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GENSKA EKSPRESIJA β-ADRENERGIČKIH RECEPTORA I KLJUČNIH MOLEKULA 

UKLJUČENIH U PROCES NJIHOVE NISHODNE REGULACIJE U KARDIOMIOPATIJI 

IZAZVANOJ DOKSORUBICINOM 

 

Sažetak 

 

 Doksorubicin je efikasan lek u terapiji solidnih tumora i hematoloških maligniteta, u 

populacijama dece i odraslih. Najozbiljnije neželjeno dejstvo doksorubicina je kardiomiopatija, koja 

može dovesti do kongestivne srčane insuficijencije, čiji je mortalitet približno 50%. Mehanizmi 

doksorubicinske kardiomiopatije nisu sasvim razjašnjeni i, zbog toga, ne postoje efikasna prevencija 

i terapija. Imajući u vidu priznatu ulogu maladaptivnog procesa nishodne regulacije beta 

adrenergičkih receptora (β-AR) u dekompenzaciji srca, cilj ove studije bio je da u doksorubicinskoj 

kardiomiopatiji izmerimo gensku ekspresiju i sintezu β1-AR i β2-AR, kao i ključnih molekula 

uključenih u proces njihove nishodne regulacije: kinaza G protein-spregnutih receptora (GRK) i beta 

arestina (ARRB). Takođe, pretpostavili smo da bi inhibicija GRK2, ključne kinaze u nishodnoj 

regulaciji β-AR, mogla da prevenira toksično remodelovanje srca uzrokovano doksorubicinom i da 

poveća preživljavanje. U eksperimente su uključeni mužjaci Wistar pacova, nasumično raspoređeni 

u kontrolnu grupu – control (0,5 mL/kg 0,9% NaCl, i.v., n = 7), grupu tretiranu doksorubicinom – 

DOX (doksorubicin, 5 mg/kg i.v., n = 23 ) i grupu tretiranu doksorubicinom i paroksetinom – DOX+P 

(doksorubicin, 5 mg /kg i.v. + paroksetin 10 mg/kg/dan p.o. 5 dana pre aplikacije doksorubicina, n = 

11). Tokom perioda praćenja u trajanju od 70 dana, evaluirani su znaci opšti znaci toksičnosti, telesna 

masa, preživljavanje i ultrazvučni parametri srčane morfologije i funkcije. Histopatološka analiza i 

RT-qPCR analiza ekspresije gena za β1-AR, β2-AR, GRK2, GRK3, ARRB1 i ARRB2 rađene su 

nakon žrtvovanja eksperimentalnih životinja. DOX pacovi bili su lošeg opšteg stanja i smanjenog 

preživljavanja, adinamični i progresivno su gubili na telesnoj masi. Ehokardiografijom je utvrđeno 

postojanje dve kliničke prezentacije srčane dekompenzacije: hipertrofična (DOX-HCM) sa 

smanjenim volumenom krvi leve komore na kraju dijastole (EDVLV) i očuvanom ejekcionom 

frakcijom leve komore (EFLV), i dilataciona (DOX-DCM), sa povećanim EDVLV, a smanjenom EFLV. 

Kod svih pacova tretiranih doksorubicinom, ekspresija β-AR i ARRB bila je nepromenjena. Jedino 

je kod DOX-HCM pacova pokazana povećana ekspresija i sinteza GRK2 i GRK3. Postojanje 

pozitivne korelacije između GRK2 i relativne debljine zida leve komore srca kod ovih pacova, 

sugeriše moguću ulogu GRK2 u nastanku srčane hipertrofije. DOX+P pacovi bili su dobrog opšteg 

stanja, povećanog preživljavanja i dobijali su na telesnoj masi tokom vremena. Ehokardiografija je 

pokazala očuvanu srčanu morfologiju i kontraktilnost. Kod ovih pacova, utvrđena je smanjena genska 

ekspresija i sinteza GRK2 i GRK3, a povećana ekspresija i sinteza β1-AR i β2-AR, što može 

predstavljati potencijalni mehanizam očuvanja inotropne rezerve srca. Ova studija pokazala je, po 

prvi put, da GRK2 inhibicija paroksetinom efikasno prevenira kardiotoksično remodelovanje 

uzrokovano doksorubicinom i povećava preživljavanje. 
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GENE EXPRESSION OF β-ADRENERGIC RECEPTORS AND THE KEY MOLECULES 

INVOLVED IN THEIR DOWNREGULATION IN DOXORUBICIN-INDUCED 

CARDIOMYOPATHY 

 

Abstract 

 

 Doxorubicin is an effective drug for the treatment of solid tumors and hematological 

malignancies, in both children and adults. The most prominent side effect of doxorubicin is 

cardiotoxicity, which can lead to cardiomyopathy and irreversible and highly mortal cardiac 

decompensation (with mortality rate ~50%). The mechanisms of doxorubicin-induced 

cardiomyopathy are not fully elucidated and thus no effective prevention and treatment аre available. 

Having in mind the acknowledged role of maladaptive beta-adrenergic receptor (β-AR) 

downregulation in cardiac decompensation, the aim of this study was to quantify the gene expression 

and synthesis of β1-AR and β2-AR in doxorubicin-induced cardiomyopathy, as well as of the key 

molecules involved in their downregulation: G protein-coupled receptor kinases (GRKs) and beta 

arrestins (ARRBs). We also tackled the possibility that by inhibiting GRK2, a key kinase in β-AR 

downregulation, we can prevent toxic cardiac remodelling by doxorubicin and increase survival. The 

experiments were performed in male Wistar rats, randomly assigned to control group – control (0.5 

mL/kg 0.9% NaCl, i.v., n = 7), doxorubicin-treated group – DOX (doxorubicin, 5 mg/kg i.v., n = 23) 

and doxorubicin plus paroxetine cotreated group – DOX+P (doxorubicin, 5 mg/kg i.v. + paroxetine 

10 mg/kg/day p.o. 5 days prior to doxorubicin administration, n = 11). In the 70-days long follow-up 

period appearance of general signs of toxicity, changes in body weight and survival were monitored, 

as well as cardiac morphology and function by echocardiography. Postmortem, cardiac histology, and 

β1-AR, β2-AR, GRK2, GRK3, ARRB1, and ARRB2 gene expression by RT-PCR, were performed. 

DOX rats exhibited poor general condition, adynamia, progressive weight loss, and reduced survival. 

Echocardiography revealed two clinical presentations of cardiac decompensation: hypertrophic 

(DOX-HCM) with decreased left ventricular volume at the end of diastole (EDVLV) and preserved 

left ventricular ejection fraction (EFLV), and dilated (DOX-DCM) with increased EDVLV, and reduced 

EFLV. In all rats treated with doxorubicin, β-ARs and ARRBs gene expression was unchanged. Only 

DOX-HCM rats displayed increased expression and synthesis of GRK2 and GRK3. A positive 

correlation between GRK2 and relative left ventricular wall thickness in these rats suggests a possible 

role of GRK2 in the development of cardiac hypertrophy. DOX+P rats showed good general 

condition, weight gain, and increased survival. At echocardiography, cardiac morphology and 

contractility were preserved. In these rats, decreased gene expression and synthesis of GRK2 and 

GRK3, as well as increased expression and synthesis of β1-AR and β2-AR were found uncovering the 

underpinning mechanisms for preserved inotropic cardiac reserve. This study shows, for the first time 

that paroxetine-induced GRK2 downregulation effectively prevents the cardiotoxic remodelling by 

doxorubicin and increases survival. 
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1. UVOD 

 

1.1. Doksorubicin 

 

 Ishod bolesti i kvalitet života obolelih od tumora znatno su poboljšani pravovremenim i 

preciznim postavljanjem dijagnoze, kao i razvojem novih terapijskih opcija (McGowan i saradnici, 

2017). Među njima, u modernoj eri lečenja tumora, glavnu ulogu ima terapija antraciklinskim 

antibioticima. Sinteza antraciklina iz bakterijskog soja Streptomyces peucetius subsp.caesius 

šezdesetih godina prošlog veka: doksorubicina i njegovog prekursora, daunorubicina, smatra se 

prekretnicom u lečenju solidnih i hematoloških maligniteta u populacijama i odraslih i dece 

(Arcamone i saradnici, 1969). Svetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation – 

WHO) uvrstila je doksorubicin na listu esencijalnih lekova (WHO model list of essential medicines, 

22. izdanje, septembar 2021), a interesovanje naučnika za njegova terapijska i toksična dejstva ne 

jenjava ni 50 godina od otkrića i prvog registrovanog preparata Adriamycin® (Takemura i Fujiwara, 

2007). Doksorubicin se danas primenjuje za lečenje karcinoma dojke, karcinoma jajnika, karcinoma 

pluća, karcinoma mokraćne bešike; u terapiji akutne limfoblastne i akutne mijeloidne leukemije, 

Kapošijevog sarkoma i različitih solidnih tumora. U kombinaciji sa drugim antitumorskim lekovima, 

deo je terapijskih protokola za karcinom kostiju, sarkome mekih tkiva, karcinom materice i cerviksa, 

karcinom pankreasa, multipli mijelom, Vilmsov tumor (engl. Wilms tumour)  i Juingov sarkom (engl. 

Ewing sarcoma) (Alghorabi i saradnici, 2019). 

 

1.1.1. Hemijska struktura i osobine 

 Doksorubicin ima planarnu aromatičnu strukturu i sastoji se iz tetraciklinskog aglikonskog 

jezgra, za koje je glikozidnom vezom na sedmom ugljenikovom atomu (C7) prstena A vezan šećer 

daunozamin (Slika 1). Na prstenovima C i B tetraciklinskog jezgra nalaze se hinonske, odnosno 

hidrohinonske grupe; prsten D na C4 atomu ima metoksi supstituent, dok se u C9 položaju prstena A 

nalazi kratki bočni lanac sa karbonilnom grupom (Minotti, 2004) (Slika 1). Razlika između 

doksorubicina i daunorubicina je samo u strukturi kratkog bočnog lanca; doksorubicin ima primarni 

alkohol, dok daunorubicin ima metil grupu te je nešto lipofilniji (Gallois i saradnici, 1998). Budući 

da je antrahinonski deo prstena nerastvorljiv u vodi i lipofilan, aminoglikozid je važan za 

rastvorljivost u vodi i amfoterna svojstva antraciklina, zahvaljujući kojima lako prodiru u ćelije 

(Corremans i saradnici, 2019). Doksorubicin-hidrohlorid se dobro rastvara u vodi. Rastvor je 

intenzivno crvene boje, stabilan na sobnoj temperaturi najmanje 24 sata (Benvenuto i saradnici, 

1987).  

  

 Slika 1. Hemijska struktura doksorubicina. Preuzeto i modifikovano iz Corremans i 

saradnici, 2019. 



 

2 
 

1.1.2. Farmakokinetika 

 Nakon oralne primene, zbog izraženog metabolizma prvog prolaza u jetri (Gustafson i 

saradnici, 2005) i vezivanja za P-glikoprotein efluks pumpu u digestivnom traktu (Lee i Lee, 1999), 

samo 5% leka dospeva do krvotoka. Ovako mala bioraspoloživost onemogućava oralnu primenu 

doksorubicina, pa se najčešće primenjuje intravenskim putem, a moguća je i intraarterialna, 

intraperitonealna, intrapleuralna i intravezikalna primena (Speth i saradnici, 1988). Subkutana, 

intramuskularna i intratekalna aplikacija leka, zbog izražene ekstravazacije, dovodi do ozbiljnih 

nekroza tkiva (Maral i Jouann, 1981) 

 Nakon intravenske bolusne injekcije, doksorubicin postiže veliku koncentraciju u plazmi, koja 

opada zbog brze i ekstenzivne distribucije leka u tkiva (Speth i saradnici, 1988). U plazmi je 50-85% 

doksorubicina i njegovog glavnog metabolita doksorubicinola vezano za albumine, nezavisno od 

njihove koncentracije do 1,1 μg/mL (Barpe i saradnici, 2010; Speth i saradnici, 1988 ). Doksorubicin 

ne prolazi krvno-moždanu barijeru pa nije efikasan u terapiji tumora centralnog nervnog sistema 

(Bigotte i saradnici,1982). Prividni volumen distribucije doksorubicina iznosi 20 – 30 l/kg (Greene i 

saradnici, 1983). 

 Doksorubicin se metaboliše u jetri u hidrofilni 13-hidroksil metabolit, doksorubicinol i slabo 

hidrosolubilne aglikone, doksorubicinon i 7-deoksidoksorubicinon (Takanashi i Bachur, 1976). Pri 

razgradnji doksorubicina nastaju slobodni radikali, što doprinosi njegovom kardiotoksičnom dejstvu.  

Doksorubicinol je glavni metabolit, koji nastaje reakcijom redukcije tokom prve faze 

biotransformacije, a zatim se, tokom druge faze biotransformacije, konvertuje u glukuronid ili sulfat, 

kako bi se lakše izlučio iz organizma (Sturgill i saradnici, 2000). 

 Izlučivanje doksorubicina i njegovih metabolita primarno se odvija putem žuči, pri čemu se 

više od 50% leka eliminiše nakon prvog prolaska kroz jetru. Oko 40% date doze pojavljuje se u žuči 

tokom 5 dana od primene leka, dok se samo 5 – 12% leka i njegovih metabolita pojavljuje u urinu za 

isti vremenski period (Greene i saradnici, 1983). Vremenska kriva koncentracije doksorubicina u 

plazmi opisuje se pomoću bieksponencijalnog modela, koji karakteriše kratko poluvremene 

distribucije leka 5 – 10 minuta i poluvreme eliminacije od približno 30 sati (Wisher, 2012; Speth i 

saradnici, 1988). 

 Farmakokinetika dokosrubicina kod pacova, slična je farmakokinetici kod ljudi. Nakon 

intravenske primene, brzo se postižu maksimalne koncentracije leka u plazmi. Inicijalno poluvreme 

distribucije leka iznosi 5 minuta. Lek se brzo i ekstenzivno distribuira u tkiva. Terminalno poluvreme 

eliminacije je približno 18 sati, dok je klirens leka približno 0,9 l/h (Choi i saradnici, 2011; Rahman 

i saradnici, 1986). Kod pacova je frakcija leka izlučena urinom nešto veća i opada sa starenjem pacova 

(Alrushaid i saradnici, 2017; Colombo i saradnici, 1989).  

   

1.1.3. Mehanizam antitumorskog dejstva  

 Uprkos širokoj kliničkoj upotrebi, tačan mehanizam kojim doksorubicin dovodi do 

citotoksičnog oštećenja i smrti tumorskih ćelija nije potpuno razjašnjen (Minotti i saradnici, 2004). 

Predloženo je nekoliko glavnih molekularnih mehanizama antitumorskog dejstva doksorubicina: (1) 

inhibicija enzima topoizomeraze II i sledstveno ometanje replikacije dezoksiribunukleinske kiseline 

(DNK) (Slika 2A); (2) stvaranje slobodnih radikala, što dodatno oštećuje DNK i dovodi do lipidne 

peroksidacije (Slika 2B); (3) interkalacija između baznih parova u molekul DNK, što dovodi do 

njegovog oštećenja i inhibicije replikacije i transkripcije i (4) stvaranje ceramida i aktivacija 

transkripcionog faktora CREB3L1 (engl. cAMP response element-binding protein 3-like1) (Gewirtz, 

1999; Denard i saradnici, 2012). Ovim mehanizmima dolazi do smanjenja deobe tumorskih ćelija i 

programirane ćelijske smrti (apoptoze). Prilikom primene uobičajenih terapijskih doza, inhibicija 

DNK topoizomeraze II predstavlja osnov antitumorskog dejstva doksorubicina, dok se pri primeni 
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doza većih od 40 – 60 mg/m2, uključuju i ostali mehanizmi, naročito inhibicija replikacije i 

transkripcije DNK (Gewirtz, 1999).  

 Topoizomeraza II je enzim važan za regulaciju topologije molekula DNK tokom procesa 

replikacije i transkripcije i povećane je aktivnosti kod ćelija koje se intenzivno dele, kao što su 

tumorske ćelije. Ona se vezuje za supernavoje DNK i koristi energiju adenozin trifosfata (engl. 

adenosine triphosphate – ATP) da preseče oba lanca DNK heliksa i oslobodi ga torzionog stresa 

(Pommier i saradnici, 2010). Doksorubicin se kovalentinim vezama vezuje za topoizomerazu II i 

onemogućava ponovno zatvaranje lanaca DNK, čime se zaustavlja proces replikacije (Yang i 

saradnici, 2014). Antitumorsko dejstvo doksorubicina potiče od inhibicije izoenzima topoizomeraze 

IIα (Marinello i saradnici, 2018), koja je eksprimirana u svim ćelijama koje se intenzivno dele. S 

druge strane, kardiotoksični efekti doksorubicina vezuju se za inhibiciju topoizomeraze IIβ, koja je 

jedini prisutni izoenzim kod terminalno diferenciranih kardiomiocita (Yi i saradnici, 2007).  

 Hinonska struktura doksorubicina može se redukovati u semihinonski slobodni radikal, 

posredstvom različitih NAD(P)H-zavisnih reduktaza (engl. nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate-dependent oxidoreductase – NOX) (Minotti i saradnici, 2004). Semihinonski radikali 

reaguju sa kiseonikom i grade superoksid anjon radikal O2
•-, koji se dalje dejstvom superoksid 

dismutaze pretvara u vodonik-peroksid (Yang i saradnici, 2014; Berlin i Haseltine, 1981). Takođe, 

doksorubicin vezuje jone gvožđa, a kompleks doksorubicin-gvožđe katalizuje konverziju vodonik 

peroksida u veoma reaktivne hidroksil radikale OH• (Myers, 1998). Hidroksil radikali izazivaju 

lipidnu peroksidaciju i dovode do oštećenja ćelijske membrane. Oksidativni stres remeti fiziološku 

strukturu i funkciju ćelije i dovodi do programirane smrti tumorskih ćelija (Xu i saradnici, 2005).  

 Semihinonski deo molekula doksorubicina se ugrađuje u regione jedarne i mitohondrijalne 

DNK bogate guanin-citozin baznim parovima (Liao i saradnici, 2005) i remeti strukturu hromatina, 

dovodi do torzije DNK i destabilizacije nukleozoma (Pang i saradnici, 2013). Sve ovo povećava 

izloženost molekula DNK različitim agensima i dovodi do oštećenja i ćelijske smrti, nezavisno od 

inhibicije topoizomeraze II (Yang i saradnici, 2014; Swift i saradnici, 2006).  

 Jedan od novijih predloženih mehanizama antitumorskog dejstva doksorubicina je povećanje 

sinteze ceramida (Kawase i saradnici, 2002). Ceramidi su lipidni molekuli izgrađeni od sfingozina i 

masnih kiselina, sa važnom ulogom u procesima zaustavljanja rasta, starenja i ćelijske smrti 

(Senchenkov, 2001). Pokazano je da egzogeno dat ceramid povećava osetljivost tumorskih ćelija na 

oštećenja izazvana doksorubicinom (Ji i saradnici, 2010). Ćelije tumora koje pojačano eksprimiraju 

glukozilceramid-sintazu, enzim koji konvertuje ceramid u glukozilceramid, rezistentnije su na 

terapiju doksorubicinom (Liu i saradnici, 2001). Ceramidi aktiviraju proteolitičko odvajanje 

transkripcionog faktora CREB3L1 od ćelijske membrane, omogućavajući mu da uđe u jedro i aktivira 

transkripciju gena inhibitora ćelijskog ciklusa, npr. p21. Nivo CREB3L1 danas se smatra markerom 

osetljivosti tumorskih ćelija na terapiju doksorubicinom (Denard i saradnici, 2012).  
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 Slika 2. Mehanizam citotoksičnog dejstva doksorubicina: inhibicija topoizomeraze II i 

zaustavljanje procesa replikacije DNK (A), nastanak semihinonskog radikala posredstvom 

NADPH-zavisnih reduktaza i oštećenje DNK slobodnim radikalima (B). NADPH/NADP+: 

nikotinamid-adenin-dinukleotid- fosfat; G: guanin; C: citozin. Preuzeto i modifikovano iz Corremans 

i saradnici, 2019. 

 

1.1.4. Neželjena dejstva i toksičnost 

 Kao najozbiljnije neželjeno dejstvo doksorubicina, koje umnogome ograničava njegovu 

kliničku primenu, navodi se kardiomiopatija, koja može dovesti do kongestivne srčane insuficijencije 

(Chatterjee i saradnici, 2010). Pored dejstva na diferencirane kardiomiocite, doksorubicin, kao i 

većina antitumorskih lekova, deluje na ćelije koje se intenzivno dele: visokoproliferativne ćelije 

tumora, ali i ćelije koštane srži, sluznice gastrointestinalnog trakta, kože i reproduktivnog sistema 

(Wang i saradnici, 2006). Mijelosupresija je glavno neželjeno dejstvo koje ograničava primenu većih 

doza antitumorskih lekova (Daniel i Crawford, 2006). Pored toga, ona predstavlja i loš prognostički 

faktor, jer značajno umanjuje imunski odgovor organizma na tumor (Richardson i Johnson, 1997). 

 Gastrointestinalni neželjeni efekti uključuju mučninu i povraćanje kod 20-85% pacijenata. 

Pojava stomatitisa se javlja kod oko 80% pacijenata i dozno je zavisna. Opisane su ulceracije jednjaka 

i debelog creva, a približno 15% pacijenata ima anoreksiju i dijareju. Upala sluznice uzrokovana 

dokosrubicinom često se komplikuje krvarenjem ili lokalnom infekcijom, a teški slučajevi ulceracija 

debelog creva mogu biti fatalni (Boussios i saradnici, 2012). 

 Eksperimentalna istraživanja na životinjama pokazala su da doksorubicin ima ozbiljne 

neželjene efekte na reproduktivno zdravlje kod oba pola (Mohan i saradnici, 2021). Kod mužjaka 

pacova, tretman doksorubicinom u dozi 1 – 2mg/kg tokom 9 nedelja, smanjio je masu testisa, a 

histološkim pregledom zapažena je atrofija, fibroza, smanjen broj spermatocita i narušena 

spermatogeneza (Yang i saradnici, 2017). Terapija doksorubicinom utiče i na smanjenu pokretljivost 

i pojavu defekata glave i repa spermatozoida (Mohan i saradnici, 2021; Gungor-Ordueri i saradnici, 

2019). Pored navedenog, doksorubicin dovodi do hromozomskih aberacija u ćelijama testisa (Au i 

Hsu, 1980), smanjuje nivo testosterona (Takahashi i saradnici, 2011) i dovodi do nishodne regulacije 
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enzima uključenih u sintezu polnih hormona (Prahalathan i saradnici, 2006). Doksorubicin izaziva 

reproduktivnu toksičnost kod žena, okarakterisanu kao sindrom prevremenog otkazivanja jajnika 

(engl. premature ovarian failure – POF) (Thomson i saradnici, 2010). 

 Smatra se da su oksidativni stres i lipidna peroksidacija, u osnovi oštećenja bubrega i jetre 

izazvanih doksorubicinom. Kod eskperimentalnih životinja registruju se povećane vrednosti 

kreatinina, BUN-a (engl. blood urea nitrogen) i enzima jetre, kao i histološki izmenjeni bubrezi i jetra 

(Lahoti i saradnici, 2012; Damodar i saradnici, 2014). Terapija doksorubicinom povećava rizik od 

razvoja akutne/subakutne nekroze jetre, hepatitisa i hepatične kome (Grigorian i O'Brien, 2014). 

 Važno je dodati da, pored sistemske toksičnosti doksorubicina i širokog spektra pomenutih 

neželjenih dejstava, dodatni terapijski izazov predstavlja rezistencija tumorskih ćelija na 

doksorubicin. Mehanizmi rezistencije uključuju povećanu ekspresiju efluks pumpi, promenu ciljnog 

mesta delovanja leka i modulaciju signalnih puteva programirane ćelijske smrti. Otpornost tumorskih 

ćelija na doksorubicin, često je razlog neuspelog lečenja i pojave recidiva tumora (Cox i Weinman, 

2016). 

 

1.2. Kardiomiopatija izazvana doksorubicinom 

 

 Nacionalni institut za rak (engl. National Cancer Institute) definisao je kardiotoksičnost kao 

toksičnost koja pogađa srce (Corremans i saradnici, 2019). Kroz istoriju, kardiotoksičnost je 

definisana kao smanjenje ejekcione frakcije leve komore srca (engl. left ventricular ejection fraction 

– EFLV), ali se brzo pokazalo da ova definicija nije primenljiva na sve tipove kardiotoksičnosti (Plana 

i saradnici, 2014). Nažalost, ni danas nemamo jedinstvene dijagnostičke kriterijume za 

kardiotoksičnost izazvanu lekovima kod različitih tipova tumora (Chung i Youn, 2016).  

 

1.2.1. Epidemiologija i klasifikacija 

 Doksorubicin može da izazove akutnu kardiotoksičnost, koja nastaje tokom primene leka ili 

2 – 3 dana po prestanku primene leka (Chatterjee i saradnici, 2010). Javlja se u oko 11% pacijenata 

na terapiji doksorubicinom i manifestuje kao bol u grudima zbog mioperikarditisa i poremećaj 

srčanog ritma, od sinusne tahikardije do paroksizmalne supraventrikularne tahikardije i 

ventrikularnih ekstrasistola (Takemura i Fujiwara, 2007). Elektrokardiogram pokazuje nespecifične 

ST-T promene, smanjenu amplitudu QRS kompleksa i devijaciju električne ose srca ulevo. 

Pretpostavlja se da je u osnovi nastanka akutne kardiotoksičnosti srčani edem, koji je reverzibilan 

(Chatterjee i saradnici, 2010).  

 Drugi tip doksorubicinske kardiotoksičnosti predstavlja hronična kardiotoksičnost, koja se 

najčešće javlja tokom mesec dana od prestanka primene leka, ali je njena pojava moguća i nakon 6 – 

10 godina (Chatterjee i saradnici, 2010). Ona je prototip ireverzibilnog (tip 1) oblika 

kardiotoksičnosti, koji je opisan još šezdesetih godina prošlog veka (Tan i saradnici, 1967). Tip 1 

toksičnosti je dozno zavistan, a histopatološki ga karakteriše vakuolarna degeneracija kardiomiocita 

i gubitak miofibrila sa sledstvenom fibrozom (Mladěnka i saradnici, 2018). Incidenca javljanja 

primarno zavisi od doze: oko 4% za doze doksorubicina 500 – 550 mg/m2, 18% za doze 551 – 600 

mg/m2 i preko 30% za doze preko 600 mg/m2 (Corremans i saradnici, 2019).  

 Neke retrospektivne studije pokazuju da čak više od polovine tretiranih bolesnika razvija lakši 

oblik disfunkcije leve komore srca tokom šest godina nakon prekida terapije doksorubicinom (Swain 

i saradnici, 2003). Osobe starije od 65 godina, mlađe od 4 godine i ženske osobe sklonije su razvoju 

kardiomiopatije. Kardiovaskularni i drugi komorbiditeti, nagli način primene velikih doza i 

istovremena primena medijastinalne radioterapije ili drugih kardiotoksičnih lekova, povećavaju 
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incidencu i težinu kliničke slike kardiomiopatije (Volkova i Russel, 2011). Treba imati u vidu da 

kardiotoksičnost može nastati i bez faktora rizika, kao posledica neočekivane, najčešće akutne, 

reakcije na lek (Lipshultz i saradnici, 2014).  

 Činjenica da često nema pravovremene dijagnoze i adekvatne terapije, čini doksorubicinsku 

kardiomiopatiju letalnom bolešću. Kada se razvije kongestivna srčana insuficijencija, mortalitet je 

približno 50% (Chatterjee i saradnici, 2010). 

 

1.2.2. Molekularni mehanizmi nastanka hronične kardiomiopatije  

 Predloženo je nekoliko molekularnih mehanizama za razvoj kardiomiopatije izazvane 

doksorubicinom, a tzv. klasičnim mehanizmom smatra se oksidativni stres u srčanom tkivu: povećano 

stvaranje slobodnih radikala i lipidna peroksidacija (Takemura i saradnici, 2007). U osnovi 

kardiotoksičnog delovanja su slični mehanizmi kojima doksorubicin ispoljava željeno antitumorsko 

dejstvo (Slika 3): geneza slobodnih radikala, stvaranje kompleksa sa gvožđem, oštećenje ćelijske 

membrane, poremećaj transporta unutarćelijskih jona i sledstvena aktivacija signalnih puteva koji 

dovode do ćelijske smrti (Corremans i saradnici, 2019).  

 Za razliku od tumorskih ćelija, adultne srčane ćelije se uglavnom ne dele, iako je dovedena u 

pitanje njihova terminalna diferencijacija i pokazano da zadržavaju izvestan kapacitet za deobu (Leri 

i saradnici, 2015). Postavlja se pitanje, zbog čega su onda one sklonije oksidativnom oštećenju i 

toksičnom delovanju doksorubicina. Jedno od objašnjenja je ekspresija izoenzima DNK 

topoizomeraze IIβ, ciljnog mesta delovanja doksorubicina, u srčanim ćelijama (Yi i saradnici, 2007). 

Takođe, mitohondrije čine 50% mase kardiomiocita i predstavljaju glavne organele redoks 

metabolizma i ćelijske energije, kao i važne izvore slobodnih radikala (Simůnek i saradnici, 2009). S 

druge strane, aktivnost antioksidativnih enzima mnogo je manja u srčanom tkivu. Smatra se da je 

aktivnost katalaze, koja učestvuje u prvoj liniji antioksidativne odbrane (Noichri i saradnici, 2013), u 

srcu čak 150 puta manja nego u jetri (Doroshow i Davies, 1986). Pozitivno naelektrisani doksorubicin 

ima veliki afinitet za negativno naelektrisani kardiolipin, fosfolipid unutrašnje ćelijske membrane 

mitohondrija, pa se posebno akumulira u njima (Wallace i saradnici, 2020). Kompleks doksorubicin-

kardiolipin onemogućava vezivanje citohroma C i interakcije važnih mitohondrijalnih proteina 

(Goormaghtigh i saradnici, 1986), a oksidovani kardiolipin može doprineti aktiviranju signalnog puta 

ćelijske smrti inicirane mitohondrijalnim oštećenjem (Kagan i saradnici, 2009). 

 Rawat i saradnici su 2021. godine dali pregled do sada predloženih molekularnih mehanizama 

doksorubicinom indukovane kardiotoksičnosti i srčane insuficijencije (Rawat i saradnici, 2021): 

 oksidativni stres: sinteza slobodnih radikala zavisna od azot-oksid sintaze (engl. nitric 

oxide synthase – NOS), sinteza slobodnih radikala u mitohondrijama, sinteza slobodnih 

radikala zavisna od NAD(P)H, interakcija doksorubicina sa jonima gvožđa, uloga kreatin-

kinaze, disregulacija unutarćelijskog prometa Ca2+ 

 signalni put AMP-aktivirane protein kinaze (engl. AMP-activated protein kinase – 

AMPK) 

 indukcija autofagije 

 indukcija apoptoze 

 remodelovanje vanćelijskog matriksa i nastanak fibroze 

 uticaj epigenetskih faktora: metilacija DNK, modifikacija histona, nekodirajuće 

ribonukleinske kiseline (RNK) 
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 Slika 3. Shematski prikaz mehanizama doksorubicinske kardiotoksičnosti izvan i 

unutar ćelije. Preuzeto i modifikovano iz Rawat i saradnici, 2021. 

 

1.2.2.1. Oksidativni stres 

 Doksorubicin se vezuje za endotelnu NOS (eNOS) i indukuje stvaranje semihinonskog 

slobodnog radikala, koji redukuje slobodni kiseonik u superoksidni radikal O2
•-. Vezivanje 

doksorubicina za eNOS dovodi do disbalansa između nivoa slobodnih radikala superoksida i nivoa 

azotnog oksida, u korist superoksidnog radikala, što uzrokuje toksična oštećenja srčanog tkiva 

(Griffith i saradnici, 1995). Povećana je i transkripcija inducibilne NOS (iNOS) i stvaranje 

nitrotirozina, posredstvom reaktivnih azotnih jedinjenja kao što su peroksinitrit ONOO- i azot-dioksid 

(Mukhopadhyay i saradnici, 2009). Doksorubicin ne menja gensku i proteinsku ekspresiju neuronalne 

NOS (nNOS), pa se smatra da ova izoforma enzima nije značajna za nastanak doksorubicinske 

kardiotoksičnosti (Liu i saradnici, 2006).  

 Vezivanje doksorubicina za kardiolipin mitohondrija menja njegovu funkciju i dovodi do 

stvaranja superoksidnog radikala O2
•- (Chen i saradnici, 2020). Pogođene su i druge strukturne 

komponente mitohondrija, mitohondrijalna DNK i proteini respiratornog lanca, što značajno remeti 

funkciju ovih organela (Wallace i saradnici, 2020). Smanjena je oksidacija dugolančanih masnih 

kiselina, a povećan metabolizam glukoze, što dovodi do poremećaja u kontrakciji i relaksaciji srčane 

mišićne ćelije (Ventura-Clapier i saradnici, 2004). Doksorubicin smanjuje ekspresiju GATA4 gena, 

važnog za preživljavanje kardiomiocita i srčanu funkciju, i na taj način indukuje apoptozu. Neki 

antioksidativni enzimi štite kardiomiocite od apoptoze oporavljanjem funkcije GATA4 gena 

(Suliman i saradnici, 2007).  

 U nastanku kardiomiopatije izazvane doksorubicinom ključnu ulogu igra NAD(P)H-zavisna 

reduktaza NOX2, koja učestvuje u stvaranju semihinonskih radikala, transferom jednog elektrona sa 

NADPH na hinonski deo molekula doksorubicina. Semihinon se vezuje za kiseonik i formira 

superoksidni anjon, od koga dalje nastaju drugi kiseonični slobodni radikali. Istraživanja na nokaut 

miševima za NOX2 pokazala su da su ovi miševi veoma otporni na kardiotoksičnost izazvanu 

doksorubicinom, zbog smanjene proizvodnje slobodnih radikala (Zhao i saradnici, 2010). 

 Interakcija doksorubicina sa jonima gvožđa oštećuje kako tumorske, tako i srčane mišićne 

ćelije. Verovatno najubedljiviji dokaz za to predstavljaju studije na eksperimentalnim životinjama i 

ljudima, koje pokazuju zaštitne efekte helatora gvožđa, dok povećana koncentracija gvožđa 
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pogoršava kardiotoksične efekte doksorubicina (Gammella i Stuehr, 2014; Hershko i saradnici,1993). 

Smatra se da formiranjem kompleksa doksorubicin-gvožđe, gvožđe pojačava toksičnost slobodnih 

radikala, transformišući superoksidni anjon i vodonik-peroksid u mnogo reaktivnije i toksičnije 

hidroksil radikale ili gvožđe-perokso komplekse, koji oštećuju DNK, proteine i lipide (Simůnek i 

saradnici, 2009). Činjenice da klinička primena antioksidanasa nije bila delotvorna u terapiji 

kardiotoksičnosti (Minotti i saradnici, 2004) i da je doksorubicin izazivao apoptozu srčanih H9c2 

miocita u odsustvu slobodnih radikala (Bernuzzi i saradnici, 2009), govore u prilog alternativnim 

mehanizmima oštećenja kardiomiocita. Naime, doksorubicin utiče na proteine uključene u 

metabolizam gvožđa i time narušava funkciju gvožđa u fundamentalnim ćelijskim procesima poput 

DNK sinteze, stvaranja energije i funkcionisanja Ca2+ kanala (Hentze i saradnici, 2004). Vezujući se 

za ključne regulatore unutarćelijskog prometa gvožđa (engl. iron regulatory proteins – IRP1 i IRP2) 

menja aktivnost feritina, proteina koji sekvestrira gvožđe, i transferina, receptora za preuzimanje 

gvožđa u ćeliju (Gammella i Stuehr, 2014). Iako je u in vitro eksperimentima, pokazano da redukcija 

hinonske strukture doksorubicina u semihinonski radikal, mobiliše gvožđe iz depoa feritina, povećava 

njegovu unutarćelijsku koncentraciju i oksidativno oštećenje (Thomas i Aust, 1986), uloga feritina in 

vivo izgleda sasvim suprotno. Povećanje sinteze feritina moglo bi zapravo predstavljati odbrambeni 

mehanizam za ograničenje količine gvožđa dostupnog za katalizu reakcija stvaranja slobodnih 

radikala (Arosio i Levi, 2010). Doksorubicin, u prisustvu jona gvožđa, menja aktivnost srčanog 

izoenzima kreatin-kinaze i smanjuje nivo fosfokreatinina, srčane rezerve visokoenergetskih fosfata 

(Rawat i saradnici, 2021). 

Doksorubicin povećava unutarćelijski nivo kalcijuma, što dovodi do povećanja sinteze 

slobodnih radikala i apoptoze srčanih ćelija (Kalivendi i saradnici, 2005). Toksični metabolit 

doksorubicina, doksorubicinol, ima veliki afinitet za Na+-Ca2+ izmenjivač, koji ima važnu ulogu u 

regulaciji kontraktilnosti srčanog mišića preko Ca2+ pumpe na sarkoplazmatskom retikulumu i Ca2+ 

kanala L-tipa na membrani kardiomiocita (Rawat i saradnici, 2021). Slobodni radikali nastali pod 

uticajem doksorubicina menjaju ekspresiju SERCA2 gena (engl. sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-

ATPase), čija je glavna uloga transport Ca2+ iz citosola u sarkoplazmatski retikulum i RYR2 gena 

(engl. ryanodine receptor 2), koji kontroliše izlazak Ca2+ iz sarkoplazmatskog retikuluma. 

Modifikovani RYR2 kanali ostaju trajno otvoreni, što dovodi do porasta unutarćelijske koncentracije 

kalcijuma i nepravilne relaksacije srčanih mišićnih ćelija (Saeki i saradnici, 2002). Takođe, 

unutarćelijski kalcijum aktivira kalpaine, Ca2+-zavisne proteaze, koje cepaju proapototsku kaspazu 

12 i uvode ćeliju u programiranu ćelijsku smrt (Jang i saradnici, 2004). Kalpaini razrgrađuju titin, 

glavni protein srčanih sarkomera, i time im narušavaju strukturnu stabilnost (Rawat i saradnici, 2021). 

Povećana unutarćelijska koncentracija Ca2+ aktivira kinazu CaMKII (engl. calmodulin-activated 

protein kinase II) i fosfolamban, što dovodi do apoptoze kardiomiocita aktivacijom kaspaza 3 i 9, 

fragmentacije DNK i povećanog stvaranja slobodnih radikala (Tscheschner i saradnici, 2019).  

 

1.2.2.2. Signalni put AMPK 

 Pokazano je da doksorubicin blokira AMPK signalni put i smanjuje enzimsku aktivnost acetil-

koenzim A karboksilaze (engl. acetyl-coA carboxylase – ACC). Inhibicija ovog signalnog puta 

dovodi do aktivacije protein kinaze B (Akt) i mitogenima-aktiviranih kinaza (engl. mitogen-activated 

protein kinase – MAPK), što oštećuje DNK i dovodi do povećanog „energetskog stresa“ i hipertrofije 

srčanog tkiva (Rawat i saradnici, 2021).  
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1.2.2.3. Endotelin I  

 Doksorubicin povećava nivo endotelina I u srčanim mišićnim ćelijama i dovodi do 

hipertrofične kardiomiopatije preko signalnog puta receptora za epidermalni faktor rasta (engl. 

epidermal growth factor – EGF). Antagonisti endotelinskih A i B receptora pokazuju 

kardioprotektivne efekte smanjenjem nivoa faktora tumorske nekroze-α (engl. tumor necrosis factor 

α – TNF-α), smanjenjem lidne peroksidacije i povećanjem ekspresije GATA4 (Bien i saradnici, 

2007). 

 

1.2.2.4. Indukcija apoptoze 

 Pod uticajem oksidativnog oštećenja uzrokovanog doksorubicinom, mogu se pokrenuti i 

spoljašnji i unutrašnji put strogo kontrolisane, tzv. programirane, ćelijske smrti – apoptoze (Rawat i 

saradnici, 2021). Spoljašnji put apoptoze aktivira se vezivanjem liganada za tzv. receptore smrti (engl. 

death receptors – DR) na ćelijskoj membrani, dok je okidač unutrašnjeg puta apoptoze oštećenje 

mitohondrija. Doksorubicin ushodno reguliše ekspresiju gena za receptore smrti, kao što su Fas, DR4, 

D5, TNFR1 (Zhao i Zhang, 2017). Aktiviranjem HSF-1 (engl. heat shock factor 1) i time HSP-25 

(engl. heat shock protein 25), doksorubicin stabilizuje tumor-supresorski gen p53, odgovoran za 

sintezu različitih proapoptorskih faktora kao što su c-Myc, Fas, FasL, p53 (Vedam i saradnici, 2010). 

Povećan je i nivo cirkulišućeg HSP-70, što dovodi do inflamacije i fibroze u srčanom tkivu (Liu i 

saradnici, 2019). Oštećenje mitohondrija oksidativnim stresom i povećanom koncentracijom 

unutarćelijskog Ca2+, dovodi do njihove dezintegracije i oslobađanja citohroma c, koji formira 

apoptozom sa Apaf-1 (engl. adaptor protein apoptosis protease activator protein-1) i kaspazom 9 i 

dalje aktivira „izvršilačke“ kaspaze, koje uvode ćeliju u proces apoptoze (Deniaud i saradnici, 2008). 

 

1.2.2.5. Indukcija autofagije 

 Doksorubicin remeti proces autofagije, koji je od izuzetne važnosti za održavanje ćelijske 

homeostaze i preživljavanje ćelije u fiziološkim i patofiziološkim uslovima. Autofagija podrazumeva 

uklanjanje oštećenih i „starih“ organela i smatra se zaštitnim mehanizmom (Rawat i saradnici, 2021). 

Doksorubicin menja ekspresiju gena uključenih u ovaj proces, izaziva akumulaciju autofagozoma i 

izmenjen nastanak fagolizozoma. Ovako narušen proces autofagije dovodi do programirane smrti 

srčanih ćelija (Koleini i Kardami, 2017).  

 

1.2.2.6. Remodelovanje vanćelijskog matriksa i nastanak fibroze 

  U tumorskim ćelijama, doksorubicin inhibira sintezu kolagenaza i metaloproteaza matriksa 

(engl. matrix metalloprotease – MMP), enzima koji razgrađuju vanćelijski matriks i učestvuju u 

širenju tumorskog tkiva. U srčanom tkivu, efekat doksorubicina na MMP-2 i MMP-9 potpuno je 

suprotan – dolazi do povećanog stvaranja kolagena i fibroze miokarda (Spallarossa i saradnici, 2006).  

 

1.2.2.7. Uticaj epigenetskih faktora 

 Epigenetika proučava nasledne fenotipske promene, koje ne uključuju promene u sekvenci 

molekula DNK. U osnovi epigenetskih modifikacija je izmenjena funkcija gena različitim faktorima 

(starost, okruženje, bolest), koji ostavljaju biohemijski otisak na našem genomu (engl. biochemical 

footprint) (Dupont i saradnici, 2009). Tri najvažnije epigenetske modifikacije koje doprinose 

doksorubicinskoj kardiotoksičnosti uključuju metilaciju DNK, modifikacije histona i nekodirajuće 

RNK (Ryan i saradnici, 2011).  

 Metilacija citozin-guanin (CG) baznih parova je u osnovi „utišavanja“ 60 – 90% gena kod u 

ljudskom genomu (Nakao, 2001). Doksorubicin nishodno reguliše DNK metiltransferazu 1 (engl. 
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DNA methyltransferase 1), što dovodi do smanjenja procesa metilacije i disregulacije različitih 

mitohondrijalnih gena (Ferreira i saradnici, 2017).  

 Histoni su glavna proteinska komponenta hromatina, koja omogućava pakovanje ogromne 

dužine DNK u jedro, mnogostruko manjeg prečnika. Doksorubicin utiče na različite gene uključene 

u modifikacije histona npr. inhibira deacetilazu histona, što indukuje Rac1, NOX i p53 i dovodi do 

apoptoze i hipertrofije ćelije (Rawat i saradnici, 2021).  

 Nekodirajuće RNK predstavljaju funkcionalne RNK, koje se ne prevode u proteine. Pokazano 

je da su neke mikro nekodirajuće RNK ushodno regulisane u doksorubicinskoj kardiomiopatiji (npr. 

miR-23a, miR-34a, miR-140, miR-146a, miR-532, miR-15), dok su druge nishodno regulisane (miR-

29b i miR-30) (Kumari i saradnici, 2020). Njihova funkcija je od značaja za preživljavanje 

kardiomiocita, električno sprovođenje srčanog impulsa i kontrakciju kardiomiocita. Na primer, 

pokazano je da ushodna regulacija miR-15 dovodi do apoptoze u H9c2 ćelijskoj liniji (Ruggeri i 

saradnici, 2018).  

 

1.2.3. Dijagnoza  

  Primena doksorubicina u terapiji tumora obavezuje na praćenje srčane funkcije, naročito kod 

pacijenata sa faktorima rizika za razvoj doksorubicinske kardiotoksičnosti. Ovo je od izuzetnog 

značaja za rano otkrivanje subkliničkih formi kardiotoksičnosti, s obzirom da su terapijske 

mogućnosti ograničene, a pravovremenim prekidom primene doksorubicina moguće je sprečiti 

ireverzibilno oštećenje srčanog mišića (Jain i saradnici, 2017). U kliničkoj praksi to podrazumeva 

najčešće elektrokardiografiju, ehokardiografsku procenu funkcije leve komore srca i praćenje 

biomarkera oštećenja srčanog mišiča, pre početka terapije i pre primene svake nove doze (Sawaya i 

saradnici, 2011). 

  Elektrokardiogram najčešće pokazuje nespecifične ST-T promene i smanjenu voltažu QRS 

kompleksa, dok rendgen radiografija grudnog koša često otkriva kardiomegaliju i znake venske 

kongestije u plućima (Chatterjee i saradnici, 2010). 

       Ehokardiografsko praćenje EFLV jedan je od osnovnih pokazatelja procene srčane funkcije. 

Vrednost EFLV manja od 55% ili svaki pad veći od 5% u odnosu na vrednost pre terapije, kriterijumi 

su za postavljanje dijagnoze oštećenja srca izazvanog lekovima (Zito i saradnici, 2016). 

Ehokardiografija, zbog neinvazivnosti, bezbednosti, dostupnosti i male cene predstavlja standard u 

onkološkoj praksi za otkrivanje i praćenje kardiotoksičnosti. Ipak, pokazano je da EFLV često nije 

dovoljno osetljiv parametar za pravovremenu dijagnozu slabosti srca, jer se njen pad registruje tek 

kada je srčani mišić veoma oštećen (Cardinale i saradnici, 2015). Dopler ehokardiografija se koristi 

za raniju detekciju dijastolne i sistolne disfunkcije leve komore srca, a stres ehokardiografija za 

procenu srčane rezerve (Chatterjee i saradnici, 2010). Miokardijalni strejn (engl. myocardial strain) 

je savremena ehokardiografska metoda, koja merenjem deformiteta srčanog mišića u različitim 

osama, daje preciznije podatke o srčanoj funkciji, i pre smanjenja EFLV (Smiseth i saradnici, 2016). 

  Radionuklidna ventrikulografija (engl. Multigated Acquisition Scan – MUGS) je senzitivnija 

u otkrivanju poremećaja funkcije leve komore u odnosu na 2D ehokardiografiju (Chatterjee i 

saradnici, 2010), ali podrazumeva primenu radionuklida. Primena antitela na miozin obeleženih 

indijumom (111In) koristi se za otkrivanje srčanih oštećenja izazvanih doksorubicinom i u proceni 

težine kardiotoksičnosti (Hiroe i saradnici, 1992). Magnetnom rezonancom se otkrivaju najdiskretnije 

strukturne i funkcionalne promene miokarda, međutim one često nisu specifične za doksorubicinsku 

kardiotoksičnost (Chatterjee i saradnici, 2010). Zbog velike cene i ograničene dostupnosti, magnetna 

rezonanca ima malu rutinsku primenu i koristi se kada su potrebni precizniji podaci o srčanoj funkciji 

(Fallah-Rad i saradnici, 2011). 
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   Biopsija endomiokarda pokazuje karakteristične patohistološke promene srčanog tkiva                

(gubitak miofibrila, vakuolizacija citoplazme srčanih mišićnih ćelija, distenzija sarkoplazmatskog 

retikuluma), i koristi se za ocenu težine oštećenja srčanog tkiva (Takemura i Fujiwara, 2007). Iako 

veoma senzitivna i specifična, biopsija predstavlja invazivnu dijagnostičku proceduru i zahteva 

značajno iskustvo i obuku, te se retko primenjuje. 

 Od serumskih biomarkera najčešće se mere kardijalni troponini T i I, atrijalni natriuretički 

peptid (engl. atrial natriuretic peptide – ANP), moždani natriuretički peptid (engl. brain natriuretic 

peptide – BNP) i fragment N-terminusa prekursora BNP-a (NT-proBNP) (Christenson i saradnici, 

2015). Troponini povezuju aktin i miozin i regulišu kontraktilnost srčanih ćelija. Detektuju se 

prilikom oštećenja srčanog mišića i pokazano je da postoji korelacija između koncentracije troponina 

u krvi i pada EFLV (Khan i saradnici, 2017). Natriuretske peptide sintetišu i izlučuju u cirkulaciju 

srčane ćelije, kada dođe do njihove distenzije usled povećanja intravaskularnog volumena. Neke 

studije pokazuju da je NT-proBNP osetljiviji pokazatelj kardiotoksičnosti od troponina kod 

pacijenata koji primaju manje ili srednje doze antraciklina (Christenson i saradnici, 2015). Biomarkeri 

oksidativnog stresa (npr. NAD(P)H oksidaza), biomarkeri zapaljenja (npr. C-reaktivni protein) i 

ekspresija određenih tipova nekodirajućih RNK (miRNA) mogu da ukažu na rana oštećenja srčanog 

tkiva (Cardinale i saradnici, 2011; Rawat i saradnici, 2021).  

 

1.2.4. Prevencija i terapija 

 S obzirom da su terapijske mogućnosti doksorubicinske kardiomiopatije ograničene i često 

neefikasne, u prvi plan se stavlja prevencija toksičnih oštećenja srca. Obavezno je uzimanje detaljne 

anamneze pacijenta, sa fokusom na faktore rizika, postojeće kardiovaskularne bolesti i raniju primenu 

antitumorskih lekova, kao i procena srčane funkcije pre započinjanja terapije. Treba proceniti 

sveukupnu korist od lečenja doksorubicinom, u odnosu na potencijalni rizik od kardiotoksičnosti 

(Corremans i saradnici, 2019). 

 Ograničenje kumulativne doze doksorubicina na 450mg/m2 predstavlja prvu liniju prevencije 

kardiotoksičnosti (Takemura i Fujiwara, 2007). Pokazano je da davanje doksorubicina sporom 

infuzijom tokom 48 do 96 sati, umesto bolus injekcijom, smanjuje rizik od nastanka hronične srčane 

insuficijencije, a ne utiče na antitumorsko dejstvo leka (Legha i saradnici, 1982). Ipak, primena 

doksorubicina na ovaj način ima nedostatke zbog nelagodnosti pacijenta, produženog trajanja 

hospitalizacije i potenciranja drugih neželjenih dejstava poput mijelotoksičnosti i mukozitisa (Menna 

i Salvatorelli, 2017). Moguće je primeniti analoge doksorubicina, poput epirubicina, idarubicina, 

amrubicina i piksantrona, koji su nešto izmenjene hemijske strukture i manje kardiotoksični. 

Idarubicin je, u poređenju sa doksorubicinom, povećane lipofilnosti i bolje stabilizuje kompleks 

DNK-topoizomeraza II. Može se primenjivati oralnim putem, ali je i dalje nejasno da li ima prednost 

u odnosu na doksorubicin po pitanju kardiotoksičnosti (Corremans i saradnici, 2019). Primena 

lipozomalnih formulacija doksorubicina menja njegovu farmakinetiku – lek se pakuje u lipidne 

nanonosače i ciljano doprema do tumorskog tkiva, što značajno smanjuje njegovu sistemsku 

toksičnost (Salvatorelli i saradnici, 2015). 

 Deksrazoksan je jedini kardioprotektivni agens odobren od strane Američke uprave za hranu 

i lekove (engl. Food and drug administration – FDA) za doksorubicinsku kardiotoksičnost 

(Corremans i sardnici, 2019). On je derivat etilendiamintetrasirćetne kiseline (engl. 

ethylenediaminetetraacetic acid – EDTA) i helira gvožđe, čime sprečava stvaranje izuzetno 

reaktivnog hidroksil radikala. Međutim, helacija jona gvožđa i smanjenje oksidativnog stresa nisu 

glavni mehanizmi u osnovi kardioprotekcije deksrazoksana. On se velikim afinitetom vezuje za srčani 

izoenzim topoizomerazu IIβ i na taj način sprečava vezivanje doksorubicina i inhibiciju replikacije 

DNK u srčanim ćelijama (Menna i  Salvatorelli, 2017). Primena deksrazoksana odlaže pojavu 

eksponencijalnog rasta kardiotoksičnosti kod dece na doze doksorubicina veće od 400 mg/m², dok se 
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bez deksrazoksana eksponencijalni rast kardiotoksičnosti javlja već sa dozama doksorubicina od 200 

mg/m² (Liesse i saradnici, 2018). Zbog ozbiljnih neželjenih dejstava: povećane incidence sekundarnih 

tumora, mijelosupresije i infekcije, primenjuje se za kumulativne doze doksorubicina veće od 300 

mg/m² (Jain i saradnici, 2017). 

  

 Slika 4. Mehanizam dejstva deksrazoksana. Deksrazoksan se velikim afinitetom vezuje za 

ADP-vezujuće mesto na topoizomerazi IIβ, inhibira hidrolizu ATP-a i sprečava vezivanje 

doksorubicina. ADP: adenozin difosfat. Preuzeto i modifikovano iz Corremans i saradnici, 2019. 

 

 Ispituje se se primena različitih supstanci sa potencijalnim kardioprotektivnim dejstvom u 

prevenciji doksorubicinske kardiotoksičnosti poput metformina, koji inhibira AMPK signalni put, 

statina, fosfodiesteraznih inhibitora, resveratrola, α1-adrenergičkih antagonista, vitamina E, 

probukola, alicina, eritorpoetina, kurkumina i mnogih drugih (Rawat i saradnici, 2021).  

 Ne postoji specifična terapija za doksorubicinsku kardiomiopatiju. Efikasnost su pokazali 

vazodilatatorni antagonisti beta-adreneričkih receptora (karvedilol sa antioksidantnim dejstvom i 

nebivolol, donor NO), inhibitori angiotenzin-konvertujućeg enzima (ACE inhibitori), antagonisti 

angiotenzinskih receptora i antagonisti mineralokortikoidnih receptora. U praksi se najčešće koriste 

kombinacije antagonisti beta-adreneričkih receptora i ACE inhibitora, koje su najefikasnije u 

sprečavanju srčanog oštećenja (Octavia i saradnici, 2012). 

 

1.2.5. Životinjski modeli 

 Idealan eksperimentalni model doksorubicinske kardiomiopatije trebalo bi da zadovolji 

sledeće kriterijume: sličnost sa morfološkim, biohemijskim i funkcionalnim karakteristikama na 

različitim nivoima integracije organizma (nivo organa, ćelije, subcelularni i molekularni nivo); sličan 

mehanizam nastanka bolesti; slične fenotipske manifestacije i sličan princip terapije kod ljudi i u 

životinjskom modelu. Potrebno je dobro razumeti kliničke simptome i znake doksorubicinske 

kardiomiopatije kod ljudi, kako bismo odabrali optimalnu dozu doksorubicina za davanje životinji 

(Podyacheva i saradnici, 2021). 

 U eksperimentalnoj praksi se dominantno koriste male laboratorijske životinje (pacovi i 

miševi) i primenjuju se isti kriterijumi za procenu oštećenja srčanog tkiva kao kod ljudi: 

ehokardiografija, merenje serumskih markera oštećenja miokarda, kao i histološki pregled sa 

procenom stepena oštećenja i razvoja fibroze. Modeli doksorubicinske kardiomiopatije razvijeni na 

pacovima i miševima ne pokazuju značajnu razliku u težini morfoloških promena u miokardu.  

Inflamacija, fibroza srčanog tkiva i vakuolizacija kardiomiocita registrovani su kod obe životinjske 
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vrste. Ipak, daje se prednost modelu na pacovima, zbog male količine tkiva srca kod miševa, dostupne 

za različite molekularne analize (Podyacheva i saradnici, 2021).  

 Životinjski modeli doksorubicinske kardiomiopatije mogu se podeliti na kratkotrajne i 

dugotrajne, u zavisnosti od protokola davanja doksorubicina (Robert, 2007). U kratkotrajnim 

modelima, životinje dobijaju pojedinačnu dozu doksorubicina 5 – 30 mg/kg intravenskim putem 

(Todorova i saradnici, 2012) ili višekratno intraperitonealnim putem do dostizanja kumulativne doze 

12 – 20 mg/kg (Cappetta i saradnici, 2017). Dugoročni modeli podrazumevaju davanje doksorubicina 

na nedeljnom nivou tokom dužeg vremenskog perioda, do postizanja kumulativne doze 3 – 25 mg/kg 

(Podyacheva i saradnici, 2021).   

 

 

1.3. Beta-adrenergički receptori i njihovi signalni putevi u zdravom srcu i srčanoj 

dekompenzaciji 

 

 Efekti simpatičkog nervnog sistema na srce, povećanje snage srčane kontrakcije i 

sprovodljivosti, primarno su posredovani beta-adrenergičkim receptorima (β-AR). β-AR pripadaju G 

protein-spregnutim receptorima (engl. G protein coupled receptors – GPCR) (Bernstein i saradnici, 

2011). U srčanom mišiću detektovana su sva tri podtipa β-AR. Dominantno eksprimirani i najviše 

proučavani su β1-AR i β2-AR, čiji je odnos u zdravom srcu približno 75:25%,  u korist β1-AR (Ho i 

saradnici, 2010). β1-AR i β2-AR aktiviraju različite signalne puteve i ostvaruju drugačija, ponekad 

čak i suprotna dejstva (Xiao i saradnici, 2004). β3-AR, iako male ekspresije u srčanom tkivu, imaju 

višestruke funkcije koje utiču na kardiovaskularni sistem. Stimulacijom β3-AR smanjuje se 

kontraktilna snaga srca i dolazi do vazodilatacije (Tavernier i saradnici, 2003).  

 Za razumevanje β-AR , potrebno je poznavati osnove strukture i funkcije GPCR. GPCR (tzv. 

heptaheliksni, serpentinski receptori) predstavljaju najveću familiju integralnih membranskih 

proteina, koju kodira oko 5% ljudskog genoma (Zhang i saradnici, 2006). Oni prenose signale između 

ćelijskog okruženja i unutrašnjosti ćelije i tako posreduju u ćelijskim odgovorima na različite ligande 

(Milić i Veprintsev, 2015). Izmenjena GPCR signalizacija uključena je u nastanak mnogih oboljenja 

i smatra se da približno 40% svih lekova ostvaruje svoj efekat preko GPCR (Eglen i saradnici, 2007). 

Nobelova nagrada za hemiju je 2012. godine dodeljena Brajanu Kobilki i Robertu Lefkovicu za 

njihov rad koji se smatra presudnim za razumevanje načina na koji GPCR funkcionišu (Lin, 2013).  

 GPCR se sastoje iz tri dela: vanćelijski region sadrži amino (N) kraj i tri vanćelijske petlje; 

transmembranski region sadrži sedam α heliksa; unutarćelijski region sadrži tri unutarćelijske petlje, 

kratki α heliks (H8) i karboksilni (C) kraj (Venkatakrishnan i saradnici, 2013).Vanćelijski domen 

modulira pristup različitih liganada, transmembranski deo formira strukturno jezgro i prenosi signal 

u ćeliju, dok se unutarćelijski deo vezuje za različite G proteine (Gs, Gq/11, Gi, G12/13) i može aktivirati 

niz alternativnih signalnih kaskada unutar ćelije. Ovime je, bez obzira na strukturnu sličnost, 

omogućena velika funkcionalna raznolikost GPCR, koja uključuje signalne puteve zavisne od G 

proteina, ali i signalne puteve nezavisne od G proteina i komplikovane regulatorne procese (Zhao i 

saradnici, 2016).  

 β-AR primarno su vezani za stimulatorni G protein, Gs. U prisustvu kateholamina, prirodnih 

liganada β-AR , dolazi do konformacione promene receptora i disocijacije Gs proteina na aktiviranu 

α subjedinicu i βγ dimer. Aktivirana α subjedinica dalje aktivira adenilat-ciklazu, koja katalizuje 

konverziju ATP-a u sekundarni glasnik, ciklinični adenozin monofosfat (engl. cyclic adenosine 

monophosphate –  cAMP). Povećani nivo cAMP-a aktivira cAMP-zavisnu proteinsku kinazu A (engl. 

protein kinase A – PKA), koja fosforiliše serin/treonin rezidue različitih proteina. Jedna od najvažnijih 
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signalnih kaskada završava fosforilacijom L-tipa Ca2+ kanala, troponina I i fosfolambana, što dovodi 

do kontrakcije srčane mišićne ćelije (Wachter i Gilbert, 2012) (Slika 5). 

 Iako u fiziološkim uslovima, β2-AR pokreću Gs signalni put u ćeliji, pokazano je da mogu 

aktivirati i Gi signalni put, što dovodi do inhibicije PKA i relaksacije srčane mišićne ćelije (Xiao i 

saradnici, 2004). Ova dvostruka sprega β2-AR sa Gs i Gi proteinima predstavlja protektivni 

mehanizam za srce u patološkim stanjima (Slika 5). Naime, tokom dugotrajne kateholaminske 

stimulacije β2-AR u srčanoj insuficijenciji, favorizuje se inhibitorna Gi signalna kaskada, što štiti srce 

od kardiotoksičnih efekata (Daaka i saradnici, 1997).  

 Pokazano je da β1-AR i β2-AR imaju suprotne uloge u regulaciji sudbine kardiomiocita (Slika 

5). Studije na adultnim kardiomiocitima miševa (Zhu i saradnici, 2001) i neonatalnim 

kardiomiocitima pacova (Chesley i saradnici, 2000), pokazale su da stimulacija β1-AR uvodi ćelije u 

apoptozu preko PKA nezavisnog signalnog puta (povećanjem unutarćelijske koncentracije Ca2+ i 

aktivacijom CaMKII), dok stimulacija β2-AR štiti ćelije od apoptoze (Xiao i saradnici, 2004). Smatra 

se da je u osnovi antiapoptotske uloge β2-AR sprega ovih receptora sa Gi proteinom i sledstvena 

aktivacija Gβγ, fosfatidilinozitol-3 kinaze (PI3K) i protein kinaze B (Zhu i saradnici, 2001) (Slika 5). 

Različite studije sugerišu i ulogu MAP kinaza u antiapoptotskoj signalnoj kaskadi posredovanoj β2-

AR (Communal i saradnici, 2000). S obzirom da je i mala stopa apoptoze dovoljna da izazove letalnu 

dilatacionu kardiomiopatiju, aktivacija antiapoptotskih signalnih puteva predstavlja novu metu za 

terapiju srčane insuficijencije (Wencker i saradnici, 2003).  

  

 Slika 5. Signalni putevi β1-AR i β2-AR u zdravom srcu. β-AR: beta-adrenergički receptor; 

Gs: stimulatorni G protein; Gi: inhibitorni G protein; AC: adenilat ciklaza; ATP: adenozin trifosfat; 

cAMP: ciklični adenozin monofosfat; PKA: protein kinaza A; CaMKII: Ca2+/kalmodulin-zavisna 

proteinska kinaza; PI3K: fosfatidilinozitol-3-kinaza; PKB: protein kinaza B; P: fosforilacija; – : 

inhibicija. Preuzeto i modifikovano iz Ho i saradnici, 2010. 

 U srčanoj insuficijenciji smanjen je minutni volumen srca zbog patološkog remodelovanja 

srčanog tkiva. Kako bi se zadovoljili zahtevi perifernih tkiva za kiseonikom i hranljivim materijama, 

dolazi do kompenzatorno povećane aktivnosti simpatičkog nervnog sistema i kateholaminske 

stimulacije β-AR, s ciljem da se oporavi snaga srčane kontrakcije (Brum i saradnici, 2006). Iako je 
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ovo korisno u akutnoj fazi srčane insuficijencije, hronična stimulacija β-AR pokreće kaskadu 

promena na nivou srčane mišićne ćelije i finalno rezultira slabljenjem kontraktilne snage srca 

(Bristow i saradnici, 1986). 

 Prekomerena kateholaminska stimulacija dovodi do selektivne nishodne regulacije β1-AR pa 

se odnos β1-AR:β2-AR u insuficijentnom srcu menja na približno 50:50% (Bristow i saradnici, 1986). 

Takođe, favorizuje se aktivacija antiapoptotskog Gi signalnog puta β2-AR, što dovodi do smanjene 

kontraktilne snage srca (Daaka i saradnici, 1997). Proces desenzitizacije i nishodne regulacije 

receptora započinje fosforilacijom β-AR protein kinazom A, protein kinazom C i kinazama G protein-

spregnutih receptora (engl. G protein-coupled receptor kinase – GRK) (Najafi i saradnici, 2016). 

Fosforilacije β-AR preko PKA (koju aktivira Gsα) i preko PKC (koju aktivira Gβγ) menjaju 

konformaciju receptora i remete njegovu interakciju sa G proteinom i dalji prenos signala. Ovaj 

proces se naziva heterologa desenzitizacija receptora ili desenzitizacija receptora nezavisna od 

agoniste, jer se fosforilišu i agonistima stimulisani i nestimulisani receptori. S druge strane, homologu 

desenzitizaciju receptora okupiranih agonistima vrše GRK (Rockman i saradnici, 2002). One 

fosforilišu C-terminus β-AR, omogućavaju vezivanje beta arestina (ARRB), desenzitizaciju i 

klatrinom posredovanu internalizaciju receptora (Penela i saradnici, 2010). 

 Genetičke epidemiološke studije na ljudima pokazale su da pojačana aktivacija β1-AR 

pogoršava kardiovaskularnu bolest. Određeni polimorfizmi gena za β1-AR, koji dovode do povećane 

osetljivosti ovih receptora za ligande, povećavaju rizik od akutnog infarkta miokarda i srčane 

insuficijencije (Xiao i saradnici, 2004). S druge strane, analizom polimorfizama gena za β2-AR kod 

pacijenata sa hroničnom srčanom insuficijencijom, pokazano je da se posredstvom β2-AR ostvaruju 

povoljni efekti na srčanu funkciju (Liggett i saradnici, 1998).  

 

1.4. Kinaze G protein-spregnutih receptora i arestini 

 

GRK su inicijalno identifikovane kao serin/treonin kinaze koje, zajedno sa arestinima, 

učestvuju u procesu nishodne regulacije različitih GPCR (Penela i saradnici, 2003). Međutim, pored 

ove „negativne“, inhibitorne uloge u GPCR signalizaciji, pokazano je da stupaju u interakcije sa 

različitim ćelijskim proteinima uključenim u transdukciju signala i imaju mnogostruke efektorske 

uloge, nezavisne od GPCR (Reiter i Lefkowitz, 2006). 

 Članovi GRK familije mogu se, na osnovu homologije sekvenci, svrstati u tri glavne grupe 

(Penela i saradnici, 2010):  

 rodopsin kinaze važne za čulo vida (GRK1 i GRK7) 

 GRK2/GRK3 subfamilija, koja obuhvata dve kinaze β-AR (engl. β-adrenergic receptor 

kinase – βARK1 i βARK2) 

 GRK4 subfamilija (GRK4, GRK5 i GRK6), čiji su članovi konstitutivni delovi ćelijske 

membrane 

Sve GRK izoforme dele zajedničku strukturu sa centralnim katalitičkim domenom (~270 

aminokiselina), koji je sličan kod svih serin/treonin kinaza. N-terminalni domen (~185 aminokiselina) 

važan je za prepoznavanje receptora i sadrži domen homolog regulatorima signalizacije G proteina 

(engl. regulator of G protein signalling homology domain – RH). C-terminalni domen varijabilne 

dužine (150-203 aminokiselina) vezuje se za fosfolipide membrane i Gβγ protein i učestvuje u 

translokaciji kinaza do ćelijske membrane (Ribas i saradnici, 2007). 
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 U srčanom tkivu najzastupljenije su kinaze β-AR (GRK2 i GRK3) i membranske kinaze 

GRK5 i GRK6 (Yi i saradnici, 2005). GRK2 i GRK3 su citoplazmatski proteini, koji se nakon 

stimulacije GPCR privremeno translociraju na membranu ćelije (Senarath i saradnici, 2018). Ove 

kinaze na svom C-terminusu poseduju domen homolog plekstrinu (PH domen), za koji se velikim 

afinitetom vezuje Gβγ (Slika 6). Interakcija Gβγ sa GRK2 i GRK3 targetira ove kinaze i premešta ih 

na membranu, na mesto gde su lokalizovani GPCR, nakon čega dolazi do disocijacije Gβγ dimera. 

Vezivanje Gβγ subjedinice potencira fosforilaciju GPCR, ubrzavajući alosternu aktivaciju ovih 

kinaza. Membranske kinaze GRK5 i GRK6 na C-terminusu imaju amfipatsku spiralu sa hidrofobnim 

jezgrom (Mushegian i saradnici, 2012). One fosforilišu receptore okupirane agonistom i, za razliku 

od GRK2 i GRK3, stimulišu arestinom-posredovanu signalnu transdukciju u ćeliji, pre nego 

arestinom-posredovanu desenzitizaciju i internalizaciju receptora (Kim i saradnici, 2005). 

 Slika 6. Struktura kinaza β-AR. GRK: kinaza G protein-spregnutog receptora; RGS: 

regulator funkcije G protein signalnog puta; PH: domen homolog plekstrinu; PL: fosfolipidi. CaM: 

Ca2+ kalmodulin; P: fosforilacija. Preuzeto i modifikovano iz Senarath i saradnici, 2018. 

 

Arestini predstavljaju malu familiju proteina važnih za regulaciju signalne transdukcije GPCR 

(Moore i saradnici, 2007). Prvi arestini otkriveni su kao deo visokokonzerviranog dvostepenog 

mehanizma za regulaciju aktivnosti GPCR u vizuelnom rodopsinskom sistemu (Wilden i saradnici, 

1986) i β-adrenergičkom sistemu (Lohse i saradnici, 1990). Kod nestimulisanih ćelija, arestini su u 

bazalnoj „neaktivnoj“ konformaciji, lokalizovani u citoplazmi. Fosforilisani GPCR regrutuje arestine 

na plazma membranu i oni služe kao adapteri, koji povezuju receptor za elemente endocitotskog 

kompleksaU srčanom tkivu eksprimirani su arestin 2 poznatiji kao β-arestin 1 (engl. arrestin beta 1 

– ARRB1) i arestin 3 poznatiji kao β-arestin 2 (engl. arrestin beta 2 –  ARRB2) (Shenoy i Lefkowitz, 

2003). 

 

1.4.1. Uloga GRK i ARRB u desenzitizaciji GPCR 

GRK fosforilišu GPCR aktivirane agonistima, na reziduama serina i treonina, lokalizovanim 

na C-kraju i/ili tećoj citoplazmatskoj petlji receptora (Slika 7). ARRB imaju veliki afinitet jedino za 

receptore okupirane agonistima i fosforilisane ovim kinazama, i vrše sternu inhibiciju vezivanja G 

proteina (Shenoy i Lefkowitz, 2003). Pokazano je da ARRB interaguju i sa cAMP fosfodiesterazama 

i time povećavaju degradaciju cAMP-a, što doprinosi terminaciji signala (Perry i saradnici, 2002). 

Oni povezuju receptor sa različitim elementima endocitotskog kompleksa (klatrin, adapter klatrina 

AP2, fuzioni protein osetljiv na N-etilmaleimid) i tako učestvuju u internalizaciji fosforilisanog 

receptora (Reiter i Lefkowitz, 2006). Endocitoza nije neophodna za desenzitizaciju receptora, ali se 

smatra neophodnom za defosforilaciju i resenzitizaciju receptora (Lefkowitz i saradnici, 1998). 
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1.4.2. Uloga GRK i ARRB u prometu GPCR 

Opisana su tri glavna mehanizma internalizacije GPCR: endocitoza posredovana klatrinskim 

vezikulama, endocitoza posredovana kaveolama i endocitoza posredovana neobloženim vezikulama 

(Marchese i saradnici, 2003). Bez obzira na to što je signalni put kojim se vrši internalizacija receptora 

zavistan od receptora i tipa ćelije, endocitoza posredovana sa ARRB i klatrinskim vezikulama je 

najčešća kod GPCR (Reiter i Lefkowitz, 2006). 

 Internalizacija receptora može da dovede do (Reiter i Lefkowitz, 2006) (Slika 7): 

• defosforilacije receptora, resenzitizacije i recikliranja na ćelijsku površinu 

• deportovanja receptora u lizozome na degradaciju 

• naknadne aktivacije unutarćelijskih signalnih puteva 

Očuvani serin/treonin klasteri na C-terminusu GPCR najverovatnije određuju jačinu 

interakcije između receptora i ARRB, a smatra se da od jačine arestin-receptor interakcije zavisi u 

kom će smeru ići sudbina receptora nakon internalizacije (Oakley i saradnici, 2001). Klasa A 

receptora (npr. β2-AR) ne poseduje ove klastere na C-terminusu. Oni se vezuju za ARRB2, bivaju 

internalizovani procesom endocitoze posredovane klatrinskim vezikulama, ali se brzo disociraju od 

arestina, „recikliraju“ i vraćaju na površinu ćelijske membrane. Klasa B GPCR (npr. receptor za 

angiotenzin tip 1A, receptor za vazopresin tip V2) sa jednakim afinitetom aktivira ARRB1 i ARRB2 

i dolazi do formiranja stabilnih kompleksa sa arestinom unutar endocitotske vezikule i degradacije 

receptora (Oakley i saradnici, 2000). 

Pokazano je da klase A i B GPCR imaju različit proces ubikvitinacije ARRB vezanih za 

receptore, a obeležavanje ARRB ubikvitinom važno je za klatrinom posredovanu endocitozu. Klasa 

A receptora indukuje privremenu ubikvitinaciju ARRB, dok je za klasu B karakteristična trajna 

ubikvitinacija. Ubikvitinacija ARRB koju pokreću agonisti preduslov je za njihovu funkciju u 

internalizaciji receptora, kao i determinanta različitih obrazaca prometa različitih klasa GPCR 

(Shenoy i Lefkowitz, 2003). 

  

Slika 7. Uloga GRK u desenzitizaciji i prometu GPCR. GPCR: G protein-spregnuti receptor; 

GRK: kinaza G protein-spregnutog receptora; ARRB: beta arestin, Gs: stimulatorni G protein; AP2: 

adapter klatrina; – : inhibicija. Preuzeto i modifikovano iz Reiter i Lefkowitz, 2006. 
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1.4.3. Uloga GRK i ARRB u signalnim putevima GPCR 

 Pored klasične tzv. kanonske uloge u desenzitizaciji i internalizaciji GPCR, pokazano je da 

GRK i ARRB učestvuju u brojnim interakcijama sa signalnim proteinima u ćeliji (Slika 8). GRK2 

moduliše ćelijski odgovor nezavisno od fosforilacije GPCR, stupajući u interakciju sa različitim 

proteinima uključenim u prenos signala. Sa ciljem da se naglase njene mnogostruke uloge, GRK2 se 

često naziva interaktomom (Penela i saradnici, 2010). 

 GRK2 fosforiliše Smad proteine i tako inhibira apoptozu posredovanu faktorom 

transformacije rasta beta (engl. transforming growth factor beta – TGF-β) (Ho i saradnici, 2005). 

Interakcija GRK2 sa PI3Kγ olakšava prenos PI3Kγ do membrane, nakon stimulacije receptora 

agonistom, i time desenzitizaciju i internalizaciju receptora (Naga Prasad i saradnici, 2002). GRK2-

MAPK asocijacija važna je za kontrolu produkcije hemokina (Jiménez -Sainz i saradnici, 2006), dok 

GRK2 i GIT1 (engl. G protein-coupled receptor kinase-interacting protein 1) učestvuju u procesima 

organizacije citoskeleta, ćelijske adhezije i migracije ćelija (Penela i saradnici, 2008). 

  

Slika 8. Uloga GRK i  ARRB u signalnim putevima GPCR. GPCR: G protein-spregnuti 

receptor; GRK: kinaza G protein-spregnutog receptora; ARRB: beta arestin; c-Src: protoonkogen; 

Hck: tirozin-kinaza; Fgr: onkogen; ERK: kinaza regulisana ekstracelularnim signalom; JNK: Jun 

kinaza; p38: mitogenom aktivirana kinaza; PP2A: protein fosfataza 2A; Akt: protein kinaza B; IkB: 

inhibitor nuklearnog faktora kapa beta; NFkB: nuklearni faktor kapa beta; MEK1: mitogenom 

aktivirana protein kinaza 1; RKIP: inhibitor Raf kinaze; PI3K: fosfatidilinozitol-3-kinaza; CREB, 

p300: transkripcioni faktori; P: fosforilacija; zelene isprekidane linije: aktivacija, crvene linije: 

inhibicija. Preuzeto i modifikovano iz Reiter i Lefkowitz, 2006. 
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 Lista signalnih puteva posredovanih ARRB stalno se uvećava (Reiter i Lefkowitz, 2006). 

ARRB učestvuju u transdukciji signala različitih receptora, uključujući GPCR, receptore sa 

aktivnošću tirozin-kinaza (engl. receptor tyrosine kinase – RTK), jonske kanale i citokinske 

receptore. Vezivanje agoniste za RTK npr. receptor za epidermalni faktor rasta ili receptor za faktor 

rasta fibroblasta, dovodi do ARRB-zavisne aktivacije MAPK signalnih puteva (Eishingdrelo i 

saradnici, 2014). Citokini poput faktora nekroze tumora α (engl. tumor necrosis factor α – TNFα) i 

interleukina 1β takođe aktiviraju signalne puteve zavisne od ARRB (Hwang i saradnici, 2004). 

Jedan od najviše proučavanih signalnih puteva koji zavisi od ARRB je ERK (engl. 

extracellular signal-regulated kinase – ERK) signalni put. GPCR mogu aktivirati ERK G protein-

zavisnim signalnim putevima ili ARRB-zavisnim signalnim putevima. ERK aktivacija zavisna od G 

proteina rezultuje translokacijom aktivirane ERK u jedro, dok ARRB-zavisna ERK aktivacija 

„zadržava“ ERK u citosolu, sporija je i duže traje (Eishingdrelo i saradnici, 2014). Ova dva različita 

puta aktivacije ERK upućuju na postojanje različitih fizioloških ishoda nakon aktivacije svakog od 

njih. Zapravo, različite izoforme GRK i ARRB imaju drugačije, ponekad antagonističke uloge u 

ERK-posredovanoj transdukciji signala u ćeliji (Reiter i Lefkowitz, 2006). 

 

1.5. Inhibicija GRK2 kao nova terapijska mogućnost u lečenju srčane insuficijencije  

 

 Citosolna GRK2 najzastupljenija je GRK izoforma u srčanom tkivu i predstavlja glavni 

regulator GPCR signalne transdukcije u zdravom srcu, a pokazano je da je uključena i u nastanak i 

progresiju srčane insuficijencije (Schlegel i saradnici, 2017). Vezujući se za Gβγ subjedinicu 

disociranog G proteina, GRK2 fosforiliše agonistom okupirane β-AR u srcu, uslovljava vezivanje 

ARRB i odvajanje (engl. uncoupling) receptora od G proteina i efektorskih molekula u signalnim 

putevima (tzv. desenzitizacija receptora) Vezivanje ARRB dovodi do klatrinom posredovane 

endocitoze i degradacije fosforilisanih receptora, što uzrokuje smanjenje neurohumoralnog odgovora 

i posledično povećanu aktivnost simpatičkog nervnog sistema (Pierce i Lefkowitz, 2001). 

 Pokazano je da je, već u ranoj fazi nastanka srčane insuficijencije, povećan nivo GRK2, i 

pretpostavlja se da bi ova kinaza mogla da služi kao novi rani biomarker srčane insuficijencije kod 

ljudi (Iaccarino i saradnici, 2005). Naime, povećana aktivnost simpatičkog nervnog sistema u srčanoj 

insuficijenciji i prekomerena kateholaminska stimulacija β-AR u srcu predstavljaju rani okidač za 

porast ekspresije GRK2, što  dovodi do desenzitizacije i nishodne regulacije β1-AR (Petrofski i Koch, 

2003). Ovo predstavlja rani odbrambeni mehanizam koji štiti srce od toksičnih efekata kateholamina. 

Međutim, dugotrajna desenzitizacija β1-AR i smanjenje njihovog broja na površini srčanih ćelija za 

posledicu imaju slabljenje kontraktilne snage srca i ubrzano propadanje srčanog mišića (Vasić i 

Japundžić Žigon, 2013). Različite studije pokazale su dodatne štetne efekte GRK2 u srčanoj 

insuficijenciji: narušeno preuzimanje glukoze u srčane mišićne ćelije (Ciccarelli i saradnici, 2011), 

promene Ca2+ kanala L-tipa (Raake i saradnici, 2012) i proapoptotske efekte na mitohondrijama 

(Chen i saradnici, 2013). 

 U različitim modelima srčane insuficijencije kod ljudi (Ungerer i saradnici, 1993) i životinja 

(Schlegel i saradnici, 2017; Yi i saradnici, 2002), GRK2 je ushodno regulisana. U eksperimentalnom 

modelu srčane insuficijencije dobijenom delecijom gena za mišićni LIM protein (engl. muscle LIM 

protein) kod transgenih miševa (MLP−/−), administracija GRK2 inhibitora (βARKct) sprečila je 

štetno remodelovanje miokarda i poboljšala preživljavanje eksperimentalnih životinja (Rockman i 

saradnici, 1998). Ovaj genetski model dilatacione kardiomiopatije dobro „imitira“ isti fenotip 

kardiomiopatije kod ljudi (Arber i saradnici, 1997) pa je moguća translacija eksperimentalnih 

podataka na čoveka. Inhibicija GRK2 predložena je za novu terapijsku metu u srčanoj insuficijenciji 

sa potencijalno značajnim uticajem na progresiju i ishod ove bolesti (Rockman i saradnici, 1998). 
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 GRK2 inhibitor (βARKct) sadrži poslednjih 195 aminokiselina C-terminusa GRK2, gde je 

vezno mesto za Gβγ subjedinicu. On se takmiči sa endogenim GRK2 u vezivanju za  Gβγ, 

„istiskujući“ ga sa veznog mesta na membrani kardiomiocita (Koch i saradnici, 1995). 

Kardiospecifična inhibicija GRK2 transferom gena za βARKct uz pomoć virusnih vektora efikasno 

je oporavljala srčanu funkciju u ćelijskim i životinjskim modelima srčane insuficijencije. Zbog 

dokazanih benefita genske terapije, bilo je očekivano da oralna primena malih selektivnih inhibitora 

određenih GRK izoformi potencijalno ima klinički značaj u terapiji kardiovaskularnih bolesti (Homan 

i saradnici, 2015).  

 Razvoj inhibitora protein kinaza umnogome ometaju nepovoljna farmakokinetička svojstva 

ili nedostatak selektivnosti (Homan i saradnici, 2015). Uprkos ovim preprekama, pokazano je da je 

paroksetin, antidepresiv iz grupe selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina (engl. selective 

serotonin reuptake inhibitor – SSRI), efikasni direktni inhibitor GRK2, sa 50 puta većom 

selektivnošću u odnosu na druge GRK izoforme (Thal i saradnici, 2012). Ovo otkriće pokazalo je da 

se velika selektivnost, dobra bioraspoloživost nakon oralne primene i druga povoljna 

farmakokinetička svojstva mogu postići u jednom GRK inhibitoru.  

 Kristalografska analiza pokazala je da se paroksetin vezuje za aktivno mesto GRK2, koje se 

preklapa sa ATP-vezujućim mestom, i stabilizuje GRK2 u „zatvorenoj“ neaktivnoj konformaciji.  

Struktura veznog mesta predstavlja osnov za racionalni dizajn drugih selektivnijih GRK2 inhibitora. 

Dodatno, paroksetin je lek relativno male molekulske mase (329,3 Da) i njegova hemijska struktura 

može lako da se modifikuje i bude polazište za sintezu strukturno sličnih inhibitora (Thal i saradnici, 

2012). 

 Konzorcijum za strukturnu genomiku Univerziteta Oksford (engl. the Structural Genomics 

Consortium at the University of Oxford) pregledao je listu jedinjenja koja povećavaju tačku topljenja 

GRK2 i/ili GRK5. Od 14 jedinjenja dobijenih od GlaxoSmithKline®, za 13 je, u testovima 

fosforilacije, potvrđeno da su GRK inhibitori. Jedinjenja se na osnovu strukture mogu grupisati u tri 

klase: indazoli (strukturno slični paroksetinu), pirolopirimidini i drugi. GSK180736A, razvijen kao 

inhibitor Ro-vezane protein kinaze (engl. Rho-associated coiled-coil containing kinase), vezuje se za 

GRK2 na način analogan onom kod paroksetina, dok GSK2163632A, razvijen kao inhibitor receptora 

za insulinu-sličan faktor rasta 1 (engl. insulin-like growth factor 1) zauzima drugi deo GRK aktivnog 

mesta, koji bi verovatno mogao da se iskoristi za postizanje veće selektivnosti. Međutim, nijedno 

ispitano jedinjenje ne inhibira GRK snažnije nego svoja početna ciljna mesta (Homan i saradnici, 

2015). 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

 

Ciljevi ovog istraživanja bili su: 

 

1. Da razvijemo eksperimentalni model doksorubicinske kardiomiopatije kod mužjaka 

Wistar pacova: opšti toksikološki profil i preživljavanje. 

2. Da, upotrebom ehokardiografije i patohistološke analize, utvrdimo funkcionalne i 

morfološke promene na srcu pacova sa doksorubicinskom kardiomiopatijom i definišemo 

kliničku prezentaciju. 

3. Da kvantifikujemo ekspresiju β1-AR i β2-AR, kao i ključnih molekula uključenih  u 

procese desenzitizacije i nishodne regulacije ovih receptora: GRK2, GRK3, ARRB1 i 

ARRB, u srcu pacova koji su razvili doksorubicinsku kardiomiopatiju. 

4. Da ispitamo efekte inhibicije GRK2 paroksetinom na preživljavanje eksperimentalnih 

životinja i remodelovanje srčane funkcije u kardiomiopatiji izazvanoj doksorubicinom. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

Sve eksperimentalne procedure izvedene su u saglasnosti sa ARRIVE (engl. Animal 

Research: Reporting of In Vivo Experiments) smernicama, Direktivom 2010/63/EU Evropskog 

parlamenta za zaštitu životinja koje se koriste u naučno-istraživačke svrhe, kao i Aktom o dobrobiti 

životinja 2009/6/RS i Pravilnikom 2010/RS. Eksperimentalni protokol je u skladu sa preporukama 

dobre laboratorijske prakse o etičkom radu sa oglednim životinjama Medicinskog fakulteta 

Univerziteta u Beogradu i odobren je od strane Etičkog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta 

u Beogradu (broj rešenja: 323–07–04083/2016–05/1). 

 

3.1. Eksperimentalne životinje 

 

 U ovom eksperimentalnom istraživanju korišćeni su mužjaci Wistar nesrodničkog (engl. 

outbred) soja, starosti deset nedelja, telesne mase 250 – 300g iz uzgajivačnice Instituta za 

farmakologiju, kliničku farmakologiju i toksikologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u 

Beogradu. Tokom trajanja eksperimentalnog protokola, životinje su bile smeštene u pojedinačne 

kaveze od pleksiglasa, sa neograničenim pristupom vodi i hrani (komercijalni briketi, Veterinarski 

zavod, Subotica, Republika Srbija). Laboratorijski uslovi (ambijentalna temperatura 22 ± 2 °C, 

relativna vlažnost vazduha 65% ± 5, 12:12h ciklus svetlost:tama) održavani su stalnim. 

 

3.2. Eksperimentalni protokol 

 

 Nakon perioda prilagođavanja na laboratorijske uslove u trajanju od 48h, životinje su 

metodom slučajnog izbora raspoređene u tri eksperimentalne grupe: kontrolnu (control), grupu 

tretiranu doksorubicinom (DOX) i grupu tretiranu doksorubicinom i paroksetinom (DOX+P) (Slika 

9). Broj životinja u svakoj eksperimentalnoj grupi određen je u skladu sa unutargrupnom 

varijabilnošću EFLV u Power Sample Size Calculation softveru (besplatno dostupan na: 

https://biostat.app.vumc.org/wiki/Main/PowerSampleSize) za grešku I tipa sa snagom od 90% i 

verovatnoćom od 0,05. Pacovi iz kontrolne grupe (n = 7) dobijali su bolus fiziološkog rastvora (0,5 

ml/kg 0,9% NaCl, i.v.). U DOX grupi (n = 23) pacovi su tretirani bolus toksičnom dozom 

doksorubicina (5mg/0,5ml/kg, i.v.), dok su DOX+P pacovi (n = 11), 5 dana pre aplikacije 

doksorubicina (5mg/0,5ml/kg, i.v.) i tokom celog perioda praćenja, tretirani paroksetinom (10mg/0,5 

mL/kg/dan, p.o.). 

 Preživljavanje, opšti znaci toksičnosti, telesna masa i ultrazvučni parametri srca evaluirani su 

na nedeljnom nivou, pre tretmana i maksimalno 70 dana od tretmana. Životinje su žrtvovane kada se 

ustanove znaci lošeg opšteg stanja i promene ehokardiografskih parametara, metodom brze 

dekapitacije (giljotina za pacove, Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, SAD), kako bismo 

izbegli upotrebu anestetika koja bi mogla da utiče na gensku ekspresiju u srčanom tkivu. Nakon 

žrtvovanja, tkiva srca, jetre i bubrega su sakupljena i fiksirana u 4% formaldehidu za patohistološku 

analizu. Vrhovi levih srčanih komora izdvajani su za trenutno zamrzavanje tečnim azotom, zbog 

daljih molekularnih analiza metodom reakcija lančane polimerizacije u realnom vremenu (RT-

qPCR). 

https://biostat.app.vumc.org/wiki/Main/PowerSampleSize
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Slika 9. Shematski prikaz eksperimentalnog protokola. control: kontrolna grupa; DOX: 

pacovi tretirani doksorubicinom; DOX+P: pacovi tretirani doksorubicinom i paroksetinom. 

 

3.3. Doksorubicinski model kardiotoksičnosti  

 

 Model kardiotoksičnosti izazvane pojedinačnom dozom doksorubicina 5mg/kg primenjenom 

intravenskim putem preuzet je iz literature (Duncan i saradnici, 1998; Rasmussen i saradnici, 1989)  

i proveren u našoj laboratoriji (Cheah i saradnici, 2017). Doksorubicin je aplikovan pacovima u desnu 

jugularnu venu (Slika 10), u balansiranoj opštoj anesteziji (acepromazin 0,5 mg/kg, i.m. i ketamin 

90mg/kg, i.m.). Dubina anestezije proveravana je ispitivanjem kornealnog i pedalnog refleksa na 

početku i tokom aplikacije leka. Životinje su postavljane u leđni položaj, na ploču od pleksiglasa, 

ispod koje se nalazila grejna podloga za održavanje telesne temperature (Harvard Apparatus, 

Holliston, Massachusetts, SAD). Nakon uklanjanja dlačnog pokrivača i dezinfekcije kože povidon 

jodom u vratnoj regiji, pravljena je incizija duga 5mm i preparisano potkožno tkivo pamučnim 

štapićima do ukazivanja jugularne vene. Nakon intravenske injekcije doksorubicina insulinskim 

špricem i hemostaze kompresijom, rez je zatvaran šavovima, hirurškim koncem debljine 4–0, a rana 

tretirana antibiotskim sprejom (neomicin i bacitracin) kako bi se sprečila sekundarna bakterijska 

infekcija. 

Zbog fenotipskih razlika u ispoljavanju doksorubicinske kardiomiopatije, registrovanih 

ehokardiografskim pregledom, pacovi su tokom perioda praćenja raspoređivani u dve DOX 

podgrupe: DOX-DCM u kojoj su pacovi koji su razvili dilatacionu kardiomiopatiju i DOX-HCM u 

kojoj su pacovi koji su razvili hipertrofičnu kardiomiopatiju. 
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Slika 10. Preparisanje desne jugularne vene pacova (levo) i aplikacija doksorubicina u 

desnu jugularnu venu pacova (desno). 

 

3.4. Određivanje selektivne doze paroksetina 

 

 U pilot studiju za određivanje doze paroksetina koja inhibira GRK2, uključeno je petnaest 

pacova, nasumično raspoređenih u tri eksperimentalne grupe (n = 5 u svakoj). Broj pacova po grupi 

određen je prema unutargrupnoj varijabilnosti ekspresije GRK2 gena u softveru Power Sample Size 

Calculation za snagu od 90% i verovatnoću greške tipa I od 0,05. Kontrolnoj grupi je oralno aplikovan 

fiziološki rastvor (0,5 ml/kg/dan 0,9% NaCl), dok su eksprimentalne grupe tretirane paroksetinom 

oralno, jedna grupa dozom od 5mg/kg/0,5ml/dan, a druga dozom od 10mg/kg/0,5ml/dan (Slika11).  

Na kraju dvonedeljnog tretmana, pacovi su eutanazirani brzom dekapitacijom (giljotina za pacove, 

Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, SAD) i srčano tkivo sakupljeno je za analizu genske 

ekspresije β1-AR, β2-AR, GRK2 i GRK3 metodom RT-qPCR. 

 

Slika 11. Aplikacija paroksetina orogastričnom sondom. 
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3.5. Procena preživljavanja i opšte toksičnosti 

 

 Kaplan-Majerove (engl. Kaplan-Meier) krive generisane su kako bi se utvrdila srednja stopa 

preživljavanja eksperimentalnih životinja. Tokom  trajanja eksperimentalnog protokola, procenjivano 

je opšte stanje pacova, spontano ponašanje, izgled dlačnog pokrivača, znakovi stresa i merena je 

telesna masa na nedeljnom nivou. Nakon žrtvovanja eksperimentalnih životinja, rađena je nekropsija 

i uzeta su tkiva za patohistološku analizu.   

 

3.6. Ehokardiografska procena srčane morfologije i funkcije  

 

 Svesni pacovi, sedirani acepromazinom (0,5 mg/kg, i.m.) pregledani su od strane jednog 

eksperimentatora, koji nije imao uvid u informacije o tretmanu, linearnom sondom od 13MHz 

povezanom na komercijalni ultrazvučni aparat ALOKA ProSound 2 (Hitachi Medical Sistems 

Europe, Cirih, Švajcarska). Merenja su vršena u  desnoj parasternalnoj kratkoj osi, sa poprečno 

postavljenom sondom, na nivou papilarnih mišića u M-modu (Slika 12, levo).  M-mod (engl. Motion 

mode), definisan kao vremenski prikaz kretanja ultrazvučnog talasa duž odabrane ultrazvučne linije, 

pruža monodimenzionalni pogled na srce. Mereni su sledeći parametri (Slika 12, desno): prečnik 

međukomorskog septuma u dijastoli (engl. interventricular septum in diastole – IVSd), prečnik 

međukomorskog septuma u sistoli (engl. interventricular septum in systole – IVSs), unutrašnji 

prečnik leve komore u dijastoli (engl. left ventricular end-diastolic internal diameter – LVIDd), 

unutrašnji prečnik leve komore u sistoli (engl. left ventricular end-systolic internal diameter – 

LVIDs), debljina zadnjeg zida leve komore u dijastoli (engl. posterior wall thickness in diastole – 

PWd) i debljina zadnjeg zida leve komore u sistoli (engl. posterior wall thickness in systole – PWs). 

 Relativna debljina zida leve komore (engl. relative wall thickness – RWT) računata je prema 

formuli Foppa i saradnika: RWT = (IVSd + PWd) / LVIDd (Foppa i saradnici, 2005). Formula 

Devereux i saradnika: 0,8 [1,04 (IVSd + LVIDd + PWd)3 – (LVIDd)3] + 0,6 g korišćena je za 

računanje ehokardiografske mase leve komore (engl. echocardiographic left ventricular mass – 

LVM) (Devereux  i saradnici, 1986). Indeks mase leve komore (engl. left ventricular mass index – 

LVMI) računat je kao količnik mase leve komore i telesne mase pacova. 

 Funkcionalni parametri računati su prema sledećim formulama (Brown i saradnici, 2002):  

 volumen krvi leve komore na kraju dijastole (engl. left ventricular end-diastolic volume – 

EDVLV ) 

EDVLV (mL) = 1,047 (LVIDd)3 

 

 volumen krvi leve komore na kraju sistole (engl. left ventricular end-systolic volume  –  

ESVLV ) 

ESVLV (mL) = 1,047 (LVIDs)3 

 

 udarni volumen leve komore (engl. stroke volume – SV) 

 

SV (mL) = EDVLV – ESVLV 

 

 ejekciona frakcija leve komore (engl. left ventricular ejection fraction –  EFLV ) 

 

EFLV (%) = (SV/EDVLV) 100 
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Slika 12. Poprečni položaj sonde pri ultrazvučnom pregledu srca pacova (levo); 

ehokardiografski zapis u B i M modu, presek na nivou papilarnih mišića (desno)                                 

a, b, c - dijametri mereni u sistoli, redom: IVSd, LVIDd, PWd; d, e, f – dijametri mereni u dijastoli, 

redom: IVSs, LVIDs, PWs. 

 

3.7. Patohistološka analiza 

 

3.7.1. Priprema tkiva i histohemijska bojenja 

 Sakupljena tkiva levih komora srca (bez vrhova), jetre i bubrega fiksirana su u rastvoru 4% 

formaldehida tokom 48h na sobnoj temperaturi, zatim ukalupljena u parafinske blokove (Bio-

plastextra, Bio Optica, Milano, Italija) i ručno sečena pomoću mikrotoma (rotacioni mikrotom Leica 

model RM 2245, Leica Biosistems Inc, Buffalo Grove, Illinois, SAD) na tkivne isečke debljine 3 μm. 

Isečci su zatim postavljani na predmetna stakalca i bojeni hematoksilin-eozin (HE) rutinskim 

bojenjem i Mason trihrom tehnikom (engl. Masson’s trichrome) za vizuelizaciju vezivnog tkiva, 

naročito kolagena tip I. Preparati su analizirani pod svetlosnim mikroskopom (mikroskop 

polarizovanog svetla Olympus BX50, Olympus Optical Co, Tokio, Japan) pomoću kamere (Olympus 

DP70 Camera System, Tokio, Japan), korišćenjem softvera Cell F Imaging Software Sistem (Olimpus 

Optical Co, Tokio, Japan). 

 

 3.7.2. Histomorfometrija  

 Histomorfometrijske karakteristike srčanog tkiva evaluirane su svetlosnom mikroskopijom 

(Leitz LaborLux S Fluorescence Microscope, Ernst Leitz Wetzlar GMBH, Nemačka). Pojedinačne 

dvodimenzionalne mikrofotografije snimljene na 4x uveličanju, uz pomoć digitalne kamere u boji 

(Leica DFC295, Leica Microsystems, Nemačka), spojene su u jednu sliku za svaki histološki preparat 

i analizirane u  Leica University Suite softveru, verzija 4.3 (Leica Microsystems, Nemačka). Računat 

je srednji dijametar zida leve komore srca (DLV) na poprečnom preseku (Slika 13).  
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Slika 13. Histomorfometrijsko merenje srednjeg dijametra leve komore srca pacova u  

Leica University Suite softveru. 

 

 3.7.3. Imunohistohemijska bojenja 

Prethodno pripremljeni parafinski isečci srčanog tkiva korišćeni su za imunohistohemijsko 

bojenje. Tkivni preparati su deparafinizovani ksilolom i rehidrirani opadajućim koncentracijama 

alkohola (100%, 96%, 70%, ) do destilovane vode.  Demaskiranje antigena vršeno je prema preporuci 

proizvođača korišćenog antitela, kuvanjem u citratnom puferu. Imunohistohemijsko bojenje 

standardizovano je korišćenjem odgovarajuće pozitivne kontrole za svako antitelo, prema uputstvima 

proizvođača. Negativna kontrola rađena je izostavljanjem primarnog antitela uz standardnu 

proceduru bojenja. Razblaženje komercijalno dostupnih koncentrovanih antitela vršeno je  pomoću 

TBS-Tween pufera (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD) pH vrednosti 7,4. 

Inkubacija sa sledećim specifičnim antitelima rađena je tokom noći, na sobnoj temperaturi: mišje 

anti-CD68 antitelo (CD68, monoclonal DAKO, clone PG-M1, razblaženje 1:50), mišje anti-LCA 

antitelo (Leucocyte Common Antigen LCA IHC, DAKO, clone 2B11 +PD7/26, razblaženje 1:200), 

zečije anti-β1-AR antitelo (ADRB1 polyclonal antibody, Elabscience®, razblaženje 1:200), zečije anti-

β2-AR antitelo (ADRB2 polyclonal antibody, Elabscience®, razblaženje 1:200), zečije anti-GRK2 

antitelo (GRK2 polyclonal antibody, Elabscience®, razblaženje 1:300) i zečije anti-GRK3 antitelo 

(GRK3 polyclonal antibody, Elabscience®, razblaženje 1:300). Za bojenje je korišćen The 

LabVision™ IHC stainer Autostainer 360 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD). 

Imunoreakcije su vizualizovane korišćenjem 3,3′-diaminobenzidin hromogena (The Mouse/Rabbit 

PolyDetector Plus DAB HRP Brown Detection System, Bio SB, Santa Barbara, California, SAD) i 

kontrastno bojene Majerovim (engl. Mayer) hematoksilinom. Reprezentativne imunohistohemijske 

mikrofotografije napravljene su pomoću svetlosnog mikroskopa (Olympus BX50, Olympus Optical 

Co, Tokio, Japan) i kamere Olympus DP70 (Camera System, Tokio, Japan) korišćenjem uveličanja 

40x.  
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3.8. Genska ekspresija β1-AR, β2-AR, GRK2, GRK3, ARRB1 i ARRB2 u srčanom tkivu  

 

 3.8.1. Izolacija ukupne RNK 

 Zamrznuti vrhovi srca isečeni su na blokove tkiva od 50 mg i najpre mehanički 

homogenizovani na ledu, a nakon toga i ultrazvučnim homogenizatorom (Bandelin Sonopuls, Berlin, 

Nemačka) u 500 μl TRIzol reagensa (Life Technologies, Carlsbad, SAD). Nakon razgradnje proteina 

u trizolu i inkubacije na ledu 5 minuta, ukupna RNK ekstrahovana je iz vodene faze dodavanjem 100 

μl hloroforma (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Nemačka). Uzorci su zatim vorteksovani, inkubirani na 

sobnoj temperaturi 3 minuta i centrifugirani 15 minuta na 12 000 rpm na 4˚C, nakon čega su 

supernatanti premeštani u nove ependorfice. Za taloženje RNK, uzorcima je dodato 250 μl 2-

propranola. Nakon vorteksovanja, inkubacije na sobnoj temperaturi 10 minuta i centrifugiranja 15 

minuta na 12 000 rpm na 4˚C, supernatanti su uklanjani, a talog RNK pran sa 500 μl 70% etanola. 

Ovaj postupak je ponavljan do potpunog uklanjanja supernatanata, nakon čega su uzorci sušeni u 

laminaru 10 minuta i svakom je dodato 10 μl vode oslobođene od RNKaza. Na kraju protokola 

izolacije, uzorci su inkubirani 10 minuta na 55 ˚C. Količina i kvalitet dobijene RNK procenjeni su  na 

BioSpec-nano spektrofotometru (Shimadzu, Kyoto, Japan), a zatim su svi uzorci svedeni na 

koncentraciju od 500 ng/ml i čuvani na –80˚C. 

 

 3.8.2. Sinteza komplementarne DNK (cDNK) 

Za sintezu cDNK reverznom transkripcijom iz 500 ng/ml RNK, korišćen je komercijalni kit 

QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Nemačka). Za eliminaciju genomske DNK, 

u uzorak od 1 μl RNK, dodato je 2 μl gDNA Wipeout Buffer-a i 12 μl vode oslobođene od RNKaza 

(do ukupne zapremine reakcije 14 μl). Nakon kratke inkubacije na 42 °C 2 min, smeša za reakciju 

reverzne transkripcije (1 μl reverzne transkriptaze (Quantiscript Reverse Transcriptase), 1 μl smeše 

prajmera za reverznu trankripciju (RT Primer Mix) i 4 μl pufera za reverznu trankripciju (Quantiscript 

RT Buffer)) dodavana je prethodnim volumenima od 14 μl (ukupni volumen reakcije 20 μl). Uzorci 

su zatim inkubirani 30 min na 42 °C, nakon čega su reakcije reverzne transkripcije prekidane 

inkubacijom na 95 °C. Ependorfice sa novosintetisanom cDNK prebacivane su na led i čuvane na       

–20 °C. 

 

3.8.3. RT-qPCR 

PCR reakcije izvedene su i analizirane uz pomoć Applied Biosystems Viia7 Real-Time PCR 

aparata (Applied Biosystems, Foster City, California, SAD) (Slika 14, levo). Kao fluorescentna boja 

korišćen je SYBR Green (Applied Biosystems, Warrington, Velika Britanija), koji se nespecifično 

vezuje za dvolančanu DNK, a intenzitet fluorescencije direktno je proporcionalan količini uzorka. 

Sve reakcije su rađene u triplikatu: cDNK uzorci nalivani su u bunariće na pločama sa 96 

raspoloživih bunarića (Applied Biosystems, Foster City, SAD) (Slika 14, desno) u 12 μl ukupne 

zapremine reakcije (1 μl cDNK, 6 μl SYBR Green PCR Master Mix, po 0,5 μl 100 nM F (engl. 

forward) i R (engl. reverse) prajmera i 4 μl vode slobodne od RNKaza). Svi prajmeri (Invitrogen, 

Pacle, Velika Britanija) dizajnirani su korišćenjem baze podataka GenBank database 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank /) i prikazani su u Tabeli 1.  Ploče prekrivene zaštitnom 

folijom (Applied Biosystems, Foster City, SAD), centrifugirane su 30s na 2500 rpm na Mini plate 

spinner uređaju (Labnet International, Inc, New Jersey, SAD), kako bi se iz reakcione smeše uklonili 

mehurići vazduha. Temperaturni protokol reakcije lančanog umnožavanja DNK sadržao je: 

denaturaciju cDNK (50 °C – 2min, 95 °C – 10min), 40 ciklusa umnožavanja cDNK (95 °C – 15 s, 60 

°C – 1 min) i završetak reakcije (95 °C – 15 s, 60 °C – 1 min, 95 °C – 15 s).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank%20/
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Analiza dobijenih rezultata urađena je korišćenjem ViiA 7 v1.2 softvera (Applied Biosystems, 

Foster City, SAD). Relativne promene genske ekspresije računate su metodom Livak i saradnika 

korišćenjem formule 2-ΔΔCt (Livak i Schmittgen, 2001). Kao referentni gen, za normalizaciju 

ekspresije gena od interesa, korišćen je konstitutivno eksprimirani gen za gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenazu (engl. Glyceraldehyde 3‑ phosphate dehydrogenase – GAPDH). 

 

 

Slika 14. Applied Biosystems Viia7 Real-Time PCR aparat (levo) i ploče za PCR sa 96 

raspoloživih bunarića (desno). 

 

 

Tabela 1. Pregled prajmera korišćenih u ovom eksperimentalnom istraživanju. 

 

GAPDH: gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza; β-AR: beta-adrenergički receptor; GRK: kinaza  G 

protein-spregnutog receptora; ARRB: beta arestin; F: forward prajmer; R: reverse prajmer. 

 

 

gen sekvenca 
dužina u 

nukleotidima 

GAPDH 
F: 5′-CAG GGC TGC CTT CTC TTG TG-3′ 

R: 5′-GAT CTC GCT CCT GGA AGA TGG-3′ 

20 

21 

β1-AR 
F: 5′-AGA CGT GCT ATG TGT GAC GG-3′ 

R: 5′-AGC ACT TGG GGT CGT TGT AG-3′ 

20 

20 

β2-AR 
F: 5′-TGG ATT GTG TCG GGC CTT A-3′ 

R: 5′-TGG CAC GGT ACC AGT GCA T-3′ 

19 

19 

GRK2 
F: 5′- TGG CCC CGG AAG TCC TA-3′ 

R: 5′- CCG CAA CAA CTT GAA GAG CAT-3′ 

17 

21 

GRK3 
F: 5′- CCC CCA AGT TCC TCA ACA AA-3′ 

R: 5′- GCG GTG GCT TGG AGA ACT C-3′ 

20 

19 

ARRB1 
F: 5′- CGG TGC GCC AGT ATG CA3′ 

R:  5′- GCC ACT GGG CAC TTG TAC TGA3′ 

17 

21 

ARRB2 
F:  5′- AGC ACC GCG CAG TAC AAG T-3′ 

R:  5′- CAC GCT TCT CTC GGT TGT CA-3′ 

19 

20 
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3.9. Korišćene supstance 

 

 Ketamin hidrohlorid (Ketamidor10%®, rastvor za injekcije 100 mg/mL) nabavljen je od 

Richter Pharma AG (Vels, Austrija), doksorubicin (Adriblastina® RD doksorubicin hidrohlorid, prah 

za injekcije 50 mg) od Pfizer-a (Beograd, Republika  Srbija), paroksetin (Seroxat® film-tablete 20 

mg) od kompanije GlaxoSmithKline export limited (Beograd, Republika Srbija), a acepromazin 

maleat (Neurotranq® rastvor za injekcije 10 mg/mL) od kompanije MarloFarma (Beograd, Republika 

Srbija). Povidon jod 10% rastvor za kožu, fiziološki rastvor (Natrii chloridi infundibile 9g/L rastvor 

za infuziju) i neomicin i bacitracin sprej (Bivacin® sprej) kupljeni su od Hemofarma AD (Vršac, 

Republika Srbija). Ksilol (ksilen  smeša o-, m-, p- izomera) , formaldehid (35%) i etanol (100%, 96%, 

70%) naručeni su od Zorka Pharma Hemije (Šabac, Republika Srbija). 

 

3.10. Statistička analiza 

 

 Rezultati su prikazani tabelarno i grafički kao srednja vrednost ± standardna greška srednje 

vrednosti (engl. standard error of the mean – SEM). Za proveru normalnosti raspodele podataka 

korišćen je Kolmogorov-Smirnov test. t-test za zavisne uzorke (engl. Paired sample t-test) i 

jednosmerna ANOVA ponovljenih merenja (engl. one-way ANOVA with repeated measures) 

korišćeni su za procenu postojanja statističkih razlika unutar jedne grupe. Međugrupne razlike 

ispitivane su t-testom za nezavisne uzorke (engl. Student’s t-test for unpaired observations) i, kada 

poredimo više od 2 grupe, One-way ANOVA statističkim testom, praćenim Tukey post hoc testom. U 

slučajevima odstupanja od normalne raspodele primenjena je  Kruskal–Wallis ANOVA praćena  

Mann–Whitney U testom. Kaplan-Majerove (engl. Kaplan-Meier) krive i log-rank (Mantel-Cox) test 

korišćeni su za poređenje srednje stope preživljavanja. Za ispitivanje povezanosti primenjeni su 

Pirsonov/Spirmanov koeficijent korelacije. Statističkom značajnošću smatrana je vrednost p ≤ 0,05. 

Za statističku analizu korišćeni su softveri IBM SPSS Statistics for Windows, verzija 20.0 (IBM 

Corporation, Armonk, New York, SAD) i GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc, San Diego, 

SAD).  
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4. REZULTATI 

 

4.1. Određivanje selektivne doze paroksetina 

 

Paroksetin je statistički značajno smanjio gensku ekspresiju GRK2 samo u dozi od 10 

mg/kg/dan p.o. (Grafikon 1). Na ekspresiju gena za β1-AR, β2-AR i GRK3, paroksetin nije uticao u 

selektovanim dozama (Grafikon 1). 

   

 

  Grafikon 1. Relativna genska ekspresija β1-AR, β2-AR, GRK2 i GRK3 u srčanom tkivu 

pacova tretiranih paroksetinom. Uočava se statistički značajno smanjena ekspresija GRK2 gena 

kod pacova tretiranih paroksetinom u dozi od 10 mg/kg/dan p.o. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost 5 pacova ± SEM. *p < 0,05 vs. control (One-way ANOVA, praćena Tukey post hoc testom). 

control: kontrolna grupa; β-AR: beta-adrenergički receptor; GRK: kinaza G protein-spregnutog 

receptora. 
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4.2. Procena preživljavanja i opšte toksičnosti  

 

 Kod pacova tretiranih doksorubicinom, simptomi i znaci intoksikacije bili su očigledni: 

naborano i oštećeno krzno, nakupljanje crvenog eksudata oko očiju (hromodakrioreja), dijareja, 

smanjen unos hrane i progresivno smanjenje telesne mase tokom vremena (Grafikon 2, desni panel), 

praćeno adinamijom i prostracijom. Medijana preživljavanja bila je 55 dana (Grafikon 2, levi panel) 

i nije se statistički značajno razlikovala između DOX-HCM i DOX-DCM pacova (p > 0,05, log-rank 

Mantel-Cox test). Makroskopskim pregledom organa primećena su najizrazitija toksična oštećenja na 

srcu, bubrezima i jetri. Bubrezi su bili uvećani, promenjene boje i izgleda na uzdužnom preseku. Jetra 

je bila uvećana, nehomogenog parenhima.  

Opšte stanje DOX+P pacova bilo je značajno bolje, bez simptoma i znakova intoksikacije 

opasne po život. Hromodakrioreja se izgubila oko trećeg dana od intravenskog ubrizgavanja 

doksorubicina. Pacovi su tokom perioda praćenja dobijali na telesnoj masi, a medijana preživljavanja 

bila je ista kao kod pacova iz kontrolne grupe (Grafikon 2). Sve životinje, osim jedne, žrtvovane su 

na kraju perioda praćenja od 70 dana, a makroskopski obdukcioni nalaz pokazao je diskretne promene 

na organima.  

 

  

  Grafikon 2. Kaplan-Majerova kriva preživljavanja i kriva promene telesne mase kod 

DOX i DOX+P pacova. Uočava se statistički značajno manja stopa preživljavanja kod DOX-HCM 

i DOX-DCM pacova (levi panel, *p < 0,05 vs. control, log-rank Mantel-Cox test) i smanjenje telesne 

mase tokom vremena, dok su kontrolni i DOX+P pacovi dobijali na masi tokom vremena (desni panel, 

*p < 0,05; ANOVA ponovljenih merenja). control: kontrolna grupa; DOX-HCM: pacovi tretirani 

doksorubicinom sa hipertrofičnom kardiomiopatijom; DOX-DCM: pacovi tretirani doksorubicinom 

sa dilatacionom kardiomiopatijom; DOX+P: pacovi tretirani doksorubicinom i paroksetinom.  
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4.3. Ehokardiografska procena srčane morfologije i funkcije 

 

 Ehokardiografski zapisi u B i M modu kod različitih grupa pacova, pre i nakon tretmana, 

prikazani su na Slici 15. 

 Ehokardiografskim pregledom ustanovljeno je postojanje dva različita fenotipa 

kardiomiopatije izazvane doksorubicinom: DOX-HCM (n = 11) i DOX-DCM (n = 12). DOX-HCM 

fenotip okarakterisan je statistički značajno povećanim RWT, a smanjenim LVIDd i EDVLV, u 

odnosu na vrednost izmerenu pre tretmana, i u odnosu na kontrolnu grupu, dok je EFLV ostala 

nepromenjena (Tabela 2). DOX-DCM pacovi imali su statistički značajno smanjene PWd, RWT i 

EFLV, a povećanje LVIDd i EDVLV (Tabela 2).  DOX+P pacovi pokazali su normalan 

ehokardiografski nalaz, kao pacovi iz kontrolne grupe (Tabela 2).  

  

 

 Slika 15. Ehokardiogrami u B i M modu kontrolnog pacova (A), DOX-HCM pacova (B), 

DOX-DCM pacova (C) i DOX+P pacova (D). Uočava se da B pacov ima povećanu debljinu zida 

leve komore, a smanjen lumen komore, dok C pacov ima stanjen zid leve komore, a povećan lumen, 

u odnosu na dijametre pre tretmana i dijametre kontrolnog pacova.  
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 Tabela 2. Ultrazvučni parametri kod pacova tretiranih doksorubicinom i kod pacova 

tretiranih doksorubicinom i paroksetinom. 

 

 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje sedam pacova ± SEM.  

*p<0.05; **p<0.01 vs. vrednost pre (Studentov t-test za zavisne uzorke); †p<0.05; ††p<0.01vs. 

control (Studentov t-test za nezavisne uzorke). 

control: kontrolna grupa; DOX-HCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa hipertrofičnom 

kardiomiopatijom; DOX-DCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa dilatacionom kardiomiopatijom; 

DOX+P: pacovi tretirani doksorubicinom i paroksetinom. IVSd: prečnik međukomorskog septuma u 

dijastoli; IVSs: prečnik međukomorskog septuma u sistoli; LVIDd: unutrašnji prečnik leve komore u 

dijastoli; LVIDs: unutrašnji prečnik leve komore u sistoli; PWd: debljina zadnjeg zida leve komore u 

dijastoli; PWs: debljina zadnjeg zida leve komore u sistoli; EFLV: ejekciona frakcija leve komore; 

EDVLV: volumen krvi leve komore na kraju dijastole; LVMI: indeks mase leve komore; RWT: 

relativna debljina zida leve komore.  

 

 

 

 

 

 

 

parametar 
control (n=7) DOX-HCM (n=11) DOX-DCM (n=12) DOX+P (n=11) 

pre posle pre posle pre posle pre posle 

 

IVSd (cm) 

IVSs (cm) 

 

0.20±0.01 

0.33±0.01 

 

0.20±0.01 

0.32±0.01 

 

0.20±0.00 

0.32±0.02 

 

0.22±0.01 

0.34±0.01 

 

0.20±0.01 

0.32±0.02 

 

0.19±0.01 

0.32±0.02 

 

0.20±0.01 

0.34±0.01 

 

0.19±0.00 

0.33±0.01 

LVIDd 

(cm) 

LVIDs (cm) 

0.57±0.01 

0.28±0.01 

0.56±0.01 

0.27±0.02 

0.56±0.02 

0.27±0.01 

0.49±0.02**† 

0.26±0.01 

0.52±0.02 

0.26±0.01 

0.63±0.01**† 

0.27±0.02 

0.52±0.01 

0.26±0.01 

0.54±0.01 

0.25±0.01 

PWd (cm) 

PWs (cm) 

0.34±0.01 

0.35±0.01 

0.35±0.01 

0.35±0.01 

0.30±0.02 

0.35±0.01 

0.32±0.02 

0.39±0.01 

0.31±0.02 

0.35±0.01 

0.28±0.01*†† 

0.37±0.01 

0.33±0.01 

0.35±0.01 

0.34±0.01 

0.35±0.01 

EFLV (%) 

 

94.68±2.00 

 

92.54±1.19 

 

92.33±2.14 

 

93.11±1.39 

 

94.05±1.46 

 

89.48±1.80** 

 

91.74±1.39 

 

91.70±1.05 

EDVLV (ml) 0.44±0.02 0.42±0.05 0.39±0.03 0.27±0.03**† 0.36±0.03 0.56±0.04**† 0.34±0.02 0.38±0.02 

LVMI 4.12±0.11 3.86±0.25 3.90±0.33 4.14±0.43 3.76±0.44 3.51±0.27 3.05±0.14 2.93±0.08 

RWT 0.95±0.02 0.98±0.03 0.90±0.05 1.11±0.06** 0.95±0.05 0.72±0.03**†† 0.94±0.02 0.91±0.02 
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4.4. Patohistološka analiza 

 

4.4.1. Histohemijska bojenja 

 Kod oba fenotipa doksorubicinske kardiomiopatije, uočene su patohistološke promene 

srčanog tkiva tipične za doksorubicinsku kardiotoksičnost: gubitak miofibrila, vakuolizacija srčanih 

ćelija, infiltracija intersticijuma zapaljenskim ćelijama (pretežno makrofagima), leukostaza i nekroza 

sa kontrakcijskim prugama (engl. contraction band necrosis). Pacovi u DOX-DCM grupi imali su 

izraženije patohistološke promene: nekrozu, apoptozu, inflamaciju i gubitak miofibrila, dok je kod 

pacova u DOX-HCM grupi dominantna promena bila uvećanje srčanih ćelija i grupisanje jedara u 

„kutije“ tzv. car-box nuclei (Slika 16, kolone DOX-HCM i DOX-DCM). Kod oba fenotipa 

doksorubicinske kardiomiopatije, uočena je perivaskularna i intersticijalna fibroza (Slika 17). 

 Kod DOX+P pacova dominantne promene bile su hronične degenerativne promene srčanog 

tkiva: izmenjen izgled srčanih mišićnih ćelija, vakuolizirana mišićna vlakna i zamena srčanog 

mišićnog tkiva poljima vezivnog i masnog tkiva (Slika 16, kolona DOX+P). Nekroze sa 

kontrakcijskim prugama uočene su kod dva od jedanest DOX+P pacova, dok su tri DOX+P pacova 

imala perivaskularnu fibrozu. 

 

  

 Slika 16. Srčano mišićno tkivo kod DOX i DOX+P pacova. control: zdravo tkivo srca; HE; 

40x uveličanje; DOX-HCM: vakuolarna degeneracija kardiomiocita; HE, 40x uveličanje (I), 

perivaskularna fibroza i penaste ćelije u arterijskom zidu; HE, 40x uveličanje (II); DOX-DCM: 

nekroza sa kontrakcijskim prugama; HE; 40x uveličanje (I), atenuacija kardiomiocita i gubitak 

normalne tkivne strukture; HE, 40x uveličanje (II); DOX+P: degeneracija srčanih mišićnih ćelija; 

HE, 40x uveličanje (I). control: kontrolna grupa; DOX-HCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa 

hipertrofičnom kardiomiopatijom; DOX-DCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa dilatacionom 

kardiomiopatijom; DOX+P: pacovi tretirani doksorubicinom i paroksetinom. 
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. 

 Slika 17. Srčano mišićno tkivo kod DOX pacova (Mason trihrom bojenje). a: 

perivaskularna fibroza, 20x uveličanje; b: nekroze kardiomiocita, 20x uveličanje; c: intersticijalna 

fibroza, 10x uveličanje. 

Na patohistološkim presecima tkiva bubrega, kod DOX pacova uočavaju se hronični 

pijelonefritis sa infiltratima u intersticijumu, dilatacija proksimalnih bubrežnih tubula sa proteinskim 

depozitima i periglomerularna fibroza (Slika 18). Dominantne promene tkiva jetre kod pacova 

tretiranih doksorubicinom bile su inflamacija portnih prostora, masna promena i venski zastoj (Slika 

19).  

 

 Slika 18. Tkivo bubrega kod DOX pacova. a: dilatacija proksimalnih tubula bubrega sa 

gubitkom četkastog pokrova; HE, 20x uveličanje; b: hronično zapaljenje bubrežnog tkiva sa 

mononuklearnim infiltratom; HE, 20x uveličanje; c: proteinski depoziti u bubrežnim tubulima; HE, 

10x uveličanje; d: fibroza intersticijuma; Mason Trihrom, 10x uveličanje. 
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 Slika 19. Tkivo jetre kod DOX pacova. a: proliferacija mononuklearnih fagocita – 

Kupferove ćelije; HE, 40x uveličanje; b: venski zastoj; HE, 40x uveličanje; c: krupnokapljičasta i 

sitnokapljičasta masna promena; HE, 40x uveličanje 

 Kod DOX+P pacova, uočena su ograničena polja dilatiranih proksimalnih bubrežnih tubula 

(Slika 20), kao i masna promena i venski zastoj u tkivu jetre (Slika 21). 

 

  

 Slika 20. Dilatacija proksimalnih bubrežnih tubula kod DOX+P pacova. HE, 20x 

uveličanje. 

 

 Slika 21. Venski zastoj u tkivu jetre kod DOX+P pacova. HE, 40x uveličanje. 
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4.4.2. Histomorfometrija 

 Mikrofotografije poprečnog preseka srca prikazane su na Slici 22. DLV bio je statistički 

značajno veći kod DOX-HCM pacova, u odnosu na kontrolne pacove i pacove iz DOX-DCM grupe 

(Grafikon 3).  

 

 

 

 

 Slika 22. Poprečni presek tkiva srca. HE, mikrofotografije snimljene na 4x uveličanju i 

spojene u jednu sliku za svaki histološki presek. control: kontrolna grupa; DOX-HCM: pacovi 

tretirani doksorubicinom sa hipertrofičnom kardiomiopatijom; DOX-DCM: pacovi tretirani 

doksorubicinom sa dilatacionom kardiomiopatijom; DOX+P: pacovi tretirani doksorubicinom i 

paroksetinom. 

 

 

 Grafikon 3. Morfometrijski DLV kod DOX i DOX+P pacova. DLV: srednji dijametar zida 

leve komore srca; control: kontrolna grupa; DOX-HCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa 

hipertrofičnom kardiomiopatijom; DOX-DCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa dilatacionom 

kardiomiopatijom; DOX+P: pacovi tretirani doksorubicinom i paroksetinom. *p < 0,05 vs. control; # 

p < 0,05 vs. DOX-DCM (One-way ANOVA, praćena Tukey post hoc testom). 
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4.4.3. Imunohistohemijska bojenja 

 Imunohistohemijskim bojenjem srčanog tkiva na LCA i CD68 kod DOX pacova, registrovani 

su pojedinačni LCA+ leukociti i intersticijalni CD68+ makrofagi (Slika 23). Imunohistohemijska 

detekcija β1-AR i β2-AR u srčanom tkivu, pokazala je povećanu imunoreaktivnost kod DOX+P 

pacova (Slika 24). Kod DOX-HCM pacova, imunohistohemijsko bojenje isečaka srčanog tkiva, 

pokazalo je veće regione GRK2 i GRK3 imunopozitivnosti, u odnosu na kontrolnu i DOX+P grupu 

pacova (Slika 25). 

 

 

Slika 23. Reprezentativne fotomikrografije imunohistohemijskog bojenja CD68 (a) i 

LCA (b) u srčanom tkivu kod pacova tretiranog doksorubicinom. a: intersticijalni CD68+ 

makrofagi u srčanom tkivu; imunohistohemijsko bojenje, 40x uveličanje; b: retki LCA+ u srčanom 

tkivu; imunohistohemijsko bojenje, 40x uveličanje. 

 

 Slika 24. Reprezentativne fotomikrografije imunohistohemijskog bojenja β1-AR i β2-AR 
u srčanom tkivu. Uočava se povećana imunoreaktivnost kod DOX+P pacova; imunohistohemijsko 

bojenje, 40x uveličanje. β-AR: beta-adrenergički receptor; control: kontrolna grupa; DOX+P: pacovi 

tretirani doksorubicinom i paroksetinom. 
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  Slika 25. Reprezentativne fotomikrografije imunohistohemijskog bojenja GRK2 i 

GRK3 u srčanom tkivu. Uočava se povećana imunoreaktivnost kod DOX-HCM pacova, a smanjena 

kod DOX+P pacova; imunohistohemijsko bojenje, 40x uveličanje. GRK: kinaza G protein-

spregnutog receptora; control: kontrolna grupa; DOX-HCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa 

hipertrofičnom kardiomiopatijom; DOX-DCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa dilatacionom 

kardiomiopatijom; DOX+P: pacovi tretirani doksorubicinom i paroksetinom. 

 

4.5. Genska ekspresija β1-AR, β2-AR, GRK2, GRK3, ARRB1 i ARRB2 u srčanom tkivu 

 

 U DOX-DCM grupi pacova nije bilo statistički značajnih promena u srčanoj ekspresiji gena 

za β1-AR, β2-AR, GRK2, GRK3, ARRB1 i ARRB2 (Grafikon 4). Tendencija smanjenja ekspresije 

β1-AR, a povećanja β2-AR zabeležena kod svih pacova tretiranih doksorubicinom, nije statistički 

značajno promenila njihov odnos (p > 0,05; Kruskal-Wallis ANOVA praćena  Mann-Whitney U 

testom; nije prikazano na grafikonu). GRK2 i GRK3 bili su povećano eksprimirani samo kod DOX-

HCM pacova (Grafikon 4). Kod DOX+P pacova, genska ekspresija β1-AR i β2-AR bila je statistički 

značajno povećana, dok je ekspresija GRK2 i GRK3 bila statistički značajno smanjena (Grafikon 4). 

Uočena je pozitivna povezanost između ekspresije GRK2 i RWT kod DOX-HCM pacova 

(Grafikon 5). Kod DOX+P pacova postojala je snažna pozitivna povezanost između ekspresije  β1-

AR i ekspresije GRK2, kao i između ekspresije β2-AR i ekspresije GRK2 (Grafikon 6). 

 

 



 

41 
 

 

Grafikon 4. Relativna mRNK ekspresija β1-AR, β2-AR, GRK2, GRK3, ARRB1 i ARRB2 

u srčanom tkivu kod DOX i DOX+P pacova.  Uočava se statistički značajno povećanje ekpresije 

GRK2 i GRK3 kod DOX-HCM pacova, statistički značajno povećanje ekspresije β1-AR i β2-AR, a 

smanjenje ekspresije GRK2 i GRK3 kod DOX+P pacova (*p < 0,05; **p < 0,01 vs. control group; 

†p < 0,05; ††p < 0,01 vs. DOX-HCM; #p < 0,05; ##p < 0,01 vs. DOX-DCM (One-way ANOVA, 

praćena Tukey post hoc testom ili Kruskal-Wallis ANOVA praćena  Mann-Whitney U testom)). 

control: kontrolna grupa; DOX-HCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa hipertrofičnom 

kardiomiopatijom; DOX-DCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa dilatacionom kardiomiopatijom; 

DOX+P: pacovi tretirani doksorubicinom i paroksetinom; β-AR: beta-adrenergički receptor; GRK: 

kinaza G protein-spregnutog receptora; ARRB: beta arestin. 
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Grafikon 5. Povezanost između genske ekspresije GRK2 i RWT kod DOX-HCM pacova. 

RWT: relativna debljina zida leve komore; GRK: kinaza G protein-spregnutog receptora; DOX-

HCM: pacovi tretirani doksorubicinom sa hipertrofičnom kardiomiopatijom; rs: Spirmanov 

koeficijent korelacije. 

 

 

 

 

 

 Grafikon 6. Linearna povezanost između genske ekspresije β1-AR i GRK2 (levo) i β2-AR 

i GRK2 (desno) kod DOX+P pacova. β-AR: beta-adrenergički receptor; GRK: kinaza G protein-

spregnutog receptora; DOX+P: pacovi tretirani doksorubicinom i paroksetinom; r: Pirsonov 

koeficijent korelacije. 
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5. DISKUSIJA 

 

 Glavni nalaz ovog istraživanja je da paroksetin smanjuje kardiotoksične efekte doksorubicina 

i povećava preživljavanje eksperimentalnih životinja mehanizmom različitim od selektivne inhibicije 

preuzimanja serotonina, koja je u osnovi njegovog antidepresivnog dejstva. Ovo otvara mogućnost 

primene paroksetina kod onkoloških pacijenata, koji su na terapiji velikim dozama doksorubicina. 

DOX+P pacovi bili su značajno boljeg opšteg stanja i povećanog preživljavanja, zbog manje 

izraženih toksičnih oštećenja organa i očuvane morfologije i kontraktilne funkcije leve komore srca. 

RT-qPCR i imunohistohemijska analiza srčanog tkiva DOX+P pacova, pokazale su po prvi put 

nishodnu regulaciju i smanjenu sintezu kinaza β-AR (GRK2 i GRK3), a ushodnu regulaciju i 

povećanu sintezu β1-AR i β2-AR, ukazujući na moguće mehanizme u osnovi kardioprotektivnog 

efekta paroksetina. S druge strane, povećana genska i proteinska ekspresija GRK2 i GRK3 

detektovana je samo kod DOX-HCM pacova, sugerišući potencijalnu ulogu ovih kinaza u nastanku 

srčane hipertrofije. 

 U ovoj studiji, doksorubicin je primenjen kod mužjaka Wistar pacova intravenskim putem u 

pojedinačnoj, udarnoj dozi od 5mg/kg. Ovaj eksperimentalni model doksorubicinske kardiomiopatije 

preuzet je iz literature (Duncan i saradnici, 1998; Rasmussen i saradnici, 1989), a u našoj laboratoriji 

potvrđeno je da je odgovarajući, u smislu karakterističnih ehokardiografskih i histopatoloških 

promena srca (Cheah i saradnici, 2017), kao i po pitanju sličnosti sa doksorubicinskom 

kardiomiopatijom kod ljudi (Nebigil i D´esaubry, 2018). Doksorubicin nismo aplikovali 

intraperitonealnim putem, sa ciljem da izazovemo kardiotoksičnost, iako su mnogi autori to činili 

(Merlet i saradnici, 2013; Teraoka i saradnici, 2000). Razlog su ozbiljni neželjeni efekti 

intraperitonelne primene doksorubicina: masivna akumulacija tečnosti u trbušnoj duplji (ascites) i 

direktno oštećenje peritoneuma (Vasić i saradnici, 2019). Takođe, pojedinačna doza doksorubicina   

3 – 9 mg/kg primenjena intraarterijalnim putem pacovima sa adenokarcinomom pljuvačne žlezde 

ispoljavala je antitumorske efekte (Napoli i saradnici, 1992). U onkološkoj praksi, doksorubicin se 

najčešće primenjuje intravenski i pokazano je da je incidenca kardiotoksičnosti mala, za doze 

doksorubicina ispod 550 mg/m2 (Nebigil i D´esaubry, 2018). Iz ovih istraživanja možemo zaključiti 

da su kardiotoksične doze doksorubicina istovremeno klinički efikasne i ispoljavaju antitumorsko 

dejstvo, dok obrnuto ne važi.    

 Svi pacovi tretirani doksorubicinom pokazali su pogoršanje opšteg stanja, progresivno 

smanjenje telesne mase i malu stopu preživljavanja, što je u skladu sa nalazima različitih istraživanja 

(Vasić i saradnici, 2019; Cheah i saradnici, 2017; Kenk i saradnici, 2010). Izraženi znaci intoksikacije 

obuhvatali su oštećeni dlačni pokrivač, eksudat oko očiju, smanjenu spontanu motornu aktivnost, 

tigmotaksiju (provođenje vremena u ćoškovima kaveza) i kaheksiju. Nekoliko istraživanja pokazalo 

je pogoršanje lokomotorne aktivnosti i smanjenje istraživačkog ponašanja pacova već 72h nakon 

primene doksorubicina (Aziriova i saradnici, 2014; Merzoug i saradnici, 2011). Bihejvioralnim 

testovima pokazano je da su pacovi manje vremena provodili u centralnoj zoni otvorenog polja, na 

otvorenim kracima uzdignutog plus lavirinta, kao i u svetlom delu svetlo/tamne kutije, što ukazuje na 

povećanu anskioznost (Aziriova i saradnici, 2014). Opšte stanje DOX+P pacova bilo je dobro, bez 

simptoma i znakova intoksikacije opasne po život. Ovi pacovi su tokom perioda praćenja dobijali na 

telesnoj masi, a medijana preživljavanja bila je ista kao kod pacova iz kontrolne grupe. 

 Ehokardiografija, koja predstavlja zlatni standard za procenu srčane morfologije i funkcije u 

eksperimentalnoj i kliničkoj praksi (Oh, 2007), otkrila je u ovom istraživanju postojanje dve različite 

kliničke prezentacije doksorubicinske kardiomiopatije, sa gotovo jednakom učestalošću i 

preživljavanjem: DOX-HCM (n = 11) i DOX-DCM (n = 12). Ovaj nalaz je u skladu sa našim 

istraživanjem iz 2021. godine (Pajović i saradnici, 2021). Kod DOX-HCM pacova ehokardiografskim 

pregledom ustanovljeno je zadebljanje zida leve komore i pad EDVLV, dok je EFLV ostala očuvana. 

DOX-DCM pacovi imali su stanjen zid leve komore, značajno povećan EDVLV, a smanjenu EFLV – 
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promene koje ukazuju na sistolnu disfunkciju srca. U eksperimentalnim studijama doksorubicinske 

kardiomiopatije kod pacova, sa različitim putevima administracije i različitim režimima doziranja 

doksorubicina, ehokardiografski pregled rađen je uvek na anestetisanim pacovima i EFLV bila je 

značajno smanjena (Liu i saradnici, 2016; Merlet i saradnici, 2013) zbog sinergističkih negativno 

inotropnih efekata anestetika (Stein i saradnici, 2007) i doksorubicina. U ovoj studiji, pregledani su 

svesni pacovi, sedirani acepromazinom, što objašnjava manji, ali ipak statistički značajan pad EFLV 

kod DOX-DCM pacova. U kliničkoj praksi, ehokardiografsko praćenje EFLV jedan je od osnovnih 

pokazatelja srčane disfunkcije (Villani i saradnici, 2006). Međutim, EFLV je neosetljiv parametar u 

otkrivanju ranih znakova srčanog stresa i oštećenja miokarda (Kang i saradnici, 2017). Kang i 

saradnici pokazali su da je EFLV ostala u fiziološkom opsegu kod pacova tretiranih doksorubicinom, 

uprkos povećanim vrednostima serumskog troponina I i lezijama srčanog mišića potvrđenim 

histopatološkom analizom (Kang i saradnici, 2017). Različite studije pokazale su širok raspon 

variranja vrednosti EFLV (31 – 90%) u modelima doksorubicinske kardiomiopatije (Georgiadis i 

saradnici, 2020). Takođe, EFLV nije od značaja u postavljanju dijagnoze dijastolne disfunkcije srca 

(Migrino i saradnici, 2008), koja često prethodi sistolnoj disfunkciji (Merlet i saradnici, 2013). Većina 

studija doksorubicinske kardiomiopatije uzima u obzir samo dilatacioni fenotip – sistolnu disfunkciju 

srcasa značajnim smanjenjem EFLV, iako je kao ravnopravni klinički entitet opisana doksorubicinska 

kardiomiopatija sa očuvanom EFLV (Ho i saradnici, 2010; Lee i saradnici, 1987). S obzirom da 

očuvana EFLV ne isključuje disfunkciju srca i da su u ovom istraživanju podjednako loše 

preživljavanje imali pacovi sa smanjenom EFLV i pacovi sa očuvanom EFLV, odvojeno smo analizirali 

ova dva fenotipa doksorubicinske kardiomiopatije.  

 U ovom istraživanju, ehokardiografski nalaz DOX+P pacova nije pokazao odstupanja srčane 

morfologije i funkcije, u odnosu na kontrolnu grupu. Ehokardiografijom i magnetnom rezonancom 

pokazano je da paroksetin smanjuje neželjeno remodelovanje leve komore srca nakon infarkta 

miokarda (Lassen i saradnici, 2017). Srčano remodelovanje definisano je kao skup molekularnih, 

ćelijskih i intersticijalnih promena, koje menjaju veličinu, masu, geometrijski oblik srca i narušavaju 

mu funkciju, a nastaju kao rezultat bolesti ili oštećenja srčanog tkiva. Ovaj proces ima lošu prognozu 

jer dovodi do disfunkcije srca i malignih aritmija (Azevedo i saradnici, 2016). Najčešće korišćene 

metode za otkrivanje srčanog remodelovanja su ehokardiografija, ventrikulografija i nuklearna 

magnetna rezonanca (Anand i saradnici, 2002). U studiji Lassen i saradnika, tretman paroksetinom u 

dozi 20 mg/kg/dan p.o. tokom 4 nedelje smanjio je LVIDd, redukovao EDVLV i sprečio dilatacionu 

kardiomiopatiju kod pacova nakon infarkta miokarda, u poređenju sa kontrolnom grupom (Lassen i 

saradnici, 2017), u skladu sa našim ehokardiografskim nalazom. Tretman paroksetinom primenom 

potkožnih osmotskih pumpi u dozi 5 mg/kg/dan, u trajanju od 4 nedelje, smanjio je dimenzije leve 

komore nakon infarkta miokarda i kod miševa (Schumacher i saradnici, 2015). 

 Histološkom analizom srca kod DOX-HCM i DOX-DCM pacova ustanovljeni su 

karakteristični znaci kardiotoksičnosti izazvane doksorubicinom: vakuolizacija kardiomiocita, 

gubitak miofibrila, nekroza sa kontrakcijskim prugama, leukostaza, perivaskularna i intersticijalna 

fibroza, u skladu sa prethodnim istraživanjima (Octavia i saradnici, 2012; Takemura i Fujiwara, 2007; 

Bertinchant i saradnici, 2003). Pokazano je da su polja intersticijalne fibroze široko rasprostranjena, 

kao i vakuolizirani kardiomiociti (tzv. Adria ćelije), dok su područja akutnog oštećenja kardiomiocita 

ređa (Chatterjee i saradnici, 2010). Imunohistohemijskim bojenjem na CD68 i LCA, potvrdili smo  

pristustvo makrofaga i retkih limfocita u zapaljenskom infiltratu intersticijuma. Ovaj nalaz je u skladu 

sa nalazom Kobayashi i saradnika, koji su analizirali sastav zapaljenskog infiltrata u doksorubicinskoj 

kardiomiopatiji i došli do zaključka da su, u poređenju sa neutrofilima, T i B limfocitima, makrofazi 

dominantne zapaljenske ćelije (Kobayashi i saradnici, 2016). Smatra se da bi makrofazi u srčanom 

tkivu zbog produkcije interleukina 10 mogli da ispoljavaju kardioprotektivne efekte u patološkim 

stanjima poput doksorubicinske kardiomiopatije (Fujiu i saradnici, 2014). Patohistološke promene 

srčanog tkiva bile su izraženije u DOX-DCM grupi: nekroza srčanih ćelija, inflamacija i gubitak 

poprečne ispruganosti kardiomiocita. Kod DOX-HCM pacova dominirali su uvećanje kardiomiocita 

i grupisanje njihovih jedara (engl. car-box nuclei), ukazujući na hipertrofiju i povećanu simpatičku 
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stimulaciju (Pajović i saradnici, 2021). U ovom istraživanju dominantne patohistološke promene kod 

DOX+P pacova bile su hronične degenerativne promene srčanog tkiva. Picrosirius crvenim bojenjem 

kolagenih vlakana pokazan je manji stepen fibroze srčanog tkiva kod spontano hipertenzivnih pacova 

tretiranih paroksetinom (Sun i saradnici, 2021). 

 U ovom eksperimentalnom modelu doksorubicinske kardiomiopatije, bubrezi i jetra bili su 

umereno oštećeni doksorubicinom, očekivano prema podacima iz literature (Lee i Harris, 2011; Injac 

i Strukelj, 2008). Međutim, funkcija ovih organa ostala je očuvana, na šta ukazuju fiziološke vrednosti 

bilirubina, kreatinina, alanin aminotransferaze i aspartat aminotransferaze u našem prethodnom 

istraživanju (Pajović i saradnici, 2021). Ovo se može smatrati prednošću modela jer nespecifična 

hepatorenalna kardiotoksičnost nije „ometala“ specifične, kardiotoksične efekte doksorubicina. Iako 

se ne zna tačan mehanizam doksorubicinskog oštećenja bubrega, smatra se da glavnu ulogu imaju 

oksidativni stres i lipidna peroksidacija. To dovodi do dilatacije proksimalnih bubrežnih tubula sa 

proteinskim depozitima i periglomerularne fibroze (Giri i saradnici, 2004). Oksidativni stres je glavni 

medijator i hepatotoksičnosti izazvane doksorubicinom (Yagmurca i saradnici, 2007). U jetri se 

doksorubicin metaboliše do doksorubicinola i drugih citotoksičnih metabolita (Ballet i saradnici 

1987). U našem istraživanju, dominantne promene tkiva jetre kod pacova tretiranih doksorubicinom 

bile su inflamacija portnih prostora, masna promena i venski zastoj. Kod DOX+P pacova, uočena su 

ograničena polja dilatiranih proksimalnih bubrežnih tubula, kao i masna promena i venski zastoj u 

tkivu jetre, u skladu sa patohistološkim nalazom kod miševa tretiranih paroksetinom (Dethloff i 

saradnici, 2020). U eksperimentalnom istraživanju na pacovima tretiranim paroksetinom u dozi od 

7,5 mg/kg obdukcioni nalaz pokazao je diskoloracije bubrega i jetre, kao i naglašene konture režnjeva 

jetre (Konkle i Bielajew, 1999). 

 U ovom eksperimentalnom modelu doksorubicinske kardiomiopatije kod pacova, genska 

ekspresija β1-AR i β2-AR kod DOX-HCM i DOX-DCM pacova nije bila promenjena, potvrđujući 

nalaz o neizmenjenoj gustini β-AR iz istraživanja Robison i Girija (Robison i Giri, 1986). Model 

Robison i Girija podrazumevao je subkutanu primenu 2 mg/kg doksorubicina nedeljno, tokom 13 

nedelja. Iako se u njemu gustina β-AR nije promenila, pokazan je smanjen afinitet β-AR za 

kateholamine, što dovodi do smanjene kontraktilne funkcije srca (Robison i Giri, 1986). Od ovog 

istraživanja, publikovano je nekoliko oprečnih rezultata ekspresije β1-AR i β2-AR u doksorubicinskoj 

kardiomiopatiji, što se makar delom može objasniti razlikama u korišćenim eksperimentalnim 

životinjama, dozi doksorubicina, doznom režimu i načinu aplikacije. Studija na Sprague-Dawley 

pacovima tretiranim sa 6 intraperitonealnih injekcija u dozi 2,5 mg/kg doksorubicina, pokazala je 

povećanu proteinsku ekspresiju β2-AR 35. dana nakon prve doksorubicinske injekcije, dok je 

proteinska ekspresija β1-AR bila smanjena i 35. i 70. dana nakon prve doksorubicinske injekcije. 

Međutim, funkcija β1-AR u ranoj fazi dokorubicinske kardiomiopatije ostala je očuvana, što se može 

objasniti nepromenjenom ekspresijom Gsα i povećanom ekspresijom adenilat-ciklaze (Merlet i 

saradnici, 2013). U našem ranijem istraživanju na intraperitonealnom modelu doksorubicinske 

kardiomiopatije kod pacova Wistar soja, izmerili smo povećanje genske ekspresije β1-AR i 

nepromenjenu ekspresiju β2-AR 35. dana nakon aplikacije doksorubicina, ali nismo merili ekspresiju 

na nivou proteina (Vasić i saradnici, 2019). 

 Kod DOX-DCM pacova nismo uočili promene u genskoj ekspresiji molekula uključenih u 

proces nishodne regulacije β-AR: GRK2, GRK3, ARRB1 i ARRB2. Zanimljivo je da je genska 

ekspresija i imunoreaktivnost GRK2 i GRK3 u srčanom tkivu bila povećana samo kod DOX-HCM 

pacova. S obzirom da ovi pacovi nisu razvili srčanu dekompenzaciju (očuvana EFLV), možemo 

pretpostaviti da ovaj porast GRK2 genske ekspresije i sinteze nije povezan sa maladaptivnom 

nishodnom regulacijom β-AR. S druge strane, važno otkriće Schlegel i saradnika ukazuje na 

nekanonsku ulogu GRK2 u nastanku srčane hipertrofije kod miševa sa transverzalnom konstrikcijom 

aorte. Naime, miševi sa delecijom gena za GRK2 (GRK2 nokaut miševi) imali su očuvanu geometriju 

srčanih komora 6 nedelja nakon konstrikcije aorte, u poređenju sa miševima divljeg soja (Schlegel i 

saradnici, 2017). U ovom istraživanju pokazano je da GRK2- PI3Kγ posreduje u fosforilaciji protein 
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kinaze B (Akt) i naknadnoj inaktivaciji glikogen sintaze kinaze-3β (engl. glycogen synthase kinase-3 

– GSK3), što potencira aktivnost ključnog hipertrofičnog faktora- nuklearni faktor aktiviranih T ćelija 

(engl. nuclear factor of activated T-cells – NFAT) (Schlegel i saradnici, 2017). Dodatno, važno 

otkriće je da PI3Kγ i Akt mogu biti aktivirani nezavisno od ARRB (Mehta i Griendling, 2007). Zbog 

rezultata ovih studija, čini se logičnim predložiti da u našim eksperimentima povećana ekspresija 

gena i povećana sinteza GRK2 doprinose hipertrofiji srca preko sličnih unutarćelijskih signalnih 

puteva. Ovome u prilog ide i postojanje snažne pozitivne korelacije između ekspresije GRK2 i RWT 

kod DOX-HCM pacova, uočene u ovom istraživanju. Pošto hipertrofija srca obično prethodi srčanoj 

insuficijenciji, rana inhibicija relevantnih signalnih molekula mogla bi da spreči napredovanje bolesti. 

Sa tim u vezi, GRK2 se nameće kao nova obećavajuća meta u terapiji srčane hipertrofije (Schlegel i 

saradnici, 2017). Tačne uloge GRK3 u srcu i dalje su nejasne (Vinge i saradnici, 2008). Izgleda da 

GRK3, u odnosu na GRK2, ima veći afinitet za endotelinske receptore i alfa-adrenergički receptor 1 

(α1-AR), što ovu kinazu čini primarnim regulatorom signalnih puteva rasta i preživljavanja 

kardiomiocita (Eckhart i saradnici, 2000). Takođe, pokazano je da povećana ekspresija GRK3 u 

srčanom tkivu nije menjala normalnu biohemijsku β-AR signalizuju, a in vivo hemodinamska 

funkcija, kao odgovor na agoniste β-AR, nije se razlikovala u odnosu  na kontrolne netransgene 

životinje (Iaccarino i saradnici, 1998). Povećana ekspresija GRK3 kod DOX-HCM pacova u ovom 

istraživanju, mogla bi da ukaže na potencijalnu ulogu GRK3 u signalnim putevima rasta 

kardiomiocita, nezavisnim od β-AR. 

 Novo otkriće ove studije je da paroksetin povećava gensku ekspresiju i sintezu β1-AR i β2-AR 

u srčanom tkivu pacova tretiranih doksorubicinom, što nije pokazano kod pacova tretiranih samo 

paroksetinom. Ovaj efekat bi mogao biti posledica simpatolitičkog efekta paroksetina u 

patofiziološkim uslovima poput doksorubicinske kardiomiopatije, koje karakteriše povećana 

aktivnost simpatikusa (van Melle i saradnici, 2004; McFarlane i saradnici, 2001). U ovim 

okolnostima, povećana ekspresija i sinteza β1-AR i β2-AR pod uticajem paroksetina, mogle bi 

predstavljati zaštitni mehanizam protiv maladaptivne desenzitizacije β1-AR i osnov očuvanja 

kontraktilne rezerve leve komore srca. Pokazano je da paroksetin u dozi 5mg/kg/dan p.o. smanjuje 

cirkulišuće nivoe kateholamina, renina i aldosterona kod spontano hipertenzivnih pacova, kao i da 

povećava odgovor β-AR na kateholamine (Sun i saradnici, 2021). Neuroendokrina modulacija postala 

je osnov farmakološke terapije hroničnih kardiovaskularnih oboljenja jer dovodi do značajnog 

smanjenja morbiditeta i mortaliteta (Bucciarelli i saradnici, 2020). Zbog toga je efekat paroksetina u 

zaštiti organa, smanjenjem nivoa cirkulišućih kateholamina kod pacijenata sa hipertenzijom, 

neuroendokrina modulacija bolesti i mnogo više  od proste kontrole krvnog pritiska (Sun i saradnici, 

2021). Tretman paroksetinom, ali ne i srodnim lekom fluoksetinom, preko osmotskih potkožnih 

pumpi, u dozi od  5mg/kg, tokom 4 nedelje, smanjio je nivo kateholamina u plazmi kod miševa, nakon 

infarkta miokarda. Štaviše, kateholamini u plazmi ostali su male koncentracije 2 nedelje nakon 

prestanka tretmana paroksetinom, a inotropna rezerva posredovana β-AR ostala je očuvana 

(Schumacher i saradnici, 2015). 

 Još jedno važno otkriće u ovom istraživanju je da paroksetin smanjuje gensku ekspresiju i 

sintezu GRK2 i GRK3 kod pacova tretiranih doksorubicinom. Ova nishodna regulacija kinaza β-AR 

mogla bi imati povoljne efekte na doksorubicinsku kardiomiopatiju iz najmanje dva razloga: 

sprečavanjem maladaptivne desenzitizacije β-AR i posledičnim očuvanjem srčane inotropne rezerve 

(Thal i saradnici, 2012) i sprečavanjem porasta NFAT-a i nastanka hipertrofije srca (Schlegel i 

saradnici, 2017). Pored toga, pokazano je da paroksetin smanjuje ekspresiju gena za srčani marker 

hipertrofije – miozinski teški lanac 7 (engl. myosin heavy chain 7 – MYH7) i gena za markere fibroze 

poput faktora rasta vezivnog tkiva (engl. connective tissue growth factor – CTGF) i kolagena I (Sun 

i saradnici, 2021). Svi ovi efekti paroksetina verovatno deluju zajedno kako bi smanjili patološko 

preoblikovanje srca pod uticajem doksorubicina. Desenzitizacija β-AR odavno je prepoznata kao 

faktor koji doprinosi progresiji različitih patoloških stanja (Sato i saradnici, 2015). U srčanoj 

insuficijenciji, smanjenje kontraktilne snage srca, dovodi do kompenzatornog povećanja nivoa 

kateholamina, što dalje uslovljava desezitizaciju β-AR i gubitak inotropne rezerve srca (Eschenhagen, 
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2008). Proces funkcionalnog odvajanja β-AR od G proteina poklapa se sa porastom GRK2 na 

genskom i proteinskom nivou (Ungerer i saradnici, 1983). Pokazano je da paroksetin, kao direktni 

GRK2 inhibitor, blokira fosforilaciju β-AR, regrutovanje ARRB i posledičnu internalizaciju 

receptora, što ima povoljne efekte na očuvanje kontraktilne snage srca (Guo i saradnici, 2017). 

Izolovani kardiomiociti imali su povećanu amplitudu kontrakcije i izoproterenolom-indukovano 

skraćenje u prisustvu paroksetina, a tretman paroksetinom pre davanja izoproterenola, značajno je 

povećao inotropnu rezervu leve komore srca miševa in vivo (Thal i saradnici, 2012). S obzirom da 

paroksetin utiče na desenzitizaciju β-AR, moglo bi se pretpostaviti da postoji interakcija između 

paroksetina i antagonista β-AR, koji imaju vodeći značaj u terapiji doksorubicinske kardiomiopatije 

(Octavia i saradnici, 2012). Studije su pokazale da, među pacijentima sa srčanom insuficijencijom i 

hipertenzijom, postoje oni koji reaguju na terapiju antagonistima β-AR i oni koji ne reaguju na istu 

terapiju (Márquez i saradnici, 2007; Feely i saradnici, 1981). Potvrđeno je da polimorfizam gena za 

β1-AR utiče na signalizaciju GPCR, koju pokreću agonisti (Mason i saradnici, 1999). Kako GRK2 

olakšava internalizaciju β-AR okupiranih kateholaminima, može dovesti do slabijeg odgovora 

kardiomiocita na antagoniste β-AR, kao što je metoprolol. Paroksetin kao GRK2 inhibitor, 

smanjenjem internalizacije β-AR, stabilizuje i poboljšava njihovu aktivnost i time terapijski efekat 

antagonista β-AR kod osoba sa smanjenom osetljivošću na ovu terapiju (Sun i saradnici, 2021).  

 Naši rezultati pokazuju da kod DOX+P pacova postoji značajna povezanost između genske 

ekspresije β1-AR i GRK2, kao i između β2-AR i GRK2, u skladu sa rezultatom iz studije Monto i 

saradnika (Montó i saradnici, 2015). Na osnovu ovoga, moglo bi se tumačiti da je GRK2 izoforma 

uglavnom odgovorna za fosforilaciju i posledičnu desenzitizaciju β-AR. Činjenica da genska 

ekspresija GRK3 nije korelisala sa ekspresijom ni β1-AR ni β2-AR, može se tumačiti kao nedostatak 

zajedničkog regulatornog mehanizma. Pokazano je da je GRK2 od primarnog značaja za regulaciju 

srčane kontraktilnosti i frekvencije posredstvom β-AR, dok je uloga GRK3 predominantno u 

regulaciji rasta i hipertrofije srčanih ćelija, preko pomenute selektivne kontrole endotelinskih i α1-AR 

(Eckhart i saradnici, 2000). 

 Glavni mehanizam doksorubicinske kardiotoksičnosti predstavlja povećan oksidativni stres, 

koji dovodi do oštećenja DNK i mitohondrija, lipidne peroksidacije i apoptoze srčanih ćelija (Minotti 

i saradnici, 2004). Iako u ovom istraživanju nismo merili stvaranje slobodnih radikala, važno je dotaći 

se ovog pitanja, posebno jer je utvrđeno da paroksetin smanjuje produkciju reaktivnih kiseoničnih 

vrsta (Lassen i saradnici, 2017; Gerö i saradnici, 2013). Gero i saradnici su na modelu dijabetične 

endotelne disfunkcije, utvrdili da paroksetin smanjuje formiranje superoksidnih radikala u 

mitohondrijama, bez uticaja na transport elektrona i sadržaj ATP-a u ćeliji, i time ublažava oštećenje 

endotelnih ćelija izazvano hiperglikemijom (Gerö i saradnici, 2013). Paroksetin je smanjio stvaranje 

reaktivnih kiseoničnih radikala u srčanom tkivu pacova, 7 dana nakon infarkta miokarda (Lassen i 

saradnici, 2017). Pokazano je da nastanak slobodnih radikala utiče na remodelovanje leve komore 

srca (Heusch i saradnici, 2014; Suematsu i saradnici, 2003) i da terapija „čistačima“ hidroksil radikala 

smanjuje aktivnost MMP-2, razgradnju vanćelijskog matriksa i remodelovanje srčanog tkiva u 

mišjem modelu infarkta miokarda (Kinugawa i saradnici, 2000). Studija slučajeva i kontrola kod 

ljudi, pokazala je značajno smanjen rizik od infarkta miokarda kod pacijenata na terapiji 

paroksetinom, u odnosu na pacijente bez antidepresivne terapije i one na terapiji drugim 

antidepresivima (Sauer i saradnici, 2003). Sve ovo ukazuje na povoljne efekte paroksetina na 

stvaranje slobodnih radikala i naknadno remodelovanje srca, međutim, tačan mehanizam 

antioksidativnog dejstva paroksetina i dalje je nerazjašnjen (Lassen i saradnici, 2017).  

 Mogli bismo da spekulišemo da je smanjenje produkcije slobodnih radikala povezano sa 

nishodnom regulacijom GRK2 kod DOX+P pacova u ovom istraživanju. Najmanje tri studije 

sugerišu da GRK2 pokreće stvaranje slobodnih radikala u mitohondrijama kardiomiocita. Dve studije 

na mišjem modelu ishemijsko/reperfuzijskog (I/R) oštečenja srca naglašavaju ulogu GRK2 u 

pokretanju signalnih puteva ćelijske smrti i nazivaju je „kinazom smrti“ (engl. pro-death kinase) 

(Chen i saradnici, 2013; Fan i saradnici, 2013). Fosforilacija GRK2 od strane ERK translocira GRK2 
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u mitohondrije i rezultuje povećanim vezivanjem GRK2 za HSP-90 (engl. heat shock protein 90), što 

dovodi do aktivacije proapoptotske signalne kaskade. Povećan nivo mitohondrijalne GRK2 dovodi 

do povećane Ca2+-indukovane permeabilnosti mitohondrijalnih pora i posledičnog ćelijskog 

oštećenja (Chen i saradnici, 2013). Pokazano je da je kod GRK2 nokaut miševa nakon I/R oštećenja 

srca, smanjen nivo citosolnog antiapoptotskog proteina – citohroma C. Takođe, nishodna regulacija 

GRK2 imala je povoljne antiapoptotske efekte usled povećanja nivoa antiapoptotskih proteina poput 

Bcl-2 i Bcl-xl u srčanom tkivu (Fan i saradnici, 2013). Treća studija pokazala je da povećana 

ekspresija GRK2 indukuje stvaranje mitohondrijalnih slobodnih radikala regulacijom nikotinamid 

adenin dinukleotid fosfat oksidaze-4 (engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase-4 

– NOX-4), što dovodi do smrti kardiomiocita (Theccanat i saradnici, 2016). Zbog svega navedenog, 

možemo pretpostaviti da je, u ovim eksperimentima, smanjena ekspresija GRK2 pod uticajem 

paroksetina smanjila GRK2-indukovano formiranje mitohondrijalnih slobodnih radikala, što je moglo 

doprineti smanjenju doksorubicinskog oštećenja srca kod DOX+P pacova.  

 Ovo istraživanje ima važnu translacionu vrednost. Kardioprotektivni efekat paroksetina može 

se lako evaluirati kod onkoloških pacijenata izloženih velikim, kardiotoksičnim dozama 

doksorubicina. Depresija je čest komorbiditet kod obolelih od tumora, sa prevalencom većom od 10% 

(Smith, 2015) i čest komorbiditet kod obolelih od srčane insuficijencije (Gottlieb i saradnici, 2007). 

Ona dovodi do lošijeg kvaliteta života i kompromituje ishod osnovne bolesti (Colleoni i saradnici, 

2000). Paroksetin je efikasan lek u terapiji depresije i lek koji se dobro podnosi (Bourin i Guillon, 

2001). Rezultati ove studije po prvi put pokazuju da primena paroksetina povećava preživljavanje, 

smanjuje toksičnost organa i čuva morfologiju i funkciju leve komore srca kod pacova tretiranih 

doksorubicinom. Nalaz je najverovatnije povezan sa smanjenjem ekspresije i sinteze molekula 

uključenih u proces nishodne regulacije β-AR, a povećanjem ekspresije i sinteze β-AR, što zajedno 

poboljšava inotropnu rezervu srca. Ovaj rad prepoznaje novo farmakološko dejstvo paroksetina – 

kardioprotekciju kod doksorubicinske kardiomiopatije i sugeriše potencijalnu prenamenu ovog leka 

za prevenciju/terapiju doksorubicinske kardiomiopatije kod onkoloških pacijenata. 
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6. ZAKLJUČCI 

  

1. Doksorubicin aplikovan mužjacima pacova Wistar soja, u pojedinačnoj, udarnoj dozi od 

5mg/kg intravenskim putem, dovodi do ehokardiografskih i patohistoloških promena srca 

pacova, koje su ekvivalentne promenama karakterističnim za doksorubicinsku 

kardiomiopatiju kod ljudi. Zbog toga je ovaj eksperimentalni model pouzdan za proučavanje 

kardiotoksičnosti doksorubicina kod ljudi. 

 

2. Ehokardiografskom i histomorfometrijskom analizom utvrđeno je postojanje dve različite 

kliničke prezentacije doksorubicinske kardiomiopatije, sa gotovo jednakom učestalošću i 

preživljavanjem: DOX-HCM (n = 11) i DOX-DCM (n = 12). Kod DOX-HCM pacova 

ustanovljeno je zadebljanje zida leve komore i pad EDVLV, dok je EFLV ostala očuvana. DOX-

DCM pacovi imali su smanjen dijametar zida leve komore, značajno povećan EDVLV, a 

smanjenu EFLV – morfološke i funkcionalne promene koje ukazuju na sistolnu disfunkciju 

srca. 

 

3. U ovom eksperimentalnom modelu doksorubicinske kardiomiopatije kod pacova, genska 

ekspresija β1-AR i β2-AR kod DOX-HCM i DOX-DCM pacova nije bila promenjena. Kod 

DOX-DCM pacova nismo uočili promene u genskoj ekspresiji molekula uključenih u proces 

nishodne regulacije β-AR: GRK2, GRK3, ARRB1 i ARRB2. Genska ekspresija i 

imunoreaktivnost GRK2 i GRK3 u srčanom tkivu bila je povećana samo kod DOX-HCM 

pacova. S obzirom da ovi pacovi nisu razvili srčanu dekompenzaciju (očuvana EFLV), 

možemo pretpostaviti da ovaj porast GRK2 nije povezan sa maladaptivnom nishodnom 

regulacijom β-AR. Pozitivna korelacija između genske ekspresije GRK2 i RWT kod DOX-

HCM pacova, sugeriše da GRK2 doprinosi nastanku hipertrofije srca kod ovih pacova. 

 

4. Pacovi kod kojih je istovremeno primenjen doksorubicin i GRK2 inhibitor (paroksetin) bili 

su dobrog opšteg stanja; tokom perioda praćenja dobijali su na telesnoj masi, a medijana 

preživljavanja bila je ista kao kod pacova iz kontrolne grupe. Ehokardiografski nalaz pokazao 

je očuvanu morfologiju i funkciju leve komore srca. Genska ekspresija i sinteza GRK2 i 

GRK3 bila je smanjena, a genska ekspresija i sinteza β1-AR i β2-AR povećana, što može 

predstavljati osnov kardioprotektivnog efekta GRK2 inhibicije i očuvanja inotropne rezerve 

srca. 
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