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VARIJABILITET SRČANE FREKVENCIJE I EKSPRESIJA β-ADRENERGIČKIH 

RECEPTORA U KARDIOMIOPATIJI IZAZVANOJ DOKSORUBICINOM 

 

 

Rezime 

 

Antraciklinski antibiotik doksorubicin pokazao se u višedecenijskoj kliničkoj praksi 

kao efikasan lek u terapiji brojnih maligniteta. Međutim, njegovu primenu ozbiljno 

sprečava pojava organske, a posebno srčane toksičnosti. Doksorubicinska 

kardiomiopatija razvija se najranije 30 dana, a nekada i nakon više godina od 

terapije doksorubicinom, rezistentna je na postojeću terapiju i ima veliku stopu 

smrtnosti. Premda su mehanizmi doksorubicinske kardiomiopatije dobro izučeni, 

još uvek ne postoje efikasna prevencija ni terapija. Zato je primena doksorbicina u 

kliničkoj praksi prihvatljiva samo uz stalni monitoring rada srca. U kardiološkoj 

praksi, varijabilitet srčane frekvencije (HRV) i senzitivnost arterijskog 

baroreceptorskog refleksa (sBRS) koriste se u prognostičke svrhe kod hipertenzije 

i ishemijske bolesti srca. U ovom radu ispitivani su dijagnostički i prognostički 

značaj HRV i sBRS za rànō otkrivanje kardiomiopatije prouzrokovane 

doksorubicinom i upoređivanje sa standardnim metodama – ehokardiografijom i 

serumskim markerima oštećenja kardiomiocita – srčanim troponinima. S obzirom 

na to da je uloga β-adrenergičkih receptora (β-AR) u nastanku srčane slabosti dobro 

poznata, pratili smo i ekspresiju srčanih β1- i β2-AR kod pacova tretiranih 

doksorubicinom, i poredili sa promenama HRV. Eksperimenti su izvedeni na 

odraslim mužjacima pacova Wistar soja, kojima je u femoralnu arteriju plasiran 

polietilenski kateter za registrovanje hemodinamskih parametara i uzorkovanje 

krvi. Eksperimentalnoj (DOX, n = 50) grupi, aplikovan je doksorubicin u 

kumulativnoj dozi od 15 mg/kg. Kontrolnoj grupi (CONT, n = 18) aplikovan je 

fiziološki rastvor u istoj zapremini. Procenjivana je opšta toksičnost doksorubicina 

i praćeni su hemodinamski ehokardiografski paramentri: pre tretmana, 35. dana 

(DOX35) i 70. dana (DOX70) nakon aplikacije doksorubicina. HRV analiziran je 

upotrebom nekoliko metóda: spektralne analize (Hilbert-Huangova 

transformacija), Poenkareovih dijagrama, aproksimativne entropije i entropije 



 

 

 

uzorka. Evaluacija sBRS vršena je metodom sekvenci. Serumske koncentracije 

srčanog troponina T i I merene su ECLIA metodom. Relativna ekspresija iRNK β1- i 

β2-AR evaluirana je RT-qPCR metodom. Pacovi tretirani doksorubicinom bili su 

teškog opšteg stanja: kahektični, adinamični, nakostrešene dlake, sa crvenim 

krugovima oko očiju, i imali veliku stopu smrtnosti. U DOX35 grupi nije bilo 

ehokardiografskih znakova dekompenzacije, niti povećanja serumske koncentracije 

srčanih troponina, ali su zabeleženi: porast HRV (posebno niskofrekventne 

komponente), smanjenje entropije HR i povećanje sBRS. Patohistološki nalaz u srcu 

pacova u DOX35 grupi bio je karakterističan:  vakuolarna degeneracija 

kardiomiocita, nekroza kontraktilnih vlakana i intersticijumska infiltracija 

polimorfonuklearima. U ovoj grupi, ekspresija β1-AR bila je značajno povećana u 

odnosu na kontrolu. U DOX70 grupi pacova, ehokardiografski pregled otkrio je 

znake srčane dekompenzacije, serumski nivo toponina T bio je povišen, HRV je bio 

nepromenjen, sBRS je i dalje bila povećana a varijabilitet krvnog pritiska (BPV) bio 

je smanjen. Kod ovih pacova nisu detektovane promene ekspresije gena za β1- i β2-

AR. Rezultati studije ukazuju da su HRV i sBRS, u odnosu na ehokardiografiju i 

serumske troponine, osetljivije metode za rànō otkrivanje doksorubicinske 

kardiomiopatije. Nakon razvoja srčane dekompenzacije, promene BPV imaju loš 

prognostički značaj.  

 

Ključne reči: doksorubicin, varijabilitet srčane frekvence, senzitivnost 

barorefleksa, ekspresija β-adrenergičkih receptora 
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HEART RATE VARIABILITY AND β-ADRENERGIC RECEPTOR GENE 

EXPRESSION IN DOXORUBICIN-INDUCED CARDIOMYOPATHY 

 

 

Abstract 

 

Anthracycline antibiotic doxorubicin, used in clinical practice for several decades, 

has been shown as effective antineoplastic drug. Unfortunately, its usage is hindered 

due to multiple organotoxicity and especially cardiac toxicity. Doxorubicin-induced 

cardiomyopathy may develop 30 days, or even several years after following 

treatment. It is resistant to treatment, and has very high mortality rate. Although the 

mechanisms of doxorubicin-induced cardiomyopathy are well studied, there are 

still no effective treatment and prevention. Hence, the usage of doxorubicin in 

clinical practice is acceptable merely under close monitoring of cardiac function. In 

cardiology practice, heart rate variability (HRV) and baroreflex sensitivity (sBRS) 

are used as prognostic markers in hypertension and ischemic heart disease. Herein, 

we evaluated and compared diagnostic and prognostic values of HRV and sBRS in 

doxorubicin-induced cardiomyopathy to standard echocardiographic and serum 

cardiac troponin T and I methods. In addition, considering the pathophysiological 

role of β-adrenergic receptors (β-AR) in heart failure, we scrutinised the expression 

of β1- and β2-AR in doxorubicin-induced cardiomyopathy and its association to HRV 

changes. Experiments were performed on adult male Wistar rats, replete with 

femoral arterial catheter for blood pressure recording and blood sampling. 

Doxorubicin (DOX, n = 50) or saline (CONT, n = 18) were applied to rats in 

cumulative dose of 15 mg/kg (i.p.). General toxicity, cardiovascular hemodynamics 

and echocardiography were assessed before treatment, 35 days and 70 days after 

treatment. HRV and blood pressure variability (BPV) were evaluated by several 

methods (Hilbert-Huang frequency analysis, Poincaré plots, approximate entropy 

and sample entropy). The sequence method was used to evaluate sBRS. Levels of 

cardiac troponin T and I were measured by ECLIA method. β1-AR and β2-AR gene 

expression was measured by RT-qPCR. Doxorubicin-treated rats exhibited poor 



 

 

 

general condition (cachexia, adynamia, ruffled fur and chromodacryorrhea) and 

high mortality rate. In DOX35 rats, no echocardiographic signs of cardiac 

decompensation were noted, and cardiac troponins were not detected in the serum. 

However, HRV and sBRS were increased, while HR complexity was decreased. 

Pathohistology revealed vacuolar degeneration of cardiomyocytes, contraction-

band necrosis, and polymorphonuclear infiltration. In these rats, increased β1-AR 

gene expression was detected. In DOX70 rats, there were clear signs of cardiac 

decompensation at echocardiography, and cardiac troponin T was detected in the 

blood sera. In these rats, HRV was unchanged, sBRS increased, and β1-AR and β2-

AR gene expression unaffected. It follows that HRV and sBRS are more sensitive 

tools in detection of cardiovascular toxicity in compensate forms of doxorubicin-

induced cardiomyopathy, than conventional echocardiography and serum cardiac 

troponins. In decompensated forms of doxorubicin-induced cardiomyopathy, 

reduction of BPV predicted lethal outcome. 

 

Keywords: doxorubicin, heart rate variability, baroreflex sensitivity, β-adrenergic 

receptor expression  
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1. UVOD 

 

 

1.1. DOKSORUBICIN: POREKLO, HEMIJSKA STRUKTURA I MEHANIZAM 

CITOTOKSIČNOG DEJSTVA  

 

Doksorubicin (DOX) je antibiotik iz grupe antraciklina, sintetisan šezdesetih godina 

XX veka aerobnom fermentacijom mutiranog soja bakterije Streptomyces peucetius 

var. caesius (Dimarco et al. 1964). Izolovala ga je farmaceutska kuća “Farmitalia 

Research Laboratories” i prvi put registrovala pod marketinškim nazivom 

Adriamicin®, prema mestu otkrića (Jadransko more – engl. Adriatic sea). Molekul 

doksorubicina sačinjavaju aglikonski i ugljenohidratni segment (slika 1).  Aglikonski 

deo čine: četiri prstena (sa hinonskim i hidrahinonskim grupama na C i B 

prstenovima); metoksi supstituent (na C4 atomu D prstena) i kratak lanac sa 

karbonilnom grupom (na C9 atomu A prstena). Ugljenohidratnu komponentu 

predstavlja dezoksi-amino-heksozni šećer daunozamin, koji je za C7 atom A prstena 

doksorubicina vezan glikozidnom vezom.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 1: Strukturna formula doksorubicina 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/Iycfw
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Spada u grupu citotoksičnih lekova koji nespecifično utiču na ćelijski ciklus (engl. 

cell cycle-nonspecific agents – CCNS). Njegov molekul interaguje sa: jedrom, 

mitohondrijama i biološkim membranama tumorskih i zdravih ćelija. Poseduje i 

hidrofilne i hidrofobne regione, što mu omogućava da se vezuje za proteine plazme 

i pasivnom difuzijom prođe kroz plazma-membranu. U citoplazmi se vezuje za 

proteazom 20S, nakon čega se, kroz jedarne pore, translocira u jedro, odvoji od 

proteazoma i veže za DNK (Hilmer et al. 2004). Amfoteran je molekul, te lako prodire 

u različite ćelijske odeljke (Goldžijev kompleks, lizozome i mitohondrije) (Lal et al. 

2010). Njegovi antineoplastični mehanizmi dejstva su: inhibicija topoizomeraza, 

interkalacija sa molekulom DNK (i inhibicija replikacije i transkripcije), geneza 

semihinonskih slobodnih kiseoničnih i azotnih radikala, vezivanje za ćelijske 

membrane i menjanje jonskog transporta (Hortobágyi 1997). Ovi efekti dovode do 

zastoja u ćelijskom ciklusu, uvode tumorske ćelije u apoptozu i smanjuju obim 

tumorskog tkiva.  

 

Doksorubicin se sa podjednakim afinitetom vezuje za IIα i IIβ izoformu 

topoizomeraze u jedru i mitohondrijama (Swift et al. 2008). Topoizomeraza se 

vezuje za molekul DNK i oslobađa replikativnu viljušku od tenzije uvrtanja navoja 

heliksa. Nakon otvaranja petlje DNK, daunozaminska komponenta doksorubicina 

formira kovalentnu vezu sa 2-NH2 grupom na guaninu u okviru C-kraja jednog lanca 

(crveno obojena CH2- grupa na slici 2a), a čitav kompleks se stabilizuje vodoničnim 

vezama oformljenim između prstena A doksorubicina i guanina na N-kraju 

komplementarnog lanca DNK (Cutts & Phillips 1995). Stabilan kompleks između 

doksorubicina i guanina blokira dalju aktivnost topoizomeraza, šireći prostor 

između dva lanca DNK i, sledstveno, onemogućavajući dalji tok replikacije DNK 

(slika 2b) (Nitiss 2009). Na taj način, doksorubicin ostvaruje svoj citotoksični efekat. 

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/dXcc5
https://paperpile.com/c/eSDWo6/KWKI7
https://paperpile.com/c/eSDWo6/KWKI7
https://paperpile.com/c/eSDWo6/GzJa0
https://paperpile.com/c/eSDWo6/OOdq1
https://paperpile.com/c/eSDWo6/ZyulR
https://paperpile.com/c/eSDWo6/XqODI
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Slika 2:  a) Formiranje kovalentih i vodoničnih veza doksorubicina sa guaninom (G) 

b) inhibicija topoizomeraza i dalje replikacije i transkripcije DNK 

 

Efikasnost doksorubicina u terapiji: mekotkivnih sarkoma, rabdomiosarkoma, 

tumora jajnika, mlečne žlezde, testisa, štitne žlezde, pluća i jetre, Hodgin i non-

Hodgin limfoma i leukemije (Bonadonna et al. 1969) ograničava njegova 

organotoksičnost (Singal & Iliskovic 1998; Carvalho et al. 2009). Najletalnija je 

kardiotoksičnost. Akutna kardiotoksičnost se u incidenci od 11% (Takemura & 

Fujiwara 2007) javlja neposredno po aplikaciji doksorubicina. Karakterišu je tipične 

ishemijske promene na EKG-u. Reverzibilne je prirode i prognoza je dobra (Torti et 

al. 1986). Retko može da poprimi subakutni tok, kada se manifestuje miokarditisom 

(Bristow 1982). Najteži oblik oštećenja je kasna kardiotoksičnost, koja prelazi u 

hroničnu srčanu slabost. Incidenca hronične kardiotoksičnosti iznosi 1,7% (Von 

Hoff 1979). Može nastati najranije 30 dana nakon terapije, ali i mnogo godina 

kasnije. Prognoza kod pacijenata koji razviju zastojnu srčanu slabost je loša, jer 

nema efikasne terapije, a stopa smrtnosti je veća od 50% već u prvoj godini (Von 

Hoff 1979). 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/523HN
https://paperpile.com/c/eSDWo6/bPOgF+0m9ej
https://paperpile.com/c/eSDWo6/3fYat
https://paperpile.com/c/eSDWo6/3fYat
https://paperpile.com/c/eSDWo6/iVFGr
https://paperpile.com/c/eSDWo6/iVFGr
https://paperpile.com/c/eSDWo6/rZPuM
https://paperpile.com/c/eSDWo6/phtOY
https://paperpile.com/c/eSDWo6/phtOY
https://paperpile.com/c/eSDWo6/phtOY
https://paperpile.com/c/eSDWo6/phtOY
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1.2. MOLEKULARNI MEHANIZMI NASTANKA DOKSORUBICINSKE 

KARDIOMIOPATIJE 

 

Doksorubicin oštećuje kardiomiocite na više načina, uključujući: genezu slobodnih 

kiseoničnih i azotnih radikala (oksidativni stres), poremećaj metabolizma 

kalcijuma, formiranje kompleksa sa gvožđem i oštećenjem mitohondrija. U 

zavisnosti od dominirajućeg mehanizma u određenoj ćeliji, može izazvati različite 

forme ćelijske smrti: apoptozu, nekrozu i autofagiju (Damiani et al. 2016).  

 

1.2.1. Oksidativni stres 

 

Povišeni nivo reaktivnih kiseoničnih (engl. Reactive Oxygen Species – ROS) i azotnih 

jedinjenja (engl. Reactive Nitrogen Species – RNS) koji dovodi do oštećenja ćelije i 

menja njenu osetljivost označava se kao oksidativni stres. Nastaje kada se u ćeliji 

poremeti ravnoteža između sinteze ROS/RNS i koncentracije antioksidanasa u 

korist prve komponente. ROS, dalje, aktiviraju enzime metaloproteinaze matriksa 

(MMP) i preko NF-κβ utiču na razgradnju i preoblikovanje vanćelijskog matriksa 

(Mann & Spinale 1998a).  

 

1.2.1.1. Formiranje reaktivnih kiseoničnih jedinjenja u mitohondrijama 

 

Kao jedan od glavnih mehanizama za genezu ROS pod uticajem doksorubicina, 

Carvalho i sar. (Carvalho et al. 2014) navode formiranje semihinonskih derivata u 

toku metabolizma antraciklina. Enzimi iz mitohondrija, a pre svih NADPH oksidaza 

(Zhao et al. 2010), redukuju jedan od elektrona iz hinonske grupe na C prstenu 

doksorubicina, prevodeći ga u semihinon (slika 3) (Berlin & Haseltine 1981). 

Semihinon može da se veže za kiseonik i tako formira superoksidni anjon (O2•–). Od 

ovog reaktivnog jedinjenja kiseonika moguće je da se sintetišu ostala reaktivna 

jedinjenja kiseonika, kao što su vodonik-peroksid (H2O2) i hidroksil-radikal (OH•) 

(Ide et al. 2000).  

 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/ivoVa
https://paperpile.com/c/eSDWo6/kpqvR
https://paperpile.com/c/eSDWo6/IhEle
https://paperpile.com/c/eSDWo6/w3Cv2
https://paperpile.com/c/eSDWo6/NfwkH
https://paperpile.com/c/eSDWo6/FcUny
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Slika 3: Oksido-redukcioni (redoks) ciklus prevođenja hinona (A) u semihinon (B) 

na C-prstenu doksorubicina na unutrašnjoj membrani mitohondrija 

 

Srčani mišić (u odnosu na jetru i bubrege) ima smanjenu ekspresiju antioksidantnih 

enzima (Halliwell & Gutteridge 1984) (kao što su superoksid dizmutaza – SOD, 

katalaza i glutation peroksidaza – GPx). Usled ovog nedostatka, ali i zbog povećane 

potrebe srčanog mišića za energijom, u kardiomiocitima je pojačana sekvestracija 

ROS ali i RNS (Costa et al. 2013). Kod kardiotoksičnosti izazvane doksorubicinom, 

mitohondrije bivaju oštećene među prvim ćelijskim komponentama (Wallace 2007; 

Berthiaume & Wallace 2007), jer doksorubicin interaguje sa cirkularnom 

mitohondrijskom DNK (mtDNK) (Ashley & Poulton 2009) ali i sa kardiolipinom 

(fosfolipidnom komponentom unutrašne membrane mitohondrija), indukujući 

oštećenje komponenata respiratornog lanca i poremećaj ćelijskog disanja 

(Patterson & Willis 2012; Palmeira et al. 1997). 

 

 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/Yprb4
https://paperpile.com/c/eSDWo6/lCHPU
https://paperpile.com/c/eSDWo6/IgD4h+LQjoX
https://paperpile.com/c/eSDWo6/IgD4h+LQjoX
https://paperpile.com/c/eSDWo6/wgZE2
https://paperpile.com/c/eSDWo6/k4SqC+1FtVz
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1.2.1.2. Formiranje reaktivnih azotnih jedinjenja u mitohondrijama 

 

Kardiomiociti i endotelne ćelije konstitutivno eksprimiraju dve različite izoforme 

enzima azot-oksid sintaze: neuronalnu NO sintazu (nNOS) i endotelijalnu NO sintazu 

(eNOS). Treća izoforma – inducibilna NO sintaza (iNOS), čija se aktivnost povećava 

putem različitih supstrata, dovodi se u vezu sa razvojem različitih patoloških 

procesa na srcu (Cotton et al. 2002). Vásquez-Vivar i sar. (Vásquez-Vivar et al. 1997) 

dokazali su da se molekul doksorubicina vezuje direktno za domen eNOS reduktaze, 

inicirajući sintezu O2•–. U toku terapije doksorubicinom, povećana je ekspresija iNOS 

u kardiomiocitima i eNOS u endotelnim ćelijama, što izaziva nekontrolisanu sintezu 

NO i posledične negativne efekte. U toku nekontrolisane sinteze, NO i O2•– se 

nagomilavaju unutar ćelije, dovodeći do sinteze izrazito reaktivnog molekula 

peroksinitrita (ONOO-) (Fogli et al. 2004). Endotelijalna azot-oksid sintaza može da 

poveća sintezu ROS, jer se njena ekspresija i transkripcija povećavaju u prisustvu 

molekula doksorubicina (Vásquez-Vivar et al. 1997; Liu et al. 2006). Vezivanje 

doksorubicina za domen eNOS reduktaze usmerava njenu aktivnost ka izraženijoj 

sekvestraciji O2•–, umesto ka NO.  

 

1.2.1.3. Interakcija doksorubicina i jona gvožđa 

 

U fiziološkim uslovima, nivo slobodnih jona gvožđa u citosolu je vrlo nizak, budući 

da se, zbog velikog redoks potencijala, ono odlaže u vidu depoa feritina u 

vanćelijskim odeljcima. Thomas i Aust (Thomas & Aust 1986) pokazali su da O2•-, 

koji nastaje pod uticajem doksorubicina, može da indukuje sporo oslobađanje 

redoks-aktivnih jona gvožđa iz feritinskih depoa. Dalja dismutacija O2•– u H2O2 može 

se odvijati spontano, ili uz pomoć katalizatora – enzima SOD (slika 4). U fiziološkim 

uslovima, vodonik peroksid je stabilan molekul, i u višku ga elminišu enzimi katalaza 

i glutation peroksidaza. Međutim, u reakciji sa O2•– (Haber-Vajsova reakcija, 

jednačina br. 1), sintetiše se izuzetno reaktivan OH•. Haber-Vajsova reakcija se 

odvija vrlo sporo, osim u prisustvu metala katalizatora (naročito gvožđa) (Halliwell 

& Gutteridge 2007). Teče u dve faze: u prvom stupnju O2•– redukuje feri-jon gvožđa 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/gdVI4
https://paperpile.com/c/eSDWo6/bxI5o
https://paperpile.com/c/eSDWo6/J7teL
https://paperpile.com/c/eSDWo6/bxI5o
https://paperpile.com/c/eSDWo6/bxI5o
https://paperpile.com/c/eSDWo6/vFael
https://paperpile.com/c/eSDWo6/vFael
https://paperpile.com/c/eSDWo6/h0QSa
https://paperpile.com/c/eSDWo6/HkyhH
https://paperpile.com/c/eSDWo6/HkyhH
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(Fe3+) u fero-jon (Fe2+) (jednačina br. 2); u drugoj fazi se odvija Fentonova reakcija 

između Fe2+ i H2O2, kada nastaje OH• (jednačina br. 3): 

 

O2•– + H2O2 → O2 + OH- + OH•          (1) 

O2•– + Fe3+ → O2 + Fe2+                   (2) 

Fe2++ H2O2 → OH- + OH• + Fe3+      (3) 

 

Hidroksil-radikal sintetisan u ovim reakcijama ima veoma kratak polu-život, 

izuzetno je reaktivan, opasan po ćeliju i, za razliku od O2•– i H2O2, enzimski sistem 

ćelije ga ne može neutralisati. Zbog toga, OH• stupa u reakciju sa svim jedinjenjima 

unutar ćelije koja su podložna oksidaciji, oštećujući mnoge makromolekule, 

uključujući: lipide (peroksidacijom), nukleinske kiseline (mutacijom) i proteine 

(Halliwell & Gutteridge 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4: Mehanizmi formiranja ROS pod uticajem doksorubicina i gvožđa. Fe – 

gvožđe; O2•– – superoksidni radikal; SOD – superoksid dizmutaza; i H2O2 – vodonik 

peroksid; OH• – hidroksil radikal; Fp – flavoprotein, GSH/GSSH – 

redukovan/oksidovan glutation; Modifikovano prema Šimunek i sar. Pharmacol 

Rep. 2009 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/HkyhH
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19307704
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19307704
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Drugi mehanizam preko kojeg gvožđe doprinosi oksidativnom stresu jeste 

formiranje DOX-Fe kompleksa, koje se može odigrati u prisustvu nekog redukcionog 

sistema ili spontano. U prisustvu redukcionog sistema, kao što su NADH-citohrom-

P450 reduktaza, tiol grupe cisteina ili glutationa, DOX-Fe3+ se redukuje u DOX-Fe2+, 

koji reaguje sa O2 i formira O2•– (slika 4). Superoksidni anjon se dismutira u H2O2 i/ili 

se uključuje u Haber-Vajsovu reakciju formirajući OH• (jednačine br. 1 i 2). 

Alternativnim putem, DOX-Fe2+ može direktno da reaguje sa H2O2 i sintetiše OH•.  

 

1.2.2. Poremećaj prometa unutarćelijskog kalcijuma 

 

Koncentracija kalcijuma unutar mitohondrija ključan je regulatorni faktor sinteze 

ATP-a i funkcije ovih organela (Javadov et al. 2009). Poremećaj prometa 

unutarćelijskog kalcijuma, koji se javlja u kardiomiopatiji indukovanoj 

doksorubicinom, rezultat je, ali i uzrok, sinteze ROS (Kalivendi et al. 2005). ROS i 

H2O2 smanjuju nivo ekspresije iRNK SERCA2 gena (2-Ca2+-ATP-aza 

sarko(endo)plazmatičnog retikuluma – SERCA2) i RYR2 gena za rijanodinske 

receptore (engl. ryanodine receptor – RYR), što remeti promet kalcijuma, oštećuje 

endoplazmatski retikulum i membranu ćelije (Kourie 1998; Arai et al. 2000). Saeki i 

sar. (Saeki et al. 2002) su pokazali da rijanodinski receptor poseduje nekoliko mêstā 

za koja se vezuje doksorubicin, i da se spajanje odvija bez obzira na to da li je kanal 

otvoren ili zatvoren. Doksorubicin modifikuje tiolne grupe (-SH) RYR2 (Zima & 

Blatter 2006), nakon čega kanali ovog receptora ostaju trajno otvoreni (Saeki et al. 

2002), što dovodi do prezasićenja citosola jonima kalcijuma. U stanju prezasićenosti 

citoplazme Ca2+, faza mirovanja nakon kontrakcije kardiomiocita se produžava, 

remeteći fiziološki ciklus mišićnih ćelija srca i uvodeći ih u nekrozu (engl. 

contraction band necrosis).  

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/MIUxD
https://paperpile.com/c/eSDWo6/jin1M
https://paperpile.com/c/eSDWo6/939vq
https://paperpile.com/c/eSDWo6/xXS3z
https://paperpile.com/c/eSDWo6/PEdwV
https://paperpile.com/c/eSDWo6/mtDf2
https://paperpile.com/c/eSDWo6/mtDf2
https://paperpile.com/c/eSDWo6/PEdwV
https://paperpile.com/c/eSDWo6/PEdwV
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1.2.3. Ćelijska smrt 

 

Geneza ROS, poremećaj ekspresije gena, oštećenje mitohondrija i promenjen 

metabolizam Ca2+ dovode do smrti kardiomiocita, što predstavlja završni 

mehanizam kardiotoksičnosti izazvane doksorubicinom. Ćelijska smrt se, u odnosu 

na morfologiju izmenjenih ćelija, klasifikuje na: apoptozu, nekrozu i autofagiju. Kod 

srčane insuficijencije izazvane doksorubicinom, sva tri tipa ćelijske smrti mogu da 

zahvate kardiomiocite u različitim delovima miokarda.  

 

Apoptoza je strogo kontrolisan, regulisan i energetski-zavisan tip ćelijske smrti. 

Može se aktivirati preko spoljašnjeg ili unutrašnjeg signalnog puta (slika 5). 

Spoljašnji put apoptoze posredovan je tzv. letalnim receptorima (engl. death 

receptors – DR, gde spadaju TNFR1, Fas, DR4, DR5 i dr.) i aktivira se vezivanjem 

odgovarajućeg liganda za njihov spoljašnji domen. Dokazano je da doksorubicin 

indukuje ekspresiju DR4 i DR5 Fas receptora i propagira apoptozu preko TRAIL 

liganada (engl. TNF-related apoptosis-induced ligand – TRAIL) (Wang et al. 2010; Wu 

et al. 2003). Takođe, doksorubicin ushodno reguliše ekspresiju Fas receptora i 

aktivaciju spoljašnjeg puta apoptoze preko Fas liganada (Massart et al. 2004). 

Vezivanje Fas liganda za Fas receptor predstavlja aktivatorski signal za adaptorske 

proteine da grupišu, i oko unutarćelijskog domena Fas receptora (engl. Fas-

Associated Protein With Death Domain – FADD) aktiviraju kaspaze 8 i 10, formirajući 

tzv. letalni signalni kompleks (engl. Death-Inducing Signaling Complex – DISC) (slika 

5). Kada se oformi, DISC nishodno aktivira izvršilačke kaspaze 2, 7 ili 6 koje uvode 

ćeliju u apoptozu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/6Lheu+Fg4nK
https://paperpile.com/c/eSDWo6/6Lheu+Fg4nK
https://paperpile.com/c/eSDWo6/NGZ45
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Slika 5: Spoljašnji i unutrašnji put aktivacije apoptoze; FasL – Fas ligandi, FADD – 

Fas-associated protein with death domain; DISC – death-inducing signaling complex; 

ROS – reactive oxygen species  

 

Unutrašnji put aktivacije apoptoze zavisan je od mitohondrija. Pokreće se kao 

odgovor ćelije na nedostatak kiseonika ili oštećenje i nemogućnost reparacije DNK. 

Doksorubicin aktivira unutrašnji put apoptoze na nekoliko načina: interkalacijom sa 

molekulom DNK, genezom slobodnih kiseoničnih radikala i menjanjem prometa 

unutarćelijskog kalcijuma. Kada se joni kalcijuma nagomilaju u višku unutar 

mitohondrija, zbog pozitivne povratne sprege između geneze ROS i Ca2+, narušava 

se propustljivost membrana ovih organela, one gube svoj potencijal, bubre, 

spoljašnja membrana puca i citohrom c se oslobađa u citosol (slika 5) zajedno sa 

faktorom aktivacije apoptoze (engl. apoptosis inducing factor – AIF) (Childs et al. 

2002; Camello-Almaraz et al. 2006; Deniaud et al. 2008). U citoplazmi, citohrom c 

formira kompleks sa Apaf-1 (engl. adaptor protein apoptosis protease activator 

protein-1 – Apaf-1) i kaspazom 9. Ova struktura se označava kao apoptozom. 

Apoptozom aktivira izvršilačke kaspaze 2, 7 i 6 i ćelija se uvodi u apoptozu. U 

procesu apoptoze, ćelija smanjuje svoj obim, DNK se rasparčava, hromatin 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/oYSTC+m4Pko+eC4ai
https://paperpile.com/c/eSDWo6/oYSTC+m4Pko+eC4ai
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kondenzuje i krajnji ishod jeste formiranje strukture označene kao apoptotsko telo, 

koje uklanjaju fagociti.  

 

Nekroza je proces koji ne zavisi od ćelijske energije. Doksorubicin uvodi 

kardiomiocite u nekrozu putem slobodnih kiseoničnih radikala, koji remete promet 

jona kalcijuma unutar mitohondrija, dovode do njihovog nagomilavanja unutar 

organele, posledičnog otvaranja mitohondrijalnih pora i otpuštanja sadržaja 

mitohondrija u citosol. Doksorubicin oštećuje mtDNK, remeti funkcionisanje 

respiratornog lanca i sintezu ATP-a, što, takođe, predstavlja signal za ulazak ćelije u 

nekrozu (Lebrecht & Walker 2007; Wallace 2007).  Pod uticajem doksorubicina, 

aktiviraju se kalcijum-zavisne proteaze – kalpaini, koje degradiraju titin. Titin 

reguliše kontraktilnu funkciju, menjajući prijemčivost aktina i miozina za jone 

kalcijuma (Helmes et al. 2003). Narušena struktura titina dovodi do raščijávanja 

vlakana unutar sarkomere, prekida kontinuiteta ćelijske membrane i nekroze 

kardiomiocita, koja se manifestuje izlivanjem sadržaja ćelije u intersticijum i 

nagomilavanjem polimorfonukleara u afektiranom području (Lim et al. 2004). 

 

Usled ubrzanog ulaska kardiomiocita u apoptozu ili nekrozu pod uticajem 

doksorubicina, povećana je i autofagna aktivnost u oštećenom miokardu. Autofagija 

je regulisan, dinamičan proces, gde citosolni proteini i oštećene organele bivaju 

ograničeni dvostrukom membranom, koja ih zatvara u vezikulu označenu kao 

autofagozom, u kojoj će se, nakon spajanja sa lizozomom u strukturu fagolizozom, 

potpuno razložiti (De Meyer & Martinet 2009; Zhu et al. 2009; Shimomura et al. 

2001). 

 

1.2.4. Preoblikovanje vanćelijskog matriksa i fibroza izazvana doksorubicinom 

 

U tumorskim ćelijama, doksorubicin inhibira transkripciju i translaciju kolagenaze i 

metaloproteinaze matriksa 1 (MMP-1). Suprotan efekat ostvaruje u miokardu, gde 

povećava sintezu MMP-2 i MMP-9 (Goetzenich et al. 2009; Spallarossa et al. 2006). 

Tkivna aktivnost MMP je strogo kontrolisana specifičnim tkivnim inhibitorima 

(engl. tissue inhibitors of metalloproteinases – TIMPs) (Nagase & Frederick Woessner 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/DeG8N+IgD4h
https://paperpile.com/c/eSDWo6/8Uwcx
https://paperpile.com/c/eSDWo6/sxYwc
https://paperpile.com/c/eSDWo6/XECSZ+jAhST+bN8ru
https://paperpile.com/c/eSDWo6/XECSZ+jAhST+bN8ru
https://paperpile.com/c/eSDWo6/G0E0t+IZkRT
https://paperpile.com/c/eSDWo6/4G76C
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1999), koji bivaju utišani pod uticajem doksorubicina (Goetzenich et al. 2009). 

Povećana aktivnost MMP pod uticajem ROS indukovanih doksorubicinom utiče na 

razgradnju kolagenih vlakana unutar tkiva srčanog mišića i njihovu zamenu 

fibroznim vlaknima. Nagomilavanje fibroznih vlakana odraz je završnog stadijuma 

destrukcije kolagenih vlakana koja okružuju kardiomiocite (Mann & Spinale 1998b). 

 

1.3. KARDIOTOKSIČNOST LIPOZOMALNOG DOKSORUBICINA 

 

U poslednjih nekoliko decenija, razvijane su strukture nano-nosača (od 1 do 100 nm 

u prečniku), biokompatibilnih makromolekula sa slabim imunološkim odgovorom, 

koji lek ciljano dopremaju do tumorskog tkiva i tako smanjuju sistemsku toksičnost 

(Yokoyama 2014). U nano-nosače ubrajaju se: nanokonjugati leka i polimera, 

polimerizovane nanočestice i nanočestice na bazi lipida (lipozomi, micele, 

dendrimeri, nano-ljuske i nano-kavezi) (Peer et al. 2007). Bangham i sar. (Bangham 

et al. 1965) sintetisali su 1965. godine prvi oblik nano-nosača na bazi lipida (lipidnu 

vezikulu), danas poznat kao lipozom. Dizajn lipozoma, u kome je jezgro nano-

transportera sa doksorubicinom obloženo polipropilen-glikolom (PEG), omogućava 

da se citostatik u željenoj koncentraciji oslobodi u tumorskom tkivu, dok je njegova 

ekstravazacija u zdravom tkivu minimalna (Tardi et al. 1996). Retrospektivna 

studija koju su Batist i sar. (Batist et al. 2006) sproveli 2006. godine, pokazala je da 

je lipozomalna forma doksorubicina manje kardiotoksična od uobičajenog oblika 

leka. Rivankar i sar. (Rivankar 2014) potvrdili da je nePEGilovana lipozomalna 

formulacija doksorubicina stabilnija u odnosu na PEGilovanu, ima slabiji 

kardiotoksični efekat i ne izaziva neželjeno dejstvo u vidu palmarno-plantarne 

eritrodisestezije. U lek-polimer formulaciji, doksorubicin je kopolimerizovan sa N-

(2-hidroksipropil) metakrilamidom (HPMA) u konjugat čija je primena u nekoliko 

prekliničkih (Hopewel et al. 2001; Yeung et al. 1991) i kliničkih studija (Vasey et al. 

1999; Seymour et al. 2009) pokazala da je kardiotoksičnost takvog polimera 

smanjena u in vivo uslovima.  

 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/4G76C
https://paperpile.com/c/eSDWo6/G0E0t
https://paperpile.com/c/eSDWo6/jqsWt
https://paperpile.com/c/eSDWo6/jk6is
https://paperpile.com/c/eSDWo6/sdUKq
https://paperpile.com/c/eSDWo6/mHsxy
https://paperpile.com/c/eSDWo6/mHsxy
https://paperpile.com/c/eSDWo6/ZKHOK
https://paperpile.com/c/eSDWo6/8A43E
https://paperpile.com/c/eSDWo6/g9gD3
https://paperpile.com/c/eSDWo6/ujUxv+QPySk
https://paperpile.com/c/eSDWo6/0qPhb+7kOHR
https://paperpile.com/c/eSDWo6/0qPhb+7kOHR
https://paperpile.com/c/eSDWo6/0qPhb+7kOHR


 

13 
 

1.4. ULOGA β-ADRENERGIČKIH RECEPTORA U NASTANKU SRČANE 

INSUFICIJENCIJE  

 

Kateholamini (adrenalin i noradrenalin) su prirodni ligandi β-adrenergičkih 

receptora (β-AR), preko kojih ostvaruju pozitivno: inotropno, hronotropno 

batmotropno, dromotropno i lusitropno dejstvo na srce. Beta-adrenergički 

receptori pripadaju superfamiliji receptora spregnutih sa G-proteinom (engl. G-

protein coupled receptors – GPCRs). GPCR su integralni membranski proteini, 

sačinjeni od sedam transmembranskih α-spiralnih domena koje povezuju tri 

vanćelijske i tri unutarćelijske petlje. Amino (N) krajevi postavljeni su 

ekstracelularno a karboksilni (C) su smešteni unutar ćelije (Vassilatis et al. 2003). U 

srcu su prisutna tri suptipa β-AR. β1-AR su dominantni tip u miokardu (75-80% od 

svih β-AR). β2-AR su zastupljeni 15-18%, dok su β3-AR u fiziološkim uslovima u srcu 

prisutni u 2-3% (Brodde 1993). Promena gustine i afiniteta β-AR imaju ključnu 

ulogu u srčanoj dekompenzaciji, nezavisno od etiološkog faktora.  

 

1.4.1. Beta-adrenergička signalizacija u zdravom srcu 

 

Signalni put GPCR pokreće se nakon vezivanja odgovarajućeg liganda za njihov 

vanćelijski domen, uslovljavajući time konformacionu promenu, koja omogućava da 

se za unutarćelijske domene receptora vežu heterotrimerni G-proteini (Wess 1997). 

G-proteini sastavljeni su od α, β i γ subjedinice. U odnosu na svoje amino sekvence, 

Gα subjedinica poseduje četiri izoforme: Gαs, Gαi, Gαq i Gα12 (Xiao & -P. Xiao 2001). 

Aktiviraju se razmenom molekula GTP za GDP, nakon čega dolazi do disocijacije G-

proteina na aktiviranu α subjedinicu i βγ dimer. Za stimulisani β1-AR na membrani 

kardiomiocita primarno se vezuje Gsα subjedinica, što aktivira enzim adenilat-

ciklazu (AC), nakon čega se sintetiše sekundarni glasnik ciklični adenozin mono 

fosfat (cAMP) (slika 6). Povišeni nivo cAMP aktivira cAMP-zavisnu proteinsku 

kinazu A (PKA) koja fosforiliše troponin I, L-tip Ca2+ kanala i fosfolamban (PLB). 

Pokretanje ove kaskade rezultira pojačanom kontraktilnošću srčanog mišića 

(Patrick 2002; Freedman & Lefkowitz 2004). β2-AR vezuju se za pertuzis toksin-

inhibitorni G-protein (Gi), nakon čega se aktivirana Giα subjedinica disocira, 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/2hIRY
https://paperpile.com/c/eSDWo6/7YmkI
https://paperpile.com/c/eSDWo6/qXgdl
https://paperpile.com/c/eSDWo6/wFyEM
https://paperpile.com/c/eSDWo6/xS5Xu+O8aYJ
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inhibirajući aktivnost AC i Giβγ  subjedinice, što podstiče nishodnu aktivaciju MAPK. 

Kuplovana Giα subjedinica, takođe, aktivira citoplazmatski efektorni molekul 

fosfolipazu A2 (cPLA2), koja podstiče pojačanje kalcijumskog signalnog puta 

nezavisno od cAMP i smanjuje srčanu kontrakciju (slika 6).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 6: Signalni putevi  β1- i  β2-AR u zdravom srcu; PKA – proteinska kinaza A, 

cPLA2 – citoplazmatska fosfolipaza A2; PLB – fosfolamban; asterisk ukazuje da je 

protein aktiviran; znak ⊣označava inhibiciju 

 

U kardiomiocitima pacova, stimulacija β1-AR uvodi ćeliju u apoptozu preko cAMP-

zavisnog mehanizma (M. Zaugg et al. 2000), dok stimulisani β2-AR inhibiraju 

apoptozu preko Gi-Gβγ-PI3K signalnog puta (C. Communal et al. 1999). Priroda β2-

AR je dualna: kratkotrajna stimulacija β2-AR aktivira anti-apoptotski put preko Gi-

Gβγ-PI3K. Međutim, ihibicija Gi pertusis toksinom menja signalizaciju β2-AR od anti- 

ka pro-apoptotskoj (Zhu et al. 2001).  

 

Fiziološki regulator ekspresije gena β-AR i njihove gustine u membrani jeste 

izlaganje kateholaminima. Porast koncentracije kateholamina dovodi do smanjenja 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/8Bzdu
https://paperpile.com/c/eSDWo6/qWzza
https://paperpile.com/c/eSDWo6/ap8nl
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gustine β1-AR (nishodna regulacija) i odvajanja preostalih β1- i β2-AR od G proteina 

(desenzitizacija) (slika 7) (Bristow et al. 1986). Desenzitizacija β1- i β2-AR na 

plazma membrani kardiomiocita odvija se njihovom fosforilacijom od strane PKA, 

proteinske kinaze C (PKC) i kinaza receptora spregnutih sa G proteinom (engl. G-

protein coupled receptor kinases – GRKs). Fosforilacija β-AR preko PKA (aktivirana 

preko Gsα) i PKC (aktivirana preko Gβγ) direktno menja konformaciju receptora, što 

ometa njegovu dalju interakciju sa G-proteinom i prenos signala (Lefkowitz 1998). 

Ovaj proces naziva se heterologa desenzitizacija, jer se neselektivno fosforilišu i 

stimulisani i nestimulisani receptori (Penn et al. 1998). Po translokaciji GRK iz 

citosola na unutarćelijski odeljak plazma-membrane, ova kinaza fosforiliše C-kraj β-

AR, nakon čega se za njega veže još jedan citosolni protein – β-arestin, kada dolazi 

do odvajanja G-proteina od β-AR i inhibicije dalje aktivacije Gsα (Madamanchi 2007) 

(slika 7). Osim ove uloge u desenzitizaciji GPCR, β-arestin, kao adapterski protein, 

pripaja odvojene GPCR za klatrinske vezikule, nakon čega se odvija internalizacija 

receptora.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 7: Sudbina receptora nakon internalizacije je dvojaka: 1. razgradnja receptora 

nakon spajanja sa lizozomima i 2. recikliranje receptora na površinu membrane bez 

razgradnje. 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/jrbPX
https://paperpile.com/c/eSDWo6/CqZQa
https://paperpile.com/c/eSDWo6/rExwr
https://paperpile.com/c/eSDWo6/6xpJV
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1.4.2. Beta-adrenergička signalizacija u insuficijentnom srcu 

 

Slabljenje srčane snage dovodi smanjenja minutnog volumena srca, poremećaja 

cirkulacije i smanjenja perfuzije perifernih organa. Da bi se poboljšala cirkulacija i 

perfuzija perifernih organa, pokreću se refleksni odbrambeni mehanizmi, a pre svih 

– baroreceptorski refleks. Barorefleks povećava tonus simpatikusa prema srcu i 

krvnim sudovima, stimuliše sintezu renina a potom angiotenzina II i aldosterona i 

izaziva lučenje antidiuretskog hormona vazopresina iz hipotalamusa preko 

neurohipofize. Ovi odbrambeni mehanizmi, da bi očuvali cirkulaciju, vrše snažnu 

perifernu vazokonstrikciju, ubrzavaju rad srca i retenciju vode, što srce dodatno 

opterećuje i ubrzava njegovo propadanje (slika 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 8: Neuroendokrino preoblikovanje u srčanoj insuficijenciji; RAAS – renin-

angiotenzin-aldosteron; ADH – antidiuretični hormon 

 

Pad minutnog volumena u insuficijentnom srcu indukuje kompenzatorno povećanje 

aktivnosti simpatičkog nervnog sistema koji stimuliše β-AR, dovodeći do pojačanja 

srčane kontraktilnosti. Međutim, dugotrajna i prekomerna kateholaminska 

stimulacija kardiomiocita dovodi do ushodne regulacije GRK2, Gi i fosforilacije β-AR 

od strane PKA i GRK, dovodeći do njihove desenzitizacije i endocitoze. U 

insuficijentnom srcu su, zapravo, samo β1-AR nishodno regulisani (slika 9), što je 

udruženo sa ushodnom regulacijom GRK2 i Gi.  Posledično se odnos β1- i β2-AR u 
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srcu menja na 50:50 (Torti et al. 1986). Mehanizam selektivne nishodne regulacije 

β1-AR u srčanoj insuficijenciji nije sasvim rasvetljen, ali se smatra da on ima zaštitnu 

ulogu jer se njme smanjuje dugotrajna pro-apoptotska signalizacija β1-AR (Zhu et 

al. 2016). Irannejad i sar. (Irannejad et al. 2013) su ukazali da GPCR, i nakon 

internalizacije u endozomima, mogu da nastave sa signalizacijom, a Morisco i sar.  

(Morisco et al. 2008) da čak i internalizovani β1-AR mogu da podstiču nastanak 

hipertrofije kardiomiocita.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 9: Signalni putevi  β1- i  β2-AR u insuficijentnom srcu; PKA – proteinska kinaza 

A, AC – adenilat ciklaza; cAMP – ciklični adenozin mono fosfat; CA – kateholamini; 

PKB – proteinska kinaza B; PI3K – fosfoinozitol kinaza; PLB – fosfolamban; znak 

⊣označava inhibiciju 

 

Stimulacija β2-AR kardiomiocita u srčanoj insuficijenciji inhibira cAMP-PKA 

osovinu signalnog puta (slika 9) koja podstiče njihovu kontraktilnost (Nikolaev et 

al. 2010; Xiang 2011). S druge strane, ushodna regulacija Gi i pojačana β2-AR-Gi 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/iVFGr
https://paperpile.com/c/eSDWo6/y9ywa
https://paperpile.com/c/eSDWo6/y9ywa
https://paperpile.com/c/eSDWo6/a1if5
https://paperpile.com/c/eSDWo6/GB42G
https://paperpile.com/c/eSDWo6/pgIxj+iGI0p
https://paperpile.com/c/eSDWo6/pgIxj+iGI0p
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signalizacija dovode do aktivacije proteinske kinaze B (PKB), koja ima anti-

apoptotsko dejstvo na kardiomiocite, čime se usporava propadanje srca (Wu et al. 

2016). Nasuprot povoljnim efektima na miokard, β2-AR-Gi sprega može da smanji 

stimulaciju kontrakcije posredovanu Gs komponentom (Woo et al. 2015). Stoga, β2-

AR-Gi osovina može uticati na krajnji ishod srčane β-AR signalizacije u patološkim 

uslovima. 

 

Liggett i sar. (Liggett et al. 1998) pokazali su da je kod pacijenata sa srčanom 

insuficijencijom i polimorfizmom gena za β2-AR povećan rizik za nastanak 

nepovoljnog ishoda. Perez i sar. (Perez et al. 2003) dokazali su da je i polimorfizam 

gena  za β1-AR udružen sa nastankom srčane slabosti. Povišena aktivnost GRK2 u 

miokardu kod srčane ishemije (Ungerer et al. 1996), hipertrofije (Ungerer et al. 

1996; Choi et al. 1997) i hipertenzije (Gros et al. 1997) ukazuje na važnost uloge β1-

AR u patogenezi srčane slabosti i, obično, prethodi klinički vidljivim znacima srčane 

insuficijencije (Anderson et al. 1999; Cho et al. 1999; Iaccarino et al. 2001). Hata i 

sar. (Hata 2004) dokazali su da nivo GRK2 u srcu korelira sa nivoom u limfocitima 

iz periferne krvi, i da se povećanje ekspresije ovih kinaza u srcu reflektuje 

ekvivalentnim povećanjem njihove ekspresije u perifernim limfocitima, te se nivo 

GRK2 u limfocitima može koristiti kao potencijalni novi biomarker u detekciji 

promena u srčanoj ekspresiji GRK2. 

 

1.5.  TERAPIJA I PREVENCIJA KARDIOTOKSIČNOSTI 

 

Uprkos opsežnom proučavanju mehanizama kardiotoksičnosti izazvane 

doksorubicinom u poslednjih nekoliko decenija, i dalje nisu ustanovljene efikasna 

terapija i prevencija (Ponikowski et al. 2016). Pokazalo se da kombinovana terapija 

inhibitorima angiotenzin-konvertaze (ACEI) i blokatorima β-AR snižava stopu 

morbiditeta i mortaliteta kod pacijenata sa srčanom insuficijencijom kod kojih je 

ejekciona frakcija snižena (engl. heart failure with reduced ejectional fraction – 

HFrEF) (Hjalmarson et al. 2000; Packer et al. 2002; Flather et al. 2005). Cilj 

uključivanja selektivnih β1-AR blokatora, kao što je metoprolol, u terapiju je da se 

da se spreči nishodna regulacija β1-AR i podstakne inotropni odgovor srca na 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/4r3al
https://paperpile.com/c/eSDWo6/4r3al
https://paperpile.com/c/eSDWo6/UCMg6
https://paperpile.com/c/eSDWo6/D5WAk
https://paperpile.com/c/eSDWo6/LmQ8Z
https://paperpile.com/c/eSDWo6/r9LC1
https://paperpile.com/c/eSDWo6/r9LC1+5DIQq
https://paperpile.com/c/eSDWo6/r9LC1+5DIQq
https://paperpile.com/c/eSDWo6/4vLh5
https://paperpile.com/c/eSDWo6/MSOs6+mL9jP+MMWHl
https://paperpile.com/c/eSDWo6/R1tST
https://paperpile.com/c/eSDWo6/rn4ii
https://paperpile.com/c/eSDWo6/8V3qc+XekNE+bzkt9
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kateholamine (Fu et al. 2017). Karvedilol neselektivno blokira β1-, β2- i α-

adrenergičke receptore (Eggertsen et al. 1984) i na različitim životinjskim modelima 

pokazano je da sprečava razvoj disfunkcije leve komore (Acker et al. 1995; Santos 

2002), apoptozu kardiomiocita (Spallarossa et al. 2004) i smanjuje oštećenje 

mitohondrija u suphroničnom modelu srčane insuficijencije izazvane 

doksorubicinom (Matsui et al. 1999; Oliveira et al. 2004). Karvedilol je zlatni 

standard u terapiji doksorubicinske miokardiopatije kod ljudi, jer, pored toga što 

blokira β-AR u srcu, on smanjuje periferni otpor i olakšava rad srca blokadom α-AR. 

Takođe, karvedilol je i antioksidans. Antagonisti aldosterona – spironolakton i 

eplerenon, uključuju se u terapiju kod svih pacijenata sa HFrEF i ejekcionom 

frakcijom leve komore manjom od 35% (Pitt et al. 1999; Zannad et al. 2011). Liu i 

sar. (Liu et al. 2016) su dokazali da spironolakton, u paralelnoj primeni sa 

doksorubicinom, smanjuje fibrozu miokarda, blokirajući signalni put glavnog pro-

fibrotičkog citokina TGF-β1. Akpek i sar. (Akpek et al. 2015) pokazali su da 

spironolakton, kada se aplikuje zajedno sa doksorubicinom, snižava serumske nivoe 

srčanog troponina I i NT-proBNP, te ima protektivno dejstvo na srce.  

 

Za prevenciju doksorubicinske kardiomiopatije propisuje se deksrazoksan, ciklični 

analog EDTA. Nakon akumulacije u kardiomiocitima, deksrazoksan podleže 

hidrolizi do forme otvorenog prstena, koji ima snažno helirajuće dejstvo. 

Kardioprotektivno dejstvo ostvaruje helirajući slobodne jone gvožđa, gvožđe iz 

feritinskih depoa ili DOX-Fe kompleksa, te na taj način sprečava oštećenje 

mitohondrija ROS indukovanim jonima gvožđa (Hasinoff & Herman 2007; Hasinoff 

et al. 1998; Wiseman & Spencer 1998). Snažan je inhibitor katalitičke aktivnosti 

topoizomeraze II i za nju se vezuje gradeći tzv. konformaciju krila šišmiša u kojoj 

imidna grupa (NH) iz deksrazoksana formira vodoničnu vezu sa glutaminom iz 

aminokiselinskog lanca topoizomeraze (Classen et al. 2003). Deksrazoksan 

sprečava oštećenje DNK izazvano doksorubicinom interferirajući sa prelaznom 

formom topoizomeraze II (Lyu et al. 2007), koja treba da izvrši kratkotrajno 

otvaranje DNK petlje. Ova forma enzima se eksprimira u G2/M fazi ćelijskog ciklusa 

kada se ćelija deli, a deksrazoksan stabilizuje kovalentne veze između DNK i 

topoizomeraze, što sprečava zatvaranje DNK petlje i onemogućava deobu ćelije 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/fEG7A
https://paperpile.com/c/eSDWo6/aCsQn
https://paperpile.com/c/eSDWo6/Bc50w+3cBKP
https://paperpile.com/c/eSDWo6/Bc50w+3cBKP
https://paperpile.com/c/eSDWo6/xVVC
https://paperpile.com/c/eSDWo6/bX0OA+d5QeP
https://paperpile.com/c/eSDWo6/0gs2T+BBMdH
https://paperpile.com/c/eSDWo6/r7fO
https://paperpile.com/c/eSDWo6/0kNJf
https://paperpile.com/c/eSDWo6/1RsZ+sRpt+d2ao
https://paperpile.com/c/eSDWo6/1RsZ+sRpt+d2ao
https://paperpile.com/c/eSDWo6/baYNE
https://paperpile.com/c/eSDWo6/lpg6m
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(Fortune & Osheroff 2000). Budući da se doksorubicin i deksrazoksan vezuju za 

topoizomerazu, važno je naglasiti da deksrazoksan ne smanjuje antineoplastičnu 

efikasnost doksorubicina (Pouillart 2004). 

 

1.6. RÀNŌ OTKRIVANJE TOKSIČNIH PROMENA NA MIOKARDU 

 

S obzirom na to da nema efikasne terapije i prevencije kardiomioptaije izazvane 

doksorubicinom, a zbog njegove velike terapijske efikasnosti, postignut je 

konsenzus da se doksorubicin primenjuje u terapiji, ali samo uz čest monitoring 

srčane funkcije i da se sa terapijom prekine kada se pojave prvi znaci 

kardiotoksičnosti. Zbog neinvazivnosti i široke dostupnosti, ehokardiografija je 

standardna metoda za otkrivanje toksičnih promena na srcu izazvanih 

doksorubicinom. U kliničkoj praksi se, za otkrivanje promena na miokardu, koriste 

i: magnetna rezonanca, angiografija radionuklidima i biopsija miokarda. Preciznost 

ràne dijagnostike dodatno se postiže i merenjem serumskih nivoa srčanih troponina 

T i I i natriuretičkih peptida. 

 

1.6.1. Ehokardiografski parametri 

 

Dvodimenzionalna (2D) ehokardiografska metoda je zlatni standard u 

svakodnevnoj kliničkoj praksi za procenu promena dijametara i funkcije srčanih 

komora. Dvodimenzionalnom metodom moguće je izmeriti promere: zadnjeg zida 

leve komore u sistoli i dijastoli (engl. posterior wall – PWs i PWd), leve komore u 

sistoli i dijastoli (engl. left ventricular internal diameter – LVIDs i LVIDd), desne 

komore (engl. right ventricular internal diameter – RVID), aorte i pulmonalne 

arterije, kao i funkcionalnost zalistaka i debljinu međukomornog septuma u sistoli i 

dijastoli (engl. interventricular septum - IVSs i IVSd) (slika 10) 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/dltMV
https://paperpile.com/c/eSDWo6/mC5ic
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Slika 10: Ehokardiogram, M-mod. 1. IVSs; 2. LVIDs; 3. PWs; 4. IVSd; 5. LVIDd; 6. PWd 

 

Na osnovu izmerenih parametara, moguće je uz pomoć Teicholzovih formula 

(Brown et al. 2002) izračunati:  

 frakciono skraćenje leve komore: FS(%) = 
(LVIDd − LVIDs)

LVIDd
 · 100;  

 volumen krvi na kraju dijastole (engl. end-diastolic volume – EDV):  

EDV (ml) = 1.047 · (LVIDd)3;  

 volumen krvi na kraju sistole (engl. end systolic volume):  

ESV (ml) = 1.047 · (LVIDs)3;  

 udarni volumen (engl. stroke volume – SV):  

SV (ml) = EDV − ESV i  

 ejekcionu frakciju leve komore (engl. left ventricular ejection fraction – LVEF): 

LVEF (%) = 
SV

EDV
 · 100.  

 

Tehnološka unapređenja u vidu: doplera, strain metode (engl. strain – rastegljivost) 

i trodimenzionalne (3D) ehokardiografije, doprinela su da ova klinička metoda 

dobije na preciznosti i reproducibilnosti, budući da je subjektivna. Ovim novim 

tehnikama moguće je preciznije utvrditi morfološke i funkcionalne promene u sistoli 

i dijastoli na srčanim komorama i ràne promene u smanjenju rastegljivosti miokarda 

koje jesu specifične za kardiotoksičnost (Negishi et al. 2013). 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/1Cbn0
https://paperpile.com/c/eSDWo6/xiOum


 

22 
 

1.6.2. Serumski markeri – srčani troponini i natriuretički peptidi 

 

Ranija istraživanja u vezi sa nastankom srčane insuficijencije prouzrokovane 

doksorubicinom bila su, uglavnom, bazirana na praćenju kliničkih simptoma 

karakterističnih za ovo oboljenje. Danas se u kliničkoj praksi prate promene 

različitih funkcionalnih i biohemijskih parametara, kao što su smanjenje ejekcione 

frakcije ili nivoi srčanog troponina T i I (Pein et al. 2004). Troponini su proteini 

rasprostranjeni u srčanoj i skeletnoj muskulaturi. Regulatori su snage i brzine 

mišićne kontrakcije i sačinjeni su od tri subjedinice – I, T i C. Srčani troponin I (cTnI) 

i T (cTnT) su visoko senzitivni i specifični markeri oštećenja miokarda (Adams et al. 

1993; Katus et al. 1992). Nekoliko studija poredilo je značajnost porasta cTnI i cTnT 

kod čoveka u odnosu na životinjski model (Herman et al. 1998; Adamcová et al. 

1999). Međutim, malo je podataka u literaturi o korelaciji između koncentracija 

cTnI/cTnT i ehokardiografskih i patohistoloških promena na srcu kod pacova, kao 

animalnog modela.  

 

Poznavanje patofiziologije natriuretičkog peptida, doprinelo je da se ovaj molekul 

uvrsti u dijagnostičke i prognostičke biomarkere za rànō otkrivanje 

kardiovaskularnih bolesti, pre svega kongestivne srčane slabosti (Dolci et al. 2008). 

Atrijalni natriuretički peptid (ANP), moždani natriuretički peptid (engl. brain 

natriuretic peptide – BNP) i fragment N-terminusa prekursora BNP (NT-proBNP) 

pripadaju klasi strukturnih peptida koji se sintetišu, skladište i izlučuju iz srca kao 

odgovor na rastezanje i prepunjenost pretkomora i komora. Pokazano je da nivoi 

natriuretičkih peptida u plazmi rastu kod pacijenata sa izraženom kongestivnom 

srčanom slabošću, ali i kod asimptomatske disfuncije leve komore, te ovi molekuli 

predstavljaju efikasne biomarkere za procenu ventrikularne disfunkcije (Lerman et 

al. 1993; Mukoyama et al. 1991). 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/vY9K6
https://paperpile.com/c/eSDWo6/2c7Ri+I0Gmq
https://paperpile.com/c/eSDWo6/2c7Ri+I0Gmq
https://paperpile.com/c/eSDWo6/geT8p+eGIQZ
https://paperpile.com/c/eSDWo6/geT8p+eGIQZ
https://paperpile.com/c/eSDWo6/sQKyX
https://paperpile.com/c/eSDWo6/b2T7Y+qGccQ
https://paperpile.com/c/eSDWo6/b2T7Y+qGccQ
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1.6.3.  Ostale kliničke metode za otkrivanje toksičnih promena na miokardu 

 

Magnetnom rezonancom moguće je otkriti suptilne promene na komorama kod 

oštećenja srčanog mišića, kao i promene u srčanoj masi i sistolnoj funkciji (Swain et 

al. 2003; Thavendiranathan et al. 2013). Ove promene često nisu specifične u 

kriterijumima za procenu kardiotoksičnog oštećenja (Drafts et al. 2013). Pored 

ultrazvučne metode, angiografija se, kao neinvanzivna metoda, primenjuje u 

kliničkoj praksi za procenu ejekcione frakcije leve komore. Angiografija sa 

monoklonskim antimiozinskim antitelom obeleženim indijumom (111In) koristi se 

za detekciju nekrotičnih ćelija u miokardu nakon terapije doksorubicinom 

(Bhattacharya & Lahiri 1991), za merenje ejekcione frakcije leve komore i 

regionalnih promena u pokretljivosti zida leve komore. Kod pacijenata sa 

kardiomiopatijom izazvanom doksorubicinom, preuzimanje radio-obeleženog 

antitela proporcionalno je kumulativnoj dozi doksorubicina (Bhattacharya & Lahiri 

1991). Senzitivnost ovog testa je visoka, ali je on niskospecifičan, jer detektuje sve 

nekrotične ćelije, bez obzira na uzrok nekroze. Premda invanzivna, biopsija 

endomiokarda ima veću senzitivnost i specifičnost u odnosu na sve do sada 

pobrojane metode za ràno dijagnostikovanje kardiomiopatije izazvane 

doksorubicinom (Mason et al. 1978; Billingham et al. 1978). Histopatološki markeri 

koriste se za procenu stepena oštećenja srčanog mišića (degradacija miofibrila, 

narušavanje strukture sarkoplazmatskog retikuluma, vakuolizacija citoplazme itd.). 

Stepen promena označava se brojevima od 1 do 3: Nultom vrednošću označavaju se 

uzorci zdravog tkiva; uzorci kod kojih je manje od 5% ćelija podleglo promenama 

koje su karakteristične za kardiotoksičnost izazvanu doksorubicinom označavaju se 

brojem 1; uzorci sa 5%-15% brojem 1.5; uzorci sa promenama od 16%-25% brojem 

2; sa 25%-35% promena brojem 2.5 a preko 35% promena brojem 3 (Schwartz et 

al. 1987; Bristow et al. 1981). Ovakav način stepenovanja promena predstavlja 

linearnu korelaciju sa funkcijom leve komore određenu angiografijom 

radionuklidima, i pomaže u proceni da li treba nastaviti sa terapijom 

doksorubicinom kod datog pacijenta.  

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/7gp7M+suU3a
https://paperpile.com/c/eSDWo6/7gp7M+suU3a
https://paperpile.com/c/eSDWo6/NYq20
https://paperpile.com/c/eSDWo6/LrpaM
https://paperpile.com/c/eSDWo6/LrpaM
https://paperpile.com/c/eSDWo6/LrpaM
https://paperpile.com/c/eSDWo6/8wI8a+lGYQN
https://paperpile.com/c/eSDWo6/c8FUS+XxR76
https://paperpile.com/c/eSDWo6/c8FUS+XxR76
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1.7. PROGNOSTIČKI I DIJAGNOSTIČKI ZNAČAJ VARIJABILITETA SRČANE 

FREKVENCIJE I SENZITIVNOSTI BAROREFLEKSA U SRČANOJ INSUFICIJENCIJI 

 

Sve gorepomenute metode su nespecifične i nemaju prognostički, već samo 

dijagnostički značaj. Za razliku od njih, kod kardiovaskularnih oboljenja, pokazano 

je da promene varijabiliteta srčane frekvencije (engl. heart rate variability – HRV) 

imaju prognostički značaj. Varijabilitet srčane frekvencije odražava trenutne 

promene nastale između dva uzastopna otkucaja srca u RR intervalu, koje su 

rezultat kontinuirane interakcije između simpatikusne i parasimpatikusne grane 

autonomnog nervnog sistema (ANS) (Kleiger et al. 2005; Anon 1996; Wolf et al. 

1978). Različiti stimulusi mogu da naruše simpato-vagalnu ravnotežu, a time i HRV. 

Pokazano je u brojnim studijama da je narušavanje ravnoteže autonomnog nervnog 

sistema u smeru povećanja tonusa simpatikusnog, a smanjenja vagalnog tonusa u 

sprezi sa povećanim rizikom od naprasne smrti (Japundzic-Zigon et al. 2017). Zbog 

toga je HRV prepoznat kao važan marker ràne detekcije promena na srcu kod 

obolelih od koronarne bolesti i srčane insuficijencije (Perkiömäki et al. 2000; 

Lombardi et al. 1987; Anon 1996). Pokazano je da promene na ANS nastaju u rànoj 

fazi razvoja disfunkcije leve komore i da se povećavaju kako bolest napreduje (Ishise 

et al. 1998; Brouwer et al. 1996).  

 

U napredovaloj fazi primarne hipertenzije i srčane isnuficijencije, opisano je i 

smanjenje senzitivnosti barorefleksa (May et al. 2013). Arterijski baroreceptorski 

refleks glavni je regulator krvnog pritiska, koji radi na principu negativne povratne 

sprege. Preko mehanoreceptora, smeštenih u luku aorte i karotidnom sinusu, 

barorefleks eferentnim vlaknima vagusa šalje informacije o promeni krvnog pritiska 

do produžene moždine i vagalnog nuklearnog kompleksa (lat. nucleus tractus 

solitarius – NTS) (Kirchheim 1976). NTS, istovremeno, prima nadražaje i iz 

limbičkog sistema i hipotalamusa, obrađuje ih, i na osnovu toga određuje konačni 

tonus vagusa na periferiji. Njegovi aksoni (lat. nucleus ambiguus) direktno inervišu 

srce i utiču na njegov rad preko holinergičkih receptora i kalijumovih kanala. Nakon 

obrade informacija pristiglih sa baroreceptora, NTS ih šalje u ventrolateralnu medulu 

(VLM) a odatle u rostralnu ventrolateralnu medulu (RVLM). Eferentna vlakna iz 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/8txYe+F200x+U21Jp
https://paperpile.com/c/eSDWo6/8txYe+F200x+U21Jp
https://paperpile.com/c/eSDWo6/F2w6I+1X0J2+F200x
https://paperpile.com/c/eSDWo6/F2w6I+1X0J2+F200x
https://paperpile.com/c/eSDWo6/TgLYq+zvasp
https://paperpile.com/c/eSDWo6/TgLYq+zvasp
https://paperpile.com/c/eSDWo6/WbVDu
https://paperpile.com/c/eSDWo6/ZmlPr


 

25 
 

RVLM obrazuju sinapse sa postganglijskim vlaknima simpatikusa u 

paravertebralnim ganglijama, odakle aksoni postganglijskih vlakana inervišu srce i 

krvne sudove putem β- i α-AR (Dampney 1994). Budući da barorefleks deluje na 

principu negativne povratne sprege, njegov odgovor na stimulaciju je dvojak: ako 

arterijski pritisak raste, tada dolazi do upliva vagusa i smanjenja simpatičkog uticaja 

na srce i periferne krvne sudove, što rezultira normalizacijom krvnog pritiska; kada 

krvni pritisak opada, tonus simpatikusa će porasti a tonus vagusa biće inhibiran, 

dovodeći do vazokonstrikcije perifernih krvnih sudova i tahikardije. 

 

U esencijalnoj hipertenziji, oštećena je tunica muscularis, pre svega, malih krvnih 

sudova, ali se i usled zadebljanja tunicae intimae i tunicae mediae kod velikih 

sprovodnih krvnih sudova – aorte i karotida (Marfella et al. 2005), smanjuje njihova 

elastičnost. Smanjenje rastegljivosti zida karotidnih arterija utiče na smanjenje 

senzitivnosti baroreceptorskog refleksa, naročito za vreme jutarnjeg skoka krvnog 

pritiska (Taylor et al. 2011; Okada et al. 2012). U hroničnoj srčanoj insuficijenciji 

simpatikus dominira nad vagusom, a senzitivnost barorefleksa je smanjena 

(Eckberg, Drabinsky, and Braunwald 1971; Grassi et al. 1995). Sa progresijom 

bolesti, usled nishodne regulacije srčanih β1-AR (May et al. 2013), u momentu 

gubitka ukupnog kratkoročnog HRV, smanjuje se i odgovor srca na simpatičku 

stimulaciju. 

 

  

https://paperpile.com/c/eSDWo6/VzZ4P
https://paperpile.com/c/uQHMtZ/F2Wr
https://paperpile.com/c/uQHMtZ/OUu2+ln5n
https://paperpile.com/c/uQHMtZ/CF1v9+kJmvz
https://paperpile.com/c/uQHMtZ/4fB8Z
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

 

 

Ciljevi ove studije bili su: 

  

  

1. Da razvijemo eksperimentalni model doksorubicinske kardiotoksičnosti kod 

pacova koji je prihvatljivi ekvivalent ljudskoj patologiji. 

 

2. Da utvrdimo dijagnostički i prognostički značaj varijabiliteta srčane frekvencije 

i krvnog pritiska kod pacova tretiranih toksičnim dozama doksorubicina. 

  

3. Da utvrdimo dijagnostički i prognostički značaj spontanog arterijskog 

barorefleksa kod pacova tretiranih toksičnim dozama doksorubicina. 

  

4. Da uporedimo HRV i sBRS sa standardnim metodama za dijagnostiku 

kardiotoksičnosti: ehokardiografijom i koncentracijom srčanih troponina T i I. 

 

5. Da otkrijemo molekularne mehanizme odgovorne za promenu varijabiliteta 

srčane frekvencije kod oštećenog miokarda, odnosno promenu ekspresije β-AR 

receptora u srcu. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

 

Sve eksperimentalne procedure izvedene su u skladu sa preporukama dobre 

laboratorijske prakse o etičkom radu na eksperimentalnim životinjama 

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (Vodič za eksperimentalni rad sa 

životinjama Medicinskog fakulteta u Beogradu) i u skladu sa preporukama EU 

Direktive 2010/63/EU za rad sa eksperimentalnim životinjama. Eksperimentalni 

protokol odobrio je Etički komitet Univerziteta u Beogradu (broj licence: 323-07-

10519/2013-05/2).  

 

3.1. Eksperimentalne životinje 

  

Svi eksperimenti vršeni su na mužjacima Wistar nesrodničkog (engl. out-bred) soja, 

starosti oko deset nedelja, telesne mase 330 ± 10g. Broj eksperimentalnih životinja 

(n) određen je pomoću softvera Power Sample Size Calculations1, uzimajući u obzir 

unutargrupnu varijabilnost parametara. Pacovi su nasumično podeljeni u dve 

eksperimentalne grupe: CONT (n = 18), kojoj je aplikovan fiziološki rastvor i DOX (n 

= 50) kojoj je aplikovan doksorubicin, a praćenje je vršeno u tri vremenska perioda: 

pre aplikacije doksorubicina (BASELINE), 35. dana (DOX35) od aplikacije i 70. dana 

(DOX70) nakon tretmana. Životinje su smeštane u individualne kaveze od 

pleksiglasa (dimenzija 25·25·25 cm) u kontrolisanim laboratorijskim uslovima 

(temperatura 22°±3°C, vlažnost vazduha 60±5%, smenjivanje svetla i tame na 12 

sati), a hrana i voda su im bili dostupni neograničeno.  

 

 

 

 

 

                                                
1 koji je dostupan na internet adresi 
http://biostat.mc.vanderbilt.edu/twiki/bin/view/Main/PowerSampleSize 

http://biostat.mc.vanderbilt.edu/twiki/bin/view/Main/PowerSampleSize
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3.2. Razvijanje modela kardiomiopatije izazvane doksorubicinom 

 

Protokol aplikacije doksorubicina ponovljen je prema prethodnom opisu Silveski-

Ilišković i sar. (Siveski-Iliskovic et al. 1994), kako bi se razvio model 

doksorubicinske kardiomiopatije. Pacovima iz DOX grupe intraperitonealno je, u 

periodu od dve nedelje, aplikovano šest injekcija doksorubicina (2.5mg/0.5 ml/kg 

svakog drugog dana), do postizanja kumulativne doze od 15 mg/kg. Kontrolnoj 

grupi  aplikovan je nosač (0.5 ml/kg fiziološkog rastvora) u šest injekcija, svakog 

drugog dana (slika 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 11: Vremenska linija eksperimenata 

 

 

3.3.  Procena opšte toksičnosti 

 

Sve vreme trajanja eksperimentalnog protokola, beležene su vrednosti telesne mase 

životinja, praćeno njihovo svakodnevno ponašanje, habitus i opšte stanje. Takođe, 

notirana su i sva uginuća unutar opsega trajanja eksperimenata i na svakoj životinji 

(uginuloj ili žrtvovanoj) obavljena je autopsija. Nakon završetka eksperimentalnog 

protokola, na osnovu prikupljenih podataka, konstruisana je Kaplan-Majerova 

(Kaplan-Meier) kriva preživljavanja i grafik promena telesnih masa životinja. 

 

 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/F4fjR
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3.4. Ehokardiografija 

  

Srčani volumen i funkcija procenjivani su 35. dana (DOX35) i 70. dana (DOX70) od 

poslednje injekcije doksorubicina/fiziološkog rastvora, ali su ehokardiografski 

pregledi vršeni svake nedelje nakon aplikacije poslednje doze. Merenja su izvođena 

po protokolu Browna i sar. (Brown et al. 2002), modifikovanom prema uslovima 

Laboratorije za kardiovaskularnu farmakologiju, na blago-sediranim pacovima 

(acepromazin, 0.5 mg/kg i.m. 15 minuta pre pregleda) ultrazvučnim aparatom 

ALOKA ProSound2, linearnom sondom podešenom na frekvencu od 13 MHz, u 

desnoj parasternalnoj kratkoj osi u M-modu, sa eho-presekom na nivou papilarnih 

mišića (slika 12, levo) 

 

Slika 12: Levo – Položaj ultrazvučne sonde pri pregledu srca pacova u kratkoj osi; 

Desno – ehokardiogram srca pacova u B-modu (presek na nivou papilarnih mišića) 

i M-modu kratke ose; 1: IVSd; 2: LVIDd; 3: PWd; 4: IVSs; 5: LVIDs; 6: PWs 

 

Mereni su dijametri (slika 12, desno):  

 

 međukomorne pregrade u dijastoli (engl. interventricular septum in diastole – 

IVSd), 

 međukomorne pregrade u sistoli (engl. interventricular septum in systole – 

IVSs),  

 unutrašnjeg prečnika leve komore u dijastoli (engl. left ventricular diastolic 

internal diameter – LVIDd), 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/1Cbn0
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 unutrašnjeg prečnika leve komore u sistoli (engl. left ventricular systolic 

internal diameter – LVIDs), 

 debljine zadnjeg zida u dijastoli (engl. posterior wall thickness at diastole – 

PWDd) i  

 debljine zadnjeg zida u sistoli (engl. posterior wall thickness at systole – PWDs).  

 

Ostali parametri izračunati su na osnovu Teicholzovih formula (Brown et al. 2002), 

i to:  

● frakciono skraćenje leve komore: FS (%) = 
(LVIDd − LVIDs)

LVIDd
 · 100,  

● volumen krvi na kraju dijastole (engl. end diastolic volume – EDV):  

          EDV (ml) = 1.047 · (LVIDd)3,  

● volumen krvi na kraju sistole (engl. end systolic volume):  

ESV (ml) = 1.047 · (LVIDs)3,  

● udarni volumen (engl. stroke volume – SV): SV (ml) = EDV − ESV 

● ejekciona frakcija leve komore (engl. left ventricular ejection fraction – LVEF): 

       LVEF (%) = 
SV

EDV
 · 100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/1Cbn0
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3.5. Hirurška procedura implantacije arterijskog katetera za registrovanje 

hemodinamskih parametara 

 

Dan nakon ultrazvučnog pregleda, životinjama u opštoj anesteziji (2% ksilazin 10 

mg/kg i.p. + 10% ketamin 90 mg/kg i.p.) u desnu femoralnu arteriju plasiran je 

polietilenski kateter radi merenja kardiovaskularnih parametara. Protokol 

kateterizacije sprovođen je na sledeći način: u predelu desne ingvinalne regije u 

potpunosti je uklanjana dlaka i polje je dezinfikovano 96% etanolom. Životinja je 

postavljana da leži na leđima na ploči od pleksiglasa. Prednji i zadnji ekstremiteti su 

joj fiksirani radi uklanjanja neravnina na koži u zoni operacionog polja. U predelu 

spatium femorale pravljen je uzdužni rez, paralelan sa topografijom pružanja krvnih 

sudova u ovoj regiji. Potkožje je, zatim, preparisano pamučnim štapićima do 

ukazivanja krvnih sudova i nerva, koji su raspoređeni sledećim redom, gledano s 

leva na desno iz vizure istraživača: n. femoralis, a. femoralis, v. femoralis. Nakon toga, 

a. femoralis je malom anatomskom pincetom demarkirana iz okruženja vene i nerva. 

Deo arterije okrenut ka istraživaču podvezivan je hirurškim koncem debljine 4-0, a 

deo koji je okrenut na suprotnoj strani ligiran i pričvršćivan mosquito-peanom. Kada 

se arterija maksimalno istegne, na donjoj ili srednjoj trećini se makazama napravi 

mali rez pod uglom od 45 stepeni, nakon čega se forcepsom ulazi u arteriju (slika 

13). Ispod forcepsa se, potom, lagano uvlači polietilenski kateter (OD-0.90 ID-0.58) 

ispunjen heparinom u fiziološkom rastvoru (50 IU/ml). Nakon inicijalnog uvlačenja 

katetera, potrebno ga je forcepsom lagano pogurati, obuhvatajući ga sa spoljašnje 

strane, preko zida krvnog suda. Kada je kateter dovoljno uvučen u arteriju (pozitivni 

znaci su ulazak krvi u kateter i pulsacije sinhrone sa otkucajima srca životinje), 

njegov slobodni kraj se fiksira koncem koji je bio pričvršćen peanom. Nakon toga, 

ekstremiteti pacova se oslobode na ploči i životinja se  okrene da leži na stomaku. U 

predeo između lopatica pravi se mali rez kroz koji se uvlači spatula i laganim 

pokretima se prepariše supkutis, navodeći vrh spatule ka ingvinalnom kanalu 

životinje. Kada vrh spatule probije supkutis u ingvinalnoj regiji, arterijski kateter se 

ukotvi u središnji žleb spatule i lagano sprovodi do između lopatica. Inciziono mesto 

u ingvinalnoj regiji zašivano je hirurškim koncem debljine 4-0, kao i rez između 

lopatica. Životinja je, potom, postavljana na grejno jastuče, kako bi se uspostavila 
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normotermija nakon ketaminskog efekta na termoregulaciju. Dva dana pre, i na dan 

operacije pacovi su bili tretirani gentamicinom (25 mg/kg/dan, i.m.). Protiv bola, 

životinje su pre uvođenja u anesteziju dobijale jednu dozu karprofena (5 mg/kg, 

s.c.). Oporavak je procenjivan na osnovu stepena zarastanja rane i opšteg stanja. 

Nakon, otprilike, 48 sati oporavka, svim životinjama su sfigmogramom Hugo SACHS 

Elektronik D79232 PlugSys MiniCase registrovane vrednosti hemodinamskih 

parametara (sistolni arterijski pritisak, dijastolni arterijski pritisak i srčana 

frekvencija) u vremenskom opsegu od 30 minuta.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 13: Implantacija polietilenskog katetera u a. femoralis dexter pacova 
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3.6. Registrovanje i obrada hemodinamskih parametara  

  

Vrednosti zabeleženog arterijskog krvnog pritiska pacova digitalizovane su na 1000 

Hz u softveru baziranom na LabVIEW-u (National Instruments, Texas, SAD), koji je 

modifikovan u Laboratoriji za kardiovaskularnu farmakologiju Medicinskog 

fakulteta Univerziteta u Beogradu. Sistolni krvni pritisak (engl. systolic blood 

pressure, SBP), dijastolni krvni pritisak (engl. diastolic blood pressure, DBP), pulsni 

interval (pulse interval, PI) i srčana frekvenca (engl. heart rate, HR) izdvojeni su iz 

talasa arterijskog pritiska kao maksimum (SBP), minimum (DBP), rastojanje između 

dva maksimuma (PI) i 60/PI[s] (HR) (slika 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 14: Digitalni zapisi arterijskog krvnog pritiska (PP); SBP – sistolni krvni 

pritisak; DBP – dijastolni krvni pritisak; HR – srčana frekvencija; dP/dt max – brzina 

promene arterijskog krvnog pritiska u vremenu  
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3.6.1. Linearne metode obrade hemodinamskih parametara u vremenskom i 

frekvencijalnom domenu 

 

3.6.1.1. Raspodela frekvencija u vremenskoj skali – Hilbert-Huangova transformacija 

  

Hilbert-Huangova transformacija (HHT) je neparametarska metoda kojom se 

analiziraju nelinearni i nestacionarni podaci (Huang et al. 1998). Osnov HHT su: tzv. 

mehanizam empirijskog razlaganja (engl. empirical mode decomposition – EMD) i 

Hilbertova spektralna analiza. EMD je algoritam koji složene i beskonačne nizove 

nelinearnih i nestacionarnih podataka razlaže na konačne, malobrojne komponente, 

označene kao jednostavne svojstvene funkcije (engl. intrinsic mode function – IMF). 

IMF predstavlja jednostavnu harmonijsku funkciju, čija su amplituda i frekvencija u 

funkciji vremena. Broj ekstrema (max i min) i nula IMF treba da bude jednak, ili da 

se razlikuje maksimalno za jedan, a srednja vrednost osnovice lokalnog maksimuma 

i lokalnog minimuma treba biti nula (Huang et al. 1998). IMF je monokomponentni 

signal, što je u suprotnosti sa osobinama signala koji se dobijaju registrovanjem 

kardiovaskularnih parametara. Stoga je na signale kardiovaskularnih parametara 

neophodno primeniti EMD, kako bi se razdvojili i ograničili na više komponenata, 

koje se, potom, posmatraju kao monokomponentni modulusi (Li et al. 2011). U 

poređenju sa standardnim metodama spektralne analize (kao što je Furijeova 

transformacija), EMD ne poseduje ukalupljenu osnovicu, već se njegova osnovica 

generiše specifično prema signalu koji se analizira. Ovakav način doprinosi ne samo 

boljem razlaganju složenih signala, već i preciznijoj lokalizaciji vremena i frekvence. 

Uz pomoć HHT, IMF iz datog signala trenutno i jasno definisano izdvajaju frekvence 

u funkciji vremena. IMF predstavljaju adaptaciju nelinearnog i nestacionarnog 

podatka, koji je “očišćen” od artefakata (šuma) i na taj način pripremljen za analizu 

varijabiliteta srčane frekvence (de Souza Neto et al. 2007). Rezultat analize se 

prikazuje u formi trodimenzionalnog Hilbertovog spektra distribucije vremena, 

frekvencije i energije. Zbog ovakvih karakteristika, HHT su široko našle primenu u 

analizama fizioloških sistema (Salisbury & Sun 2004; Souza Neto et al. 2004) i EKG 

signala (Hadjileontiadis 2007; Zhang et al. 2007). 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/Qmsfl
https://paperpile.com/c/eSDWo6/Qmsfl
https://paperpile.com/c/eSDWo6/f5Lix
https://paperpile.com/c/eSDWo6/HWcLT
https://paperpile.com/c/eSDWo6/FlrUT+DjcvC
https://paperpile.com/c/eSDWo6/edEx5+DCG3A
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S obzirom na to da je kod pacova koji se slobodno kreću u kavezu PI za vreme 

snimanja nestacionaran na segmentima dužim od 30 minuta, u našim 

eksperimentima korišćena je analiza koja je prilagođena za nestacionarne objekte, i 

daje validne informacije o dinamičkim promenama trenutne energije i 

distribucijama frekvencija u vremenskoj skali. Primenjena je distribucija energije PI 

u vremenu kroz opseg frekvencije koja je odabrana uz pomoć Hilbert-Huangove 

transformacije (Huang et al. 1998). PI snimak interpoliran je na 10 Hz. Snimak 

krvnog pritiska od 30 minuta daje dovoljno digitalnih podataka da se formira opseg 

frekvencija (0.02-2,5 Hz), uključujući i HF, LF i VLF. 

  

https://paperpile.com/c/eSDWo6/Qmsfl
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3.6.2. Nelinearne metode obrade hemodinamskih parametara 

 

3.6.2.1. Poenkareovi dijagrami 

  

Poenkareov dijagram (engl. Poincaré plot – PP) je grafik rasutih tačaka (engl. 

scattergram) koji opisuje trenutnu dužinu trajanja srčanog ciklusa (R-R interval na 

EKG-u) u odnosu na dužinu prethodnog RR intervala (Woo et al. 1992). Konstruiše 

se u pravougaonom Dekartovom koordinatnom sistemu nanošenjem tačkaka koje 

predstavljaju dva uzastopna otkucaja srca (RR intervali – RRi i RRi+1). Nanesene 

tačke imaju tendenciju grupisanja u formi elipse oko centralne zone označene kao 

linija identiteta. Centar elipse određen je prosečnim RR intervalom. Gustina tačaka 

oko linije identiteta ima svoju dužinu (SD2) i širinu (SD1) (slika 15). Brennan i sar. 

(Brennan et al. 2001) su meru rasutosti tačaka koja je perpendikularna liniji 

identiteta označili kao meru kratkoročne varijabilnosti RR intervala (SD1), a meru 

rasutosti račaka duž linije identiteta kao meru dugoročne varijabilnosti RR intervala 

(SD2). SD1 i SD2 se još označavaju i kao deskriptori Poenkarevog dijagrama (engl. plot 

descriptors). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 15: Poenkareov dijagram; SD1 – mera kratkoročnog varijabiliteta; SD2 – mera 

dugoročnog varijabiliteta 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/2KNxm
https://paperpile.com/c/eSDWo6/JbLvR
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Tačke grupisane iznad linije identiteta predstavljaju svako usporenje srčanog ritma 

(SD1up), a tačke ispod linije identiteta svako ubrzanje rada srca (SD1down). Kod 

zdravih jedinki, opseg RR intervala je veliki, te je disperzija tačaka na grafiku 

karakteristična, i podseća na elipsu ili kometu. Oblik PP kod pacijenata sa srčanom 

insuficijencijom varira, i može biti: u formi torpeda, lepezastog oblika ili 

nepravilnog, sa nekoliko razdvojenih odeljaka (Woo et al. 1994).  

 

Budući da Poenkareovi dijagrami omogućavaju šematski prikaz perioda između dva 

otkucaja srca, ovom se nelinearnom metodom mogu otkriti promene koje nastaju 

kao rezultat neperiodičnih fluktuacija srčane frekvence (Abraham & Shaw 1992). 

Ova metoda ne zahteva normalnu distribuciju RR intervala, a omogućava praćenje 

promena u srčanoj frekvenci od momenta do momenta, nezavisno od standardne 

devijacije RR intervala (Woo et al. 1992). Analiza oblika grupisanih tačaka na PP 

dijagramu se koristi u kliničkoj praksi za interpretaciju EKG signala (Sosnowski et 

al. 2005). Ovom metodom se, takođe, opisuju i efekti simpatikusa i parasimpatikusa 

na rad srca (Toichi et al. 1997; Kamen et al. 1996). PP dijagram je metoda pogodna 

za prognostiku mortaliteta kod pacijenata nakon infarkta miokarda, hronične 

srčane insuficijencije i drugih oboljenja kardiovaskularnog sistema (Mäkikallio et al. 

1997; Hnatkova et al. 1995; Stein et al. 2005). Premda je uobičajeno da se standardni 

parametri Poenkareovih dijagrama smatraju nelinearnim, to nije u potpunosti 

korektno, jer je analitički dokazana veza tih parametara sa linearnim parametrima 

srčanog varijabiliteta (Brennan et al. 2002). 

 

U našim eksperimentima, geometrijsko predstavljanje PI(n) i PI(n+1) prikazivano je za 

kompletnu dužinu snimka kardiovaskularnih parametara od 30 minuta. Za opise 

standardnih PP, SD1 i SD2 korišćene su formule prema Piskorskom i Guziku 

(Piskorski & Guzik 2007). Širina PP (SD1) kao mera kratkoročnog varijabiliteta 

određena je standardnom devijacijom udaljenosti tačaka na grafikonu od središnje 

linije identiteta. Dužina PP (SD2) kao mera dugoročnog varijabiliteta, određivana je 

kao standardna devijacija PI intervala udaljenosti tačaka duž središnje linije 

identiteta. Dinamička redistribucija PI(n) i PI(n+1) parova praćena je u dužini PI 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/GQn3W
https://paperpile.com/c/eSDWo6/mRfAM
https://paperpile.com/c/eSDWo6/2KNxm
https://paperpile.com/c/eSDWo6/uRYjZ
https://paperpile.com/c/eSDWo6/uRYjZ
https://paperpile.com/c/eSDWo6/h5TsV+ZKK9f
https://paperpile.com/c/eSDWo6/jTbtX+AN6pf+hnuM8
https://paperpile.com/c/eSDWo6/jTbtX+AN6pf+hnuM8
https://paperpile.com/c/eSDWo6/576Gz
https://paperpile.com/c/eSDWo6/PcpCl
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segmenta od 5 minuta i posmatrala se promena gustine grupisanih tačaka na 

dijagramu. 

 

3.6.2.2. Aproksimativna entropija i entropija uzorka  

  

Nelinearne dinamičke analize omogućavaju pristup razumevanju bioloških sistema 

i njihovog funkcionisanja. Međutim, precizniji proračuni obično zahtevaju 

sakupljanje većeg broja podataka, što je nekada nemoguće izvesti. Pincus (Pincus 

1991) je, na osnovu Kolmogorove entropije, razvio teoriju i metodu za određivanje 

stepena (ne)uređenosti sistema, koje mogu da daju precizne proračune i nakon 

analize kratkih i artefaktima obilnih skupina podataka iz kliničke prakse. Tu 

statističku metodu je nazvao aproksimativna entropija (engl. approximate entropy – 

ApEn), jer, iako po formulaciji veoma podseća na entropiju Kolmogorova, ne može 

se strogim matematičkim putem iz nje izvesti.   

 

Metoda analizira vremenske nizove, tražeći sličnost između parova sekvenci dužine 

m: što je učestalost i sličnost parova izraženija, to su vrednosti ApEn niže. Za zadatu 

vrednost dužine niza N, vrednosti ApEn (m, r, N) se izražavaju kao razlika prosečne 

vrednosti negativnog prirodnog logaritma uslovne verovatnoće da su dve sekvence 

u okviru tolerancije r, u slučaju da su parovi dužine m i u slučaju da su parovi dužine 

m+1. Odnosno, pokazuje u kolikoj meri se menjaju osobine niza kada dužina 

sekvenci u parovima poraste za jedan. Stoga, niske vrednosti ApEn odražavaju visok 

stepen pravilnosti. Algoritam ApEn svaku sekvencu uparuje i sa samom sobom, što 

u proračune, obavezno, uključuje i nepoželjnu samosličnost. Ova karakteristika čini 

ApEn pristrasnom metodom iz dva razloga: prvi razlog je što je ApEn zavisna od 

dužine/veličine snimljenih podataka, te kod analize kratkih serija daje uniformno 

niske vrednosti; drugi razlog je nekonzistentnost (ukoliko je, na primer, vrednost 

ApEn jedne serije podataka viša u odnosu na drugu, trebalo bi da ostane viša i nakon 

testiranja u različitim uslovima, što nije slučaj (Pincus 1995). Kako bi se ublažila ova 

pristrasnost, Richman i Moorman (Richman & Moorman 2000) su razvili novu 

statitičku metodu nazvanu entropija uzorka (engl. sample entropy – SampEn). 

Razlika između ApEn (m, r, N) i SampEn (m, r, N) je u tome što se u prvoj 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/LHEYl
https://paperpile.com/c/eSDWo6/LHEYl
https://paperpile.com/c/eSDWo6/uQbjR
https://paperpile.com/c/eSDWo6/sLn8Z
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usrednjavaju logaritmi verovatnoća, a u drugoj se usrednjavaju verovatnoće, pa se 

tek nakon toga logaritmuju. Pored toga, SampEn ne uzima u obzir samouparivanje 

kod računanja verovatnoće. Entropija uzorka ne zavisi u tolikoj meri od 

dužine/veličine podataka kao ApEn, i pod različitim uslovima pokazuje povećanu 

relativnu konzistentnost, u odnosu na ApEn. Takođe, algoritam SampEn je 

jednostavniji nego ApEn algoritam i zahteva dvostruko manje vremena da se njime 

odrade proračuni, jer logaritmuje samo jednom, a ne N puta. 

 

Parametri N, m i r moraju biti konstantni pri svakom proračunu. N označava dužinu 

vremenskog ciklusa, m – dužinu sekvenci koje se porede a r – prag tolerancije za 

izabrane parnjake. Uobičajeno je da se tolerancija podesi kao r · SD, gde je SD 

standardna devijacija grupe podataka, što omogućava merenje i upoređivanje 

vrednosti između različitih grupa sa različitim amplitudama. Parametar m  je u 

tesnoj vezi sa dužinom N i pragom tolerancije r. Kao validan izbor parametra m, Lu 

i saradnici (Lu et al. 2008) predlažu pristup tzv. lažnog najbližeg suseda  (engl. false 

nearest neighbours – FNN) koji su definisali Kennel i saradnici (Kennel et al. 1992). 

Koncept FNN zasniva se na testiranju ponašanja parova tačaka koji su smešteni vrlo 

blizu jedan drugome, nakon što se promeni širina prostora imeđu njih. Kada je 

prostor između parova mali, mnogi od tih parova biće lažni. Kako se prostor 

povećava, parovi postaju stvarni i prestaju da budu susedni. Na taj način se može 

odrediti dovoljna veličina parametra m. Validna procena zahteva veliki broj                  

perioda N. 

 

Kod računanja ApEn treba pažljivo proračunati verovatnoću individualno za svaki 

uzorak. ApEn algoritam svaki od N-m+1 uzoraka dužine m upoređuje ga sa 

izabranim uzorkom, pa se zato i dešava da se uzorak preklapa sam sa sobom. Pincus 

i Goldberger (Pincus & Goldberger 1994) su primetili da ova osobina čini ApEn 

pristrasnom metodom, što u statističkoj terminologiji znači da se očekivane 

vrednosti ne poklapaju sa parametrima koje procenjuju. Kod SampEn, pristrasnost 

je smanjena, jer je izbegnuto upoređivanje vrednosti sa samima sobom. Entropija 

uzorka podrazumeva da je vremenski ciklus koji se analizira uzorkovan iz nekog 

kontinuiranog procesa.  

https://paperpile.com/c/eSDWo6/6Vj9K
https://paperpile.com/c/eSDWo6/cd3jz
https://paperpile.com/c/eSDWo6/3cDSQ
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Očekivano je da statistika ApEn ima dve osobine: prva osobina je da se uslovna 

verovatnoća sekvenci u okviru r smanjuje srazmerno smanjivanju vrednosti r 

(vrednosti ApEn (m, r, N) treba da rastu kako vrednosti r opadaju); druga osobina 

ApEn je njena nezavisnost od dužine/veličine uzorka koji se analizira. 

 

Procena entropije u našim eksperimentima vršena je na osnovu: dužine trajanja 

vremenske serije (N), dužine segmenta (obrasca) (m) i normalizovanih vrednosti 

praga (tolerancije) (r). U ovom radu odabrano je da dužina segmenta bude m = 3, 

koristeći FNN pristup za dužinu trajanja vremenske serije N = 1024 uzorka (kratki 

stacionarni segmenti). Na osnovu tih parametara, izračunata je entropija ApEnm,N(r) 

za r = (0-0.5). 

  

3.6.3. Evaluacija senzitivnosti spontanog barorefleksa metodom sekvenci 

  

Barorefleksne sekvence SBP i PI identifikovane su kompjuterski. Najmanje 4 

uzastopno rastuća ili opadajuća para SBP i Pi sa PI zakašnjenjem od 3, 4 i 5 otkucaja 

uzimano je u obzir (Bajić et al. 2010). Funkcija barorefleksa procenjivana je na 

osnovu sledećih parametara: 

1. Senzitivnosti barorefleksa BRS [ms/mmHg] (srednji linearni regresioni 

koeficijent od svih identifikovanih sekvenci. Analizirane su odvojeno i 

padajuće i rastuće sekvence). 

2. Opsega delovanja OP [ms·mmHg] (pravougaona površina na grafiku koja 

obuhvata 95% SBP PI parova u obe dimenzije pravougaonika); 

3. Težišta rada barorefleksa (SP) za PI [ms] i za SBP [mmHg] (računa se kao 

medijana svih identifikovanih SBP i PI parova). 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/D77aQ
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3.7. Biohemijski markeri oštećenja kardiomiocita pod uticajem 

doksorubicina 

  

Po završetku registracije hemodinamskih parametara, pacovima je preko 

polietilenskog katetera iz femoralne arterije uzorkovan 1 ml krvi u plastične 

epruvete bez dodatka antikoagulansa. Krv je centrifugirana 10 minuta na 4000 o/m. 

Serum je alikvotiran i zamrznut na -20°C. Nivoi cTnI i cTnT mereni su metodom 

elektrohemiluminiscencije – ECLIA (Roch Diagnostic). Donji prag detekcije za cTnI 

bio je 0.2 ng/ml (u opsegu od 0.2 ng/ml do 25 ng/ml) a za cTnT 0.01 ng/ml (u opsegu 

od 0.01 ng/ml do 25 ng/ml). 

 

3.8. Patohistološka analiza 

  

Nakon merenja kardiovaskularnih parametara, pacovi u opštoj anesteziji 

eutanazirani su injekcijom T61™ preparata (150 mg/kg, i.p.). Srce, bubrezi, jetra, 

slezina i mozak bili su sakupljani i fiksirani 48 sati u 4% formaldehidu. Nakon toga, 

tkiva su ukalupljena u parafinu, iz koga su mikrotomom odsecani histološki tkivni 

preparati debljine 3 μm, koji su bojeni hematoksilin-eozinom (HE), Masson’s 

trichrome (MT) i Elastica-Masson (EM) tehnikom. 

 

 3.9. Genska ekspresija srčanih β1 i β2 adrenergičkih receptora 

 

Tkivo uzorkovanog 50 mg vrha srčanog mišića mehanički je i ultrazvučno 

homogenizovano ultrazvučnim homogenizerom (BandelinSnopuls, Berlin, 

Nemačka) u 500 μl trizola (Life Technologies, Carlsbad, SAD). Nakon denaturacije 

proteina u trizolu, ukupna RNK je ekstrahovana iz vodene faze dodavanjem 100 μl 

hloroforma (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Nemačka) a zatim nataložena sa 250 μl         

2-propranola. Kvalitet i prinos RNK iz uzorka evaluirani su uz pomoć BioSpec-nano 

(Shimadzu, Kyoto, Japan). Nakon toga, reverznom transkripcijom iz 500 ng/μl 

ukupne RNK, po protokolu proizvođača QuantiTech Reverse Transcription 

komercijalnog kita (Qiagenm Hiden, Nemačka), sintetisana je komplementarna DNK 

(cDNK). 
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RT-qPCR je izveden us pomoć Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied bio 

systems, Warrington, UK) u Applied Biosystems ViiATM 7 (Foster City, CA, SAD) 

koristeći mikroploče sa 96 raspoloživih bunara (Foster City, CA, SAD). Primenjeni 

prajmeri (Invitrogen, Pacle, UK) dizajnirani su korišćenjem ili NCBI Primer Blast 

(NCBI Resource Coordinators, 2015) ili Primer Express programskih softvera 

(verzija 3.0.1, Thermo Fisher Scientific, Foster City, SAD) kako bi se specifično 

amplifikovao gen za  β1-AR (forward: 5’-AGA CGT GCT ATG TGT GAC GG-3’; reverse: 

5’-AGC ACT TGG GGT CGT TGT AG-3’), gen za β2-AR (forward: 5’-TGG ATT GTG TCG 

GGC CTT A-3’; reverse: 5’-TGG CAC GGT ACC AGT GCA T-3’) i GAPDH (forward: 5’-

CAG GGC TGC CTT CTC TTG TG-3’; reverse: 5’-GAT CTC GCT CCT GGA AGA TGG-3’) 

koji je odabran kao domaćički (engl. housekeeping), konstitutivno eksprimiran gen. 

Svi uzorci su umnoženi u triplikatu na mikropločama sa 96 raspoloživih bunara 

(Foster City, CA, SAD) u 12 µl zapremine rastvora koji je sadržao: 1 μl cDNK 

predloška, 0.5 μl/100 nM prajmera, 6 μl SYBR Green PCR Master Mix i 4 μl vode 

slobodne od RNaza. Temperaturni protokol reakcije lančanog umnožavanja DNK je 

obuhvatao je: denaturaciju cDNK (50oC – 2min, 95oC – 10min), 40 ciklusa 

umnožavanja cDNK (95oC - 15 sec, 60oC - 1 min) i analizu krive topljenja (95oC - 15 

sec, 60oC – 1 min, 95oC – 15 sec). Relativna genska ekspresija je određena metodom 

2-ΔΔCt koristeći ViiATM7 softverski program (verzija 1.2, Foster City, CA, SAD). 

 

3.10. Korišćene supstance 

 

Doksorubicin hidrohlorid (Adriblastina® RD, prašak za injekcije) je kupljen od 

Pfisera (Beograd). Ketamin hidrohlorid (Ketamidor 10%®, rastvor za injekcije 100 

mg/ml), ksilazin hidrohlorid (Xylased® rastvor za injekcije 20 mg/ml), karprofen 

(Rimadyl® rastvor za injekcije 50 mg/ml), acepromazin maleat (Neurotranq® 

rastvor za injekcije 10 mg/ml) i kombinacija embutiramid + tetrakain (T61® rastvor 

za injekcije) su nabavljeni od Marlo Farme (Beograd). Gentamicin® je kupljen od 

Hemofarma® (Vršac). 
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3.11. Statistička analiza 

 

Rezultati u tabelama prikazani su kao srednja vrednost ± standardna greška (s.e.m.). 

Za statistička poređenja kardiovaskularnih parametara između eksperimentalnih 

grupa korišćen je Man-Vitnijev (Man-Whitney) test u GraphPad Prism softveru, dok 

su vrednosti dobijene RT-qPCR analizom upoređivane i evaluirane jednosmernim 

ANOVA testom, praćenim post hoc Fišerovim (Fisher) LSD  testom u SPSS 

statističkom softveru (verzija 10.0, Chicago, IL, SAD). Statistička značajnost 

prihvaćena je za vrednost p < 0.05.  
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4. REZULTATI 

 

 

4.1. Opšta toksičnost doksorubicina 

 

Kod svih pacova tretiranih doksorubicinom, zapažene su habitusne promene u vidu: 

nakostrešenog i proređenog krzna, smanjene spontane motorne aktivnosti, 

smanjenog uzimanja hrane i vode, izmršavelosti/kaheksije, izražene 

chromodacryorrheae (slika 16), profuzne dijareje a zatim opstipacije i slabog 

preživljavanja (dijagram 1, B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 16: Habitus pacova tretiranog doksorubicinom: nakostrešeno krzno, pogrbljen 

položaj tela, crveni krugovi oko očiju (chromodacryorrhea) 
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Telesna masa pacova u DOX grupi opadala je u funkciji vremena, dok je kod pacova 

u CONT grupi uzastopno rasla (dijagram 1, A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dijagram 1: Telesna masa (A) i Kaplan-Meierova kriva preživljavanja (B) pacova 

tretiranih doksorubicinom. Zapaža se pad telesne mase i stope preživljavanja kod 

pacova tretiranih doksorubicinom. ***p<0.001 vs CONT; CONT: kontrolna grupa 

tretirana fiziološkim rastvorom; DOX: grupa tretirana doksorubicinom 

 

4.2. Morfološke i funkcionalne promene srca izazvane doksorubicinom 

 

Evaluacijom srčane funkcije i volumena na nedeljnom nivou, kod pacova tretiranih 

doksorubicinom u periodu pre 35. dana i 35. dana nisu uočene razlike u odnosu na 

bazalne vrednosti (BASELINE) izmerene kod istih životinja pre tretmana 

doksorubicinom (DOX) i u odnosu na odgovarajuću grupu životinja tretiranih 

fiziološkim rastvorom (CONT). Vidljivi znaci razvoja srčane slabosti pojavili su se 

tek kod DOX70 grupe (tabela 1): IVSs parametar je bio statistički značajno snižen, 

dok su vrednosti IVSDd i LVIDs parametara bile povišene u odnosu na BASELINE 

vrednosti  i CONT grupu. Vrednosti izračunatog EDV i EF bile su dvostruko više u 

odnosu na BASELINE i CONT vrednosti.  
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Tabela 1. Ehokardiografski parametri pacova iz CONT i DOX grupe 

 

 

 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost šest varijabli ± s.e.m. *p<0.05; **p<0.01; 

***p<0.001 vs. BASELINE u okviru iste eksperimentalne grupe, †p<0.05; ††p<0.01; 

†††p<0.001 vs. CONT; IVSd: interventricular septum in diastole; LVIDd: left 

ventricular internal diameter in diastole; LVIDs: left ventricular internal diameter in 

systole; LVEF: left ventricular ejection fraction; LVEDV: left ventricular end diastolic 

volume; CONT: kontrolna grupa, pacovi tretirani fiziološkim rastvorom; SALINE: 

eho-parametri pacova iz CONT grupe; BASELINE: vrednosti eho-parametara 

izmerenih neposredno pre aplikacije fiziološkog rastvora/doksorubicina; DOX35: 

vrednosti eho-parametara pacova tretiranih doksorubicinom izmerenih 35. dana od 

aplikacije; DOX70: vrednosti eho-parametara pacova tretiranih doksorubicinom 

izmerenih 70. dana od aplikacije.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Parametar 

CONT DOX 35 DOX 70 

BASELINE SALINE 35 SALINE 70 BASELINE DOX 35 BASELINE DOX 70 

IVSd (cm) 0,22± 0,01 0,23± 0,01 0,25± 0,01 0,26 ± 0,01 0,21 ± 0,01* 0,25 ± 0,01 0,19 ± 0,01   * † 

LVIDd (cm) 0,44 ±0,04 0,44± 0,02 0,46± 0,04 0,49 ± 0,01 0,45 ± 0,02 0,42 ± 0,02 0,57 ± 0,02   *** †† 

LVIDs (cm) 0,24±0,04 0,25± 0,03 0,23± 0,01 0,25 ± 0,04 0,23 ± 0,02 0,21 ± 0,02 0,30 ±  0,03   *** †† 

LVEF (%) 88,15 ± 1,82 88,68± 0,31 85,87 ± 2,63 88,33 ± 1,87 88 ± 0,02 91,00 ± 2,00 84,00 ± 4,00  * 

LVEDV (ml) 0,22± 0,08 0,25± 0,03 0,28 ± 0,09 0,28 ± 0,07 0,38 ± 0,06 0,30 ± 0,04 0,45 ± 0,05    * 
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Slika 17B prikazuje tipični ehokardiogram pacova pre tretmana, 35. i 70. dana od 

tretmana doksorubicinom. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 17: Ehokardiogrami (B- i M-mod) pacova tretiranih fiziološkim rastvorom (A) 

i doksorubicinom (B); Zapaža se izrazita dilatacija leve komore kod pacova u DOX70 

grupi; BASELINE: merenja neposredno pre aplikacije fiziološkog 

rastvora/doksorubicina; SALINE35: merenja izvršena 35. dana od aplikacije 

fiziološkog rastvora; SALINE70: merenja izvršena 70. dana od aplikacije fiziološkog 

rastvora; DOX35: merenja izvršena 35. dana od aplikacije doksorubicina; DOX70: 

merenja izvršena 70. dana od aplikacije doksorubicina 
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4.3. Promene sistolnog i dijastolnog pritiska, srčane frekvence i varijabiliteta 

srčane frekvence izazvane doksorubicinom  

 

U DOX35 grupi, svi parametri HR varijabiliteta bili su povišeni u vremenskom i 

frekvencijskom domenu, kao i vrednosti SBP, DBP i HR (tabela 2). Analiza 

frekvencija ukazuje na povišenje HRV kod DOX35 grupe u odnosu na CONT grupu u 

okviru svih spektralnih domena, kao i povećanje LF/HF količnika. 

 

Tabela 2. SBP, DBP, i kratkoročni varijabilitet kod pacova tretiranih doksorubicinom 

 

 CONT DOX 35 DOX 70 

HR [bpm] 344 ± 3 348 ± 3 331 ± 6 

SBP [mmHg] 
124 ± 1 130 ± 1 *               ↑ 124 ± 1 

DBP [mmHg] 
79 ± 0.4 84 ± 1 **               ↑ 98 ± 1 ***         ↑ 

SD1 [ms] 2,4 ± 0,2 4.1 ± 0,6 *             ↑ 3.0 ± 0.7 

SD2 [ms] 12.5 ± 2,2 21.9 ± 2.1 *          ↑ 12,3 ± 4,2 

PPI_LF [ms2] 17,3 ± 0,9 112,2 ± 9.6 ***    ↑ 27.2 ± 2,9 

PPI_HF [ms2] 48,5 ± 2,2 106,7 ± 8,1 ***    ↑ 89.2 ± 9.0 

PPI_LF/ P_PI_HF 0,4 ± 0,02 1,2 ± 0,1 ***         ↑ 0.3 ± 0,1 

PSBP_LF [mmHg] 59. 9 ± 3.6 64.2 ± 6.1 18.2 ± 2 ***      ↓ 

PSBP_HF [mmHg] 25.2 ± 1.2 26.3 ± 1.9 19.0 ± 1.4 ***   ↓ 

 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost šest varijabli ± s.e.m.. SD1: 

standardna devijacija upravna liniji identiteta; SD2: standardna devijacija duž linije 

identiteta. PPI_LF: prosečna snaga pulsnog intervala niske frekvencije; PPI_HF: 

prosečna snaga pulsnog intervala visoke frekvencije; PPI_LF/P_PI_HF: odnos između 

niske snaga niske i visoke frekvencije; PSBP_LF: prosečna snaga niske frekvence 

sistolnog krvnog pritiska; PSBP_HF : prosečna snaga visoke frekvence sistolnog krvnog 

pritiska. *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 vs. CONT; CONT: kontrolna grupa tretirana 

fiziološkim rastvorom; DOX35: grupa koja je dobijala doksorubicin i promene na 

srcu su praćene u intervalu od 35 dana; DOX70: grupa koja je dobijala doksorubicin 

i promene na srcu su praćene u intervalu od 70 dana 
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HR vrednosti kod DOX35 i DOX70 grupe bile su u fiziološkim granicama. Vrednosti 

SBP i DBP kod DOX35 grupe i DOX70 grupe bile su statistički značajno povišene u 

odnosu na CONT grupu. 

 

Poenkareovi dijagrami pacova iz DOX35 grupe pokazuju povećanje standardne 

devijacije (tabela 2, dijagram 2), kako duž linije identiteta (SD2), tako i 

perpendikularno (SD1) i gubitak oblika komete, koji je karakterističan za CONT 

grupu. Srednje vrednosti parametara Poenkareovog dijagrama DOX70 grupe nisu se 

značajno razlikovale od kontrolnih vrednosti. Gustina tačaka na dijagramu 

potvrđuje povećanu varijabilnost oko zone grupisanja i sužava se oko područja na 

dijagramu koja obuhvataju više od 10 PI(n) / PI(n+1) parova.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dijagram 2: Poenkareovi dijagrami pacova tretiranih doksorubicinom. U DOX35 

grupi zapaža se veća rasejanost tačaka na upravnoj i duž linije identiteta u odnosu 

na CONT grupu; CONT: kontrolna grupa tretirana fiziološkim rastvorom; DOX35: 

grupa koja je dobijala doksorubicin i promene na srcu su praćene u intervalu od 35 

dana; DOX70: grupa koja je dobijala doksorubicin i promene na srcu su praćene u 

intervalu od 70 dana; PI: Pulsni interval 
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Pregrupisavanje spektralne gustine snage po različitim frekvencijskim opsezima i 

prosečni porast ukupne snage primećeni su u PI seriji kod DOX35 grupi (tabela 2). 

Prosečna snaga kod LF i HF opsega bila je, takođe, statistički značajno povišena kod 

DOX35 grupe, sa značajno promenjenim LF/HF količnikom, ukazujući na uticaj 

povišenog LF dela spektra u odnosu na CONT grupu. Vrednosti LF/HF količnika kao 

i LF kod DOX70 grupe vratile su se na bazalne, u poređenju sa CONT grupom (tabela 

2, dijagram 3). Važno je naglasiti da su tri pacova iz DOX70 grupe imala snižene 

vrednosti snage PI kako u LF tako i u HF domenu, što je bilo udruženo sa hepato-

renalnim promenama koje su kod ovih jediniki dovele do letalnog ishoda. Snaga SBP 

spektra kako u LF tako i u HF domenu bila je značajno snižena kod DOX70 grupe u 

odnosu na CONT grupu. Vrednosti DBP bile su uporedive sa SBP vrednostima 

spektra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dijagram 3: Gustina snage PI spektra kod pacova tretiranih fiziološkim rastvorom 

(CONT) ili doksorubicinom (DOX35 i DOX70). Zapaža se povećanje gustine LF i HF 

snage spektra kod DOX35 grupe (gde je Y koordinata gustine spektra podešena na 

maksimalni podeok 4) u odnosu na CONT grupu; CONT: kontrolna grupa tretirana 

fiziološkim rastvorom; DOX35: grupa koja je dobijala doksorubicin i promene na 

srcu su praćene u intervalu od 35 dana; DOX70: grupa koja je dobijala doksorubicin 

i promene na srcu su praćene u intervalu od 70 dana; PSD: Power spectral density 
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Vrednosti aproksimativne i entropije uzorka za PI i SBP za nepromenljivi prag 

standardne devijacije r = 0.3 i dužinu vremenske serije N = 1024, prikazane su na 

dijagramu 4. Kod DOX35 grupe, vrednosti kako aproksimativne tako i entropije 

uzorka bile su statistički značajno snižene u odnosu na CONT grupu (dijagram 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dijagram 4: Aproksimativna i entropija uzorka PI i SBP vremenskih serija pacova 

tretiranih doksorubicinom. Uočava se da su ApEn i SampEn smanjene kod DOX35 

grupe u odnosu na CONT grupu. ***p<0,001 vs CONT; +++p<0,001 vs DOX35; ApEn: 

aproksimativna entropija; SampEn: entropija uzorka; PI: pulsni interval; SBP: 

systolic blood pressure.  
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4.4. Dejstvo doksorubicina na spontani barorefleks 

 

Srednje vrednosti spontanog baroreceptorskog refleksa (sBRS) kod pacova 

tretiranih doksorubicinom bile su statistički značajno povećane kod DOX35 grupe 

(tabela 3) u odnosu na CONT grupu. Nakon 70. dana od tretmana doksorubicinom, 

osetljivost barorefleksa je nastavila da statistički značajno raste kod DOX70 grupe u 

odnosu na CONT grupu. 

 

Tabela 3. Osetljivost baroreceptorskog refleksa kod pacova tretiranih 

doksorubicinom 

 

 
CONT DOX35 DOX70 

BRS [ms/mmHg] 0,76 ± 0,11 1,61  ± 017*** 2,02  ± 0,29*** 

 

 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost šest varijabli ± s.e.m.. **p<0.01, *** 

p<0.001 vs. CONT; CONT: kontrolna grupa tretirana fiziološkim rastvorom; DOX35: 

grupa koja je dobijala doksorubicin i promene na srcu su praćene u intervalu od 35 

dana; DOX70: grupa koja je dobijala doksorubicin i promene na srcu su praćene u 

intervalu od 70 dana  
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Porast i oscilacije pulsnog intervala bili su uočljivi u DOX70 grupi, u odnosu na CONT 

grupu (dijagram 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dijagram 5: Spontani barorefleks pacova tretiranih doksorubicinom; CONT: 

kontrolna grupa tretirana fiziološkim rastvorom; DOX35: grupa koja je dobijala 

doksorubicin i promene na srcu su praćene u intervalu od 35 dana; DOX70: grupa 

koja je dobijala doksorubicin i promene na srcu su praćene u intervalu od 70 dana; 

PI: Pulsni interval; SPB: systolic blood pressure 

 

 

 

4.5. Biohemijski markeri oštećenja kardiomiocita pod uticajem 

doksorubicina 

 

Nivoi cTnI u serumu pacova CONT, DOX35 i DOX70 grupe bili su ispod praga 

detekcije (0,014 ± 0,0005 μg/L za DOX35 i 0,013 ± 0,0004 μg/L za CONT). Nivo cTnT 

je statistički bio povećan kod DOX70 grupe (0,15 ± 0,03 μg/L). 
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4.6. Patohistološka analiza 

 

Autopsijom pacova koji su preživeli 70 dana od tretmana doksorubicinom, 

spoljašnjim pregledom leša nalaženi su: znaci kaheksije, raščupanost i opala dlaka, 

krzno umrljano osušenim fecesom, crveni krugovi oko očiju i kod nekih žućkast 

iscedak iz nozdrva. Kod svih pacova, unutrašnjim pregledom kadavera, nalaženo je 

do 15 ml zamućene, sukrvičave tečnosti u trbušnoj duplji. Kod ovih životinja, 

uočavale su se promene na jetri u vidu atrofije ili edema, nehomogenosti u boji 

parenhima, pojave beličastih mrlja na parenhimu visceralne strane jetre i krtosti 

parenhima na pritisak. Bubrezi su bili uvećani i bledi, kapsule teško odvojive od 

parenhima, na preseku se teško diferencirala kora od srži, a u predelu kore uočavana 

su petehijalna krvarenja. Tanka creva su bila meteoristična, debelo crevo i coecum 

ispunjeni kašastim sadržajem. U grudnoj duplji je nalažena mala količina prozirne 

tečnosti. Pluća su kod tri životinje bila infiltrovana belim, gnojnim žarištima i 

atelektatična. Srca su bila dilatirana ili atrofična.  

 

Patohistološki, na srčanom mišiću pacova iz DOX35 grupe u intersticijumu uočavalo 

se prisustvo mononuklearnog infiltrata (pretežno makrofagi i neutrofilni 

granulociti) (slika 18, A). U nekim segmentima tkiva zapažana su polja lakostepene 

fibroze (umnoženi fibroblasti oko kardiomiocita). Pojedine zone tkiva bile su 

zahvaćene lakostepenom vakuolarnom degeneracijom kardiomiocita (slika 18, C) i 

nekrozom kontraktilnih vlakana sa atenuacijom (slika 18, B). 

 

U miokardu pacova iz DOX70 grupe bile su dominantne fibrozne promene, kako u 

intersticijumu (slika 18, E), tako i perivaskularno (slika 18, F). Difuzno su se 

uočavala velika polja nekrotičnih mišićnih vlakana (tzv. frying phenomenon, engl.): 

prekid kontinuiteta membrane kardiomiocita, njihova atrofija i proširenje 

međućelijskog prostora. Zbog izrazite vakuolarne degeneracije, kardiomiociti su, 

mahom, bez jedara, ili je jedro potisnuto na periferiju ćelije sa vidljivim znacima 

kariopiknoze i kariorekse, te tkivo miokarda izgleda “ispražnjeno” (slika 18, D). 
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Slika 18: Patohistološki preseci srca pacova iz DOX35 i DOX70 grupe: migracija 

mononukleara iz krvnih sudova u intersticijum (A, HE); nekroza kontraktilnih 

vlakana (B, EM); lakostepena vakuolarna degeneracija kardiomiocita (C, HE); 

difuzna nekrotična polja vakuoliziranih, ispražnjenih kardiomiocita (asterisk) i 

prekid kontinuiteta membrane ćelija (strelice) (D, HE); polje izražene intersticijalne 

fibroze (E, MT); izražena perivaskularna fibroza (F, MT) 
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Na patohistološkim presecima tkiva bubrega pacova iz DOX70 grupe uočena je 

izrazita dilatacija proksimalnih bubrežnih tubula, infiltracija mononuklearima u 

dilatiranim glomerulima (slika 19, levo) i proteinski eozinofilni tubularni cilindri 

(slika 19, desno)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 19: Patohistološki preseci bubrega pacova iz DOX70 grupe (HE): dilatacija 

tubula i infiltracija mononuklearima (levo); proteinski cilindri u tubulima (desno) 

 

U tkivu jetre pacova iz DOX70 grupe, patohistološki su dominantni nalazi bila 

multipla polja fokalne nekroze parenhima (slika 20, sredina), umnožene Kupferove 

ćelije unutar kanalića (slika 20, desno) i masna infiltracija hepatocita (slika 20, levo).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 20: Patohistološki preseci jetre pacova iz DOX70 grupe (HE): masna infiltracija 

u hepatocitima (levo, strelice); nekroza parenhima (strelice, sredina), umnožene 

Kupferove ćelije sa žučnim pigmentom u Disseovim prostorima (desno, strelice) 
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4.7.  Genska ekspresija srčanih β1 i β2 adrenergičkih receptora 

 

Relativna ekspresija iRNK srčanih β1-AR (dijagram 6, A) bila je statistički značajno 

povišena kod pacova iz DOX35 grupe u odnosu na CONT i DOX70 grupu. Relativna 

ekspresija iRNK β2-AR u tkivu srčanog mišića pacova tretiranih doksorubicinom 

nije bila statistički značajna (dijagram 6, B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dijagram 6: Relativna ekspresija iRNK srčanih β1-AR (A) i β2-AR (B) kod pacova 

tretiranih doksorubicinom. Uočava se da je ekspresija iRNK β1-AR kod pacova iz 

DOX35 grupe povišena (A). Grafik B prikazuje međugrupne  promene u ekspresiji  

iRNK β2-AR. **p<0,01 vs kontrola, ++p<0,01 vs DOX35;  CONT: kontrolna grupa 

tretirana fiziološkim rastvorom; DOX35: grupa koja je dobijala doksorubicin i 

promene na srcu su praćene u intervalu od 35 dana; DOX70: grupa koja je dobijala 

doksorubicin i promene na srcu su praćene u intervalu od 70 dana 
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5. DISKUSIJA 

 

 

Ova studija pokazala je, po prvi put, da sveobuhvatna analiza kratkoročnog 

varijabiliteta srčane frekvencije kod pacova tretiranih doksorubicinom otkriva ràne 

promene u dinamici srčane frekvencije. U kompenzatornoj fazi kardiomiopatije 

dolazi do povećanja tonusa simpatikusa koji prouzrokuje: povećanje LF 

varijabiliteta i LF/HF količnika, gubitak oblika komete na Poenkareovom dijagramu, 

smanjenje entropije i povećanje senzitivnosti barorefleksa. Ove promene prati i 

povećana ekspresija iRNK β1-AR, koji su ključni medijatori kateholaminske 

kardiotoksičnosti. 

 

Doksorubicin se u kliničkoj praksi, najčešće, aplikuje intravenski. Zbog velike 

molekulske mase (543.525 g/mol) i hidrofilnih osobina, peritonealni klirens 

doksorubicina je spor, a njegova koncentracija nakon intraperitonealne aplikacije 

znatno viša u tumorskom tkivu lokalizovanom u trbušnoj šupljini u odnosu na 

koncentraciju koju dostiže nakon intravenske aplikacije (Jacquet et al. 1997). Zbog 

toga se, za vreme hirurških zahvata i tokom tretmana peritonealnih karcinomatoza, 

češće aplikuje intraperitonealno (Spiliotis et al. 2016). Kod pacova 

intraperitonealno tretiranih doksorubicinom u ukupnoj kumulativnoj dozi od 15 

mg/kg pojavili su se znaci pogoršanja opšteg stanja: nakostrešeno krzno, smanjena 

motorna aktivnost, pad telesne težine i povećana stopa smrtnosti. Post-mortalne 

analize pokazale su da je uzrok smrti bila srčana ili bubrežna toksičnost, budući da 

se kod pacova doksorubicin sporo ili uopšte ne metaboliše, brzo distribuira u 

srčanom, jetrinom a najviše bubrežnom tkivu i sporo izlučuje preko žuči i urina 

(Yesair et al. 1972). Kod ljudi, biotransformacija molekula doksorubicina odvija se u 

jetri u tri pravca, ka formiranju: 1. polarnog, hidrofilnog alkoholnog derivata 

doksorubicinola – redukcijom, 2. nepolarnog, hidrofobnog metabolita aglikona – 

enzimskom glikozidacijom i 3. polarnih hidrofilnih konjugata (Takanashi & Bachur 

1976). Brojna naučna literatura opovrgava kardiotoksičnost metabolita 

doksorubicina, osim studije Mhatre i sar. (Mhatre et al. 1971) koji su u 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/OlVhh
https://paperpile.com/c/eSDWo6/MBQ9D
https://paperpile.com/c/eSDWo6/aZJbf
https://paperpile.com/c/eSDWo6/Gvn2p
https://paperpile.com/c/eSDWo6/Gvn2p
https://paperpile.com/c/eSDWo6/IZn55


 

59 
 

istraživanjima na izolovanom srcu psa naslutili da aglikonski metaboliti, verovatno, 

utiču na nastanak kardiotoksičnosti. Kod pacova, molekul doksorubicina se u 

periodu od 48 sati nakon aplikacije u 80% detektuje nepromenjen u žuči (Wilkinson 

et al. 1979). Razlog za to jeste nizak afinitet aldo-keto reduktaza jetre pacova za 

molekul doksorubicina (Jacquet et al. 1997; Gewirtz & Yanovich 1987). Budući da se 

nepromenjen akumulira u bubrezima pacova, doksorubicin genezom ROS 

prouzrokuje istanjenje endotela glomerula i oštećenje podocita, što u periodu od 

sedam do deset dana nakon aplikacije doksorubicina rezultira narušavanjem 

glomerularne filtracije plazma-proteina, dovodeći do akumulacije proteinskih 

cilindara unutar tubula, tubulo-intersticijalne inflamacije i, na kraju, 

glomeruloskleroze. Ove promene se manifestuju povišenim nivoima serumskog 

kreatinina, padom serumskog albumina i proteinurijom (Jeansson et al. 2009). U 

našim eksperimentima, ehokardiografski pregledi ukazali su na vidljive znake 

srčane insuficijencije samo kod pacova koji su preživeli 70 dana od tretmana 

doksorubicinom: kod većine pregledanih životinja, dijametar leve komore u dijastoli 

i sistoli je statistički značajno bio povećan, srčani volumen na kraju dijastole bio je 

dva puta povišen a ejekciona frakcija leve komore snižena za oko 8%, što 

potkrepljuje postojeća saznanja u naučnoj i stručnoj literaturi (Teraoka et al. 2000; 

Merlet et al. 2013). Za otkrivanje antraciklinske kardiotoksičnosti, u kliničkoj praksi 

se, kao potencijalno uspešni biomarkeri, koriste srčani troponini (Cardinale et al. 

2004; Dolci et al. 2008). Blago povišenje serumske koncentracije srčanog troponina 

T nakon prve doze doksorubicina kod dece ukazuje na postojanje rizika za razvoj 

dilatacije leve komore i istanjenje zida srčanog mišića (Lipshultz et al. 1997). Kod 

pacova su, takođe, nakon aplikacije doksorubicina pronađene povišene vrednosti 

srčanog troponina T, koje su u sprezi sa oštećenjem miokarda kod ovih jedinki.  U 

našim eksperimentima, povišen nivo serumskog srčanog troponina T kod pacova 

tretiranih doksorubicinom podudara se sa ehokardiografski ustanovljenom 

srčanom dekompenzacijom, što je u saglasnosti sa prethodno objavljenim 

rezultatima (Herman et al. 1999; Bertinchant et al. 2003). Patohistološke analize 

mikrotomskog preseka srčanog mišića pacova koji su žrtvovani 35. dana nakon 

tretmana doksorubicinom, potvrdile su postojanje fokalnog nekrotičnog oštećenja 

miokarda i intersticijumsku infiltraciju fibroblastima i polimorfonuklearima. 

https://paperpile.com/c/eSDWo6/9cVXd
https://paperpile.com/c/eSDWo6/9cVXd
https://paperpile.com/c/eSDWo6/OlVhh+y0WRR
https://paperpile.com/c/eSDWo6/OiOGg
https://paperpile.com/c/eSDWo6/4MOiJ+A8fi4
https://paperpile.com/c/eSDWo6/4MOiJ+A8fi4
https://paperpile.com/c/eSDWo6/jBRpc+sQKyX
https://paperpile.com/c/eSDWo6/jBRpc+sQKyX
https://paperpile.com/c/eSDWo6/8Qthw
https://paperpile.com/c/eSDWo6/tF7NZ+6ihry
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Izrazita perivaskularna fibroza (slika 18, F) zahvatila je miokard životinja koje su 

preživele 70 dana od aplikacije doksorubicina. Naši rezultati su pokazali da je 

eksperimentalni model srčane insuficijencije izazvane doksorubicinom primenljiv, 

iskoristiv i u saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima za proučavanje ove 

bolesti kod ljudi (Jensen et al. 1984; Teraoka et al. 2000; Cheah et al. 2017). 

 

Pred kraj opservacionog perioda od 70 dana, vrednosti SBP se nisu značajno menjale 

kod pacova tretiranih doksorubicinom, dok je vrednost DBP bila statistički značajno 

povišena u odnosu na vrednosti pre aplikacije doksorubicina. Premda nismo 

istraživali uzrok koji je doveo povišenja vrednosti DBP kod pacova tretiranih 

doksorubicinom, pretpostavljamo da je to posledica doksorubicinskog oštećenja 

endotela, te posledičnog povećanja vaskularnog tonusa i perifernog otpora, koji se 

odražavaju na vrednosti DBP. Dobro je poznato i višestuko potvrđeno da antraciklini 

genezom ROS i NOS preko MAP signalnog puta i cAMP oštećuju endotelne ćelije i 

uvode ih u apoptozu (Yamada et al. 2012; Yamada et al. 2016). Oštećeni endotel 

slabije sintetiše molekule koji snižavaju vaskularni tonus (naročito NO), tako da 

krvni sudovi postaju osetljiviji na uticaj vazoaktivnih molekula i jače se kontrahuju. 

Takođe, na kraju opservacionog perioda, primetili smo i sniženje ukupnih vrednosti 

svih činilaca kratkoročnog varijabiliteta krvnog pritiska, kao i svih njegovih 

komponenti. Istovremeno, smanjivala se i kompleksnost SBP i DBP signala. Gubitak 

kompleksnosti signala ukazuje da postoji poremećaj funkcionalnog integriteta i da 

je sposobnost adaptacije ograničena. Naime, varijabilitet krvnog pritiska u 

fiziološkim uslovima nastaje učešćem brojnih regulacionih mehanizama, 

uključujući: neuralne faktore (autonomni refleksi), hormonalne faktore (renin-

angiotenzin sistem) i signalne molekule (NO). Aktivnost simpatikusne grane 

autonomnog nervnog sistema je brzodelujuća, da bi se krvni pritisak i srčana 

frekvenca održali u fiziološkom opsegu. Uloga autonomnog nervnog sistema u 

regulaciji kratkoročnog varijabiliteta srčane frekvence potvrđena je farmakološkim 

(blokadom β-AR) i hirurškim (denervacijom) putem (Japundzic et al. 1990; 

Japundzic-Zigon 1998).  Pretpostavili smo da je smanjenje varijabiliteta SBP i DBP u 

vezi sa smanjenom elastičnošću zida krvnih sudova, nastalih kao posledica 

endotelnog oštećenja izazvanog doksorubicinom. Pored toga, moguće je da 
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doksorubicinom narušene funkcije jetre i bubrega kod pacova u našim 

eksperimentima doprinose promeni varijabiliteta krvnog pritiska, remete sintezu 

vazoaktivnih supstanci i menjaju ekspresiju njihovih receptora unutar zida krvnog 

suda, što remeti vaskularni tonus i periferni otpor krvnih sudova (Dharmani et al. 

2007; Grace et al. 2013). Egger i sar. (Egger et al. 2015) pokazali su da doksorubicin 

slobodnim radikalima oštećuje sitne krvne sudove srži bubrega pacova, 

uslovljavajući pojačanu ekspresiju hipoksijom-indukovanog faktora 1-α (engl. 

hypoxia-inducible factor 1-α – HIF 1-α) i smanjenje gustine peritubularnih krvnih 

sudova, dok u kori bubrega dovodi do smanjenja ekspresije vaskularnog endotelnog 

faktora rasta (engl. vascular endothelial growth factor – VEGF). U jetri pacova, 

doksorubicin prouzrokuje vakuolarnu degeneraciju hepatocita, fokalne nekroze 

parenhima i intersticijalnu inflamaciju (Ingawale et al. 2014; Jacevic et al. 2017). 

Stoga, ne možemo isključiti mogućnost da poremećaji funkcije jetre i bubrega, 

možda, imaju važan uticaj na smanjenje varijabiliteta krvnog pritiska kod pacova 

tretiranih doksorubicinom. 

 

Važan nalaz ove studije jeste povećanje varijabiliteta srčane frekvencije u rànōj, 

kompenzovanoj, fazi nastanka kardiomiopatije izazvane doksorubicinom. 

Varijabilitet srčane frekvence odraz je brze (engl. beat-to-beat) neurogene kontrole 

srčanog rada, pre svega od strane parasimpatikusa i simpatikusa. Razvijene su 

mnoge linearne i nelinearne metode za analizu varijabiliteta srčane frekvence i 

ustanovljen veliki broj biomarkera. Neki od njih (LF/HF, N-N intervali i dr.) usvojeni 

su od kardioloških udruženja za određivanja stepena rizika kardiovaskularnih 

oboljenja, uključujući i srčanu slabost (Electrophysiology & Task Force of the 

European Society Electrophysiology 1996; Stein et al. 2005; Nicolini et al. 2012; 

Huikuri & Stein 2013). Spektralnom analizom varijabiliteta srčane frekvencije 

moguće je otkriti i izmeriti linearne komponente HRV, grupisane u LF i HF zonama 

spektra. Kod zdravih, mladih jedinki, visokofrekventne oscilacije (HF) su 

dominantna komponenta snage spektra i odraz su sinusne aritmije posredovane 

parasimpatikusom (Japundzic et al. 1990). Niskofrekventne oscilacije (LF) se 

pobuđuju u uslovima stresa, kao rezultat povećanja simpatičkog upliva na srčani rad 

(Stojičić et al. 2008; Japundzic-Zigon 1998). Tada LF/HF količnik odražava stepen 
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promena simpato-vagalne ravnoteže u srcu, a njegovo povećanje smatra se 

nezavisnim prognostičkim markerom za naprasnu srčanu smrt izazvanu aritmijama 

(Japundžić-Žigon et al. 2018). U studiji koju su Tjeerdsma i sar. (Tjeerdsma et al. 

1999) sproveli na 20 pacijentkinja sa tumorom dojke koje su dobijale doksorubicin, 

bile podvrgnute radioterapiji i imale nepromenjenu sistolnu funkciju leve komore, 

analizom HRV utvrđene su promene na ANS kod 85% ispitanica. Ovi nalazi ukazuju 

da je analiza HRV znatno osetljivija metoda za rànō otkrivanje srčanih promena 

izazvanih doksorubicinom u odnosu na uporednu ehokardiografsku procenu 

sistolne funkcije kod ovih pacijenata. Nousiainen i sar. (Nousiainen et al. 2001) 

sproveli su metodološki sličnu studiju na 30 pacijenata sa non-Hodgkinovim 

limfomom, koji su tretirani doksorubicinom u početnoj kumulativnoj dozi od 400 

mg/m2. Analizom HRV utvrđene su ràne promene u vidu narušavanja simpato-

vagalne ravnoteže u korist simpatikusa, udružene sa supkliničkim simptomima 

disfunkcije leve komore izazvane doksorubicinom. U početnoj fazi naše studije 

(Vasić et al. 2019; Lončar-Turukalo et al. 2015), pratili smo promene HRV na modelu 

srčane insuficijencije izazvane doksorubicinom na pacovu u intervalu od 35 dana 

nakon završene aplikacije. Rezultati su pokazali da je metoda procene HRV bila 

osetljivija i promene na srcu detektovala ranije u odnosu na ultrazvučnu metodu i 

patohistološku analizu. U ovoj studiji, LF i LF/HF bili su značajno statistički povećani 

u odnosu na vrednosti pre aplikovanja doksorubicina, ukazujući da je varijabilitet 

srčane frekvence pod dominantnim uticajem simpatikusa. Nalaz povišenog 

varijabiliteta srčane frekvence potvrđen je i Poenkareovim dijagramima. U bazalnim 

fiziološkim uslovima, kod pacova koji nisu tretirani doksorubicinom, Poenkareovi 

dijagrami formiraju oblik komete (Japundžić-Žigon et al. 2018; Brennan et al. 2002). 

Nakon tretmana doksorubicinom, oblik grafikona se menja ka formi torpeda ili 

klupka. Ove promene prati sniženje aproksimativne entropije, ukazujući na 

uprošćavanje dinamike srčane frekvence i povećanje njene regularnosti usled 

dominacije simpatikusne kontrole srca. Stoga, i linearne i neliearne analize 

varijabiliteta srčane frekvence ukazuju da je za vreme kompenzovane faze srčane 

insuficijencije prouzrokovane doksorubicinom srce pod pretežnim uticajem 

simpatikusa. Ovu tvrdnju potkrepljuje nalaz Tong i sar. (Tong et al. 1991) koji su 

primetili da su depoi noradrenalina u tkivu srčanog mišića povećani u rànōj fazi 
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kardiomiopatije izazvane doksorubicinom, dok se u kasnijoj fazi smanjuju. Na ovaj 

se način može objasniti prolazno povećanje  varijabiliteta srčane frekvence u našim 

eksperimentima. Takođe, kod pacova tretiranih doksorubicinom, 70. dana nakon 

aplikacije potvrđena je dilatacija leve komore, za koju je dokazano da je udružena sa 

smanjenom osetljivošću miokarda na kateholamine usled desenzitizacije β-AR 

(Robinson & Giri 1986; Calderone et al. 1991). Stoga je logično očekivati izostanak 

povećanja varijabiliteta srčane frekvence u kasnijoj fazi srčane slabosti izazvane 

doksorubicinom, pa čak i smanjenje, kod jedinki koje su predisponirane za nastanak 

srčane insuficijencije (usled pratećeg poremećaja funkcije jetre i bubrega), u 

zavisnosti od stepena funkcionalne denervacije. Smanjenje varijabiliteta srčane 

frekvencije smatra se lošim prognostičkim znakom kod pacijenata koji boluju od 

srčane insuficijencije (Ponikowski et al. 1997; Malfatto et al. 2001; May et al. 2013) 

kao i kod pacijenata koji su podvrgnuti kombinovanoj hemo- i terapiji zračenjem 

(Tjeerdsma et al. 1999). 

 

Poznato je da kod kardiovaskularnih oboljenja, kao što su hronična srčana 

insuficijencija (Mortara et al. 1997) ili infarkt miokarda (La Rovere et al. 2001), 

senzitivnost barorefleksa opada neposredno pre letalnog ishoda, te predstavlja loš 

prognostički znak. U našim eksperimentima nismo primetili smanjenje sBRS kod 

pacova tretiranih doksorubicinom. Međutim, 35. dana nakon aplikacije 

doksorubicina, kod pacova je došlo do statistički značajnog povećanja osetljivosti 

barorefleksa. Budući da su kod tih jedinki vrednosti SBP i DBP, takođe, bile 

povećane, najverovatnije je da je do povećanja osetljivosti BRS došlo zbog pojačane 

težnje organizma da se u patološkim uslovima, gde je došlo do oštećenja endotela 

krvnih sudova doksorubicinom, krvni pritisak održi u homeostatskim granicama. 

Kod ovih životinja nije došlo do smanjenja HR, ali se u spektru može uočiti značajno 

povećanje HF-HR varijabiliteta, koji je vagalnog porekla. Porast osetljivosti BRS 

nastavio se i 70. dana nakon aplikacije doksorubicina. Kod ovih životinja, srednje 

vrednosti SBP i DBP bile su značajno povišene, a vrednost SBP se vratila na bazalni 

nivo.  
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Dokazano je da u kardiomiopatiji indukovanoj doksorubicinom, β1-AR doprinose 

kardiotoksičnim efektima, dok β2-AR imaju protektivno dejstvo (Catherine 

Communal et al. 1999; Zhu et al. 2000). Aktivacija β1-AR stimuliše ulazak 

kardiomiocita u apoptozu. β2-AR imaju antiapoptotski efekat na srčani mišić 

(Catherine Communal et al. 1999; Chesley et al. 2000; Zhu et al. 2000). Razlike u 

signalnim osobinama ova dva dominantna tipa β-AR u srcu postaju evidentnije kod 

srčane insuficijencije, kada su β1-AR selektivno nishodno regulisani a funkcija i 

signalizacija β2-AR promenjena u smeru ka izrazito pro-apoptotskom signalnom 

delovanju (Nikolaev et al. 2010). Različite studije dale su oprečne rezultate u 

pogledu ekspresije β1- i β2-AR kod kardiomiopatije izazvane doksorubicinom. 

Razlog za nepodudarnost nalaza, najverovatnije je različitost među životinjskim 

modelima, te protokolima, doziranju i načinu aplikacije doksorubicina. Pre više od 

trideset godina, Robinson i sar. (Robinson & Giri 1986) otkrili su da dugotrajna 

administracija doksorubicina kod pacova smanjuje sposobnost miokarda da 

adekvatno odgovori na adrenergičku stimulaciju, te, iako nisu našli promene u 

gustini β-AR, otkrili su smanjenje njihovog afiniteta za vezivanje kateholamina. 

Calderone i sar. (Calderone et al. 1991) otkrili su sniženje bazalne sinteze cAMP, 

ukazujući da β-AR postaju refraktarni na stimulaciju ligandima. Merlet i sar. (Merlet 

et al. 2013) na pacovskom modelu srčane insuficijencije izazvane doksorubicinom 

pronašli su smanjenu ekspresiju β2-AR. U našim eksperimentima, za vreme 

kompenzatorne faze kardiomiopatije (35. dana posle aplikacije doksorubicina), 

otkrili smo prolazno povišenje ekspresije iRNK β1-AR ali ne i β2-AR, što je, izgleda, 

ključno za nastanak progresivne hipertrofične kardiomiopatije (Milano et al. 1994; 

Engelhardt et al. 1999; Bernstein et al. 2005). Studije rađene na pacovima i knock-

out miševima ukazuju da ravnoteža između preživljavanja i smrti kardiomiocita 

može biti posredovana aktivacijom različitih signalnih puteva, zavisnih od 

određenog suptipa β-AR. Stimulacija β1-AR preko cAMP-zavisnog signalnog puta 

povećava ulazak kardiomiocita pacova u apoptozu, dok stimulacija β2-AR može biti 

dualne prirode: proapoptotska (preko Gs) i antiapoptotska (preko Gi-Gβγ-PI3K) 

(Michael Zaugg et al. 2000; Catherine Communal et al. 1999; Zhu et al. 2000). 

Bernstein i sar. (Bernstein et al. 2005) dali su eksperimentalni dokaz na knock-out 

β-1−/−, β-2−/− i β-1/β-2−/− homozigotnim miševima da β1-AR pospešuju nastanak 
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doksorubicinske kardiotoksičnosti, dok β2-AR imaju protektivnu ulogu. Naši 

rezultati, takođe, ukazuju da su β1-AR medijatori kardiotoksičnosti. Premda nismo 

ispitivali nivo β1-AR na proteinskoj razini, pretpostavljamo da prekomerna 

ekspresija može biti odgovorna za povećanu osetljivost srčanog mišića na 

kateholamine i povećanje varijabiliteta srčane frekvencije, mnogo pre nego što je 

srce izloženo toksičnoj koncentraciji kateholamina iz krvi, koja je udružena sa 

srčanom dekompenzacijom.  

 

Naši rezultati, po prvi put, pokazuju da su povećanje varijabiliteta srčane 

frekvencije, smanjenje kompleksnosti dinamike srčanog rada i porast senzitivnosti 

baroreceptorskog refleksa ràni znaci doksorubicinske kardiomiopatije. Ove 

promene udružene su sa povećanom ekspresijom srčanih β1-AR, koji su, 

najverovatnije, medijatori doksorubicinske kardiotoksičnosti. Rezultati otvaraju 

kliničke perspektive za primenu HRV i sBRS u rànōj dijagnostici doksorubicinske 

kardiomiopatije, kao i BPV za prognozu lošeg ishoda. Pored toga, sugerišu da bi 

terapiju blokatorima β1-AR trebalo započeti kada se javi povećanje srčanog 

varijabiliteta, a pre popuštanja srčanog mišića. 
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6. ZAKLJUČCI 

 

 

1. Patohistološke promene koje su detektovane na srcu pacova nakon aplikacije 

doksorubicina ekvivalentne su promenama koje karakterišu doksorubicinsku 

miokardiopatiju kod ljudi. Ehokardiografija je potvrdila toksično dejstvo 

doksorubicina, slično kao kod ljudi, a detektovan je i serumski toponin T, koji 

karakteriše i doksorubicinsku kardiomiopatiju kod ljudi. Sveukupni nalazi 

potvrđuju da je eksperimentalni model srčane insuficijencije kod pacova, 

izazvan i.p. aplikacijom doksorubicina u kumulativnoj dozi od 15mg/kg, 

pouzdan za proučavanje doksorubicinske kardiotoksičnosti kod ljudi. 

 

 

2. U rànōj, klinički kompenzovanoj, fazi doksorubicinske kardiomiopatije, došlo 

je do povećanja varijabiliteta srčane frekvencije i smanjenja kompleksnosti 

srčane dinamike. Ovi nalazi ukazuju da su analiza HRV i dinamike srčanog rada 

osetljive metode za rànō otkrivanje oštećenja srčanog mišića doksorubicinom. 

Pored toga, promene varijabiliteta krvnog pritiska, koje su se desile u 

dekompenzovanoj fazi doksorubicinske kardiomiopatije, imaju i prognostički 

značaj, s obzirom na to da su prethodile letalnom ishodu. 

 

 

3. Sa promenom HRV došlo je i do povećanja sBRS, najverovatnije 

kompenzatorno. Istovremeno oštećenje endotela krvnih sudova i srčanog 

mišića zahtevaju dodatan napor za održavanje kardiovaskularne homeostaze. 

Prema tome, i sBRS bi mogao da posluži kao marker za rànō otkrivanje efekata 

doksorubicinske toksičnosti na kardiovaskularni sistem. 
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4. HRV i sBRS pokazale su se osetljivijim metodama u odnosu na standardne 

metode za praćenje doksorubicinske kardiotoksičnosti – ehokardiografije i 

oštećenje kardiomiocita – troponina T, koje su ukazale na kardiotoksičnost tek 

70. dana od prestanka aplikacije doksorubicina, kada se razvija 

dekompenzacija srca. 

 

 

5. Naši rezultati, takođe, ukazuju da su β1-AR, ali ne i β2-AR, medijatori 

doksorubicinske kardiotoksičnosti kod pacova i da su promene ekspresije 

gena β1-AR povezane sa promena HRV. 
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