupa se sastojala od najmanje Sest nasumi¢no odabranih jedinki.
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Kombinacija sa deoksiholnom kiselinom (20 mg/kg) bi trebala da omoguciti bolje
prodiranje liposolubilnih lekova u tkiva, a sa nitroglicerinom bolju prokrvljenost
(vazodilatacija), oksigenaciju i dopremanje leka u tumor. Peroralne doze lekova su:
mebendazol, 460 mg/kg, metformin 250-500 mg/kg, itrakonazol 250 mg/kg, diklofenak
62,5 mg/kg, nitroglicerin 25 mg/kg, kofein 100 mg/kg.

Kontrolne grupe sa tumorom su na isti na¢in peroralno (sondom) umesto leka ili
adjuvansa (deoksiholna kiselina, nitroglicerin) dobijale istu koli¢inu cistog ekscipiensa
(te€nog nosaca) - maslinovog ulja (samo u eksperimentu sa mebendazolom) ili fizioloSkog

rastvora.

Kontrolne grupe bez tumora (sa po 6 nasumicno odabranih jedinki uz podjednaku
polnu zastupljenost) tokom ogleda su podvrgnute peroralnom tretmanu ispitivanim
lekovima, jednom dnevno (u 10:00 h, u pojedinacnoj dozi). Primena ispitivanih supstanci

izvrSena je takode gastricnom sondom.

Faza 3. Po zavrSetku lecenja, Zivotinje su Zrtvovane (i ogledne i kontrolne grupe).
Zivotinje su uvodene u opstu anesteziju sa 60 mg/kg pentobarbitala intraperitonealno i
njihovo stanje je stalno praceno. Posle 5 minuta, kontrolisan je gubitak svesti kombinovanim
metodama, kao Sto su utvrdivanje gubitka reakcije na palpaciju i Stipanje i izostanak vidljivih
respiratornih pokreta. Ukoliko gubitak svesti nije pouzdano utvrden i osiguran, data je
dodatna doza 30 mg/kg pentobarbitala do potpune duboke opste anestezije. Smernice za
anesteziju hréaka Univerziteta u Minesoti (https://www.researchservices.umn.edu/services-
name/research-animal-resources/research-support/guidelines/anesthesia-hamsters), kao i
Smernice za anesteziju i analgeziju u hréaka sa Univerziteta u Micigenu
(https://az.research.umich.edu/animalcare/guidelines/guidelines-anesthesia-and-analgesia-
hamsters) preporucuju davanje 50-90 mg/kg pentobarbitala za anesteziju hréaka. Smrt
Zivotinja prouzrokovana je intrakardijalnom punkcijom i potpunom sréanom
ekssangvinacijom, koja je sprovedena u opstoj anesteziji, odmah posle utvrdivanja gubitka
svesti. Zapremina krvi dobijena totalnom kardijalnom ekssangvinacijom bila je 3-5,5 ml, u
zavisnosti od teZine i pola hréaka. Prema podacima sa internet prezentacije britanskog
Nacionalnog centra za zamenu, usavrSavanje procedura i smanjenje koris¢enja Zivotinja u

istraZzivanjima (NC3R, https://www.nc3rs.org.uk/blood-sample-volumes), za hrckove teZine
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85-150 g, zapremina krvi za koju se ocekuje da uzrokuje ekssangvinaciju iznosi 2,9-4,5 ml
kod jedinki muskog pola i 3,3-5,2 ml kod jedinki Zenskog pola. Samo 2-3 ml od ukupno
sakupljene krvi koriséeno je za standardnu laboratorijsku analizu, koja obuhvata odredivanje
broja ¢elijskih elemenata i osnovnih biohemijskih pokazatelja. Odmah posle ekssangvinacije,
smrt Zivotinja je verifikovana odstranjivanjem vitalnih organa (srca, pluéa, jetre, bubrega,

mozga).

Kod svih jedinki, na mestu inokulacije (u lumbalnom predelu sa desne strane)
detektovana je dobro demarkirana solidna supkutano lokalizovana tumorska masa, bez
nezeljenih dejstava na njihovo opste zdravlje, ponasanje i aktivnosti, tako da potrebe za
eutanazijom, pre zrtvovanja, nije bilo. Nakon uklanjanja krzna sa tog podrudja izvrSena je
makroskopska analiza i fotografisanje inokulisanog tumora (Slika 4.3.c), potom paZljiva
preparacija tumorskog ¢vora uz merenje tezine, zapremine i njegovih prostornih dimenzija.
Zapremina tumora je odredivana volumetrijski preciznom menzurom na osnovu razlike
nivoa tecnosti pre i posle totalnog potapanja tumora, ili na osnovu formule LxS%/2, gde je L
najduzi, a S najkradi precnik. Kod svih jedinki izvrSena je kompletna obdukcija sa pregledom
organa, a isecci iz jetre i bubrega uzeti su za histolosku analizu. Patoloske i patohistoloske
analize, posle obdukcije, pokazale su da nema znakova metastaza ni ascitesa ni kod jedne

ispitivane Zivotinje.
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Slika 4.3.c Makroskopska analiza i fotografije inokulisanog tumora

Kompletno tumorsko tkivo, kao i ise¢ci pomenutih parenhimskih organa, fiksirani su

u 4 % puferisanom rastvoru formalina (pH 7,4) na 4 °C tokom 24 h.

Posle 24h fiksacije u formalinu i merenja dimenzija tumora, uzeti su isecci za
toksikolosku i histoloSku analizu, i to po jedan isecak debljine 5 mm iz jetre i bubrega (za
toksikolosku analizu), dok je ise¢ak tumora debljine do 5 mm (za histolosku analizu) uzet iz
predela koji predstavlja najsiru cirkumferenciju tumorskog ¢vora. Svaki iseCak organa i iseCak

tumorskog tkiva je bojen metodom hematoksilin i eozin (HE), slike 4.3, 4.4.i 4.5.
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Slika 4.3. BHK fibrosarcoma — subkutana lokalizacija
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Slika 4.4. BHK fibrosarcoma — infiltracija hipoderma

27



Doktorska disertacija Dusica Popovic

Slika 4.5.

A — brojne mitotske figure unutar tkiva eksperimentalnog BHK sarkoma (strelica)
B —infiltracija poprec¢noprugaste muskulature sarkomskim éelijama (strelica)

C — multipla podrucja tumorske nekroze (*)

D — Cesta podrucja svezih krvarenja u tumorskom tkivu (strelica)

U analizi tumorskog tkiva, pored isecka za HE bojenje, od svake jedinke su uzeti isecci

za dodatnu imunohistohemijsku analizu.

U imunohistohemijskom bojenju su koris¢ena primarna antitela Ki-67, PCNA, CD31,

CD34, CD68, COX IV, Cytochrom C, GLUT-1iiNOS (Slika 4.6.).

Ki-67 - indikator proliferacije tumorskih celija; specificni nuklearni protein marker
poveéan kod éelija koje proliferiSu (u G2, M i drugij polovini S faze). Prognoza

tumora je dobra ako je procenat obojenih ¢elija manji od 10%.

PCNA - kaoiKi-67 je marker Celijske proliferacije, (Proliferating Cell Nuclear Antigen), ali

manje specifican od Ki-67. PCNA je protein poznat i pod nazivom ciklin.
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CD31 - indikator angiogeneze; marker endotelne diferencijacije (Cluster of
Differentiation). Najosetljiviji i najspecificniji endotelni marker, osetljiviji i
specifi¢niji za endotelnu diferencijaciju od CD34. Potvrduje vaskularnu invaziju i

odreduje gustinu mikrocirkulacije tumora znacajne za prognozu.

CD34 - endotelni indikator angiogeneze; markira angiogene vaskularne endotelne éelije
tumora.
CD68 - makrofagni indikator angiogeneze; markira tumorske makrofage koji produkuju

vazne angiogenezne faktore. Povedanje tumorskih makrofaga korelira sa

povecanjem vaskulature tumora.

COX IV - indikator apoptoze; mitohondrijalni marker koji koristi citohrom oksidazu
subjedinicu IV (COX IV). Mitohondrije se selektivno eliminisu iz eukariotskih ¢elija

posle blokade kaspaza tokom apoptoze.

Cytochrom C - indikator apoptoze, gde se u celiji Cytochrom C naglo oslobada iz
mitohondrija u citoplazmu; aktivira kaspaze koje izdvajaju aminokiselinsku
sekvencu (DEVD) kljuénu za sprovodenje apoptoze (regulisane proteinima Bcl2 i

proapoptoti¢nim homologom Bax).

GLUT-1 - indikator metabolizma glikoze; marker glikoznog transportera 1 koji je izrazen na
membrani i u citoplazmi tumorskih celija. Bojenje normalnih éelija je mnogo

manje nego tumorskih, koje imaju jako poveéan metabolizam glikoze.

iNOS - citoplazmatski indikator izrazenosti enzima inducibilne NO (azot monoksid)
sintetaze koji katalizuje produkciju NO, reaktivnog slobodnog radikala (sa jednim
neuparenim elektronom). NO ucestvuje u antizapaljenjskim i antitumorskim

procesima makrofaga i tumorskih éelija. Marker izrazen kod tumorskog rasta.
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Slika 4.6. Imunohistohemijska metodologija (TU - tumor, M - mebendazol, MET — metformin)
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Praceni su zapremina i teZina tumora, kao i histoloske karakteristike (prodiranje u
okolna tkiva, broj mitoza, krvni sudovi tumora, prisustvo i veli¢ina tumorske nekroze i

zapaljenskog infiltrata i dr.).

Preparati su analizirani na mikroskopu marke Leica DM LB pri uveli¢anju objektiva od
10, 20, 40, 63 i 100 puta i okulara od 10 puta, i fotografisani kamerom marke Leica
MC190HD.

Za brojanje tumorskih celija u mitozi na fotografiama imunohistohemijskih
preparata (Ki-67, PCNA) koriséen je softver UTHSCSA Image Tools for Windows Version 3.00
[89, 90].

4.3.2 Histoloska obrada i imunohistohemijsko bojenje tkiva

Tkivo uzoraka je dehidrirano u rastué¢im koncentracijama izopropanola, kalupljeno u
parafin i seCeno na rotacionom mikrotomu marke Leica pri debljini histoloskih rezova od
5um. Svaki od organa i ise€ak tumorskog tkiva je kalupljen u zaseban kalup. Po jedan isecak
iz tkiva jetre i bubrega kod svih jedinki.obojen je metodom hematoksilin i eozin (HE), slike

4.3,44.i4.5.

U analizi tumorskog tkiva pored isecka za HE bojenje od svake jedinke uzeto je po jos

4 isecka za dodatnu imunohistohemijsku analizu (Slika 4.6.).

Za imunohistohemijska bojenja koriséena su slede¢a primarna antitela: Ki-67 pAb
(kat. br. AB9260; Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany, 1:50), CD34 (kat. br.
EP373Y; Abcam, Cambridge, UK, 1:200), COX4 (kat. br. AB10526; Sigma-Aldrich; Merck
KGaA, 1:1,000), GLUT1 i iNOS (kat. br. PA1-21041 i PA1-21054; LabVision; Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA, oba 1:200). Iseéci debljine 5 um su deparafinizovani
ksilenom (100%) i rehidratisani potapanjem u opadajuce koncentracije etanola (100%, 2x3
min; 95% 3 min i 70% 3 min). Posle toga isecci su stavljeni u mikrotalasnu peénicu podesenu
na 850 W (oko 98°C) u trajanju od 20 min u puferu Tris-EDTA Buffer (10 mM Tris Base, 1 mM
EDTA rastvor, 0,05% Tween 20, pH 9.0), ispirani 2x5 min sa TBS plus 0,025% Triton X-100 (uz
muckanje) i blokirani potapanjem u 10% kozijeg seruma (kat. br. G6767; Sigma-Aldrich;
Merck KGaA, Darmstadt, Germany) sa 1% BSA u TBS (kat. br. T6789; Sigma-Aldrich; Merck

KGaA, Darmstadt, Germany) tokom 2h na sobnoj temperaturi. Primarna antitela rastvorena
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u TBS sa 1% BSA (kat. br. T6789; Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
inkubirana su na 4°C preko nodi (oko 16h). Sledeéeg dana isecci su isprani 2 puta po 5 min
sa TBS plus 0,025% Triton X-100 (uz mucékanje) i inkubirani u 0,3% H,0, u TBS tokom 15 min.
Kozije poliklonalno sekundarno antitelo i zecije 1gG konjugovano sa HRP (kat. br. ab6721;
Abcam, Cambridge, UK), rastvoreno u TBS sa 1% BSA inkubirano je 2h na sobnoj
temperaturi. Posle toga, isecci su ispirani 3 puta po 5 min u TBS. Za vizuelizaciju, na sobnoj
temparutiri primenjena je inkubacija 10 min sa hromogen 3,3-diaminobenzidin-
tetrahidrohloridom (kat. br. K3468; Liquid DAB + SubstratChromogen System;
DakoCytomation). Isecci su ispirani u vodi 5 min i obojeni Mayer-ovim hematoksilinom.
Obojeni isecci tumora su posmatrani pomocu mikroskopa Leica DMLB100T (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) pri uvecanju x400. Za fotografisanje koris¢ena je
kamera Leica MC190HD camera (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). Fotografije
Ki-67 bojenja obradene su pomocu softvera UTHSCSA Image Tools for Windows version
3.00. Na svakoj fotografiji izbrojane su Ki-67 pozitivne celije. Srednja vrednost broja Ki-67
pozitivnih éelija (po 20 fotografija iseCaka tumora za svaku eksperimentalnu Zivotinju)
uporedeno je izmedu grupa. Vaskulatura u uzorcima tumora ocenjena je pomoéu CD34,
apoptoza pomocu COX4, metabolizam glikoze pomocu GLUT1, i produkcija NO pomodéu
iNOS. Imunoekspresija ovih citoplazmatskih markera je odredena na osnovu merenja dela
obojene povrsine (odnos obojene i ukupne povrsine) u ise¢cima tumora (srednja vrednost za

10 merenja) koris¢enjem UTHSCSA Image Tools for Windows version 3.00.

Kompletna metoda imunohistohemijskog bojenja data je u Tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Protokol imunohistohemijskog bojenja

korak | 1. DAN

1. Isecci debljine oko 5um se dovode do vode na sledeci nacdin:
a) Xylol: 2x po 3 min;

b) Xylol sa 100% etanolom: 3 min;

c) 100% etanolo: 2x 3 min;

d) 95% etanol: 3 min;

e) 70% etanol: 3 min;

f) ispiranje hladnom vodom i drZzanje u njoj do sprovodenja retrival reakcije
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2. Retrival reakcija
Potapanje ise¢aka u rastvor Tris-EDTA Buffer* i stavljanje u mikrotalasnu pecnicu na
ja€inu od 850W (oko 98 °C) tokom 20min i potom hladenje na sobnoj temperaturi
tokom 20 minuta.

3. Ispiranje ise¢aka 2x po 5 min TBS plus 0,025% Triton X-100 uz muckanje

4, Blokada rastvorom 10% normalnog (goat-koziji serum) seruma sa 1% BSA u TBS-u
tokom 2h na sobnoj temperaturi

5. Ocedivanje ise¢aka nekoliko sekundi (ne ispira se) i sakupljanje tec¢nosti oko isecaka
papirom za tkivo

6. Aplikovanje primarnog antitela rastvorenog u TBS sa 1% BSA

7. Inkubiranje tokom Citave nocina 4 °C

korak | 2. DAN

1. Ispiranje iseCaka 2x po 5 min u TBS plus 0,025% Triton X-100 uz muckanje

2. Inkubiranje ise¢aka u 0,3% H,0, u TBS-u tokom 15 minuta

3. Za enzimsku detekciju aplikuje se sekundarno antitelelo (Goat polyclonal Secondary
Antibody to Rabbit IgG — H&L(HRP)) na isecke rastvoreno u TBS sa 1% BSA i
inhubiranje 2h na sobnoj temperaturi

4, Ispiranje 3x po 5 min u TBS-u

5. Za vizuelizaciju koristi se hromogen (DAB supstrate kit) tokom 10 min na sobnoj
temperaturi

6. Ispiranje iseCaka u vodi tokom 5 min

7. Kontrastira se u Majer-ovom hematoksilinu

8. Dehidriranje i ¢iS¢enje u ksilolu i montiranje u DPX-u
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4.3.3 Statisticka analiza

Za statisticku analizu koriS¢ene su mere centralne tendencije i varijabilnosti,
korelaciona analiza, Studentov t-test i ANOVA pracena Student-Newman-Keuls post hoc
testom, sa nivoom znacajnosti p = 0,05. Posle svakog parametrijskog statistickog testa
proverena je njegova validnost i neparametrijskim testom. Za statisticku analizu koriséen je
softver TIBCO Statistica 13.3.1 (TIBCO Software, Palo Alto, California, USA, Nov. 2017).
Prikazane su samo p-vrednosti validiranih parametrijskih rezultata testova. Za validaciju

parametrijskog t-testa koriséen je neparametrijski Mann-Whitney U test.
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5. REZULTATI

Rezultati su dobijeni u nekoliko vremenski odvojenih eksperimenata, ali svaki sa
zasebnom kontrolnom grupom, vodeci racuna da svi ispitivani lekovi i njihove kombinacije
budu testirani na predvidenom broju eksperimentalnih Zivotinja, a minimalno prema

odobrenom planu istrzivanja iz prijave teze (Tabela 4.1, poglavlje 4.1).

5.1. Eksperiment | - Delovanje mebendazola na fibrosarkom kod mladih

hrcaka

Cilj eksperimenta bio je ispitivanje delovanja mebendazola na in vivo model solidnog

tumora - fibrosarkoma kod mladih hrcaka.

Dvadeset i Cetiri sirijska zlatna hrcka, telesne mase od priblizno 100 g, oba pola,
nasumicéno su rasporedena u 2 eksperimentalne i 2 kontrolne groupe sa po 6 Zivotinja u
svakoj grupi, vodeci racuna o podjednakoj polnoj zastupljenosti, kako bi se izbegao uticaj
polnih hormona na rezultate eksperimenta. 2 x 10° BHK-21/C13 ¢elija u 1 ml je injektovano
subkutano na leda svake Zivotinje u 3 grupe. Eksperimentalne grupe zapocele su peroralni
tretman sa 460 mg/kg dnevno mebendazola putem gastricne sonde, odmah nakon
inokulacije tumora. Jedna eksperimentalna grupa dodatno je primala 20 mg/kg deoksiholne
kiseline jednom dnevno. Posle 2 sedmice, kada su tumori porasli do 1-2 cm u kontrolnoj
grupi, sve Zivotinje su Zrtvovane, krv je prikupljena kardijalnom punkcijom tokom anestezije
za laboratorijske analize, tumori ekscidirani, izmerene njihove teZine i precnici, izraunate
zapremine, uzorci tumora patohistoloski prouceni i glavni organi toksikoloski analizirani.
Odreden je broj Ki-67-pozitivnih éelija u uzorcima tumora, Cije fotografije su obradene
pomocu softvera UTHSCSA Image Tools for Windows Version 3.00. Za odredivanje statisticke
znacajnosti koris¢en je parametrijski Studentov t-test validiran neparametrijskim (Mann-
Whitney U test), kao i ANOVA pracena Student-Newman-Keuls post hoc testom. Prikupljeni

podaci su obradeni i prikazani tabelarno (Tabela 5.1.) i graficki (Prilog, Slike P1-P4.).

Subkutana inokulacija BHK-21/C13 celija kod hrckova izaziva formacije fibrosarkoma

na mestu injiciranja, kod svih inokulisanih Zivotinja. Peroralni tretman mebendazolom i
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kombinacijom mebendazola i deoksiholne kiseline usporio je rast tumora, Sto je verifikovano
na osnovu redukovane proliferacije éelija tumora, i prikazano pomoc¢u Ki-67 bojenja ise¢aka
tumora hréaka (Tabela 5.1. i Prilog, Slika P1.). Treba napomenuti da, u ovom
eksperimentalnom modelu, zapremina i tezina tumora nisu znacajno promenjene u obe

tretirane grupe (t-test p>0.05).

Tabela 5.1. Karakteristike eksperimentalnih Zivotinja i tumora u kontrolnim grupama i

grupama koje su tretirane mebendazolom

. TeZina Zivotinje (g) Tumor
Hrcak . . .
y . Pol Tezina Zapremina Ki-67
br. pocetak kraj 3 =
mg cm X za 20
Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana €istim maslinovim uljem
1 91 95 F 2060 1,50000 17
2 105 117 F 6880 5,00000 23
3 93 94 F 260 0,18750 14
4 94 110 F 1720 1,00000 20
5 105 101 M 2910 2,11981 18
6 97 95 M 1400 1,25025 19
X 97,5 102 2538 1,84293 18,5
+SD 6,12 9,51 2297 1,67114 3,02

Kontrolna grupa bez inokulacije tumora, tretirana sa 460 mg/kg mebendazola

1 90 92 F 0 0 0
2 102 112 M 0 0 0
3 100 110 M 0 0 0
4 88 90 F 0 0 0
5 91 90 M 0 0 0
6 102 105 F 0 0 0
X 95,50 99,83

+SD 6,50 10,32
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5 TeZina Zivotinje (g) Tumor
Hréak " . .
y ) Pol TeZina Zapremina Ki-67
br. pocetak kraj 3 -
mg cm X za 20
Grupa tretirana sa 460 mg/kg mebendazola
1 110 90 M 730 0,448 12
2 116 86 M 980 0,567 13
3 114 92 M 2110 1,608 14
4 105 95 F 2570 1,710 16
5 110 88 F 690 0,395 8
6 102 100 M 3010 2,280 18
X 109,5 91,83 1682 1,168 13,5
+SD 5,25 5,08 1012 0,8001 3,45
p (t-test) <0,01 > 0,05 > 0,05 <0,05

Grupa tretirana sa 460 mg/kg mebendazola i 20 mg/kg deoksiholne kiseline

1 103 100 F 1250 0,690 13

2 95 85 M 3120 2,490 18

3 110 98 M 620 0,377 8

4 117 105 F 1320 0,710 13

5 102 90 M 765 0,480 12

6 98 84 F 2415 1,860 15

X 104,2 93,7 1582 1,1012 13,17

+SD 8,08 8,60 983 0,8645 3,31

p (t-test) > 0,05 > 0,05 > 0,05 <0,02

Patohistoloska analiza ispitivanih tumora posle tretmana mebendazolom pokazala je

redukciju vaskulature, smanjenje prodiranja u tkiva i ekspanziju nekroze.

Tretman mebendazolom znacajno je uticao na telesnu teZinu Zivotinja u toku trajanja

eksperimenta (Tabela 5.1.; Prilog, Slika P2.).
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Eksperimentalne i kontrolna grupa su statisticki uporedene u odnosu na broj crvenih
i belih krvnih zrnaca i trombocita, nivo hemoglobina, hematokrit, nivo proteina u serumu i

sedimentaciju, ali nije zapaZena znacajna razlika izmedu grupa.

IzvrSen je pregled glavnih organa i nisu ustanovljene ni patoloske, ni toksikoloSke

promene u kontrolnim i eksperimentalnim grupama.

Rezultati: Mebendazol je smanjio broj mitoza tumora, vaskulaturu, prodiranje u
okolna tkiva i povecao je nekrozu tumora. Zapremina i teZina tumora su neznatno smanjene.

Toksi¢nost nije zapaZena.

5.2. Eksperiment Il - Delovanje metformina na fibrosarkom kod mladih

hrcaka

Cilj eksperimenta bio je ispitivanje delovanja metformina na in vivo model solidnog

tumora - fibrosarkoma kod mladih hrcaka.

33 sirijska zlatna hréka oba pola, tezine oko 100 g, na slucaj su rasporedena u 3
eksperimentalne i 2 kontrolne grupe priblizno podjednake polne zastupljenosti. 2 x 10° BHK-
21/C13 Ccelija u 1 ml su subkutano ubrizgane u leda Zivotinja u 4 grupe. Prva
eksperimentalna grupa (7 Zivotinja) zapocela je peroralnu terapiju metforminom 500 mg/kg
dnevno preko Zeluda¢ne sonde 7 dana pre inokulacije tumora, druga (8 Zivotinja) 3 dana pre
inokulacije i trec¢a (6 Zivotinja) odmah nakon inokulacije. Posle 2 nedelje, kada su tumori bili

oko 2-3 cm u kontrolnoj grupi sa tumorima (6 hréaka), sve Zivotinje su Zrtvovane.

Krv je sakupljena za odredivanje glukoze i druge laboratorijske analize
kardiopunkcijom tokom anestezije. Tumori su ekscizovani, odredena je njihova teZina i
njihovi precnici su izmereni. Uzorci tumora su histoloski ispitani, a glavni organi toksikoloski
analizirani, ukljucujuéi 6 kontrolnih Zivotinja koje su primile metformin bez inokulacije
tumora. Zapremina tumora je odredena na osnovu formule LxS?/2, gde je L najduzi, a S
najkraci precnik. Ki-67-pozitivne éelije u uzorcima tumora su kvantifikovane; slike su
snimljene i obradene softverom UTHSCSA Image Tools for Windows Version 3.00. Za

odredivanje statistickog znacaja razlika u teZini tumora, zapremini, broju Ki-67-pozitivnih
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¢elija i drugim parametrima koriS¢en je neparametrijski validiran Studentov t-test, kao i
ANOVA pracena Student-Newman-Keuls post hoc testom. Prikupljeni podaci su obradeni i

prikazani tabelarno (Tabela 5.2.) i graficki (Prilog, Slike P5-P8.).

Supkutana inokulacija BHK-21/C13 C(elija hrécima rezultirala je formiranjem
fibrosarkoma na mestu aplikacije kod svih inokuliranih Zivotinja. Peroralni tretman
metforminom znacajno je inhibirao rast tumora. Ovo je verifikovano u grupi koja je 7-dana
dobijala predtretman. U toj grupi je ustanovljeno je znatno smanjenje teZine i zapremine
tumora, a takode i smanjenje proliferacije tumorskih ¢elija pokazano Ki-67 bojenjem isecaka
tumora (Tabela 5.2.). Treba istaci da je u nasem eksperimentalnom modelu samo 7-dnevni

predtretman bio povezan sa statisticki znacajnim antitumorskim efektima.

Tabela 5.2. Karakteristike eksperimentalnih Zivotinja i tumora u kontrolnim grupama i

grupama koje su tretirane metforminom

Hréak TeZina Zivotinje (g) Pred- _ Tumor' - Ser'umska
br. poetak kraj Pol tretman TeZina Zapren;nna _Ki-67 glikoza
(dani) mg cm X za 20 mmol/I
Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloskim rastvorom
1 106 118 F 0 6870 5,100 23 3,8
2 90 91 F 0 2070 1,400 14 3,5
3 92 95 F 0 250 0,190 17 4,7
4 104 102 M 0 2890 2,120 20 4,2
5 95 109 M 0 1730 1,010 18 5,5
6 94 94 M 0 1420 1,249 19 44
i 96,8 101 2538 1,845 18,5 4,3
+SD 6,59 10,4 2291 1,7123 3,01 0,61
Kontrolna grupa bez inokulacije tumora, tretirana sa 500 mg/kg metformina
1 88 91 | F 0 0 0 0 2,4
2 90 91 | F 0 0 0 0 2,9
3 101 110 | F 0 0 0 0 3,8
4 99 91 | M 0 0 0 0 8,7
5 100 107 | ™ 0 0 0 0 3,9
6 93 92 | M 0 0 0 0 4,1
X 95,17 | 97,00 4,3
+SD 5,56 8,97 2,25
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Hréak TeZina Zivotinje (g) Pred- _ Tumor' ' Ser'umska
br. poetak kraj Pol tretmf':\n TeZina Zapren;ma _Ki-67 glikoza
(dani) mg cm X za 20 mmol/|
Grupe tretirane sa 500 mg/kg metformina

1 93 103 | F 7 200 0,36000 7 3,3

2 96 112 | F 7 300 0,21600 11 3,1

3 75 88 F 7 30 0,02250 3 3,5

4 80 80 | M 7 1030 0,75000 9 3,9

5 81 73 | ™ 7 140 0,12500 12 3,7

6 136 121 | ™ 7 15 0,00892 8 4,1

7 98 105 | F 7 170 0,10035 9 3,4

X 94,14 | 97,43 312 0,22611 8,43 3,57

+SD 20,46 | 17,54 358 0,26049 2,94 0,35
p (t-test) <0,02 <0,02 <0,01 <0,05

1 91 89 F 3 10 0,0240 6 6,9

2 90 93 | M 3 450 0,01250 14 3,9

3 107 120 | F 3 1880 0,7955 16 2,9

4 87 92 | ™M 3 1950 1,680 25 3,7

5 65 72 F 3 1390 0,870 16 4,1

6 88 95 | M 3 1410 0,690 15 3,3

7 77 79 F 3 1500 0,710 16 46

8 72 75 F 3 190 0,042 7 3,4

X 84,63 | 89,37 1097,5 0,6171 14,38 4,1

£5D 13,04 | 15,15 766,23 0,5561 5,93 1,24
p (t-test) > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

1 90 105 | M 0 2900 2,10109 17 3,2

2 92 110 | F 0 1400 1,02050 13 3,5

3 78 9 | M 0 1200 0,87055 7 3,7

4 86 81 | M 0 2900 2,11060 21 3,1

5 82 75 F 0 410 0,29889 10 5,2

6 126 122 | ™ 0 1700 1,22066 18 10,8

X 92,33 | 97,17 1752 1,27038 14,33 4,9

£5D 1727 | 18,15 987 0,71619 5,28 2,98
p (t-test) >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
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PatoloSka evaluacija otkrila je sliécnu razmeru nekroti¢nih podruéja u tumorima sa ili
bez predtretmana i tretmana metforminom, iako su tumori u slucaju predtretmana i

tretmana bili maniji.

Predtreatment i tretman metforminom nije imao znacajnog uticaja na telesnu tezinu

Zivotinja u toku studije (Tabela 5.2.).

Metformin je uzrokovao blagi pad nivoa glikoze u krvi hréaka naste, kao Sto je
prikazano u Tabeli 5.2. Eksperimentalne i kontrolne grupe su takode statisticki uporedene u
pogledu crvenih i belih krvnih zrnaca, broja trombocita, nivoa hemoglobina, hematokrita,

serumskih proteina i sedimentacije, ali nije zabelezena znacajna razlika izmedu grupa.

Ispitivanjem glavnih organa nisu otkrivene nikakve patoloSke ni toksikoloSke

promene u kontrolnim i eksperimentalnim grupama.

REZULTATI: Metformin je inhibirao rast fibrosarkoma kod hréaka bez toksi¢nosti.

Sedmodnevni pretrtman bio je vazan za statisticki znacajan efekat.

5.3. Eksperiment Il - Delovanje kombinacije metformina i kofeina na

fibrosarkom kod mladih hrcaka

Cilj eksperimenta bio je ispitivanje delovanja kombinacije metformina i kofeina na in

vivo model solidnog tumora - fibrosarkoma kod mladih hréaka.

32 sirijska zlatna hréka oba pola, teZine oko 100 g, na slucaj su rasporedena u 3
eksperimentalne i 2 kontrolne grupe, sa najmanje 6 Zivotinja u grupi, vodedi racuna o
uporedivoj polnoj zastupljenosti. 2 x 10° BHK-21/C13 ¢elija u 1 ml su subkutano ubrizgane u
leda Zivotinja u 4 grupe. Prva eksperimentalna grupa zapocela je peroralan tretman sa 500
mg/kg metformina dnevno, druga sa 100 mg/kg kofeina dnevno, a treca sa kombinacijom
500 mg/kg metformina i 100 mg/kg kofeina dnevno, putem gastricne sonde 3 dana pre
inokulacije tumora. Dve nedelje kasnije, kada su precnici tumora u kontrolnoj grupi bili oko
2 cm, sve zivotinje su Zrtvovane. Krv je sakupljena kardiopunkcijom tokom anestezije za
glikozu i druge analize. Tumori su ekscizovani, a njihova teZina i precnici izmereni. Uzorci

tumora bili su analizirani patohistoloski (HE) i imunohistohemijski (Ki-67, CD 31, COKS 1V,
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GLUT-1, iNOS). Glavni organi su toksikoloski analizirani, ukljucujudi Zivotinje iz kontrolne
grupe koje su primale metformin i kofein. Zapremina tumora je odredena koristeéi formulu
LxS%/2, gde je L najduzi, a S najkraci pre¢nik. Ki-67-pozitivne Celije u uzorcima tumora su
kvantifikovane. Slike su snimljene i obradene pomocu softvera UTHSCSA Image Tools for
Windows Version 3.00. Za odredivanje statistickog znacaja koriSc¢en je validiran Studentov t-
test i ANOVA pracena Student-Newman-Keuls post hoc testom. Najvazniji podaci su

obradeni i prikazani tabelarno (Tabela 5.3.) i graficki (Prilog, Slike P9-P12.).

Subkutana inokulacija BHK-21/C13 (¢elija hrckovima rezultirala je formiranjem
fibrosarkoma na mestu injekcije kod svih inokuliranih Zivotinja. Peroralni tretman
kombinacijom metformina i kofeina znacdajno je inhibirao rast tumora. Ovo je potvrdeno
znaajnim smanjenjem tezine i zapremine tumora i smanjenjem proliferacije tumorskih
Celija, koja je pokazana Ki-67 bojenjem iseCaka tumora hréaka (Tabela 5.3.). Treba

napomenuti da je u ovom istraZzivanju samo kombinacija metformina i kofeina bila povezana

sa statisticki znac¢ajnim antitumorskim efektom.

Tabela 5.3. Karakteristike eksperimentalnih Zivotinja i tumora u kontrolnim grupama i

grupama koje su tretirane metforminom i kofeinom

Tumor

. TeZina Zivotinje (g) Serumska
H;ffk potetak kraj Pol TeZina Zaprer?ina _Ki'67 glikoza
mg cm X z7a 20 mmol/I|
Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloskim rastvorom, predtretman 3 dana
1 100 106 F 2070 1,700 18 4,9
2 97 115 M 1690 1,500 21 34
3 107 119 F 6890 5,200 24 3,8
4 101 97 M 2920 2,300 17 4,4
5 99 100 M 1410 1,150 20 4,3
6 80 85 F 270 0,195 12 5,0
i 97,3 104 2542 2,0075 18,66 4,3
+SD 9,14 12,4 2300 1,7112 4,08 0,62
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. TeZina Zivotinje (g) Tumor Serumska
H[)Crak potetak kraj Pol TeZina Zaprer?ina _Ki‘67 glikoza
' mg cm X za 20 mmol/|
Kontrolna grupa bez inokulacije tumora, tretirana sa 500 mg/kg metformina i 100 mg/kg kofeina
1 103 110 M 0 0 0 2,2
2 92 98 M 0 0 0 2,7
3 108 110 F 0 0 0 4,0
4 80 91 M 0 0 0 4,0
5 89 98 F 0 0 0 7,2
6 101 105 F 0 0 0 3,8
X 95,5 102 4,0
+SD 10,37 7,62 1,74
Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana
1 108 119 F 1930 0,8800 18 3,1
2 88 92 M 11 0,0250 7 6,8
3 95 100 M 400 0,0130 13 4,0
4 85 90 M 2000 1,7900 24 3,8
5 79 83 F 1400 0,9200 15 4,2
6 86 88 F 180 0,0900 8 3,7
7 90 94 M 1420 0,8820 17 3,0
8 80 87 F 1530 0,9010 14 4,5
X 88,62 94,12 1108,9 0,6876 14,50 4,1
+SD 8,72 11,26 792,63 0,6142 5,48 1,19
p (t-test) > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05
Grupa tretirana sa 100 mg/kg kofeina, predtretman 3 dana
1 88 100 F 1500 1,2091 18 10,2
2 76 89 F 1300 1,2567 12 3,0
3 90 105 M 3000 2,2180 15 3,4
4 92 90 F 820 0,6981 10 29
5 115 120 3100 2,8790 20 6,2
6 78 85 4200 3,5221 22 3,9
i 89,83 98,17 2320 1,9638 16,17 4,9
+SD 13,95 13,04 1309 1,0956 4,67 2,85
p (t-test) > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05
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. TeZina Zivotinje (g) Tumor Serumska
Htchrak potetak kraj Pol TeZina Zaprer?ina _Ki‘67 glikoza
' mg cm X za 20 mmol/|
Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina i 100 mg/kg kofeina, predtretman 3 dana

1 94 74 M 350 0,180 16 3,5

2 67 76 M 340 0,216 13 3,3

3 77 78 F 300 0,245 12 3,2

4 105 92 F 1050 0,648 18 3,8

5 91 90 M 160 0,080 8 3,8

6 110 118 F 310 0,198 13 4,0

i 90,67 88 418 0,261 13,33 3,60

+SD 11,31 16,49 317 0,198 3,44 0,32
p (t-test) < 0,05 < 0,05 < 0,05 <0,05

Patohistoloska i imunohistohemijska evaluacija pokazale su smanjenje penetracije
tkiva, ekspanziju nekroze i hemoragicnih oblasti i smanjenje vaskulature u svim analiziranim

iseCcima tumora tretiranih kombinacijom metformina i kofeina, u poredenju sa kontrolama.

Tretmani nisu imali znacajnog uticaja na telesnu tezinu Zivotinja u toku studije

(Tabela 5.3.).

Metformin je uzrokovao blagi pad nivoa glikoze u krvi hrékova naste, kao Sto je
prikazano u Tabeli 5.3. Takode, eksperimentalne i kontrolne grupe su statisticki uporedene u
pogledu broja crvenih i belih krvnih zrnaca, broja trombocita, nivoa hemoglobina,

hematokrita, serumskih proteina i sedimentacije, ali nije primeéena znacajna razlika izmedu

grupa.

Ispitivanjem glavnih organa nisu otkrivene ni patoloske, ni toksikoloske promene u

eksperimentalnim i kontrolnim grupama.

REZULTATI: Kombinacija metformina i kofeina znacajno je inhibirala rast

fibrosarkoma kod hrcaka bez toksi¢nosti.
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5.4. Eksperiment IV — Delovanje itrakonazola i antikancerska interakcija

metformina i itrakonazola na fibrosarkomu mladih hréaka

Cilj eksperimenta bio je ispitivanje delovanja kombinacije metformina i itrakonazola

na fibrosarkom kod mladih hrckova.

U okviru eksperimenta analizirani su teZina, precnici, zapremina, gustina, povrsina,
odnos povrsine prema zapremini i imunohistohemija eksperimentalnih fibrosarkoma kod
hréaka tretiranih metforminom i itrakonazolom. 48 sirijskih zlatnih hréaka oba pola, telesne
mase oko 100 g, na slu¢aj su rasporedeni u 8 grupa iste veli¢ine. 2 x 10° BHK-21/C13 Celija u
1 ml su subkutano ubrizgane u u leda eksperimentalnih Zivotinja. Sproveli smo dva seta
eksperimenata. Prvi set eksperimenata obuhvatao je Cetiri grupe Zivotinja. Prva grupa je
zapocela peroralni tretman sa fizioloskim rastvorom, druga sa 500 mg/kg metformina
dnevno, treca sa 250 mg/kg itrakonazola dnevno, a Cetvrta sa kombinacijom 500 mg/kg
metformina i 250 mg/kg itrakonazola dnevno, putem gastri¢ne sonde 3 dana pre inokulacije
tumora. Posle 2 nedelje, sve Zivotinje su Zrtvovane. Drugi set eksperimenata je sproveden na
isti nacin kao i prvi, izuzev $to je tretman trajao 3 nedelje i dnevna doza metformina bila je
250 mg/kg. Posle Zrtvovanja Zivotinja, krv je sakupljena za odredivanje glikoze i druge
laboratorijske analize. Tumori su ekscizovani, a njihova tezina, precnici i zapremina izmereni.
Uzorci tumora su analizirani patohistoloski i imunohistohemijski (Ki-67, CD 34, COX IV, GLUT-
1, iNOS). Glavni organi su toksikoloski analizirani. Zapremina tumora odredivana je
volumetrijski preciznom menzurom, na osnovu razlike nivoa te¢nosti pre i posle totalnog
potapanja tumora. Ki-67-pozitivne éelije u uzorcima tumora su kvantifikovane. Slike su
snimljene i obradene pomocdu softvera UTHSCSA Image Tools for Windows Version 3.00. Za
statisticku analizu koriS¢en je Studentov t-test sa neparametrijskom validacijom (Mann-
Whitney), kao i ANOVA sa Student-Newman-Keuls post hoc testom. Kombinacija
metformina i itrakonazola znadajno je promenila fizicko-hemijske i patohistoloske
karakteristike eksperimentalnih fibrosarkoma — tezinu, relativhu tezinu (odnos teZine
tumora i tezine eksperimentalne Zivotinje), zapreminu, gustinu, duZinu, povrsinu, odnos
povrsine prema zapremini i broj mitoza kod hrcaka, bez toksi¢nosti. Na osnovu dobijenih

rezultata, moze se zakljuciti da je kombinacija metformina i itrakonazola znacajno inhibirala
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rast tumora kod hréaka i da moZe biti efikasan i siguran pristup netoksi¢nom

antikancerskom adjuvantnom tretmanu i prevenciji relapsa.

Najvazniji rezultati prikazani su tabelarno (tabele 5.4.-5.6.), na slikama 5.1.i 5.2. i

graficki (Prilog, Slike P13-P18.)

Treba posebno istaci da je u ovom istrazivanju, sa trodnevnim predtretmanom, samo
kombinacija metformina i itrakonazola bila povezana sa statisticki znacajnim antitumorskim

delovanjem.
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Tabela 5.4. Karakteristike eksperimentalnih Zivotinja i tumora u kontrolnim grupama i

grupama koje su tretirane metforminom, itrakonazolom i njihovom kombinacijom

Tretman u trajanju 2 nedelje Tretman u trajanju 3 nedelje
Hréak TeZina Zivotinje (g) ool Tezina Zivotinje (g) pol
br. pocetak kraj pocetak kraj
Kontrolna grupa Kontrolna grupa
1 104 160 F 91 102 F
2 141 158 F 87 98 F
3 112 123 F 82 93 M
4 115 118 M 94 99 M
5 134 141 M 80 91 M
6 105 112 M 84 92 M
i 118.5 135.3 96.3 95.8
+SD 154 20.7 5.4 4.4
Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina Grupa tretirana sa 250 mg/kg metformina
1 124 138 F 79 91 F
2 146 155 F 78 84 F
3 118 133 F 75 87 F
4 87 112 M 112 108 M
5 78 101 M 84 86 M
6 91 73 M 87 92 M
X 107.3 118.7 85.8 91.3
1+SD 26.2 29.5 13.5 8.7
Grupa tretirana sa 250 mg/kg itrakonazola Grupa tretirana sa 250 mg/kg itrakonazola
1 92 107 F 89 98 F
2 132 121 F 99 102 F
3 112 110 F 140 107 F
4 149 129 F 112 100 F
5 125 98 M 95 110 M
6 51 71 M 82 85 M
i 110.2 106.0 102.8 100.3
1SD 34.7 20.3 20.8 8.7
Grupa tretirana kombinacijom Grupa tretirana kombinacijom
metformina (500 mg/kg) metformina (250 mg/kg)
i itrakonazola (250 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg)
1 93 93 F 94 112 F
2 101 104 F 98 99 F
3 109 113 F 96 94 F
4 84 85 F 105 98 M
5 118 117 M 89 104 M
6 106 114 M 88 90 M
X 101.8 104.3 95.0 99.5
1SD 12.1 12.9 6.3 7.7
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Tabela 5.5. Karakteristike ekscizovanih tumora u grupama eksperimentalnih Zivotinja koje su

tretirane dve nedelje i statisticka analiza

Tumor
Hreak TeZina Relavt_ivna Zapremina Gustina Duzina Povrsina Povrsmg / Ki-67
br. mg tezina om? mg/mm3 om om? Zaprer_rluna i 20
mg/g cm za
1. Kontrolna grupa
1 2370 14,81 2,20 1,077 2,4 18,20 8,27 19
2 2580 16,33 2,24 1,075 3,4 16,10 7,19 20
3 550 4,47 0,35 1,100 1,8 3,28 9,37 14
4 3040 25,76 2,80 1,086 2,4 18,10 6,46 23
5 1600 11,35 1,50 1,067 2,3 10,50 7,00 18
6 670 5,98 0,60 1,117 2,1 5,60 9,33 17
X 1802 13,12 1,67 1,087 2,4 11,96 7,94 18,5
1SD 1034 7,77 0,96 0,018 0,54 6,51 1,24 3,02
2. Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina
1 2470 15,93 2,40 1,029 2,5 12,90 5,38 16
2 1270 9,92 1,20 1,058 2,2 7,18 5,98 16
3 3960 29,77 3,80 1,042 2,6 18,08 4,76 25
4 1640 14,64 1,50 1,093 2,0 9,41 6,27 14
5 800 7,92 0,75 1,067 1,6 5,56 7,41 15
6 710 9,73 0,70 1,014 1,8 5,49 7,84 7
Y 1808,3 14,65 1,56 1,051 2,12 9,77 6,27 15,5
SD 1233,6 8,03 1,15 0,028 0,39 4,93 1,176 5,75
p (t-test)
Grupe 1/2 0,999 0,85 0,900 0,025* 0,3 0,592 0,0499* 0,250
3. Grupa tretirana sa 250 mg/kg itrakonazola
1 3100 8,18 3,00 1,033 2,0 12,57 4,19 21
2 1160 9,59 1,10 1,055 2,1 6,91 6,28 13
3 800 7,48 0,75 1,067 1,9 6,69 9,56 7
4 630 4,88 0,60 1,050 1,2 3,13 5,22 10
5 780 7,96 0,70 1,114 1,9 3,99 5,70 17
6 2260 1,83 2,00 1,113 2,4 14,27 7,13 18
X 1455,0 14,99 1,36 1,072 1,92 7,93 6,34 14,33
1SD 1000,6 11,79 0,95 0,034 0,397 4,54 1,859 5,28
p (t-test)
Grupe 1/3 0,610 0,86 0,600 0,450 0,17 0,25 0,11 0,170
Grupe 2/3 0,615 0,95 0,800 0,410 0,47 0,59 0,999 0,850
4. Grupa tretirana kombinacijom metformina (500 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg)
1 350 3,76 0,34 1,029 1,2 1,57 4,62 9
2 120 1,15 0,12 1,000 0,9 1,09 9,08 3
3 400 3,54 0,40 1,000 1,6 1,83 4,57 7
4 170 2,00 0,16 1,062 1,1 1,14 7,12 9
5 460 3,93 0,45 1,022 1,4 1,82 4,04 12
6 250 2,19 0,24 1,042 1,0 1,19 4,96 10
X 292 2,78 0,28 1,026 1,20 1,44 5,73 8,33
1SD 134 1,15 0,13 0,024 0,26 0,34 1,96 3,08
p (t-test)
Grupe 1/4  0,009* 0,09* 0,0095* 0,009* 0,006* 0,0085* 0,049* 0,0065*
Grupe 2/4 0,019*  0,0088* 0,021* 0,15 0,005* 0,0078* 0,6 0,03*
Grupe 3/4 0,029* 0,037* 0,0205* 0,022*  0,0085* 0,0095* 0,65 0,04*

* - znacajna razlika
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Tabela 5.6. Karakteristike ekscizovanih tumora u grupama eksperimentalnih Zivotinja koje su

tretirane tri nedelje i statisticka analiza

Tumor
legcfk TeZina Ri?;:’:a Zapremina Gustina Duzina  Povrsina ZPovrsmfa / _Ki‘67
m cm?® m /mm3 cm cm’ aprer_rluna X
8 mg/g g cm za 20
1. Kontrolna grupa
1 7700 75,49 7,00 1,100 3,5 34,20 4,89 18
2 17050 157,87 16,00 1,066 53 75,37 4,71 32
3 11380 122,37 10,50 1,084 4,0 46,95 4,47 24
4 2580 26,06 2,30 1,122 2,5 12,03 5,23 18
5 1270 13,96 1,20 1,058 2,0 6,64 5,53 12
6 7930 86,20 7,20 1,101 3,4 34,20 4,75 17
i 7985 80,32 7,37 1,089 3,45 34,90 4,93 20,17
1SD 5798 55,11 5,44 0,024 1,16 24,92 0,39 6,94
2. Grupa tretirana sa 250 mg/kg metformina
1 7690 84,50 7,00 1,099 2,8 24,63 3,52 23
2 6690 79,64 6,00 1,115 3,0 25,21 4,20 17
3 4110 47,24 3,80 1,082 2,2 15,21 4,00 18
4 2660 24,63 2,50 1,064 2,2 11,72 4,69 15
5 3860 44,88 3,70 1,043 2,8 17,02 4,60 13
6 2510 27,28 2,40 1,046 1,9 10,56 4,40 19
i 4587 51,36 4,23 1,075 2,48 17,39 4,24 17,5
1SD 2137 25,50 1,88 0,029 0,44 6,28 0,432 3,45
p (t-test)
Grupe 1/2 0,2 0,2 0,12 0,48 0,095 0,12 0,018* 0,48
3. Grupa tretirana sa 250 mg/kg itrakonazola
1 7230 73,78 7,00 1,033 3,0 23,44 3,35 19
2 7900 77,45 7,50 1,053 3,2 28,56 3,81 22
3 6700 62,62 6,50 1,117 3,2 25,78 3,97 18
4 5970 59,70 5,50 1,085 3,2 24,57 4,47 16
5 5090 46,27 4,80 1,060 3,0 21,73 4,53 20
6 6530 76,82 6,00 1,088 3,2 28,24 4,71 15
X 6570 66,11 6,22 1,073 3,13 25,39 4,14 18,33
1SD 977 12,24 0,99 0,030 0,10 2,69 0,519 2,58
p (t-test)
Grupe 1/3 0,6 0,55 0,55 0,4 0,55 0,47 0,015* 0,54
Grupe 2/3 0,051 0,2 0,049* 0,9 0,0095*  0,019* 0,7 0,8
4. Grupa tretirana kombinacijom metformina (250 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg)
1 2970 26,52 2,80 1,061 1,8 9,44 3,37 13
2 2090 21,11 2,00 1,045 1,9 7,013 3,51 18
3 1440 15,32 1,40 1,029 1,7 5,82 4,16 5
4 2450 25,00 2,35 1,043 2,7 7,39 3,14 15
5 1920 18,46 1,85 1,038 2,2 6,519 3,52 14
6 1040 11,55 1,00 1,040 1,4 5,58 5,58 6
X 1973 19,66 1,90 1,043 1,95 6,96 3,88 11,83
1SD 690 5,72 0,65 0,011 0,45 1,39 0,899 5,19
p (t-test)
Grupe 1/4 0,035* 0,025* 0,036* 0,005* 0,015* 0,021* 0,03* 0,045*
Grupe 2/4 0,018* 0,015* 0,015* 0,035* 0,06 0,008* 0,45 0,053
Grupe 3/4 0,002* 0,002* 0,003* 0,045* 0,007*  0,0001* 0,55 0,021*

* - znacajna razlika
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Kontrolna grupa
1 2 3 4

5
Grupa treatirana metforminom

3 4 5 6
= & @ @

Grupa treatirana itrakonazolom

6

1 2 3 4 B 6

Slika 5.1. Tumori ekscizovani posle dvonedeljnog tretmana,
postavljeni na milimetarski papir radi vizuelnog poredenja dimenzija
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Kontrolna grupa

Grupa treatirana metforminom

Grupa treatirana itrakonazolom
2 3 4 5

2 5 6

Slika 5.2. Tumori ekscizovani posle tronedeljnog tretmana,
postavljeni na milimetarski papir radi vizuelnog poredenja dimenzija

U poredenju sa kontrolama, patohistoloSka i imunohistokemijska evaluacija pokazala
je smanjenje penetracije tkiva, ekspanziju nekroze i hemoragi¢ne oblasti i smanjenje
vaskulature u svim analiziranim iseCcima tumora tretiranih kombinacijom metformina i

itrakonazola (Slika 5.3.).
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Bojenje

Ki-67

GLUT-1

iNOS

CD 34

COX IV

Slika 5.3. Imunohistokemijska evaluacija ise¢aka tumora tretiranih kombinacijom
metformina i itrakonazola u poredenju sa kontrolama
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Slika 5.4. Relativan stepen imunoekspresije (deo obojene oblasti, srednja vrednost + SD za
n = 10) i statisti¢ka analiza (*p < 0.05) za: A — grupe tretirane dve nedelje, B - grupe tretirane
tri nedelje (C - kontrolna grupa, M - grupa treatirana metforminom,
| - grupa treatirana itrakonazolom, M+l - grupa treatirana kombinacijom metformina i
itrakonazola)

Tretmani nisu imali znacajnog uticaja na telesnu teZinu Zivotinja u toku eksperimenta

(tabele 5.4.-5.6.).
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Metformin nije uzrokovao pad nivoa glikoze u krvi hrékova naste. Pored toga,
eksperimentalne i kontrolne grupe su statisticki uporedene u pogledu broja crvenih i belih
krvnih zrnaca, broja trombocita, nivoa hemoglobina, hematokrita, proteina u serumu i

sedimentacije, ali nije primecéena znacajna razlika izmedu grupa (tabele 5.7.-5.8.).

Ispitivanjem glavnih organa nisu otkrivene nikakve patoloSke ni toksikoloSke

promene u eksperimentalnim i kontrolnim grupama.

REZULTATI: Kombinacija metformina i itrakonazola znadajno je inhibirala rast

fibrosarkoma kod hréaka bez toksi¢nosti.
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Tabela 5.7. Laboratorijske analize krvi Zivotanja u grupama koje su tretirane dve nedelje

Wiak  Lewkocti  Limoc  Monoci  Granulocii  Erroci  Hemogiobin  Hematokit  MCY  MCH  MCHC 'O semen.  Gikoa  POM - Abumin
br. 3-16:10° g/l 50-81 % 0-3% 17-30 % 471061 10018091 3550% 6777 2827 20036091 Ty tacija mmoll  7eg 8439
Kontrolna grupa
1 9,60 86,1 18 120 468 112 34,63 74 239 323 512 112 51 57,79 2749
2 27,41 440 08 552 5,29 136 35,36 67 258 386 201 112 42 52,80 43,00
3 18,14 536 8,0 456 6,14 134 37,01 60 216 361 265 112 48 54,72 33,84
4 13,38 823 44 133 547 14 34,74 64 209 329 413 112 45 50,68 29,32
5 18,69 736 6.3 20,1 430 92 27,66 64 214 332 564 112 33 89,80 4170
6 29,14 785 72 14,3 498 114 32,08 64 230 356 484 112 39 53,10 4530
V?;Z‘:g:t 19,39 69,68 475 26,75 5,14 117,00 33,58 6550 2277 347,83 406,50 4,30 59,82 36,78
+SD 7,66 16,97 2.95 18,77 0,64 16,24 331 472 186 24,16 144,39 0,65 14,88 756
Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina
1 1149 438 36 526 5,52 124 36,82 67 224 336 538 112 37 58,94 32,62
2 16,06 734 137 127 6,20 126 38,38 62 204 329 228 112 41 52,60 4140
3 31,09 417 5,1 53,1 6,37 145 37,76 59 25 379 330 112 46 52,41 44,10
4 16,34 90,0 07 93 749 151 4372 58 20,2 346 146 112 39 4350 2190
5 6,75 812 08 179 481 13 34,34 7 235 329 312 112 33 58,56 33,35
6 17,29 778 33 19,0 6,27 130 40,24 64 20,7 322 544 112 41 58,94 36,77
Vsr;fﬁ]’g; 16,50 67,98 453 2743 6,11 131,50 38,54 6350 2162 340,17 349,67 3,95 54,16 35,02
+SD 8,17 20,30 480 20,00 0,90 14,10 319 493 136 20,68 162,06 044 6,07 783
Grupa tretirana sa 250 mg/kg itrakonazola
1 15,94 775 08 217 487 17 32,64 67 239 357 679 112 35 55,48 2993
2 15,23 785 07 208 5,69 126 36,74 65 222 343 295 112 37 57,34 25,12
3 5,96 84,7 5.2 10,1 5,09 114 34,01 67 25 336 434 112 32 4310 20,10
4 36,38 350 17 533 483 123 3479 72 255 354 265 112 52 57,21 36,04
5 12,10 84,1 58 10,2 5,68 124 3740 66 219 332 464 112 31 61,63 40,70
6 17,32 787 5.2 16,1 445 101 2082 67 w7 340 479 112 9.9 53,56 4227
\/Sr;z(:g:t 1716 73,08 490 22,03 5,10 117,50 34,23 6733 2312 343,67 436,00 477 54,72 32,36
+SD 10,25 1891 404 16,11 0,50 9.27 2.78 242135 9.93 148,87 263 6,29 8,83
Grupa tretirana kombinacijom metformina (500 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg)
1 14,16 588 07 405 3,39 85 2451 72 250 345 406 112 35 59,90 26,60
2 29,18 86,8 38 94 548 18 38,21 70 215 308 542 112 33 61,63 40,70
3 20,66 345 139 516 6,13 129 3594 59 211 360 421 112 39 58,10 4320
4 10,82 88,6 17 97 5,99 141 39,17 65 236 361 416 112 41 48,80 24,20
5 16,49 657 8,0 263 5,95 132 38,44 65 222 344 475 112 31 57,98 40,19
6 9,82 735 6,5 210 4718 109 32,96 69 239 332 551 12 32 58,97 37,99
\iﬁg; 16,86 67,98 577 26,42 5,29 119,00 34,87 6667 22,88 341,67 468,50 352 57,56 3548
+SD 7.21 20,10 485 16,92 1,05 20,05 5,56 468 152 19,77 65,07 040 450 8,02
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Tabela 5.8. Laboratorijske analize krvi Zivotanja u grupama koje su tretirane tri nedelje

Hréak Leukociti Limfocit Monociti  Granulociti Eritrociti Hemoglobin  Hematokit ~ MCY  MCH MCHC T;%g‘%%%‘" Sedimen-  Glikoza UP;Z:‘:'[:L Albumini
br. 3-16-108 g/l 50-81 % 0-3% 17-30 % 47105 g/l 100-180 g/l 3550% 6777 2327  200-360 g/l 1009l tacija mmoll  Tegr 23439
Kontrolna grupa
1 2325 62,2 125 253 4,03 111 28,41 64 241 375 519 112 29 52,03 35,18
2 16,65 634 131 235 4,86 114 33,95 70 233 334 581 112 50 50,10 44,00
3 16,61 81,7 18 165 347 90 2346 68 258 383 192 112 26 50,60 34,40
4 1,77 80,2 36 16,2 571 126 36,79 64 22,1 343 428 112 25 57,20 37,00
5 10,44 78,6 46 16,8 6,95 149 44,06 63 215 339 448 112 7.9 61,24 35,55
6 13,78 66,6 40 294 5,67 129 37,98 67 228 340 445 112 6,7 55,68 29,56
Vsr;‘fj‘:;g:t 15,42 72,12 6,60 21,28 512 100,93 34,11 66,00 2327 352,33 435,50 4,60 54,48 35,95
+SD 458 8,99 4,90 558 1,26 4752 7,31 276 1,54 21,01 132,47 2,31 435 469
Grupa tretirana sa 250 mg/kg metformina
1 14,89 76,5 6,2 15,9 5,80 136 3567 61 234 381 484 112 45 59,50 44,00
2 2513 71,31 6,9 219 3,94 95 27,21 69 241 349 445 112 45 4830 31,40
3 18,33 545 02 153 6,73 145 42,81 64 215 339 400 112 5,1 53,95 29,93
4 9,93 62,3 71 30,6 722 145 4513 63 20,0 320 544 112 67 41,60 31,78
5 10,19 83,1 03 16,7 7,00 152 48,83 63 217 347 418 112 34 42,40 25,30
6 14,30 80,4 27 16,9 6,72 146 43,09 64 219 339 357 112 3,1 44,90 2340
vsr;f"g:‘t 15,46 71,35 3,90 19,55 6,24 136,50 40,46 6400 22,10 345,83 441,33 455 48,44 30,97
+SD 5,69 11,07 324 590 1,22 20,96 778 2,68 1,46 20,04 6594 1,29 7,05 723
Grupa tretirana sa 250 mg/kg itrakonazola
1 10,24 85,8 2,0 12,2 6,65 148 44,04 66 223 336 365 112 37 46,70 22,90
2 29,03 724 37 219 463 105 38,33 65 227 346 417 112 32 49,30 37,20
3 18,87 81,2 46 14,1 6,29 134 39,98 64 213 335 220 112 56 40,00 20,00
4 16,27 839 13 14,9 6,74 143 4273 63 214 336 347 112 73 4560 22,60
5 15,77 82,6 20 16,4 6,75 141 40,55 61 209 348 436 112 51 57,40 27,00
6 7,64 84,2 08 15,0 6,89 143 4144 60, 20,7 344 332 112 6,1 49,90 24,80
ﬁ;%‘:,‘g; 16,30 81,68 2,40 15,75 6,33 135,67 41,18 6317 2155 340,83 352,83 5,17 48,15 25,75
+SD 7.49 481 1,46 331 0,85 15,69 2,03 2,32 0,79 581 76,54 1,53 574 6,08
Grupa tretirana kombinacijom metformina (250 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg)
1 678 86,1 54 85 591 132 37,69 64 224 351 377 112 4.1 52,39 22,79
2 5,83 84,4 08 148 7,56 150 43,01 57 19,9 349 266 12 54 51,68 25,15
3 27,97 78,6 2,1 19,3 517 119 34,78 67 230 341 189 112 72 44,70 19,20
4 18,50 65,6 57 28,7 6,19 135 3843 62 219 352 557 112 34 4570 27,10
5 18,97 770 41 18,9 6,11 129 38,92 63 209 332 485 112 46 45,60 23,60
6 32,62 818 25 157 570 126 36,46 64 22,1 345 271 112 6,0 43,00 35,80
vsr;‘zdn’g:t 18,45 78,92 343 17,65 6,11 131,83 38,22 62,83 2170 345,00 300,95 5,12 4718 25,61
+SD 10,84 7.36 1,95 6,66 0,80 10,46 2,78 3,31 112 756 191,51 137 3,89 5,65
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5.5. Eksperiment V — Delovanje diklofenaka, metformina sa nitroglicerinom
(na malim - mladuncima i velikim mladim jedinkama hrcaka) i valorizacija

delovanja kombinacije metformina sa kofeinom na mladuncima

Cilj eksperimenta bio je ispitivanje delovanja diklofenaka, kombinacije metformina sa
nitroglicerinom na malim (mladunci) i ve¢im (oko 100 g) mladim jedinkama, kao i valorizacija
delovanja kombinacije metformina sa kofeinom kod mladunaca na eksperimentalni

fibrosarkom hrckova.

36 sirijskih zlatnih hréaka oba pola, tezine oko 40 g (mladunci) ili oko 100 g,
rasporedeni su u 6 grupa jednake veli¢ine (posebno manje, a posebno vece jedinke
slu¢ajnim izborom, vodedi ratuna o podjednakoj polnoj zastupljenosti). 10° BHK-21/C13
¢elija u 1 ml su subkutano ubrizgane u leda Zivotinja. Prva i druga grupa (veliki i mali)
zapocele su peroralni tretman sa fizioloSkim rastvorom, tre¢a sa 62,5 mg/kg diklofenaka
dnevno, Cetvrta i peta sa 500 mg/kg metformina i 25 mg/kg nitroglicerina dnevno, a Sesta sa
kombinacijom 500 mg/kg metformina i 100 mg/kg kofeina dnevno, putem gastricne sonde 3
dana pre, ili odmah posle inokulacije tumora. Posle 17 dana, kada su precnici tumora bili
priblizno 2 cm u kontrolnim grupama, sve Zivotinje su Zrtvovane. Krv je sakupljena za glikozu
i druge analize. Tumori su ekscizovani, a njihova teZina, zapremina i precnici izmereni. Uzorci
tumora su analizirani patohistoloski (HE) i imunohistohemijski (Ki-67 i dr.). Glavni organi su
toksikoloski analizirani. Zapremina tumora je odredena kao razlika nivoa (zapremine)
te¢nosti u menzuri posle i pre potapanja tumora, kao i formulom LxS%/2, gde je L najduzi, a S
najkraéi precnik. Ki-67-pozitivne éelije u uzorcima tumora su kvantifikovane. Slike su
snimljene i obradene pomocdu softvera UTHSCSA Image Tools for Windows Version 3.00. Za
statisticku analizu koriséen je validirani (Mann-Whitney) Studentov t-test, kao i ANOVA sa
Student-Newman-Keuls post hoc testom. Najvazniji rezultati su prikazani tabelarno (Tabela

5.9.).

Subkutana inokulacija BHK-21/C13 c(elija hrékovima rezultirala je formiranjem
fibrosarkoma na mestu injekcije kod svih inokuliranih Zivotinja. Peroralni tretmani
kombinacijom metformina i nitroglicerina, kao i metformina i kofeina znacajno su inhibirali

rast tumora. Ovo je potvrdeno znacajnim smanjenjem teZine i zapremine tumora i
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smanjenjem proliferacije tumorskih ¢elija, $to je pokazano Ki-67 bojenjem ise¢aka tumora

hrckova (Tabela 5.9.).

U ovom eksperimentu (Tabela 5.9.) delotvorni su bili samo tretman kombinacijom
metformina sa nitroglicerinom (Prilog, Slike P19-P22.) i tretman kombinacijom metformina i
kofeina (valorizacija Eksperimenta Ill na malim polno nezrelim jedinkama). MoZe se zapaziti

da svi lekovi u efikasnim tretmanima (metformin, nitroglicerin, kofein) imaju zajednicki

mehanizam, a to je antifolatno delovanje.

Tabela 5.9. Karakteristike eksperimentalnih Zivotinja i tumora u kontrolnoj grupi i grupama

koje su tretirane diklofenakom, metforminom sa nitroglicerinom i valorizacija delovanja

kombinacije metformina sa kofeinom

Tumor

Hréak TeZina Zivotinje (g) Pred- - : — Ser'umska
br. pocetak kraj Pol tretmfam TeZina Zaprer?ma o glikoza
(dani) g cm X 7320 mmol/I
Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloSkim rastvorom - mali
1 42 56 F 0 1,32 1,30 16 4,71
2 42 61 F 0 3,89 3,80 23 4,92
3 41 66 F 0 2,70 2,60 18 7,59
4 40 68 M 0 1,66 1,60 17 6,57
5 46 65 M 0 1,71 1,70 18 4,17
6 37 60 M 0 5,10 4,80 25 3,28
i 41,33 62,67 2,73 2,63 19,50 5,21
SD 21,94 4,46 1,49 1,39 3,62 1,59
Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloskim rastvorom - veliki
1 124 138 F 0 1,27 1,20 15 4,71
2 146 155 F 0 2,47 2,50 19 4,92
3 118 133 F 0 3,96 3,50 22 7,59
4 87 112 M 0 1,64 1,50 16 6,57
5 78 101 M 0 5,00 4,50 24 4,17
6 109 116 M 0 1,57 1,50 16 3,28
i 110,3 125,8 2,65 2,45 18,67 5,21
1SD 24,9 19,8 1,51 1,32 3,67 1,59
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TeZina Zivotinje (g)

Tumor

Hreak Pred- : Serumska
br. potetak kraj Pol tretmfam TeZina Zaprer?ina _K"67 glikoza
(dani) g cm X 73 20 mmol/I
Grupa tretirana diklofenakom (62,5 mg/kg) - veliki
1 77 102 F 0 2,34 2,00 17 9,26
2 105 92 M 0 2,64 2,50 19 8,02
3 52 65 M 0 2,51 2,50 22 7,34
4 112 87 M 0 0,77 0,48 10 3,20
5 56 59 F 0 2,90 2,45 16 3,50
6 90 97 M 0 3,80 3,50 18 3,72
X 82 83,7 2,49 2,24 17,0 5,84
*SD 24,9 17,6 0,99 0,99 4,0 2,67
p (t-test) >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg) - mali
1 41 65 F 3 1,07 0,95 13 6,04
2 43 67 M 3 0,90 0,68 15 3,50
3 43 74 F 3 0,63 0,50 10 6,04
4 38 67 F 3 0,22 0,20 10 5,46
5 47 64 M 3 1,28 1,00 7 7,20
6 41 68 F 3 1,32 1,20 11 8,14
X 42,2 67,5 0,90 0,76 11,00 6,06
+SD 2,3 3,5 0,42 0,37 2,76 1,58
p (t-test) <0,05* <0,05* <0,05* NS
Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg) - veliki
1 99 103 F 3 0,95 0,9 14 2,19
2 96,4 92 M 3 0,95 0,9 12 3,28
3 101 107 M 3 0,99 0,95 15 2,59
4 113 116 M 3 0,43 0,40 10 5,23
5 103 122 M 3 0,29 0,25 8 3,28
6 109 118 F 3 2,30 2,00 21 5,10
X 103,6 109,7 0,985 0,90 13,33 3,61
+SD 6,29 11,18 0,71 0,61 4,55 1,27
p (t-test) 0,05* 0,05" 0,05" 0,09
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5 TeZina Zivotinje (g) Pred- Tumor Serumska
Htr)c:k poetak kraj Pol tretmfam TeZina Zaprer?ina _Ki'67 glikoza
(dani) g cm X 73 20 mmol/I
Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i kofeinom (100 mg/kg) - mali
1 47 61 M 3 0,350 0,32 9 13,87
2 42 66 M 3 0,920 0,90 15 11,08
3 41 70 M 3 0,460 0,45 11 7,45
4 39 58 F 3 0,350 0,33 8 4,07
5 38 63 F 3 0,670 0,65 10 6,55
6 43 62 F 3 0,700 0,68 12 8,94
i 110,3 113,8 0,575 0,555 10,83 8,66
+SD 3,4 7,0 0,227 0,228 2,48 3,47
p (t-test) <0,01* <0,01* <0,01*

* - na granici znagajnosti
* - znacajna razlika

Patohistoloska i imunohistohemijska evaluacija pokazale su smanjenje penetracije
tkiva, ekspanziju nekroze i hemoragicnih oblasti i smanjenje vaskulature u svim analiziranim
iseCcima tumora tretiranih kombinacijom metformina i nitroglicerina, kao i metformina i

kofeina, u poredenju sa kontrolnim grupama.
Tretmani nisu imali znadajnog uticaja na telesnu teZinu Zivotinja u toku studije.

Metformin nije uzrokovao pad nivoa glikoze u krvi ispitivanih hrckova, kao sto je
prikazano u Tabeli 5.7. Takode, eksperimentalne i kontrolne grupe su statisticki uporedene u
pogledu broja crvenih i belih krvnih zrnaca, broja trombocita, nivoa hemoglobina,
hematokrita, serumskih proteina i sedimentacije, ali nije primeéena znacajna razlika izmedu

grupa.

Ispitivanjem glavnih organa nisu otkrivene ni patoloske, ni toksikoloske promene u

eksperimentalnim i kontrolnoj grupi.

REZULTATI: Kombinacije metformina sa nitroglicerinom, kako kod polno nezrelih,
tako i kod zrelih jedinki, i metformina sa kofeinom, kod polno nezrelih mladunaca, znacajno

su inhibirale rast fibrosarkoma kod hréaka bez toksi¢nosti.
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5.6. Eksperiment VI — Delovanje deoksiholne kiseline, nitroglicerina, i
kombinacija itrakonazola sa deoksiholnom kiselinom, itrakonazola sa
nitroglicerinom, metformina sa deoksiholnom kiselinom, diklofenaka sa

deoksiholnom kiselinom i diklofenaka sa nitroglicerinom

Cilj eksperimenta bio je ispitivanje delovanja deoksiholne kiseline, nitroglicerina, i
kombinacija itrakonazola sa deoksiholnom kiselinom, itrakonazola sa nitroglicerinom,
metformina sa deoksiholnom kiselinom, diklofenaka sa deoksiholnom kiselinom i

diklofenaka sa nitroglicerinom na fibrosarkom kod mladih hrékova.

48 sirijskih zlatnih hréaka oba pola, tezine oko 100 g, na slucaj su rasporedena u 8
grupa jednake veli¢ine. 10° BHK-21/C13 celija u 1 ml subkutano su ubrizgane u leda
Zivotinja. Prva grupa je zapocela peroralni tretman sa fizioloSkim rastvorom, druga sa
250 mg/kg itrakonazola i 20 mg/kg deoksiholne kiseline, tre¢a sa 20 mg/kg deoksiholne
kiseline, Cetvrta sa 500 mg/kg metformina i 20 mg/kg deoksiholne kiseline, peta sa 25 mg/kg
nitroglicerina, Sesta sa 250 mg/kg itrakonazola i 25 mg/kg nitroglicerina, sedma sa
62,5 mg/kg diklofenaka i 20 mg/kg deoksiholne kiseline i osma sa 62,5 mg/kg diklofenaka i
25 mg/kg nitroglicerina dnevno, putem gastricne sonde odmah posle inokulacije tumora.
Posle 3 nedelje, kada su precnici tumora bili pribliZzno 2 cm u prvoj grupi, sve Zivotinje su
Zrtvovane. Krv je sakupljena za glikozu i druge analize. Tumori su ekscizovani, a njihova
tezina, zapremina i precnici izmereni. Uzorci tumora su analizirani patohistoloski (HE) i
imunohistohemijski (Ki-67 i ostale). Glavni organi su toksikoloski analizirani. Zapremina
tumora je odredena menzurom na osnovu zapremine tumorom istisnute te¢nosti i pomocu
formule LxS%/2, gde je L najduzi, a S najkracdi precnik. Ki-67-pozitivne éelije u uzorcima
tumora su kvantifikovane. Slike su snimljene i obradene pomocu softvera UTHSCSA Image
Tools for Windows Version 3.00. Za statisticku analizu koris¢en je parametrijski Studentov
t-test, koji je potom neparametrijski validiran (Mann-Whitney), kao i ANOVA sa Student-

Newman-Keuls post hoc testom. Najvazniji rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 5.10.).

Subkutana inokulacija BHK-21/C13 c(elija hrékovima rezultirala je formiranjem
fibrosarkoma na mestu injekcije kod svih inokuliranih Zivotinja. Peroralni tretmani nisu

znacajno inhibirali rast tumora u ovom eksperimentu.

U prethodnim eksperimentima (I-V) svi delotvorni tretmani su sadrzali metformin.
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Tabela 5.10. Karakteristike eksperimentalnih Zivotinja i tumora u kontrolnoj grupi i grupama

koje su tretirane deoksiholnom kiselinom, nitroglicerinom, i kombinacijama itrakonazola sa

deoksiholnom kiselinom, itrakonazola sa nitroglicerinom, metformina sa deoksiholnom

kiselinom, diklofenaka sa deoksiholnom kiselinom i diklofenaka sa nitroglicerinom

el TeZina Zivotinje (g) Pred- Tumor Ser_umska
br. sotetak rai Pol tretm_an Tedina Zapren;ina _K|-67 glikoza
(dani) g cm X 73 20 mmol/I
Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloskim rastvorom
1 131 161 M 0 10,40 10 21 2,32
2 100 119 M 0 2,09 2 13 3,04
3 117 145 M 0 18,28 15 27 3,06
4 104 129 F 0 1,97 2 15 3,14
5 107 140 F 0 16,00 15 25 3,87
6 106 127 F 0 3,28 3 19 3,19
i 110,8 136,8 8,67 7,83 20 3,10
+SD 11,4 15,1 7,30 6,31 5,48 0,49
Grupa tretirana itrakonazolom (250 mg/kg) i deoksiholnom kiselinom (20 mg/kg)
1 113,6 113 | F 0 3,67 3,5 19 2,33
2 101,2 102 [ M 0 0,46 0,25 7 2,98
3 89,2 99 F 0 0,79 0,5 11 3,20
4 92 112 F 0 3,43 3,5 16 3,45
5 96 108 F 0 3,97 3,5 20 3,10
6 82 101 F 0 2,88 2,5 15 2,95
Y 95,7 105,8 2,53 2,29 14,57 3,00
+SD 10,9 5,98 1,52 1,54 4,93 0,38
p (t-test) >0,05 >0,05 >0,05
Grupa tretirana deoksiholnom kiselinom (20 mg/kg)
1 124 135 M 0 9,72 10,5 19 2,03
2 101 127 M 0 12,87 12,0 23 2,69
3 112 109 M 0 7,58 7,0 14 4,04
4 196 122 F 0 5,12 5,0 15 3,22
5 77 85 F 0 2,70 2,5 9 3,58
6 98 129 F 0 3,89 3,5 11 3,24
i 118,0 117,8 6,98 6,75 15,17 3,13
1SD 41,3 18,3 3,84 3,83 5,21 0,70
p (t-test) >0,05 >0,05 >0,05
Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i deoksiholnom kiselinom (20 mg/kg)
1 121 53 M 0 0,15 0,059 8 2,38
2 108 109 M 0 4,30 4,0 15 3,25
3 82 86 M 0 9,09 8,0 22 2,97
4 96 108 F 0 4,05 3,5 12 3,27
5 96 106 F 0 3,51 3,0 11 3,57
6 99 123 F 0 6,46 5,5 15 3,20
X 100,3 97,5 5,48 4,80 13,83 3,10
+SD 13,13 24,8 2,31 2,02 4,79 0,40
p (t-test) >0,05 >0,05 >0,05
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ol TeZina Zivotinje (g) Pred- Tumor | Ser-umska
br. potetak kraj Pol tr(ztamnia)n TeZina Zapren;ina _Ki-67 rgr::Ir(](:)ZI?I
g cm X za20
Grupa tretirana nitroglicerinom (25 mg/kg)
1 92 101 M 0 2,60 1,6 8 6,01
2 88 103 F 0 3,22 3 15 2,51
3 103 130 F 0 5,34 5 17 2,95
4 106 131 F 0 7,58 5,5 19 3,11
5 88 105 F 0 6,80 6 15 3,51
6 88 121 F 0 6,48 6,5 14 3,63
X 94,2 115,2 5,33 4,60 14,67 3,62
1SD 8,2 13,8 2,02 1,90 3,72 1,24
p (t-test) 0,3 0,3 >0,05
Grupa tretirana itrakonazolom (250 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg)
1 119 136 M 0 10,35 9,0 23 3,11
2 106 111 M 0 7,29 7,0 17 2,47
3 101 109 M 0 3,85 3,0 12 3,52
4 96 94 F 0 2,39 1,94 9 4,03
5 115 116 F 0 4,82 4,5 15 2,65
6 98 58 F 0 2,97 2,0 8 4,20
Y 105,8 104,0 5,28 4,57 14,00 3,33
+SD 9,37 26,3 3,02 2,88 5,59 0,71
p (t-test) 206?35 >8: 25 >0,05
Grupa tretirana diklofenakom (62,5 mg/kg) i deoksiholnom kiselinom (20 mg/kg)
1 97 101 M 0 12,81 12,5 20 3,25
2 95 96 M 0 2,84 3,0 11 2,34
3 101 52 M 0 0,40 0,20 6 4,10
4 90 107 F 0 13,00 12,5 24 4,54
5 90 100 F 0 2,54 2,5 16 2,14
6 111 127 F 0 5,00 4,5 15 3,68
Y 97,33 97,17 6,10 5,87 15,33 3,34
+SD 7,92 24,70 5,47 5,32 6,38 0,96
p (t-test) >0,05 >0,05 >0,05
Grupa tretirana diklofenakom (62,5 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg)
1 111 103 M 0 9,46 9,0 20 2,28
2 112 116 M 0 12,47 13,0 22 3,73
3 98 102 M 0 6,85 6,5 18 2,84
4 81 98 F 0 5,65 5,5 19 3,54
5 108 110 F 0 3,74 4,0 15 2,33
6 97 113 F 0 5,25 5,0 17 2,56
X 101,2 | 107,0 7,24 7,17 18,5 2,89
1SD 11,8 7,0 3,20 3,33 2,43 0,61
p (t-test) >0,05 >0,05 >0,05
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Patohistoloska i imunohistohemijska evaluacija nisu pokazale smanjenje penetracije
tkiva, ekspanziju nekroze i hemoragicnih oblasti i smanjenje vaskulature u svim analiziranim

ise¢cima tretiranih tumora, u poredenju sa kontrolom.

Tretmani nisu imali znacajnog uticaja na telesnu teZinu Zivotinja u toku studije

(Tabela 5.10.).

Metformin nije uzrokovao promene nivoa glikoze u krvi ispitivanih hrékova, kao sto
je prikazano u Tabeli 5.10. Takode, eksperimentalne i kontrolne grupe su statisticki
uporedene u pogledu broja crvenih i belih krvnih zrnaca, broja trombocita, nivoa
hemoglobina, hematokrita, serumskih proteina i sedimentacije, ali nije primecena znacajna

razlika izmedu grupa.

Ispitivanjem glavnih organa nisu otkrivene ni patoloske, ni toksikoloSke promene u

eksperimentalnim i kontrolnoj grupi.

REZULTATI: Tretmani primenjeni u ovom eksperimentu (VI) nisu inhibirali rast

fibrosarkoma kod hrcaka.
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6. DISKUSIJA

Cilj ovog istrazivanja bio je da se ispita antikancersko delovanje odredenih
netoksi¢nih lekova registrovanih za neonkoloske indikacije na tumore eksperimentalnih
Zivotinja. Pretklinicke i malobrojne klini¢ke studije ukazale su na moguéu upotrebu izabranih
lekova kao netoksi¢nih antikancerskih sredstava. Prema dostupnim podacima, do nasih
ispitivanja nisu objavljeni rezultati drugih istraZivanja antitumorskog delovanja kombinacije
ovde koris¢enih lekova in vivo. Moguénosti sinergisti¢kih antikancerskih interakcija i sigurne
multitargetske terapije, zasnovane na prethodno sprovedenim zasebnim pretklinickim
studijama, glavni su razlozi za testiranje kombinacija izabranih lekova na eksperimentalnom

modelu fibrosarkoma kod hrcaka.

6.1. Eksperiment | — Antikancersko delovanje mebendazola

lako klinicka ispitivanja nisu zavrSena, ve¢ je potvrdeno da mebendazol, poznati
antiparazitski lek koji se Siroko koristi u tropskim oblastima, inhibira rast celija kancera.
Pretklini¢ke studije pokazuju da mebendazol znacajno otezava rast malignih i metastatskih
tumora, kao $to su osteosarkom i sarkom mekog tkiva, melanom, karcinom (pluca,
kolorektalni, dojki, jajnika, hepatocelularni i adrenokortikalni), akutna mieloidna leukemija,
multiformni glioblastom i meduloblastom. Mebendazol moZe indukovati depolimerizaciju
mikrotubula neoplazme i novoformirane vaskulature, zaustavljanje rasta tumora i

neoangiogenezu, zajedno sa drugim predloZzenim mehanizmima delovanja [74].

Brojni laboratorijski eksperimenti u ranoj fazi, klinicke studije i epidemioloska
istrazivanja su dokumentovali obecavajuéa antikancerska svojstva mnogih postojeéih lekova
koje milioni ljudi bezbedno uzimaju svaki dan za druge indikacije [1-3]. Projekat primene u
onkologiji lekova registrovanih za druge namene (Repurposing Drugs in Oncology - ReDO)
[91], koji koordinira Fond za borbu protiv kancera (Anticancer Fond), identifikovao je 70
lekova za koje postoje dokazi antikancerskih svojstava. Oni ukljucuju antiparazitski lek
mebendazol [4], analgetik aspirin [6], lek za dijabetes metformin [7-9], statine koji sniZzavaju

holesterol [10], antibiotik doksiciklin [11], antacid cimetidin [12], anti-gljivi¢ni lek itrakonazol
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[13], ACE inhibitor perindopril [14, 15], vazodilatator nitroglicerin [16] i imunoterapijski lek

levamizol [92, 93]. Ovi lekovi traba da budu testirani i primenjeni u onkologiji.

Klini¢ka ispitivanja su od sustinskog znacaja za odredivanje da li su u onkologiji lekovi
registrovani za druge namene primenljivi i bolji od redovne terapije i za koje grupe
pacijenata. Cilj je pronalaZenje najboljih, najsigurnijih i najjeftinijih oblika antikancerske

terapije [1-3], [91].

Mebendazol je benzimidazolski antihelmintik sa hemijskom formulom C;gH13N30s3,
molekularnom masom 295,293 g/mol i sistematizovanim nazivom u IUPAC nomenklaturi
metil (5-benzoil-1H-benzimidazol-2-il) karbamat. Uveden je 1970-ih kao ekvivalent ranije
registrovanom tiabendazolu, ali sa znacajno smanjenom toksi¢nosti. Svetska zdravstvena
organizacija navodi mebendazol kao osnovni lek protiv razli¢itih vrsta parazitskih crva.

Mebendazol se primenjuje oralno i paralizuje parazite u alimentarnom kanalu.

Niska toksi¢nost mebendazola pripisuje se maloj koli¢ini apsorbovanog leka (5 - 10%

kod svih vrsta, 17 - 22% kod ljudi) [94].

Masna hrana poboljSava apsorpciju mebendazola [94]. First-pass metabolizam skoro
clokupnog apsorbovanog mebendazola javlja se u crevima i jetri [94]. EliminiSe se preko
urina i Zuci, uglavnom u obliku metabolita. Velika koli¢ina se eliminiSe nepromenjena preko
fecesa, bez apsorpcije. U ljudskom krvotoku 95% mebendazola je vezano za proteine [94].
Zbog lipofilnosti, mebendazol prolazi kroz krvno-moZdanu barijeru [94]. Bezbednost
mebendazola nije u potpunosti istrazena u trudnoé¢i (C kategorija) i dojenju.
Gastrointestinalni bol, dijareja i viSi nivoi enzima jetre Cesti su neZeljeni efekti terapije
mebendazolom. U retkim slucajevima mogu se pojaviti leukopenija, agranulocitoza i

trombocitopenija.

Kombinacija mebendazola sa metronidazolom moze retko izazvati Stevens-Johnson-
ov sindrom. Antiepileptici fenitoin i karbamazepin snizavaju koncentracije mebendazola u

plazmi [95]. Interakcije sa cimetidinom podizu koncentracije mebendazola [95].

Rezultati brojnih istrazivanja pokazuju da mebendazol, koji se Siroko koristi za lecenje
oboljenja izazvanih parazitskim crvima, narocito u endemskim tropskim predelima, moze

spreciti proliferaciju ¢elija kancera i pojavu sekundarnih tumora, iako nisu dovrsena klinicka
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ispitivanja. U laboratorijskim uslovima, mebendazol je pokazao dobru antitumorsku
aktivnost protiv razli¢itih vrsta kancera: melanom [19, 20], karcinom pluéa [21],
adrenokortikalni karcinom [22, 23], kolorektalni karcinom [24-26], karcinom dojke [27],
jajnika [28] i hepatocelularni karcinom [29]; osteosarkom i sarkom mekog tkiva [24]; akutna

mieloidna leukemija [30, 31]; multiformni glioblastom [32] i meduloblastom [33, 34].

Mebendazol selektivho inhibira sintezu mikrotubula u intestinalnim celijama
parazitskih crva, Sto blokira njihovo uzimanje Secera i drugih hranljivih materija, stvarajuci
paralizu i eliminaciju helminta iz ljudskog tela [94]. Pokazano je da mebendazol indukuje

depolimerizaciju tubulina u razli¢itim modelima karcinoma [19-34].

Mikrotubuli su Siroko prihvaéene antikancerske mete, zbog njihove vitalne uloge u
celijskom Zivotnom ciklusu. Lekovi koji ciljano deluju na mikrotubule, kao Sto su vinka
alkaloidi i taksani, inhibiraju deobu ¢elija, podsticuc¢i apoptozu. Mikrotubuli u kulturi ¢elija
kancera pluca bili su efektivne mete za antikancersku terapiju mebendazolom. Ova terapija
blokirala je mitozu, indukovala je apoptozu delija kancera pluéa, aktivirala kaspazu i

oslobodila citohrom c [21].
Modulacija proteina Bcl-2, Bax i p53

Bcl-2 i srodni proteini, kodirani onkogenom Bcl-2, suzbijaju ili promoviSu apoptozu
[40]. Konacni apoptotski efekat zavisi od koliine pro- i anti-apoptotskih Bcl-2 proteina [40].

Ostedenje Bcl-2 gena izaziva kancer i otpornost na onkolosku terapiju [41].

Kao i drugi Bcl-2 proteini, Bax protein, kodiran Bax onkogenom, suzbija ili promovise
apoptozu [40]. Bax protein formira Bax-Bax homodimer koji deluje kao induktor apoptoze,

dok heterodimer sa Bcl-2 (Bcl-2-Bax) funkcioniSe kao antiapoptotski regulator [40].

Bax otvara anjonski kanal mitohondrije i oslobada citohrom ¢ smanjujuci potencijal
membrane [43]. Uticaj Bax gena na apoptozu zavisi od supresora tumora p53 [40]. Protein
p53 i srodni geni Stite viSecelijske organizme od pojave kancera. Ovaj supresor kancera
naziva se ,,genomski Cuvar” jer spreCava mutacije. Bax se moze aktivirati pod uticajem Bcl-2,

kao i p53 [40] ili Bif-1 proteina [44]. Nasuprot tome, Bax se moZe inaktivirati interakcijom sa
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VDAC2 proteinom spoljasnje membrane mitohondrija (naponski zavisni anjonski kanali) [45],

enzimom Pinl i IBRDC2 (IBR-tip E3 ubikvitin ligazom) [47, 74].

Publikacije o efektu mebendazola na ¢elije melanoma (putem inaktivacije Bcl-2 plus
drugi mehanizmi) i na melanocite daju bolji uvid u antikancerski mehanizam delovanja
mebendazola [19, 20]. Ove studije su pokazale da antikancerski efekat mebendazola na
hemorezistentne celije melanoma ukljuuje mikrotubularno ostec¢enje pod uticajem Bcl-2.
Bcl-2 protein, koji je najc¢eSée izrazen u humanom melanomu, omogucava proliferaciju
mutiranih éelija. Povezan je sa hemorezistencijom melanoma, kroz svoju antiapoptoticku

ulogu [19, 20].

U mnogim slucajevima, melanom sa metastazama je otporan na standardnu
hemoterapiju vinblastinom i paklitakselom usmerenu na oSteéenje mikrotubula [19].
Mebendazol deluje preko mesta vezivanja kolhicina, koje se razlikuje od mesta vezivanja
vinblastina ili paklitaksela [19, 52]. Dalje, mebendazol ima nukleotidnu strukturu [19], koja
dozvoljava interakcije sa Sirokim spektrom biomolekula. Shodno tome, mebendazolove
antikancerogene aktivnosti obuhvataju i druge efekte, razlicite od oStecenja mikrotubula,

kao Sto su smanjenje fumarata i smanjenje iskoris¢enja glukoze [19].

Oblimersen, Bcl-2 antisense (antikodirajuéi — vezivanjem za DNK kod)
oligodeoksinukleotid, selektivno cilja Bcl-2 mRNK, smanjujuéi proizvodnju Bcl-2 proteina,
koji omogudava proliferaciju ¢elija kancera i razvoj karcinoma [96]. Ispitana je upotreba

oblimersena kao ciljane anti-Bcl-2 terapije protiv malignog melanoma [97].

Kombinacija oblimersena i dakarbazina daje znatno bolje klini¢ke rezultate u lecenju
naprednog melanoma nego sam dakarbarzin [97]. VaZno je napomenuti da mebendazol, kao
i oblimersen, takode uzrokuje apoptozu celija melanoma preko Bcl-2 [19]. Oblimersen se
primenjuje samo intravenskom infuzijom. Nasuprot tome, mebendazol je lako dozirati, jer se

moze dati oralno.

Preparati Bcl-2 siRNA (small interfering RNA - mala interferirajuéa RNK) pokazuju

umeren efekat na mitoze ¢elija kultura melanocita i linija melanoma [98].

Prethodne studije ukazuju na post-translatorno fosforilisani protein Bcl-2 kao

regulator reakcije ¢elije na mebendazol u ¢elijama melanoma i melanocitima [19]. Samo u
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¢elijama melanoma mebendazol je prouzrokovao brzu fosforilaciju Bcl-2 proteina [19]. Bcl-2
fosforilacija blokira njegovu interakciju sa mediatorom apoptoze Bax (sprecavanje
formiranja antiapoptoti¢kog heterodimera Bcl-2-Bax), ¢ime se podstice selektivha apoptoza
u éelijama melanoma [19]. Takode postoje dokazi da tretman melanocita rezistentnih na
membendazol sa siRNA Bcl-2 smanjuje nivoe Bcl-2 i povecava osetljivost celija na

antiproliferativne efekte mebendazola [19].

Drugi rad na ksenograftima melanoma [20] potvrdio je da mebendazol inhibira rast
melanoma fosforilacijom Bcl-2 i dokumentovao da mebendazol smanjuje koncentracije X-

inhibitora apoptoze.

U celijama ne-mikrocelularnog karcinoma déelija pluéa, Bcl-2 fosforilacija nije bio
neophodan dogadaj za apoptozu indukovanu mebendazolom. To je zasnovano na zapaZzanju
da se Bcl-2 fosforilacija javljala u proapoptotickom odgovoru na tretman mebendazolom u
celijama H460, ali ne i u celijama A549 [21]. U dve ispitivane ¢celijske linije ne-
mikrocelularnog karcinoma ¢elija plué¢a, A549 i H460, fosforilacija Bcl-2 proteina uzrokovana

mebendazolom podrzava apoptozu samo u kulturi H460 [21].

Inhibicija Hedgehog signalnog puta

Hedgehog (Hh) signalni put se intenzivno aktivira u tumoru mozga, meduloblastomu
i nekim drugim agresivnim kancerima kod ljudi. Hh signalni blokator vismodegib pokazao je
ohrabrujuée antikancerske efekte. Zbog toga je Hh signalni put postao novi perspektivan cilj
u istrazivanjima potencijalno onkoloskih lekova. Mebendazol je snaino potisnuo Hh
signalizaciju i smanjio proliferaciju Hh kontrolisanih humanih ¢elijskih linija meduloblastoma

u koncentracijama koje se mogu postiéi u klinickim uslovima [65].

Mutacijski status Hh signalnih gena u tumoru nakon progresije bolesti, kao Sto je
mutirani serpentinski receptor Smoothened, izazivao je rezistenciju na antikancersku
terapiju vismodegibom. Protein Smoothened, receptor povezan sa G proteinom, deo je
Hedgehog signalnog puta, koji je evoluciono konzerviran od muva do kiémenjaka i ljudi.
Smoothened se enkodira SMO genom i formira serpentinski protein koji je uklju¢en u Hh
signalni put. Mebendazol u humanim ¢celijskim linijama inhibira genezu primarnog cilijuma,

mikrotubularne organele ¢elije koja ima ulogu koordinatora za stimulaciju Hh signalnog puta
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[65]. Mebendazol efikasno inhibira Hh signalizaciju, ¢ak i kod celijskih klonova rezistentnih
na vismodegib zbog mutiranog gena koji enkodira Smoothened protein [65]. Kombinacija

mebendazola i vismodegiba ima dodatni inhibitorni efekat na Hh signalizaciju [65].

Inhibicija neoangiogeneze i imunomodulacije

Neki antimikotubularni lekovi, kao $to je mebendazol, mogu izazvati depolimerizaciju
celijskih mikrotubula u krvnim sudovima tumora i kao takvi ciljaju vaskulaturu da bi smanijili
neoangiogenezu i snabdevanje neoplazmi hranljivim materijama [33]. Bai et al. [33] u
pretklinickoj studiji nedavno su pokazali da mebendazol suzbija razlicite oblike
meduloblastoma. Mebendazol tu inhibira vaskularni endotelni faktor rasta receptor 2
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 - VEGFR2), glavni receptor koji kontrolise
delovanje VEGF [33]. U pretklinickom eksperimentu na miSevima sa meduloblastom,
pokazano je da mebendazol blokira neoangiogenezu, koja je neophodna za rast tumora [33].
Mikrovaskularna gustina znacajno je smanjena u le¢enim tumorima kod miSeva, u
poredenju sa neleCenim tumorima. Imunohistohemija tumora tretiranih mebendazolom
ukazuje na inhibiciju VEGFR2 kinaze. Zbog toga je mebendazol antiangiogeno sredstvo koje

smanjuje razvoj tumorske neovaskulature blokiranjem aktivnosti VEGFR2 [33].

Delovanje mebendazola na imunoloski sistem organizama sa kancerom jos$ uvek nije
poznato. Ipak, pokazano je da albendazol moZe stimulisati celijski imunitet kod miseva sa
ehinokokozom [4]. Postoje dokazi da poboljsani imunoloski mehanizmi mogu biti povezani
sa dinamikom mikrotubula i da to mozZe takode doprineti antitumorskom delovanju lekova

koji oStecuju mikrotubule [4].

VERIFIKACIJA ANTIKANCERSKOG DELOVANJA MEBENDAZOLA U KLINICKIM STUDIJAMA

Istrazivanja antikancerogenog delovanja membendazola u klinickim uslovima jos$ nisu
zavrsena [91]. Do sada su objavljena samo dva rada (studije slucaja) sa zavrSenim
rezultatima istrazivanja: leCenje pacijenta sa metastatskim adrenokortikalnim karcinomom

[23] i le€enje pacijenta sa metastatskim karcinomom debelog creva [26].

Idealni lekovi za kancer su ,ciljani” lekovi, Cije delovanje je usmereno iskljucivo na
cilieve koji su specifitcni samo za celije kancera. Medutim, veliki broj raspoloZivih

antikancerskih lekova, poznatih kao ,prljavi”, ima za cilj nekoliko meta, delujuéi na vise
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proteina ili signalnih puteva, i u celijama kancera i u normalnim c¢elijama istovremeno.
Upotreba netoksi¢nih lekova registrovanih za druge namene u kombinaciji sa drugim
lekovima trebalo bi da bude efikasna protiv kancera, uz smanjenu toksi¢nost. Dobar pravac
istrazivanja bio bi eksperimentisanje sa kombinacijama niskotoksi¢nih terapija protiv
kancera (Tabela 2.1.) [4, 6-16, 19-34]. Tretman mebendazolom moZe imati sledece
prednosti: oralno doziranje (nema potrebe za infuzijom), niZza toksi¢nost (nema potrebe za
posebnom opremom koja se koristi u slucajevima toksi¢nosti), manja ucestanost vizita,
potencijalno manji broj testova krvi i niske cene - manji troskovi za pacijenta i bolji odgovor

na terapiju.

Dakle, do sada, ustanovljeno je da mebendazol izaziva depolimerizaciju tubulina u
razli¢itim modelima kancera [19-34]. Mikrotubule su opSteprihvacene kao efektivni ciljevi
antikancerske terapije. Na primer, tretman Ccelijske linije kancera plu¢éa mebendazolom
izazvao je zaustavljanje mitotske aktivnosti, koje je sledila apoptotska celijska smrt uz pojavu
aktivacije kaspase i otpustanje citohroma c [21]. Mebendazol je izazvao dozno i vremenski
zavisan apoptotski odgovor u ¢elijskim linijama kancera pluc¢a kod ljudi [21]. Publikacije o
efektu mebendazola na celije melanoma (pomocu Bcl-2 inaktivacije i drugih mogucih
mehanizama) i melanocite objasnjavaju antikancerski mehanizam delovanja membendozola

[19, 20].

Mebendazol je snaino inhibirao Hedgehog (Hh) signalizaciju i usporio rast Hh-

upravljanih ¢elija meduloblastoma ljudi u klini¢ki osvarivim koncentracijama [65].

Neki antimikrotubularni lekovi, kao S$to je mebendazol, mogu izazvati
depolimerizaciju mikrotubula u novoformiranoj vaskulaturi i kao takvi, deluju ciljano na
vaskularne organe da bi se prekinula neoangiogeneza i snabdevanje neoplazmi krvlju [39],

Sto je u skladu sa nasim patohistoloSkim nalazima na ispitivanoj tumorskoj vaskulaturi.

U naSim eksperimentima primeéeno je patohistolosko poboljSanje ispitivanih
tumora, ali pretpostavljamo da kratko trajanje tretmana mebendazolom predstavlja glavni
razlog zbog kojeg su zapremina i teZina tumora ostali neznatno promenjeni u obe tretirane
grupe. Kombinacija mebendazola sa deoksiholnom kiselinom pokazala je malu prednost u
odnosu na patohistoloska svojstva, verovatno zbog boljeg prodiranja mebendazola u tkiva.

U cilju verifikacije ovih preliminarnih rezultata, potrebna su dalja pretklinicka ispitivanja.
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Klinicka ispitivanja mebendazola kao tretmana protiv kancera nisu zavrSena i
objavljena do danas [91]. Postoje samo dve dobro dokumentovane studije slucaja: slucaj
dugotrajne kontrole tumora kod metastatskog adrenokortikalnog karcinoma [23] i slucaj

metastatskog karcinoma debelog creva [26].

Buduce klinicke studije ¢e pokazati da li mebendazol ima potencijal da postane

adjuvans u aktuelnim antitumorskim, narocito antisarkomskim, terapijama.

6.2. Eksperiment Il — Antikancersko delovanje metformina

Kandidat za antikancersko sredstvo metformin aktivira kinazu jetre LKB1-
upravlanom AMPK (5'-AMP-aktivirana protein kinaza), koja smanjuje signalizaciju mTOR
kompleksa 1 i fosforilaciju S6K1 uklju¢ene u sintezu proteina i proliferaciju ¢elija karcinoma
[9, 99]. LKB1 je glavna ushodna kinaza AMPK. AMPK takode direktno inhibira raptor
(regulatory associated protein - regulatorno povezani protein) mTOR [99]. Na MG-63
¢elijama osteosarkoma in vitro metformin je pojacao fosforilaciju AMPKo. na mestu Tyrl72 i
smanjio fosforilaciju mTOR-a i njegovih nishodnih efektora ribozomnih proteinskih S6 kinaza
[54]. Takode je inhibirao proliferaciju, metastaze i stvaranje sfernih formacija sli¢nih kao kod

kancerskih stem-celija [54].

Metformin ne mora da deluje obavezno preko AMPK kada indukuje inhibiciju rasta i
apoptozu celijske linije osteosarkoma MG-63 [54]. Pored toga, metformin direktno inhibira
mTOR C1 signalni put, poveéava REDD1, negativni regulator mTOR-a, u zavisnosti od p53 i
inhibira ekspresiju ciklina D1 i proteina retinoblastoma (kljucni regulatori ¢elijskog ciklusa) u

razli¢itim celijskim linijama nezavisno od AMPK [100].

UceS¢ée mTOR-a u genezi sarkoma povezano je sa primordijalnom ulogom IGF
(Insulin-like Grovth Factor) sistema u ovim tumorima. Insulin/IGF-1 je uklju¢en ne samo u
regulaciju uzimanja glikoze, ve¢ i u karcinogenezu putem pojacavanja signalnog puta
insulin/IGF-1 receptora [101]. Pored toga, inhibicija signalnih puteva mTOR i mTOR C1
dovodi do direktnog antiangiogenog efekta [55]. Zato su mTOR inhibitori dobar izbor za in

vivo i klinicko testiranje u lecenju sarkoma [55].

72



Doktorska disertacija Dusica Popovic

Metformin takode inhibira aktivnost matricne metaloproteinaze-9 (MMP-9) in vitro u
¢elijama humanog fibrosarkoma HT-1080 nezavisno od AMPK [102]. On izaziva inhibiciju
sinteze proteina, mRNK i transkripcijsku aktivhost MMP-9 gena zahvaljujuéi Ca-zavisnoj
supresiji forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) fosforilacije ekstracelularnog proteina 1,
aktivatora kinaze. MMP-9 je visoko izrazen u humanom sarkomu i ¢elijama drugih kancera.
Metformin je inhibirao PMA-indukovanu invaziju i migraciju ¢elija humanih fibrosarcoma in
vitro putem Ca-zavisnih signalnih puteva i stoga ima potencijal da postane antisarkomski lek

[102].

Metformin uti¢e na glikoliticki kapacitet i smanjuje mitohondrijalno disanje,
snizavajuci energetsku efikasnost u celijama limfocitne leukemije in vitro [103]. Inhibicija
mitohondrijskog respiratornog kompleksa | dovodi do smanjenja ATP, akumulacije AMP i
fosforilacije AMPK u ¢elijama limfocitne leukemije in vitro [103]. AMPK je negativni regulator
Warburg-ovog efekta [103]. Aktivacija AMPK i smanjenje metabolizma glikoze (inhibicija
oksidativne fosforilacije) suprotstavlja se progresiji tumora. Pokazano je da neunosenje
glikoze (izgladnjivanje) ili inhibicija glikolize povecavaju citotoksi¢nost metformina u ¢elijama

limfocitne leukemije in vitro [103].

Kombinacija metformina i 2-deoksiglikoze, kompetitivnog inhibitora glikolize (koja se
Siroko koristi za PET/CT skeniranje), efikasna je protiv Sirokog spektra pretklini¢kih modela
humanih karcinoma (Zeluca, jednjaka, dojke) in vitro i in vivo [104]. Kao objasnjenje,
predloZena je dualna inhibicija energetskog snabdevanja tumora [104]. Kombinacija
metformina i 2-deoksiglikoze bila je efikasnija od bilo kojeg od tih jedinjenja posebno u
osam ¢éelijskih linija sarkoma [53]. Celije sarkoma u kulturama bile su 2-5 puta osetljivije na
kombinaciju, nego normalne ¢elije [53]. Kombinacija metformina i 2-deoksiglikoze blokirala
je in vitro éelijski ciklus karcinoma prostate u G,-M fazi i indukovala apoptozu zavisnu od p53

[105].

Poremedaj jednokarbonskog pula (rezervoara ugljenika koji ima kapacitet da primi ili
oslobodi ugljenik) antifolatnom aktivnoséu metformina na ¢elijama karcinoma dojke in vitro
je novi prepoznat mehanizam indukcije AMPK [106, 107] . Metformin in vitro na celijama
karcinoma dojke moze delovati na slican nacin kao antifolatni hemoterapeutski agens koji

inhibira replikaciju DNK i proliferaciju celija [106]. Koncept da metformin deluje kao otrov
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mitohondrijalnog kompleksa |, koji dovodi do neravnoteze AMP/ATP [53, 103-105] znacajno
je dopunjen nakon nalaza da moZe delovati kao antifolat koji indukuje ataksija
teleangiektazija mutiranu (ATM) kinazu i sekundarno nishodno indukuje AMPK, nakon
promene u ciklusu ugljenika, preko folatno regulisanih jednokarbonskih puteva [106]. lako
metformin uzrokuje promenu protoka ugljenika putem folat-zavisnog jednokarbonskog
metabolizama in vitro, to ne podrazumeva direktnu inhibiciju enzima ciklusa folne kiseline
na koje ciljano deluje metotreksat i na taj nacin izaziva znatno manji broj nezeljenih efekata

[106].

Tretman metforminom pokazuje efekat slican deficitu vitamina Bi, u celijama
karcinoma dojke [106] koji verovatno uzrokuje defekt u de novo biosintezi purin / pirimidin,
akumulaciju homocisteina i blokadu biosinteze glutationa. Pored toga, nekoliko novih studija
ukazalo je na poremeéaj metabolizma vitamina Bi, kao osnovu antifolne antikancerske

aktivnosti metformina [106, 108].

Indukcija smrti celija limfocitne leukemije metforminom in vitro [103] takode je
povezana sa inhibicijom Mocl-1, jednog od Bcl-2 familije proteina koji omogucéava
preZivljavanje [103]. Celije limfocitne leukemije in vitro vise zavise od zastitne aktivnosti
antiapoptotskih proteina Bcl-2 nego normalne celije. Metformin je u celijama limfocitne
leukemije in vitro inhibirao transkripcione faktore koji su u osnovi puteva bitnih za

prezZivljavanje i aktivaciju ¢elija leukemije, narocito PI3/AKT i NF-kB/STAT3 [103].

Metformin je izazvao sledeée promene proteina povezanih sa apoptozom i éelijskim
ciklusu éelijama mieloma in vitro [59]: aktivirao je kaspazu-3, kaspazu-9, PARP-1, Bak i p21,
inaktivirao Mcl-1, Ki-67, HIAP-1, ciklin D1, CDK4 i CDK6 i inhibirao receptor za insulinski
faktor rasta 1 (IGF-IR), fosfatidil inozitol 3-kinazu (P13K), protein kinazu B (PKB/AKT) i mTOR.

Nekoliko nezavisnih puteva RAS (kancer pankreasa), AKT (Celije kancera dojke) i HIF-
la (model dijabetesa pacova) mogu doprineti antikancerskom dejstvu metformina in vitro
[109]. Istaknuti su odredeni geni (CDKN1A, ESR1, MAKS, MIC, PPARGC1A, SP1, STK11, CHOP,
CAV-1, HO-1, SGK-1, Par-4), preko kojih metformin moze izazvati svoj antikancerski efekat in
vitro [109, 110]. Neki in vitro nalazi u ¢elijama karcinoma dojke ukazuju na to da primarni
efekat metformina predstavlja inhibicija mRNK [110]. Metformin in vitro izaziva

transkripcionu regulaciju efekta na neuvijenih proteina ¢elija karcinoma dojke [110].
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Pored toga, metformin aktivira metabolicke puteve PERK-ATF4 u celijama karcinoma
dojke, Sto rezultira signalima stresa endoplazmatskog retikuluma i poveéava nivo CHOP
mRNK transkripcionog faktora [110]. Metformin inhibira ekspresiju PLCe gena i signalne
puteve Notchl/Hes i androgenog receptora u ¢elijama karcinoma prostate [111]. Stavige,
metformin pokazuje uticaj na autofagiju, migraciju éelija (metastaziranje), senescenciju
(Celijsko starenje), mati¢ne Celije kancera i imunitet Celija u razli¢itim celijskim linijama

kancera, $to se objasnjava razli¢itim mehanizmima [56, 61].

Medutim, uprkos znacajnom antiproliferativnom efektu metformina na celijske
kulture in vitro, on jo$ uvek nije dovoljno ispitan in vivo, pa nije u potpunosti objasnjeno da li
i kako metformin inhibira proliferaciju celija kancera kod eksperimentalnih Zivotinja i kolika
je njegova terapijska antitumorska vrednost. Postoji samo nekoliko kontradiktornih studija o
antikancerskom efektu metformina in vivo na solidnim tumorima, ukljucujuci sarkome, kod
eksperimentalnih Zivotinja [58, 59, 104, 112, 113]. Metformin moze indirektno antikancerski
pripremiti metabolizam domacina smanjenjem glikoneogeneze i cirkuliSu¢eg insulina [99].
Metformin takode poboljSava metabolizam glikoze i lipida smanjenjem koncentracije
ukupnih Zu¢nih kiselina u serumu [114]. Stoga je i cilj naSeg istrazivanja bio da odgovori na
pitanje da li metformin na bilo koji nafin moZe inhibirati rast solidnog tumora na

eksperimentalnom Zivotinjskom modelu, kao sto je fibrosarkom kod hréka.

Efekti tretmana metforminom razlicitih tipova kultura malignih ¢éelija definisani su
razli¢itim direktnim molekularnim, energetskim i genetskim mehanizmima uticaja na rast,
proliferaciju, migraciju, starenje, autofagiju i apoptozu ¢éelija. Uprkos znacajnim
antikancerskim i hemiosenzibiliziraju¢im efektima in vitro, mehanizmi delovanja metformina
na rast solidnih tumora in vivo, kao Sto su sarkomi, joS uvek nisu u potpunosti ispitani.

Konkretno, njegova efikasnost nije dovoljno istrazena i potvrdena.

Kombinacija 250 mg/kg/d metformina i 500 mg/kg/d 2-deoksiglikoze primenjenih
intraperitonealno znacajno inhibira rast subkutanih tumora na modelima ksenografta kod
miSeva nakon inokulacije karcinoma (dojke, ezofagogastri¢nog), Sto nije slucaj sa bilo kojom

komponentom datom posebno [104].

Na modelu ksenografta humanog mijeloma kod misa, kao u nasem radu, Zivotinje

koje su primile intraperitonealni tretman od 200 mg/kg/d metformina imale su manje
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tumore nego u kontrolnoj grupi [59]. Pored toga, terapija metforminom znacajno je
produzila preZivljavanje miSeva sa tumorima [59]. Imunohistohemijski, metformin je
aktivirao kaspazu-3, kaspazu-9, p21 i inhibirao Mcl-1, Ki-67, ciklin D1, AKT, mTOR i 4E-BP1 u

ovom modelu ksenografta [59].

U skladu sa nasim rezultatima, intraperitonealni tretman sa 2-4 mg/kg/d metformina
znacajno je inhibirao rast limfoma B- i T-¢elija koji su subkutano inokulirani misevima [112].
U ovim modelima ksenografta glodara, kod Zivotinja le¢enih metforminom fosforilacija

AMPK je znacajno povecana, uz smanjenje mTOR.

Efikasnost 200-500 mg/kg/d metformina datog p.o. ili intraperitonealno nije
potvrdena na ksenograftu Ewing-ovog sarkoma kod atimi¢nih miseva [113]. Pretpostavlja se
da je hipoksija, koja se Cesto javlja kod solidnih tumora, promenila aktivaciju AMPK i

inhibiciju mTOR signalizacije.

Metformin primenjen p.o. intragastricno u dozi od 250 mg/kg/d inhibirao je rast
tumora na ksenograft modelu karcinoma ezofagealnih skvamoznih celija [58]. AMPK, p53,
p21%P1 p27"P1 | ciklin D1 su ukljuéeni u inhibiciju rasta tumora u ovoj in vivo studiji. Kada je
tretman metforminom zapocet 7 dana pre implantacije i nastavljen do kraja studije, veli¢ina
tumora u toku eksperimenta bila je znacajno manja u odnosu na grupu koja je lecena
metforminom isklju¢ivo nakon implantacije (bez predtretmana) [58]. Kada je metformin dat
posle implantacije, nije primecena znacajna razlika u velié¢ini tumora u leCenoj grupi miseva
u poredenju sa kontrolnom (do 42 dana) [58]. Upotreba metformina pre implantacije u
ovom modelu [58] znacajno je odloZila razvoj tumora. Brza Celijska proliferacija i relativno
slaba angiogeneza u ovim tumorima uzrokovali su hipoksiju i ishemiju, Sto je dovelo do
nekroze. Metformin mozZe inhibirati tumorsku angiogenezu u navedenom modelu [58].
Inhibicija procesa angiogeneze u ovom modelu moZe biti preko AMPK zavisnih i AMPK

nezavisnih signalnih puteva.

U nasem eksperimentalnom modelu sarkoma na hrékovima, 7-dnevni predtretman
metforminom pre inokulacije celija BHK-21/C13 takode je vaZan za statisticki znacajan
efekat leka na tezinu tumora, zapreminu i broj obojenih ¢elija metodom Ki-67 u histoloskim
preparatima. Na osnovu prethodno objavljenih rezultata (terapija ksenograftova Ewing-ovog

sarkoma sa 200-500 mg/kg/d metformina [113] i ezofagealnog skvamoznog carcinoma sa
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250 mg/kg/d metformina [58]), moZemo pretpostaviti da je dovoljno dug period
predtretmana metforminom u naSem modelu sarkoma minimizirao uticaj hipoksije koja Stiti
tumor i pojacao sistemske efekte metformina na domacina (smanjenje glikoneogeneze i
cirkulisuc¢eg insulina). Pretpostavljamo da je u nasem eksperimentalnom modelu potreban
period lecenja duzi od 14 dana i/ili veci broj Zivotinja da bi se postigli statisticki znacajni

antitumorski efekti metformina u drugim eksperimentalnim grupama.

Razli¢iti nivoi metformina koji su pronadeni u tumorima (éelije kolorektalnog
karcinoma) kod miseva sa ksenograftom (9-56 uM) tretiranih peroralno (5 mg/ml u vodi za
pi¢e, u toku 16 dana) odgovaraju onima u plazmi. To pokazuje konzistentnu isporuku leka
tumorskom tkivu dovoljnu za direktno antitumorsko delovanje [115]. 15-dnevni tretman sa
125 mg/kg/d i.p. metformina, 30 min nakon poslednje injekcije, proizveo je koncentraciju u
plazmi miSeva od 66-215 uM i koncentraciju u tumorskom ksenograftu od 42-100 uM [115].
Koristili smo isti red veli¢ine oralnih doza kod hréaka. Treba pomenuti da u istraZzivanjima
molekularnih mehanizama delovanja metformina vecina in vitro tretmana koristi mnogo
vece koncentracije (1000 x), izmedu 1 i 50 mM [115]. Tako visoke koncentracije se ne mogu
bezbedno postiéi kod ljudi. Maksimalna doza metformina kod pacijenata sa dijabetesom, do
3g/d, ekvivalentna je nasim dozama od 500 mg/kg/d koje su date hr¢kovima, normalizovano
na povrsinu tela [73]. Antikancersko delovanje nasih doza datih hrékovima i moguénost
postizanja uporedivo visokih netoksi¢nih nivoa metformina kod ljudi, putem povecanja doze,
ukazuju na moguénost ostvarivanja efikasne netoksi¢ne antitumorske terapije metforminom
kod ljudi. Dalje klini¢ke studije ¢e razjasniti da li metformin mozZe da bude uklju¢en kao

adjuvantni lek u aktuelne antitumorske, a posebno antisarkomske, terapije.

6.3. Eksperiment lll — Antikancersko delovanje kombinacije metformina i

kofeina

Metformin smanjuje glikoliticki kapacitet, mitohondrijalno disanje i energetsku
efikasnost u ¢elijama limfocitne leukemije in vitro [103]. Takode uzrokuje smanjenje
adenozin trifosfata (ATP), akumulaciju adenozin monofosfata (AMP) i fosforilaciju adenozin

monofosfatom aktivirane protein kinaze (AMPK) [103]. AMPK je negativni regulator
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Warburg efekta. Aktivacija AMPK i smanjenje metabolizma glikoze (inhibicija oksidativne
fosforilacije) metforminom (mitohondrijalni otrov) sprecava progresiju tumora. Smanjen

unos glikoze (izgladnjivanje) ili inhibicija glikolize pojac¢ava antikancersko delovanje [103].

AMPK smanjuje aktivnost signalnog puta mTOR (mammalian target of rapamycin -
rapamicinske mete kod sisara) kompleksa 1 (mTOR C1) i fosforilaciju S6K1 (ribozomalni
protein S6 kinaza) koji su vazni za sintezu proteina i proliferaciju éelija karcinoma [55]. mTOR
utice na genezu sarkoma aktiviranjem signalnog puta insulin/IGF-1 receptora (IGF - Insulin-
like Growth Factor - insulinu sli¢an faktor rasta) [55]. Inhibicija signalnih puteva na koje uticu
mTOR i mTOR C1 dovodi do direktnog antiangiogenog efekta [55]. Zato su mTOR inhibitori

interesantni za testiranje kod sarkoma [55].

Metformin inhibira aktivnost matriksne metaloproteinaze-9 (MMP-9) (nezavisno od
AMPK), kao i in vitro invaziju i migraciju ¢elija humanog fibrosarkoma putem Ca-zavisnih

signalnih puteva. Prema tome, metformin ima potencijal da bude antisarkomski lek [102].

Kao antifolat, metformin moze da izazove promenu protoka ugljenika putem folatnih
monokarbonskih metabolickih puteva, Sto sekundarno indukuje ATM (ataksija
teleangiektazija mutiranu) kinazu i nishodno indukuje AMPK u ¢elijama karcinoma dojke in
vitro [106]. Metformin deluje na nacin sliéno antifolathom hemoterapijskom agensu,
inhibirajuéi replikaciju DNK i proliferaciju éelija [106]. Ova aktivnost ne izaziva direktnu
inhibiciju enzima ciklusa folne kiseline, na koje ciljano deluje metotreksat, i zato uzrokuje
znacajno manje neZeljenih efekata [106]. Nekoliko studija bavilo se promenama
metabolizma vitamina B12 u proucavanju antikancerskog delovanja metformina [106],

[108].

Metformin in vitro je prouzrokovao transkripcionu regulaciju odgovora neuvijenih
proteina u ¢elijama karcinoma dojke [110]. Metformin moze inhibirati ekspresiju PLCe gena,
Notch1/Hes i androgen receptor signalne puteve, kao i proliferaciju, invaziju i apoptozu u
¢elijskoj kulturi kancera prostate koja je otporna na kastraciju [111]. Stavi$e, dokazano je da
metformin uti¢e na autofagiju, migraciju celija (metastatsko stanje), starenje, maticne celije

kancera i ¢elijski imunitet u razlic¢itim ¢elijskim linijama kancera [56, 61].
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Odgovarajuéa kombinacija moZe poboljsati efikasnost metformina. Kombinacija sa 2-
deoksiglikozom, konkurentskim inhibitorom glikolize (Siroko koris¢ena u PET/CT skeniranju),
bila je efikasnija in vitro od bilo kojeg jedinjenja samostalno datog protiv humanog
karcinoma (Zeluca, jednjaka, dojke, prostate) [104, 105] i kod osam Ccelijskih linija sarkoma
[53]. Sarkomske ¢elije u kulturama bile su 2 do 5 puta osetljivije na kombinaciju nego
normalne ¢elije. Sinergisticko antikancersko delovanje metformina i prirodne antioksidantne
kofeinske kiseline pokazalo se kroz regulaciju mitohondrijalnog metabolizma u éelijama

cervikalnog karcinoma [116].

Kao i metformin, kofein moZe izazvati apoptozu u razli¢itim celijskim linijama
karcinoma ¢oveka, kao Sto su neuroblastom [117], adenokarcinomi pluéa [118] i pankreasa
[119], celije leukemije [120] i mikrocelularni karcinom pluéa [121]. Pored toga, kofein

povecava toksi¢nost zracenja i osetljivost celija kancera na hemoterapiju [122].

Prisustvo kofeina pojacava delovanje cisplatina na celije karcinoma pluéa in vitro
aktivacijom ATM i promenom aktivnosti ATR, dve vaZne proteinske kinaze uklju¢ene u

procese zaustavljanja éelijskog ciklusa i apoptoze izazvane osteéenjem DNK [123].

Na motivaciju za naSe istrazivanje znacajno je uticao nalaz da je koefin povecao
antifolatnu aktivnost pemetrekseda u Cetiri ispitivane Celijske linije mezotelioma [71, 124].
Povecanje fosforilacije ATM izazvano pemetreksedom i odlaganje progresije ¢elijskog ciklusa
pomocéu kofeina [124] su u skladu sa ranijim izveStajem o superaktivaciji ATM/ATR u

¢elijama izlozenim kofeinu [125].

Na osnovu napred pomenutih nezavisno dobijenih dokaza in vitro o antifolatnoj
aktivnosti metformina [106] i kofeina [124] putem indukcije ATM, zakljucili smo da je
moguce sinergisticko antikancersko delovanje ovih lekova. Nema objavljenih podataka o
ispitivanjima in vitro ili in vivo antikancerskog delovanja kombinacije ova dva leka. Pored
toga, metabolizam domacina moze biti indirektno antikancerski pripremljen metforminom
putem smanjenja glikoneogeneze [104], cirkuliSu¢eg insulina [104] i ukupnih Zucnih kiselina
u serumu [114]. Pored toga, kofein pomaZze antitumorski imuni odgovor stimulacijom
adenozin A receptora [126]. Postoji nekoliko kontradiktornih in vivo studija o
antikancerskom efektu metformina na solidne tumore, ukljucujuéi sarkome, kod miseva [58,

59, 104, 112, 113]. S druge strane, kofein moze inhibirati UVB-indukovani rak koZe kod

79



Doktorska disertacija Dusica Popovic

miSeva [127]. Kofein je takode smanjio brzinu razvoja 3-metilholantrenom intramuskularno
indukovanih fibrosarkoma i inhibirao rast tumora nakon inokulacije celija fibrosarkoma
miSevima [126]. Pored toga, antisarkomski efekat ova dva leka do sada nije istrazen kod
hréaka. Zbog toga je cilj naSeg istrazivanja da odgovori na pitanje da |li metformin, kofein i
njihova kombinacija mogu suprimirati rast solidnog tumora na eksperimentalnom

Zivotinjskom modelu, kao Sto je fibrosarkom kod hrcka.

Kombinacija 250 mg/kg/d metformina i 500 mg/kg/d 2-deoksiglukoze primenjena
intraperitonealno znacajno je inhibirala rast subkutanog tumora na modelima ksenografta
miSeva nakon inokulacije karcinoma (dojke, ezofagogastricnog). Ovo, medutim, nije bio

slu¢aj ni sa jednom komponentom navedene kombinacije kada je data zasebno [104].

Na modelu ksenografta humanog mieloma kod misa, Zivotinje koje su primile
intraperitonealni tretman u dozi od 200 mg/kg/d metformina imale su manje tumore i

produzZeno preZivljavanje u poredenju sa kontrolnom grupom [59].

Intraperitonealni tretman sa 2-4 mg/kg/d metformina znacajno je inhibirao rast

limfoma B- i T-¢elija nakon subkutane inokulacije miSevima [112].

Metformin primenjen p.o. intragastricno u dozi od 250 mg/kg/d inhibirao je rast
tumora i angiogenezu karcinoma ezofagealnih skvamoznih celija na ksenograft modelu misa
samo kada je terapija pocela 7 dana pre implantacije [58)]. Brza éelijska proliferacija i
relativno slaba angiogeneza u ovim tumorima uzrokovali su hipoksiju i ishemiju, Sto je

dovelo do nekroze.

Efikasnost 200-500 mg/kg/d metformina datog p.o. ili intraperitonealno nije
potvrdena na ksenograftu Ewing-ovog sarkoma kod atimi¢nih miseva [113]. To je objasnjeno

je hipoksijom, ¢estom pojavom kod solidnih tumora.

Prethodne studije su pokazale da kofein inhibira karcinogenezu na modelima misa
[126-128]. Od narocitog znacaja za nase istrazivenje je nalaz da tretman kofeinom smanjuje
rast fibrosarkoma na modelu misa [126]. Ovo je u skladu sa naSim rezultatima tretmana

fibrosarkoma na hrckovima kombinacijom kofeina i metformina.

80



Doktorska disertacija Dusica Popovic

Kofein indukuje apoptozu kulture endotelijalnih ¢elija humane umbilikalne vene i
sprecava nastanak novih krvnih sudova kod embrionske horioalantoinske membrane

kokosijeg jajeta in vivo [128].

Aktivacija ATM sa ispoljavanjem antifolatne aktivnosti na ¢elijskim kulturama i
inhibicija angiogeneze zapaZene su zasebno u ranijim studijama delovanja metformina [106,
113] i kofeina [124, 128]. Uticaj na ove ciljeve mozZe biti odgovoran za sinergisticko
antikancersko delovanje navedene kombinacije lekova koje je utvrdeno u naSem

istrazivanju.

Nivoi metformina u éelijama kolorektalnog karcinoma na ksenograftu miseva (9-215
uM) tretiranih peroralno i intraperitonealno odgovaraju koncentracijama u plazmi [115]. To
ukazuje na konzistentnu isporuku leka tumorskom tkivu. Koristili smo isti red veli¢ine doza
oralno datih hrékovima. Maksimalna doza metformina kod pacijenata sa dijabetesom, do
3g/d, ekvivalentna je nasoj dozi od 500 mg/kg/d datoj hrékovima, koja je normalizovana na
povrsinu tela. Antikancerske aktivnosti nasih doza metformina i kofeina tokom istovremene
aplikacije hrékovima i moguénost postizanja uporedivo visokih netoksiénih nivoa
metformina kod ljudi, u kombinaciji sa netoksi¢nim dozama kofeina, ukazuju da je mogude
realizovati efikasnu netoksi¢nu onkolosku terapiju sa ovom kombinacijom lekova.
Neophodna klini¢ka ispitivanja ¢e pokazati da li kombinacija metformina i kofeina ima
potencijal da postane adjuvantni tretman u aktuelnim antikancerskim i posebno

antisarkomskim terapijama.

6.4. Eksperiment IV — Antikancersko delovanje itrakonazola i kombinacije

metformina i itrakonazola

U nasem prethodnom eksperimentu, nasli smo antikancerske efekte metformina na
fibrosarkom BHK-21/C13 kod mladih hréaka. Metformin mozZe ispoljiti antikancersko
delovanje in vitro na osnovu sledeéih glavnih antitumorskih mehanizama [73]: inhibicija
AMPK/mTOR signalizacije, antiangiogeneza, inhibicija folata i autofagije. Metformin takode
moze pokazati antikancerski efekat kroz pripremu domacina [114], smanjivanje

glukoneogeneze i uticaj na cirkuliSudi insulin, metabolizam lipida i Zu¢ne kiseline u serumu.
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Pored toga, prepoznati su i drugi moguc¢i mehanizmi delovanja metformina, kao $to su
transkripciona regulacija odredenih gena [110], deficijencija kobalamina [108], inhibicija
signalnih puteva Notchl/Hes i androgenih receptora [111] i regulacija tesnih celijskih veza

preko MLCK-MLC signalnog puta [129].

Kod pacijenata sa dijabetesom, metformin se obi¢no kombinuje sa najéeséim i
najsigurnijim antimikoti¢énim lekom itrakonazolom, posto su gljivicne infekcije ceste kod
dijabetesa. Ova kombinacija je netoksi¢na kod ljudi. Itrakonazol, kao metformin, poseduje

antikancerske osobine.

Antikancerska dejstva itrakonazola in vitro na celijskim kulturama kancera ukljuc¢uju
sledece: inhibiciju  AMPK/mTOR  signalizacije  [130], antiangiogenezu  [130],
antilimfangiogenezu [130], inhibiciju autofagije [130] i folata [131], inhibiciju Headgehog
signalizacije [132, 133], inhibiciju P-glikoproteina (P-gp) koja pokazuje hemosenzitizaciju
(obrnuti MDR — Multi Drug Resistance, narocito na citotoksi¢ne antitumorne lekove) [130],
[134] inhibiciju transportera i pumpe holesterola [130] i inhibiciju Wnt/B-katenin
signalizacije [130]. Treba posebno istaéi da je identifikovan sinergizam izmedu antifolata i

itrakonazola koji uzrokuje inhibiciju biosinteze ergosterola [131].

Medu antikancerskim metama na koje deluju metformin i itrakonazol, mogu se uociti
sledece zajednicke mete: inhibicija AMPK/mTOR, antiangiogeneza, inhibicija autofagije i
folata. Hemosenzitiviziraju¢a svojstva itrakonazola takode su vaina, jer mogu povedati

terapeutsku efikasnost anticancerskih lekova putem inhibicije P-gp.

Mogucnosti sinergistickih anticancerskih interakcija metformina i itrakonazola i
bezbedne multitargeting terapije, Sto se bazira na prethodnim odvojenim pretklinickim
istrazivanjima, predstavljaju glavne razloge za antitumorsko testiranje kombinacije ovih

lekova na nasem eksperimentalnom modelu fibrosarkoma kod hréaka.

Nas cilj bio je da pronademo efikasan antikancerski tretman kombinovanjem
netoksi¢nih lekova koji su veé registrovani za druge indikacije. Objavljeni pretklinicki i
ograniceni klini¢ki podaci upudivali su na upotrebu metformina [73] ili itrakonazola [130] kao
perspektivnih potencijalnih netoksi¢nih antikancerskih sredstava. Nema objavljenih

rezultata u vezi antikancerskog delovanja kombinacije ovih lekova. ldentifikovani su
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viSestruki zajednicki ili razli¢iti mehanizmi antikancerskog delovanja metformina [73] i

itrakonazola [130].

Pored toga, farmakokineticka interakcija izmedu metformina i itrakonazola,
zasnovana na kompetitivnoj inhibiciji metabolizma koju jedan drugom izazivaju preko
hepaticnog i intestinalnog CYP3A1/2, znadajno povecava AUC posle oralne ili i.v.
administriracije kod pacova, ¢ime se pojacava delovanje oba leka [135]. Takode, metformin i
itrakonazol jedan drugom znacdajno inhibiraju metabolizam preko CYP3A4 u humanim
mikrozomima [135]. Oba leka se metabolisSu putem subfamilije CYP3A kod pacova i ljudi
[135, 136]. Metformin se kod ljudi uglavnom izluuje nepromenjen u urinu, sa manje od 20%
i.v. doze koja se metabolise [135]. Nasuprot tome, itrakonazol se eliminise isklju¢ivo putem
hepatickog metabolizma, gde je CYP3A4 ukljucen kod ljudi, a CYP3A1/2 kod pacova, kako bi
se formiralo nekoliko metabolita, uklju¢uju¢i 7-hidroksi-itraconazol, glavni metabolit kod

obe vrste [135].

Itrakonazol moze inhibirati P-gp [130], smanjujuéi eliminaciju i povecavajudi
apsorpciju organskih katjonskih lekova. Metformin postoji kao katjon pri fizioloSkom pH
[137]. Organski katjonski transporteri (OCT1 i OCT3) su aktivni transporteri metformina
[138]. Stoga, kao moéni inhibitor P-gp i CYP3A4, itrakonazol moZe povecati koncentracije u

plazmi i pojacati efekte P-gp i CYP3A4 supstrata, kao Sto je metformin.

Kombinacija metformina i itrakonazola u Eksperimentu IV smanjila je teZinu,
relativnu teZinu (odnos teZine tumora i teZine eksperimentalne Zivotinje), zapreminu,
gustinu, duzZinu, povrsinu, odnos povrSine prema zapremini, broj mitoza, vaskulaturu i
prodiranje fibrosarkoma u tkiva. Svi navedeni efekti, kao i pove¢ana nekroza tumora i
hemoragija opaZena u toku imunohistohemijske i histoloske analize moZe biti uzrokovana
citotoksicnos¢éu primenjenog tretmana, koji verovatno uti¢e na ekspresiju tumorskih celija,
rast vaskulature i proteine koji reguliSu apoptozu [139]. Radioloski (4D CT) odredena gustina
u éelijama karcinoma pluéa [140] varirala je od 0,236 do 1,010 g/cms. Tumori veée gustine
¢eSée imaju los ishod i imaju slabije prezivljavanje bez bolesti [140]. Prose¢ne normalne

vrednosti gustine tkiva u rasponu od 1,027-1,054 g/cm3 (krv —1,0428, kosti — 1,7500, masti -

.....
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Odnos povrsine prema zapremini za elipsoidne objekte predstavlja funkciju duZine
poluosa [142]. Objekti sa tankim Siljkovima imace veoma veliku povrsinu u odnosu na datu
zapreminu. Sto su tela vi$e zaobljena, imaju sve manju povriinu. Lopta je telo sa najmanjom
povrsinom (i zato sa najmanjim odnosom povrsine prema zapremini) za zadatu zapreminu.
Za sferu jedini¢ne zapremine, odnos povrsine prema zapremini je 4,83515. Odnos povrsine
prema zapremini takode se smanjuje sa povecanjem zapremine, pa zato, za dati oblik, odnos
povrsine prema zapremini inverzno je proporcionalan veli¢ini objekta. Pravilnost povrsine
tumora bila je prediktor preZivljavanja kod pacijenata sa malignitetom kojima je izvrSena
kompletna resekcija [143]. Pacijenti sa glioblastomom nepravilne povrsine nisu imali veée
koristi od totalne u odnosu na korist od delimi¢ne resekcije, ali kod pacijenata sa tumorima

pravilnog oblika, totalna resekcija se pokazala kao uspesnija [143].

Nivo metformina u ¢elijama kolorektalnog karcinoma na ksenograftu kod miseva (9-
215 uM), koji je uspeSno tretiran peroralno i intraperitonealno, odgovarao je
koncentracijama u plazmi [115]. To ukazuje na konzistentnu isporuku leka tumorskom tkivu.
U nasem eksperimentu koriséen je isti red veli¢ine doza, koje su oralno administrirane
hrékovima. Maksimalna doza metformina kod pacijenata sa dijabetesom, do 3g/d,
ekvivalentna je dozi od 500 mg/kg/d koja je u nasem eksperimentu data hrckovima,

normalizovano na povrsinu tela.

Terapija itrakonazolom inhibirala je rast meduloblastoma i karcinoma bazalnih ¢elija
na modelu alografta misa pri koncentracijama u serumu koje su uporedive sa
koncentracijama kod pacijenata na antifungalnoj terapiji [144]. Nivoi itrakonazola koji su
postignuti u ovim tumorima bili su slicni nivoima leka u serumu, Sto ukazuje da itrakonazol

dobro prodire u tumorska tkiva [144].

Antiangiogeneza izazvana itrakonazolom moZe se sinergisticki primeniti u
kombinaciji sa efektima klasi¢nih toksicnih hemoterapijskih lekova, kao sto je paklitaksel,

kod epitelijalnih karcinoma jajnika [145] i kod karcinoma pluca.

Antikancersko delovanje doza metformina i itrakonazola u toku simultane aplikacije
hrckovima u nasem eksperimentu, i mogucénost postizanja uporedivo visokih netoksi¢nih
nivoa metformina kod ljudi u kombinaciji sa netoksi¢nim dozama itrakonazola, sugerisu

mogucnost ostvarivanja efikasne onkoloske terapije i prevencije relapsa kancera ovom
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kombinacijom lekova. Neophodna klini¢ka ispitivanja ¢e razjasniti da li kombinacija
metformina i itrakonazola ima potencijal da postane adjuvantni tretman ili tretman za

prevenciju relapsa u okviru aktuelnih antikancerskih, i posebno antisarkomskih terapija.

6.5. Eksperiment V — Antikancersko delovanje kombinacije metformina sa

nitroglicerinom i valorizacija delovanja kombinacije metformina sa kofeinom

Cesto je antitumorska terapija neefikasna zbog hipoksije tumora, odnosno manjka
kiseonika u tumorskom tkivu [16]. ,GuSenje” tumora ga Cini teSko dostupnim za citostatike
koji u uslovima hipoksije slabo prodiru u tumor. Svaka intervencija koja poboljSava
oksigenaciju tumora moze popraviti rezultate radijacione i hemoterapije. Nitroglicerin moze

biti sredstvo za takve intervencije.

Pored toga Sto popravlja hipoksiju tumora, nitroglicerin moze poboljsati dostavu

hemoterapeutika u tumor [16].

Na osnovu prethodno prikazanih uspesnih tretmana vidi se da su svi oni imali lekove
sa antifolatnim dejstvom. | u valorizaciji kombinacije metformina i kofeina, koja se i u ovom
eksperimentu potvrdila kao efikasna, i metformin i kofein imaju izvesno antifolatno dejstvo.
Medutim, i nitroglicerin prema najnovijim podacima [146] deluje antifolatno. Naime,
primena nitroglicerina in vivo kod misSeva sa implantiranim karcinomom plu¢a, u kombinaciji
sa antifolatnim citostatikom pemetreksedom, pokazala je znacajnu redukciju tumorskog
rasta u odnosu na netretiranu kontrolu (20%, 15-og dana, p<0,05), dok to sa pojedinim
komponentama nije bio slucaj. Ista situacija je ranije primecena u nezavisnom radu, gde su
kombinovani pemetreksed i kofein [124] kod humanog mezotelioma. Dakle, oba leka
(kofein, nitroglicerin) sa antifolatnim svojstvima uz antifolat pemetreksed daju znacajan

sinergizam.

Pemetreksed je novi antifolat. Nitroglicerin pojacava antikancersko dejstvo
pemetrekseda povecavajuci ekspresiju redukovanog folatnog nosaca (carrier) 1 (RFC1) i
folilpoliglutamat sintetaze (FPGS), kao i stimulisuéi signalne puteve cikli¢cnog gvanozin mono-

fosfata (cGMP) u kancerskim ¢elijama [146].
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6.6. Eksperiment VI — Antikancersko delovanje kombinacija sa

deoksiholnom kiselinom

Deoksiholna kiselina se intenzivno ispituje kao povrSinski aktivnha supstanca —
surfaktant, pojacivac¢ apsorpcije, nosac pri raspodeli lekova u organizmu i antitumorski agens
[147]. Narocito se koristi kao farmaceutski ekscipiens za poboljsanje rastvorljivosti u vodi
liposolubilnih lekova, kako bi se poboljsala njihova bioloska iskoristljivost i prodiranje u tkiva
(permeabilitet) [147]. lako je sugerisano da moze povedati rizik od karcinoma debelog creva,
intenzivno se ispituje kao antitumorski lek, posto je ustanovljeno njeno inhibitorno
delovanje na vise celijskih linija karcinoma [147]. U ovde sprovedenim eksperimentima, ni

deoksiholna kiselina, ni njene kombinacije, nisu bile delotvorne.

Znacaj eksperimentalnog modela

Eksperimenti na modelima sarkoma su od fundamentalnog znacaja u istraZivanjima
terapije kancera zbog viSestrukih patoloskih i klinickih ispoljavanja ovih maligniteta,
otpornosti na aktuelne terapije i visoke smrtnosti [148]. Sarkomi su velika grupa raznorodnih
hrskavica, masno tkivo, vaskularno tkivo, koza ili hematopoetska tkiva. Sarkomi svake
godine pogadaju oko 200.000 ljudi Sirom sveta i predstavljaju veci procenat ukupnog
kancerskog morbiditeta i mortaliteta kod dece i adolescenata, nego kod odraslih [149, 150].
Sarkomi cine viSe od 20% svih pedijatrijskih solidnih malignih tumora. Osteosarkom je
najées¢i primarni tumor kostiju i uglavhom pogada adolescente i mlade odrasle osobe.
Rabdomiosarkom je najceséi sarkom mekog tkiva u decijem uzrastu. Postoji preko 100
razliCitih histoloskih podtipova sarkoma mekog tkiva, koji se mogu razviti na razli¢itim
lokacijama [150]. Fibrosarkom, jedan od Cestih sarkoma mekog tkiva, ¢ini oko 10% svih vrsta
sarkoma, moze se javiti u svakom uzrastu, ali kod dece vecina tumora se dijagnostikuje u
prvoj godini i ima tendenciju da se javi u donjim ekstremitetima, dok lezije glave i vrata Cine
do 20% slucajeva. Uprkos protokolima lecenja koji kombinuju hemoterapiju, ukljucujudi

metotreksat, cisplatin, doksorubicin i ifosfamid, hirurgiju i radioterapiju, petogodisnja stopa
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prezivljavanja kod pacijenata sa dijagnozom sarkoma ili fibrosarkoma je oko 60%, a kod
pacijenata sa metastazama samo oko 30%. Postojeéa terapija sarkoma, ukljucujudi
fibrosarkome, povezana je sa znacdajnim neZeljenim delovanjima i nije bilo znacajnih
poboljSanja u prognozi u poslednjoj deceniji [150]. Poveéavanje doza hemoterapijskih lekova
nije poboljsalo ishod [149, 150]. Zato postoji znacajna potreba za poboljSanim netoksi¢nim
terapijama sarkoma i fibrosarkoma [148-150]. Glavni razlog za upotrebu metformina i
njegovih kombinacija za antisarkomsku terapiju u nasem eksperimentalnom modelu
fibrosarkoma na hrckovima je antifolatni antikancerski efekat, koji je veé ustanovljen na
malignim celijama in vitro za svaki od koriséenih netoksi¢nih lekova posebno. Pretpostavili
smo da veza izmedu ciklusa folne kiseline i lekova koriséenih u ovom istraZivanju moze
izazvati sinergisticko antikancersko delovanje slicno kao antifolatni citostatik metotreksat,

ali bez toksi¢nosti.
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7. ZAKUUCCI

Eksperiment |

Pokazalo se da netoksi¢ne p.o. doze mebendazola, date posle inokulacije BHK21/C13
¢elija kod mladih hrcaka, iako ne smanjuju teZzinu i zapreminu tumora, inhibiraju proliferaciju
¢elija sarkoma bez promene laboratorijskih nalaza krvi hréaka, pa bi mebendazol mogao biti
kandidat za dalja istraZzivanja novih netoksi¢nih antiproliferativnih terapija kod dece i

odraslih.
Eksperiment Il

Buduci da netoksi¢ne p.o. doze metformina, koje su date dovoljno dug period pre i
posle inokulacije BHK21/C13, znacajno inhibiraju rast sarkoma kod mladih hrékova bez
promene laboratorijskih nalaza krvi hréaka, metformin moze biti bezbedan novi kandidat za
adjuvantnu terapiju sarkoma i prevenciju relapsa kod dece i odraslih. Primena metformina
kao leka protiv tumora moZe postati efikasan i siguran terapeutski pristup u novim

netoksi¢nim terapijama sarkoma kod dece i odraslih.
Eksperiment Il

Posto netoksi¢ne p.o. doze metformina sa netoksi¢nim dozama kofeina znacajno
inhibiraju rast sarkoma kod mladih hrékova bez promene laboratorijskih nalaza krvi hrcaka,
ova sinergisticka antikancerska kombinacija moze postati sigurna nova adjuvantna terapija i
terapija prevencije relapsa humanog sarkoma. Davanje metformina sa kofeinom moze
postati efikasan i bezbedan pristup novom netoksi¢énom adjuvantnom tretmanu protiv raka

kod dece i odraslih.
Eksperiment IV

Kako netoksi¢ne p.o. doze metformina sa netoksi¢nim dozama itrakonazola znacajno
inhibiraju rast sarkoma kod mladih hrékova bez promene laboratorijskih nalaza krvi hrcaka,
sinergisticka antitumorska kombinacija ovih lekova moze biti kandidat za novu efikasnu,
sigurnu i netoksi¢nu antikancersku adjuvantnu terapiju ili terapiju prevencije relapsa

maligniteta kod dece i odraslih.
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Eksperiment V

Kod malih — polno nezrelih (40 g) i vedih jedinki hréaka (telesne mase oko 100 g)
pokazalo se da statisticki znacajno antikancersko dejstvo ima tretman kombinacijom
netoksi¢nih doza metformina sa nitroglicerinom bez promene laboratorijskih nalaza krvi
hrcaka, pa i ova kombinacija moze biti kandidat za dalja klini¢ka ispitivanja le¢enja malignih

tumora.

Kod polno nezrelih, kao i kod polno zrelih jedinki u Eksperimentu lll, kombinacija
metformina sa kofeinom ima znacdajno antitumorsko dejstvo bez promene laboratorijskih

nalaza i toksi¢nosti.
Eksperiment VI

Tokom svih eksperimenata realizovanih u okviru ove disertacije, pokazalo se da nije

bilo delotvornog tretmana, koji ne sadrzi metformin.
Opsti zakljucci na osnovu svih realizovanih eksperimenata

Delotvorni tretmani, po svim ispitivanim parametrima tumora, bili su metforminom
(uz 7 dana predtretman) i kombinacijama metformina sa kofeinom (i kod polno nezrelih i
kod vecih zrelih jedinki), metformina sa itrakonazolom i metformina sa nitroglicerinom (kako

kod polno nezrelih, malih oko 40 g, tako i kod vedéih Zivotinja od oko 100 g).

U odnosu na sve ispitivane parametre tumora, nisu bili efikasni tretmani:
mebendazolom (izuzev histoloSkog poboljSanja), metforminom bez predtretmana,
kofeinom, itrakonazolom, diklofenakom, deoksiholnom kiselinom, metforminom sa
deoksiholnom kiselinom, itrakonazolom sa deoksiholnom kiselinom, nitroglicerinom,
itrakonazolom sa nitroglicerinom, diklofenakom sa deoksiholnom kiselinom i diklofenakom

sa nitroglicerinom.

Kod ispitivanih eksperimentalnih Zivotinja nisu ustanovljene promene laboratorijskih
vrednosti krvi, niti su ustanovljene toksikoloske, patoanatomske i patohistoloske promene,

$to govori o netoksi¢nosti i bezbednosti svih tretmana.
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Svi efikasni tretmani sadrze jedan ili dva leka koji imaju antifolatno dejstvo sli¢no

metotreksatu (metformin, kofein, itrakonazol, nitroglicerin).

Jedino je kao monoterapija tretman metforminom, ako se daje sa predtretmanom 7

dana, bio efikasan, po svim ispitivanim parametrima tumora.

Rezultati ovog rada treba da doprinesu efikasnoj i kraéoj antitumorskoj terapiji, uz
smanjenje neZeljenih dejstava i cene leCenja, narolito sarkoma, najc¢eséih kod dece, i to
posebno adjuvantnoj (uz hirusku i radioterapiju), kao i za prevenciju relapsa bolesti i

metastaza.

ZAHVALNICA

Izrada ove disertacije finansirana je u okviru projekta Pokrajinskog sekretarijata za

visoko obrazovanje i nau¢noistrazivacku delatnost, broj 142-451-2413/2018.

Hvala Katedri i Zavodu za histologiju i embriologiju, kao i farmaciju Medicinskog
fakulteta, Pasterovom zavodu i Nauénom institutu za veterinarstvo u Novom Sadu, ¢&iji su

prostori, oprema, analize i pomo¢ koriséeni.

90



Doktorska disertacija Dusica Popovic

8. LITERATURA

[1]  Bertolini F, Sukhatme VP, Bouche G. Drug repurposing in oncology- patient and
health systems opportunities. Nat Rev Clin Oncol. 2015;12(12):732-42.

[2]  Strittmater SM. Overcoming drug development bottlenecks with repurposing: old
drugs learn new tricks. Nat Med. 2014;20(6):590-1.

[3] Gupta SC, Sung B, Prasad S, Webb LJ, Aggarwal BB. Cancer drug discovery by
repurposing teaching new tricks old dogs. Trends Pharmacol Sci. 2013;34:508-17.

[4]  Pantziarka P, Bouche G, Meheus L, Sukhatme V, Sukhatme VP. The repurposing drugs
in oncology (ReDO) project. Ecancermedicalscience. 2014;8:443. [cited 2017 May 17].
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4096024/

[5] Pantziarka P, Bouche G, Meheus L, Sukhatme V, Sukhatme VP: Repurposing drugs in
oncology (ReDO) — mebendazole as an anti cancer agent. Ecancermedicalscience.
2014;8:443.

[6] Langley RE. Clinical evidence for the use of aspirin in the treatment of cancer.
Ecancermedicalscience. 2013;7:297. [cited 2017 May 17]. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3622409/

[71 Morales DR, Morris AD. Metformin in Cancer Treatment and Prevention. Annu Rev
Med. 2015;66:17-29.

[8] Azvolinsky A. Repurposing to Fight Cancer: The Metformin—Prostate Cancer
Connection. JNCI (J Natl Cancer Inst). 2014;106(2):dju030.

[9] Dowling RJO, Goodwin PJ, Stambolic V. Understanding the benefit of metformin use
in cancer treatment. BMC Medicine. 2011;9:33-9.

[10] Osmak M. Statins and cancer: Current and future prospects. Cancer Lett.
2012;324(1):1-12.

[11] Peiris-Pages M, Sotgia F, Lisanti MP. Doxycycline and therapeutic targeting of the
DNA damage response in cancer cells: old drug, new purpose. Oncoscience. 2015;2(8):696—
9.

91



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[12] Pantziarka P, Bouche G, Meheus L, Sukhatme V, Sukhatme VP. Repurposing drugs in
oncology (ReDO) — cimetidine as an anti cancer agent. Ecancermedicalscience. 2014;8:485.
[cited 2017 May 17]. Available from: http://ecancer.org/journal/8/pdf/485-repurposing-
drugs-in-oncology-redo-cimetidine-as-an-anti-cancer-agent.php

[13] Pantziarka P, Sukhatme V, Bouche G, Meheus L, Sukhatme VP. Repurposing drugs in
oncology (ReDO) — itraconazole as an anti cancer agent. Ecancermedicalscience.
2015;9:521. [cited 2017 May 17]. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/pmid/25932045/

[14] Yoshiji H, Kuriyama S, Fukui H. Perindopril: possible use in cancer therapy. Anti-
Cancer Drugs. 2002;13(3):221-8.

[15] Yasumatsu R, Nakashima T, Masuda M, Ito A, Kuratomi Y, Nakagawa T, et al. Effects
of the angiotensin-I converting enzyme inhibitor perindopril on tumor growth and
angiogenesis in head and neck squamous cell carcinoma cells. J Cancer Res Clin Oncol.
2004;130(10):567-73.

[16] Sukhatme V, Bouche G, Meheus L, Sukhatme VP, Pantziarka P. Repurposing drugs in
oncology (ReDO) — nitroglycerin as an anti cancer agent. Ecancermedicalscience.
2015;9:568. [cited 2017 May 17]. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/pmid/26435741/

[17] Hofer M, Hoferova Z, Fedorocko P, Mackova NO. Hematopoiesis-stimulating and
anti-tumor effects of repeated administration of diclofenac in mice with transplanted
fibrosarcoma cells. Physiol Res. 2002;51:629-32.

[18] Pantziarka P, Sukhatme V, Bouche G, Melhuis L, Sukhatme VP. Repurposing Drugs in
Oncology (ReDO)—diclofenac as an anti-cancer agent. Ecancer. 2016;10:610. / DOI:
10.3332/ecancer.2016.610

[19] Doudican N, Rodriguez A, Osman |, Orlow SJ. Mebendazole induces apoptosis via Bcl-

2 inactivation in chemoresistant melanoma cells. Mol Cancer Res. 2008;6(8):1308-15.

[20] Doudican NA, Byron SA, Pollock PM, Orlow SJ. XIAP downregulation accompanies
mebendazole growth inhibition in melanoma xenografts. Anticancer Drugs.
2013;24(2):181-8.

92



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[21] SasakiJ, Ramesh R, Chada S, Gomyo Y, Roth JA, Mukhopadhyay T. The anthelmintic
drug mebendazole induces mitotic arrest and apoptosis by depolymerizing tubulin in non-
small cell lung cancer cells. Mol Cancer Ther. 2002;1(13):1201-9.

[22] Martarelli D, Pompei P, Baldi C, Mazzoni G. Mebendazole inhibits growth of human
adrenocortical carcinoma cell lines implanted in nude mice. Cancer Chemother Pharmacol.
2008;61(5):809-17.

[23] Dobrosotskaya Y, Hammer GD, Schteingart DE, Maturen KE, Worden FP.
Mebendazole monotherapy and long-term disease control in metastatic adrenocortical
carcinoma. Endocr Pract. 2011;17(3):e59-62.

[24] Mukhopadhyay T, Sasaki J, Ramesh R, Roth JA. Mebendazole elicits a potent
antitumor effect on human cancer cell lines both in vitro and in vivo. Clin Cancer Res.
2002;8(9):2963-9.

[25] Nygren P, Fryknds M, Agerup B, Larsson R. Repositioning of the anthelmintic drug
mebendazole for the treatment for colon cancer. J Cancer Res Clin Oncol.
2013;139(12):2133-40.

[26] Nygren P, Larsson R. Drug repositioning from bench to bedside: tumour remission by
the antihelmintic drug mebendazole in refractory metastatic colon cancer. Acta Oncol.
2014;53(3):427-8.

[27] Coyne CP, Jones T, Bear R. Gemcitabine-(C4-amide)-[anti-HER2/neu] Anti-Neoplastic
Cytotoxicity in Dual Combination with Mebendazole against Chemotherapeutic-Resistant
Mammary Adenocarcinoma. J Clin Exp Oncol. 2013;2(2):pii:1000109.

[28] Steg AD, Katre AA, Bevis KS, Ziebarth A, Dobbin ZC, Shah MM, et al. Smoothened
antagonists reverse taxane resistance in ovarian cancer. Mol Cancer Ther. 2012;11(7):1587-
97.

[29] Pourgholami MH, Woon L, Almajd R, Akhter J, Bowery P, Morris DL. In vitro and in
vivo suppression of growth of hepatocellular carcinoma cells by albendazole. Cancer Lett.
2001;165(1):43-9.

[30] Spagnuolo PA, Hu J, Hurren R, Wang X, Gronda M, Sukhai MA, et al. The
antihelmintic flubendazole inhibits microtubule function through a mechanism distinct
from Vinca alkaloids and displays preclinical activity in leukemia and myeloma. Blood.
2010;115(23):4824-33.

93



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[31] Shukla N, Kobos R, Renaud T, Steinherz LJ, Steinherz PG. Phase Il trial of clofarabine
with topotecan, vinorelbine, and thiotepa in pediatric patients with relapsed or refractory
acute leukemia. Pediatr Blood Cancer. 2014;61(3):431-5.

[32] Bai RY, Staedtke V, Aprhys CM, Gallia GL, Riggins GJ. Antiparasitic mebendazole
shows survival benefit in 2 preclinical models of glioblastoma multiforme. Neuro Oncol.
2011;13(9):974-82.

[33] Bai RY, Staedtke V, Rudin CM, Bunz F, Riggins GJ. Effective treatment of diverse
medulloblastoma models with mebendazole and its impact on tumor angiogenesis. Neuro
Oncol. 2015;17(4):545-54.

[34] Bai RY, Staedtke V, Wanjiku T, Rudek MA, Joshi A, Gallia GL, et al. Brain Penetration
and Efficacy of Different Mebendazole Polymorphs in a Mouse Brain Tumor Model. Clin
Cancer Res. 2015;21(15):3462-70.

[35] Gull K, Dawson PJ, Davis C, Byard EH. Microtubules as target organelles for
benzimidazole anthelmintic chemotherapy. Biochem Soc Trans. 1987;15(1):59-60.

[36] Sorger PK, Dobles M, Tournebize R, Hyman AA. Coupling cell division and cell death
to microtubule dynamics. Curr Opin Cell Biol. 1997;9(6):807-14.

[37] Lacey E, Watson TR. Structure-activity relationships of benzimidazole carbamates as

inhibitors of mammalian tubulin, in vitro. Biochem Pharmacol. 1985;34(7):1073-7.

[38] Jordan MA, Wilson L. Microtubules and actin filaments: dynamic targets for cancer
chemotherapy. Curr Opin Cell Biol. 1998;10(1):123-30.

[39] Jordan MA, Wilson L. Microtubules as a target for anticancer drugs. Nat Rev Cancer.
2004;4(4):253-65.

[40] Basu A, Haldar S. The relationship between Bcl2, Bax and p53: consequences for cell
cycle progression and cell death. Mol Hum Reprod. 1998;4(12):1099-109.

[41] Adams JM, Cory S. The Bcl-2 apoptotic switch in cancer development and therapy.
Oncogene. 2007;26(9):1324-37.

[42] PawlowskiJ, Kraft AS. Bax-induced apoptotic cell death. PNAS. 2000;97(2):529-31.

94



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[43] Finucane DM, Bossy-Wetzel E, Waterhouse NJ, Cotter TG, Green DR. Bax-induced
caspase activation and apoptosis via cytochrome c release from mitochondria is inhibitable
by Bcl-xL. J Biol Chem. 1999;274(4):2225-33.

[44] Cuddeback SM, Yamaguchi H, Komatsu K, Miyashita T, Yamada M, Wu C, et al.
Molecular cloning and characterization of Bif-1. A novel Src homology 3 domain-containing
protein that associates with Bax. J Biol Chem. 2001;276(23):20559-65.

[45] Cheng EHY, Sheiko TV, Fisher JK, Craigen WJ, Korsmeyer SJ. VDAC2 Inhibits BAK
Activation and Mitochondrial Apoptosis. Science. 2003;301(5632):513-7.

[46] Rippmann JF, Hobbie S, Daiber C, Guilliard B, Bauer M, Birk J, et al. Phosphorylation-
dependent proline isomerization catalyzed by Pin1 is essential for tumor cell survival and
entry into mitosis. Cell Growth Differ. 2000;11(7):409-16.

[47] Benard G, Neutzner A, Peng G, Wang C, Livak F, Youle RJ, et al. IBRDC2, an IBR-type
E3 ubiquitin ligase, is a regulatory factor for Bax and apoptosis activation. EMBO J.
2010;29(8):1458-71.

[48] Dumontet C, Sikic Bl. Mechanisms of action of and resistance to antitubulin agents:
microtubule dynamics, drug transport, and cell death. J Clin Oncol. 1999;17(3):1061-70.

[49] Hari M, Loganzo F, Annable T, Tan X, Musto S, Morilla DB, et al. Paclitaxel-resistant
cells have a mutation in the paclitaxel-binding region of beta-tubulin (Asp26Glu) and less
stable microtubules. Mol Cancer Ther. 2006;5(2):270-8.

[50] Kavallaris M. Microtubules and resistance to tubulin-binding agents. Nat Rev Cancer.
2010;10(3):194-204.

[51] LiY, McClay EF. Systemic chemotherapy for the treatment of metastatic melanoma.
Semin Oncol. 2002;29(5):413-26.

[52] LuY, ChenJ, Xiao M, Li W, Miller DD. An overview of tubulin inhibitors that interact
with the colchicine binding site. Pharm Res. 2012;29(11):2943-71.

[53] Issaq SH, Teicher BA, Monks A. Bioenergetic properties of human sarcoma cells help
define sensitivity to metabolic inhibitors. Cell Cycle. 2014;13(7):1152-61. doi:
10.4161/cc.28010.

95



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[54] Chen X, Hu C, Zhang W, Shen Y, Wang J, Hu F, et al. Metformin inhibits the
proliferation, metastasis, and cancer stem-like sphere formation in osteosarcoma MG63
cells in vitro. Tumour Biol. 2015;36(12):9873-83. doi: 10.1007/s13277-015-3751-1.

[55] QuesadalJ, Amato R. The Molecular Biology of Soft-Tissue Sarcomas and Current
Trends in Therapy. Sarcoma. 2012; Article ID 849456. doi:10.1155/2012/849456

[56] Sui X, XuY, Wang X, Han W, Pan H, Xiao M. Metformin: A Novel but Controversial
Drug in Cancer Prevention and Treatment. Mol Pharm. 2015;12(11):3783-91. doi:
10.1021/acs.molpharmaceut.5b00577.

[57] DuolJ, MaY, Wang G, Han X, Zhang C. Metformin synergistically enhances antitumor
activity of histone deacetylase inhibitor trichostatin a against osteosarcoma cell line. DNA
Cell Biol. 2013;32(4):156-64. doi: 10.1089/dna.2012.1926.

[58] Cai X, Hu X, Tan X, Cheng W, Wang Q, Chen X, et al. Metformin Induced AMPK
Activation, GO/G1 Phase Cell Cycle Arrest and the Inhibition of Growth of Esophageal
Squamous Cell Carcinomas In vitro and In vivo. PLOS One. 2015;10:e0133349. DOI:
10.1371/journal.pone.0133349

[59] ZiFM, HelS, LiY, WuC, Yangl, Yang, et al. Metformin displays anti-myeloma
activity and synergistic effect with dexamethasone in in vitro and in vivo xenograft models.
Cancer Lett. 2015;356(2 Pt B):443-53. doi: 10.1016/j.canlet.2014.09.050.

[60] Rosilio C, Ben-Sahra |, Bost F, Peyron JF. Metformin: a metabolic disruptor and anti-
diabetic drug to target human leukemia. Cancer Lett. 2014;346(2):188-96. doi:
10.1016/j.canlet.2014.01.006.

[61] Dirat B, Ader |, Golzio M, Massa F, Mettouchi A, Laurent K, et al. Inhibition of the
GTPase Racl mediates the antimigratory effects of metformin in prostate cancer cells. Mol
Cancer Ther. 2015;14(2):586-96. doi: 10.1158/1535-7163.MCT-14-0102.

[62] Hendifar AE, Van Tine B, Chawla N, Yafee P, Chawla SP. A novel approach to soft
tissue sarcoma therapy: targeting tumor hypoxia. Annals of Cancer Research. 2015;2:5.

Available at: http://www.vipoa.org/cancer/2/5.

[63] Knowles HJ, Schaefer KL, Dirksen U, Athanasou NA. Hypoxia and hypoglycaemia in
Ewing's sarcoma and osteosarcoma: regulation and phenotypic effects of Hypoxia-Inducible
Factor. BMC Cancer. 2010;10:372. doi: 10.1186/1471-2407-10-372.

96



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[64] Yauch RL, Dijkgraaf GJP, Alicke B, Januario T, Ahn CP, Holcomb T, et al. Smoothened
Mutation Confers Resistance to a Hedgehog Pathway Inhibitor in Medulloblastoma.
Science. 2009;326(5952):572-4.

[65] Larsen AR, Bai RY, Chung JH, Borodovsky A, Rudin CM, Riggins GJ, et al. Repurposing
the antihelmintic mebendazole as a hedgehog inhibitor. Mol Cancer Ther. 2015;14(1):3-13.

[66] Dvoroznakova E, Porubcova J, Sndbel V, Fedorocko P. Imunomodulative effect of
liposomized muramyltripeptide phosphatidylethanolamine (L-MTP-PE) on mice with

alveolar echinococcosis and treated with albendazole. Parasitol Res. 2008;103(4):919-29.

[67] Roselli M, Cereda V, di Bari MG, Formica V, Spila A, Jochems C, et al. Effects of
conventional therapeutic interventions on the number and function of regulatory T cells.
Oncoimmunology. 2013;2(10):e27025-1-12.

[68] Kaneno R, Shurin GV, Tourkova IL, Shurin MR. Chemomodulation of human dendritic
cell function by antineoplastic agents in low noncytotoxic concentrations. J Transl Med.
2009;7:58.

[69] Sevko A, Michels T, Vrohlings M, Umansky L, Beckhove P, Kato M, et al. Anti-tumor
Effect of Paclitaxel is Mediated by Inhibition of MDSCs and Chronic Inflammation in the
Spontaneous Melanoma Model J Immunol. 2013;190(5):2464-71.

[70] Sevko A, Kremer V, Falk CS, Umansky L, Shurin MR, Shurin G. Application of paclitaxel
in low non-cytotoxic doses supports vaccination with melanoma antigens in normal mice.

Journal of Immunotoxicology. 2012;9(3):275-81.

[71] Popovié DJ, Lalosevi¢ D, Miljkovi¢ D, Popovi¢ KJ, Capo |, Popovic¢ JK. Caffeine induces
metformin anticancer effect on fibrosarcoma in hamsters. Eur Rev Med Pharmacol Sci.
2018;22:2461-7.

[72] Popovié DJ, LaloZevi¢ D, Popovié KJ, Capo |, Popovié¢ JK, Miljkovié D. Effect of
mebendazole on fibrosarcoma in hamsters. Trop J Pharm Res. 2017;16(10):2445-51.

[73] Popovié DJ, LaloZevi¢ D, Miljkovi¢ D, Popovié¢ KJ, Capo |, Popovic JK. Effect of
metformin on fibrosarcoma in hamsters. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2017;21(23):5499-
505.

97



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[74] Popovic DJ, Posa M, Popovi¢ KJ, Kolarovi¢ J, Popovic JK, Banovi¢ PZ: Application of a
widely-used tropical anti-worm agent mebendazole in modern oncology, Trop J Pharm Res.
2017;16(10):2555-62.

[75] Williams RF, Fernandez-Pineda |, Gosain A. Pediatric Sarcomas. Surgical Clinics of
North America 2016;96(5):1107-25.

[76] Anderson JL, Denny CT, Tap WD, Federman N. Pediatric sarcomas: translating
molecular pathogenesis of disease to novel therapeutic possibilities. Pediatr Res.
2012;72(2):112-21.

[77] Burningham Z, Hashibe M, Spector L, Schiffman JD. The epidemiology of sarcoma.
Clin Sarcoma Res. 2012;2(1):14. doi: 10.1186/2045-3329-2-14.

[78] Shmookler BM, Enzinger FM, Weiss SW. Giant cell fibroblastoma. A juvenile form of
dermatofibrosarcoma protuberans. Cancer. 1989;64(10):2154-61.

[79] Calvert GT, Randall RL, Jones KB, Cannon-Albright L, Lessnick S, Schiffman JD. At-Risk
Populations for Osteosarcoma: The Syndromes and Beyond. Sarcoma. 2012;2012:152382. 9
pages, doi: 10.1155/2012/152382.

[80] University College, London. Will Glucarpidase After Methotrexate Treatment for
Bone Sarcoma Lead to Fewer Side Effects and Reduce Chemotherapy Delays?
ClinicalTrials.gov. 2015; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02022358. [cited 2018 May 18].
Available from: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT02022358.

[81] Saeter G, Alvegard TA, Elomaa |, Wiebe T, Bjork O, Strander H, et al. Chemotherapy
for osteosarcoma and Ewing's sarcoma. Acta Orthop Scand Suppl. 1997;273:120-5.

[82] Agencija za lekove i medicinska sredstva Srbije (ALIMS). SaZzetak karakteristika leka
Methotrexate Pfizer, 50 mg/2 mL, rastvor za injekciju, Methotrexate Pfizer, 500 mg/20 mL,
rastvor za injekciju. ALIMS. 2017; [cited 2018 May 20]. Available from:
https://www.alims.gov.rs/ciril/files/lekovi/smpc/515-01-00815-16-001.pdf

[83] Stoker M, Macpherson I. Syrian hamster fibroblast cell line BHK21 and its derivatives.
Nature. 1964;203:1355-7.

[84] Lalosevié¢ D, Stankov S, Lazarevié-lvanc L, Lalosevi¢ V, Knezevi¢ |. Immunogenicity of
BHK-rabies vaccine in human volunteers. Med Pregl. 1998;51(1):17-9.

98


http://dx.doi.org/10.1155/2012/152382

Doktorska disertacija Dusica Popovic

[85] Shipman C, Vander Weide GC, Ma BI. Prevalence of type R virus-like particles in
clones of BHK-21 cells. Virology. 1969;38:707-10.

[86] Walker TA, Wilson BA, Lewis AM, Cook JL. E1A oncogene induction of cytolytic
susceptibility eliminates sarcoma cell tumorigenicity. Proc Natl Acad Sci U S A.
1991;88(15):6491-5.

[87] Mayo J, Lombardo J.L, Klein-Szanto AJP, Conti C J, Moreira JL. An Oncogenic Virus
Carried by Hamster Kidney Cells. Cancer Res. 1973;33:2273-7.

[88] Johnson TS, Scholfield ClI, Parry J, Griffin M. Induction of tissue transglutaminase by
dexamethasone: its correlation to receptor number and transglutaminase-mediated cell

death in a series of malignant hamster fibrosarcomas. Biochem J. 1998;331(Pt 1):105-12.

[89] Sousa ATO de, Vasconcelos JMB, Soares MJGO. Software Image Tool 3.0 as an
Instrument for Measuring Wounds. English/Portuguese J Nurs UFPE on line,
2012;6(10):2569-73.

[90] Karaman M, Firinci F, Kiray M, Tuncel T, Bagriyanik A, Yilmaz O, et al. Beneficial
effects of erythropoietin on airway histology in a murine model of chronic asthma. Allergol
Immunopathol. 2012;40(02):75-80. doi: 10.1016/j.aller.2011.02.010

[91] Pantziarka P, Bouche G, Meheus L, Sukhatme V, Sukhatme VP. The repurposing drugs
in oncology (ReDO) project. Ecancermedicalscience. 2014;8:442 [cited 2017 May 17].
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4096030/

[92] Amery K. Levamisole as an immunotherapeutic agent in the treatment of cancer.
World J Surg. 1977;1:597-602. doi:10.1007/BF01556185.

[93] Janik J, Kopp WC, Smith JW 2nd, Longo DL, Alvord WG, Sharfman WH, et al. Dose-
related immunologic effects of levamisole in patients with cancer. J Clin Oncol.
1993;11(1):125-35.

[94] Dayan AD. Albendazole, mebendazole and praziquantel. Review of non-clinical
toxicity and pharmacokinetics. Acta Trop. 2003;86(2-3):141-59.

[95] Pawluk SA, Roels CA, Wilby KJ, Ensom MH. A review of pharmacokinetic drug-drug
interactions with the anthelmintic medications albendazole and mebendazole. Clin
Pharmacokinet. 2015;54(4):371-83.

99



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[96] Klasa RJ, Gillum AM, Klem RE, Frankel SR. Oblimersen Bcl-2 antisense: facilitating
apoptosis in anticancer treatment. Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 2002;12(3):193-213.

[97] Bedikian AY, Millward M, Pehamberger H, Conry R, Gore M, Trefzer U, et al. Bcl-2
antisense (oblimersen sodium) plus dacarbazine in patients with advanced melanoma: the
Oblimersen Melanoma Study Group. J Clin Oncol. 2006;24(29):4738-45.

[98] Bogustawska J, Matecki M. siRNA preparations in gene therapy of melanoma. Med
Wieku Rozwoj. 2013;17(3):196-201.

[99] MengS. The anticancer effect of metformin, the most commonly used anti-diabetes
drug. J Endocrinol Diabetes Obes. 2014;2:1030-5.

[100] Ben Sahra I, Regazzetti C, Robert G, Laurent K, Le Marchand-Brustel Y, Auberger P, et
al. Metformin, independent of AMPK, induces mTOR inhibition and cell-cycle arrest
through REDD1. Cancer Res. 2011;71:4366-72.

[101] KasznickiJ, Sliwinska A, Drzewoski J. Metformin in cancer prevention therapy. Ann
Transl Med. 2014;2:57-67.

[102] Hwang YP, Jeong HG. Metformin blocks migration and invasion of tumour cells by
inhibition of matrix metalloproteinase-9 activation through a calcium and protein kinase
Ca-dependent pathway: phorbol-12-myristate-13-acetate-induced/extracellular signal-
regulated kinase/activator protein-1. Br J Pharmacol. 2010;160:1195-211.

[103] Bruno S, Ledda B, Tenca C, Ravera S, Orengo AM, Mazzarello AN, et al. Metformin
inhibits cell cycle progression of B-cell chronic lymphocytic leukemia cells. Oncotarget.
2015;6:22624-40.

[104] Cheong JH, Park ES, Liang J, Dennison JB, Tsavachidou D, Nguyen-Charles C, et al.
Dual inhibition of tumor energy pathway by 2-deoxyglucose and metformin is effective

against a broad spectrum of preclinical cancer models. Mol Cancer Ther. 2011;10:2350-62.

[105] Ben Sahra I, Laurent K, Giuliano S, Larbret F, Ponzio G, Gounon P, et al. Targeting
cancer cell metabolism: the combination of metformin and 2-deoxyglucose induces p53-

dependent apoptosis in prostate cancer cells. Cancer Res. 2010;70:2465-75.

100



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[106] Corominas-Faja B, Quirantes-Piné R, Oliveras-Ferraros C, Vazquez-Martin A, Cufi S,
Martin-Castillo B, et al. Metabolomic fingerprint reveals that metformin impairs one-
carbon metabolism in a manner similar to the antifolate class of chemotherapy drugs.
Aging. 2012;4:480-98.

[107] Hatoum D, McGowan EM. Recent advances in the use of metformin: can treating
diabetes prevent breast cancer? Biomed Res Int. 2015;2015:548436.

[108] Purchiaroni F, Galli G, Annibale B. Metformin plus proton pump inhibitors therapy:
the cobalamin deficiency challenge. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2015;19:2501-2.

[109] Hart T, Dider S, Han W, Xu H, Zhao Z, Xie L. Toward repurposing metformin as a
precision anti-cancer therapy using structural systems pharmacology. Sci Rep.
2016;6:20441.

[110] Salis O, Bedir A, Ozdemir T, Okuyucu A, Alacam H. The relationship between
anticancer effect of metformin and the transcriptional regulation of certain genes (CHOP,
CAV-1, HO-1, SGK-1 and Par-4) on MCF-7 cell line. Eur Rev Med Pharmacol Sci.
2014;18:1602-9.

[111] YangY, Wu XH. Study on the influence of metformin on castration-resistant prostate
cancer PC-3 cell line biological behavior by its inhibition on PLCe gene-mediated
Notchl/Hes and androgen receptor signaling pathway. Eur Rev Med Pharmacol Sci.
2017;21:1918-23.

[112] Shi WY, Xiao D, Wang L, Dong LH, Yan ZX, Shen ZX, et al. Therapeutic
metformin/AMPK activation blocked lymphoma cell growth via inhibition of mTOR pathway
and induction of autophagy. Cell Death Dis. 2012;3:e275.

[113] Garofalo C, Capristo M, Manara MC, Mancarella C, Landuzzi L, Belfiore A, et al.
Metformin as an adjuvant drug against pediatric sarcomas: hypoxia limits therapeutic
effects of the drug. PLoS ONE. 2013;8:e83832.

[114] Meng XM, Ma XX, Tian YL, Jiang Q, Wang LL, Shi R, et al. Metformin improves the
glucose and lipid metabolism via influencing the level of serum total bile acids in rats with
streptozotocin-induced type 2 diabetes mellitus. Eur Rev Med Pharmacol Sci.
2017;21:2232-7.

101



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[115] Dowling RJO, Lam S, Bassi C, Mouaaz S, Aman A, Kiyota T, et al. Metformin
pharmacokinetics in mouse tumors: implications for human therapy. Cell Metab.
2016;23:567-8.

[116] Tyszka-Czochara M, Bukowska-Strakova K, Majka M. Metformin and caffeic acid
regulate metabolic reprogramming in human cervical carcinoma SiHa/HTB-35 cells and
augment anticancer activity of Cisplatin via cell cycle regulation. Food Chem Toxicol.
2017;106:260-72.

[117] Jang MH, Shin MC, Kang IS, Baik HH, Cho YH, Chu JP, et al. Caffeine induces apoptosis
in human neuroblastoma cell line SK-N-MC. J Korean Med Sci. 2002;17:674-8.

[118] Qi W, Qiao D, Martinez JD. Caffeine induces TP53-independent G(1)-phase arrest and
apoptosis in human lung tumor cells in a dose-dependent manner. Radiat Res.
2002;157:166-74.

[119] Gururajanna B, Al-Katib AA, Li YW, Aranha O, Vaitkevicius VK, Sarkar FH. Molecular
effects of taxol and caffeine on pancreatic cancer cells. Int J Mol Med. 1999;4:501-7.

[120] DaiY, YuC, Singh V, Tang L, Wang Z, Mclnistry R, et al. Pharmacological inhibitors of
the mitogen-activated protein kinase (MAPK) kinase/MAPK cascade interact synergistically
with UCN-01 to induce mitochondrial dysfunction and apoptosis in human leukemia cells.
Cancer Res. 2001;61:5106-15.

[121] Hatas M, lzdebska M, Klimaszewska-Wisniewska A, Gagat M, Radciniewska D, Glinska
A, et al. Caffeine induces cytoskeletal changes and cell death in H1299 cells. Cent Eur J Biol.
2014;9:727-38.

[122] Saiki S, Sasazawa Y, Imamichi Y, Kawajiri S, Fujimaki T, Tanida I, et al. Caffeine
induces apoptosis by enhancement of autophagy via PI3K/Akt/mTOR/p70S6K inhibition.
Autophagy. 2011;7:176-87.

[123] Wang G, Bhoopalan V, Wang D, Wang L, Xu X. The effect of caffeine on cisplatin-

induced apoptosis of lung cancer cells. Exp Hematol Oncol. 2015;4:5.

[124] Min SH, Goldman ID, Zhao R. Caffeine markedly sensitizes human mesothelioma cell

lines to pemetrexed. Cancer Chemother Pharmacol. 2008;61:819-27.

102



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[125] Cortez D. Caffeine inhibits checkpoint responses without inhibiting the ataxia-
telangiectasia-mutated (ATM) and ATM- and Rad3-related (ATR) protein kinases. J Biol
Chem. 2003;278:37139-45.

[126] Eini H, Frishman V, Yulzari R, Kachko L, Lewis EC, Chaimovitz C, et al. Caffeine
promotes anti-tumor immune response during tumor initiation: Involvement of the
adenosine A2A receptor. Biochem Pharmacol. 2015;98:110-8.

[127] Lou YR, Lu YP, Xie JG, Huang MT, Conney AH. Effects of oral administration of tea,
decaffeinated tea, and caffeine on the formation and growth of tumors in high-risk SKH-1

mice previously treated with ultraviolet B light. Nutr Cancer. 1999;33:146-53.

[128] LiH, Jin SY, Son HJ, Seo JH, Jeong GB. Caffeine-induced endothelial cell death and the
inhibition of angiogenesis. Anat Cell Biol. 2013;46:57-67.

[129] Zhou HY, Zhu H, Yao XM, Qian JP, Yang J, Pan XD, et al. Metformin regulates tight
junction of intestinal epithelial cells via MLCK-MLC signaling pathway. Eur Rev Med
Pharmacol Sci. 2017;21(22):5239-46.

[130] Tsubamoto H, Ueda T, Inoue K, Sakata K, Shibahara H, Sonoda T. Repurposing
itraconazole as an anticancer agent. Oncol Lett. 2017;14(2):1240-6.

[131] Navarro-Martinez MD, Cabezas-Herrera J, Rodriguez-Lépez JN. Antifolates as
antimycotics? Connection between the folic acid cycle and the ergosterol biosynthesis
pathway in Candida albicans. Int J Antimicrob Agents. 2006;28(6):560-7.

[132] Pace JR, DeBerardinis AM, Sail V, Tacheva-Grigorova SK, Chan KA, Tran R, et al.
Repurposing the Clinically Efficacious Anti-Fungal Agent Itraconazole as an Anti-Cancer
Chemotherapeutic. ] Med Chem. 2016;59(8):3635—49.

[133] Hu Q, Hou YC, Huang J, Fang JY, Xiong H. Itraconazole induces apoptosis and cell
cycle arrest via inhibiting Hedgehog signaling in gastric cancer cells. J Exp Clin Cancer Res.
2017;36:50.

[134] Campbell BC, Chan KL, Kim JH. Chemosensitization as a means to augment

commercial antifungal agents. Front Microbiol. 2012;3:79.

[135] Choi YH, Lee U, Lee BK, Lee MG. Pharmacokinetic interaction between itraconazole
and metformin in rats: competitive inhibition of metabolism of each drug by each other via
hepatic and intestinal CYP3A1/2. Br J Pharmacol. 2010;161(4):815-29.

103



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[136] Bondarenko LB, Shayakhmetova GM, Voronina AK, Kovalenko VM. Effects of
Metformin on Cytochromes CYP3A, CYP2C and CYP2E1 Functioning at Metabolic Syndrome
in Rats of Different Age. Curr Res Diabetes Obes J. 2017;4(4):555645. doi:
10.19080/CRD0J.2017.04.555645.

[137] Horn JR, Hansten PD. Metformin and Organic Cation Transporter Interactions.
Pharmacy Times. 2017;4:29. Available at:
http://www.pharmacytimes.com/publications/issue/2017/april2017/metformin-and-

organic-cation-transporter-interactions

[138] Wagner DJ, Hu T, Wang J. Polyspecific organic cation transporters and their impact
on drug intracellular levels and pharmacodynamics. Pharmacol Res. 2016;111:237-46.
DO0I:10.1016/j.phrs.2016.06.002.

[139] Singh V, Singh SM: Effect of high cell density on the growth properties of tumor cells:
a role in tumor cytotoxicity of chemotherapeutic drugs. Anticancer Drugs 2007; 18:1123-
32.

[140] Jason CY, Jenghwa C, ZhiQiu L, Wernicke AG, Dattatreyudu N, Bhupesh: Tumor
Density, Size, and Histology in the Outcome of Stereotactic Body Radiation Therapy for
Early-Stage Non—Small-Cell Lung Cancer: A Single-Institution Experience. Proceedings of the
97th Annual Meeting of the American Radium Society 2015. Oncology. 2015;29:P097.

[141] Barber TW, Brockway JA, Higgins LS: The density of tissues in and about the head.
Acta Neurol Scand. 1970;46:85-92.

[142] Rivin I. Surface area and other measures of ellipsoids. Adv Appl Math.
2007;39(4):409-27.

[143] Pérez-Beteta J, Molina-Garcia D, Ortiz-Alhambra JA, Fernandez-Romero A, Luque B,
Arregui E, et al. Tumor Surface Regularity at MR Imaging Predicts Survival and Response to
Surgery in Patients with Glioblastoma. Radiology. 2018;3:171051. doi:
10.1148/radiol.201171051. [Epub ahead of print]

[144] Kim J, Tang JY, Gong R, Kim J, Lee JJ, Clemons KV, et al. Itraconazole, a commonly
used antifungal that inhibits Hedgehog pathway activity and cancer growth. Cancer Cell.
2010;17(4):388-99.

[145] Choi CH, Ryu JY, Cho YJ, Jeon HK, Choi JJ, Ylaya K, et al. The anti-cancer effects of

itraconazole in epithelial ovarian cancer. Sci Rep. 2017;7(1):6552.

104



Doktorska disertacija Dusica Popovic

[146] Nagai H, Yasuda H, Hatachi Y, Xue D, Sasaki T, Yamaya M, et al. Nitric oxide (NO)
enhances pemetrexed cytotoxicity via NO-cGMP signaling in lung adenocarcinoma cells in
vitro and in vivo. Int J Oncol. 2012;41(1):24-30. doi: 10.3892/ijo.2012.1461.

[147] Hwang SR, Kim 1J, Park JW. Formulations of deoxycholic for therapy: a patent review
(2011 - 2014). Expert Opin Ther Pat. 2015;25(12):1423-40.

[148] Quesada J, Amato R. The Molecular Biology of Soft-Tissue Sarcomas and Current
Trends in Therapy. 2012;2012:849456. doi: 10.1155/2012/849456.

[149] Issaq SH, Teicher BA, Monks A. Bioenergetic properties of human sarcoma cells help
define sensitivity to metabolic inhibitors. Cell Cycle. 2014;13: 1152-61.
doi:10.4161/cc.28010.

[150] Hoang NT, Acevedo LA, Mann MJ, Tolani B. A review of soft-tissue sarcomas:
translation of biological advances into treatment measures. Cancer Manag Res.
2018;10:1089-114. doi: 10.2147/CMAR.S159641. eCollection 2018.

105



Doktorska disertacija Dusica Popovic

9. PRILOG
Antikancersko delovanje mebendazola
Ki-67 Ki-67 Ki-67
26
A|lB|C
R.
br.

1 (23|18 |18

2 | 20|16 | 15

3119|1413

4 (181313
1 2 3 E 5 G

5 17 112 | 12 Eksperimentalne Zivotinje
—4— A - Kontrolna grupa

=8 B - Grupa tretirana sa 460 mg/kg mebendazola
6 14| 8 8 —#— C - Grupa tretirana sa 460 mg/kg mebendazola i 20 mgfkg deoksiholne kiseline

Slika P1. Vrednosti Ki-67 za tumore eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama
koje su tretirane mebendazolom

TeZina tumora T"ﬁi"[i“::;m ra Teiina tumora
(mg) 7000
6500
6000
5500
A B C smo
R. 4500
br. 4000
1 | 688030103120 3500 1
3000 =
2 | 2910|2570 | 2415 2500
2000
3 | 2060|2110 1320 1500
1000
4 1720 980 |1250 =00
0
1 2 3 4 5 6
5 11400| 730 | 765 Eksperimentalne Zivotinje

—4— A - Kontrolna grupa

—8- B - Grupa tretirana sa 460 mg/kg mebendazola
6 260 | 690 | 620 —d— € - Grupa tretirana sa 460 mg'kg mebendazola i 20 mg/kg deoksiholne kiseline

Slika P2. TeZine tumora eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama koje su
tretirane mebendazolom
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Zapremina
tumora (cm?®)
A B C

R.

br.

1 | 5,000 | 2,280 | 2,490
2 |2,120 | 1,710 | 1,860
3 | 1,500 | 1,608 | 0,710
4 | 1,250 | 0,567 | 0,690
5 | 1,000 | 0,448 | 0,480
6 | 0,188 | 0,395 | 0,377

Zapremina tumora

5,000

4,500

(cm?)

Zapremina tumora

1 2

—4— A -Kontrolna grupa

~- B - Grupa tretirana sa 460 mg/kg mebendazola
—— C - Grupa tretirana sa 460 mg/kg mebendazola i 20 mg/kg deoksiholne kiseline

T T T 1
3 4 5 6
Eksperimentalne Zivotinje

Slika P3. Zapremine tumora eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama koje su
tretirane mebendazolom

TeZina (g)

Srednja teZina Zivotinje u grupi na pocetku i na kraju eksperimenta

109,50

110,00

105,00

100,00

95,00

90,00

85,00

80,00

1

2

1 - Kontrolna grupa bez inokulacije tumora, bez tretmana
2 - Kontraolna grupa bez inokulacije tumora, tretirana sa 460 mg/kg mebendazola
3 - Grupa tretirana sa 460 mg/kg mebendazola
4 - Grupa tretirana sa 460 mg/kg mebendazola i 20 mg/kg deoksiholne kiseline

3 4
M Pocetak

M Kraj

Slika P4. Srednje teZine Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama koje su tretirane
mebendazolom, na pocetku i na kraju eksperimenta

107




Doktorska disertacija

Dusica Popovic

Antikancersko delovanje metformina

Ki-67
;-l A|lB|cC|D
1231225 |21
2 |20]11 1618
3 [19]9 |16]17
4 |18 9 |16]13
5 [17] 8 | 15| 10
6 (147 |14]7
7 3| 7
8 6

1

=#= A - Kontrolna grupa =a inckuliranim tumorom, koja nije tretirana metforminom
= B - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 7 dana

—i— C - Grupa treticana 2a 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana

—— [ - Grupa tretirana sa 500 mg kg metformina, bez predtretmana

Ki-67

2 3

4 5 & 7 2
Eksperimentalne Zivotinje

Slika P5. Vrednosti Ki-67 za tumore eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama
koje su tretirane metforminom

TezZina tumora
(mg)
RlalB|c|D
br.
1 6870|1030 | 1950 | 2900
2 2890| 500 | 1880 (2900
3 2070| 300 | 1500 (1700
4 1730| 170 | 1410|1400
5 1420| 140 | 1390|1200
6 250 | 30 | 450 | 410
7 15 190
8 10

Tetina tumora (mg)

Tezina tumora

7000 <\
6500

6000 \

5500 \

5000 \

4500 \A
\

4000

3500

3000

2500

2000 ;

1500

1000

500

0

—o— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana metforminom
~- B - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 7 dana

C - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana

=== D - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, bez predtretmana

Eksperimentalne Zivotinje

Slika P6. TeZine tumora eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama koje su
tretirane metforminom
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Zapremina
tumora (cm?®)

Zapremina tumora (cm?) Za premina tumora

5,00

Rlale|c|D

1 |5,10(0,75|1,68|2,11

4,80

2 12,12(0,36|0,87 (2,10

3 |1,40(0,22|0,80(1,22

4 |1,25|0,13|0,711,02

5 |1,01/0,10|0,69|0,87

6 |0,19/0,02|0,04 0,30

7 0,01|0,02

8 0,01

— ¥

2 3 4 5 6 7
Eksperimentalne Zivotinje
—o— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana metforminom
—- B - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 7 dana
—4— C - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana
—= D - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, bez predtretmana

Slika P7. Zapremine tumora eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama koje su

tretirane metforminom

Tezina (g) Srednja teZina Zivotinje u grupi na pocetku i na kraju eksperimenta
101,00
100,00 96,80 97,00 97,43 97,17
’ 95,17 94,14
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
1 2 3 4 5
1 - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana metforminom
2 - Kontrolna grupa bez inokulacije tumora, tretirana sa 500 mg/kg metformina B Podetak
3 - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 7 dana
4 - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana M Kraj
5 - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, bez predtretmana

Slika P8. Srednje teZine Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama koje su tretirane
metforminom, na pocetku i na kraju eksperimenta
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Antikancersko delovanje kombinacije metformina i kofeina

Ki-67 Ki-67 Ki-67
26
JBOEEIRSS
r. |
22 \\\\‘
1 (24|24 22|18 20 \
C A
18
> S ‘\\
2 | 21|18 | 20 | 16 16 \ = \
3 120|17| 18 |13 12 \ » \
10 \
4 |18 15|15 (13| = \-\.
6
5 17|14 | 12 | 12 4
2
6 |12 |13 |10 | 8 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ \ \
2 3 4 5 6 7 8
Eksperimentalne Zivotinje
7 8 —&— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana
—- B - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana
C - Grupa tretirana sa 100 mg/kg kofeina, predtretman 3 dana
8 7 == D - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina i 100 mg/kg kofeina, predtretman 3 dana

Slika P9. Vrednosti Ki-67 za tumore eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama

koje su tretirane metforminom, kofeinom i njihovom kombincijom

TezZina tumora
(mg)

R1Aa|B|cl|D
br.
1 6890|2000 | 4200 (1050
2 2920/1930( 3100 | 350
3 2070|1530 3000 | 340
4 1690| 1420|1500 | 310
5 1410| 1400|1300 | 300
6 270 | 400 | 820 | 160
7 180
8 11

TeZina tumora (mg)

7000

6500

6000

5500

5000
4500

4000 -

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500
0

TeZina tumora

\
\
\
\A
\
S
N\
\\
~
m \
?\*ﬂ‘%ﬂ\\
o~ N

Eksperimentalne Zivotinje
—#— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana
—- B - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana
C - Grupa tretirana sa 100 mg/kg kofeina, predtretman 3 dana
—<= D - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina i 100 mg/kg kofeina, predtretman 3 dana

Slika P10. TezZine tumora eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama koje su
tretirane metforminom, kofeinom i njihovom kombincijom
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Zapremina3 Zap'er;:"ma;)"mm Zapremina tumora
tumora (cm”) | |,
R 4,80 \\
“|A|B|C|D| |\

br. 40—\
4,20
4,00 \A

1 [5,20/1,79(3,52(0,65| |30 \\
3,60
240 I \\

2 (2,30(0,92|2,88(0,25| |30 .
2,80 \h
2,60 \\ ¢

3 |1,70|0,90|2,2210,22 ;‘;E *_ N
200 ~~ ™~
ha SN

4 11,50|0,88|1,26|0,20| |0 B
120 NG S~
o -—n —a— N

5 |1,15/0,88|1,21|0,18 323 <_ AR
0,40 \‘D NN
0220 N

6 [0,20(0,09|0,70(0,08| |oe ‘ , ‘ ‘ o -

1 2 3 4 5 6 7 8
Eksperimentalne Zivotinje
7 0'03 —&4— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana
—m— B - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana
8 001 —#— C - Grupa tretirana sa 100 mg/kg kofeina, predtretman 3 dana
’ —< D - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina i 100 mg/kg kofeina, predtretman 3 dana

Slika P11. Zapremine tumora eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama koje su
tretirane metforminom, kofeinom i njihovom kombincijom

TeZina (g)

100,00 97,30

Srednja teZina Zivotinje u grupi na pocetku i na kraju eksperimenta
104,00

102,00
98,17

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00

1

1 - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana

2 - Kontrolna grupa bez inokulacije tumora, tretirana sa 500 mg/kg metformina i 100 mg/kg kofeina
3 - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana

4 - Grupa tretirana sa 100 mg/kg kofeina, predtretman 3 dana

5 - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina i 100 mg/kg kofeina, predtretman 3 dana

2 3 4 5

M Podetak

M Kraj

Slika P12. Srednje teZine Zivotinja na pocetku i na kraju eksperimenta, u kontrolnoj grupi
i grupama koje su tretirane metforminom, kofeinom i njihovom kombincijom
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Antikancersko delovanje kombinacije metformina i itrakonazola

za dvonedeljni tretman

Ki-67 Ki-67
. 26
Ki-67 k
24
4»&
22
A
® N ¢ T
R|A|B|C|[D]| AN .
A '\.\
bl'. 16 \. —
14
1 |23 |25 21|12
12
D \
10 e————
2 |20(16| 18 |10 | | 4 N
\\ -y
6 \
3 |19|116(17 | 9 4 ~
2
4 1815|139 0 ‘ ‘ ' ‘ ‘
1 2 3 4 5 6
Eksperimentalne Zivotinje
5 17 | 14 10 7 —— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana
~l- B - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana
C - Grupa tretirana sa 250 mg/kg itrakonazola,predtretman 3 dana
6 14 7 7 3 === D - Grupa tretirana kombinacijom metformina (500 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg), predtretman 3 dana

Slika P13. Vrednosti Ki-67 za tumore eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama
koje su tretirane metforminom, itrakonazolom i njihovom kombincijom tokom dve nedelje

TeZina tumora
(mg)
A|B|C|D
R.
br.
1 3040|3960| 3100 | 460
2 2580|2470| 2260 | 400
3 2370|1640| 1160 | 350
4 1600(1270| 800 | 250
5 670 | 800 | 780 | 170
6 550 | 710 | 630 | 120

TeZina tumora (mg)

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

TeZina tumora

—
e
S TR
SN—,

=—4— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana

—B— B - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana

—<— D - Grupa tretirana kombinacijom metformina (500 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg), predtretman 3 dana

Eksperimentalne Zivotinje

C - Grupa tretirana sa 250 mg/kg itrakonazola,predtretman 3 dana

Slika P14. TezZine tumora eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama koje su
tretirane metforminom, itrakonazolom i njihovom kombincijom tokom dve nedelje
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Zapremina tumora z .
. (cm?) apremina tumora
Zapremlna3 2,00
tumora (cm®) K
3,50 \
3,00
R A | B C D )
br.
2,50
A
1 [2,80|3,80(3,00(0,45 W\
2,00
2 [2,24/2,40(2,00(0,40| |15 \ 8 \
\C\ \
3 [2,20{1,50|1,10|0,34| |** — :\_
0,50 \
4 |1,50|1,20(0,75|0,24 A
0,00 T T T T 1
1 2 3 4 5 6
5 0,60 0,75 0,70 0,16 Eksperimentalne Zivotinje
=—¢— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana
—m— B - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana
6 10.35/070/060(0,12 —#4— C - Grupa tretirana sa 250 mg/kg itrakonazola, predtretman 3 dana
’ ’ ’ ’ —< D - Grupa tretirana kombinacijom metformina (500 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg), predtretman 3 dana

Slika P15. Zapremine tumora eksperimentalnih Zivotinja u kontrolnoj grupi i grupama koje su
tretirane metforminom, itrakonazolom i njihovom kombincijom tokom dve nedelje

TeZina (g) Srednja teZina Zivotinje u grupi na pocetku i na kraju eksperimenta
140,00 135,30
118,50 11870
120,00 !
110,20 106,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
1 2 3 4
1 - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, koja nije tretirana B Potetak
2 - Grupa tretirana sa 500 mg/kg metformina, predtretman 3 dana
3 - Grupa tretirana sa 250 mg/kg itrakonazola, predtretman 3 dana B Krai
4 - Grupa tretirana kombinacijom metformina (500 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg), predtretman 3 dana )

Slika P16. Srednje teZine Zivotinja na pocetku i na kraju eksperimenta, u kontrolnoj grupi
i grupama koje su tretirane metforminom, itrakonazolom i njihovom kombincijom

tokom dve nedelje
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Posle dvonedeljnog tretmana

Sr. vr. +/- SD (mg)

Zapremina tumora (cm®) ~ Srednjavr. +/-SD
3 (em3)

]

Srednja vr. +/- SD
(mgfmmaj.l.

- C - Kontrolna grupa

- M - Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg)

| - Grupa tretirana itrakonazolom (250 mg/kg)

- M+l - Grupa tretirana kombinacijom
metformina (500 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg)

Posle tronedeljnog tretmana

mg 4\Teiina tumora (mg)
15000

Srednja vr. +/-SD

Relativna teina tumora Srednja vr. +/- SD
150 ™

\ (mg/g) .|. (mg/g)
100

&S

16

Zapremina tumora Srednja vr. +/-SD

12 (ecm?) T (em?)

Srednja vr. +/- SD
(mgfmm‘:’]

(mg/mm?)

- C - Kontrolna grupa
- M - Grupa tretirana metforminom (250 mg/kg)

1 - Grupa tretirana itrakonazolom (250 mg/kg)

- M+l - Grupa tretirana kombinacijom
metformina (250 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg)

Slika P17. Karakteristike ekscizovanih tumora u grupama eksperimentalnih Zivotinja koje su
tretirane dve nedelje
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Posle dvonedeljnog tretmana

DuZina tumora (cm) Srednja vr. +/- SD
C

0 T T T T 1
1 2 3 4 5 6

s N
2
1_M+
cC M 1 M

Povrsma tumora Srednja vr. +/- SD

15 h:ml (cm?)
» \ T .
8 \-\\

a4

Srednja vr. +/- SD

(em?)

Srednja vr. +/- SD

T T

Kontrolna grupa

Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg)

Grupa tretirana itrakonazolom (250 mg/kg)

-

metformina (500 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg)

Grupa tretirana kombinacijom

25

15
10

Posle tronedeljnog tretmana

4. Duiina tumora (cm) Srednja vr. +/-SD

<5 Iy

1 2 3 4 5 6

‘Voerina tumora (cm?) Srednja vr. +/-SD

Srednja vr. +/- SD

c T

M+l

[
[
w
o
(%)
[=)]

- Kontrolna grupa

- Grupa tretirana metforminom (250 mg/kg)

- Grupa tretirana itrakonazolom (250 mg/kg)

- M+l - Grupa tretirana kombinacijom
metformina (250 mg/kg) i itrakonazola (250 mg/kg)

Slika P18. Karakteristike ekscizovanih tumora u grupama eksperimentalnih Zivotinja koje su
tretirane tri nedelje
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Antikancersko delovanje kombinacije metformina i nitroglicerina
na malim (mladunci oko 40g) i ve¢im mladim jedinkama (oko 100 g)

Ki-67 Ki-67
. 26
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24
\\A
22
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20 \\ \‘.\
R |A|B|C|D]| 4 by .
br. 16
c \\,
14
1 ]25(24]15 |21 T~
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2 23|22 13|15 s
6
3 |18(19| 11|14 | ,
2
4 118 |16 | 10 | 12 0 : : : ‘ ‘
1 2 3 4 5 6
Eksperimentalne Zivotinje
5 17 16 10 10 —4— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloskim rastvorom - mali
—8— B - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloskim rastvorom - veliki
6 16 15 7 3 C - Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg) - mali
—<—D - Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg) - veliki

Slika P19. Vrednosti Ki-67 za tumore manjih (~40 g) i vecih (~100 g) eksperimentalnih Zivotinja
u kontrolnim grupama i grupama koje su tretirane kombinacijom metformina i nitroglicerina

Teiina tumora (mg) Tejina tumora
TeZina tumora
(mg)
4,00
A | B c| D
R.
br.
3,00
A
1 |5,10|5,00(1,322,30
B
2,00 \
2 (3,89(3,96|1,28|0,99
C
3 12,70(2,47|1,07|0,95| |Lo0 ) ,\K\x
4 [1,71|1,64(0,90|0,95| |, o . | | | |
1 2 3 4 5 6
Eksperimentalne Zivotinje
5 1'66 1'57 0'63 0'43 —o— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloskim rastvorom - mali
—@— B - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloskim rastvorom - veliki
6 1,32 1’27 0,22 0,29 C - Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg) - mali
—=—D - Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg) - veliki

Slika P20. TeZine tumora manjih (~40 g) i vecih (~100 g) eksperimentalnih Zivotinja
u kontrolnim grupama i grupama koje su tretirane kombinacijom metformina i nitroglicerina
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Zapremina tumora

Zapremina tumora

: (em®)
Zapremma3 5100
tumora (cm®)
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1 2 3 4 5 6
5 1,60 1,50 0,50 0,40 Eksperimentalne Zivotinje
—— A - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloskim rastvorom - mali
—m— B - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fiziolokim rastvorom - veliki
6 1.30/1.20/0.20/0,25 —#—C - Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg) - mali
’ ’ ’ ’ —=—D - Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg) - veliki

Slika P21. Zapremine tumora manjih (~40 g) i veéih (~100 g) eksperimentalnih Zivotinja
u kontrolnim grupama i grupama koje su tretirane kombinacijom metformina i nitroglicerina

TeZina (g)

Srednja teZina Zivotinje u grupi na poéetku i na kraju eksperimenta
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1 2 3 4
1 - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fizioloskim rastvorom - mali B Pocetak
2 - Kontrolna grupa sa inokuliranim tumorom, tretirana fiziolodkim rastvorom - veliki
3 - Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg) - mali M Kraj

4 - Grupa tretirana metforminom (500 mg/kg) i nitroglicerinom (25 mg/kg) - veliki

Slika P22. Srednje teZine Zivotinja na pocetku i na kraju eksperimenta, u kontrolnim
grupama i grupama koje su tretirane kombinacijom metformina i nitroglicerina
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