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TRANSKRIPTOM LEVE KOMORE SRCA PACOVA SA DOKSORUBICINSKOM
KARDIOMIOPATIJOM

Sazetak

Kardiomiopatija predstavlja najozbiljnije nezeljeno dejstvo doksorubicina, citostatika koji ima
Siroku upotrebu. Nazalost, trenutno ne postoji dovoljno efikasna terapija za kardiomiopatiju
indukovanu doksorubicnom. Cilj ovog istrazivanja je potvrda modela doksorubicinske
kardiotoksi¢nosti, identifikovanje fenotipova i njihovo povezivanje sa ekspresijom gena u sréanom
tkivu. Muzjacima Wistar pacova je ugraden radiotelemetrijski transmiter, a zatim su nasumi¢no
rasporedeni u eksperimentalnu (5 mg/0,5 mL/kg, 1.V. doksorubicin; n=18) i kontrolnu grupu (0,5
mL/kg 1.V. fizioloski rastvor; n=6). Ehokardiografsko merenje, procena autonomnih spektralnih
markera i funkcije barorefleksa su radeni pre tretmana i na samom kraju protokola. Krv je sakupljana
po zavrSetku protokola. Tkiva srca, bubrega i jetre su histoloSki analizirani posle smrti jedinki.
Ehokardiografski, biohemijski 1 autonomni parametri su koriS¢eni za identifikovanje fenotipova
fenomapiranjem metodom masinskog ucéenja. Ekspresija gena je merena RT-qPCR metodom.
Identifikovana su dva glavna fenotipa kod jedinki koje su razvile doksorubicinsku kardiomiopatiju.
Fenotip 1 karakteriSe pad ejekcione frakcije leve komore, dilatacija leve komore, stanjenje zida leve
komore, pad sréane frekvence, povecanje senzitivnosti barorefleksa i NT-proBNP-a. Fenotip 2
karakteriSe oCuvana ejekciona frakcija leve komore, hipetrofija 1 povecanje mase leve komore,
ocCuvane vrednosti sr¢ane frekvence, povecanje senzitivnosti barorefleksa i umereno povecanje NT-
proBNP-a. U obe grupe je primecen pad ekspresije gena za MYH6, odnosa MYH6 i MYH7, APLN,
APLNR, COL1AL, TTN, MYBPC3 i VACML1, odnosno porast ekspresije gena za MYH7 i CTFG.
Ipak, izmedu grupa nije bilo razlike u ekspresiji gena, te nije bilo moguce identifikovanje dva
genotipa.

Kljuéne redi: doksorubicin, kardiomiopatija, leva komora, transkriptom, pacov, fenomapiranje
Naucna oblast: Medicina
UZa naucna oblast: Medicinska farmakologija

UDK broj:



LEFT VENTRICULAR TRANSCRIPTOME IN DOXORUBICIN-INDUCED
CARDIOMYOPATHY IN RATS

Abstract

Cardiomyopathy is the most serious adverse effect of doxorubicin (dox), widely used cytostatic
drug. Unfortunately, at present, there is no efficient treatment for doxorubicin-induced
cardiomyopathy (DCM). The aim of the present work was to affirm the experimental model of DCM
in rats, to distinct phenotypes and associate them to the changes in cardiac transcriptome. Male Wistar
rats equipped with radiotelemetry device, were randomized in DOX group (5 mg/0,5 mL/kg, 1V dox;
n=18) and CONT group (0,5 mL/kg IV saline; n=6). Echocardiography, autonomic spectral markers
and baroreceptor reflex evaluation was performed prior to, and after treatment. Blood samples were
collected at the end of experimentation. Cardiac, renal and hepatic tissues were histologically
analysed post-mortem. Echocardiografic, biochemical and cardiovascular autonomic spectral
parameters were used to identified phenotypes by phenomapping, machine learning method. Changes
in expression of cardiac genes affected by dox were assessed by RT-gPCR. The results emphasize
the existence of two major phenotypes of DCM with comparably high mortality rates. Phenotype 1
is characterized by reduced left ventricular ejection fraction (LVEF), LV dilatation, thinning of LV
posterior wall, decreased heart rate (HR), increased baroreceptor reflex sensitivity (BRS) and
increased NT-proBNP. Phenotype 2 is characterized by preserved LVEF, LV hypertrophy, increased
LV mass, no changes in HR, increased BRS and moderate NT-proBNP increase. Both phenotypes
exhibited a decreased gene expression for MYH6, MYH6 and MYH7 ratio, APLN, APLNR,
COL1AlL, TTN, MYBPC3 and VACML1 and increased gene expression for MYH7 and CTFG.
However, due to no difference in gene expression between those phenotypes, we could not identify
two genotypes.

Key words: doxorubicin, cardiomyopathy, left ventricle, transcriptome, rat, phenomapping
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1. UvOD
1.1. Doksorubicin

Prvi antraciklinski antibiotik sa antitumorskim dejstvom - daunorubicin, izolovan je iz kulture
bakterije Streptomyces peucetius sredinom 20. veka. Ubrzo nakon toga istrazivaci iz Farmltalia-e su
izazivanjem mutacije promenili biolosku aktivnost bakterija i1 stvorili izmenjen soj Streptomyces
peucetius var. Caesius koji prozvodi izmenjenu molekulu antibiotika. Prvo su je nazvali adriamicin
po Jadranskom moru a kasnije doksorubicin zbog crvene boje. Doksorubicin, za razliku od
daunorubicina, poseduje hidroksilnu grupu na 14. ugljenikovom atomu koja je doprinela vecoj
terapijskoj efikasnosti od daunorubicna, terapijskom dejstvu na visSe tipova tumora kao i bolju
podnosljivost (Arcamone 1 sar., 1969; Blum 1 Carter, 1974). Kasnije je hemijskom modifikacijom
molekula daunorubicina sintetisan idarubicin dok je iz doksorubicina nastao epirubicin (Slika 1).
Doksorubicin se smatra standardom u odnosu na koji se procenjuju novootkriveni antraciklinski
antibiotici (Weiss, 1992).

Epirubicin Idarubicin

Slika 1. Hemijske strukture antraciklinskih antibiotika.
Slika preuzeta od Bhattacharya i Mukherjee, 2015.

Doksorubicin se prvi put registruje za humanu upotrebu u onkologiji u SAD 1974. godine nakon
odobrenja FDA (engl. Food and Drug Administration) (Sun i sar., 2017), a ubrzo zatim i u vecini
zemalja sveta. Koristi se kao lek prvog izbora ili u kombinaciji sa drugim antitumorskim lekovima u
terapiji mnogobrojnih solidnih i hematoloskih tumora. Efikasnost je pokazao u terapiji karcinoma
pluc¢a, dojke, jajnika, Zeluca, beSike, kao akutne leukemije, limfoma, multiplog mijeloma,
osteosarkoma 1 Kaposijevog sarcoma (American Society of Health System Pharmacists, 2017,
Sritharan i Sivalingam, 2021).


http://paperpile.com/b/Oer0Tn/tCXO

Doksorubicin se sastoji od hinonskog jezgra — naftacenhinona i aminose¢era — daunozamina
(Slika 2). Supstanca ima crvenu fluoroscenciju, fotosenzitivna i termosenzitivna je, rastvara se u vodi
I lipidima. Zahvaljujuci hemijskoj strukturi pored hidrofilnih ima i lipofilna svojstva, zbog ¢ega lako
prolazi ¢elijske membrane, prostom difuzijom i vezuje se za proteine plazme, nakupljajuéi se najvise
u jedru gde ostvaruje svoje primarno antitumorsko dejstvo (Octavia i sar., 2012; Santos i sar., 2018).

Naftacenhinon

NH,
HO Daunozamin

Slika 2. Hemijska struktura doksorubicina.
Slika modifikovana i preuzeta sa www.tcichemicals.com

Razvojem nanotehnologije lekova pocetkom 21. veka napravljen je preparat doksorubicina
spakovan u lipozomalne nanocestice da bi se povecala specificnost dejstva i podnosljivost
doksorubicina. Na trziStu su ve¢ registrovane Cestice doksorubicina u lipozomalnom omotacu koji
moze biti pegilovan, dodavanjem polietilen glikola (Slika 3).

I
F
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80-90 nm

Slika 3. Pegilovana lipozomalna nanocestica doksorubicina.
Slika modifikovana i preuzeta od Franco i sar., 2018.
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Lipozomalni doksorubicin distribuira se pretezno u tumorsko tkivo. Pasivno ciljanje tumora
zasnovano je na tzv. efektu povecane propustljivosti i retencije krvnih sudova neoplasti¢nog tkiva
usled pojacane i1 defektne angiogeneze i oslabljene limfne drenaZe, §to nano-nosa¢ima olakSava
deponovanje u meducelijskom prostoru tumora. Aktivno ciljanje postize se konjugovanjem nano-
nosaca sa molekulima - ligandima, koji se vezuju za antigene ili receptore na povrSini tumorskih
¢elija. Lipozomalni doksorubicin u ¢eliju ulazi endocitozom i nakon formiranja endolizozoma
oslobada se u citoplazmi i difunduje u jedro (Peer i sar., 2007), (Slika 4).
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Slika 4. Distribucija nanocestica doksorubicina u tumorsko tkivo
Slika modifikovana i preuzeta od Li i sar., 2019.



1.2. Mehanizam antitumorskog dejstva doksorubicina

U tumorskim celijama doksorubicin  ostvaruje citotoksi¢ni efekat preko dva
mehanizma. Primarni antitumorski mehanizam dejstva je umetanje doksorubicina u lanac DNK i
inhibicija enzima topoizomeraze Il alfa (Top2a) koja je eksprimirana u velikoj meri u brzo
proliferiSu¢im tumorskim ¢elijama (Giorgio Minotti i sar., 2004; Octavia i sar., 2012; Santos i sar.,
2018). Doksorubicin ima veliki afinitet za mesta na lancu bogata CG parovima. Formira vodoni¢nu
vezu sa guaninom, blokira replikaciju nukleotida, odnosno blokira rad DNK i RNK polimeraze, zbog
Cega se aktivira celijski odgovor na ostecenje DNK koji vodi ka programiranoj ¢elijskoj smrti.
Inhibicijom Top2a, odnosno stabilizovanjem kompleksa izmedu ovog enzima i DNK lanca sprec¢ava
se odmotovanje dvostrukog heliksa DNK lanca i na taj nafin se dalje sprecavaju replikacija i
transkripcija. Ovaj proces takode vodi ka oste¢enju genetskog materijala i iniciranju apoptoze (Santos
i sar., 2018). Sekundarni mehanizam antitumorskog dejstva je pojacano stvaranje slobodnih radikala.
Prilikom metabolizma doksorubicina u jetri stvara se sekundarni nestabilni metabolit semihinon, koji
se zatim u citoplazmi ponovo pretvara u doksorubicin. Tokom ovog procesa se oslobadaju slobodni
radikali koji dovode do oksidativnog stresa, oSte¢enja DNK, proteina 1 ¢elijskih membrana, i na kraju
apoptoze. Doksorubicin gradi kompleks sa gvozdem, Sto takode dovodi do oslobadanja slobodnih
radikala, remeti fizioloSku funkciju mitohondrija i intracelijski metabolizam kalcijuma (Cummings i
sar., 1992; G. Minotti i sar., 1998), (Slika 5).

eroksidacija

Autofagija

Celijska smrt

Slika 5. Mehanizam antitumorskog dejstva doksorubicina.
DOX: doksorubicin; Top2a: topoizomeraza II alfa; ROS: slobodni kioseoni¢ni radikali; Fe: gvozde.


https://paperpile.com/c/m3M1v1/CoUG+O4f4
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1.3. Kardiotoksi¢nost doksorubicina

Najozbiljnije i najteze nezeljeno dejstvo primene doksorubicina je kardiotoksi¢nost. Istim
mehanizmom kojim inhibira Top2a, doksorubicin inhibira topoizomerazu II beta (Top2) koja se
nalazi u kardiomiocitima i dovodi do njihove apoptoze (McGowan i sar., 2017). Takode,
doksorubicinom izazvano §tetno nagomilavanje slobodnih radikala, remecenje rada mitonohondrija i
metabolizma kalcijuma, koje osim tumorskih ¢elija, pogada i oStecuje i srcane celije, doprinosi
kardiotoksi¢nom efektu ovog antitumorskog leka (Octavia i sar., 2012; Santos i sar., 2018). Nastala
doksorubicinska kardiotoksi¢nost, u odnosu na vreme javljanja, moze biti akutna i hroni¢na. Akutna
kardiotoksi¢nost se javlja nekoliko dana od dana primene doksorubicina i tada je najéeSce
reverzibilna. Manifestuje se u najve¢em broju slucajeva, kod 20-30% pacijenata kao aritmija, sinusna
tahikardija, supraventrikularna tahikardija ili atrio-ventrikularna ekstrasistola. Od akutnih simptoma
kardiotoksicnosti se jo$ javljaju mioperikarditis 1 disfunkcija leve komore. Hroni¢na kardiotoksi¢nost
se javlja nekoliko meseci pa i nekoliko godina od primene doksorubicina. Ona je dosta reda, javlja se
kod manje od 10% pacijenata, ali kako raste kumulativna doza doksorubicina koja je primenjena tako
1 procenat pacijenata kod kojih se javlja hroni¢na kardiotoksi¢nost raste i do preko 20%. Manifestuje
se kao ireverzibilna kardiomiopatija, koja posle nekog vremena prelazi u hroni¢nu sré¢anu
insuficijenciju. Smrtnost od hroni¢ne sréane insuficijencije je 50% u narednih godinu od pojave
simptoma. Kontraindikacije za primenu doksorubicina su ve¢ postojeca oStecenja sr¢anog misica 1
anemije (Gianni i sar., 2008; Oikonomou i sar., 2018).

Klinicka manifestacija kardiotoksi¢nosti moze se javiti neposredno posle prve doze
doksorubicina, u toku terapije ili neposredno nakon zavrsetka terapije, kao akutna ali i mesecima i
godinama kasnije poprimaju¢i hroni¢ni tok. Starost pacijenta, prethodna primena antitumorske
terapije, kardiovaskularni komorbiditeti, ve¢ postojeca hipertenzija, ishemijska bolest, srcana
insuficijencija i druga oboljenja, primena velikih doza na samom pocetku i istovremena primena
radioterapije ili drugih kardiotoksi¢nih lekova, povecavaju incidencu i stepen oStecenja srca. Pacijenti
kod kojih se pregledom utvrde ve¢ prisutne kardiovaskularne bolesti nastavljaju sa
kardiovaskularnom terapijom koju ve¢ koriste, ali se vr$i optimizacija terapije. Doze
kardiovaskularnih lekova ¢e biti povecane, a doze antitumorske terapije biti minimalne za koje se
procenjuje da ¢e imati terapijski efekat. Primena novijih, lipozomalnih nano oblika doksorubicina,
iako ne sprecava nastanak kardiotoksi¢nosti, znacajno smanjuje Sanse za nastanak kardiotoksi¢nosti
u odnosu na primenu konvencionalnog doksorubicina (Curigliano i sar., 2020), §to je pokazano u
klinickim studijama kod pacijentkinja leCenih od kancera dojke i ovarijuma (Xing i sar., 2015; Gil-
Gilisar., 2021; Li i sar., 2022).



1.4. Mehanizmi doksorubicinske kardiotoksi¢nosti

Najvazniji mehanizmi odgovorni za razvoj doksorubicinske kardiotoksi¢nosti su oksidativni
stres, apoptoza, disregulacija homeostaze kalcijuma, naruSavanje energetske homeostaze i
remodelovanje ¢elijskog matriksa (Octavia i sar., 2012), (Slika 6).

1.4.1. Oksidativni stres

Poznato je da je glavni uzrok doksorubicinske kardiotoksi¢nosti povecan oksidativni stres
(Octavia i sar., 2012). Stvaranje slobodnih radikala je primarni razlog osteéenja kardiomiocita
nastalog usled primene doksorubicina (Horenstein i sar., 2000). Doksorubicinska kardiomiopatija je
u najvecoj meri indukovana povecanom produkcijom slobodnih kiseoni¢nih radikala, ROS (engl.
reactive oxygen species), poput superoksida i hidroksil radikala, slobodnih azotnih radikala i lipidnom
peroksidacijom u sréanom tkivu. Enzimi i procesi koji dovode do oksidativnog stresa su NOS (engl.
nitric oxide synthase), NADPH oksidaze (engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
oxidase), odnosno produkcija slobodnih radikala u mitohondrijama i stvaranje kompleksa izmedu
doksorubcina i gvozda (Xu i sar., 2001). Sr¢ane ¢elije su osetljivije od ostalih tkiva na oksidativni
stres zbog smanjene koncentracije antioksidanasa koje poseduju (Raj i sar., 2014).

1.4.1.1. NOS i NAPDH zavisna produkcija ROS

Doksorubicin se vezuje za eNOS (enlg. endothelial nitric oxide synthase) reduktivne enzime i
dolazi do stvaranja doksorubicinskih semihinonskih radikala. Zatim u prisustvu enzima NADPH
oksidaze i mitohondrijalne NADH dehidrogenaze, doksorubicinski semihinonski radikali vrSe
redukciju jednog elektrona slobodnog kiseonika i tako stvaraju superoksidne slobodne radikale
(Octavia i sar., 2012). Narusavanje balansa, odnosno smanjeno stvaranje azotnog oksida i povec¢ano
stvaranje slobodnih radikala dovodi do ostecenja sréanih ¢elija (Griffith i Stuehr, 1995). Doksorubicin
reaguje i sa INOS (engl. inducible nitric oxide synthase) povecavajuéi sintezu nitrotirozina i
mitohondrijalnih superoksida, §to dovodi do stvaranja azot dioksida i karbonilnih radikala. Svi
zajedno indukuju oksidativni stres i1 oSte¢enje kardiomiocita. Nasuprot ovome, nije zabelezeno
znacajnije stvaranje slobodnih radikala pri reakciji doksorubicina sa nNOS (engl. neuronal nitric
oxide synthase), (Mukhopadhyay i sar., 2009).

Ve¢ pomenute NAPDH oksidaze, osim $to imaju ulogu u reakciji izmedu doksorubicinskih
semihinonskih oblika i slobodnog kiseonika u stvaranju slobodnih kiseoni¢nih radikala, takode ulaze
direktno u reakciju sa doksorubicinom, poput NOS enzima, u kojoj se stvaraju upravo ti semihinonski
oblici doksorubicina. Zbog toga se izdvajaju kao poseban mehanizam indukovanja oksidativnog
stresa kod primene doksorubicina (Octavia i sar., 2012)

1.4.1.2. Mitohondrijalno zavisna produkcija ROS

Doksorubicin se u sr€anim ¢elijama u velikoj meri nakuplja u mitohondrijama. Lako se vezuje
za mitohondrijalnu mebranu, sa velikim afinitetom stvarajuci ireverzibilnu vezu sa kardiolipinom. Na
ovaj nacin se remeti elektronski transportni lanac, dolazi do naruSavanja fizioloSkih funkcija
mitohondrija i1 stvaranja superoksidnih slobodnih radikala koji oSte¢uju strukturu srcane celije
(Goormaghtigh i sar., 1980). Dodatno se u mitohondrijama smanjuje oksidacija masnih kiselina
dugog lanca, zbog ¢ega se povecava iskoriS¢avanje glukoze, odnosno povecava se udeo anaerobnog
metabolizma. Ovaj proces naruSava kontraktilnost i relaksaciju srcanih ¢elija dovode¢i do srcane
insuficijencije (Carvalho i sar., 2010).
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1.4.1.3. Kompleks doksorubicina i gvozda

Pozitivni naboj doksorubicina mu obezbeduje veliki afinitet za vezivanje za slobodne jone
gvozda u sréanim c¢elijama 1 njihovo nakupljanje unutar mitohondrija. Stvara se kompleks
doksorubicina i gvozda koji utice na sam metabolizam gvozda, reaguje sa slobodnim kiseonikom i
stvara slobodne kiseoni¢ne radikale i slobodne azotne radikale, te dovodi do lipidne peroksidacije
koja ostecuje lipide, nukleinske kiseline i proteine sréanih ¢elija i vodi ka kardiotoksi¢nosti. lako u
zdravom organizmu ne postoji dovoljna koncentracija slobodnih jona gvozda za gradenje kompleksa
koji bi doveli do znacajnog oStecenja sréanog misica, pokazano je da doksorubicin, pre svega njegov
metabolit doksorubicinol, uti¢e na odredene proteine, transportere gvozda. Konkretno, vezuje se za
transferin i IRP-1 (engl. iron regulatory protein- 1), inhibira njihove funkcije i raskida vezu sa jonima
gvozda i1 tako povecava koncentraciju slobodnog gvozda u organizmu, pre svega unutar src¢ane celije.
Poseban problem predstavlja to Sto pacijenti koji su podvrgnuti antitumorskoj terapiji, kako bi se
sprecila ili ublazila anemija, uzimaju suplementaciju u ve¢em obimu koja u sebi sadrzi gvozde
(Gutteridge, 1984; Ichikawa i sar., 2014).

1.4.2. Apoptoza

Primena doksorubicina stimuliSe aktivaciju 1 unutraSnjih i spoljasnjih signalnih puteva apoptoze
(Ghigo i sar., 2016). Ovi signalni putevi su odgovorni za apoptozu sréanih ¢elija koja nastaje pre
svega zbog narusene ravnoteze izmedu oksidanasa i antioksidanasa. Doksorubicin takode stimuliSe
mehanizme apoptoze koji nisu posledica oksidativnog stresa, mada sama apoptoza generise stvaranje
slobodnih radikala (Outomuro i sar., 2007).

Doksorubicin dovodi do stvaranja oksidativnog stresa tako sto aktivira HSF-1 (engl. heat shock
factor 1), koji dalje indukuje HSP-25 (engl. heat shock protein 25). Ovaj protein vrsi stabilizaciju
p53 proteina koji je odgovoran za generisanje proapoptotskih faktora koji uzrokuju smrt sr¢anih
¢elija, kao Sto su FasL, Fas, c-Myc, i p53 (Vedam i sar., 2010). Ove proapoptotske faktore aktivira i
transkripcioni faktor NF-xB (engl. nuclear factor kappa B cells), ¢ija je transkripcija povecana i usled
nastalog oksidativnog stresa (Suwei Wang i sar., 2002). Aktivacija i stabilizacija p53 proteina dovodi
do povecane ekspresije Bax gena (engl. bcl-2 associated x-protein), koja kao krajnji rezultat ima
pokretanje unutras$njeg apoptotskog puta, aktivaciju citohroma c i aktivaciju kaspaza (S. Wang i sar.,
2000).

Nastali oksidativni stres indukuje ASK-1 (engl. apoptosis-signal regulating kinase-1), Kkoji
aktivira JNK (engl. jun NH2-terminal kinase) i p38 MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase)
signalne puteve koji vode ka apoptozi (Xia i sar., 1995). Inhbicijom PI3K (engl. phosphatidylinositol
3-kinase) i Akt (eng. protein kinase B) signalnog puta, doksorubicin indirektno indukuje Bad (BCL2
associated agonist of cell death) proteine, koji imaju ulogu u procesima c¢elijske smrti (Fan i sar.,
2008). Takode, doksorubicin aktivira kaspazu-3, jedan od glavnih lizozomalnih enzima koji ucestvuje
u apoptozi (Ueno i sar., 2006).

Doksorubicin povecava ekspresiju takozvanih receptora smrti (engl. death receptors), kao $to su
TNFRL1 (engl. tumor necrosis factor receptor 1), Fas, DR4, i DR5 i na proteinskom nivou i na nivou
gena (Zhao i Zhang, 2017). Ovi receptori prenose signale spoljasnjeg apoptotskog puta u ¢eliju. Kao
najnoviji receptori smrti koje doksorubicin indukuje, otkriveni su TLR-2 (engl. toll-like receptor-2) i
TLR-4 (engl. toll-like receptor-4). TLR-2 indukuje apoptozu aktivacijom kaspaze 8 i FADD (engl.
Fas-associated death domain), dok TLR-4 se indukuje ako su pre toga indukovani HSP-70 i NF-xB
(Aliprantis, 2000).
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1.4.3. Disregulacija homeostaze kalcijuma

Kontrola nivoa kalcijuma unutar srcanih ¢elija je vazan mehanizam kojim se obezbeduje
fizioloski ritam sr€anih kontrakcija. Studije su pokazale da doksorubicin narusava homeostazu
kalcijuma unutar kardiomiocita i na taj nacin doprinosi patogenezi doksorubicinske kardiomiopatije.
Povecanje koncentracije intracelularnog kalcijuma su istovremeno i posledica i uzrok stvaranja
slobodnih kiseoni¢nih radikala, te jednim delom ovaj mehanizam kardiotoksi¢nosti spada u
mehanizme koji dovode do oksidativnog stresa, ali i apoptoze. ldentifikovano je nekoliko
mehanizama koji dovode do povecanja nivoa kalcijuma unutar sréanih ¢éelija (Octavia i sar., 2012;
Salazar-Mendiguchia i sar., 2014).

Doksorubicinol inhbira natrijum/kalcijum jonski kanal na sarkolemi u smeru smanjenog
izbacivanja kalcijuma iz sr¢ane Celije. Takode inhibira i natrijum/kalijum jonski kanal na sarkolemi,
tako da sa povecanom koncentracijom natrijuma unutar sréane ¢elije on biva razmenjen za kalcijum
koji ulazi unutar c¢elije (Zhou 1 sar., 2001). Dodatno se inhibira kalcijumska pumpa na
sarkoplazmati¢nom retikulumu, te kalcijum vecinski ostaje u sarkoplazmi umesto da ulazi u retikulum
i povecava aktivnost L tipa kalcijumovih kanala kojima kalcijum ulazi unutar Celije (Keung i sar.,
1991). Doksorubicin uti¢e i na ekspresiju gena koji kodiraju proteine za rijanodinske receptore, preko
kojih kalcijuma ulazi u ¢eliju, te proteine za sarkoplazmazi¢ni ATP-azni retikulum, fosfolamban i
proteine odgovorne za skladiStenje kalcijuma unutar mitohondrija. Svim ovim mehanizmima pre
svega dolazi do povecanja koncentracije kalcijuma u sarkoplazmi, a kao posledica toga dolazi i do
nepravilnih kontrakcija sr€anog misi¢a tokom sistole i dijastole (Menna i sar., 2008; Rawat i sar.,
2021).

Povecana intracelularna koncentracija kalcijuma u kardiomiocima dovodi do aktivacije kalpaina,
kalcijumskih proteaza. Kalpaini vrSe razgranju titina, glavnog strukturnog proteina sarkomera, i
aktiviraju kaspazu-12, koja pokrete signalne puteve apoptoze (Jang i sar., 2004). Povecana
koncentracija kalcijuma u sarkoplazmi takode stimuliSe aktivaciju ciklosporin senzitivnih
kalcijumovih kanala koji dovode do mitohondrijalne disfunkcije zbog smanjenog deponovanja
kalcijuma u mitohondrijama, te aktivacije kaspaze 3, kaspaze 9, kalmodulin aktivirane protein kinaze
i vodonik peroksida koji ucestvuju u procesu apoptoze. Povecanje nivoa kalcijuma u
sarkoplazmi dovodi do aktivacije kalcineurina i aktivacije apoptoskih puteva (Mitry i Edwards, 2016;
Tscheschner i sar., 2019).

1.4.4. NaruSavanje energetske homeostaze

AMP aktivna protein kinaza ima vaznu ulogu u energetskoj homeostazi ¢elije, odnosno regulise
preuzimanje i oksidaciju glukoze i masnih Kiselina. Doksorubicin smanjuje aktivaciju ovog enzima,
odnosno blokira AMPK signalni put, kao i smanjenje aktivacije ACC (engl. Acetyl- coA carboxylase)
enzima, Sto dovodi do nastanka oksidativnog stresa, smanjene produkcije energije i oStecenja
genetskog materijala (Timm i Tyler, 2020).

Kreatin kinaza, odnosno izoforma koja se nalazi u sr¢anim ¢elijama, CK-MB (engl. creatine
kinase myocardial band), stvara energetske rezerve pretvarajuci kreatinin u fosfo-kreatinin, koristeci
ATP kao supstrat. Kako doksorubicin preko viSe mehanizama inhibira fiziolosku funkciju
mitohondrija, samim tim se smanjuje i kolicina ATP-a proizvedena u sr¢anoj ¢eliji. Doksorubicin u
prisustvu slobodnih jona gvozda stvara slobodne azotne radikale, peroksinitrite, koji oStecuju sam
izoenzim CK-MB. Krajni rezultat su smanjene energetske rezerve u kardiomicitima Sto dodatno
narusava fizioloSku kontraktilnost ve¢ oste¢enog miokarda (Mihm i sar., 2002).
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1.4.5. Remodelovanje ¢elijskog matriksa

Doksorubicin utice na matriks metaloproteinaze, enzima koji imaju ulogu u remodelovanju
¢elijskog matriksa. Doksorubicin inhibira sintezu matriks melatoproteinaze 1 u tumorskim ¢elijama,
¢ime otezava njihovu pokretljivost. Sa druge strane, oksidativni stres nastao pod uticajem
doksorubicina u sréanim ¢elijama aktivira matriks metaloproteinazu 2 i matriks metaloproteinazu 9,
Sto dovodi do aktivacije TGF-p (engl. transforming growth factor f) i poveanog stvaranja i
deponovanja kolagena, odnosno indukuje fibrozu sréanog tkiva (Spallarossa i sar., 2006). Posle
tretmana doksorubicinom belezi se i porast endotelina 1 u kardiomiocitima koji stimuliSe proces
hipertrofije miokarda (Bien i sar., 2007).

Kalpain
Kaspaza
Kalcineurin

| HSF-1, HSP-25 e
e | Oksidativni stres |

Remodelovanje matriksa | Energetski metabolizam § 1 \
MM2, MM9, TGF-p, Endotelin 1 4 AMPK, CK-MB |

Slika 6. Mehanizmi doksorubicinske kardiotoksi¢nosti.

DOX: doksorubicin; Doxol: doksorubicinol; Fe: gvozde; Top2pf: topoizomeraza Il beta; SR:
sarkoplazmati¢ni retikulum; ASk-1: engl. apoptosis-signal regulating kinase-1; JNK: engl. jun NH2-
terminal kinase; MAPK: engl. mitogen-activated protein kinase; Bad: engl. BCL2 associated agonist
of cell death; NF-«xB: engl. nuclear factor kappa B cells; HSF-1: engl. heat shock factor 1; HSP-25:
heat shock protein 25; NOS: engl. nitric oxide synthase; NAPDH: engl. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase; RR: rijanodinski receptor; Na/Ca: natrijum/kalcijum jonski kanal;
Na/K: natrijum/kalijum jonski kanal; Ca K: kalcijumov kanal L-tip; Serca: engl. sarco-endoplasmic
reticulum calcium ATPase; MM2: matriks metaloproteinaza 2; MM9: matrik metaloproteinaza 9;
TGF-B: engl. transforming growth factor f; AMPK: AMP aktivna protein kinaza, CK-MB: engl.
creatine kinase myocardial band.
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1.5. Metode za dijagnostikovanje doksorubicinske kardiotoksi¢nosti

Merenje i pra¢enje kardiovaskularnih parametara vizuelnim tehnikama kod pacijenata koji su
podvrgnuti hemioterapiji je kljuCan i prvi korak u dijagnostikovanju kardiotoksi¢nosti pre nastupanja
ireverzibilnog oStecenja srca. Merenje specifi¢nih kardijalnih biomarkera se takode koristi kao
pouzdan metod za dijagnozu i pradenje kardiotoksi¢nosti izazvane antitumorskim lekovima. S
obzirom na jako ograniCene terapijske mogucnosti, bitno je na vreme uociti subklinicke forme
kardiotoksi¢nosti, kako bi se terapija doksorubicinom blagovremeno prekinula i sprecilo ireverzibilno
ostecenje miokarda (Jain i sar., 2017) .

Procena ejekcione frakcije leve komore (engl. Left Ventricular Ejection Fraction-LVEF) je opste
prihvaceni parametar za procenu sré¢ane funkcije. Vrednost LVEF ispod 55% 1 pad veci od 5% u
odnosu na vrednost pre pocetka terapije ili samo smanjenje LVEF vece od 10% su kriterijumi za
dijagnostikovanje oSte¢enja srca izazvanog lekovima. FDA je predlozila blazi kriterijum, smanjenje
ejekcione frakcije ispod 40-45%, odnosno smanjenje ejekcione frakcije preko 10% u odnosu na
vrednost pre pocetka terapije (Dong i Chen, 2018). Medutim, LVEF nije osetljiv parametar za rano
otkrivanje sr¢ane slabosti. Promena LVEF se registruje onda kada je sr¢ani misi¢ znacajno ostecen
morfoloski. Iako su radionuklidna ventrikulografija, miokardijalni strejn 1 pre svega magnetna
rezonanca dosta specifi¢nije 1 senzitivnije tehnike, 1 mogu detektovati subklini¢ke promene u radu
sr¢anog misica koje se javljaju pre pada LVEF, dvodimenzionalna ehokardiografija je zbog svoje
dostupnosti, neinvazivnosti, jednostavnog kori$¢enja, bezbednosti i cene, i dalje zlatni standard u
onkoloskoj praksi za otkrivanje i prac¢enje kardiotoksi¢nosti u toku 1 nakon prestanka hemioterapije
(Thavendiranathan i sar., 2013). Koris¢enje razli¢itih tehnika vizuelnog pracenja rada srca nije
preporucljivo zbog razlika u prezentovanju i tumacenju rezultata. Zbog toga se preporucuje odabir
jednog vizuelnog metoda za kontinuirano pracenje funkcije leve komore tokom hemioterapije
(Cardinale i sar., 2016). Produzeni QT segment na ekogardiogramu ukazuje na povecani rizik od
nastanka aritmija (Curigliano i sar., 2020).

Prednost biohemijskih metoda je preciznost, Siroka dostupnost i pristupacna cena. Kardijalni
troponini su regulatorni proteini koji reguliSu kontraktilnost kardiomiocita povezujuéi aktin i miozin.
Kod zdravih ljudi troponini se ne mogu detektovati u krvi, dok se prilikom o$te¢enja sr¢anog misic¢a
njihova koncentracija povecava u roku od nekoliko sati, mnogo pre razvoja sr¢ane dekompenzacije.
Zbog toga, u klinickoj praksi kardijalni troponini T 1 I su merilo oSte¢enja kardiomiocita. Pokazano
je da postoji znacajna korelacija izmedu povecanja koncentracije troponina u krvi sa naknadnim
padom ejekcione frakcije leve komore srca (Colombo i sar., 2014). Natriuretski peptid (BNP)
sintetiSu 1 luce sréane celije u cirkulaciju kada dode do njihove distenzije usled povecanja
intravaskularnog volumena. BNP i NT-proBNP (engl. N-terminal proBrain Natriuretic Peptide)
koriste se u kardioloskoj praksi za dijagnostikovanje srcane insuficijencije 1 procenu efikasnosti
terapije. Neka istrazivanja sugeriSu da kod pacijenata koji primaju manje ili srednje doze antraciklina,
sar., 2015). Troponini i NT-proBNP se lu¢e kod dekompenzovane kardiomiopatije i samim tim ne
mogu biti koris¢eni kao rani biomarkeri (Novo i sar., 2016).

Dakle, kombinacija ehokardiografske procene morfologije i funkcije srca, pre svega ejekcione
frakcije leve komore, kao i1 odredivanja biohemijskih markera oStec¢enja sr¢anih Celija, troponina i
biohemijskih markera sréane dekompenzacije, NT-proBNP-a, predstavlja osnovu dijagnostikovanja
kardiotoksi¢nosti doksorubicina u klinickoj praksi. Ovaj postupak se ponavlja pre primene svake
sledece doze kardiotoksi¢nog leka (Sawaya i sar., 2012). Ipak, treba napomenuti da ni
ehokardiografija ni biohemijski markeri nisu specificni za doksorubicinsku kardiomiopatiju.
Specifiéne metode, kao biopsija srca, su invazivne, komplikovane i neprihvatljive u rutinskoj
kontroli.
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1.6. Terapijska strategija doksorubicinske kardiomiopatije

Deksrazoksan se ordinira u prevenciji antraciklinske kardiotoksi¢nosti i predstavlja jedini
specifi¢ni antidot u slucaju pojave kardiotoksi¢nosti (Tocchetti i sar., 2019), (Tabela 1). On je derivat
etilendiamintetrasircetne kiseline i jedini lek koji je od strane FDA odobren kao kardioprotektivan
lek u terapiji doksorubicinske kardiotoksi¢nosti (Corremans i sar., 2019). Deksrazoksan se vezuje se
za topoizomerazu 2 beta, za isto mesto gde se vezuju antraciklini, i tako sprecava inhibiciju replikacije
DNK u sréanim ¢elijama, ali ne i u ¢elijama tumora, te tako ne inhibira njegovo antitumorsko dejstvo.
Takode, helacijom gvozda se inhibira stvaranje kompleksa gvozda i antraciklina, ¢ime se sprecava
stvaranje izuzetno reaktivnog hidroksil-radikala. Medutim, zbog svojih neZeljenih dejstava, pre svega
povecanog rizika od pojave sekundarnih tumora, njegovo koris¢enje se ograniCava kod odraslih
pacijenata koji primaju kumulativne doze doksorubicina vece od 300 mg/m? (Jain i sar., 2017).

Osim deksrazoksana, koji ima malu efikasnost u prevenciji i nema efikasnost u terapiji razvijene
forme kardiomiopatije, ostali lekovi su nespecificni 1 koriste se u terapiji sistolne sréane
insuficijencije, HFrEF. Tu spadaju inhibitori angiotenzin-konvertuju¢eg enzima (ACE inhibitori),
blokatori angiotenzinskih receptora (sartani), beta blokatori, kombinovani blokator angiotenzina i
neprilizina (engl. ARNI), antagonisti mineralokortikoidnih receptora, diuretici koji Stede kalijum,
spironolakton i inhibitori natrijum-glukoznog kotransportera 2 (engl. SGLT2), (Tabela 1). Ove grupe
lekova su pokazale kardioprotektivni efekat kod pacijenata koji su primali antraciklinske antibiotike.
Lekovi su uzimani pre, posle, ili i pre i posle antitumorske terapije. Mehanizam kardioprotektivnog
dejstva povezuje se sa smanjivanjem sréanog rada, smanjenjem srcane frekvence irasterecenjem srca
preraspodelom krvi prema periferiji. Ukoliko se jave poremecaji sr¢anog ritma u terapiju se uvode
antiaritmici, a za sr¢anu dekompenzaciju pozitivno inotropni lekovi, glikozidi digitalisa (Tocchetti i
sar., 2019). U kardioloskoj praksi ordiniraju se i statini i antagonisti aldosterona koji spreavaju
fibroziraju¢i proces u srcu, kao i inhibitori 5’fosfodiesteraze i ol antagonisti jer dovode do
vazodilatacije i tako smanjuju optereCenje sr¢anih komora i periferni otpor, odnosno indirektno
smanjuju apoptotske i fibroziraju¢e procese u kardiomiocitima (Cadeddu i sar., 2016). Efikasnost
ovih lekova u prevenciji 1 leCenju doksorubicinske kardiomiopatije je mala. Ona ne spreava znacajno
razvoj kardiomiopatije niti dovodi do regresije promena nakon prestanka terapije doksorubicinom.

Tabela 1. Lekovi u prevenciji i terapiji doksorubicinske kardiotoksi¢nosti.

Specifi¢na terapija Nespecifi¢na terapija

Inhibitori angiotenzin-konvertuju¢eg enzima (ACE inhibitori)

Blokatori angiotenzinskih receptora

Beta blokatori

Deksrazoksan Kombinovani blokator angiotenzina i neprilizina (engl. ARNI)

Antagonisti mineralokortikoidnih receptora

Diuretici koji Stede kalijum

Inhibitori natrijum-glukoznog kotransportera 2 (engl. SGLT2)
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Sva dosadasnja saznanja o etiopatogenezi doksorubicinske kardiomiopatije poticu iz
eksperimentalnih i klinickih studija na ispitanicima koji su razvili dilatacioni oblik srcane slabosti.
Medutim, u svetlu najnovije kardioloske prakse smatra se da postoji viSe tipova srcane slabosti
(McDonagh i sar., 2022). Kardiomiopatija moze da nastane kao dilatatorna forma, sa smanjenom
ejekcinom frakcijom leve komore i pove¢anim end-dijatolnim volumenom (engl. heart failure with
reduced ejection fraction- HFrEF), odnosno kao hipertroficna kardiomiopatija sa ocuvanom
ejekcionom frakcijom leve komore i znacima zadebljana sréanog misi¢a (engl. heart failure with
preserved ejection fraction-HFpEF). Sréana slabost bez promene LVEF teZe se dijagnostikuje, ima
istu smrtnost kao HFrEF i slabiji odgovor na postojecu terapiju. U svim dosada$njim istrazivanjima
o mehanizmima doksorubicinske kardiomiopatije uvrs¢avane su iskljucivo eksperimentalne Zivotinje
koje su razvile dilatatornu formu kardiomiopatije (Riehle i Bauersachs, 2019).

Mi smo pretpostavili da viSestruki mehanizmi kardiotoksi¢nosti mogu da dovedu do razli¢itih

klini¢kih prezentacija sr¢ane slabosti izazvane dokorubicinom koje karakterisu razli¢iti transkriptomi
leve komore srca pacova i ukazati na nova ciljna mesta za delovanje lekova.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
Ciljevi istrazivanja bili su:

1. Mapiranje fenotipa kardiomiopatije izazvane doksorubiciom na osnovu ehokardiografskih,
biohemijskih i autonomnih karakteristika metodom masinskog ucenja bez nadzora.

2. Odredivanje transkriptoma leve komore srca koja ukazuje na promene genotipa leve komore kod
kardiomiopatije izazvane doksorubicinom.

3. Povezivanje fenotipa i genotipa kardiomiopatije izazvane doksorubicinom.
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3. MATERIJAL | METODE

Sve eksperimentalne procedure su izvedene u saglasnosti sa Direktivom 2010/63/EU i Aktom 0
dobrobiti zivotinja 2009/6/RS, kao i Pravilnikom 2010/RS. Izvodenje eksperimenata odobreno je od
strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta za rad sa oglednim zivotinjama i Ministarstva
poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede (broj resenja: 323-07-12661/2021-05).

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U ovom eksperimentalnom istrazivanju su koris§¢eni muzjaci Wistar nesrodnickog soja, starosti
dvadeset nedelja, telesne mase 300-350g, iz uzgajivaénice Instituta za farmakologiju, klinicku
farmakologiju i toksikologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Broj Zzivotinja
neophodnih za eksperiment je odreden postujuéi eticke norme i 3R princip, koris¢enjem softvera
Power Sample Size Calculation (http://biostat.mc.vanderbilt.edu) koji uzima u obzir varijabilnost
parametara unutar grupe (varijansa) za snagu 90% i verovatnocu greske 0,05. Tokom eksperimenta,
pacovi su bili smeSteni u laboratoriji pod ambijentalnim uslovima prilagodenim za Wistar pacove,
temperatura 22-24°C, vlaznost vazduha 65-70%, 12:12h ciklus svetlost/tama. Hrana, komercijalni
briketi sa 0.2% sadrzaja natrijuma (Veterinarski zavod, Subotica, Republika Srbija) i voda iz cesme
su im bili dostupni ad libitum.

3.2. Hirurska implantacija transmitera

Nakon perioda adaptacije na laboratorijske uslove u trajanju od 48 cCasova, pacovima je
postavljen radiotelemetrijski transmiter (TA11-PA C40; DSI, Transoma Medical, MN, USA) u
abdominalnu aortu radi kontinuiranog registrovanja arterijskog krvnog pritiska. Pre ovoga pacovi su
uvedeni u opstu anesteziju kombinacijom ksilazina 2% (10 mg/kg i.m.) i ketamina 10% (90 mg/kg
i.m). Dubina anestezije je proveravana odsustvom kornealnog i patelarnog refleksa. Telesna
temperatura tokom anestezije je odrzavana elektricnom podloSkom. Nakon brijanja dlake, pravio se
rez duzine 3 cm na sredini trbuha, praden retrakcijom creva, za postavljanje vrha katetera
radiotransmitera u trbusnu aortu (Slika 7A). Telo transmitera je pri¢vr§éeno neresorptivnim koncem
za prednji trbusni zid a koza zaSivena resorptivnim koncem ¢vorastim Savovima 1 tretirana lokalnim
antiseptikom (Slika 7B). Dan pre, tokom intervencije i nekoliko dana posle operativhog zahvata,
pacovi su bili tretirani lekovima protiv bolova, karprofenom 5 mg/kg/dan, s.c., i antibiotikom,
gentamicinom 2.5. mg/kg i.m., za sprecavanje sekundarne bakterijske infekcije. Tokom oporavka u
trajanju od najmanje deset dana, pacovi su bili smesteni u individualne kaveze od pleksiglasa (30 x
30 x 30 cm), podvrgnuti dnevnom nadzoru i brizi, odnosno pracenju njihovog oporavka.

Slika 7. Implantacija radiotelem_rijskog transmitera.
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3.3. Eksperimentalni protokol

Nakon potpunog oporavka od operacije, najmanje 14 dana, Zivotinje su metodom slu¢ajnog
izbora bile razvrstane u dve eksperimentalne grupe: kontrolnu grupu (n=6), CONT i doksorubicinsku
grupu (n=18), DOX. Pre tretmana zivotinjama je odredena telesna masa, ehokardiografski parametri
i autonomni markeri kardiovaskularnih parametara. Pacovima iz doksorubicinske grupe je aplikovan
doksorubicin (5 mg/0,5 ml/kg i.v.) po prethodno utvrdenoj dozi za koju je ve¢ pokazano da je pouzdan
doksorubicinski model kardiotoksi¢nosti (Duncan i sar., 1998; Cheah i sar., 2017). Pacovima u
kontrolnoj grupi je davan fizioloski rastvor (0,5 ml/kg i.v.). Intravenska aplikacija doksorubicina i
fizioloskog rastvora je vrSena nakon ekspozicije jugularne vene pod kratkotrajnom anestezijom, za
koju je koriS¢ena kombinacija acepromazina (0,5 mg/kg i.m.) i ketamina (90 mg/kg i.m.). Svim
zivotinjama je jednom nedeljno merena telesna masa i raden je ultrazvucni pregled srca u sedaciji.
Kada su ultrazvu¢nim pregledom bile uocene promene koje ukazuju na nastanak sréane
insuficijencije, kao 1 pogorSanje opsteg stanja Zivotinje, vrsila se zavrs$na registracija krvnog pritiska.
Nakon zavr$ne registracije krvnog pritiska, odnosno merenja 1 snimanja kardiovaskularnih
parametara, Zivotinje su podvrgnute fiziclkom metodom eutanazije, brzom dekapitacijom giljotinom.
Eutanazija sedativima i anesteticima nije mogla da bude primenjena jer bi uticala na rezultate genske
ekspresije 1 patohistoloske analize. Krv zivotinja je sakupljena u epruvete radi odredivanja markera
za sr¢anu slabost. Leva komora srca i mozak su trenutno smrznuti na suvom ledu i ¢uvani na -80°C
za molekularnu analizu. Ostali organi su uzeti i ¢uvani u formalinu radi dalje patohistoloske analize
(Slika 8).

I Hirurska implantacija transmitera I

il ot i L
A AN |
Kontrolna grupa: Eksperimentalna grupa:
-Registrovanje kardiovaskularnih parametara -Registrovanje kardiovaskularnih parametara
-Ehokardiografija -Ehokardiografija
y
Aplikacija fizioloskog rastvora: Aplikacija doksorubicina:
0.5ml/kgi.v. Smg/0,5ml/kg iv.
DR . N —— = I
1<' """ | Eoctankopnfie s a4

-Registrovanje kardiovaskularnih parametara
- Eutanazija, sakupljane krvi iorEana

-Registrovanje kardiovaskularnih parametara
- Eutanazija, sakupljane krvi iorE:ma

Slika 8. Sematski prikaz eksperimentalnog algoritma.
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3.4. Procena opSte toksi¢nosti

Opsta toksicnost dokosrubicina procenjena je na osnovu izgleda pacova (dlaénog pokrivaca i
prisustva porfirinskih prstenova oko ociju koji oslikavaju patnju), ponaSanja (spontane aktivnosti,
timarenja), promena u telesnoj masi, prezivljavanjem i konstrukcijom Kaplan-Majerove krive, kao i
odredivanjem biohemisjkih parametara u plazmi. Uzrok smrti i organska oStecenja utvrdena su
autopsijom i patohistologijom.

Uzorci venske krvi su sakupljeni u epruvete bez EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
iostavljeni 10 min na sobnoj temperaturi da se zgrusaju zbog kasnije ekstrakcije seruma. Nakon toga,
epruvete su centrifugirane 10 min na 4000 obrtaja u minutu, na sobnoj temperaturi. Serum je zatim
pipetom prebacen u nove ohladene plasti¢ne ependorfice i cuvan na -80 °C. Biohemijski markeri koji
su radeni su: kreatinin (engl. creatinine-CRE), azot uree u krvi (engl. blood urea nitrogen-BUN),
alanin aminotransferaza (engl. alanine aminotransferase-ALT), aspartat aminotransferaza (engl.
aspartate aminotransferase-AST), kreatin kinaza (engl. creatine kinase-CK), laktat dehidrogenaza
(engl. lactate dehydrogenase-LDH), glukoza (GLU), holesterol (HOL) i trigliceridi (TRI).
Koncentracije navedenih biohemijskih markera iz seruma su merene pomocu spektrofotometrije u
automatizovanom analizatoru A15 (BioSistems S.A., Barselona, Spanija).

3.5. Procena src¢ane funkcije i morfologije

Procena sr¢ane funkcije i morfologije radena je ehokardiografski. Uoci pregleda, 15 minuta,
pacovi su sedirani acepromazinom 0,5 mg/kg i.m. Ehokardiografija je radena jednom nedeljno
ultrazvu¢nim aparatom ALOKA ProSound2, linearnom sondom podesenom na frekvencu od 13 MHz
(HitachiMedical Systems, Cirih, Svajcarska). Ehokardiografski parametri su mereni u desnoj
parasternalnoj kratkoj osi, M modu, presek na nivou papilarnih misi¢a. Funkcionalni parametri su
izraCunavani na osnovu vrednosti merenih parametara.

Mereni ehokardiografski parametri: precnik medukomorskog septuma u sistoli (engl.
interventricular septum in systole-IVSs), pre¢nik medukomorskog septuma u dijastoli (engl.
interventricular septum in diastole-IVSd), pre¢nik leve komore u sistoli (engl. left ventricular end-
diastolic internal diameter in systole-LVIDs), pre¢nik leve komore u dijastoli (engl. left ventricular
end-diastolic internal diameter in diastole-LV1Dd), debljina zadnjeg zida leve komore u sistoli (engl.
posterior wall thickness in systole-PWs), debljina zadnjeg zida leve komore u dijastoli (engl.
posterior wall thickness in diastole-PWd).

Funkcionalni parametri koji su racunati prema formulama su: end-dijastolni volumen leve
komore (engl. left ventricular end-diastolic volume), LVEDV(ml)= 1.047- (LVIDd)3; ejekciona
frakcija leve komore (engl. left ventricular ejection fraction), LVEF(%)= (SV/LVEDd)-100) i
frakcionalno skracenje leve komore (engl. left ventricular fractional shortening-LVFS) (Brown i sar.,
2002). Relativna debljiva zida leve komore (engl. relative wall thickness-RWT) je racunata prema
formuli: RWT = (IVSd + PWd)/LVIDd (Foppa i sar., 2005). Ehokardiografska masa leve komore
(engl. left ventricular mass-LVM) je izracunata koris¢enjem formule: [LVM=1.047 (IVSd + LVIDd
+ PWd)® —(LVIDd)%], (Devereux i sar., 1986). Indeks mase leve komore (engl. left ventricular mass
index-LVMI) ra¢una se kao koli¢nik mase leve komore i telesne mase pacova.
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3.6. Autonomni markeri: kratkotrajni varijabilitet krvnog pritiska i sréane frekvence
3.6.1. Registrovanje kardiovaskularnih parametara

Arterijski pulsni pritisak je digitalizovan na 1000 Hz kori§¢enjem Dataquest A.R.T. 4.0 softvera,
(DSI, Transoma Medica, USA). Sistolni krvni pritisak (engl. systolic blood pressure-SBP), dijastolni
krvni pritisak (engl. diastolic blood pressure-DBP), pulsni interval (engl. pulse interval-PI) i njegova
inverzna vrednost, sréana frekvenca (heart rate — HR) su izvedeni iz arterijskog pulsnog pritiska kao
maksimum, minimum i razmak izmedu dva maksimuma (Slika 9). Izvedeni signali SBP, DBP i HR
su podvrgnuti spektralnoj analizi za odredivanje spektralnih markera (Japundzic i sar., 1990), a SBP
I Pl su koris¢eni za procenu funkcije baroreceptorskog refleksa (engl. baroreceptor reflex-BRR)
metodom sekvenci (Lonc¢ar-Turukalo i sar., 2015). Ove analize su radene u BP Complete software v.
8.0.0, razvijenom u laboratoriji prof. dr Nine Zigon.

PP

HR
(bpm)

(mmHg)

DBP

Slika 9. Digitalizovan arterijski pulsni pritisak i njegove komponente.
PP: pulsni pritisak; HR: src¢ana frekvenca; SBP: sistolni krvni pritisak; DBP: dijastolni krvni pritisak.

3.6.2. Spektralna analiza SBP, DBP i HR

Kardiovaskularni varijabilitet SBP, DBP i HR je evaluiran primenom spektralne analize bazirane
na brzoj Furijeovoj transformaciji (Lozi¢ i sar., 2014). Snaga spektra je odredena nad celim spektrom
(0-3Hz), u zonama veoma niske (eng. Very Low-Frequency, VLF: 0-0,2 Hz), niske (eng. Low-
Frequency, LF: 0,2-0,8 Hz) i visoke frekvencije (eng. High-Frequency, HF: 0,8-3,0 Hz). Spektar kroz
vreme (engl. time Fast Fourier Transformation-tFFT) dobijen je zbrajanjem 30 pojedina¢nih
preklopljenih spektara sa fiksnim pomerajem od 211 tacaka na signalu koji je obuhvatao 8192
tacke, odnosno 409.6 sekundi registracije (Slika 10).

VLF BP oscilacije su miogenog porekla, odnosno posledica renin-angiotenzin sistema (RAS),
kao glavnog vazoaktivnog mehahizma. LF BP su neurogenog porekla, posledica dejstva simpatikusa
na srce i krvne sudove. HF BP nastaju usled mehanickih efekata tokom respiracije. VLF HR, LF HR
i HF HR su sve neurogenog porekla. VLF HR nastaju kao efekat termoregulacije, LF HR nastaju kao
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posledica uticaja simpatikusa na srce, a HF HR kao posledica uticaja nerva vagusa. U klinickoj i
eksperimentalnoj praksi, LF-SBP i LF/HF-HR indeks su prepoznati kao markeri simpatickog uticaja
na arterije i simpato-vagalnog uticaja na srce (Heart Rate Variability. Standards of Measurement,
Physiological Interpretation, and Clinical Use, 1996; Japundzic-Zigon, 1998).

SBP spektar
HR spektar
32 VLF . VLF
: -
I LF

2! - ’11&,‘ HF
= %o (34 )&6 S
& R 3% IS
& 1 2

Slika 10. Grafi¢ki prikaz SBP (levi panel) i HR (desni panel) spektara kroz vreme.
VLF: zona veoma niskih frekvenci; LF: zona niskih frekvenci; HF: zona visokih frekvenci.

3.6.3. Metoda sekvenci za procenu rada baroreceptorskog refleksa

Za analizu BRR-a se koriste SBP i PI na signalu duzine 409,6 sekundi. PI se koristi umesto HR-
a jer je odgovor izmedu frekvencije vagalne stimulacije i intervalnih PI linearan. Refleksni odgovor
BRR-a kasni 3-5 otkucaja za detektovanom promenom SBP-a (Oosting i sar., 1997). Glavni parametri
koji su racunati su senzitivnost baroreceptorskog refleksa (engl. baroreceptor reflex sensitivity -BRS,
ms/mmHg) i indeks efektivnosti baroreceptorskog refleksa (engl. baroreceptor effectiveness index-
BEI). BRS predstavlja srednji linearni regresioni koeficijent svih sekvenci (PI=BRS x SBP + const.).
BEI je odnos broja SPB-PI sekvenci prema broju SBP rampi, najmanje 3 uzastopna porasta sistolnog
krvnog pritiska (Slika 11).
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Slika 11. Graficki prikaz parametara BRR-a.
PI: pulsni interval; SBP: sistolni krvni pritisak; BRS: senzitivnost BRR-a; SP: teziste rada BRR-3;
OR: opseg delovanja BRR-a.
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3.7. Odredivanje koncentracije markera sréane insuficijencije u krvi

Priznati marker sréane insuficijencije je NT-proBNP (engl. N-Terminal pro-Brain natriurethic
peptide). Koncentracija NT-proBNP-a u plazmi je odredivana pomo¢u ELISA testa (Elabscience
Biotechnology Inc., SAD), po uputstvu proizvodaca. Koncentracija NT-proBNP-a je izrazena u
pa/ml, u nivou detekcije 3-2000 pg/ml, pomocu ¢itaca mikrotitar ploca (Multiskan EX, Thermo
Electron Corporation, Vanta, Finska).

3.8. Patohistolo$ka analiza leve komore srca
3.8.1. Uzorkovanje i pripema tkiva

Pacovi su zrtvovani kada smo ustanovili znake loSeg opsteg stanja i promene ehokardiografskih
sr¢anih parametara koji ukazuju na pojavu sréane insuficijencije, fizickom metodom eutanazije,
dekapitacijom, koriste¢i giljotinu (Harvard Apparatus, SAD). Nakon ekcizije makazama vrh leve
komore je trenutno zamrznut suvim ledom 1 odloZen za molekularnu analizu. Ostatak sréanog tkiva,
bubrezi 1 jetra su fiksirani 48 sati u 4% formaldehidu, a potom ukalupljeni u parafin. Isecci debljine
3 um (Leica Microsystems, Nemacka) su postavljeni na ploc¢i¢e i obojeni metodom hematoksilin-
eozin i Mason-trihrom za vizualizaciju vezivnog tkiva.

3.8.2. Imunohistohemijska bojenja

Radena su imunohistohemijska bojenja za detekciju apoptoze i leukocita (engl. leukocyte
common antigen, LCA), na ve¢ pripremljenim parafinskim isecima sréanog
tkiva. Imunohistohemijsko bojenje za detekciju apoptoze je radeno kaspazom 3, prema uputstvima
proizvodaca. Napravljeni su tkivni ise¢ci od 5 pm, koji su deparafinizovani i rehidrirani opadaju¢im
koncentracijama alkohola do destilovane vode, da bi se blokirala aktivnost endogene peroksidaze.
Nakon toga, iseCci tkiva su inkubirani sa specificnim mis§jim monoklonskim primarnim antitelom,
anti-Caspase 3 (klon CPP32, 1:50 razblazenje, Leica Biosystems, Njukastl, Engleska). Streptavidin-
biotin metod, DAKO LSAB+ komplet (DAKO, Danska) sa diaminobenzidinom (DAB) je primenjen
za bojenje a rastvor hromogena i Majerov hematoksilin su kori§¢eni za kontrabojenje. Citoplazmatsko
bojenje kardiomiocita do apoptoze je bilo procenjeno u odnosu na limfocite koji su sluzili kao
pozitivna kontrola, i inkubiranih razblazenih antitela, bez primarnog antitela, koji su sluzili kao
negativna kontrola. LCA CD45 glikoprotein imunobojenje je standardizovano Kkoris¢enjem
odgovarajuce pozitivne kontrole za svako antitelo, prema uputstvima proizvodaca. Negativna
kontrola je izvrSena izostavljanjem primarnog antitela, prateci standardnu proceduru bojenja. Za LCA
imunohistohemiju korisé¢en je DAKO, klon 2B11 + PD7/26, 1:200 (Lab Vision™ IHC Autostainer
360). Mikrofotografije su snimljene pomocu svetlosnog mikroskopa (Olympus BX450, Tokio,
Japan) i kamere Olympus DP70 (Camera System, Tokio, Japan) pri uvecanju od 40 puta.

3.8.3. Histomorfometrija

Pojedina¢ne mikrofotografije svakog histoloSkog preparata snimljene su na uvelicanju od 4 puta,
uz pomoc¢ digitalne kamere u boji (Leica DFC295, Leica Microsystems, Nemacka). Zatim su spojene
u jednu sliku i analizirane histomorfometrijske karakteristike sr¢anog tkiva u Leica University Suite
softveru (Leica Microsystems, Nemacka).
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3.9. Analiza transkriptoma leve komore srca
3.9.1. Ekstrakcija RNK

Vrh srca je homogenizovan u 500 pl Trizola (Invitrogen, Karlsbad, SAD), vorteksovan i
inkubiran na sobnoj temperaturi 5 minuta. Ekstrakcija RNK se vrsila dodavanjem 100 pL
hloroforma (Sigma-Aldrich Co. Ltd., Karlsbad, SAD) uz vorteksovanje. Uzorci su ostavljeni 2-3
minuta na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirani na 12000 obrtaja u minutu, 15 minuta, na
temperaturi od 4 stepena. Supernatant je zatim pipetom premesten u nove ependorfice i u svaki uzorak
je dodato 250 ul propanola, kako bi se stvorio talog RNK. Uzorci su zatim vorteksovani, inkubirani
10 minuta na sobnoj temperaturi, pa centrifugirani na 12000 obrtaja u minutu, 15 minuta, na
temperaturi od 4 stepena. Supernatant je pipetom uklonjen iz ependorfica sa RNK talogom, a u njih
je dodato 500 pul 70% etanola. Nakon toga uzorci su stavljeni u centrifugu na 7500 obrtaja u minutu,
5 minuta na 4 stepena. Usledilo je ponovno uklanjanje ostatka supernatanta, susenje uzoraka u
laminaru, a zatim dodavanjem 0,01 ml DEPC vode i inkubiranje uzoraka na 55 stepeni, 10 minuta.
Uzorci su zatim ¢uvani na -80 stepeni. Koncentracija dobijene RNK je procenjena pomoc¢u BIOSpec-
nano spektofotometra (Shimadzu, Kjoto, Japan).

3.9.2. Sinteza cDNK

Sinteza cDNK je obavljena koris¢enjem QuantiTect Reverse Transcription Kit-a (Qiagen Ltd.,
Mancester, VB) prema uputstvu proizvodaca sa ulaznom koncentracijom RNK od 100 ng. U svaki
uzorak RNK je dodat 2 pul gDNA Wipeout Buffer-a i 12 ul RNA-free vode, za eliminaciju genomske
DNK. Uzorci su stavljeni na inkubaciju 2 minuta, na 42 stepena, a nakon toga ovoj smesi su dodati 1
ul smese prajmera za reverznu transkriptazu (RT Primer Mix), 1 ul smesa za reakciju reverzne
transkripcije (Quantiscript Reverse Transcriptase) i 4 pl pufera za reverznu transkripciju
(Quantiscript RT Buffer). Uzorci su zatim prvo inkubirani 30 minuta na 42 stepena, pa 3 minuta na
95 stepeni. Ependorfice sa uzorcima su ¢uvane na -20 stepeni.

3.9.3. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu (RT-gPCR)

Kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu je obavljena koris¢enjem Applied
Biosystems Viia7 Real Time PCR sistema (Applied Biosystems, Foster Siti, SAD). Kao fluoroscentna
boja koja se nespecificno vezuje za dvolanc¢anu DNK koris¢en je SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Varington, VB). cDNK uzorci su u triplikatu nalivani u bunari¢e u koncentraciji
od 1 pl, u koje su zatim dodati 6 pl SYBR Green PCR Master Mix, po 0,5 pl uzvodnog (engl. forward)
i nizvodnog (engl. reverse) prajmera i 4 pul RNA free vode. Plo¢e sa bunari¢ima su prekrivene
zastitnom folijom, zatim centrifugirane 30 sekundi na 2500 obrtaja u minutu. Temperaturni protokol
reakcije lan¢anog umnozavanja DNK se sastojao od denaturacije cDNK (50 stepeni-2 minuta, 95
stepeni-10 minuta), 40 ciklusa umnoZzavanja cDNK (95 stepeni- 15 sekundi, 60 stepeni- jedan minut)
i zavrSetka reakcije (95 stepeni- 15 sekundi, 60 stepeni- jedan minut, 95 stepeni-15 sekundi). Analiza
rezultata uradena je pomocu ViiA 7 v1.2 softvera (Applied Biosystems, Foster Siti, SAD). Relativne
promene genske ekspresije ra¢unate su metodom 2—AACT (Livak i Schmittgen, 2001).

Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (engl. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase-
GAPDH) je koris¢en kao konstitutivno eksprimirani gen, odnosno referentni gen za normalizaciju
ekspresije gena od interesa. Svi prajmeri (Tabela 2) su dizajnirani koris¢enjem GenBank baze gena
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).
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Tabela 2. Lista prajmera kori$¢enih u istrazivanju.

Gen Prajmeri NCBI Reference

Fwd: 5’-GCAATGGTCGGGACATAGTT-3’

IL1p Rev: 5-AGACCTGACTTGGCAGAGGA-3’

NM_031512.2

Fwd: 5-TCTCTCCGCAAGAGACTTCCA-3’
L6 Rev: 5-ATACTGGTCTGTTGTGGGTGG-3’ NM_012589.2

Fwd: 5°-CGGTGGCATGGAGAGCCAGC-3"
FN1 Rev: 5-TCACCCGCACTCGGTAGCCA-3’ XM_006245158.4

Fwd: 5°-TGGACCTCCGGCTCCTGCTC-3"
COLIAL | pev: 5-TCGCACACAGCCGTGCCATT-3’ NM_053304.1

Fwd: 5°-AGACGTGCTATGTGTGACGG-3"
ADRBL | ¢ ev: 5-AGCACTTGGGGTCGTTGTAG-3’ NM_012701.1

Fwd: 5°-TGGATTGTGTCGGGCCTTAS®
ADRB2 | ¢ v 5 - TGGCACGGTACCAGTGCAT-3’ NM_012462.2

Fwd: 5°-GCCAGGGCAGCCTCTGA-3’

AGTRIA | pev: 5 TCCTGAGGCAGGGTGAATG-3’

NM_030985.4

Fwd: 5°-ACGACGTTCCTTTCCCTAAGACA-3’

NR3C2 | pev: 5-TGAGCGGGCCAGTCACA-3’

NM_001395077.1

Fwd: 5°-GCGAGCCAACTGCCTGGTCC-3’

CTGF | Rev: 5-GCGTCCGGATGCACTTTTTGCC-3’

NM_022266.2

Fwd: 5-GACGGGCTGAGGTTGTTTTA-3’
NPPB | Rev: 5-ACTGTGGCAAGTTTGTGCTG-3’ XM_006239376.1

Fwd: 5-GGGGCAAGGTCACTGCCGAA3®
MYHG | pev: 5-GGCCGCATAGCGCTCCTTGA-3’ XM_017539641.2

Fwd: 5’~AGGAGGCGGAGGAACAGGCCAAC-3’
MYHT7 | Rev: 5-GGGCTTCACAGGCATCCTTAGGGTT-3 | NM-017240.2

Fwd: 5-GGAGGCAGTGGAGGAGGAGGAT-3’
TNNTZ2 | Rev: 5'-GCTGGGCTTGGGTTTGGAGTC-3’ xM_006249842.4

Fwd: 5-TATGACCTGCGTGGCAAGTT-3’
TNNIS | pev: 5°-GCCCTCAGGTCCAAGGATTC-3’ NM_017144.2

Fwd: 5-GGAGAATTGAGCCCTTGGAAGT-3’
T Rev: 5-CCTTGGATCTCACAGGTGAATTT-3’ XM_039106434.1

Fwd: 5'-CCGCTGTCCTGAGACTCTCTTC 3’
ACTCL | Rev: 5'-CGTGAATGCCGGCAGACT-3' NM_019183.1

Fwd: 5-GCCGACAAGAAGACCATGGA-3’
MYBPC3 | Rev: 5'-TGATAAGCTCTGATACCACACAGTGA-3* | XM-006234503.4

Fwd: 5'-CTCAAACCACGAACACATCG-3"
RYRZ | Rev: 5*-TCCACATCAAAGTCCTCCAA-3’ NM_001191043.3

Fwd: 5-CCTACACTGGCCGTGAGTTT-3"
ATPZAZ | Rev: 5'-AGAGCAGGGGCATCATTGAC-3’ xM_039110887.1

Fwd: 5-GCTGATCGAGCACAAGTACATCA3'
VACML | Rev: 5 - TCAGCTACGCCATGTATATGAAGG-3' | \M-022683.1

Fwd: 5’-GCCCACAGATTGCACGTGTA-3’
APLN | Rev: 5-CTTTTTGTGAGCTTGTGGCAAA-3’ NM_031612.3

Fwd: 5-TTCATCATCATGCTGACCTGTTACT-3'
APLNR | Rev: 5-TCGATGCGCTCCTTTCG-3" NM_031349.2

Fwd: 5- CAGGGCTGCCTTCTCTTGTG-3'
GAPDH | Rev: 5>- GATCTCGCTCCTGGAAGATGG-3" NM_017008.4
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IL1B: interleukin 1 beta; IL6: interleukin 6; FN1: fibronektin 1; COL1A1: kolagen tip 1 alfa 1;
ADRBL: beta-adrenergicki receptor tip 1; ADRB2: beta-adrenergicki receptor tip 2; AGTRIA:
angiotenzinski Il receptor tip 1la; NR3C2: nuklearni receptor podfamilije 3 grupe C tip 2 (kodira
protein za mineralokortikoidni receptor); CTGF: faktor rasta vezivnog tkiva; NPPB: natriuretski
peptid tipa B; MYHG6: teski lanac miozina tip 6; MYH?7: teski lanac miozina tip 7; TNNT2: troponin
T tip 2; TNNI3: troponin I tip 3; TTN: titin; ACTCI: alfa aktin sr¢anog misi¢a 1; MYBPC3: srcani
miozin-vezujuéi protein C; RYR2: rijanodinski receptor tip 2; ATP2A2: ATPaza sarkoplazmati¢nog
retikuluma koja pumpa Ca; VACML: protein za mobilizaciju kalcijuma aktiviran vazopresinom;
APLN: apelin; APLNR: apelinski receptor; GAPDH: gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza; Fwd
(forward): uzvodni prajmer; Rev (reverse): nizvodni prajmer.

3.10. Odredivanje fenotipa i genotipa doksorubicinske kardiomiopatije metodom masinskog
uenja

Osobine (parametri) jedinki su uneti u jedinstven matriks u kome boja oslikava njihovu snagu i
formira toplotnu mapu (engl. heat map). Za odredivanje fenomapa koris¢eni su hemodinamski,
ehokardiografski i biohemijski parametri i autonomni markeri. Za ra¢unanje genomapa prikazana je
promena ekspresije gena na koje uti¢e doskorubicin.

Parametri kod kojih je Pirsonovim parnim testom utvrdena korelacija < 6 su izostavljeni kako bi
se izbeglo ponavljanje. Mapa svakog subjekta, odnosno Zivotinje, je predstavljena jednom tackom u
multidimenzionalnom prostoru parametara. Povezanost izmedu parametara omogucéava grupisanje
subjekata na osnovu najvise izraZzenih karakteristika.

Za grupisanje parametara se koriste 4 metode: hijerarhijsko algoritamsko klasterovanje (Jain i
Dubes, 1988), K-mean ++ klasterovanje (Onoda i sar., 2012), afinitetna propagacija (Frey i Dueck,
2007) 1 Gausov mesSani model (Hand i sar., 1989). Potom se metodom gomilanja dokaza (engl.
evidence accumulation clustering) formira matriks koegzistencije u boji, sa z-normalizovanom
kolonom koja omoguc¢ava uporedivanje (Fred i Jain, 2005). Matriks koegzistencije je vizualizovan
pomocu klastera u toplotnim mapama, pokazuju¢i moguénost za svaki par zivotinja da se nade u
istom Klasteru. Nakon toga, parametri su iz multidimenzionalnog prostora redukovani na dve
dimenzije T-SNE metodom (Maaten i sar., 2012) i prikazani grafi¢ki tako da se fenotipski sli¢ni
pacovi rasporede u blizini a fenotipski razli¢iti pacovi prikazu odvojeno.
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3.11. Kori$éene supstance

Ketamin hidrohlorid (Ketamidorl0%®, rastvor za injekcije 100 mg/mL), ksilazin hidrohlorid
(Xylased®, rastvor za injekciju 20 mg/mL), karprofen (Rimadyl®, rastvor za injekcije 50 mg/mL) i
acepromazin maleat (Neurotrank®, rastvor za injekcije 10 mg/mL) mL) nabavljeni su od Marlo
Farme (Beograd, RS). Gentamicin (Gentamicin®, rastvor za injekcije 120 mg/ 2 mL) i doksorubicin
(Adriblastina®, prasak za injekcije, 50 mg) naruceni su od Hemofarma AD (VrSac, RS) i Pfizer-a
(Beograd, RS).

3.12. Statisti¢ka analiza

Svi parametri su prikazani u slikama 1 tabelama kao srednja vrednost + standardna greSka srednje
vrednosti (SE). Priroda raspodele svakog analiziranog parametra je bila odredena testom za proveru
normalnosti raspodele (Shapiro-Wilk). Za analizu statisticke znacajnosti ehokardiografskih i
autonomnih parametara su primenjeni parametarski testovi, Studentov t-test i OneWay ANOVA test,
I neparametarski testovi, Mann—-Whitney test, Wilcoxon test i Kruskall-Wallis test, u zavisnosti od
prirode raspodele varijabli, kao i u zavisnosti da li su ispitivane medugrupne razlike ili razlike unutar
jedne grupe. Za analizu ekspresije gena i biohemijskih parametara su koris¢eni OneWay ANOVA i
Kruskall-Wallis test, u zavisnosti od prirode raspodele varijabli. Statisti¢ka zna¢ajnost razlike je bila
prihvacena za vrednost p<0,05. Za statistiCku analizu su kori$¢eni softveri GraphPad Prism (San
Diego, SAD) i SPSS Statistics 2.0 (IBM, Njujork, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. Opsta toksi¢nost i preZivljavanje

Pacovi u eksperimentalnoj grupi, tretirani doksorubicinom, pokazivali su znake intoksikacije:
propadanje krzna, smanjenu fizicku aktivnost, dijareju, smanjeni unos hrane i vode i progresivno
smanjenje telesne mase (Figura 1, levi panel), poc¢ev od tre¢e nedelje. Takode je primeéeno smanjeno
prezivljavanje pacova u eksperimentalnoj grupi (Figura 1, desni panel). Pacovi iz kontrolne grupe,
tretirani fizioloSkim rastvorom, bili su odlicnog fizickog izgleda, aktivni, telesna masa im se
progresivno povecavala (Figura 1, levi panel) i svi su preziveli do kraja protokola (Figura 1, desni

panel).

[zmedu dve eksperimentalne grupe, DOX Phe 1 1 DOX Phe 2, nije bilo statisticki znacajne
razlike ni u vrednostima telesne mase ni u duzini prezivljavanja.
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Figura 1. Kriva promene telesne mase kod pacova tretiranih doksorubicinom i Kaplan-
Majerova kriva prezZivljavanja. Uocava se statisticki znac¢ajno smanjenje telesne mase pacova (levi
panel) i statisti¢ki znac¢ajno smanjene duzine prezivljavanja (desni panel) u grupama DOX Phe 1 i
DOX Phe 2 u odnosu na CONT grupu.

*p <0.05 vs. CONT, ANOVA ponovljenih merenja. CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi
tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1; DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji
su ispoljili fenotip 2.
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Analiza nivoa biohemijskih markera opste toksi¢nosti iz seruma, metodom spektrofotometrije,
je pokazala statisticki znacajni porast BUN, markera oSteéenja funkcije bubrega, porast CK,
nespecificnog markera oSteenja sr¢anog misi¢a i porast koncentracije LDH i HOL u obe
eksperimentalne grupe tretirane doksorubicinom u odnosu na kontrolnu grupu. Nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike u nivoima vrednosti ALT i AST, biohemijskih markera za osteéenje jetre, izmedu
eksperimentalnih grupa i kontrolne grupe. Takode nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji
biohemijskih markera izmedu dve eksperimentalne grupe (Tabela 3).

Na autopsiji je utvrdeno da su Zivotinje preminule najverovatnije usled sréane slabosti.
Primeéeno je ostec¢enje bubrega, dilatacija tubula i depoziti amiloida, kao i masna inflitracija i
inflamacija jetre sa nagomilanim Kupferovim ¢elijama (nije prikazano), ali one nisu bile kriti¢ne za
prezivljavanje.

Tabela 3. Biohemijski markeri u krvi kod pacova tretiranih doksorubicinom.

parametar CONT (n=6) DOX Phe 1 (n=9) DOX Phe 2 (n=9)
BUN (mmol/L) 6,0+ 0,3 115+18* 130+21~*
KRE (umol/L) 70,0+ 3,3 91,0+9,8 66,0+ 9,4

ALT (U/L) 64,0 £ 6,0 64,0+ 154 105,0 £ 25,4
AST (U/L) 165,0 + 35,7 79,0 +£18,8 108,0 £ 19,4

CK (U/L) 385,0 + 46,6 750,0 £ 243,3 ** 663,0 +126,1 *
LDH (U/L) 1475,0 £ 45,9 1919,0 + 3113 * 1931,0+179,3**
GLU (mmol/l) 6,0 +0,5 6,1+0,5 6,0 £ 0,6

HOL (mmol/l) 1,3+0,1 21+04%* 20+£02*

TRI (mmol/l) 0,7+0,1 0,8+0,3 0,801

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje Sest pacova = SEM.

CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2; BUN: azot uree u Kkrvi;
KRE: kreatinin; ALT: alanin aminotransferaza; AST: aspartat aminotransferaza; CK: kreatin kinaza;
LDH: laktat dehidrogenaza; GLU: glukoza; HOL.: holesterol; TRI: trigliceridi.

*p<0,05; **p<0,01 vs. CONT
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4.2. Funkcija i morfologija srca

Ehokardiografski pregledi su ukazali na razvijanje dva raliita fenotipa kod pacova u
eksperimentaloj grupi, na osnovu parametara sr¢ane funkcije i morfologije. Kod pacova sa fenotipom
1 uocavamo statisticki znac¢ajno smanjenje PWT u sistoli i dijastoli odnosu na vrednosti pre aplikacije
doksorubicina i kontrolnu grupu, statisticki znacajno smanjenje I'VS u sistoli u odnosu na kontrolnu
grupu, te statisticki znacajno smanjene RWT, LVEF i LVFS u odnosu na vrednosti pre aplikacije
doksorubicina i u odnosu na kontrolnu grupu. Sa druge strane uocavamo statistiCki znacajno
poveéanje LVID u sistoli i dijastoli i statisticki znac¢ajno poveéanje LVEDV (Slika 12, Tabela 4) u
odnosu na vrednosti pre aplikacije doksorubicina i u odnosu na kontrolnu grupu. Ove promene
ehokardiografskih parametara odgovaraju promenama koje se sre¢u kod sréane insuficijencije sa
redukovanom ejekcionom frakcijom.

Zivotinje iz eksperimentalne grupe sa razvijenim fenotipom 2 su imale statisticki znacajno
poveéanje PWT u sistoli i dijastoli u odnosu na vrednosti pre aplikacije doksorubicina i kontrolnu
grupu, statistiCki znacajno smanjenje LVID u dijastoli u odnosu na kontrolnu grupu i ocuvane
vrednosti LVEF, RWT i LVFS u odnosu na vrednosti pre aplikacije doksorubicina i kontrolnu grupu
(Slika 12, Tabela 4). Ehokardiografske promene u ovoj eksperimentalnoj fenotipskoj grupi 2
odgovaraju promenama koje se sre¢u kod sr¢ane insuficijencije sa o¢uvanom ejekcionom frakcijom.

Primecene su statisticki znacajno vece vrednosti parametara LVS i PWT u sistoli, LVEF, RWT
1 LVFS 1 statisticki znaajno manja vrednost parametra LVID u sistoli kod jedinki u grupi DOX Phe
2 u odnosu na jedinke iz grupe DOX Phe 1 (Tabela 4).

Pacovi iz kontrolne grupe su pokazivali fizioloski normalne vrednosti ehokardiografskih
parametara (Tabela 4).

Slika 12. Ehokardiogram u M-modu pacova tretiranih doksorubicinom.

Gornji levi panel: fizioloski normalan ehokardiografski nalaz pacova pre aplikacije doksorubicina.
Gornji desni panel: ehokardiografski nalaz pacova koji je posle aplikacije doksorubicina razvio
fenotip 1 (DOX PHE 1). Uocavaju se stanjenje zidova i poveCanje lumena komore.
Donji levi panel: fizioloSki normalan ehokardiografski nalaz pacova pre aplikacije doksorubicina.
Donji desni panel: ehokardiografski nalaz pacova koji je posle aplikacije doksorubicina razvio fenotip
2 (DOX Phe 2). Uocavaju se zadebljanje zidova i smanjenje lumena komore.
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Tabela 4. Ehokardiografski parametri kod pacova tretiranih doksorubicinom.

CONT (n=6) DOX Phe 1 (n=9) DOX Phe 2 (n=9)

parametar

pre posle pre posle pre posle
IVSs (mm) 3,3¢0,01  3,5¢0,01  3,2+0,01  2,9+0,01% 3,3+0,01 3,5+0,01#
PWTSs (mm) 3,680,01  3,620,01  3,8+0,01  3,0£0,01%%+f 3,5+0,01 3,9+0,021#
LVIDs (mm)  2.6+0,01  26+0,02 254001  3,9+0,02%*}f 2,8+0,03 2,7+0,03#
IVSd (mm) 1,940,01  2,0+0,01  1,9#0,01  1,8+0,01 2,0+0,01 2,3+0,01
PWTd (mm)  31#001  29+001  3,0+001  25+0,01%f 2,9+0,01 3,3+0,01%f
LVIDd (mm) 6,1#001 61001  62+001  6,7+0,03* 6,2+0,02 5,6+ 0,02+
LVEF (%) 90+0,6 92+1.2 91+1,2 781, 2% %4+ 88+2,3 87+2,1#
LVEDV (ml)  05#0,01  05%002 054002 0,71+ 0,1%} 0,58+0,1 0,56+0,02
RWT 0,82+0,01  0,83+0.01  0,79+0,01  0,65+0,01**+  0,82+0,01 0,82+0,03#
LVFS (%) 56,56+1,04 58,48+1,92 59.55+1,95 43,36+1,92%%+ 54,48+3,27 58,56+2,61#
LVMI (g) 1,240,05  1,2+0,04  1,2#0,07  1,10,09 1,2+0,06 1,4+0,02

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje Sest pacova + SEM.

CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili  fenotip  2;
IVSs: pre¢nik medukomorskog septuma u sistoli, PWTs: debljina zadnjeg zida leve komore u sistoli;
LVIDs: pre¢nik leve komore u sistoli; IVSd: pre¢nik medukomorskog septuma u dijastoli; PWTd:
debljina zadnjeg zida leve komore u dijastoli; LVIDd: pre¢nik leve komore u dijastoli; LVEF:
ejekciona frakcija leve komore; LVEDV: end-dijastolni volumen leve komore; RWT: relativna
debljina zida leve komore; LVFS: frakcionalno skracenje leve komore; LVMI: masa leve komore
(indeks).

*p<0,05; **p<0,01 vs. pocetne vrednosti; Tp<0,05; TFp<0,01 vs. CONT; #p<0,05; ##p<0,01 vs.
DOX Phe 2

27



4.3. Kardiovaskularni varijabilitet i barorefleks
4.3.1. Hemodinamski parametri i spontani baroreceptorski refleks

Hemodinamski parametri su dobijeni registrovanjem kardiovaskulanih parametara a spontani
baroreceptorski refleks analiziran metodom sekvenci. U obe eksperimentalne grupe tretirane
doksorubicinom nije bilo statisticki znacajne promene vrednosti sistolnog (SBP) i dijastolnog (DBP)
krvnog pritiska. UoCavamo statisticki znacajan pad sr¢ane frekvence (HR) kod pacova u DOX Phe 1
grupi u odnosu na vrednosti pre aplikacije doksorubicina. Spontana senzitivnost baroreceptorskog
refleksa (BRS) je statisticki znacajno porasla u obe eksperimentalne grupe tretirane doksorubicinom
u odnosu na vrednosti pre aplikacije doksorubicina i u odnosu na kontrolnu grupu. Sa druge strane
indeks efektivnosti baroreceptorskog refleksa (BEI) je stati¢ki znac¢ajno smanjen samo kod pacova u
grupi DOX Phe 1, i to u odnosu na vrednosti pre aplikacije doksorubicina i u odnosu na kontrolnu
grupu. Nije bilo statisticki znacajne razlike kod ovih parametara izmedu dve eksperimentalne grupe
posle tretmana, osim BEI, gde primecujemo statisticki znacajno vecu vrednost u grupi DOX Phe 2
(Tabela 5).

Tabela 5. Krvni pritisak, sréana frekvenca, senzitivnost baroreceptorskog refleksa i indeks
efektivnosti baroreceptorskog refleksa kod pacova tretiranih doksorubicinom.

CONT (n=6) DOX Phe 1 (n=9) DOX Phe 2 (n=9)
parametar

pre posle pre posle pre posle
SBP 109+1,9 110£2,2 106x2,5 102+2,0 106+2,1 105+2,8
(mmHg)
DBP 79+0,8 77£2,5 74+2,0 74£3,0 77£1,6 74£3,0
(mmHg)
HR 290+6,2 269+7,5 290 £5,0 246%9,5* 29045,0 272+16,5
(bpm)
BRS 1,00,1 1,3+0,1  1.180,1 3,8+0,6%*1F  1,2540,3  3,7+0,6%F
(ms/mmHg)
BEI 0,61+0,04  0,63x0,05 0,61%0,03 0,40+0,04**+  0,59+£0,04  0,57%0,03#

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje Sest pacova = SEM.

CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili  fenotip 2;
SBP: sistolni krvni pritisak; DBP: dijastolni krvni pritisak; HR: sréana frekvenca; BRS: senzitivnost
baroreceptorskog refleksa; BEI: indeks efektivnosti baroreceptorskog refleksa.

*p<0,05; **p<0,01 vs. pocCetne vrednosti; Tp<0,05; F1p<0,01 vs. CONT; #p<0,05; ##p<0,01 vs.
DOX Phe 2
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4.3.2. Kratkotrajni varijabilitet sistolnog krvog pritiska

Spektralnom analizom kratkotrajnog varijabiliteta sistolnog krvnog pritiska uocavamo statisticki
znacajno smanjenje vrednosti parametara SBP spektra, TV-SBP, VLF-SBP i LF-SBP, kod Zivotinja
u obe eksperimentalne grupe tretirane doksorubicinom u odnosu na vrednosti pre aplikacije
doksorubicina i u odnosu na kontrolnu grupu, osim kod parametra HF-SBP, kod Zivotinja u DOX Phe
2 grupi, gde je doslo do statisticki znacajnog pada samo u odnosu na vrednosti pre aplikacije
doksorubicina. Nije bilo statisticki znacajne razlike vrednosti SBP spektra izmedu dve
eksperimentalne grupe posle tretmana. Kod pacova u kontrolnoj grupi nije bilo statisticki znac¢ajnih
promena vrednosti parametara kratkog varijabiliteta SBP spektra (Figura 2).

mm Hg? TV-SBP mm Hg? LF-SBP
6 2
3 : " 1 1 ;
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mmHg?2 VLF-SBP mmHg2 HF-SBP
4 2
2 * «1t 1

F_II D'*TT | ] T
0 ) - 0 [j - D B3 .

mmCONT [ mmDOX Phe1 [ mmDOX Phe 2

Figura 2. Parametri SBP kratkotrajnog varijabiliteta kod pacova tretiranih doksorubicinom.
CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2; prazni stubi¢i: vrednosti pre
tretmana; puni stubi¢i: vrednosti posle tretmana; TV-SBP: totalni SBP spektar; VLF-SBP: zona
veoma niskih frekvenci SBP spektra; LF-SBP: zona niskih frekvenci SBP spektra; HF-SBP: zona
visokih frekvenci SBP spektra.

*p<0,05; **p<0,01 vs. pocetne vrednosti; Tp<0,05; +1p<0,01 vs. CONT
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4.3.3. Kratkotrajni varijabilitet dijastolnog krvnog pritiska

Spektralnom analizom kratkotrajnog varijabiliteta dijastolnog krvog pritiska uocavamo
statistiCki znacajno smanjenje vrednosti parametara DBP spektra, TV-DBP, VLF-DBP i LF-DBP,
kod zivotinja u obe eksperimentalne grupe tretirane doksorubicinom u odnosu na vrednosti pre
aplikacije doksorubicina i u odnosu na kontrolnu grupu. lzuzetak je parametar HF-DBP, u DOX Phe
1 grupi, gde je doslo do statisti¢ki znacajnog pada samo u odnosu kontrolnu grupu, dok kod Zivotinja
u DOX Phe 2 grupi za ovaj parametar nema staticki znacajnih razlika. Nije bilo statisticki znacajne
razlike vrednosti DBP spektra izmedu dve eksperimentalne grupe posle tretmana. Kod pacova u
kontrolnoj grupi nije bilo statisti¢ki znacajnih promena vrednosti parametara kratkog varijabiliteta
DBP spektra (Figura 3).
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Figura 3. Parametri DBP kratkotrajnog varijabiliteta kod pacova tretiranih doksorubicinom.
CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2; prazni stubici: vrednosti pre
tretmana; puni stubi¢i: vrednosti posle tretmana; TV-DBP: totalni DBP spektar; VLF-DBP: zona
veoma niskih frekvenci DBP spektra; LF-DBP: zona niskih frekvenci DBP spektra; HF-DBP: zona
visokih frekvenci DBP spektra.

*p<0,05; **p<0,01 vs. pocetne vrednosti; Tp<0,05; 1p<0,01 vs. CONT
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4.3.4. Kratkotrajni varijabilitet sréane frekvence

Spektralnom analizom kratkotrajnog varijabiliteta sréane frekvence uocCava se statisticki
znacajno smanjenje vrednosti parametara HR spektra, TV-HR, VLF-HR i LF-HR u grupi DOX Phe
1, u odnosu na vrednosti pre aplikacije doksorubicina i u odnosu na kontrolnu grupu. Kod zivotinja
u ovoj grupi, kod parametara HF-HR i LF/HF HR nema stati¢ki znacajne razlike. Takode, kod
zivotinja koje pripadaju grupi DOX Phe 2 nema statisticki znacajne razlike ni kod jedne vrednosti
parametara HR spektra. Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike vrednosti HR spektra izmedu dve
eksperimentalne grupe posle tretmana. Kod pacova u kontrolnoj grupi nije bilo statisticki znac¢ajnih
promena vrednosti parametara kratkog varijabiliteta HR-a (Figura 4).

bpm?2 TV-HR bpm?2 VLF-HR
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Figura 4. Parametri HR kratkotrajnog varijabiliteta kod pacova tretiranih doksorubicinom.
CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2; prazni stubici: vrednosti pre
tretmana; puni stubiéi: vrednosti posle tretmana; TV-HR: totalni HR spektar; VLF-HR: zona veoma
niskih frekvenci HR spektra; LF-HR: zona niskih frekvenci HR spektra; HF-HR: zona visokih
frekvenci HR spektra; LF/HF-HR: odnos zona niskih i visokih frekvenci HR spektra.
*p<0,05; **p<0,01 vs. pocetne vrednosti; Tp<0,05; +7p<0,01 vs. CONT

31



4.4, Koncentracije markera sréane insuficijencije u krvi NT-proBNP-a

Odredivanje koncentracije NT-proBNP-a, biohemijskog markera sréane insuficijencije, iz
plazme ELISA testom je pokazala statisticki znacajni porast koncentracije NT-proBNP-a u obe
eksperimentalne grupe tretirane doksorubicinom u odnosu na kontrolnu grupu. Nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike u koncentraciji NT-proBNP-a izmedu dve eksperimentalne grupe (Tabela 6).

Tabela 6. Koncentracije NT-proBNP-a u krvi kod pacova tretiranih doksorubicinom.

parametar CONT (n=6) DOX Phe 1 (n=9) DOX Phe 2 (n=9)

NT-proBNP (pg/ml) 26,0 +10,4 270,0+£137,0* 157,0 £ 68,0 *

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje Sest pacova £ SEM.

CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2; NT-proBNP: N-terminalni
prohormon mozdanog natriuretskog peptida.

*p<0,05; **p<0,01 vs. CONT
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4.5. PatohistoloSka analiza sréanog miSica

Histoloska analiza sr¢anog tkiva pokazuje karakteristicne promene koje se javljaju u dilatatornoj
kardiomiopatiji, u eksperimentalnoj grupi koja je posle aplikacije doksorubicina ispoljila fenotip 1.
Kod zivotinja u DOX Phe 1 se uoc¢ava intezivna miokardijalna vakuolizacija, leukocitna infiltracija,
perivaskularna i intersticijalna fibroza (Slika 13). Kod jedinki u grupi DOX Phe 2 promene ukazuju
na diskretne znake hipertrofije sréanog tkiva. Dominira uvecanje kardiomiocita koje karakteriSe
povecan broj jedara koja su grupisana i nekroza sa kontrakcijskim prugama (Slika 14). Kod Zivotinja
u obe eksperimentalne grupe se uocava intersticijalna i perivaskularna fibroza (Slika 13, Slika 14).
Imunohistohemijsko bojenje na kaspazu-3, kao markera apoptoze i prisustva leukocita, odnosno LCA
CD45 glikoproteina, je bilo pozitivno u obe eksperimentalne grupe tretirane doksorubicinom (Slika
15). Histoloski nalaz sr¢anog tkiva u kontrolnoj grupi je bio bez patoloskih promena (Slika 16).

Na histomorfometrijskim mikrofotografijama poprecnog preseka sréanog tkiva se uocava veci
poprecni presek src¢anog tkiva kod zivotinja iz grupe DOX Phe 2, koji su razvile hipertrofi¢ne
promene sr¢anog misi¢a, u odnosu na kontrolnu grupu i DOX Phe 1 grupu. Odnosno, uoc¢avamo
manji poprecni presek sréanog tkiva kod zivotinja u DOX Phe 1, koje su razvile promene koje
odgovaraju dilatatornoj kardiomiopatiji, u odnosu na kontrolnu grupu i DOX Phe 2 grupu (Slika 17).

Histoloskom analizom bubreznog tkiva su uoc¢ene tubularne i glomerularne dilatacije kao znaci
blage nefrotoksi¢nosti, dok su znaci masne infiltracije hepatocita kod Zivotinja u obe eksperimentalne
grupe uoceni histoloskom analizom jetre.

Slika 13. Morfologija srca pacova tretiranih doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1.
Levi panel: kardiomiocitna vakuolizacija; srednji panel: instersticijalna fibrozna infiltracija; desni
panel: fibroza.

Slika 14. Morfologija srca pacova tretiranih doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2.
Levi panel: grupisanje jedara; srednji panel: nekroza u kontrakcijskim prugama; desni panel: fibroza.
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Slika 15. Morfologija srca pacova tretiranih doksorubicinom.
Levi panel: prisustvo LCA CD45 glikoproteina; desni panel: markeri apoptoze.

Slika 16. Morfologija srca pacova tretiranih fizioloskim rastvorom.
Levi i desni panel: histoloski nalaz zdravog srcanog tkiva, bez patoloSkih promena.

CONT DOXPhe1 DOX Phe 2

5000 um 5000 um

Slika 17. Popre¢ni presek sré¢anog tkiva pacova tretiranih doksorubicinom.
CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2.
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4.6. Fenomapiranje

Formirana je multidimenzionalna toplotna mapa sa 18 parametara koji su pokazali nizak nivo
korelacije (<0.6) od 18 jedinki iz eksperimentalne grupe. Koris¢eni su hemodinamski parametri (SBP
I HR), ehokardiografski parametri (LVEDV, LVFS, LVEF i RWT), autonomni markeri
kardiovaskularnog varijabiliteta (TV SBP, TV HR, LF SBP, LF/HF HR, BRS i BEI), biohemijski
markeri (NT-proBNP, BUN, ALT, AST i Creat) i telesna masa (Slika 18). Toplotna mapa grupisanih
parametara, odnosno vizualizovani matriks koegzistencije, pokazuje formiranje klastera za 4
parametra, LVEF, LVEDV, LVFS i BEI, a dendogrami sa strane pokazuju da se jedinke rasporeduju
u dva velika klastera, odnosno dve vece grupe, DOX Phe 1 i DOX Phe 2 (Slika 19). Redukcijom
parametara iz multidimenzionalnog prostora na dve dimenzije i dodavanjem jedinki iz kontrolne
grupe, dobijen je graficki prikaz na kome se vidi rasporedivanje jedinki u tri grupe. Jedinke iz
eksperimentalne grupe su rasporedene u dva veca klastera, na isti na¢in kao i u multidimenzionalnoj
toplotnoj mapi, a jedinke iz kontrolne grupe su formirale svoj klaster (Slika 20).
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Slika 18. Multidimenzionalna toplotna mapa.

Crvena i zelena boja oznacavaju porast i pad vrednosti parametra pojedinacne jedinke u odnosu na
srednju vrednost tog parametra svih jedinki. R1-P22: oznaka jedinki iz eksperimentalne grupe;
EDV: end-dijastolni volumen; NT-proBNP: N-terminalni prohormon mozZdanog natriuretskog
peptida; HR: sr¢ana frekvenca; FS: frakcionalno skracenje; EF: ejekciona frakcija; TV-SBP: totalni
SBP spektar; TV-HR: totalni HR spektar; LF-SBP: zona niskih frekvenci SBP spektra; SBP: sistolni
krvni pritisak; BUN: azot uree u krvi; BEI: indeks efektivnosti baroreceptorskog refleksa; ALT:
alanin aminotransferaza; AST: aspartat aminotransferaza; BRS: senzitivnost baroreceptorskog
refleksa; LF/HF HR: odnos zona niskih i visokih frekvenci HR spektra; BW: telesna masa; RWT:
relativno zadebljanje zida leve komore; Creat: kreatinin.
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Slika 19. Matriks koegzistencije.
Crvena 1 zelena boja oznacavaju povecanu i smanjenu mogucénost svake jedinke da se nade u istom
klasteru. R1-P22: oznaka jedinki iz eksperimentalne grupe.

1.04 ™ CONT -
| ® DOX Phe 1 L
0.8 # DOXPhe 2 s ® B
-
‘ & A
0.6 - & i A
: A
A
0.4 A
: fa)
® A
02{ ¢ o @ ®
‘ ®
0.0 - ® ®
A v | v | v | v 1 4 v |

Slika 20. Dvodimenzionalno klasterovanje jedinki na osnovu njihovih osobina.
CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2.
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4.7. Transkriptom leve komore srca

Rezultati kvantitativne lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu su pokazali statisticki
znacajan pad ekspresije gena za MYH6, MYH6/MYH7 (Slika 21, levi grafikon), COL1A1,
MYBPC3, APLN, APLNR u grupi DOX Phe 1 u odnosu na kontrolu grupu, odnosno statisticki
znacajan porast ekspresije CTGF u obe eksperimentane grupe u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela
7). Primecen je statisticki znacajan pad ekspresije gena za MYH6, MYH6/MYH?7 (Slika 21, desni
grafikon), TTN, VCAM1, APLN i APLNR, u grupi DOX Phe 2 u odnosu na kontrolnu grupu. Kod
ostalih gena nije bilo statisticki znacajne razlike kod Zivotinja u eksperimentalnim grupama u odnosu
na jedinke iz kontrolne grupe. Nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji gena izmedu dve
eksperimentalne grupe (Tabela 7).
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Slika 21. Genska ekspresija MYH6 i MYH6/MYH7 u kardiomiocitima kod pacova tretiranih
doksorubicinom.

CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2.

*p<0,05; **p<0,01 vs. CONT

Tabela 7. Genska ekspresija u kardiomiocitima kod pacova tretiranih doksorubicinom.

Funkcija Gen CONT DOX Phe 1 DOX Phe 2
(n=6) (n=9) (n=9)
IL1b 1,00 £0,13 0,87 £ 0,08 1,23+£0,21
Inflamacija
IL6 1,00 £ 0,15 1,06 £ 0,08 1,52 £ 0,25
FN1 1,00 £ 0,34 0,68 + 0,17 0,58 +0,11
Fibroza
COL1A1 1,00 £0,31 0,24 + 0,08 * 0,32+0,14
ADRB1 1,00 £0,16 0,99 +0,11 1,24 £ 0,15
Receptori ADRB2 1,00 £ 0,07 0,77 £ 0,07 1,04 £ 0,16
AGTRI1A 1,00 £ 0,07 0,80 + 0,07 1,17 £ 0,20
NR3C2 1,00 £ 0,23 1,05+0,23 0,70 +0,12
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CTGF 1,00 + 0,16 161+022%* 1.80+032*
Remodelovanje
NPPB 1,00 + 0,06 1,10+0,15 1,28+0,18
MYHS6 1,00 + 0,24 0,08 + 0,03 ** 0,32 +0,13 *
MYH?7 1,00 + 0,39 296+121 2,60 + 0,66
MYH6/MYH7 1,00 + 0,39 0,09 + 0,04 ** 0,12 + 0,07 **
Strukturni TNNT?2 1,00 + 0,24 0,58 + 0,15 0,93 + 0,28
proteini TNNI3 1,00 +0.29 062 +0,14 0,90 + 0,22
TTN 1,00 + 0,12 0,70 + 0,13 0,53+ 0,07 *
ACTC1 1,00+ 0,13 0,97 +0,11 0,61+0,11
MYBPC3 1,00 + 0,12 0,58 +0,11 * 1,03+ 0,39
RYR2 1,00 + 0,26 0,49 + 0,12 0,61+ 0,19
EOW?OStaza ATP2A2 1,00 + 0,32 0,61+ 0,19 1,06 + 0,33
alcijuma
VACM1 1,00 + 0,14 0,81 +0,18 0,57 + 0,06 *
Kardioprotekt | APLN 1,00 + 0,26 0,22 + 0,06 ** 0,28 + 0,11 **
vha APLNR 1,00 £ 0,29 0,17 + 0,04 ** 0,15 + 0,07 **

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje Sest pacova + SEM.
CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2.
IL1pB: interleukin 1 beta; IL6: interleukin 6; FN1: fibronektin 1; COL1AL: kolagen tip 1 alfa 1;
ADRBL1: beta-adrenergicki receptor tip 1; ADRB2: beta-adrenergicki receptor tip 2; AGTRI1A:
angiotenzinski Il receptor tip 1a; NR3C2: nuklearni receptor podfamilije 3 grupe C tip 2 (kodira
protein za mineralokortikoidni receptor); CTGF: faktor rasta vezivnog tkiva; NPPB: natriuretski
peptid tipa B; MYHG6: teski lanac miozina tip 6; MYH?7: teski lanac miozina tip 7; TNNTZ2: troponin

T tip 2; TNNI3: troponin | tip 3; TTN: titin; ACTCI1: alfa aktin sr¢anog miSi¢a 1; MYBPC3: sréani

miozin-vezujuéi protein C; RYR2: rijanodinski receptor tip 2; ATP2A2: ATPaza sarkoplazmati¢nog
retikuluma koja pumpa Ca; VACML: protein za mobilizaciju kalcijuma aktiviran vazopresinom;
APLN: apelin; APLNR: apelinski receptor.
*p<0,05; **p<0,01 vs. CONT; 1p<0,05; 71p<0,01 vs. DOX Phe 1

38




4.8. Genotipizacija

Multidimenzionalna toplotna mapa (Slika 22) i formirani matriks koegzistencije (Slika 23)
vrednosti ekspresije gena koji su promenjeni kod pacova koji su tretirani doksorubicinom i redukcija
parametara, odnosno vrednosti ekspresije ovih gena, iz multidimenzionalnog prostora na dve
dimenzije (Slika 24) nisu pokazali znacajnu klasterizaciju niti podudarnost sa fenotipovima
doksorubicinske kardiomiopatije.
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Slika 22. Multidimenzionalna toplotna mapa.

Crvena i zelena boja oznaCavaju porast 1 pad vrednosti parametra pojedinacne jedinke u odnosu na
srednju vrednost tog parametra svih jedinki. S1-D22: oznaka jedinki iz eksperimentalne grupe.
IL1B: interleukin 1 beta; IL6: interleukin 6; FN1: fibronektin 1; COL1Al: kolagen tip 1 alfa 1;
ADRBL: beta-adrenergicki receptor tip 1; ADRB2: beta-adrenergicki receptor tip 2; AGTR1A:
angiotenzinski Il receptor tip 1a; NR3C2: nuklearni receptor podfamilije 3 grupe C tip 2 (kodira
protein za mineralokortikoidni receptor); CTGF: faktor rasta vezivnog tkiva; NPPB: natriuretski
peptid tipa B; MYHG6: teski lanac miozina tip 6; MYH?7: teSki lanac miozina tip 7; TNNT2: troponin
T tip 2; TNNI3: troponin I tip 3; TTN: titin; ACTCI1: alfa aktin sr¢anog misi¢a 1; MYBPC3: sréani
miozin-vezujuci protein C; RYR2: rijanodinski receptor tip 2; ATP2A2: ATPaza sarkoplazmati¢nog
retikuluma koja pumpa Ca; VACML: protein za mobilizaciju kalcijuma aktiviran vazopresinom;
APLN: apelin; APLNR: apelinski receptor.
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Slika 23. Matriks koegzistencije.
Crvena i zelena boja oznacavaju povecanu i smanjenu moguénost svake jedinke da se nade u istom
klasteru. S1-D22: oznaka jedinki iz eksperimentalne grupe.
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Slika 24. Dvodimenzionalno klasterovanje jedinki na osnovu njihovih osobina.
CONT: kontrolna grupa; DOX Phe 1: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 1;
DOX Phe 2: pacovi tretirani doksorubicinom koji su ispoljili fenotip 2.
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5. DISKUSIJA

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali postojanje dva klinicka fenotipa kod pacova koji su
razvili kardiomiopatiju izazvanu doksorubicinom. Jedna grupa Zivotinja je razvila kardiomiopatiju sa
statisticki znacajnim smanjenjem LVEF i statisti¢ki znac¢ajnim povecanjem NT-proBNP-a, koja se
moze klasifikovati kao sistolna sréana insuficijencija - HFrEF (engl. heart failure with reduced
ejection fraction). Kod druge grupe zivotinja razvila se hipertrofija sr¢anog misi¢a sa oCuvanom
LVEF i umerenim povecanjem NT-proBNP-a sto odgovara karakteristikama dijastolne disfunkcije -
HFpEF (engl. heart failure with preserved ejection fraction). Transkriptom leve komore srca pacova
je pokazao promenu genske ekspresije kod jedinki u obe fenotipske grupe u odnosu na zdrave pacove
iz kontrolne grupe. Kod obe fenotipske grupe doslo je do komparabilnog smanjenja ekspresije gena
za MYH6, MYH6/MYH7, APLN, APLNR, COL1Al1, TTN, MYBPC3 i VCAML1, te porasta
ekspresije gena za MYH7 i CTFG ¢ime je pokazano da ovi geni ne uti¢u, odnosno nisu povezani sa
vrstom fenotipa.

Kardiomiopatija je izazvana pojedinacnom intravenskom dozom doksorubicina od 5 mg/kg.
Ovaj eksperimentalni model doksorubicinske kardiomiopatije je ve¢ pokazao odgovarajuce
ehokardiografske 1 histoloske promene sréanog misi¢a u prethodnim istazivanjima sprovedenim u
nasoj laboratoriji (Cheah 1 sar., 2017; Kosi¢ 1 sar., 2022), koje se mogu naci 1 kod doksorubicinske
kardiomiopatije kod ljudi (Nebigil i Désaubry, 2018). Model doksorubicinske kardiomiopatije je
inicijalno preuzet iz literature (Duncan i sar., 1998; Rasmussen i sar., 1989). Intravenski nacin
aplikacije doksorubicina je izabran jer se u klini¢koj praksi doksorubicin standardno primenjuje
intravenskim putem, ali 1 kako bi se sprecila ozbiljna neZeljena dejstva na druga tkiva, kao $to je to
slucaj kod intraperitonealne primene doksorubicina (Vasi¢ i sar., 2019).

Kod Zivotinja u obe eksperimentalne grupe su patohistoloskom analizom nadene promene koje
su karakteristiéne za kardiomiopatiju. Kod jedinki u DOX Phe 1 grupi je dominantna vakuolizacija
kardiomiocita, infiltracija polimorfonukleara, perivaskularna 1 intersticijalna fibroza. Sli¢ne
patohistoloSke promene su zabeleZene u prethodnim istrazivanjima u kojima je koris¢en isti model
doksorubicinske kardiotoksi¢nosti (Lon¢ar-Turukalo i sar., 2015; Cheah 1 sar., 2017; Vasic€ i sar.,
2019). Kod zivotinja u DOX Phe 2 grupi je primeceno uvecanje kardiomiocita, praceno
karakteristicnim duplim jedrima i grupisanjem jedara, odnosno nekrozom sa kontrakcijskim prugama.
Ovakav patohistoloski nalaz odgovara promenama koje se deSavaju u hipertrofiji i povecanoj
stimulaciji sr¢anog tkiva od strane simpatikusa. Na histomorfometrijskim mikrofotografijama
poprecnog preseka sr¢anog tkiva se uocava veci poprecni presek sréanog tkiva kod zivotinja iz grupe
DOX Phe 2 u odnosu na jedinke iz grupe DOX Phe 1 i kontrolnu grupu, odnosno manji poprecni
presek u grupi DOX Phe 1 u odnosu na kontrolnu grupu. Ove vrednosti u potpunosti koreliraju sa
dilatatornim promenama u srcu koje su se razvile u grupi sa redukovanom LVEF, DOX Phe 1,
odnosno promenama u smeru blage hipetrofije u grupi sa o€uvanom LVEF, DOX Phe 2. Kod jedinki
u obe eksperimentalne grupe imunohistohemijsko bojenje je bilo pozitivho na CD45 glikoprotein,
markere prisustva leukocita i kaspazu-3, marker apoptoze. Njihovo prisustvo je znak nastanka
oksidativnhog stresa i apoptotskih procesa, kao glavnih mehanizama doksorubicinske
kardiotoksi¢nosti.

Histoloskom analizom bubreznog tkiva su uocene tubularne i glomerularne dilatacije, kao znaci
blage nefrotoksi¢nosti, kod Zivotinja u obe eksperimentalne grupe. Takode su uoceni i znaci masne
infiltracije hepatocita. Ipak, biohemijske analize su pokazale da nije doslo do znacajnijeg ostecenja
tkiva bubrega 1 jetre, Sto se i nije ocekivalo u ovakvom modelu doksorubicinske kardiotoksi¢nosti
(Perazella, 2009). Vrednosti BUN-a su blago povisene u obe eksperimentalne grupe u odnosu na
kontrolnu grupu, ali su vrednosti i dalje u fizioloSkim granicama za pacove. Vrednosti kreatinina,
ALT-a i AST-a su takode bile u fizioloskim granicama za pacove, bez statisticke razlike u odnosu na
jedinke iz kontrolne grupe. Ovakvi rezultati pokazuju dodatnu prednost primenjenog modela
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izazivanja doksorubicinske kardiomiopatije, jer oSteCenje bubrega i jetre ne doprinosi oStecenju
sr¢anog misic¢a. Samim tim mozZe se zakljuciti da smrtni ishod kod Zivotinja tretiranih doksorubicinom
se najverovatnije desio zbog fibroze sr¢anog tkiva koja utice na sr¢anu funkciju, odnosno dovodi na
kraju do ireverzibilne sréane insuficijencije i fatalnih aritmija.

Prvi simptomi doksorubicinske toksi¢nosti kod zivotinja u eksperimentalnoj grupi su poceli da
se javljaju tri nedelje od aplikacije doksorubicina. Uoc¢en je smanjeni unos hrane i vode i statisticki
znacajan pad telesne mase kod jedinki u obe eksperimentalne grupe, smanjena motorna aktivnost,
propadanje krzna, crvenilo oko oc¢iju. U petoj nedelji su zabelezeni prvi slucajevi razvoja sréane
insuficijencije kod Zivotinja tretiranih doksorubicinom, dok su sve zivotinje iz eksperimentalne grupe
razvile sr¢anu insuficijenciju do desete nedelje nakon aplikacije doksorubicina. Zabelezen je visok
mortalitet kao posledica akutne toksi¢nosti doksorubicinom, S§to je u skladu prethodnim
istrazivanjima koja su sprovedena koriS¢enjem ovog modela doksorubicinske kardiotoksinosti
(Loncar-Turukalo 1 sar., 2015; Cheah 1 sar., 2017; Vasi¢ isar., 2019).

Ehokardiografsko merenje je pokazalo postojanje dva klini¢ka fenotipa kod zivotinja tretiranih
doksorubicinom. U grupi DOX Phe 1 je zabeleZen je statisticki znac¢ajan pad LVEF, frakcionalnog
skrac¢enja leve komore, debljine medukomorskog septuma 1 zadnjeg zida leve komore u sistoli 1
dijastoli, kao 1 statistiCki znac¢ajan porast end-dijastolnog volumena i precnika leve komore u sistoli 1
dijastoli. Pad relativne debljine zida i povecanje volumena leve komore odgovara promenama koje
se deSavaju kod sistolne sréane insuficijencije, odnosno dijagnostikovanju dilatatorne
kardiomiopatije kod jedinki koje su razvile sr¢anu insuficijenciju sa smanjenom LVEF. U grupi DOX
Phe 2 Zivotinje su imale o¢uvanu LVEF, a primec¢ujemo i ocuvane vrednosti funkcionalnog skrac¢enja
leve komore, odnosno statisticki znac¢ajan porast debljine medukomorskog septuma i zadnjeg zida
leve komore u sistoli i dijastoli, statisticki porast indeksa mase leve komore, kao 1 statisticki znacajan
pad precnika leve komore u sistoli. O¢uvana LVEF, zadebljanje medukomorskog septuma i zadnjeg
zida komora i smanjenje precnika leve komore su znaci hipetrofije sr¢anog misi¢a 1 odgovaraju
promenama koje se sre¢u u dijastolnoj sr¢anoj insuficijenciji, odnosno kod Zivotinja koje su razvile
sréanu insuficijenciju sa ocuvanom LVEF. LVEF je najvazniji ehokardiografski parametar koji se u
klinickoj praksi prati prilikom terapije doksorubicinom.

U mnogobrojnim prethodnim istrazivanjima gde je proucavana sr¢ana insuficijencija, Zivotinje
koje smo klasifikovali ovde u grupu sa ocuvanom LVEF su smatrane zdravim jedinkama. Medutim,
hemodinamski parametri i histologija sréanog tkiva su pokazali da i kod ovih Zivotinja postoji
oStecenje srcanog tkiva i smanjenje sréane funkcije, te da njih takode treba ozbiljno uzeti u
razmatranje prilikom ispitivanja doksorubicinske kardiostoksi¢nosti.

Vrednosti SBP i DBP u obe eksperimentalne grupe su bile u fizioloskim granicama, bez
statisticki znaCajnih razlika. Medutim, kratkotrajni varijabilitet SBP i DBP spektra pokazuje
statisticki znacajan pad u svim frekvencijalnim zonama u obe eksperimentalne grupe u odnosu na
vrednosti pre aplikacije doksorubicina i u odnosu na kontrolnu grupu, $to je u skladu sa prethodnim
istrazivanjima (Lonc¢ar-Turukalo i sar., 2015; Cheah i sar., 2017; Vasi¢ i sar., 2019). Pod bazalnim
fizioloSkim uslovima najve¢i deo SBP 1 DBP spektra se odnosi na oscilacije u VLF zoni koje poticu
od spontane miogene aktivnost malih krvnih sudova (Jensen i sar., 1984). Na VLF-SB i VLF-DBP
oscilacije uti¢e veliki broj vazoaktivnih molekula, najvise renin-angiotenzin sistem (Ponchon i
Elghozi, 1996; Japundzic-Zigon, 2001; Japundzi¢-Zigon i sar., 2004) i baroreceptorski refleks
(Ceruttiisar., 1994). LF oscilacije SBP i DBP spektra, pre svega LF-SBP kao i LF/HF-HR su markeri
simpaticke aktivnosti i uticaja na arterijske krvne sudove (Japundzic i sar., 1990) i povecavaju se u
hiperadrenergi¢kim stanjima (Oz i sar., 1995; Sarenac i sar., 2011), kao §to je sréana insuficijencija.
Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da nije doslo do povecanja LF-SBP oscilacija, Stavise, doslo je
do statisticki znaCajnog smanjenja ovih frekvenci u obe eksperimentalne grupe. ObjaSnjenje za
ovakav rezultat je posledi¢no ostecenje vaskularnog endotela od strane doksorubicina, koje utice na
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smanjenu pokretljivost, odnosno smanjeni motilitet krvnih sudova (YYamada i sar., 2012). Dodatno,
povecana sinteza vazoaktivnih molekula je povezana sa smanjenom funkcijom bubrega i jetre
(Dharmani i sar., 2007; Grace i sar., 2013) i dovodi do smanjenja VVLF oscilacija SBP i DBP spektra
Sto ima suprotni efekat povecanoj simpatickoj aktivnosti, odnosno u ovim eksperimentima smanjuje
oc¢ekivani porast LF oscilacija oba spektra. HF zona SBP spektra u obe eksperimentalne grupe je
statisticki znacajno smanjena, dok kod HF zone DBP spektra nije bilo znacajnijih promena.

Srcana frekvenca je ocekivano statisticki znac¢ajno smanjena u odnosu na pocetne vrednosti kod
pacova u DOX PHE 1 grupi, odnosno kod zivotinja sa redukovanom LVEF. Kod Zivotinja u grupi
DOX Phe 2 nije bilo statisticki znacajne promene sré¢ane frekvence, S§to se povezuje sa oCuvanim
vrednostima LVEF i diskretnim znacima hipertrofije. Poznato je da je fizioloska osnova HR
varijabiliteta neurogenog porekla (Cerutti i sar., 1991; Japundzic-Zigon, 1998). Posmatrano u
bazalnim fizioloskim uslovima, aktivnost nerva vagusa, koji je deo parasimpatickog sistema, generise
sve frekvencijalne zone HR spektra. Uticaj simpatikusa na HR spektar, odnosno pre svega na LF-HR,
postoji u fizioloski stresnim situacijama. Na HF-HR varijabilitet, pored nerva vagusa, uticaj ima i
respiracija (Japundzic-Zigon, 1998). Zbog ovoga se odnos LF i HF zone HR spektra uzima kao
marker simpato-vagalnog uticaja na rad sré¢anog misi¢a (Cerutti i sar., 1991). Analizom rezultata
kratkotrajnog varijabiliteta HR-a je uocen znacajan statisticki pad TV-HR i VLF-HR oscilacija u
DOX Phe 1 grupi, odnosno statisticki znacajan porast LF-HR u istoj toj grupi u odnosu na pocetne
vrednosti 1 kontrolnu grupu. Pad ukupnog HR varijabiliteta je lo§ prognosticki znak kod ljudi sa
sr¢anom insuficijencijom sa redukovanom LVEF (Tubaro isar., 2021). Sa druge strane kod zZivotinja
u DOX Phe 2 grupi nije bilo statisticki znacajnih razlika ni u jednoj frekvencionalnoj zoni HR spektra,
Sto je u korelaciji sa o€uvanim vrednostima sré¢ane frekvence, odnosno ouvanoj morfologiji sréanog
tkiva. Kako sr¢ana insuficijencija svakako spada u hiperadrenergicka stanja (Japundzic-Zigon, 1998),
povecani uticaj simpatikusa, a smanjeni uticaj parasimpatikusa obja$njava smanjenje TV-HR i VLF-
HR varijabiliteta, odnosno povecanje LF-HR varijabiliteta u grupi DOX Phe 1. Povecani broj
respiracija, kao posledica smanjenog protoka krvi kroz organizam usled src¢ane insuficijencije, uti¢e
na to da HF-HR varijabilitet ne bude smanjen i pored smanjenog uticaja parasimpatikusa. 1zostanak
statistiCki znacajnog smanjena ili povecanja bilo kog dela HR spektra u grupi DOX Phe 2 se moze
objasniti time da su ove zivotinje pretrpele manje oStec¢enje sré¢anog tkiva i imale visSe oCuvanu sr¢anu
funkciju u odnosu na Zzivotinje u grupi DOX Phe 1. Shodno tome i aktivnost simpatikusa kao
kompenzatornog mehanizma kod ovih Zivotinja je bila slabije prisutna, a parasimpatikus nije bio
potisnut u tolikoj meri kao $to je slu¢aj kod Zivotinja u DOX Phe 1 grupi. Odnos LF- HR i HF-HR je
statistiCki nepromenjen u obe eksperimentalne grupe, pored ve¢ navedenih razloga, i zbog gubitka
senzitivnosti sr¢anog tkiva na kateholamine kao posledica dugotrajne simpaticke stimulacije
(Robison i Giri, 1986).

U obe eksperimentalne grupe je zabeleZen visoko statisticki znacajan porast BRS-a u odnosu na
kontrolnu grupu i na vrednosti pre pocetka aplikacije doksorubicina. Porast ovih vrednosti moze da
ukazuje na aktivaciju kompenzatornog mehanizma uklju¢enog u odrzavanje fizioloski normalne
cirkulacije u krvotoku koja je usled oStecenja srca oslabljena. Vrednost BEI-a je statisti¢ki zna¢ajna
smanjena u grupi sa redukovanom LVEF, DOX Phe 1, dok u grupi DOX Phe 2 nije bilo statisticki
znacajnih promena vrednosti. Kako je BEI odnos vrednosti SBP-a i PI, inverzne vrednosti HR-a, onda
je 1 ocekivan pad BEI-a u grupi DOX Phe 1 gde smo ve¢ konstatovali statisticki znac¢ajan pad
vrednosti sr¢ane frekvence.

Kod jedinki u obe eksperimentalne grupe se beleZi statisti¢ki visoko zna¢ajan porast vrednosti
NT-proBNP-a u odnosu na kontrolnu grupu. U grupi DOX Phe 1 porast vrednosti NT-proBNP-a je
cak deset puta u odnosu na kontrolnu grupu, dok je u grupi DOX Phe 2 vrednost NT-proBNP-a Sest
puta veca od kontrolne grupe. Uporedivanjem vrednosti ovog parametra izmedu dve grupe se uocava
manji porast vrednosti kod jedinki u DOX Phe 2 grupi, $to odgovara manjem os$tecenju sr¢anog tkiva
i viSe o¢uvanoj sréanoj funkciji u odnosu na jedinke u DOX Phe 1 grupi. NT-proBNP je uz vrednost

43



LVEF najvazniji i najpouzdaniji parametar, odnosno marker kojim se prati razvoj doksorubicinske
kardiotoksi¢nosti. Njegovo povecano lucenje iz kardiomiocita pretkomora nastaje kao posledica
povecanog istezanja zida pretkomora miokarda usled povecanog priliva venske krvi u srce, te je
pouzdan pokazatelj dekompenzovane kardiomiopatije (Sarhene i sar., 2019; Pfeffer i sar., 2019).
Statisticki znacajno povecanje enzima CK i LDH u obe eksperimentalne grupe u odnosu na kontrolnu
grupu dodatno doprinosi tvrdnji o oStecenju kardiomiocita od strane doksorubicina, iako ovi enzimi
nisu specifi¢ni za sré¢ano tkivo.

Transkriptom leve komore srca pacova sa doksorubicinskom kardiomiopatijom je obuhvatao
analizu ekspresije gena koji su na osnovu njihove primarne uloge podeljeni u nekoliko grupa. Prvu
grupu ¢ine geni koji imaju funkciju u nastanku inflamacije: interleukin 1 beta (IL1p) i interleukin 6
(IL6); zatim, geni koji imaju funkciju u procesu fibroze: fibronektin 1 (FN1) i kolagen tip 1 alfa 1
(COL1ATL); geni koji kodiraju receptore u srcu koji su deo simpatiC¢kog sistema: beta-adrenergicki
receptor tip 1 (ADRBL1), beta-adrenergicki receptor tip 2 (ADRB2), angiotenzinski Il receptor tip 1a
(AGTR1A) i mineralokortikoidni receptor (nuklearni receptor podfamilije 3 grupe C tip 2 - NR3C2);
geni koji imaju funkciju u remodelovanju sréanih ¢elija: faktor rasta vezivnog tkiva (CTGF) i
natriuretski peptid tipa B (NPPB); geni koji kodiraju proteine koji ulaze u sastav sarkomera, odnosno
strukturne proteine kardiomicita: teski lanac miozina tip 6 (MYH6), teski lanac miozina tip 7
(MYHT), troponin T tip 2 (TNNT2) i troponin I tip 3 (TNNI3), titin (TTN), alfa aktin sréanog misi¢a
1 (ACTC1) 1 sr¢ani miozin-vezujuci protein C (MYBPC3); geni koji imaju funkciju u homeostazi
kalcijuma: rijanodinski receptor tip 2 (RYR2), ATPaza sarkoplazmati¢nog retikuluma koja pumpa
Ca (ATP2AZ2) i protein za mobilizaciju kalcijuma aktiviran vazopresinom (VACML); kao i geni koji
imaju kardioprotektivnu ulogu: apelin (APLN) i apelinski receptor (APLNR).

Transkriptom leve komore srca pacova tretiranih doksorubicinom pokazao je promenu ekspresije
gena u obe fenotipske grupe: smanjenje ekspresije gena za teski lanac miozina tip 6, odnosa teskog
lanca miozina 6 i teskog lanca miozina 7, apelin, apelinski receptor i povecanje ekspresije gena za
faktor rasta vezivnog tkiva.

Teski lanac miozina tip 6 (MYH6) i teski lanac miozina tip 7 (MYH?7) su proteini koji ulaze u
sastav debelog filamenta sarkomere kardiomiocita i imaju ulogu u kontrakciji sr¢anog miSica.
Promena ekspresije gena za miozin je povezana sa hipetroficnim kardiomiopatijama (Barrick 1
Greenberg, 2021). Posle rodenja, MYHG6 se uglavnom nalazi u kardiomiocita u pretkomorama, zbog
¢ega se naziva i adultni oblik miozina, dok se MYH7 nalazi u kardiomiocitima komora kao fetalna
forma miozina (Schiaffino and Reggiani, 1996). U obe eksperimentalne grupe je uocen statisti¢ki
znacajan pad ekspresije MYHS6 i statisticki znacajan pad odnosa MYH6 i MYH 7 u odnosu na
kontrolnu grupu. lako statistika nije pokazala znacajnost, moze se primetiti rast ekspresije MYH7 u
obe eksperimentalne grupe u odnosu na kontrolnu grupu. Pad ekspresije MYH6, odnosa MYHG i
MYH?7 i porast ekspresije MYH7 kod pacova i ljudi sa sr¢anom insuficijencijom je ve¢ pokazana u
mnogim prethodnim istrazivanjima (Scheuermann i Boyer 2013; Gacita i sar., 2021; Hsieh i sar.,
2022). Promena odnosa MYH6 i MYH 7 sa adultnog odnosa na odnos koji vise odgovara
embrionalnom periodu ukazuje na molekularne kompenzatorne mehanizme koji su pokrenuti zbog
nastale doksorubicinske kardiomiopatije, odnosno srcane insuficijencije. lako promene u obe
eksperimentalne grupe idu u istom pravcu i izmedu njih nema statisticki znacajne razlike, veci pad
ekspresije MYH6 u DOX Phe 1 grupi nego u DOX Phe 2 odgovara prethodnim istraZivanjima gde je
kod ljudi sa dilatatornom kardiomiopatijom zabelezen veliki pad ekspresije gena za MYHG6 (Dhar i
sar., 2016).

Geni sa kardioprotektivnom ulogom su apelin (APLN) i apelinski receptor (APLNR). APLN je
peptid koga sekretuju u najvecoj meri adipociti, ali i celije kardiovaskularnog sistema,
gastrointestinalnog sistema i CNS-a. Vezivanjem za apelinske receptore u razli¢itim tkivima i
sistemima ostvaruje svoje mnogobrojne funkcije. Medu njima su uloga u embrionalnom razvoju
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kardiomiocita, uticaj na krvni pritisak stimulisanjem vazodilatacije, stimulisanje kontrakcije sréanog
miSica i uticaj na energetski metabolizam (Hu 1 sar., 2021). Svojim vazodilatatornim i pozitivno
inotropnim dejstvom, APLN i APLNR imaju kardioprotektivno dejstvo kod kardiovaskularnih
oboljenja (Goidescu i Vida-Simiti, 2015). Pokazano je da genska ekspresija APLN i APLNR
smanjena kod ljudi sa sr¢anom infucijencijom (Pitkin i sar., 2010), kao i kod miseva tretiranih
doksorubicinom (Hamada i sar., 2015). Ovo korelira sa nasim istrazivanjem gde je zabelezan visoko
statisti¢ki znacajan pad ekspresije APLN i APLNR kod jedinki u obe eksperimentalne grupe u odnosu
na kontrolnu grupu, sto ukazuje da smanjeno kardioprotektivno dejstvo ovih gena dodatno doprinosi
razvoju sr¢ane insuficijencije kod pacova u nasem eksperimentu.

Znacajnu funkciju u remodelovanju sréanih Celija imaju geni za faktor rasta vezivnog tkiva
(CTGF). CTGF ima ulogu u ¢elijskoj proliferaciji, zarastanju rana, rastu tumora i fibrozi tkiva (Chen
1 sar., 2020). Posebno bitna uloga CTGF je u autokrinoj regulaciji fibroze sr¢anih ¢elija (Dorn 1 sar.,
2018). Inhibicija CTGF dovodi do ve¢eg remodelovanja i disfunkcije leve komore, §to ukazuje na to
da aktivnost CTGF ima protektivnu ulogu u sr¢anom tkivu (Szabo i sar., 2014). U naSem istrazivanju
jedinke u obe eksperimentalne grupe su imale statisticki znacajan porast ekspresije gena za CTGF,
koji povezujemo sa aktivacijom kompenzatornih mehanizama.

Ekspresija gena za kolagen tip 1 alfa 1 1 sr€ani miozin-vezujuci protein C je smanjena samo u
grupi DOX Phe 1, dok je ekspresija gena za titin i protein za mobilizaciju kalcijuma aktiviran
vazopresinom smanjena samo u grupi DOX Phe 2.

U procesu fibroze znac¢ajnu ulogu ima gen za kolagen tip 1 alfa 1 (COL1AL). COL1AL1 je protein
koji ulazi u sastav mnogih struktura u ljudskom organizmu, hrskavice, kostiju, tetiva, koze, sklere,
kao 1u sastav sr€anog misica. U sr¢anom tkivu osim strukturne uloge, COL1A1 obezbeduje Cvrstinu
misi¢nog zida i doprinosi vecoj snazi prilikom kontrakcija komora (Jalil 1 sar., 1989). Istrazivanja su
pokazala da koncentracija COL1A1 u plazmi se moze koristiti kao serumski biomarker za sr€anu
insuficijenciju, odnosno pro-fibroticki marker (Hua i sar., 2020). Kod jedinki u eksperimentalnoj
grupi je zabelezen pad ekspresije COL1A1, kao posledica naruSene morfoloSke strukture sréanog
tkiva, posebno kod jedinki u DOX Phe 1 grupi koje su na osnovu fenotipskih karakteristika pretrpele
veca oSteCenja sr€anog tkiva. Src¢ani miozin-vezujuc¢i protein C (MYBPC3) je glavni regulatorni
protein sarkomere srcanih ¢elija. Odgovoran je za kordinisani rad ostalih proteina koje smo vec
pominjali kao sastavni deo sarkomera (Flashman i sar., 2004). Za razliku od titina, ovde se statisti¢ki
znacajno smanjena ekspresija gena za MYBPC3 u odnosu na kontrolnu grupu javlja u grupi DOX
Phe 1, odnosno grupi koja ima smanjenju LVEF, §to govori u prilog ve¢em strukturnom ostecenju
sr¢anog tkiva koje su pretrpele jedinke u ovoj grupi. U grupi sa ocuvanom LVEF, DOX Phe 2, nije
bilo statisticki znacajnih promena ekspresije ovog gena, §to korelira sa viSe o€uvanom kontraktilnom
funkcijom 1 blagim hipertroficnim promenama kod zivotinja iz ove grupe.

Titin (TTN) se od svih proteina koji ulaze u sastav sarkomere sréane celije smatra najvaznijim
strukturnim proteinom jer obezbeduje elasti¢nost sr¢anom misicu 1 obezbeduje adekvatan odgovor na
mehanicki stres koji se registruje. Kod ljudi je zabeleZena promena genske ekspresije titina u mnogim
kardiovaskularnim bolestima (LeWinter i Granzier, 2014). Statisti¢ki zna¢ajno smanjena ekspresija
TTN u grupi DOX Phe 2, sa ocuvanom LVEF, govori u prilog tome da su jedinke u ovoj grupi
izgubile elasticitet sréanog misica i imaju hipertroficne promene. S druge strane kod jedinki u grupi
DOX Phe 1, koje imaju dilatatorne promene, nema statisti¢ki znacajne promene ekspresije ovog gena
u odnosu na kontrolnu grupu, iako se i tu moZe uociti da je doSlo do pada ekspresije gena za titin. U
homeostazi kalcijuma znacajnu ulogu ima gen za protein za mobilizaciju kalcijuma aktiviran
vazopresinom (VACML1). VCAMI povecava koncentraciju kalcijuma unutar celije kada se
vazopresin veZe za njega. Osim toga ima ulogu u regulaciji signalnih puteva ¢elijskog ciklusa, pre
svega MAPK (Burnatowska-Hledin i sar., 2000). S obzirom da mehanizmi doksorubicinske
kardiotoksi¢nosti ukljucuju promenu nivoa kalcijuma u ¢eliji i inhibiciju MAPK signalnog puta, ideja
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je bila da se proveri da li je doSlo do promene genske eskpresija ovog gena. Izmeren je statisticki
znacajan pad ekspresije gena za VCAMI1 kod pacova u grupi DOX Phe 2 u odnosu na kontrolnu
grupu, dok kod pacova u DOX Phe 1 grupi nije bilo statisticki znacajne promene ovog gena u odnosu
na jedinke iz kontrolne grupe.

Uporedivanjem genske ekspresije izmedu dve eksperimentalne grupe nisu dobijene statisticki
znacajne razlike. Na osnovu dobijenih rezultata ovog istrazivanja, iako su jasno identifikovana dva
klini¢ka fenotipa kod zivotinja koji su razvili kardiomiopatiju izazvanu doksorubicinom, te pokazana
jasna promena genske ekspresije za odredeni broj gena u obe fenotipske grupe u odnosu na kontrolnu
grupu, mozemo samo da konstatujemo izostanak dva razli¢ita genotipa kod pacova koji su razvili
doksorubicinsku kardiomiopatiju. Dakle, mozemo da zaklju¢imo da transkriptom ukazuje na razlike
izmedu fenotipa ali da je unapred odreden izbor gena nedovoljan da tehnikom maSinskog ucenja
ukaZe na postojanje dva genotipa. Da bismo odbacili tu pretpostavku neophodno bi bilo uporediti
ekspresiju svih gena u levoj komori srca pacova oba fenotipa metodom RNK sekvenciranja.
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6. ZAKLJUCCI

1. Na osnovu hemodinamskih, ehokardiografskih, biohemijskih i autonomnih karakteristika metodom
masinskog ucenja bez nadzora utvrdeno je da postoje dva fenotipa kardiomiopatije kod pacova
tretiranih doksorubicinom. DOX Phe 1 koji odgovara srcanoj insuficijenciji sa redukovanom
ejekcionom frakcijom i DOX Phe 2 koji odgovara sr¢anoj insuficijenciji sa o¢uvanom ejekcionom
frakcijom.

2. Transkriptom leve komore srca pacova tretiranih doksorubicinom pokazao je promenu ekspresije
gena u obe fenotipske grupe: smanjenje ekspresije gena za teski lanac miozina tip 6, odnosa teskog
lanca miozina 6 i teSkog lanca miozina 7, apelin, apelinski receptor i povecanje ekspresije gena za
faktor rasta vezivnog tkiva. Ekspresija gena za kolagen tip 1 alfa 1 i sr¢ani miozin-vezujuci protein
C je smanjena samo u grupi DOX Phe 1, dok je ekspresija gena za titin i protein za mobilizaciju
kalcijuma aktiviran vazopresinom smanjena samo u grupi DOX Phe 2.

3. Obzirom da je promena ekspresije veéine gena koji se menjanju pod uticajem doskorubicina bila

zajedni¢ka za DOX Phe 1 i DOX Phe 2, metodom masinskog ucenja bez nadzora utvrden je samo
jedan genotip.
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2016. godine angaZovan je kao istraziva¢ saradnik na projektu Funkcionalna genomika hipotalamusa
i medule u hipertenziji indukovanoj hroni¢nim stresom, 11141013, pod rukovodstvom prof. dr Nine
Zigon.

Od 2017. godine zaposlen je kao saradnik u nastavi na Katedri za farmakologiju, klinicku
farmakologiju i toksikologiju, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Reizabran je u isto
zvanje 2018. godine. U zvanje asistenta na istoj katedri je izabran 2019. godine, a 2022. godine je
reizabran u isto zvanje.

Odlukom vecéa nauénih oblasti medicinskih nauka od 07.06.2022. godine odobrena mu je teza
doktorske disertacije pod naslovom: Transkriptom leve komore srca pacova sa doksorubicinskom
kardiomiopatijom.

Vladislav Pajovic¢ je polozio sve ispite predvidene planom i programom Doktorskih akademskih
studija Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu za smer Medicinska farmakologija sa
prose¢nom ocenom 9,43/10. Glavni rezultat viSegodi$njeg rada je prvo autorstvo u radu objavljenom
2021. godine u istaknutom medunarodnom ¢asopisu (M21) - Toxicology and Applied Pharmacology
pod nazivom: “Phenomapping for classification of doxorubicin-induced cardiomyopathy in rats ”.



o6pasay usjase o aymopcmey

H3jaBa 0 ayTOpCcTBY

Wme v npe3sumMe ayTopa: Baaguciaas IlajoBuh

Bpoj unzekca: 5079/2016

H3jaB/byjem
Jla je JOKTOpPCKa AucepTalyja 1o HacJI0BOM

TPAHCKPHUIITOM JIEBE KOMOPE CPLA ITAIIOBA CA JOKCOPYBUIIMHCKOM
KAPAUOMUOIIATH]OM

® pPe3yJITaT COIICTBEHOT UCTPaXXMUBAYKOT paa;

e Ja JucepTalyja y IeJUHHU HU y JleJIOBMMa HUje OUJjia MpeJiJio’KeHa 3a CTULAkbe
JipyrevnsoMe npeMa CTyAHjCKUM IporpaMyuma Apyryux BUCOKOILIKOJICKUX
YCTaHOBA;

® Jia Cy pe3yJITATH KOPEKTHO HaBeJ€HHU U

e Jla HHMCaM KpILUKO/Jla ayTOpCKa NpaBa U KOPUCTHUO/J1a UHTENEKTYalHy CBOjUHY
JpyTUX JIULA.

Y Beorpapy, 05.04.2023. IloTnuc ayTopa
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06pasay usjase 0 UCMOBEMHOCMU WMAMIIAHE U eneKmpoHCKe sep3uje 00kmopckoa pada

H3jaBa 0 ICTOBETHOCTH LITAMIIaHe U eJIEKTPOHCKe Bep3Hje JOKTOPCKOTr
pasa

WmMe u npe3sume ayTopa: Baaguciaas IlajoBuh
Bpoj unzekca: 5079/2016
Ctynujcku nporpam: /IOKTOpCKe akajeMcKe cTyauje, MegunuHcKa ¢gapMakosioruja

HacnoB  papa: TPAHCKPUIITOM  JIEBE KOMOPE CPLA INAHOBA CA
AOKCOPYBUIIMUHCKOM KAPAUOMUHOIIATH]OM

MenTop: npod. Ap Huna Y Kuron

HsjaB/pyjeM ga je mTamiaHa Bep3Wja MOr JOKTOPCKOI paZia WUCTOBETHA eJIEKTPOHCKO]
BEP3UjU KOjy caM Ipefao/ja paju MNoxpamkuBawma y [JUrMTAJIHOM pPeno3uTOpUjyMy
Yuusepsurterta y beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Jla ce o6jaBe MOjU JIMUYHU NOJAlM Be3aHW 3a A00Hjambe aKaJleMCKOr Ha3uBa
JIOKTOpA HayKa, Kao IITO Cy UMe U Ipe3uMe, ToJilMHa U MeCcTO pohemwa U AaTyM oZiopaHe paja.

OBM JMYHU NOJALM MOTY ce 06jaBUTH HA MpEXHUM CTpaHUIlAMa JUTUTATHe OHUOJHNOTEKe, Yy
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y y6JinKanujama YHuBep3uTeTa y beorpaay.

Y Beorpapy, 05.04.2023 IloTnuc ayTopa
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o0bpa3say usjase o Kopuwhery

U3jaBa 0 kopuurthemwy

OpnamhyjeMm YHuBep3uTeTcKy 6ubanoreky ,CBeto3ap MapkoBuh“ ga y /Jlurutannu
penosuTopujyM YHuUBep3uTeTa y beorpagy yHece MOjy JAOKTOPCKY JAucCepTalUjy IO
HACJIOBOM:

TPAHCKPHUIITOM JIEBE KOMOPE CPLIA ITAIIOBA CA JOKCOPYBUIIMHCKOM
KAPAUOMUOIIATHJOM

KOja je MOje ayTOPCKO JeJio.

JlucepTanujy ca CBUM IpUJIO3UMA Npeao/jia caM y eJIeKTPOHCKOM ¢popMaTy MOTroJHOM 3a
TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy JOKTOpPCKY AUcepTalujy NoxXpaweHy y JJUruTajHOM peno3uTOpujyMy YHUBep3UTeTa y
Beorpasy u AOCTYNIHY ¥ OTBOPEHOM IMPHUCTYNY MOTY a KOPUCTE CBU KOjU MOLITYjy ojApende
caZip>kaHe y ofabpaHoM Tuly suneHLe KpeatuBHe 3ajegnule (Creative Commons) 3a Kojy caMm
ce oJJ1y4yuo/na.

1. AytopctBo (CC BY)
@AyTopCTBo - HekoMep1jaaHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO - HEKOMepIiFjaaHo - 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUjaTHO — AeJaUTH 1o uctuM ycaoBruma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo - 6e3 npepaza (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO - AeauTH noAd uctum ycaosuma (CC BY-SA)

(MosiuMoO 12 3a0KPY>KHUTE CaMo je/HY OJf LeCT MOHyHeHUxX
JuneHIU. KpaTak onuc JUIEHIY je cacTaBHU Ie0 OBe KU3jaBe).

Y Beorpapy, 05.04.2023 IloTnuc ayTopa
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