NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana 11.03.2022.
godine, broj 11/IV-3/3-MK, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije
pod naslovom:

,Genska ekspresija p-adrenergickih receptora i klju¢nih molekula uklju¢enih u
proces njihove nishodne regulacije u kardiomiopatiji izazvanoj doksorubicinom*

kandidata dr Marije Kosi¢, zaposlene na Institutu za farmakologiju, klini¢ku farmakologiju i
toksikologiju, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Mentor je prof. dr Zorica
Nesié¢, a komentor prof. dr Nina Japundzi¢ Zigon.

Komisija za ocenu zavrsene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Doc. dr Marko Stojanovi¢, Institut za farmakologiju, klinicku farmakologiju i
toksikologiju, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

2. Prof. dr Sanja Milutinovi¢-Smiljani¢, vanredni profesor, Opsta 1 oralna histologija i
embriologija, Stomatoloski fakultet Univerziteta u Beogradu

3. Prof. dr Dragana Baji¢, Katedra za telekomunikacije i obradu signala, Fakultet
tehnic¢kih nauka Univerziteta u Novom Sadu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ
A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija dr Marije Kosi¢ napisana je na ukupno 79 strana i podeljena je na
slede¢a poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci i
literatura. U disertaciji se nalaze ukupno 2 tabele, 6 grafikona i 25 slika. Doktorska disertacija
sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji i 3
priloga (Izjava o autorstvu, Izjava o istovetnosti Stampane 1 elektronske verzije rada i Izjava o

koris¢enju).

U uvodu je opisana hemijska struktura, farmakokinetika, mehanizam antitumorskog dejstva i

toksicnost doksorubicina. Definisano je njegovo nezeljeno dejstvo — doksorubicinska



kardiomiopatija 1 navedena njena epidemiologija i1 klasifikacija; opisani su molekularni
mehanizami nastanka, dijagnoza, prevencija i terapija doksorubicinske kardiomiopatije.
Obradena je i tema beta adrenergi¢kih receptora (B-AR) i njihovih signalnih puteva u
zdravom srcu i srcanoj dekompenzaciji, sa detaljnim prikazom uloge kinaza G protein-
spregnutih receptora (GRK) i arestina u desenzitizaciji, prometu 1 signalnim putevima ovih
receptora. Takode, navedena su dosadasnja saznanja o ulogama GRK2 u srcanoj
insuficijenciji razliite etiologije, sa posebnim osvrtom na inhibiciju GRK2 kao nove

terapijske mogucnosti u leCenju sr¢ane dekompenzacije.

Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se od razvoja eksperimentalnog modela
doksorubicinske kardiomiopatije kod muzjaka Wistar pacova, utvrdivanja funkcionalnih i
morfoloskih promena na srcu pacova sa doksorubicinskom kardiomiopatijom i definisanja
klini¢ke prezentacije. Osim toga, cilj je bio kvantifikovati ekspresiju fi-AR i B»-AR, kao i
kljucnih molekula ukljucenih u procese desezitizacije i nishodne regulacije ovih receptora i
ispitati efekte inhibicije GRK2 paroksetinom na prezivljavanje eksperimentalnih Zivotinja i

remodelovanje srcane funkcije u kardiomiopatiji izazvanoj doksorubicinom.

U poglavlju materijal i metode je navedeno da se radi o eksperimentalnoj studiji koja je
sprovedena na Institutu za farmakologiju, klinicku farmakologiju i toksikologiju Univerziteta
u Beogradu. KoriS¢ene metode u ovom istrazivanju su jasno opisane. Eksperimentalni
protokol je dobio dozvolu (br. 323-07-04083/2016-05/1) Etickog komiteta za Zivotinje
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Podrazumevao je razvoj doksorubicinskog
modela kardiotoksi¢nosti, odredivanje selektivne doze paroksetina za inhibiciju GRK2,
procenu prezivljavanja i opste toksi¢nosti eksperimentalnih zivotinja, kao i ehokardiografsku
procenu sréane morfologije i funkcije. Detaljno su opisane ehokardiografija, patohistoloska
analiza, histomorfometrija 1 imunohistohemija, ali 1 tehnike molekularne biologije neophodne
za merenje ekspresije gena za B-AR 1 kljuéne molekule ukljucene u procese desezitizacije i
nishodne regulacije ovih receptora u kontrolnoj grupi, kod pacova tretiranih doksorubicinom i
kod pacova tretiranih doksorubicinom i paroksetinom. U ovom poglavlju je navedena i lista

koris¢enih supstanci 1 statisticka analiza dobijenih podataka.
U poglavlju rezultati detaljno su opisani 1 jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa uporednim

pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.



Zakljuéci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.

Kori$¢ena literatura sadrzi spisak od 243 reference.
B) Provera originalnosti doktorske disertacije

Vrednost Similarity indexa dobijena proverom originalnosti doktorske disertacije ,,Genska
ekspresija B-adrenergickih receptora i kljuénih molekula ukljuc¢enih u proces njihove nishodne
regulacije u kardiomiopatiji izazvanoj doksorubicinom® autora Marije Kosi¢, odnosno
utvrden procenat podudarnosti, koriS¢enjem programa iThenticate iznosi 17%. Ovaj stepen
podudarnosti posledica je tzv. opStih mesta i podataka, kao i prethodno publikovanih rezultata
doktorandovih istrazivanja, koji su proistekli iz njegove disertacije, §to je u skladu clanom sa
¢lanom 9. Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na
Univerzitetu u Beogradu (,,Glasnik Univerziteta u Beogradu®, broj 204/18). Takode, ovaj
stepen podudarnosti posledica je slicne metodologije doktorskih disertacija proisteklih iz iste
laboratorije (isti ultrazvuéni aparat, mereni ultrazvucni parametri, formule za raCunanje
funkcionalnih ultrazvuénih parametara, isti RT-qPCR aparat i koriS¢ene iste hemijske
supstance 1 prajmeri), kao 1 rezultat slicnih protokola za razvoj eksperimentalnog modela

doksorubicinske kardiomiopatije ranijih istrazivanja.
C) Kratak opis postignutih rezultata

Glavni nalaz ovog istrazivanja je da GRK2 inhibicija paroksetinom efikasno prevenira
kardiotoksi¢no remodelovanje uzrokovano doksorubicinom 1 povecava prezivljavanje
eksperimentalnih zivotinja. Kod pacova tretiranih doksorubicinom, simptomi i1 znaci
intoksikacije bili su ocigledni, a telesna masa se progresivno smanjivala tokom vremena.
Medijana prezivljavanja bila je 55 dana 1 nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu
razli¢itih klini¢kih prezentacija doksorubicinske kardiomiopatije. Makroskopskim pregledom
organa primecena su najizrazitija toksi¢na oSte¢enja na srcu, bubrezima i jetri. OpSte stanje
pacova tretiranih doksorubicinom i paroksetinom bilo je znacajno bolje, bez simptoma i
znakova intoksikacije opasne po zivot. Pacovi su tokom perioda prac¢enja dobijali na telesnoj
masi, medijana prezivljavanja bila je ista kao kod pacova iz kontrolne grupe a makroskopski

obdukcioni nalaz pokazao je diskretne promene na organima.

Ehokardiografijom je utvrdeno postojanje dve klinicke prezentacije sr¢ane dekompenzacije
izazvane doksorubicinom: hipertroficna (DOX-HCM) sa smanjenim volumenom krvi leve

komore na kraju dijastole i o¢uvanom ejekcionom frakcijom leve komore srca 1 dilataciona



(DOX-DCM), sa povecanim volumenom krvi leve komore na kraju dijastole, a smanjenom
ejekcionom frakcijom leve komore srca. Pacovi tretirani doksorubicinom i paroksetinom

pokazali su normalan ehokardiografski nalaz, kao pacovi iz kontrolne grupe.

Kod oba fenotipa doksorubicinske kardiomiopatije, uocene su patohistoloske promene
sr¢anog tkiva tipi¢ne za doksorubicinsku kardiotoksi¢nost: gubitak miofibrila, vakuolizacija
sr¢anih c¢elija, infiltracija intersticijuma zapaljenskim c¢elijama, leukostaza i nekroza sa
kontrakcijskim prugama. Pacovi u DOX-DCM grupi imali su izrazenije patohistoloske
promene: nekrozu, apoptozu, inflamaciju i gubitak miofibrila, dok je kod pacova u DOX-
HCM grupi dominantna promena bila uvecanje src¢anih ¢elija i grupisanje jedara. Kod pacova
tretiranih  doksorubicinom 1 paroksetinom dominantne promene bile su hroni¢ne
degenerativne promene sréanog tkiva. Histomorfometrijski srednji dijametar leve komore srca
bio je statisticki znacajno ve¢i kod DOX-HCM pacova, u odnosu na kontrolne pacove i

pacove iz DOX-DCM grupe.

Imunohistohemijskim bojenjem sr¢anog tkiva na LCA i CD68 kod pacova tretiranih
doksorubicinom, registrovani su pojedinacni LCA+ leukociti 1 intersticijalni CD68+
makrofagi. Imunohistohemijska detekcija B;-AR 1 B,-AR u sr¢anom tkivu, pokazala je
povecanu imunoreaktivnost kod pacova tretiranih doksorubicinom i paroksetinom. Kod DOX-
HCM pacova, imunohistohemijsko bojenje isecaka sréanog tkiva, pokazalo je veée regione
GRK2 1 GRK3 imunopozitivnosti, u odnosu na kontrolnu i grupu pacova tretiranih

doksorubicinom i paroksetinom.

U DOX-DCM grupi pacova nije bilo statisticki znacajnih promena u sréanoj ekspresiji gena
za B-AR 1 kljuéne molekule uklju¢ene u procese desezitizacije i nishodne regulacije ovih
receptora. GRK2 i GRK3 bili su povecano eksprimirani samo kod DOX-HCM pacova. Kod
pacova tretiranih doksorubicinom 1 paroksetinom, genska ekspresija B;-AR 1 ,-AR bila je
statisticki znacajno povecana, dok je ekspresija GRK2 i GRK3 bila statisticki znacajno
smanjena. Uocena je pozitivna povezanost izmedu ekspresije GRK2 i RWT kod DOX-HCM
pacova, dok je kod pacova tretiranih doksorubicinom 1 paroksetinom postojala pozitivna
povezanost izmedu ekspresije B;-AR 1 ekspresije GRK2, kao i izmedu ekspresije B,-AR i
ekspresije GRK2.



D) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

U ovoj studiji, doksorubicin je primenjen kod muzjaka Wistar pacova intravenskim putem u
pojedinac¢noj, udarnoj dozi od S5mg/kg. Ovaj eksperimentalni model doksorubicinske
kardiomiopatije preuzet je iz literature (Duncan i saradnici, 1998; Rasmussen i saradnici,
1989), 1 potvrdeno je da je odgovarajuci, u smislu karakteristicnih ehokardiografskih i
histopatoloskih promena srca (Cheah i saradnici, 2017), kao i po pitanju slicnosti sa
doksorubicinskom kardiomiopatijom kod ljudi (Nebigil i D esaubry, 2018). Doksorubicin nije
aplikovan intraperitonealnim putem, sa ciljem da izazove kardiotoksi¢nost, iako su mnogi
autori to ¢inili (Merlet i1 saradnici, 2013; Teraoka i saradnici, 2000). Razlog su ozbiljni
nezeljeni efekti intraperitonelne primene doksorubicina: masivna akumulacija tenosti u
trbusnoj duplji (ascites) 1 direktno oSte¢enje peritoneuma (Vasi¢ i saradnici, 2019). Svi pacovi
tretirani doksorubicinom pokazali su pogorSanje opsteg stanja, progresivno smanjenje telesne
mase 1 malu stopu prezivljavanja, §to je u skladu sa nalazima razli¢itih istrazivanja (Vasi¢ i
saradnici, 2019; Cheah 1 saradnici, 2017; Kenk 1 saradnici, 2010). Opste stanje pacova
tretiranih doksorubicinom 1 paroksetinom bilo je dobro, bez simptoma 1 znakova intoksikacije

opasne po Zivot.

Ehokardiografija, koja predstavlja zlatni standard za procenu sréane morfologije i funkcije u
eksperimentalnoj i klini¢koj praksi (Oh, 2007), otkrila je u ovom istrazivanju postojanje dve
razli¢ite klinicke prezentacije doksorubicinske kardiomiopatije, sa gotovo jednakom
ucestalos¢u 1 prezivljavanjem: DOX-HCM i1 DOX-DCM. Ovaj nalaz je u skladu sa
istrazivanjem iz 2021. godine (Pajovi¢ i saradnici, 2021). U eksperimentalnim studijama
doksorubicinske kardiomiopatije kod pacova, sa razliCitim putevima administracije i
razli¢itim rezimima doziranja doksorubicina, ehokardiografski pregled raden je uvek na
anestetisanim pacovima i EFpy bila je znacajno smanjena (Liu i1 saradnici, 2016; Merlet i
saradnici, 2013) zbog sinergistickih negativno inotropnih efekata anestetika (Stein i saradnici,
2007) i1 doksorubicina. U ovoj studiji, pregledani su svesni pacovi, sedirani acepromazinom,
Sto objasnjava manji, ali ipak statisticki znacajan pad ejekcione frakcije kod DOX-DCM
pacova. U klini¢koj praksi, ehokardiografsko pracenje ejekcione frakcije jedan je od osnovnih
pokazatelja sr€ane disfunkcije (Villani i1 saradnici, 2006). Medutim, ejekciona frakcija je
neosetljiv parametar u otkrivanju ranih znakova sréanog stresa i oStecenja miokarda (Kang i

saradnici, 2017). Razli¢ite studije pokazale su §irok raspon variranja vrednosti EF y (31 —



90%) u modelima doksorubicinske kardiomiopatije (Georgiadis i saradnici, 2020). ). S
obzirom da ocuvana ejekciona frakcija ne isklju¢uje disfunkciju srca i da su u ovom
istrazivanju podjednako loSe prezivljavanje imali pacovi sa smanjenom i pacovi sa ocuvanom
ejekcionom frakcijom, odvojeno su analizirana ova dva fenotipa doksorubicinske
kardiomiopatije. U ovom istrazivanju, ehokardiografski nalaz pacova tretiranih
doksorubicinom i paroksetinom nije pokazao odstupanja sré¢ane morfologije i funkcije, u
odnosu na kontrolnu grupu. Ehokardiografijom i magnetnom rezonancom ranije je pokazano
da paroksetin smanjuje nezeljeno remodelovanje leve komore srca nakon infarkta miokarda

(Lassen 1 saradnici, 2017).

HistoloSkom analizom srca kod DOX-HCM 1 DOX-DCM pacova ustanovljeni su
karakteristi¢ni znaci kardiotoksi¢nosti izazvane doksorubicinom, u skladu sa prethodnim
istrazivanjima (Octavia i saradnici, 2012; Takemura i Fujiwara, 2007; Bertinchant i saradnici,
2003). Imunohistohemijskim bojenjem potvrdeno je prisustvo makrofaga i retkih limfocita u
zapaljenskom infiltratu intersticijuma. Ovaj nalaz je u skladu sa nalazom Kobayashi i
saradnika. U ovom eksperimentalnom modelu doksorubicinske kardiomiopatije, bubrezi i
jetra bili su umereno oste¢eni doksorubicinom, o¢ekivano prema podacima iz literature (Lee i
Harris, 2011; Injac i Strukelj, 2008). Medutim, funkcija ovih organa ostala je oCuvana, na Sta
ukazuju fizioloske vrednosti bilirubina, kreatinina, alanin aminotransferaze 1 aspartat
aminotransferaze iz prethodnog istrazivanja (Pajovic€ 1 saradnici, 2021). Ovo se moze smatrati
prednos¢u modela jer nespecifi¢na hepatorenalna kardiotoksi¢nost nije ,,ometala® specifi¢ne,

kardiotoksi¢ne efekte doksorubicina.

U ovom eksperimentalnom modelu doksorubicinske kardiomiopatije kod pacova, genska
ekspresija B1-AR 1 B;-AR kod DOX-HCM 1 DOX-DCM pacova nije bila promenjena,
potvrduju¢i nalaz o neizmenjenoj gustini B-AR iz istrazivanja Robison 1 Girija (Robison i
Giri, 1986). Kod DOX-DCM pacova nisu uocene promene u genskoj ekspresiji molekula
ukljucenih u proces nishodne regulacije B-AR. Genska ekspresija i imunoreaktivnost GRK?2 i
GRK3 u sréanom tkivu bila povecana samo kod DOX-HCM pacova. S obzirom da ovi pacovi
nisu razvili sr€anu dekompenzaciju (ocuvana ejekciona frakcija), moze se pretpostaviti da
ovaj porast GRK2 genske ekspresije i sinteze nije povezan sa maladaptivnom nishodnom
regulacijom B-AR. S druge strane, vazno otkri¢e Schlegel i saradnika ukazuje na nekanonsku
ulogu GRK2 u nastanku srcane hipertrofije kod miSeva sa transverzalnom konstrikcijom aorte
(Schlegel i saradnici, 2017). Sa tim u vezi, GRK2 se namece kao nova obecavaju¢a meta u

terapiji sr¢ane hipertrofije (Schlegel i saradnici, 2017).



Novo otkri¢e ove studije je da paroksetin povecava gensku ekspresiju i sintezu f;-AR 1 ,-AR
u sr¢anom tkivu pacova tretiranih doksorubicinom, $to nije pokazano kod pacova tretiranih
samo paroksetinom. Ovaj efekat bi mogao biti posledica simpatolitickog efekta paroksetina u
patofizioloskim uslovima poput doksorubicinske kardiomiopatije, koje karakteriSe povecana
aktivnost simpatikusa (van Melle i saradnici, 2004; McFarlane i saradnici, 2001). Jo§ jedno
vazno otkrice u ovom istrazivanju je da paroksetin smanjuje gensku ekspresiju i sintezu
GRK2 i GRK3 kod pacova tretiranih doksorubicinom. Ova nishodna regulacija kinaza $-AR
mogla bi imati povoljne efekte na doksorubicinsku kardiomiopatiju iz najmanje dva razloga:
sprecavanjem maladaptivne desenzitizacije B-AR 1 posledi¢nim ocuvanjem sréane inotropne
rezerve (Thal i saradnici, 2012) 1 sprecavanjem nastanka hipertrofije srca (Schlegel i

saradnici, 2017).
E) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Kosi¢ M, Nesi¢ Z, Glumac S, Vasi¢ M, Pajovi¢ V, Savi¢ B, Japundiic’-Zigon N. Paroxetine
mitigates cardiac remodelling by doxorubicin and increases survival. Biomed

Pharmacother 2022;145:112411. doi: 10.1016/j.biopha.2021.112411
F) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Genska ekspresija B-adrenergiCkih receptora i klju¢nih molekula
ukljucenih u proces njihove nishodne regulacije u kardiomiopatiji izazvanoj doksorubicinom*
dr Marije Kosi¢, predstavlja originalni nau¢ni doprinos u razumevanju signalnog puta
nishodne regulacije B-AR kod doksorubicinske kardiomiopatije. Rezultati ove studije po prvi
put pokazuju da primena paroksetina povecava prezivljavanje, smanjuje toksicnost organa i
cuva morfologiju 1 funkciju leve komore srca kod pacova tretiranih doksorubicinom. Nalaz je
najverovatnije povezan sa smanjenjem ekspresije 1 sinteze molekula uklju¢enih u proces
nishodne regulacije B-AR, a povecanjem ekspresije 1 sinteze B-AR, Sto zajedno poboljsava
inotropnu rezervu srca. Ovaj rad prepoznaje novo farmakolosko dejstvo paroksetina —
kardioprotekciju kod doksorubicinske kardiomiopatije 1 sugeriSe potencijalnu prenamenu

ovog leka za prevenciju/terapiju doksorubicinske kardiomiopatije kod onkoloskih pacijenata.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja. Ciljevi su
bili precizno definisani, nau¢ni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a metodologija
rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i diskutovani, a iz njih

su izvedeni odgovarajuci zakljucci.



Na osnovu svega navedenog i imaju¢i u vidu dosadasnji nau¢ni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Marije Kosi¢ i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja akademske

titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 23. 03. 2022. god.
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