ISSN 2787-2047

Broj 3 - septembar 2023. N° 3 - September 2023.

Trendovi u molekularnoj biologiji
Trends in Molecular Biology

GODINA QD OTKRICA
SEKUNDARNE STRUKTURE MOLEKULA DNK

Beograd - Belgrade - 2023.
IMGGI « IMGGE




aj - Content

z

Sadr

- Trends in Molecular Biology

70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK 8
The 70t anniversary of the discovery of DNA secondary structure
Goran Brajuskovic

Varijabilnost mitohondrijskog genskog pula stanovnika Republike Srbije 18
Mitochondrial gene pool variability of the residents of the Republic of Serbia
Slobodan Davidovi¢, Jelena M. Aleksi¢, Milena Stevanovic i Natasa Kovacevi¢ Grujicic

Sekvenciranje dugih fragmenata - sledeci nivo genomskih istrazivanja 38
Long read sequencing - the next level in genomic research

Dusanka Savic¢-Pavicevi¢, Lana Radenkovi¢, Luka Velimirov, Nemanja Radovanovi¢,

Anastasija Ninkovi¢, Nemanja Garai, Milos Brkusanin, Marko Pani¢, Jovan Pesovi¢

Stereotipija B-celijskog receptora u hroni¢noj limfocitnoj leukemiji 58
B-cell receptor stereotypy in chronic lymphocytic leukemia
Teodora Karan-Burasevic

Sadasnjost i buducnost primene sekvenciranja nove generacije za retke bolesti 78
Present and future of next-generation sequencing application for rare diseases
Maja Stojiljkovi¢ i Jovana Komazec

Uloga vazopresinskog sistema paraventrikularnog jedra u razvoju hipertenzije 90
The role of paraventricular nucleus vasopressin system in development of hypertension
Bojana Stevanovi¢, Nina Japundzié-Zigon

Antioksidativni i antiinflamatorni efekti suplementacije orasima (Juglans regia L.)

na srce u metabolickom sindromu izazvanom ishranom bogatom fruktozom 106
Antioxidative and antiinflamatory effects of walnut supplementation (Juglans regia L.)

on heart with fructose-rich diet-induced metabolic syndrome

Maja Bubi¢, Maja Zivkovié

PHACTR1 u kardiovaskularnim bolestima: od studija asocijacije na celokupnom genomu do funkcionalnih studija...........ccooccocomurvurrrnuerneen. 122
PHACTRT in cardiovascular disease: from genome-wide association studies to functional studies
Jovana Kuvelji¢, Tamara Djuri¢

Uloga ciljanih (epi)genetickih modifikacija u potencijalnoj terapiji dijabetesa 138
The role of targeted (epi)genetic modifications in potential diabetes therapy
Marija Pordevi¢, Svetlana Dini¢, Mirjana Mihailovi¢, Aleksandra Uskokovi¢, Nevena Grdovi¢, Jelena Arambasi¢ Jovanovi¢, Melita Vidakovi¢

Uticaj delecije gena Mif na razvoj gojaznosti i steatoze jetre kod miSeva na rezimu ishrane obogacene fruktozom................ccoecevvmeccrrrnneccns 151
The effects of deletion of the Mif gene on the development of obesity and hepatic steatosis in mice on fructose enriched diet
Ljupka Gligorovska i Ana Djordjevic

Varijante i transkripcija gena koji kodiraju komponente leptinskog signalnog puta,

inflamacije i antioksidativne zastite u patogenezi multiple skleroze 168
Variants and transcription of genes of the leptin signaling pathway, inflamation

and antioxidant protection in pathogenesis of multiple sclerosis

Ivana Koli¢, Ljiljana Stojkovi¢

Parkinsonova bolest - dokle se stiglo? 184
Parkinson’s disease - state of the art
Jadranka Mileti¢ Vukajlovi¢, Dunja Drakuli¢

Znacaj farmakogenetike u terapijskom pristupu akutnog ishemijskog mozdanog udara

rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena 205
Importance of pharmacogenetics for ischemic stroke therapy with recombinant tissue plasminogen activator

Marija Dusanovic Pjevic

Beta-adrenergicki receptori i kinaze uklju¢ene u proces njihove nishodne regulacije

u eksperimentalnom modelu kardiomiopatije izazvane doksorubicinom 218
Beta-adrenergic receptors and kinases involved in the process of their downregulation

in experimental model of cardiomyopathy induced by doxorubicin

Marija Kosi¢, Zorica Nesi¢, Nina Zigon

Uticaj genetickih faktora na efikasnosnost i toksi¢nost terapije metotreksatom kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom................... 232
Genetic factors impacting the efficacy and toxicity of methotrexate therapy in rheumatoid arthritis patients

Milka Grk

Ekstrakti briofita kao imunomodulatori 245

Bryophyte extracts as immunomodulators
Tanja Luni¢, Bojan Bozi¢, Biljana Bozi¢ Nedeljkovi¢

Struktura, funkcija i regulacija ekspresije gena za akvaporine pri susi kod biljaka 256
Structure, function and regulation of aquaporin gene expression during drought in plants

Marija Puri¢

Identifikacija gena za arabinogalaktanske proteine (AGP) biljaka koris¢enjem metoda masinskog ucenja 269

Identification of AGP genes of plants using machine learning methods
Danijela Paunovi¢



Predgovor

Proslo je 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK. Od tog momenta molekularna bio-
logija se razvija neverovatnom brzinom. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ u svakom poglavlju pokazuju
fascinantne domete koje dostiZze molekularna biologija naseg vremena. | Nobelove nagrade se skoro svake
godine dodeljuju za postignuca iz ove naucne discipline. A nasi molekularni biolozi drze korak sa modernim
trendovima. Jedan od autora ovog Zbornika govori :,Bez sumnje, ono 3to je otkrice elektrona bilo za 20. vek
to su otkri¢a genomike za 21. vek.” Autori,,Trendova u molekularnoj biologiji 3“ ni najmanje ne sumnjaju u to.

Ove godine TMB3 prati i suplement, Knjiga apstrakata Drugog kongresa molekularnih biologa Srbije
(CoMB0S2). Pod pokroviteljstvom Srpskog drustva za molekularnu biologiju, Beograd je bio 2023. godine
mesto susretanja molekularnih biologa Srbije, regiona i Evrope. Doprinos Kongresu, koji su obelezila inspi-
rativna predavanja i inovativne naucne ideje, dali su svi molekularni biolozi Srbije. Formula uspesnosti i ovde
je bila aktuelna:

»Svi za jednog, jedan za svi!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji



- Trends in Molecular Biology

Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tredi broj Trendova u molekularnoj biologiji predstavlja nastavak dobre prakse prikazivanja najboljih
naucnih radova mladih istraziva¢a Republike Srbije u oblasti molekularne biologije, kao i najznacajnijih ot-
krica i metodoloskih pomaka u ovoj oblasti. Osim ovog glavnog cilja, Trendovi ne zaboravljaju znacajne go-
didnjice i podsecanja na najznacajnija dostignuca i prekretnice u razvoju molekularne biologije. Tako je u
ovom tre¢em broju prikazan jedan od temeljnih radova u ovoj oblasti - 70 godina od otkri¢a sekundarne
strukture DNK. Radovi koji su obelezili proslu godinu i koji su ovde prikazani odnose se na proucavanje ge-
noma starih humanih populacija i evolucije (Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2022), a metodo-
loski pomak je sekvenciranje dugih fragmenata DNK.

Trendovi u molekularnoj biologiji 3 svojim sadrzajem u potpunosti su opravdali naziv koji nose - pri-
kazani radovi su tematski aktuelni, inspirativni i veoma znacajni u nau¢nom i Sirem drustvenom smislu. Ova
publikacija predstavlja svojevrsni presek stanja u molekularnoj biologiji u Srbiji i deo je napora da se prate
trendovi i drzi korak sa molekularnom biologijom u svetu. Zbog znacaja koji ima, nadam se da ¢e se trend
objavljivanja Trendova nastaviti i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Tematski zbornik,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 je treci broj u nizu izdanja koje ima za cilj da pri-
kaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u prethodnoj go-
dini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 12 predstavljaju revijske radove proizasle iz doktorskih disertacija
mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti molekularne biolo-
gije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 6 poglavlja su prikazi aktuelnih tema iz mo-
lekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je posveceno
jubileju, sedamdesetogodisnjici od otkri¢a strukture molekula DNK, momentu kad je molekularna biologija
krupim koracima krenula ka budu¢nosti, u kojoj je uz ITK tehnologije postala vodeca nauka.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. To je, ocigledno,

najznacajnija tema za nase istrazivace koji se bave molekularnom biologijom. Tu su i 3 poglavlja iz oblasti
farmakogenomike, koja predstavlja najnoviji trend u medicini — personalizovana (precizna) medicina. Ova
3 rada svedoce o tome da nasi naucnici prate najnovija stremljenja u medicini. Posebno treba istaci dopri-
nos mladih istraZivaca iz grupe medicinskih fakulteta ovom izdanju. Cak ¢etvoro istraziva¢a sa Medicinskog
fakulteta i jedan sa Stomatoloskog fakulteta su prilozili poglavlja nastala iz njihovih doktorskih disertacija.
Ovo pokazuje da medicina u Srbiji prati svetske trendove. Ovaj broj Tematskog zbornika svedodii o tome
da su znacajna postignu¢a molekularnih biologa u Srbiji donela napredak nasoj medicini.
Prva dva broja Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1 i 2” su dozivela veliko interesova-
nje.Imala su i svoju promociju na Sajmu knjiga. Interesovanje autora da objave svoje rezultate u tematskom
zborniku ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 govori da je ovaj tip publikacije nedostajao nasoj nau¢noj
zajednici.

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovi¢, redovni profesor,

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ sadrzi prikaze nekih od najznacajnijih tema u
molekularnoj biologiji, pocev od ovogodisnjeg jubileja - 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture mole-
kula DNK, preko odabira aktuelnosti koje su obeleZile prethodnu godinu u svetu, do naucnih rezulatata iz
ove oblasti koje su ostvarili istrazivaci iz Srbije. U okviru Aktuelnih tema, sumirani su rezultati istrazivanja iz
oblasti fiziologije i medicine za koje je u 2022. godini dodeljena Nobelova nagrada, a odnose se na geno-
miku starih humanih populacija i evoluciju. Takode, dat je i prikaz metode sekvenciranja dugih fragmenata,
koja je po ¢asopisu Nature Methods odabrana za metodu 2022. godine. Preostale teme su iz oblasti kojima
se bave istrazivaci iz Srbije, a koje ukljucuju istrazivanja iz biomedicine, farmakogenomike, kao i moleku-
larne biologije biljaka. Vazno je istaci da su mladi doktori nauka aktivno uc¢estvovali uizradi ovog Zbornika,
tako da 12 poglavlja u okviru navedenih oblasti predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija odbranjenih u prethodnoj godini.

Znacajno je da se ovaj Tematski zbornik objavljuje ve¢ tre¢u godinu za redom, kao i to da su u njego-
voj realizaciji ove godine ucestvovali istrazivaci iz razli¢itih nau¢nih instituta (3) i fakulteta (3) Univerziteta u
Beogradu. Ove ¢injenice ohrabruju, ukazujuci da u nasoj zemlji postoji kontinuitet u istrazivanjima u mole-
kularnoj biologiji koja su aktuelna u svetu, uz to da su dobijeni rezultati iz ove oblasti dostupni i $iroj ja-
vnosti na maternjem jeziku. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3” je tematski zbornik u kome su objedinjeni
rezultati fundamentalnih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji, iz te-
matskih oblasti koje su prepoznate i aktuelne u svetu.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik,
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo

Univerzitet u Beogradu
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Beta-adrenergicki receptori i kinaze ukljucene u proces njihove
nishodne regulacije u eksperimentalnom modelu kardiomiopatije

izazvane doksorubicinom
Marija Kosi¢, Zorica Nesi¢, Nina Zigon
Institut za farmakologiju, klinicku farmakologiju i toksikologiju, Medicinski fakultet

Univerziteta u Beogradu
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Apstrakt

Doksorubicin je efikasan lek u terapiji brojnih maligniteta. Medutim, njegovu upotrebu umnogome ogra-
ni¢ava nastanak kardiotoksi¢nosti, koja moze dovesti do kongestivne sréane insuficijencije. Mehanizmi
doksorubicinske kardiotoksi¢nosti nisu sasvim razjasnjeni, a kada dode do kongestivne sr¢ane insufici-
jencije, stopa smrtnosti je priblizno 50%. lako specifi¢na terapija ne postoji, efikasnost su pokazali anta-
gonisti beta-adrenergickih receptora (B-AR). U sr¢anoj insuficijenciji je pokazano da kompenzatorno
povecan tonus simpatikusa i cirkuliducih kateholamina dovodi do selektivne nishodne regulacije 31-AR,
sto dalje smanjuje kontraktilnu snagu srca. U procesima desenzitizacije i nishodne regulacije B-AR, vaznu
ulogu imaju kinaze G protein-spregnutih receptora (GRK) i arestini. Utvrdeno je da je GRK2 ushodno re-
gulisana u nekim eksperimentalnim modelima sré¢ane insuficijencije i da njena inhibicija sprecava stetno
remodelovanje sr¢anog tkiva. Ovaj rad daje pregled rezultata istrazivanja $-AR i procesa njihove nisho-
dne regulacije, kao i uticaja inhibicije GRK2 na remodelovanje srca u kardiomiopatiji izazvanoj doksorubi-
cinom.

Kljucne reci: doksorubicin, kardiotoksi¢nost, beta-adrenergicki receptor, GRK2



Beta-adrenergic receptors and kinases involved in the process

of their downregulation in experimental model of cardiomyopathy
induced by doxorubicin

Marija Kosi¢, Zorica Nesi¢, Nina Zigon

Institute of Pharmacology, Clinical Pharmacology and Toxicology, Faculty of Medicine,

University of Belgrade
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Abstract
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Doxorubicin is an effective drug for the treatment of numerous malignancies. However, its use is greatly
hampered by the occurrence of cardiotoxicity, which can lead to congestive heart failure. The mechanisms
of doxorubicin cardiotoxicity are not fully understood, and when congestive heart failure occurs, the mor-
tality rate is approximately 50%. Although there is no specific treatment for doxorubicin cardiotoxicity,
beta-adrenergic receptor (B-AR) antagonists have limited efficacy. In heart failure, compensatory increa-
sed sympathetic tone and circulating catecholamines lead to selective downregulation of $1-AR, which
further reduces the contractile force of the heart. G protein-coupled receptor kinases (GRKs) and arrestins
play an important role in the processes of desensitization and downregulation of 3-AR. GRK2 has been
found to be up-regulated in some experimental models of heart failure and its inhibition prevents harm-
ful remodeling of cardiac tissue. This paper provides the findings on B-AR and the process of their do-
wnregulation, as well as on the effects of GRK2 inhibition on cardiac remodeling in doxorubicin-induced
cardiomyopathy.

Key words: doxorubicin, cardiotoxicity, beta-adrenergic receptor, GRK2
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KARDIOMIOPATIJA IZAZVANA DOKSORUBICINOM

Sinteza doksorubicina iz bakterijskog soja Streptomyces peucetius subsp.caesius Sezdesetih godina pro-
Slog veka smatra se prekretnicom u lecenju solidnih i hematoloskih maligniteta i kod odraslih i kod dece [1].
Medutim, doksorubicin nije selektivan za tumorske i druge visokoproliferativne celije, ve¢ se velikim afini-
tetom vezuje i za sr¢ane ¢elije i dovodi do njihovog ostecenja [2]. Kardiotoksi¢nost predstavlja ozbiljno ne-
Zeljeno dejstvo, koje umnogome ogranicava onkolosku primenu doksorubicina i moze dovesti do
kongestivne srcane insuficijencije [3].

Akutna kardiotoksi¢nost nastaje kod oko 11% pacijenata tokom primene doksorubicina ili nekoliko
dana po prestanku primene leka [3]. Pretpostavlja se da je u osnovi njenog nastanka edem srca [3], a naj-
tedce se manifestuje razli¢itim poremecajima sréanog ritma [4]. Cini se da ve¢i zdravstveni problem pred-
stavlja hroni¢na tzv. odloZena kardiotoksi¢nost, koja se naj¢esce javlja tokom mesec dana od prestanka
primene leka, ali je njena pojava moguca i 10 godina po prestanku terapije doksorubicinom [3]. Neke re-
trospektivne studije pokazuju da viSe od polovine tretiranih bolesnika razvija laksi oblik disfunkcije leve ko-
more srca tokom 3est godina nakon prekida terapije doksorubicinom [5]. Cinjenica da ¢esto nema
pravovremene dijagnoze ni adekvatne prevencije i terapije, ¢ini doksorubicinsku kardiomiopatiju smrto-
nosnom boles¢u. Kada se razvije kongestivna sr¢ana insuficijencija, mortalitet je priblizno 50% [3].

Mehanizmi nastanka odloZene doksorubicinske kardiomiopatije nisu sasvim razjasnjeni. U osnovi kar-
diotoksi¢nog delovanja su sli¢ni mehanizmi kojima doksorubicin ispoljava Zeljeno antitumorsko dejstvo
(Slika 1): inhibicija topoizomeraze lI} i poremecaj replikacije DNK, geneza slobodnih radikala, stvaranje kom-
pleksa sa gvozdem, ostecenje celijske membrane, poremedaj transporta unutarcelijskih jona i sledstvena
aktivacija signalnih puteva koji dovode do celijske smrti [6]. U nasem istrazivanju iz 2021. godine ispitivali
smo promene u ekspresiji gena vaznih za strukturno remodelovanje srca i inflamatorni odgovor, a koji bi
mogli biti pod uticajem toksi¢nih doza doksorubicina [7]. Bolje razumevanje fenotipske heterogenosti do-
ksorubicinske kardiomiopatije, moglo bi dovesti do otkri¢a novih molekularnih meta kardioprotektivne te-
rapije [7].

S obzirom da su terapijske mogucnosti doksorubicinske kardiomiopatije ogranicene i ¢esto neefikas-
ne, u prvi plan se stavlja prevencija toksi¢nih ostecenja srca. Deksrazoksan je jedini kardioprotektivni agens
odobren od strane Americke uprave za hranu i lekove (engl. Food and drug administration — FDA) za dokso-
rubicinsku kardiotoksi¢nost [6]. Kao helator gvozda, deksrazoksan sprecava stvaranje izuzetno reaktivnog
hidroksil radikala, ali i vezivanje doksorubicina za topoizomerazu I i na taj nac¢in dovodi do inhibicije re-
plikacije DNK u srcanim ¢elijama [8]. Ostale preventivne opcije nisu specifi¢ne i obuhvataju procenu sr¢ane
funkcije pre zapocinjanja terapije, ograni¢enje kumulativne doze doksorubicina [4] i primenu nano formu-
lacija doksorubicina, ¢ime se lek selektivnije doprema u tumorsko tkivo [9].

Ne postoji specifi¢na terapija za doksorubicinsku kardiomiopatiju. U klini¢koj praksi najcesc¢e se kori-
ste kombinacije antagonista beta-adrenerickih receptora (3-AR) i inhibitora angiotenzin-konvertujuceg en-
zima, koje su se pokazale najefikasnijim u sprecavanju sr¢anog ostecenja [10]. Odavno se u pitanje dovodi
neselektivna blokada B-AR koja, iako stiti srce od prekomerene kateholaminske stimulacije sprovodnog sis-
tema, smanjuje snagu kontrakcije ve¢ oslabljenog sr¢anog misic¢a [11]. Zbog toga je vazno istrazivati sig-
nalne puteve specifi¢ne za odredeni podtip B-AR i njihove potencijalne klinicke implikacije [12].



BETA-ADRENERGICKI RECEPTORI U ZDRAVOM SRCU | SRCANOJ INSUFICIJENCLI

Efekti simpatickog nervnog sistema na srce, povecanje snage srcane kontrakcije i sprovodljivosti, pri-
marno su posredovani 31-AR, dok stimulacija $5-AR doprinosi dodatnom povecanju sr¢ane frekvence i kon-
traktilnosti [13]. Odnos 1-AR:$>-AR u zdravom srcu iznosi priblizno 75:25% u korist 31-AR [14]. Ekspresija
B3-AR neznatna je u fiziolokim uslovima, ali se smatra da moZe biti povecana kod oStecenja miokarda raz-
licite etiologije. Pokazano je da B3-AR manje podleZu procesima desenzitizacije i nishodne regulacije i da nji-
hova stimulacija dovodi do kardioprotektivnih efekata, poput antihipertrofi¢cnog i antioksidativnog efekta
[15].

Svi podtipovi -AR strukturno su veoma sli¢ni i pripadaju G protein-spregnutim receptorima (engl. G pro-
tein coupled receptors — GPCR) [13]. Ovim receptorima veliku funkcionalnu raznolikost omogucuju razliciti G pro-
teini, preko kojih se pokrec¢e mnostvo signalnih puteva sa najrazlicitijim efektima unutar celije [16]. lako su u
fizioloSkim uslovima B-AR primarno vezani za stimulatorni G protein (G), pokazano je da 35-AR u patoloskim
stanjima mogu aktivirati inhibitorni G; signalni put i dovesti do relaksacije sr¢ane misi¢ne celije [17]. U sréanoj
insuficijenciji, kompenzatorno povecana aktivnost simpatickog nervnog sistema i kateholaminska stimulacija
B-AR dovodi do selektivne nishodne regulacije 31-AR, pa se odnos 31-AR:B5-AR menja na priblizno 50:50% [11].
Medutim, pored ovoga, u sr¢anoj insuficijenciji favorizovana je inhibitorna G; signalna kaskada preko 3,-AR,
$to dodatno stiti srce od kardiotoksi¢nih efekata prevelike kateholaminske stimulacije [18].

Zanimljivo je da B1-AR i 5-AR ucestvuju u signalnim putevima sa suprotnim efektima na sudbinu sr-
¢ane misic¢ne ¢elije (Slika 2). Naime, na neonatalnim kardiomiocitima pacova [19] i adultnim kardiomiocitima
mideva [20], pokazano je da stimulacija 1-AR pokrece proapoptotske signalne puteve. Sa druge strane, sti-
mulacija $,-AR spregnutih sa G; stiti sr¢ane Celije od apoptoze [17]. Podela 3-AR na,kardiotoksi¢ne” 31-AR
i ,kardioprotektivne” B5-AR u nastanku srcane insuficijencije smatra se kontroverznom i upros¢enom. Na
ulogu -AR u patofizioloSkom procesu utice, ne samo etioloski faktor koji je doveo do sréane insuficijencije
(ishemija, opterecenje pritiskom, toksini), ve¢ i duzina trajanja patoloskog procesa (akutni/hroni¢ni) [11].
Ipak, poznavanje signalnih puteva specifi¢nih za odredeni podtip B-AR moglo bi otkriti potencijalne nove
mete u terapiji sr¢ane insuficijencije.

BETA-ADRENERGICKI RECEPTORI U DOKSORUBICINSKOJ KARDIOMIOPATLJI

U razlicitim eksperimentalnim modelima kardiomiopatije izazvane doksorubicinom dobijeni su oprec-
ni rezultati ekspresije B1-AR i 5-AR [21, 22, 23] 5to bismo mogli objasniti razlikama u eksperimentalnim Zi-
votinjama, dozi doksorubicina, doznom rezimu i nacinu aplikacije leka. U nasim prethodnim istrazivanjima
[7, 24] ekspresija gena za B1-AR i B5-AR nije bila promenjena, u skladu sa nalazom nepromenjene gustine
ovih receptora iz istrazivanja Robisona i Girija na subkutanom modelu doksorubicinske kardiomiopatije
[23]. Medutim, iako je gustina [3-AR ostala oc¢uvana, pokazan je smanjen afinitet 3-AR za kateholamine i po-
sledi¢no smanjena kontraktilna snaga sréanog misica [23].

U nadem istrazivanju iz 2019. godine, na peritonealnom modelu doksorubicinske kardiomiopatije kod
pacova Wistar soja, u kompenzovanoj fazi kardiomiopatije (35 dana nakon aplikacije doksorubicina) izme-
rena je povecana ekspresija gena za 31-AR, dok se ekspresija gena za 5-AR nije statisticki znacajno pro-
menila [22]. U dekompenzovanoj fazi kardiomiopatije (70 dana nakon aplikacije doksorubicina) nismo
izmerili znacajne promene genske ekspresije B1-AR i 35-AR [22].,Prolazno” povecanje ekspresije gena za 31-
AR moglo bi sugerisati da su oni odgovorni za povecanu osetljivost sranog misi¢a na kateholamine i po-
vecani varijabilitet sr¢ane frekvencije, dobijen u ovom istrazivanju [22]. Ovakvi nalazi u skladu su sa
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rezultatima studija na 31-AR —/— nokaut misevima, 35-AR —/— nokaut misevima i dvostrukim 31-AR/ 3,-AR
—/— nokaut midevima [25, 26], koji pokazuju da B1-AR posreduju u kardiotoksi¢nim mehanizmima dokso-
rubicina, dok B5-AR imaju zastitnu ulogu. Takode, povecana ekspresija 31-AR mogla bi biti kljuna za raz-
voj hipertrofi¢ne kardiomiopatije [26, 27, 28], koja Cesto prethodi sistolnoj disfunkciji srca tj. dilataciji [21].

Studija na Sprague-Dawley pacovima tretiranim sa 6 intraperitonealnih injekcija u dozi 2,5 mg/kg dok-
sorubicina, pokazala je remodelovanje ekspresije i funkcije B-AR. Tri nedelje nakon poslednje injekcije dok-
sorubicina, genska i proteinska ekspresija B3-AR bila je nepromenjena, dok je u kasnijoj fazi kardiomiopatije
(nakon 70 dana) ekspresija 33-AR bila smanjena [21], $to nije u skladu sa rezultatima Sun i saradnika [29]. Po-
kazana je povecana proteinska ekspresija 35-AR 35. dana nakon prve doksorubicinske injekcije, dok je pro-
teinska ekspresija 31-AR bila smanjena i 35.i 70. dana nakon prve doksorubicinske injekcije [21], u skladu
sa promenjenim odnosom B1-AR:35-AR u sréanoj insuficijenciji [30]. Zanimljivo je da smanjena 31-AR
ekspresija u ranoj fazi kardiomiopatije nije ostetila funkciju ovih receptora, $sto se moze objasniti neprome-
njenom ekspresijom Gsa i povecanom ekspresijom adenilat-ciklaze [21]. Ovakav rezultat je u kontrastu sa
nalazima izmenjene signalne transdukcije preko 3-AR sa smanjenom aktivnosc¢u adenilat-ciklaze na razlici-
tim modelima doksorubicinske kardiomiopatije [31, 32]. Pojaana 3,-AR/Gg signalizacija povezana je sa
oc¢uvanom kontraktilnom funkcijom srca u studiji Merlet i saradnika, ali je i dalje nejasno da li ovo pred-
stavlja koristan kompenzatorni ili Stetni mehanizam [21].

S obzirom da i ekspresija gena za 3-AR i njihova nishodna regulacija mogu menjati gustinu receptora
na sréanim celijama, deo naseq istrazivanja posvetili smo merenju ekspresije klju¢nih molekula uklju¢enih
u procese desenzitizacije i nishodne regulacije GPCR: kinaza GPCR (engl. G protein-coupled receptor kinase
- GRK) i arestina [33].

KINAZE G PROTEIN-SPREGNUTIH RECEPTORA

GRK predstavljaju veliku porodicu serin/treonin-kinaza i, zajedno sa arestinima, ucestvuju u procesu
nishodne regulacije razli¢itih GPCR [34]. Pored ove tzv. kanonske uloge u desenzitizaciji i internalizaciji GPCR,
pokazano je da su ove kinaze ukljucene u brojne interakcije sa signalnim proteinima u ¢eliji i da imaju mno-
gostruke efektorske uloge, nezavisno od GPCR [35].

Najzastupljenije GRK u sr¢éanom tkivu su kinaze B-AR (GRK2 i GRK3) (Slika 3) i membranske kinaze GRK5
i GRK6 (Yi i saradnici, 2005). Citoplazmatski proteini GRK2 i GRK3 fosforilisu GPCR aktivirane agonistima, na
reziduama serina i treonina i omogucavaju vezivanje arestina 2 ([3-arestin 1) i arestina 3 ([3-arestin 2) [36]. Ares-
tini se velikim afinitetom vezuju jedino za receptore okupirane agonistima i fosforilisane ovim kinazama, i vrse
sternu inhibiciju vezivanja G proteina [36]. Takode, oni predstavljaju adapterske proteine za povezivanje sa
elementima endocitotskog kompleksa i tako ucestvuju u klatrinom posredovanoj internalizaciji fosforilisanog
receptora [35] (Slika 4). Dalja sudbina receptora moze biti njegova degradacija u lizozomima ili vra¢anje na
povrsinu celijske membrane — recikliranje receptora. Smatra se da upravo od jacine arestin-receptor inte-
rakcije zavisi u kom ¢e smeru i¢i sudbina receptora (klasa A i klasa B GPCR) [37]. Receptori iz klase A (npr. 35-
AR) internalizuju u ¢eliju procesom endocitoze posredovane klatrinskim vezikulama, ali se brzo disociraju od
arestina 2, ,recikliraju” i vra¢aju na povrsinu celijske membrane. Sa druge strane, klasa B GPCR (npr. receptor
za angiotenzin tip 1A, receptor za vazopresin tip V2) sa jednakim afinitetom aktivira arestin 1 i arestin 2 te do-
lazi do formiranja stabilnih kompleksa unutar endocitotske vezikule i degradacije receptora [37].

Membranske kinaze GRK5 i GRK6 fosforilisu receptore okupirane agonistom i, za razliku od GRK2 i GRK3,
stimulisu arestinom-posredovanu signalnu transdukciju u Celiji, pre nego arestinom-posredovanu desenzi-



tizaciju i internalizaciju receptora [38]. GRK2 se ¢esto oznacava kao interaktom jer modulise razli¢ite efekte na
nivou celije, nezavisno od fosforilacije GPCR [34] (Slika 5). Stupajudi u interakcije sa mnogobrojnim proteinima
uklju¢enim u signalne kaskade, GRK2 kontrolise produkciju hemokina [39], u¢estvuje u procesima organiza-
cije citoskeleta i migracije celija [40], ali i inhibira apoptozu posredovanu faktorom transformacije rasta beta
(engl. transforming growth factor beta - TGF-B) [14]. Cinjenica da je GRK2 ,&vor” signalne mreZe u sréanoj ce-
liji i da promene njene ekspresije i/ili aktivnosti mogu imati vazne efekte na razvoj kardiovaskularnih bolesti
kod ljudi, ¢ini ovu kinazu potencijalno vaznim dijagnosti¢kim markerom i terapijskom metom [34].

GRK2 i GRK3 U DOKSORUBICINSKOJ KARDIOMIOPATUJI

U tkivu srca citosolna GRK2 predstavlja najzastupljeniju izoformu i glavni je regulator sréane kontrak-
tilnosti i frekvencije posredovane B-AR [41]. GRK3 izgleda ima vedi afinitet za endotelinske receptore i alfa-
adrenergicki receptor 1 (a1-AR), $to ovu kinazu cini primarnim kontrolorom signalnih puteva rasta i
prezivljavanja kardiomiocita [42].

Pre nasegq istrazivanja, jedino su Sun i saradnici na modelu doksorubicinske kardiomiopatije ispitivali
kako kastracija i terapija testosteronom uti¢u na na $-AR i proces njihove nishodne regulacije [29]. Medu-
tim, u drugim modelima srcane insuficijencije kod zivotinja [41, 43] i ljudi [44], signalni put nishodne regu-
lacije B-AR vise je izu¢avan i izmerena je povecana ekspresija GRK2. Smatra se da povecana aktivnost
simpati¢kog nervnog sistema u sr¢anoj insuficijenciji predstavlja rani okidac za porast GRK2, koji dovodi do
desenzitizacije i nishodne regulacije B-AR i tako stiti srce od toksi¢nih efekata kateholamina [45]. Ovo pred-
stavlja odbrambeni mehanizam samo u pocetnoj fazi bolesti, dok dugotrajna desenzitizacija f-AR i sma-
njenje njihovog broja na membrani kardiomiocita uzrokuju slabljenje kontraktilne snage srca i dalje
propadanje sr¢anog misica [46]. Kao regulator signalne transdukcije u Celiji, nezavisno od fosforilacije B-AR,
GRK2 moze proizvesti dodatne Stetne efekte u sréanoj insuficijenciji poput aktivacije proapoptotskih sig-
nalnih kaskada [47], poremecaja unutarcelijskog prometa Ca?*[48] i smanjenog preuzimanja glukoze u kar-
diomiocite [49].

U nasem istrazivanju nismo izmerili promene u ekspresiji gena za GRK2, GRK3, arestin 2 i arestin 3 kod
pacova tretiranih doksorubicinom koji su razvili dilatacionu kardiomiopatiju (engl. dilated cardiomyopathy
- DCM) [24]. Medutim, kod pacova sa hipertroficnom kardiomiopatijom (engl. hypertrophic cardiomyopathy
- HCM), statisticki je znacajno bila povecana genska ekspresija i imunoreaktivnost GRK2 i GRK3 u sréanom
tkivu [24]. Kako je u HCM ekspresija 3-AR ostala nepromenjena, a sr¢ana funkcija o¢uvana (nepromenjena
ejekciona frakcija leve komore), moze se pretpostaviti da porast genske ekspresije i sinteze GRK2 nije po-
vezan sa nishodnom regulacijom B-AR, ve¢ da ima neke nekanonske funkcije u ¢eliji [24]. Ovakav nalaz u
skladu je sa otkricem da GRK2 pokrece signalni put vazan za nastanak hipertrofije kardiomiocita, potenci-
rajuci aktivnost klju¢nog hipertrofi¢nog faktora — nuklearnog faktora aktiviranih T ¢elija (engl. nuclear factor
of activated T-cells — NFAT) [41]. Pokazana snazna povezanost izmedu ekspresije GRK2 i relativne debljine zida
miokarda, merene ehokardiografski, u nasem istrazivanju dodatno govori u prilog da povecana ekspresija
i sinteza GRK2 doprinose nastanku hipertrofi¢ne kardiomiopatije [24]. | povec¢ana ekspresija GRK3 mogla bi
imati ulogu u signalnim putevima rasta kardiomiocita, nezavisnim od B-AR, a u skladu sa prethodnim istra-
Zivanjem na transgenim misevima [42].
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INHIBICIJA GRK2 KAO POTENCIJALNA TERAPIJSKA MOGUCNOST
U PREVENCUI I LECENJU DOKSORUBICINSKE KARDIOMIOPATIJE

Pored toga 5to se povecan nivo GRK2 smatra novim ranim biomarkerom sréane insuficijencije kod ljudi
[50], inhibicija ove kinaze mogla bi predstavljati terapijsku metu sa potencijalno znac¢ajnim uticajem na
progresiju i ishod ovog oboljenja [51]. Tome u prilog govore rezultati razli¢itih istrazivanja u kojima je pri-
mena GRK2 inhibitora sprecila Stetno remodelovanje miokarda i povecala prezivljavanje eksperimentalnih
Zivotinja [51, 52], poboljsala metaboli¢ke funkcije, organizaciju i funkciju mitohondrija i kontraktilni odgo-
vor sréane misi¢ne cCelije [53]. GRK2 se navodi i kao nova obecavajuc¢a meta u terapiji sr¢ane hipertrofije [41],
koja Cesto prethodi dilataciji i padu ejekcione frakcije leve komore srca [21].

Endogeni GRK2 inhibitor (BARKct) sadrzi poslednjih 194 aminokiselina C-terminusa GRK2 i takmic¢i se sa
GRK2 u vezivanju za GBy subjedinicu [54]. Kako je GRK2 glavni negativni regulator prokontraktilne signalizacije
u miokardu, njenom inhibicijom, obnavlja se sr¢ana inotropna rezerva posredovana 3-AR [55, 56]. Pokazano je
da je kardiospecifi¢na inhibicija GRK2 transferom gena za BARKct uz pomo¢ virusnih vektora, efikasno oporav-
ljala funkciju srca u ¢elijskim i animalnim modelima sréane insuficijencije, te je za ocekivati bilo da primena se-
lektivnih GRK2 inhibitora potencijalno ima klini¢ki znacaj u terapiji kardiovaskularnih oboljenja [57].

Razvoj inhibitora odredenih izoenzima GRK otezan je nedostatkom selektivnosti i nepovoljnim farma-
kokinetickim osobinama ispitivanih supstanci [57]. Medutim, kristalografska analiza pokazala je da se pa-
roksetin, antidepresiv iz grupe selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina (engl. selective serotonin
reuptake inhibitor — SSRI), vezuje za aktivno mesto GRK2 i inhibira ga sa oko 50 puta ve¢om selektivno$¢u u
odnosu na druge GRKizoforme [58]. Paroksetin je efikasan lek u terapiji depresije, ima dobru bioraspoloZiv-
ost nakon oralne primene i povoljna farmakokineticka svojstva [59]. S obzirom na relativno malu mole-
kulsku masu, predstavlja dobru polaznu tacku za racionalni dizajn sli¢nih GRK inhibitora [58]. Razli¢ita
jedinjenja koja povecavaju tacku topljenja GRK2 i/ili GRKS5 ispituju se od strane Konzorcijuma za strukturnu
genomiku Univerziteta Oksford i razvijaju kao novi GRK inhibitori [57].

U nasem istrazivanju kao GRK2 inhibitor koristili smo paroksetin i davali ga pacovima peroralnim putem
u dozi od 10mg/0,5 mL/kg/dan, 5 dana pre aplikacije doksorubicina i tokom celog perioda pracenja ekspe-
rimentalnih Zivotinja. Doza paroksetina odredena je u pilot eksperimentima u nasoj laboratoriji, u kojima je
pokazano da je paroksetin statisticki znacajno smanjio gensku ekspresiju GRK2 samo u dozi od 10
mg/kg/dan [24]. Pacovi kod kojih je istovremeno primenjen doksorubicin i GRK2 inhibitor bili su dobrog
opsteg stanja, sa medijanom prezivljavanja kao kod pacova iz kontrolne grupe, a ehokardiografski nalaz
pokazao je o¢uvanu morfologiju i funkciju leve komore srca [24].

Pokazali smo da paroksetin smanjuje ekspresiju i sintezu GRK2 i GRK3 kod pacova tretiranih doksoru-
bicinom, sto bi moglo imati opisane povoljne efekte na progresiju sréane insuficijencije. Inhibicija GRK2
sprecava maladaptivnu desenzitizaciju -AR, ali i pokretanje signalnog puta hipertrofije srca [41]. Pokazano
je da paroksetin dodatno doprinosi smanjujuci ekspresiju gena za sr¢ani marker hipertrofije - miozinski
teskilanac 7 (engl. myosin heavy chain 7 - MYH7) i gena za markere fibroze poput faktora rasta vezivnog tkiva
(engl. connective tissue growth factor - CTGF) i kolagena | [60]. | na izolovanim sr¢anim celijama izmerena je
povecana amplituda kontrakcije i izoproterenolom-indukovano skracenje u prisustvu paroksetina, a tret-
man paroksetinom pre davanja izoproterenola, znacajno je povecao inotropnu rezervu leve komore srca
miseva in vivo [58]. Smatra se da paroksetin smanjenjem internalizacije 3-AR i stabilizacijom njihove aktiv-
nosti poboljsava efekat antagonista $-AR u le¢enju sr¢ane insuficijencije kod osoba sa smanjenom osetlji-
vos¢u na ovu terapiju [60].



U nadem istrazivanju, paroksetin je povecao gensku ekspresiju i sintezu 31-AR i B5-AR u sréanom tkivu
pacova tretiranih doksorubicinom, $to nije uoceno kod pacova tretiranih samo paroksetinom [24]. Ovakav
nalaz mogao bi predstavljati zastitni mehanizam u ocuvanju kontraktilne rezerve srca. Ranije studije poka-
zale su da paroksetin smanjuje cirkuliSu¢e nivoe kateholamina, renina i aldosterona kod spontano hiper-
tenzivnih pacova, kao i da povecava odgovor 3-AR na kateholamine [60]. Smanjenje nivoa cirkulisucih
kateholamina paroksetinom predstavlja finu neuroendokrinu modulaciju bolesti, uz oc¢uvanje inotropne
rezerve srca posredovane -AR [61].

Nasi rezultati pokazuju da kod pacova kotretiranih paroksetinom i doksorubicinom postoji znacajna
povezanost izmedu genske ekspresije 31-AR i GRK2, kao i izmedu $5-AR i GRK2, u skladu sa rezultatom iz
studije Monto i saradnika [62]. Na osnovu ovih korelacija, moglo bi se pretpostaviti da je GRK2 uglavnom od-
govorna za fosforilaciju i posledi¢nu nishodnu regulaciju B-AR. Cinjenica da genska ekspresija GRK3 nije po-
vezana sa ekspresijom ni 1-AR ni 5-AR, moze se tumaciti kao nedostatak zajednickog regulatornog
mehanizma [24].

Moguce je da paroksetin razli¢itim mehanizmima od inhibicije nishodne regulacije $-AR dodatno do-
prinosi smanjenju doksorubicinske kardiotoksi¢nosti. Na modelu endotelne disfunkcije pokazano je da sma-
njuje stvaranje superoksidnih radikala u mitohondrijama [63]. S obzirom da GRK2 ¢esto oznacavaju,kinazom
smrti” (engl. pro-death kinase) [47, 64] jer pokrece proapoptotske signalne puteve u celiji i da je nishodna
regulacija GRK2 imala povoljne antiapoptotske efekte usled povecanja nivoa antiapoptotskih proteina poput
Bcl-2 i Bcl-xI u sr¢anom tkivu [64], moZemo pretpostaviti da inhibicija GRK2 pod uticajem paroksetina an-
tioksidativnim mehanizmom doprinosi smanjenju kardiotoksi¢nosti doksorubicina.

ZAKLJUCAK

Kardiotoksi¢nost doksorubicina predstavlja veliki izazov jer umnogome ogranic¢ava njegovu primenu
u le¢enju maligniteta, a postojece preventivne i terapijske opcije ogranicene su, nespecifi¢ne i cesto neefi-
kasne. Zbog toga je traganje za novim molekularnim metama jedna od strategija povecanja bezbednosti pri-
mene doksorubicina. Vazna karakteristika kardiomiopatije izazvane doksorubicinom je remodelovanje
ekspresije i funkcije B-AR. Selektivna nishodna regulacija B1-AR posredovana GRK2 doprinosi Stetnom re-
modelovanju srca pa se inhibicija GRK2 namece kao nova potencijalna meta sa znacajnim uticajem na pro-
gresiju i ishod sr¢ane insuficijencije. Primena antidepresiva paroksetina, selektivnog GRK2 inhibitora, ima
potencijalne kardioprotektivne efekte kod doksorubicinske kardiomiopatije i sugerise repozicioniranje ovog
leka za prevenciju/terapiju doksorubicinske kardiomiopatije kod pacijenata sa malignitetima. Cinjenica da
je depresija ¢est komorbiditet kod obolelih od tumora, dodatno ohrabruje evaluaciju kardioprotektivnih
efekata paroksetina kod onkoloskih pacijenata izlozenih velikim, kardiotoksi¢nim dozama doksorubicina.
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Slika 2. Signalni putevi B1-AR i 5-AR u zdravom srcu.

B-AR: beta-adrenergicki receptor; Gs: stimulatorni G protein; Gi: inhibitorni G protein; AC: adenilat-ciklaza; ATP: adenozin trifosfat; cCAMP: cikli¢ni adenozin monofosfat;
PKA: protein-kinaza A; CaMKIl: Ca2+/kalmodulin-zavisna proteinska kinaza; PI3K: fosfatidilinozitol-3-kinaza; PKB: protein-kinaza B; P: fosforilacija; - : inhibicija. Preuzeto
iz doktorske disertacije Kosic, 2022; modifikovano iz Ho i saradnici, 2010.
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GPCR: G protein-spregnuti receptor; GRK: kinaza G protein-spregnutog receptora; ARRB: beta arestin, Gs: stimulatorni G protein; AP2: adapter klatrina; - : inhibicija. Preu-
zeto iz doktorske disertacije Kosi¢, 2022; modifikovano iz Reiter i Lefkowitz, 2006.




agomist

GPCR -

[y
0%~ __

ARRB1/2 GRK2/3
II ,, \‘ S % "% -
’ s "
. \ N = - PI3K - -, e¢ndocitoza
" g N *  MEK1 RE], e receptora
c-Src  ERK PP2A kB
Heck  JNK ' _
Fgr p38 wm == i
Akt NFKB "
! ARRBI1

hemotaksa, inhibicija apoptoze

\

- = acetilacija histona,
reorganizacija hromatina

N _ jedro

Slika 5. Uloga GRK i ARRB u signalnim putevima GPCR.

GPCR: G protein-spregnuti receptor; GRK: kinaza G protein-spregnutog receptora; ARRB: beta arestin; c-Src: protoonkogen; Hck: tirozin-kinaza; Fgr: onkogen; ERK: kinaza
regulisana ekstracelularnim signalom; JNK: Jun-kinaza; p38: mitogenom aktivirana kinaza; PP2A: protein-fosfataza 2A; Akt: protein-kinaza B; IkB: inhibitor nuklearnog fak-
tora kapa beta; NFkB: nuklearni faktor kapa beta; MEK1: mitogenom aktivirana protein-kinaza 1; RKIP: inhibitor Raf kinaze; PI3K: fosfatidilinozitol-3-kinaza; CREB, p300:
transkripcioni faktori; P: fosforilacija; zelene isprekidane linije: aktivacija, crvene linije: inhibicija. Preuzeto iz doktorske disertacije Kosi¢, 2022; modifikovano iz Reiter i Lef-

kowitz, 2006.
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