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Sazetak

Maligne bolesti predstavljaju jedan od najveéih globalnih zdravstvenih izazova, sa kon-
tinuiranim porastom incidence i potrebom za efikasnijom farmakoterpijom. Pretklinicki
animalni modeli igraju klju¢nu ulogu u otkrivanju i razvoju novih antitumorskih lekova,
omogucavajuci prouc¢avanje tumorske biologije, mehanizama Sirenja metastaza i odgovora
na terapiju u strogo kontrolisanim uslovima. Ovaj rad analizira ulogu Cetiri najznacajnijih
eksperimentalnih Zzivotinja: miSa (Mus musculus), voéne musice (Drosophila melano-
gaster), nematode (Caenorhabditis elegans) i zebrice (Danio rerio). Misevi, posebno
geneti¢ki modifikovani, kao i ksenotransplantacioni modeli, pruzaju visoku geneticku
sli¢nost sa ljudima i omogucavaju prouc¢avanje kompleksnih interakcija tumora i imunog
sistema. Drosophila i Caenorhabditis elegans, zahvaljujuc¢i brzom zivotnom ciklusu i
genetickoj konzervaciji, idealni su za visokopropusni skrining i identifikaciju moleku-
larnih ciljeva. Danio rerio, sa svojom transparentno$¢u i moguénoséu personalizovanih
ksenograftova, nude jedinstvenu platformu za testiranje ve¢ odobrenih lekova za nove
indikacije. Iako svaki model ima prednosti i ograni¢enja, njihova kombinacija doprinosi
boljem razumevanju karcinogeneze i ubrzava razvoj novih farmakoterapijskih principa.
Dalji napredak u geneti¢kim i translacionim tehnologijama dodatno ¢e unaprediti ulogu
ovih modela u borbi protiv malignih bolesti.

UvobD

ukljucuje visefazno testiranje na razli¢itim predklinickim

Maligne bolesti predstavljaju jedan od najvec¢ih global-
nih javnozdravstvenih izazova, sa kontinuiranim porastom
incidence i smrtnosti Sirom sveta, uprkos napretku u postavl-
janju dijagnoze i lecenju (). Prema podacima Svetske zdrav-
stvene organizacije (SZO), rak je prvi ili drugi vode¢i uzrok
smrti kod osoba mladih od 70 godina u 91-0j zemlji u svetu,
a ocekuje se da ¢e broj novih slucajeva do 2040. godine
porasti na 29,4 miliona obolelih (). Patofiziologki, karakter-
istike malignih oboljenja su odrzavanje proliferativnih sig-
nala, izbegavanje dejstva supresora rasta, otpornost na celij-
sku smrt i sposobnost metastaziranja (). lako su istraZivanja
posledinjih decenija znacajno doprinela razumevanju ovih
procesa, veliki izazov ostaje razvoj novih, efikasnijih farma-
koterapijskih agenasa (). Razlog tome je $to otkri¢e novih
lekova, predstavlja veoma slozen istrazivacki proces, koji
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animalnim modelima pre nego $to medicinski proizvod
,ude” u klinicka ispitivanja ().

Predklini¢ki modeli, posebno oni zasnovani na eksperi-
mentalnim Zivotinjama, igraju klju¢nu ulogu kao spona
izmedu ,,in vitro” (van zivog) istrazivanja i klinicke primene
(2). Eksperimenti na eksperimentalnim Zivotinjama omogu-
¢avaju proucavanje tumorske biologije, mehanizama metas-
taziranja i odgovore na terapiju u strogo kontrolisanim uslo-
vima (). Iako in vitro modeli, poput éelijskih linija i 3D
organoida, pruzaju preciznu kontrolu eksperimentalnih uslo-
va, oni ne mogu u potpunosti oponasati slozene interakcije
izmedu tumora i njegovog mikrookruZenja 3). S toga su in
vivo (u zivom) modeli neophodni za razvoj personalizovanih
terapija i predklini¢kih istrazivanja (5).
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Cilj ovog rada je analiza uloge Cetiri vrste eksperimental-
nih zivotinja koje se Cesto koriste za otkrivanje nove antitu-
morske terapije. Razumevanje prednosti i ogranicenja
razli¢itih predklini¢kih modela klju¢no je za unapredenje
istrazivanja 1 optimizaciju buducih strategija u lecenju
malignih oboljenja.

Mis (Mus musculus)

Misevi su medu najcesce koriséenim u predklinickim
istrazivanjima malignih bolesti zbog svoje geneticke
sli¢nosti sa ljudima, kratkog zZivotnog ciklusa, lakoc¢e uzga-
janja i moguénosti sofisticirane geneti¢ke manipulacije (),
Genom misa pokazuje Cak 99% slicnosti sa ljudskim
genomom, $to omogucava simulaciju bioloskih procesa
poput inicijacije, progresije i metastaziranja tumora in vivo
(5). U istrazivanjima raka koriste se razli¢ite vrste migjih
modela ukljucujuéi:

*  Hemijski indukovane modele;

*  Ksenotransplantacione modele (CDX i PDX);

*  Geneticki modifikovane miseve (GEMMs) i

*  Humanizovane miSeve sa rekonstruisanim
humanim imunim sistemom (6),

Genetski modifikovani misevi (GEMMs) predstavljaju
kljucni alat za razumevanje karcinogeneze i testiranje novih
antitumorskih lekova. Oni omoguévaju precizne promene u
genomu koje oponasSaju genetiCke mutacije prisutne kod
pacijenata (7). GEMMs se dele u nekoliko podtipova, medu
kojima su:

*  Transgeni modeli — ukljucuju unosenje stranog
gena (npr. TRAMP model za rak prostate; Apc-
deficijentni miSevi za kolorektalni karcinom;
p53+/- Wnt-1 za rak dojke).

*  Knockout modeli — koriste se za proucavanje
uloge tumorskih supresora (npr. p53 knockout;
Nkx3.1 za rak prostate; tkivno-specifi¢éni Brcal
modeli).

e Cre-indukovani i1 Tet-regulisani modeli —
omogucéavaju vremenski i tkivno specificnu
geneticku manipulaciju.

*  RNAimodeli — koriste se za ispitivanje funkcije
gena putem njihove ,,tiSine”, posebno u kontekstu
terapijske rezistencije \->

Pored GEMMs, u istrazivanjima raka znacajnu ulogu
imaju i ksenotransplantacioni modeli, koji se dele na:

e Cell-Derived Xenografts (CDX) modeli
podrazumevaju implantaciju humanih ¢elijskih lin-
ija u imunodeficijentne miseve i

e Patient-Derived Xenografts (PDX) modeli koji
koriste tumorsko tkivo pacijenata, ¢ime zadrzavaju
histopatoloske i geneticke karakteristike origi-
nalnog tumora (©),

lako ksenotransplantacioni modeli omogucavaju brzu
evaluaciju novih lekova, oni ne pruzaju uvid u interakciju
tumora i imunog sistema jer se izvode u imunodeficijentnim
Zivotinjama (). Zbog toga su razvijeni humanizovani mie-
vi, kod kojih je rekonstruisan ljudski imuni sistem trans-
plantacijom ljudskih hematopoetskih c¢elija. Postoje tri
osnovna tipa:
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*  Bone marrow-Liver-Thymus (Hu-BLT)
*  Hematopoietic Stem Cells (Hu-HSC)
»  Peripheral Blood Lymphocytes (Hu-PBL) (6),

Ipak, i pored svojih prednosti, misji modeli imaju
odredena ogranicenja. Razlike u fiziologiji, metabolizmu i
imunoloskom sistemu izmedu miseva i ljudi mogu uticati na
preciznost predikcije terapijskog odgovora (). Uprkos tome,
savremene tehnologije genetickog inZenjeringa omoguca-
vaju sve sofisticiranije modele koji verodostojnije odrazava-
ju kompleksnost ljudskih tumora, $to predstavlja znacajan
korak napred u razvoju efikasnijih antitumorskih terapija (7).

Vocéna musica (Drosophila melanogaster)

Drosophila melanogaster predstavlja jedan od klju¢nih
modela u predklinickim istrazivanjima raka, zahvaljujuci
visokom stepenu geneticke i molekularne sli¢nosti sa ljudi-
ma. Oko 75% gena povezanih sa bolestima kod ljudi ima
funkcionalne homologe u genomu Drosophile, $to
omogucava proucavanje i testiranje novih antitumorskih ter-
apija (9. Dobre osobine voéne musice su da ima brzi Zivotni
ciklus, proizvodi veliki broj potomaka, jeftina je i jednos-
tavna za uzgajanje (19). Poseduje niz osobina koje je ¢ine
prakti¢nim modelom, a to su genom (sekvenciran i anotiran,
sadrzi priblizno 14.000 gena na Cetiri hromozoma, od kojih
tri nose veéinu genetiCkog materijala), zivotni ciklus (brz
razvojni ciklus od jaja do odrasle jedinke traje samo 10-12
dana na 25°C, $§to omogucava brzo sprovodenje eksperime-
nata) i razvojne faze (embriogeneza, larva, pupa i odrasla
jedinka) (11, Ovaj model pruza jedinstven sistem za procenu
farmakokinetike i toksi¢nosti lekova na nivou celog organiz-
ma, $to omogucava brze prepoznavanje potencijalnih ter-
apeutika pre testiranja na slozenim modelima (12). Niza
geneticka suvisnost (viSestruko pojavljivanje ili redundanci-
ja gena) u poredenju sa sisarima, doprinela je da Drosophila
postane korisna za otkrivanje novih lekova, jer tokom proce-
sa razvoja novog leka potrebno je da se deluje na manji broj
gena kako bi se stvorili optimalni uslovi za testiranje lekova
(13). Drosophila nudi geneti¢ke moguénosti koji se koriste
za ispitivanja u biomedicini i farmakologiji (transgeneza,
geneticki skrining i farmakogenetika) (1. Zbog toga je
Drosophila sve prisutnija u skriningu antitumorskih lekova
(12). Drosophila takode pruza platformu za personalizovanu
medicinu putem tzv. ,,Drosophila Patient Model” (DPM),
gde se pacijent-specifi¢ne mutacije uvode u geneticki modi-
fikovane musice kako bi se testirale kombinovane terapije.
Ova strategija omogucava identifikaciju sinergisti¢kih kom-
binacija lekova koje efikasno deluju na specificne geneti¢ke
profile pacijenata. Kao primer moze se navesti kombinacija
trametiniba i fluvastatina koja je identifikovana kao potenci-
jalna terapija za rak pluéa putem ovog modela (14). Uprkos
prednostima, Drosophila model ima odredena ogranicenja.
Njen hematopoetski sistem i limfna cirkulacija su rudimen-
tarni u poredenju sa sisarima, Sto otezava proucavanje odre-
denih aspekata metastaziranja (5). Takode, zbog malog broja
hromozoma, aneuploidija (nenormalan broj hromozoma)
nije uobicajeni mehanizam u ovom eksperimentalnom mod-
elu, Sto ogranicava reprodukciju odredenih tipova tumora
). Ipak, zahvaljujuéi brzom Zivotnom ciklusu, niskim tro-
Skovima uzgoja i1 geneti¢koj konzervaciji sa ljudima,
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Drosophila melanogaster ostaje mocan sistem za otkrivanje
novih antitumorskih lekova i istrazivanje mehanizama raka
u predklini¢kim studijama ©).

Nematoda Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans je slobodno-ziveéa zemljiSna
nematoda, duzine priblizno 1 mm (15 koja se hrani
razliCitim vrstama bakterija i lako se uzgaja na agarnoj pod-
lozi. Predstavlja jedan od najjednostavnijih viSecelijskih
organizama, i spada u grupu hermafrodita (16). Zivotni ciklus
je relativno kratak (2-3 dana) i obuhvata embrionalni, larval-
ni i stadijum odrasle jedinke (15). Kod Caenorhabditis ele-
gans je pronadena homologija sa ljudskim genima, pri cemu
su procesi poput celijskog ciklusa, signalizacije i apoptoze
otuvani izmenju Caenorhabditis elegans i sisara (10),
Caenorhabditis elegans se smatra idealnim modelom za
testiranje lekova zbog tkiva koja su prozirna u svim razvojn-
im stadijumima, dostupnosti mutantnih sojeva, kompletno
sekvenciranog genoma i efikasnog modeliranja bolesti sisara
u njoj (17), Prozirno telo i stabilni marker zeleni fluorescent-
ni protein (GFP) omoguc¢avaju pracenje u realnom vremenu
tumorske progresije i odgovora na terapiju, dok mikroflu-
idne platforme automatizuju skrining lekova u visokopro-
pusnim formatima (15), Visokopropusne skrining platforme,
poput COPASTM Worm Sorter-a, omogucili su testiranje na
hiljade jedinjenja u kratkom vremenskom periodu. Posebno
je znacajna metodologija zasnovana na Drug Affinity
Responsive Target Stability (DARTS) tehnici, koja je iden-
tifikovala MEK2 (mitogen-activated protein kinase kinase
2) kao cilj antitumorskih molekula bez potrebe za modi-
fikacijom leka (17). Naime, ovi pristupi su doprineli ne samo
otkrivanju novih lekova ve¢ i razumevanju njihovih mole-
kulskih meta i mehanizama delovanja. Niski troskovi uzgo-
ja, lako rukovanje, mala veli¢ina i genetsko-evolutivna sli-
¢nost sa sisarima ¢ine ovaj model-organizam izuzetno koris-
nim u razvoju lekova (15). Uprkos prednostima upotrebe
Caenorhabditis elegans za skrining lekova, potrebno je uzeti
u obzir i odredene nedostatke. Nedostatak cirkulatornog sis-
tema i specificnih organa (npr. jetra) nadoknaduju se trans-
genim modelima koji eksprimiraju humane proteine (18),
Drugi nedostatak je debela kutikula koja moze smanjiti
resorpciju lekova i pokazati lazno negativne rezultate testi-
ranja. Takode, uzgajanje kultura Caenorhabditis elegans
zahtevaju bakterije kao izvor hrane, §to moze dovesti do
metabolizma lekova i jedinjenja od strane samih bakterija i
tako smanjiti efikasnost leka (13). Ono §to je sigurno je da
Caenorhabditis elegans predstavlja nezaobilazni model u
predklinickim istrazivanjima malignih bolesti, kombinujuéi
eksperimentalnu jednostavnost sa molekularnom rele-
vantno$c¢u za humana oboljenja. Njena primena u otkrivanju
lekova, od skrininga do studija koje proucavaju mehanizme
dejstva, potvrduje vrednost ove nematode kao spone izmedu
in vitro sistema i kompleksnijih animalnih modela.

Zebrica (Danio rerio)

Zebrice (Danio rerio) su male slatkovodne ribe karak-
teristi¢ne po plavo-crnim prugama, koje su postale jedan od
najznacajnijih model organizama u biomedicinskim istrazi-
vanjima. Njihova morfologija, koja uklju¢uje providne
embrione i larve, omogucava direktno posmatranje razvo-
jnih procesa i tumorskih promena na éelijskom nivou (19),
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Ova njihova transparentnost, kombinovana sa brzim razvo-
jem (polna zrelost za oko 90 dana) i visokom plodnosc¢u
(stotine jaja nedeljno), ¢ini ih idealnim za visokopropusne
studije 29). Pored toga, zebrice dele skoro 70% genoma sa
ljudima, a ¢ak 82% gena povezanih sa bolestima ima homo-
loge kod ovih riba, $to ih ¢ini relevantnim modelom za
proucavanje himanih bolesti, uklju¢ujuc¢i i maligna oboljenja
@1

Zebrice se koriste u razli¢itim tipovima istrazivanja
maligniteta, ukljucujuéi ksenograft modele, gde se humane
tumorske Celije transplantiraju u embrione ili odrasle
jedinke. Larve zebrica su posebno pogodne za brzu analizu
(5-7 dana), zahvaljujuéi njihovoj providnosti i mogucnosti
snimanja tumorskih éelija u realnom vremenu (2). Odrasle
zebrice, posebno imunodeficijentne linije poput casper,
omogucavaju dugotrajnije studije (do 28 dana) i trans-
plantaciju veceg broja ¢elija (do 2 miliona po jedinki), $to je
klju¢no za modelovanje tumorske heterogenosti (20). Pored
ksenograft modela, transgene zebrice sa fluorescentno
obelezenim c¢elijama koriste se i za proucavanje angio-
geneze, metastaziranja i otpornosti na lekove. Na primer,
inhibitori RAS (RAS protein je ¢esta mutacija kod humanih
tumora i jedan je od klju¢nih faktora u razvoju i rastu tumo-
ra) koji su poput MEK inhibitora, testirani su na zebricama i
pokazali obecavajuce rezultate u leCenju rabdomiosarkoma i
melanoma. Zebrice su takode bile kljucne u identifikaciji
leka leflunomid za melanom, Cije ciljno mesto dejstva je
neuralni greben koji se privremeno javlja tokom razvoja
ki¢menjaka, i ima perspektive u razvoju novih terapijskih
linija za leukemiju (23).

Jedna od najznacajnijih primena zebrica je u personali-
zovanoj medicini, gde se tumorski uzorci pacijenata trans-
plantiraju u larve kako bi se testirala osetljivost na hemioter-
apiju. Ova metoda, poznata kao ,,zebrafish avatar model”,
omogucava brzu identifikaciju optimalnih terapija za poje-
dina¢ne pacijente (19), Personalizovana medicina doZivela je
revolucionarni napredak kroz ovaj model. Ova platforma,
koja zahteva samo 100-200 tumorskih celija po larvi,
omogucava odgovor za 5-7 dana, §to je kriticno za pacijente
sa agresivnim tumorima (20). Nedavno je ovaj pristup kori-
S¢en za testiranje regorafeniba (inhibitora receptora 2 za
vaskularni endotelni faktor rasta, VEGFR2) kod adenoidnog
cisticnog karcinoma, §to je dovelo do klini¢kog ispitivanja II
faze ovog leka (NCT04119453) D),

Farmakokineticke studije na zebricama postale su sve
vaznije, posebno sa razvojem imunodeficijentnih linija
(prkde-/- il2rga-/-) koje tolerisu temperaturu od 37°C.
Oralna primena lekova (npr. temozolomida) kod odraslih
zebrica pokazala je farmakokineti¢ke profile sliéne human-
im, potvrdujuéi njihovu prediktivnu vrednost (20), Auto-
matizovane platforme za snimanje i analizu larvi dodatno su
povecale propustljivost, omogucavajuci testiranje >1000
jedinjenja nedeljno sa preciznim kvantifikacijom efekata na
tumorski rast i metastaze (19), Tako postoje izazovi (npr. raz-
like u metabolizmu lekova izmedu riba i sisara), modeli na
zebricama su ve¢ dokazali svoju znacajnu ulogu u otkrivanju
antitumorskih lekova od identifikacije novih terapijskih ci-
ljeva do personalizovanih terapijskih pristupa, Sto ih je
ucinilo neophodnim modelom u modernoj onkologiji.




192

DISKUSIJA

Predklinicki animalni modeli su kljucni u razvoju novih
farmakoterapijskih principa u lecenju malignih oboljenja,
omogucavajuéi evaluaciju antitumorskog dejstva, posebno
mehanizma delovanja i potencijalne toksi¢nosti pre nego §to
se lek uvede u klini¢ko ispitivanje na ljudima. Stoga je
istaknuta raznovrsnost koris¢enih modela kroz prikaz Cetiri
najceS¢e koriS¢enih eksperimentalnih Zzivotinja u pred-
klinickim ispitivanjima.

Misji modeli postali su nezamenljiv alat u predklinickim
istrazivanjima raka, omogucavajuci evaluaciju novih terapi-
ja, mehanizama dejstva i potencijalnih sinergisti¢kih efekata
ispitivanih supstanci pre nego Sto se pristupi klinickim ispi-
tivanjima. U istrazivanju osteosarkoma, PDX modeli miSe-
va koriS¢eni su kao kljucni alat za proucavanje metastaza i
testiranje novih potencijalnih lekova. Studija autora Schott-
a i saradnika (4 pokazala je da PDX modeli izvedeni iz
tumora pacijenata zadrzavaju geneticku i histolosku sli¢nost
sa originalnim tumorima, omogucavajuéi realno modeliranje
bolesti. U ovoj studiji je testiran inhibitor ciklin-zavisnih
kinaza (CDK) dinaciklib na MYC-amplificiranim osteo-
sarkomima, gde je izlaganje leku dovodio do znacajnog
smanjenja metastatskog opterecenja u plu¢ima i jetri, §to
potvrduje potencijal ovog leka kao terapijske opcije. Ovi
rezultati isticu prednost PDX modela u predvidanju
klinickog odgovora, posebno kod retkih i agresivnih tumora,
kao Sto je osteosarkom, dok istovremeno naglasavaju potre-
bu za daljim optimizacijama, kako bi se prevaziSla ograni-
¢enja poput genomske nestabilnosti tokom primene i dis-
tribucije antitumorskih lekova (4. Na modelima misa
moguce je testiranje i kombinovanih terapija. Na primer,
pokazalo se da nitroksolin u kombinaciji sa nishodnom reg-
ulacijom PD-L1 ima sinergisticki efekat u modelu raka
prostate povecavajuéi aktivnost CD8' T ¢elija i smanjujuci
ekspresiju PD-L1 (25, Sli¢no, kombinacija pembrolizumaba
i bevacizumaba u humanizovanom modelu nesitnoc¢elijskog
carcinoma pluéa (non-small-cell lung cancer-NSCLC)
dovela je do remodeliranja tumorskog mikrookruzenja i
transformacije ,,hladnih” tumora u ,,vru¢e”, Sto objasnjava
njenu superiornu efikasnost u odnosu na monoterapije.
Pored toga, konstruisan je neoadjuvantni misji model koji je
simulirao postoperativne recidive bolesti i metastaze, gde je
kombinovana terapija pokazala sposobnost da znacajno
uspori ponovno pojavljivanje tumora i metastaziranje. Ovi
rezultati pruzaju snaznu predklinicku osnovu za primenu
ove kombinacije u klini¢kim ispitivanjima, kako za uznapre-
dovale, tako i za rane faze NSCLC (20). Primena miseva
znacajna je i u modelovanju kompleksinh tumorskih feno-
tipova. U radu autora Tanake i saradnika (27) migevi su
koris¢eni kao model organizama za razvoj novog, manje
invazivnog intranazalnog (IN) modela karcinoma pluca, koji
bolje oponasa prirodnu progresiju bolesti. Klju¢ni rezultati
pokazuju da IN injekcije ¢elija karcinoma pluca (Lewis lung
carcinoma i humani NCI-H460) dovode do dozno-zavisnog
rasta tumora u oba pluéna krila, uz manju smrtnost i ve¢u
kontrolu u odnosu na invazivnije metode. Terapija cisplatin-
om pokazala je znacajno smanjenje tumorske mase i pro-
duzenje prezivljavanja, posebno pri ¢eS¢oj primeni (npr.
Cetiri puta mesecno). Ovi nalazi isticu prednosti IN modela
u ispitivanju novih lekova, jer omoguéava realniju procenu
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antitumorskog dejstva uz manju traumu za zivotinje, sto ga
¢ini obecavaju¢im alatom za dalja istrazivanja karcinoma
pluéa (7). Takode humanizovani misevi soja C57BL/6-
hPD1, koris¢eni su kao organizmi za ispitivanje antitu-
morskog dejstva nivolumaba (anti-PD-1 antitela). MiSevima
su potkozno implantirane MC38 ¢elije karcinoma debelog
creva, a zatim su izlagani nivolumabu, komercijalno dobi-
jenom nivolumabu (Opdivo®) (kontrola) ili PBS (negativna
kontrola). Rezultati su pokazali da nivolumab znacajno
inhibira rast tumora, sa smanjenjem tumorske zapremine od
82,9% 1 postizanjem potpunog nestanka tumora kod 50%
tretiranih miSeva, dok je Opdivo® postigao 90,26% inhibi-
cije bez potpunih remisija (28), Migji modeli su izuzetno
vazni u oktrivanju novih lekova, posebno u eri personalizo-
vane medicine i imunoterapije. Dalja unapredenja, poput
poboljsanih humanizovanih modela i integracije sa 3D
tumorskim organoidima, mogu dodatno povecati njihovu
prediktivnu snagu i doprineti brzem transferu terapijskih
opcija u klinicku praksu (26),

Drosophila melanogaster se pokazala kao izuzetno
koristan eksperimentalni model za ispitivanje antitumorskih
terapija, Sto potvrduju brojne studije koje demonstriraju
njenu prediktivnu vrednost (12.29). Drosophila melanogaster
je koris¢ena kao kljuéni model za ispitivanje efekata dve
standardne hemioterapijske supstance - oksaliplatina i 5-flu-
oro-5’-deoksiuridina - na tumefakcije u modelu kolorek-
talnog karcinoma. Oksaliplatin i 5-fluoro-5’-deoksiuridin su
pokazali selektivno delovanje, smanjujuéi iskljucivo
tumorske klonove bez uticaja na normalne c¢elije, $to
potvrduje specifi¢nost njihovog antitumorskog dejstva. Ovi
nalazi ne samo Sto potvrduju osetljivost Drosophila modela
na standardne hemioterapijske protokole veé¢ otvaraju i
mogucénost za brzi, jeftin i efikasan skrining novih potenci-
jalnih terapija koriste¢i ovaj model (12). U radu autora
Gondala i saradnika (14) Drosophila melanogaster je
koris¢ena za razvoj in silico personalizovanog modela
(DPM) koji integrira Boolean mreze celijskih puteva sred-
njeg creva sa podacima o mutacijama pacijenata sa kolorek-
talnim karcinomom (CRC). Kljuéni rezultati pokazuju da
kombinacije lekova kao §to su paklitaksel-regorafenib i pak-
litaksel-bortezomib indukuju do 100% apoptoze tumorskih
¢elija, dok trametinib i zoledronat potpuno inhibiraju prolif-
eraciju. Model je uspesno koriséen da predvidi odgovor na
terapiju kod Sest pacijenata sa CRC, pri ¢emu su Cetiri paci-
jenta reagovala na ciljanu monoterapiju (npr. imatinib). Ovi
nalazi potvrduju sposobnost Drosophila modela da identi-
fikuje optimalne terapijske kombinacije bazirane na individ-
ualnim genomskim profilima, $to ga ¢ini obecavajuc¢im
alatom za personalizovanu onkolosku terapiju i skracenje
vremena potrebnog za prelazak iz predklinickih u klinicka
ispitivanja (14). Posebno je znacajan doprinos Drosophila
modela u razvoju novih peptidnih terapija gde je oralno pri-
menjeni TONDU peptid demonstrirao sposobnost inhibicije
Yki-Sd interakcije, homologa ljudskog YAP/TEAD sig-
nalnog puta, sa znac¢ajnim antitumorskim efektima (30). ovi
nalazi svi zajedno potvrduju vrednost Drosophila
melanogaster kao mo¢nog animalnog modela u otkrivanju
novih lekova i personalizovanoj onkoloskoj farmakoteriji, sa
posebnim osvrtom na brzu validaciju terapijskih strategija
pre njihove klinicke primene.
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Caenorhabditis elegans je dokazao svoju nezamenjivu
vrednost u razli¢itim fazama istrazivanja antitumorskih
lekova. Kod modelovanja tumorskih procesa, mutirani soje-
vi poput JK1466 (gld-1(q485)) razvijaju germinalne tumore
slicne humanim teratomima, omoguéavajuc¢i direktno
pracenje antitumorskog delovanja jedinjenja. U studiji beta-
laina, betaksantin-triptofan (betaksantin pripada grupi beta-
laina) je pokazao impresivnu efikasnost - smanjenje
tumorske mase za 56,4% i produZenje zivotnog veka za
9,3%, pri cemu je mehanizam delovanja obuhvatao aktivaci-
ju DAF-16/FOXO transkripcionog faktora i insulinskog sig-
nalnog puta (39, Farmakogeneti¢ke studije na 5-fluo-
rouracilu (5-FU) otkrile su klju¢nu ulogu gena za dihidropir-
imidinsku dehidrogenazu (DPYD-1) i timidilat sintetazu u
mehanizmu otpornosti, potvrdujuéi konzerviranost ovih
puteva kod sisara (32). Sli¢no, edelfozin je pokazao selektiv-
no antitumorsko dejstvo putem interakcije sa lipidnim
raftovima (Lipidni raftovi su specijalizovani, dinamicni
mikrodomeni unutar celijskih membrana, koji se karakterisu
visokom koncentracijom holesterola i sfingolipida), mehani-
zmom identi¢nim onom kod humanih tumorskih éelija (18).
Autor Medina i saradnici 33) koristili su Caenorhabditis ele-
gans mutantne sojeve sa defektima u Wnt, Notch i Ras-ERK
signalnim putevima, koji dovode do sterilnosti, neplodnosti
i formiranja multivulve (Muv fenotip). Ovi defekti su
analogni poremecajima koji se javljaju u razli¢itim tipovima
humanih karcinoma. U njihovom istrazivanju, lekovi poput
etodolaka i uabajina znacCajno su povratili mutantne
fenotipove, Sto ukazuje na njihov antikancerogeni potenci-
jal. Ovi rezultati ne samo da potvrduju primenu
Caenorhabditis elegans u otkrivanju novih terapija ve¢ i
isti€u prednosti ove eksperimentalne zivotinje u brzom i
jeftinom preliminarnom testiranju lekova pre nego Sto se
prede na kompleksnije in vivo sisteme (33). U radu autora Ye
i saradnika 4 Caenorhabditis elegans koriséen je kao
kljuéni model organizam za karakterizaciju antitumorskog
leka CX-5461, iskoris¢avajuéi njegove prednosti kao Sto su:
(1) brz zivotni ciklus koji omoguéava brze fenotipske anal-
ize, (2) providnost koja olakSava vizuelizaciju efekata, i (3)
genetsku stabilnost koja garantuje pouzdane rezultate. Kroz
farmakogeneticke profile 28 mutanata sa defektima u
popravci DNK, autori su utvrdili da CX-5461 deluje kao
multimodalni genotoksi¢ni agens, za Ciju toleranciju su
neophodni razli¢iti popravni putevi, ukljucujué¢i homolognu
rekombinaciju i translacionu sintezu. Posebno je vazno Sto
je Caenorhabditis elegans omogucio detekciju fotosenzi-
tivnosti leka - kombinacija CX-5461 sa UVA zracenjem
dovela je do stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i
poveéane mutageneze. Ova studija jasno pokazuje kako
Caenorhabditis elegans, zahvaljujuéi svojoj jednostavnosti i
genetskoj prilagodljivosti, moze da posluzi kao mocan alat
za pretklinicku procenu slozenih svojstava antitumorskih
lekova (34),

Danio rerio je kao model koris¢ena za brzu i efikasnu
analizu glioblastoma, omogucavaju¢i direktno pracenje
tumorske infiltracije, angiogeneze i odgovora na terapiju
zahvaljujuéi svojoj transparentnosti i homolognoj krvno-
mozdanoj barijeri. Klju¢ni rezultati pokazuju da “zebrafish
ortotopski ksenografti” (zPDOX) taéno reprodukuju
patologiju glioblastoma i mogu predvideti odgovor pacijena-
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ta na terapiju, poput temozolomida, ve¢ za 20 dana. Ovaj
model nudi jeftinu i efikasnu platformu za personalizovanu
medicinu i testiranje novih lekova protiv glioblastoma (5).
Takode, u radu Letrada i saradnika (3©) zebrica je kori§¢ena
kao kljuéni model za razvoj standardizovanog protokola
evaluacije terapije melanoma. Najznacajniji rezultati poka-
zuju da ovaj model omogucava brzu (za 4 dana) i pouzdanu
detekciju antitumorskog efekta, sa redukcijom tumorskog
rasta pri primeni selineksor za 122,46%. Ovi nalazi
potvrduju superiornost ovog modela u preliminarnim skrin-
ing studijama u odnosu na tradicionalne miSje modele,
posebno za testiranje lekova sa loSom solubilnoséu (36),
Zebrice su posebno vredne za testiranje ve¢ odobrenih leko-
va za nove indikacije. Primera radi, leflunomid (antireu-
matski lek) je identifikovan kao potentni inhibitor melanoma
kroz skrining na modelima neuralne krestice zebrica, $to je
dovelo do klinickih studija u kombinaciji sa BRAF
inhibitorima. Sli¢no, fenotiazinski derivat flufenazin, origi-
nalno koriséen kao antipsihotik, pokazao je iznenadujucu
aktivnost protiv T-Celijske akutne limfoblastne leukemije
(T-ALL) u modelima na zebricama, $to je rezultiralo razvo-
jem novog derivata (iIHAP1) sa poboljSanim bezbednosnim
profilom (23), Zebrice su takode koris¢ene za otkrivanje
novih lekova, poput inhibitora CXCR4 i CXCR2 puteva,
koji su sada u klinickim ispitivanjima za lecenje metas-
tatskih karcinoma (21),

ZAKLJUCAK

Predklinicki animalni modeli predstavljaju klju¢nu
osnovu u istrazivanju i razvoju novih antitumorskih terapija,
jer omogucavaju temeljno razumevanje tumorske biologije i
kompleksnih interakcija unutar mikrookruzenja. Prikazane
eksperimentalne zivotinje koje su koris¢ene za formiranje
modela u ovom preglednom radu — misji modeli (ukljucujuci
genetski modifikovane, ksenotransplantacione i humanizo-
vane varijante), Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans i Danio rerio — znacajno doprinose otkrivanju novih
antitumorskih lekova i razumevanju mehanizama kancero-
geneze.

Iako svaki od prikazanih modela ima svoje prednosti i
ogranicenja, njihova komplementarnost omogucava sveobu-
hvatnu evaluaciju novih antitumorskih lekova. Kombino-
vanjem rezultata iz razli¢itih animalnih modela moguée je
ste¢i dublji uvid u mehanizme nastanka malignih oboljenja,
optimizovati strategije za prevazilazenje otpornosti na ter-
apije 1 unaprediti bezbednost i efikasnost novih lekova pre
prelaska iz nivoa predklinickih ispitivanja u ona koja
ukljuéuju ljude.
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Abstract

Malignant diseases represent one of the greatest global health challenges, with a continu-
ous increase in incidence and the need for more effective pharmacotherapy. Preclinical
animal models play a key role in the discovery and development of new antitumor drugs,
enabling the study of tumor biology, mechanisms of metastatic spread, and response to
therapy under strictly controlled conditions. This paper analyzes the role of the four most
important experimental animals: mouse (Mus musculus), fruit fly (Drosophila
melanogaster), nematode (Caenorhabditis elegans) and zebrafish (Danio rerio). Mice,
especially genetically modified, as well as xenotransplantation models, provide a high
genetic similarity to humans and enable the study of complex interactions between tumors
and the immune system. Drosophila and Caenorhabditis elegans, thanks to their rapid life
cycle and genetic conservation, are ideal for high-throughput screening and identification
of molecular targets. Danio rerio, with its transparency and the possibility of personalized
xenografts, offer a unique platform for testing already approved drugs for new indications.
Although each model has advantages and limitations, their combination contributes to a
better understanding of carcinogenesis and accelerates the development of new pharma-
cotherapeutic principles. Further advances in genetic and translational technologies will

further advance the role of these models in the fight against malignant diseases.
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