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1. Uvod

Antracyklinova cytostatika (doxorubicin, daunorubicin, epirubicin atd.) patfi
mezi zakladni protinadorova lé¢iva. Jejich uZiti v onkologické praxi je oviem vyznamné
limitovano rizikem kardiotoxickych G&inka (von Hoff 1979). S ohledem na klinicky obraz
a nastup obtizi Ize antracyklinovou kardiotoxicitu rozdélit na akutni, subakutni,
chronickou a pozdni (Elbl 2002). Mezi klinicky nejvyznamnéjsi formy antracyklinové
kardiotoxicity fadime pfedeviim jeji chronickou a pozdni variantu. V obou pfipadech je
riziko rozvoje kardiotoxickéhio ucinku zéavisié na celkové kumulativni davce. Atkoliv se
uvedené typy kardiotoxicity li§i Casovym odstupem toxického acinku od ukongeni
chemoterapie (do 1 roku u chronické formy a 4-20 let u pozdni formy), v obou piipadech
se jedna o ireverzibilni typ toxicity postihujici difiizné levou srde¢ni komoru. Na bunééné
frovni dochazi ke ztraté myofibril, zménam v ultrastruktufe mitochondrii a
sarkoplazmatického retikula, vakuolizaci cytoplazmy a zaniku kardiomyocyti
(nekrotickému popf. apoptotickému) s naslednym rozvojem intersticidlni fibrozy a
remodelace myokardu. Uvedené zmény vedou krozvoji dilataéni antracyklinové
kardiomyopatie, kterd sc funkéné projevi jako levostranné méstnavé srdedni selhani, kterd
pomérné $patné odpovida na standardni lé¢bu (Elbl 2002, Minotti 2004, Ewer a Benjamin
2006).

PiestoZe patogeneze antracyklinové kardiotoxicity neni stdle zcela objasnéna,
predpoklada se, 7¢ vyznamnou @lohu v mechanizmu vzniku a rozvoje tohoto druhu
toxicity sehravaji volné kyslikové radikaly a ionty piechodnych kovi — zv1asté pak Zeleza
(Keizer 1990). Antracykliny totiz mohou v srdegni tkéani produkovat volné kyslikové
radikaly (ROS) jednak p¥imo (prostfednictvim redoxniho cyklu chinon/semichinon svého
aglykonu) a pak také diky redox-aktivnim komplextim molekuly antracyklind s ionty
seleza. Mezi nejvyznamnéjsi typ ROS produkovany timto zpiisobem patfi hydroxylové
radikdly. Tento typ ROS patfi k nejloxictgjsim vibec. Hydroxylové radikaly mohou
vzhledem ke své extrémni reaktivit¢ vyrazn& poskodit téméf vSechny vyznamné
biomolekuly ve svém okoli: membranové lipidy, DNA, proteiny (Keizer 1990, Minotti
2004).

Rozvinuta antracyklinova kardiomyopatie se symptomy srde¢niho sethani je do
znaéné miry ireverzibilni iatrogenn& navozené onemocnéni, u kterého lze dostupnou
terapil pouze zmlmit rychlost dal§i progrese (Elbl 2002) Protoje zz'ikladni strategii vzniku
patif dasledné respektovani rizikovych faktord. Na prvnlm misté je tieba jmenovat
celkovou kumulativni davku antracyklinu, nebot ta zasadnim zptisobem determinuje miru
rizika rozvoje kardiotoxicity. Na zakladé von Hoffovych dat (1979) bylo doneddvna
pFedpoklédéno, e riziko kardiotoxicity zadina vyznamné stoupat pii kumulativni ddvce
cca 550 mg/m?. Ve svétle nov&jsich klinickych studii byl vztah kumulativni davka
antracyklinu-riziko rozvoje kardiotoxicity pichodnocen a hranice, pfi které dochazi
k vyraznému nartstu rizika byla posunuta na 400-450 mg/m® doxorubicinu (Ewer a
Benjamin 2006). Ani pti této davce oviem chemoterapie antracyklinovymi cytostatiky
neni zhlediska poskozeni srdce zcela bezproblémova, nebof mize dochazet
k subklinickému postiZeni, které se miZe za ur¢itych okolnosti manifestovat v budoucnu.
Navic, omezeni celkové kumulativni davky cytostatika miZze mit také vliv na aspéch
protinadorové lécby.

ProtoZe riziko kardiotoxicity je mimo kumulativni davku ovlivnéno celou fadou



dal3ich individualnich faktord (v&k, pohlavi, iradiace mediastina atd.), vyskyt t¢to
komplikace nelze vzdy snadno a spolehlivé pfedpovédét. Proto je daleZité v pribéhu
chemoterapie monitorovat vyskyt srdeéni toxicity. Pro tyto Gcely se predeviim diive
uzivala endokardialni biopsie, kterd je pomémé citliva a nalez je vétSinou dostatené
prikazny. Nicméné invazivni charakter této metody muZe byt pfiCinou celé fady
komplikaci, a proto je tato metoda v soucasnosti vyuZivana jen mélo (Ewer a Benjamin
2006). Standardni monitorovani vyskytu kardiotoxicity u onkologickych pacientl se dnes
béné provadi pomoci neinvazivntho  vy3etfeni systolické srde¢ni  funkce
(echokardiograficky nebo radioizotopovou ventrikulografii, EIbl 2002). PfestoZe uvedené
vysetfovaci metody jsou pro diagnostiku antracyklinové kardiotoxicity uZitetné, mezi
jejich spole¢né limitace patii omezend citlivost. Nové diagnostické metody, které by
dovedly odhalit rozvijejici se kardiotoxicitu v ¢asnéjsi fazi, by mohly dfive identifikovat
jedince se zvy3enym rizikem a véas zménit 1é¢bu nebo nasadit kardioprotektivum. Mezi
nejdiskutovanéjsi pristupy, které se zdaji byt uZitetné s ohledem na Casnou diagnostiku
antracyklinové kardiotoxicity, patfi echokardiograficky hodnocena diastolickd funkce
(Bu'Lock 1999, Tijeerdsma 1999, Tassan-Mangina 2006, Nagy 2006) a stanoveni
plazmatickych koncentraci srde¢nich troponind (Adamcova 2005, O'Brien 2006).

Jednou z perspektivnich moZnosti ochrany myokardu pfed toxickymi acinky
antracyklinovych cytostatik je farmakologicka kardioprotekce. Ackoliv se podle viech
informaci na patogenezi antracyklinové kardiotoxicity podileji ROS, podavani b&znych
antioxidanti a ROS scavengert (vitamin A, E, C, acetylcystein atd.) se ukazalo byt
neacinné a to jak na experimentdlnich modelech chronické antracyklinové kardiotoxicity
(Herman 1985, Van Vleet 1980), tak i v klinické praxi (Legha 1982, Dorr 1996). Jedinym
lécivem, u kterého byl prokazan signifikantni kardioprotektivni G¢inek vici
antracyklinové kardiotoxicité jak v experimentalnich tak i klinickych podminkach, je
dexrazoxan (Cvetkovic 2005). Tato latka je v podstaté prolécivo (prodrug), které se
v kardiomyocytech enzymaticky bioaktivuje na latku ADR-925, kterd je strukturné
podobnd EDTA. Podle sou¢asnych poznatki je latka ADR-925 schopna v cytoplazmé
kardiomyocyti vyvazat volné nebo slab& vazané ionty Zeleza a také odnimat ionty tohoto
kovu z komplexu santracykliny. Piedpoklada se, Ze dexrazoxan prav€é timto
mechanizmem chrani srde¢ni buitky pfed antracykliny indukovanou a ionty Zeleza
katalyzovanou tvorbou ROS. PrestoZe je toto 1é¢ivo G&innym kardioprotektivem, SirSimu
uziti v klinické praxi brani jeho relativné vysoka cena i riziko myelotoxicity (v kombinaci
s antracykliny, Cvetkovic 2005).

PiestoZe se chelatace iontli Zeleza zda byt perspektivni kardioprotektivni
strategii, zatim nebyl tento pfistup disledné prostudovéan. Ptitinou tohoto stavu je i
pomérné& omezené mnoZstvi vhodnych selektivnich biokompatibilnich chelétord, které by
tvofily s ionty Zeleza redoxné inaktivni komplexy. V klinické praxi je pro acely 1écby
pretiZeni organizmu Zelezem pouzivan deferoxamin (Richardson a Ponka 1998). Narozdil
od dexrazoxanu toto 1é€ivo oviem na experimentalnim modelu chronické doxorubicinové
kardiotoxicity neptsobilo kardioprotektivné (Herman 1994). Moznym vysvétlenim toho
vysledku je nizka lipofilita deferoxaminu, kterd vyrazn€ omezuje prinik tohoto chelatoru
do srde¢nich bun&k. Eventualni kardioprotektivni Ginek dal3ich chelatori Zeleza byl
hodnocen jen velmi omezené a pievazn€ pouze na akutnich experimentech a
v podminkach in vitro (Barnabe 2002, Hasinoff 2003, Xu 2006).

Aroylhydrazonové chelatory Zeleza jsou novou zajimavou skupinou
selektivnich lipofilnich chelatora, které snadno pronikaji do bunék (Buss 2002).
Mateiskou latkou této skupiny je pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH, Buss 2002), od
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kterého byla odvozena celd fada novych analogd (napi. salicyladehyd isonikotinoyl
hydrazon — SIH a pyridoxal 2-chlorbenzoylhydrazon — 0-108, Obr. 1) sraznymi
farmakologickymi Gg&inky. Na in vitro i in vive modelech pietiZeni organizmu Zelezem
bylo prokazano, Ze jsou tyto chelatory schopny navodit signifikantni mobilizaci Zeleza
zbunék a tkani (Buss 2002). Na nadorovych bun&nych liniich a tumorech
implantovanych  pokusnym  zvifatim byly demonstrovany antiproliferativni a
protinadorové Ucinky aroylhydrazonovych chelatori
Zeleza, zv1asté pak analogii odvozenych od salicylaldehydu a naftaldehydu (Richardson
1995). Matefska latka skupiny-(PIH) se ukédzala byt retinoprotektivni na in vivo modelu
hypoxicko-reoxygenacniho poskozeni sitnice (Bhattacharya 1997). Zajimavé antioxida¢ni
vlastnosti SIH byly demonstrovany na modelu oxidaéniho poskozeni srdecnich bunék
peroxidem vodiku (Horackova 2000, Simunek 2005a). Preinkubace srde¢nich bunék jiz
s velmi nizkymi koncentracemi SIH (3 pM) byla schopna navodit téméf kompletni
ochranu téchto bunék proti apoptotické ale i nekrotické smrti 2 mitochondrialni dysfunkci.

ProtoZe se uvedené mechanizmy patrné podileji i na rozvoji antracyklinové
kardiotoxicity, ochrana myokardu proti toxickym &inkam antracyklinovych
antineoplastik pomoci novych lipofilnich cheldtortt Zeleza (0-108 a SIH) se zda byt
potencialng perspektivni strategii farmakologické kardioprotekce.

Obr. 1. Chemicka struktura aroylhydrazonovych chelatort SIH a 0-108

SIH 0-108

IL. Cile prace

Tato dizertaéni prace byla zaméfena na studium antracyklinové kardiotoxicity
z hlediska moZnosti jeji ¢asné detekce a zmén v myokardidlnim zastoupeni vybranych
kovovych prvki. V ndvaznosti na to by! studovan d¢inek modelového kardioprotektiva
dexrazoxanu a pfedeviim pak novych lipofilnich aroylhydrazonovych chelatord Zeleza a
to 7 hlediska jejich farmakologickych, toxikologickych a kardioprotektivnich vlastnosti.



Vlastnimi cili této prace bylo studium:

1.

MoZnosti &asné detekce antracyklinové kardiotoxicity na experimentalnim modelu
suzitim echokardiograficky hodnocené diastolické funkce a biochemického
markeru srdeéniho troponinu T.

Zmén v zastoupeni vybranych kovovych prvka v myokardu pokusnych zvifat
s experimentdln& navozenou chronickou antracyklinovou kardiomyopatii a
modelovou kardioprotekci pomoci chelatoru Zeleza dexrazoxanu.

Bezpetnosti a potencialni toxicity opakovaného podani nového chelatoru Zeleza
pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazonu (o-108) u kralika.

Farmakokinetiky ~ aroylhydrazonovych  chelatord  Zeleza  salicylaldehydu
isonikotinoyl hydrazonu (SIH) a pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazonu (0-108) po
jednorazovém i.v. podani u kralika.

Potencialné  kardioprotektivnich ~ 0¢inkd  dvou  strukturné  odli3nych
aroylhydrazonovych chelatorii 7eleza (pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazonu - o-
108 a salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazonu — SIH) na modelu chronické
antracyklinové kardiotoxicity u kralika.

I11. Metodika

1.

Pokusni zvifata: kralici, Cincila velka, samci (hmotnost ~ 3.5 kg). Prace
s laboratornimi zvifaty byla schvéalena Odbornou komisi na ochranu zvifat proti
tyrani pfi Lékatské fakulté UK v Hradci Kralové.

Anestézie: neinvazivni méfeni a dal$i manipulace spokusnymi zvifaty byly
provadény v ketaminové anestézii (50 mg/kg, i.m.), nebo kombinované anestézii
ketamin/xylazin (ketamin 50 mg/kg a xylazin 2 mg/kg, i.m.) viz dile. Invazivni
méfeni bylo provadéno v pentobarbitalové anestézii (pentobarbital 30 mg/kg, i.v.).

Model chronické antracyklinové kardiotoxicity u kralika: antracyklinova
kardiotoxicita byla  navozena  opakovanym  podavanim  daunorubicinu
(Daunoblastina, 3 mg/kg, 1 x tydné po 10 tydnd). Echokardiografické méfeni
systolické srde¢ni funkce bylo provadéno na zatatku pokusu, ve vybranych
intervalech v pribéhu pokusu (9., 10. tyden, vzdy pied dalsi aplikaci studovanych
latek) a na konci experimentu (5-7 dni po posledni aplikaci). Invazivni vy3etieni
srde¢ni funkce bylo provadéno na konci pokusu. Odbéry vzorkd krve pro
biochemickou a hematologickou analyzu byly provadény na zacatku, v poloving (5.
tyden) a na konci experimentu. Odbé&ry krve pro stanoveni troponinu T byly
provadény na zacatku pokusu, v 5., 8., 10. tydnu a na konci pokusu, neni-li déle
uvedeno jinak.

Davkovaci schémata studovanych latek: dexrazoxan — 60 mg/kg, i.p. pied kazdou
aplikaci daunorubicinu (n=3), 0-108 pfi studiu jeho bezpecnosti a toxicity (25, 50 a
100 mg/kg, i.p., n=5 vkazdé skuping), 0-108 pii studiu kardioprotekce vici
daunorubicinové kardiotoxicité (10 a 25 mg/kg, i.p. vidy 30 min pfed kazdou
aplikaci daunorubicinu, n=8 v kazdé skuping), SIH pfi studiu kardioprotekce (0.5,
1,0 a 2,5 mg/kg, i.v., vidy 10 min pied kazdou aplikaci daunorubicinu, n=9 v kazdé
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skuping). Samotny SIH byl aplikovan i.v. v davce 1 mg/kg (n=6). Viechny uvedené
latky byly aplikovany Ix tydné po 10 tydn( analogicky jako daunorubicin (n=15) a
vysledky byly porovnany s kontrolni skupinou (n=11) a skupinami vehikul (10%
Cremophor EL, n=11 a roztok kosolventt pro SIH, n=5).

Pfi studiu farmakokinetiky byly chelatory 0-108 a SIH rozpuitény ve smési
kosolventt (PEG 300, ethanol a fyziologicky roztok) a aplikovany kréalikim v ddvce
10 mg/kg (n=5 a n=4) pomalou intravendzni injekci po dobu 3 min.

Hodnoceni celkové toxicity: thyn a eventualni zmény v piijmu potravy/tekutin,
napadné zmény chovani a vn&j3i znamky toxicity byly sledovany denné ve
spolupraci s pracovnicemi Vivéria LF UK HK. Hmotnost zvifat byla méfena tydné.

VySeti‘eni funkénich kardiovaskularnich parametri

a) neinvazivani hodnoceni srdeni funkce: na za¢atku pokusu a ve vybranych
Casovych  intervalech byla systolickdi srdeéni funkce  hodnocena
echokardiograficky. Pomoci M-méd méfeni fizeného z 2D zobrazeni levé
komory v dlouhé ose (B-mod) byly zjistény rozméry srdce na konci systoly a
diastoly a z nich byla vypoditina ejekéni frakce levé komory (EF, %).
Diastolicka srde¢ni funkce byla hodnocena pomoci pulzniho (PW)
Dopplerovského hodnoceni toku mitralnim Gstim (hodnocené parametry:
maximalni rychlost plnéni levé komory v E-fazi, maximalni rychlost plnéni levé
komory v A-fazi, pomér obou parametrii (E/A), ¢as od zahdjeni plnéni levé
komory v E-fazi k dosaZeni maximalni rychlosti pln&ni (acceleration time) a ¢as
od maxima do konce pinéni levé komory v E-fazi (deceleration time).
Neinvazivni méfeni bylo provadéno vidy pted aplikaci daunorubicinu, resp.
kombinace daunorubicinu s chelatorem.

b) invazivni hodnoceni srdeéni funkce: na konci pokusu byl polyetylenovy katetr
o definovaném praméru naplnén heparinizovanym fyziologickym roztokem a
zaveden do levé komory cestou a. carotis. Zmény tlakd byly zaznamenavany,
derivatizovany a ukladény pomoci systému ADI vybaveného naleZitymi
snimac¢i a pfevad&i. Hlavnim hodnocenym parametrem byl zejména index
kontraktility dP/dty,, — tj. maximalni vzestup tlaku v isovolumické fazi levé
komory; popt. index relaxace levé komory dP/dt,;, — tj. maximalni pokles tlaku
v isovolumické fazi diastoly. Simultann€ byla zaznamendvéna srdecni
frekvence a invazivné byl méien tlak v a. femoralis.

Hodnoceni biochemického markeru srdeéniho poSkozeni - plazmatické hladiny
troponinu T: plazmatické koncentrace srde¢niho troponinu T byly stanovovany v
heparinizované plazmé odebrané ve vybranych Casovych intervalech (kvantitativni
limit = 0,010 pg/l) ve spolupraci s Ustavem klinické biochemie a diagnostiky FN
HK.

Hematologické a biochemické vySetfeni krve/plazmy: krev byla odebrina z
centralni uini artérie do doporudenych zkumavek a transportovana na Ustav klinické
biochemie a diagnostiky FN HK k vy3etfeni.

Pitva a posmrtné ohleddni: po pfedavkovani pokusnych zvifat pentobarbitalem,
nebo okamzité po zjisténi piedtasného thynu vidy nasledovalo posmrtné ohledani,
pii kterém byl proveden odbér vybranych organd na histologické vy3etieni. Pfi pitvé
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byla vénovana pozornost piitomnosti vypotkd v dutiné bfisni, hrudnf a v perikardu.
Eventualni pfitomnost makroskopicky patrnych abnormalit byla zaznamendna do
pitevniho protokolu.

Hodnoceni biochemickych parametri v myokardu pokusnych zviFat: vybrané
biochemické parametry v myokardu byly hodnoceny ve spolupraci s Doc. MUDr.
Michaelou Adamcovou, PhD. z Ustavu fyziologie LF HK UK (napt. kolagen) a nebo
Ustavem klinické biochemie a diagnostiky FN HK (analyza vybranych kovovych
prvkt v myokardu pomoci atomové absorpéni spektrometrie a plamenové
spektrometrie).

Histologické vySetieni srdce a vybranych organi: histologické vySetfeni srdce a
vybranych organd (jatra, ledviny, plice, tenké stfevo) bylo provedeno ve spolupréaci
s Doc. MUDr. Yvonou Mazurovou, CSc. (Ustav histologie a embryologie, LF HK
UK). Vzorky byly odebrany ze standardniho mista, byly fixovany v 10%
formaldehydu a po zpracovéani zality do parafinu. Pripravené fezy (6 pm) byly
barveny (Hematoxylin-eosin a modry Massontv trichrom) a vy3etfeny pomoci
svételné mikroskopie.

Antiproliferativni a kardioprotektivni studie v podminkach in vitro: studium
potencialniho vlivu aroylhydrazonovych chelatacnich latek na antiproliferativni
vlastnosti daunorubicinu, stejn& tak jako testovani potencialnich protektivnich Gcinkd
téchto chelatord na bunéénych kulturach bylo provedeno ve spolupraci s PharmDr.
Tomasem Siminkem, PhD. a Mgr. Helenou Kaiserovou (Katedra biochemickych
véd, FaF UK). Pro agely antiproliferativnich studii byla pouZita bunétna line HL-60
odvozend od bundk humanni promyelocytarni leukémie (viz Pfiloha 6). Pro
kardioprotektivni studie v podminkach in vitro byly pouZity spontinné bijici
izolované  nconatdlni  potkani  kardiomyocyty. Bunéina morfologie a
autofluorescence daunorubicinu byly hodnoceny pomoci invertovaného mikroskopu.
Bun&&n4 toxicita byla hodnocena na zaklad¢ aktivity laktat dehydrogendzy (LDH)
v bun&éném médiu, jak je bliZze uvedeno v ptiloze dizertaini prace (Pfiloha 7).
HPLC analyza aroylhydrazonovych chelatord Zeleza a farmakokineticki
analyza (viz Piiloha 4 a 3): vyvoj, validace a vlastni provedeni HPLC analyz
aroylhydrazonovych cheldtori Zeleza v plazmé& pokusnych zvifat bylo provedeno
PharmDr. Petrou Kovatikovou, PhD. (Katedra farmaceutické chemie a kontroly
lé¢iv, FaF UK). Farmakokineticka analyza byla provedena s vyuZitim softwaru
Kinetica software, version 4 (Thermo Electron Corporation, USA) ve spolupraci
s Ing. Jaroslavem Chladkem, PhD. (Ustav farmakologie, LF HK UK).

Statisticka analyza: statistickd analyza byla provadéna s uZitim statistického
softwaru Sigmastat 3.0 (SPSS, U.S.A.). Pro uréeni statistickych vyznamnosti byla
pouzita hladina vyznamnosti p<0,05. Parovy t-test byl pouZit pfi srovnani vysledka
s avodnimi hodnotami a ANOVA byla pouZita pro porovnani vysledk( mezi
jednotlivymi skupinami. Pearsonova nebo Spearmanova analyza byla pouZita pro
zjisténi korelaci mezi jednotlivymi parametry.



IV. Vysledky

1. Antracyklinova kardiotoxicita — moZnosti ¢asné detekce na experimentidlnim
modelu

V prvni &asti dizerta¢ni prace byl hodnocen potencidlni pfinos dvou nezavislych
piistupt (echokardiograficky hodnocené diastolické funkce a plazmatické koncentrace
srde¢niho troponinu) pro &asnou detekci chronické antracyklinové kardiotoxicity na
experimentalnim modelu u kralika (n=15). Nalezit¢ hodnoceni v3ech dileZitych
parametrd trasmitralniho toku u kralikd se ukazalo byt z technickych divodi mozné
pouze vkombinované anestézii — ketamin/xylazin. Chronickd antracyklinovd
kardiotoxicita byla navozena aplikaci daunorubicinu ve validovaném schématu (3 mg/kg,
1 x tydn¢ po 10 tydnd). Parametry diastolické funkce, jakoZz i odbéry plazmy pro
stanoveni srde¢niho troponinu T, byly provedeny na zagatku pokusu a dale 1x tydné (pied
kazdou aplikaci) aZ do konce pokusu (5-7 dni po 10. aplikaci). Vedle kontrolni skupiny
(fyziologicky roztok 1 ml/kg) hodnocené s uzitim vySe uvedené kombinacni anestézie,
byla vzhledem k moZnému hemodynamickému vlivu xylazinu studovana jeSté
ketaminova skupina, ve které byly aplikace provadény shodné jako v kontrolni skuping,
avsak jako anestetikum byl pouZit pouze samotny ketamin.

Ze ziskanych vysledk vyplyva, Ze hodnoceni diastolické funkce je pomérné
technicky obtiZzné, a to pfedevsim s ohledem na vysokou srdeéni frekvenci u kralikd (aZ
300 tept/min). Z tohoto divodu jsou v anestézii navozené ketaminem hodnotitelné pouze
parametry viny E (stejné vysledky byly ziskany s uZitim jinych injek&nich anestetik jako
napt. midazolam). Naproti tomu kombinovand anestézie ketamin/xylazin umoZnila
kvalitmi hodnoceni vech standardnich parametri diastolické funkce odvozené
z Dopplerovského hodnoceni trasmitralniho toku (viz Obr. 2B) a naméfené hodnoty
odpovidaly literarnim @dajom (Obr. 2C, Pennock 1997, Nagueh 2000). Nicméné takto
ziskané parametry plnéni levé srde¢ni komory se neukézaly byt perspektivni z hlediska
hodnoceni  antracyklinové  kardiotoxicity - napf. hodnoty E/A  naméfené
v daunorubicinové skupiné na zadatku pokusu (1,37 £ 0,11) se vyznamné nelisily od
hodnot v zavéru pokusu (1,55 % 0,04; n.s.). Naproti tomu, citlivéjsi katetrizatni vy3etfeni
diastolické funkce levé komory (provedené vzhledem k invazivnimu charakteru tohoto
pristupu aZ na konci pokusu) prokazalo pfitomnost diastolické dysfunkce ve srovnani
s kontrolni skupinou (dP/dt,;, = 2395 + 182 vs. 3852 + 540 mmHg/s, daunorubicin vs.
kontrola, p<0,05). S timto nalezem do znaéné miry korespondovaly i naméfené zvy3sené
koncentrace kalcia (10,60 + 0,67 a 15,79 + 2,05 pg/g) a celkového kolagenu (14,43 = 0,37
a 19,74 = 0,79 mg/g) v imyokardu daunorubicinové skupiny, jakoZ i progresivni
intersticialni fibroza dokumentovana histologickym vy3etfenim. Porucha homeostazy
kalcia stejné tak jako zména elastickych vlastnosti myokardu v disledku fibrotizace jsou
znamymi typickymi pritvodnimi znaky diastolické dysfunkce myokardu.

Na rozdil od naro¢ného hodnoceni diastolické funkce se hodnoceni
plazmatickych hladin srdecniho troponinu T ukazalo byt uzite¢nym a perspektivnim
piistupem pro &asnou detekci kardiotoxicity (Obr. 2A). Detekovatelné hladiny troponinu
T byly naméfeny jiZ ve 3.-4. tydnu experimentu (kumulativni davka daunorubicinu = 100-
150 mg/m%). Koncentrace troponinu T v plazmé dosahly statistické signifikance ve
srovnani s kontrolni skupinou jiz v poloviné pokusu (kumulativni davka daunorubicinu =
200 mg/m?), tedy v dobé, kdy je§t& nedochazi k zadnym zménam ve funkci levé komory.
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V druhé poloviné pokusu pak koncentrace tohoto biomarkeru srdeéniho poskozeni
progresivné narlstaly aZ k hodnotam 0,186 + 0,055 pg/I na konci experimentu (Obr. 2A).
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Obr. 2. A) koncentrace troponinu T v plazme v prib&hu pokusu, B) Dopplerovsky hodnocené plnéni
levé komory s uzitim (a) ketaminové anestézie, (b) kombinované anestézie — ketamin/xylazin, , E*
Casné plnéni levé komory, ,A“ pozdni pinéni levé komory, C) index diastolické funkce E/A
v prib&hu pokusu. Ketamine — ketaminova skupina, control — kontrolni skupina, dauno —
daunorubicinova skupina.

2. Zastoupeni vybranych kovovych prvkid v myokardu s experimentilné
navozenou antracyklinovou kardiomyopatii a  vliv  chelatacniho
kardioprotektiva (dexrazoxanu).

V dalsi ¢asti dizertaéni prace byla zaméfena pozornost na hodnoceni zmén
v obsahu vybranych prvkd v myokardu kralikd s experimentalné navozenou chronickou
daunorubicinovou kardiotoxicitou (daunorubicin 3 mg/kg, i.v., | x tydné po 10 tydni,
n=11) viz Pfiloha 2. Na konci pokusu byla zjist€na kontraktilita levé komory
katetrizaCnim vySetfenim a po pfedavkovani zvifete pentobarbitalem byl myokard levé
komory odebran a analyzovén s ohledem na koncentrace vybranych kovovych prvki (Fe,
Se, Ca, Mg, K). Vysledky byly porovnany s kontrolni skupinou (fyziologicky roztok,
I ml/kg, ve stejném schématu jako daunorubicin, n=10) a dexrazoxanovou skupinou
(n=5), kde bylo modelové kardioprotektivum (dexrazoxan 60 mg/kg, i.p.) podavano vidy
30 min pied kaZdou aplikaci daunorubicinu.

Podéavéni daunorubicinu bylo spojeno s ptedCasnou mortalitou (37 %) a
vySetfeni kontraktility levé komory provedené u pieZivajicich zvifat na konci experimentu
odhalilo vyznamné sniZenou systolickou srde¢ni funkci (pokles o 59,8 %). Naopak,
kompletni pfeZiti a zachovana kontraktilita levé komory byly zjistény v dexrazoxanové
skuping€ - index dP/dty,. se statisticky vyznamné neliSil od hodnot v kontrolni skupiné
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(Obr. 3 Analyza vybranych kovovych prvki v myokardu daunorubicinové skupiny
odhalila signifikantné vy33i koncentrace vapniku ve srovnani s kontrolni skupinou (o0 52,8
%), av8ak niz8i koncentrace hoiciku (o 10,1 %) a drasliku (0 9,6 %). Zvy3eni koncentraci
selenu bylo pouze nesignifikantni. Naproti tomu, ve skupiné, kde byl dexrazoxan podavan
vZdy 30 min pfed daunorubicinem, k Zadnym zménam v porovnani s kontrolni skupinou
nedoslo. Koncentrace kalcia byly v této skupin€ signifikantné niZ$i néZ ve skupiné se
samotnym daunorubicinem (9,06 + (0,42 vs. 16,2 £ 2,36 pg/g, p<0,05). Navic koncentrace
kalcia v levé komofe statisticky vyznamné negativng korelovala s indexem kontraktility
dP/dt,,, (p<0,01, R = 0,600). Ac¢koliv byla zjisténa signifikantni korelace mezi
koncentracemi hof¢iku a vapniku, nebo vapniku a selenu, tyto vysledky pfimo
nekorespondovaly s funkénim poskozenim levé komory. Zajimava byla také absence
jakychkoliv signifikantnich rozdilli v koncentraci Zeleza u studovanych skupin.
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Obr. 2. Index kontraktility levé komory Obr. 3. Korelace indexu kontraktility levé
(dP/dt“.ax) na konci experimentu. Kontrolni komory (dP/dt,.) a koncentrace vapniku
(control),  daunorubicinova (DAU) a v levé komote.
kombinacni dexrazoxanova skupina
(DEX+DAU).

3. Novy aroylhydrazonovy chelitor Zeleza pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazon (o-
108) - bezpecnost a potencidlni toxicita opakovaného podani latky.

Bezpecnost a poiencialni toxicita pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazonu byla
studovana (viz Piiloha 3) na krélicich (n=15), ve ttech davkach (25, 50 a 100 mg/kg),
podavanych ve stejném schématu, jaky byl pfedpokladan pro studium kardioprotektivnich
aéinku této latky (tj. aplikace i.p., 1 x tydné po dobu 10-ti tydna). Vysledky byly
porovnany s kontrolni skupinou (fyziologicky roztok 1 ml/kg, ve stejném schématu) a
skupinou, které bylo aplikovano vehikulum pro chelator (10% vodny roztok Cremophoru
EL). Hodnoceny byly: zmény hmotnosti pokusnych zvifat, zevni znamky toxicity a
eventudlni napadné zmény chovani, mortalita, funkéni kardiovaskularni parametry
(echograficky hodnocené ejekéni frakce a katetrizaéné hodnocenda kontraktilita na konci
experimentu, EKG), plazmatické koncentrace troponinu T, standardni biochemické
vySetfeni plazmy/séra a hematologické vySetfeni krve, histologicky bylo vySetieno srdce,
jétra, ledviny a dal$i vybrané organy.

V pribéhu studie nebyl zaznamenan pfedCasny thyn v zadné ze sledovanych
skupin. Nebyly zaznamenany Zadné zjevné vnéjsi znamky toxicity (jako napf. kiece nebo
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krvaceni). S vyjimkou skupiny, které byla podavana nejvy3ssi davka chelatoru, byl u vsech
zvifat pozorovan v pribéhu celého experimentu signifikantni narGst t€lesné hmotnosti ve
srovnani se zaatkem pokusu. Ve skuping, které byla aplikovana nejvyssi davka o-108
(100 mg/kg), byla vpoloviné sledovanych intervald zména télesné hmotnosti
nevyznamnd. U této skupiny byla téZ misty pozorovana niZsi tendence pfijimat potravu a
tekutiny a také omezena motoricka aktivita (zejména ve dnech po aplikaci chelatoru). U
zadného ze sledovanych funkénich kardiovaskularnich parametri nedoslo k vyrazné a
statisticky vyznamné zmeéné&. Piekvapivé byly oviem ve skupinach, kterym byl aplikovén
chelator, naméfené zvysené plazmatické koncentrace srde¢niho troponinu T. Ke zvy3eni
koncentraci tohoto biomarkeru dochdzelo aZz od 8. resp. 10. tydne experimentu. Uvedeny
nalez byl nejndpadnéjsi a také statisticky vyznamny zejména ve skupinidch s vy33imi
davkami cheldtoru — nejvy3si koncentrace srdeéniho troponinu T v plazmé (0,106 + 0,024
ng/l) byly naméfeny na konci experimentu ve skupinach s nejvy3si davkou cheldtoru.
Podrobné histologické vy3etfeni myokardu, ale ve shod€ s funkénimi kardiovaskularnimi
parametry, neshledalo Zadny rozdil v porovnani se skupinou, které bylo podavano
samotné vehikulum pro chelator. Morfologicka analyza dalich organd (jatra, ledviny,
plice, stfevo) odhalila pouze mirné zmény, které se kvalitativné ani kvantitativné neliSily
od nalezh ve skuping, které bylo aplikované samotné vehikulum. Standardni biochemicky
rozbor plazmy zvitat odhalil pouze mimy pokles celkového proteinu v zavéru
experimentu a pfechodné zvySeni né&kterych parametrd 24 hodin po prvni aplikaci
cheldtoru (napf. vzestup celkového cholesterolu 1,87 + 022 vs. 2,86 = 020 pM),
nicméné tyto mirmné abnormality se normalizovaly v daldi ¢asti pokusu. V pribéhu
experimentu téZ doslo k ur¢itému zvyseni hodnot kreatininu, oviem bez zjevné davkové
zavislosti. K zadnému z uvedenych nalez nebyl! zjistén morfologicky korelat svédéici o
eventudlni organové toxicité. V disledku podavani chelatoru Zeleza nedoslo
k vyznamnému poklesu koncentraci celkového plazmatického Zeleza ani dal3ich
vicemocnych biogennich prvki (napt. kalcia). Hematologické vy3etfeni nezjistilo zadné
vyznamné zmény souvisejici s podavanim chelatoru (nebyly nalezeny znadmky anémie &i
jinych hematologickych anomalii).

4. Pilotni studium farmakokinetiky aroylhydrazonovych chelatori Zeleza SIH a o-
108.

Vzhledem k tomu, Ze dosud nebyly znidmy Zadné adaje o farmakokinetice
studovanych latek, v této &asti dizertace byla v pilotnich experimentech poprvé studovana
farmakokinetika aroylhydrazonovych chelatori Zeleza po jednordzovém intravendznim
podani. Kalibrace a validace analytické metody, stejné tak jako Casové intervaly pro odbér
vzorki, byly odvozeny =z pfipravnych pokust, které predchazely vlastnim
farmakokinetickym studiim. Salicylaldehyd isonikotinoy! hydrazon (SIH) a pyridoxal 2-
chlorbenzyol hydrazon (o-108) byly rozpultény vroztoku kosolventd (PEG
300/ethanol/fyziologicky roztok) a aplikovany pormalou intravendzni injekei (3 min)
dvéma pilotnim skupinam zvifat (n=4 a n=5) v davce 10 mg/kg. Plazmatické koncentrace
postupné stoupaly v pribéhu aplikace a v téchto intervalech byla téZ podle ocekavani
zjisténa nejvyssi interindividualni variabilita namé&fenych koncentraci. V pfipadé obou
latek byla nasledné& pozorovana pomérné rychld distribuce a také eliminace téchto latek.
Plazmatické koncenirace chelatoru klesly pod kvantitativni limit po 60-ti (SIH) resp. 90-ti
(0-108) minutach od aplikace a dale jiz nebylo moZné koncentrace chelatoru hodnotit.

14



Pomoci farmakokinetického softwaru byly uréeny zakladni farmakokinetické parametry
obou latek (Tab. 1). Maximalni koncentrace (cn.) studovanych chelatorti byly vyrazné
vy3si v piipadé 0-108 (4,2 krét, pfi porovnani na moladmi bazi). Vedle maximalnich
koncentraci byl shledan i vyrazny rozdil ve zdanlivém distribuénim objemu obou latek
(4,12 krat, pfi porovndni na moldrni bazi) a celkové clearence. Nicméné, u obou
studovanych latek byl zjistén do zna¢né miry srovnatelny a pomémé kratky biologicky
polocas eliminace.

Tab. 1. Souhm vybranych zdkladnich farmakokinetickych parametrii SIH a 0-108 po
jednorazovém i.v. podani

Parametr SIH 10 mg/kg i.v. 0-108 10 mg/kg i.v.
Cmax (mol/1) 108,1 + 11,8 336,2 35,8
toas (MiN) 2,25+0,25 24+04

Vaq (I/kg) 1,48 + 0,08 0,352+ 0,028
Clia (Vmin.kg") 0,067 +£0,013 0,0092 + 0,0009
AUC (umol/l. min™") 705,5 146 .4 3598 £4543

ti (min) 16,9+28 27,7+298

5. Kardioprotektivni afinky aroylhydrazonovych chelitord Zeleza pyridoxal 2-
chlorbenzoyl hydrazonu (0-108) a salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazonu (SIH)
na modelu chronické antracyklinové kardiotoxicity u kralika.

Nejdfive byla vénovana pozornost potencidlngé kardioprotektivnimu da&inku
chelatoru Zeleza 0-108. Viastnimu studiu kardioprotektivniho G¢inku o-108 pfedchazelo
testovani potencialniho vlivu této latky na antiproliferativni w¢inek daunorubicinu,
protoZe perspektivni kardioprotektivum by nemélo mit negativni vliv na protinddorovy
Gc¢inek antracyklinového cytostatika. S uZitim nadorové linie HL-60 bylo zjiSténo, Ze
studovana latka nema v nizSich koncentracich (0,1-10 puM) signifikantni vliv na
antiproliferativni uginek daunorubicinu, ba naopak ve vy3Sich davkach (30-300 uM) bylo
zaznamenano aditivni synergické piisobeni studované latky. Na zékladé t&chto vysledkd
nasledovalo studium potencidlné kardioprotektivniho 0éinku chelatoru Zeleza o-108 na
modelu chronické daunorubicinové kardiotoxicity u kralika. V této ¢asti byla latka 0-108
aplikovana v davkach 10 a 25 mg/kg dvéma skupinam pokusnych zvifat (n=8, v kazdé
skuping) vzdy 30 min pied kazdou aplikaci daunorubicinu ve standardnim schématu (tj.
daunorubicin 3 mg/kg, i.v., 1 x tydn€ po 10 tydni). Hodnoceny byly tyto parametry:
mortalita, zména télesné hmotnosti, parametry systolické funkce levé komory (ejekéni
frakce, dP/dt,,,), plazmatické koncentrace troponinu T, histologické vy3etieni srdce a
dalsich organu, standardni biochemické a hematologické vySetfeni. Vysledky byly
porovnany se skupinou daunorubicinu (samotny daunorubicin 3 mg/kg, i.v, n=13),
kontrolni skupinou (fyziologicky roztok 1 ml/kg, i.v.,, n=11), skupinou vehikula (10%
Cremophor EL, 2 ml/kg, i.p., n=11) a skupinou o-108 (samotny chelator 25 mg/kg, i.p.,
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n=>5), pticem?7 uvedené latky byly podavany ve shodném davkovacim schématu.

Bylo zjisténo, Ze chelator 0-108 je v nizsi davce (10 mg/kg) schopen kompletné
zabranit daunorubicinem indukovanému pred€asnému thynu pokusnych zvifat (celkova
mortalita pozorovand v daunorubicinové skupiné dosahla 33%). Navic, narozdil od
daunorubicinové skupiny v této kombina¢ni skupiné nebyl v prub&hu celého pokusu
zaznamenan Zadny signifikantni pokles ejekéni frakce levé komory (63,2 + 0,05 % na
zatatku pokusu vs. 59,23 + 0,98 %, n.s.). Citlivgjsi katetrizani vy3etieni systolické
srde¢ni funkce provedené na konci experimentu odhalilo signifikantng vy3si kontraktilitu
levé komory u zviiat, kterym byl podavan chelator Zeleza 0-108 (10 mg/kg), neZ ve
skupiné se samotnym daunorubicinem (1131 + 125 vs. 783 + 53 kPa/s). Vysledky obou
nezavislych vysSetfeni srde¢ni kontraktility vzajemné dobfe korelovaly (p<0,001,
R=0,880). Uvedeny nalez byl dale podpofen zavéry histologického vySetfeni myokardu
levé komory poukazujiciho na niZ3i rozsah a intenzitu poskozeni srdeéniho svalu levé
komory u zvifat, kterym byl soudasné podavan chelator Zeleza 0-108 a dale také niZ§im
nartstem troponinu T v této skupiné.

Naproti tomu ve skuping, které byla ve shodném schématu podavana vy3si
davka studovaného chelatoru, byla pozorovana vyrazna ptedCasnd mortalita (50%).
Piedcasny Ghyn v této skupiné ovSem nastal vyrazné dfive nez v daunorubicinové skupiné
(jiz pti nizkych kumulativnich dévkach antracyklinu = 200-300 mg/m?). Uvedenému
Ghynu nepfedchazel pokles ejekéni frakce levé komory ani vyrazna elevace troponinu T
(v patém tydnu c¢TnT = 0,013 + 0,006 pg/l) a histologické vy3etfeni myokardu uhynulych
zvifat shledalo pouze mirné poskozeni myokardu. Piekvapivé oviem nebyly shledany
7adné vyznamné znamky kardioprotektivniho pasobeni u zvifat, ktera pieZila do konce
experimentu — doslo k signifikantnimu poklesu ejekeni frakce levé komory ve srovnani se
zatatkem pokusu (64,9 + 0,4 vs. 44,7 + 4,4 %, p<0,05) a ve shod€ s katetrizatnim
vy$etienim byl v porovnani s kontrolni skupinou zjistén signifikantni pokles systolické
srdeéni funkce (EF=44,7 + 4,4 vs. 61,6 £ 0,9 %,; dP/dt,,,,= 691 + 101 kPa/s vs. 1345 + 61
kPa/s p<0,05). Ani vétsina dal3ich kardiovaskularnich parametri se v této skuping neliSila
od nalezu ve skupin€ samotného daunorubicinu.

V dal3i fazi byl studovan kardioprotektivni potencial strukturng odlidného
aroylhydrazonového chelatoru SIH. Potencialné kardioprotektivni ucinky tohoto chelatoru
Jeleza odvozeného od salicylaldehydu byly studovany in vitro suzitim izolovanych
ventrikularnich kardiomyocytii (daunorubicin 10 uM, inkubace 48 h) a dale na modelu
daunorubicinem indukované chronické kardiotoxicity (daunorubicin 3 mg/ke, i.v., 1 x
tydné po dobu 10-ti tydnit) u kralika. Ve studiu kardioprotektivnich vlastnosti SIH
v podminkach in vitro byly pouzZity koncentrace 3-100 pM, pfi¢emz v pedminkéch in vivo
byly pouzity 3 davky (0,5, 1,0 a 2,5 mg/kg, i.v.) podané 10 min pfed kaZdou aplikaci
daunorubicinu (n=9, vkaZdé skuping€). /n vitro byla hodnocena zména bunéiné
morfologie, aktivita laktatdehydrogenazy v bunééném médiu a kumulace daunorubicinem
indukované fluorescence uvnitf kardiomyocytd. In vivo byly hodnoceny obdobné
parametry jako v piedchazejici studii zaméfené na chelator 0-108. Vysledky byly
porovnany s daunorubicinovou skupinou (samotny daunorubicin, 3 mg/kg, i.v., 1 x tydné
po 10 tydnt, n=15), kontrolni skupinou (fyziologicky roztok 1 ml/kg, i.v.,, n=I11),
skupinou samotného chelatoru (SIH 1,0 mg/kg, i.v., n=6) a skupinou vehikula (roztok
farmaceutickych kosolventi PEG 300/ethanol ve fyziologickém roztoku, n=5).
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In vitro bylo zjidténo, Ze reinkubace srdeénich bunék s chelatorem SIH je
schopna &astedné, av3ak signifikantngé potladit (22-25 %, p<0,05) bunéCnou toxicitu
daunorubicinu (hodnocenou jako aktivitu LDH v bun&éném mediu) a do urcité miry téZ
zmirnit zmény bun&éné morfologie navozené daunorubicinem. Méfenim autofluorescence
daunorubicinu byla zaznamenana ndpadna kumulace tohoto cytostatika uvniti srdecnich
bungk. Protektivni plsobeni nemélo Zadny vliv na kumulaci daunorubicinové
autofluorescence uvnité kardiomyocytd. Pfestoze mél studovany cheldtor signifikantni
protektivni vliv na daunorubicinem navozenou toxicitu, tento efekt v rozmezi koncentraci
otekavatelnych in vivo (tj. cca do 100 pM SIH), nevykazoval vyznamnou davkovou
zavislost. .
Intravenézni podani chelatoru SIH vdavee 0,5 a 1 mgkg mélo vyznamny
pozitivni vliv na celkovou mortalitu navozenou daunorubicinem. Zatimco
v daunorubicinové skuping byl pozorovan celkovy pfedcasny ahyn 33 %, ve skupiné
s nejniz8i davkou SIH byla mortalita sniZena (11 %). Dvojnasobna davka SIH (1 mg/kg)
pak byla dokonce schopna kompletné zamezit Ghynu pokusnych zvifat. Vedle vlivu na
piedCasny (hyn mél studovany chelator téZ vyznamny vliv na srde¢ni funkci. V nizsi
studované dévce byl zaznamenén vyznamny pokles ejekéni frakce levé komory u zvifete,
které pfedtasné uhynulo a v celé skuping pak doslo k poklesu tohoto parametru na konci
pokusu (Obr. 6). Uvedeny pokles byl ale relativné maly, a proto nesignifikantni ve
srovnani s kontrolni skupinou (EF = 58,8 + 0,9 vs. 61,7 £ 0,9 %, n.s.), na rozdil od
daunorubicinové skupiny kde byl pokles signifikantni jiz od 9. tydne pokusu. Ve skupiné
s vy88i davkou chelatoru (1 mg/kg) byl protektivai aginek této latky na srdeéni funkci
jesté vice vyjadien. V této skupiné nebyl v prabéhu celé studie zaznamenan signifikantni
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pokles ejekéni frakce levé komory (Obr. 6) a naméfené hodnoty se vyznamné nelisily od
nalezd v kontrolni skupiné (39,6 £ 2,3 vs. 61,7 £ 0,9 %, n.s.). Hodnoty ejekéni frakce byly
navic ve vétsiné sledovanych intervald vyznamné vy3si nez v daunorubicinové skupiné.
Signifikantné vy$3i kontraktilita levé komory v této skupiné byla téZ potvrzena
prostfednictvim  indexu kontraktility dP/dty., (Obr.7) ziskaného katetrizacnim
vySetienim. SniZeny byl téz vyskyt pleuralniho vypotku a ascitu v pitevnim nalezu (22%
vs. 67% v daunorubicinové skuping). Histologické vySetfeni myokardu levé komory
odhalilo znamky sniZené progrese srde¢niho poskozeni s pfevazujicimi ¢asnymi zménami
jako je zvySena eosinofilie cytoplazmy ¢i za¢inajici degenerace kardiomyocytd. Naproti
tomu v daunorubicinové skupiné byly patry znamky nejen masivni fokalni degenerace
srde¢nich bunék, ale i vyrazna intersticialni fibrotizace jako disledek dlouhodobého
toxického poskozeni srde¢niho svalu daunorubicinem. V souladu s timto pozorovanim byl
i nalez niz3i progrese vzestupu plazmatickych hladin srde¢niho troponinu T, ackoliv tyto
hodnoty v zavéru dosahly statistické vyznamnosti.

Na rozdil od vyse diskutovanych vysledkii ziskanych v obou skupinach
s niz8imi davkami SIH, ve skupin& s nejvyssi podavanou davkou (2,5 mg/kg) nebyly
shledany Zadné znamky vyznamného protektivni pisobeni. PredCasny thyn (33%) a
funkéni parametry levé komory (EF na konci experimentu = 53,9 + 1,3 %, dP/dt,,, = 811
+ 115 kPa/s) se vyznamné nelisily od skupiny samotného daunorubicinu. Histologické
vyZeteni levé komory téZ odhalilo po3kozeni blizici se co do rozsahu i intenzity naleziim
v daunorubicinové skuping.

"
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V. Diskuze

Kardiotoxicita patii mezi mén& b&Zné, aviak velmi zdvazné toxické Gcinky
komplikujici protinddorovou chemoterapii. Tento druh toxického a¢inku je nejvice
vyjadien (a jiZz dlouhou dobu znam) u antracyklinovych cytostatik, nicméné€ v nedavné
dobé& byly piekvapivé odhaleny znamky kardiotoxicity i u novych protinadorovych Ié€iv s
odlidnymi mechanizmy &inku jako napf. trastuzumab a imatinib (Ewer 2005, Kerkerela
2006). ProtoZe antracyklinova kardiotoxicita je do znaéné miry ireverzibilni, je daleZité
odhalit znamky kardiotoxicity v co nejéasnéjsi fazi. Ackoliv je echografické hodnoceni
systolické srde¢ni funkce nejcastéji uzivanym ptistupem pro monitorovani antracyklinové
kardiotoxicity, tento pfistup je schopen odhalit aZz relativné pokrocilé znaky
antracyklinové kardiotoxicity (Shan 1996, Suter 2002), cemuz také odpovidaji
experimentalni vysledky obsaZené v této dizertaci (Obr. 4. a 6.), jakoZ i vysledky nasich
dalsich praci (Simunek 2004). Z dostupnych informaci vyplyvd, Ze neinvazivni vy3eteni
diastolické funkce prostiednictvim Dopplerovského hodnoceni pinéni levé komory by
mohlo byt vhodnou, citlivou a neinvazivni metodou, kterd by mohla dfive identifikovat
pacienty s vyraznym rizikem rozvoje kardiotoxicity (Bu'Lock 1999, Tjeerdsma 1999,
Tassan-Mangina 2006, Nagy 2006). V experimentalnim uspofadani by tento p¥istup moh!
pomoci lépe hodnotit kardiotoxické uéinky antracyklinovych cytostatik a presngji
posoudit kardioprotektivni potencial pfipadnych novych kardioprotektiv.

Nicméng, jak je zfejmé z obrazku 2B, fadné hodnoceni diastolické funkce je
vzhledem k vysoké srde¢ni frekvenci u kralika mozZné pouze suZitim kombinované
anestézie ketamin/xylazin. Takto hodnocené parametry plnéni levé komory se oviem
ukazaly byt nepfinosné pro hodnoceni antracyklinové kardiotoxicity (Obr. 2C), pfestoze
citlivgjsi katetrizadni vy3etfeni provedené na konci experimentu identifikovalo
diastolickou dysfunkci. Jednim z moZnych vysvétleni by moh! byt hemodynamicky vliv
xylazinu jako soudast anestézie, ktery byl také i v této studii dokumentovan. Vliv xylazinu
na kardiovaskularni parametry (srde¢ni frekvenci, tlak krve) by totiZ do ur¢ité miry mohl
maskovat daunorubicinem navozenou diastolickou dysfunkci, o ¢emuZ nasvédéuje i rozdil
v indexu relaxace (dP/dt,;,) mezi kontrolni skupinou (hodnocenou s uzitim kombinované
anestézie) a skupinou, kde byl pouZit pouze samotny ketamin. Hodnoceni plnéni levé
komory u kralika je tedy limitovano pomérné€ vysokou srdeéni frekvenci na jedné strané a
hemodynamickymi zménami navozenymi xylazinem na strané druhé. Kombinovana
anestézie obsahujici xylazin.(nebo jiné a,-mimetikum), je v3ak pfi echokardiografickém
vySetfeni na malych laboratornich zvifatech pomé&rng &asto vyuZivana (Rungwerth 2004;
Bull 2003; Derumeaux 2002; Nagueh 2000; Pennock 1997; Hoit 1995; Young 1990).
Nicméné, z nasich vysledki vyplyva, Ze v téchto pfipadech nelze vylougit vliv anestetika
na vysledky ziskané timto pfistupem. Tato hypotéza odpovidd i dal§im zpravam
z posledni doby. Napf. Chaves et al. (2001) zjistil, Ze xylazin jako soucast anestézie pro
echokardiografické méfeni ma signifikantni vliv na systolickou srde¢ni funkci (ejekcni
frakci levé komory) méfenou timto zplisobem. Velmi recentni prace pak dale
dokumentuje, Ze anestézie obsahujici xylazin mé signifikantni vliv i na Dopplerovsky
hodnocené parametry diastolické funkce (Stypmann 2007). Z téchto zkuSenosti se tedy
zda, Ze s vyuzitim standardniho pFistrojového vybaveni neni z technickych divod mozné
vyuzit echografické hodnoceni pro ¢asny zachyt antracyklinové kardiotoxicity.

Ve vyse diskutované praci byl demonstrovan nardst koncentraci troponinu T
nad detekéni limit jiz ve &tvrtém tydnu pokusu a signifikantni narist oproti kontrolni
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skupin€ byl zjistén jiz o tyden pozdé&ji — tj. pfi relativn nizké kumulativni davce
daunorubicinu (200 mg/m®). V nasledujicich intervalech byl zaznamendn progresivni
nardst hladin troponinu T, coZ odpovidd kumulativnimu charakteru antracyklinové
kardiotoxicity. ProtoZe v této pilotni skupiné bylo studovano pouze omezené mnoZstvi
pokusnych zvifat, neni mozné spolehlivé usuzovat na individualni predikéni hodnotu
hladin troponinu T. Nicméné v pfedchozi studii jsme poukazali na to, Ze hladiny
troponinu T negativné koreluji s kontraktilitou levé komory (Simunek 2003). V nasich
experimentainich podminkach se tedy troponin T zda byt nejcitlivéj$im v soudasnosti
dostupnym markerem antracyklinové kardiotoxicity, pfi¢emz jeho signifikantni elevace
predchazi i poklesu systolické funkce levé komory, jako stile nejcastéji doporuovanému
parametru pro hodnoceni a monitorovani antracyklinové kardiotoxicity (Elbl 2002, Gersl
1994, Simunek 2004). Uvedena studie téZ potvrdila vhodné zvolené odb&rové intervaly
(1., 5, 8., 10. a 11. tyden) pro stanoveni troponinu T pro dal3i experimentalni studium
kardioprotektivnich vlastnosti chelatagnich latek. Ziskané vysledky téZ naznaluji, Ze
troponin T si zasluhuje dal$i zkoumani, jak v experimentidlnim uspofadani, kde mize
napomoci objektivnéji a pfesnéji hodnotit kardiotoxické a potencialni kardioprotektivni
ptisobeni 16¢iv, ale i v klinické praxi, kde by mohl s pfedstihem uréit pacienty, u nich?
dochazi k subklinickym znamkam kardiotoxicity.

ProtoZe se soudi, Ze v patogenezi antracyklinové kardiotoxicity sehravaji
dileZitou ulohu ionty kovi (zvlasté pak Zeleza), byla dale vénovana pozornost studiu
zmén vobsahu vybranych kovovych prvkii v myokardu pokusnych zvifat s
experimentalné navozenou antracyklinovou kardiomyopatii. PiestoZe nékteré studie
naznacujf vyrazné zmény v homeostdze Zeleza v srde¢nich burikach exponovanych
antracykliny (Kotamraju 2002), vtéto studii nebyla na naSem klinicky relevantnim
modelu antracyklinové kardiotoxicity zaznamenana 7adnd zmeéna v zastoupeni tohoto
prvku. TkdyZ né&které prace naznafuji, Ze interakce antracyklinu stzv. iron-regulatory
proteins (IRP) muZe vést ke zvySeni exprese transferinového receptoru v srdegnich
burtkach (Kotamraju 2002, Xu 2005) a tak nasledné zvysit celkové mnoZstvi tohoto prvku
v kardiomyocytech, zavéry nami provedené studie tuto hypotézu nepodporuji. Naopak,
tyto vysledky spiSe naznacuji, Ze zasah antracyklint do homeostizy Zeleza
v kardiomyocytech je na prvni pohled méné napadny a ve své molekularni podstaté
vyrgzné komplexnéjsi. Tyto vysledky jsou také v souladu s nalezy dal$ich autordl (Xu
2005). Na zakladé viech téchto nalezti se zda byt pravdépodobngjsi, Ze spise nez ke
zménam celkového absolutnitho obsahu Zeleza v srdeénich buiikach maze vlivem
antracyklinevych cytostatik dochazet k indukci zmén v relativnim zastoupeni iontt Zeleza
v jednotlivych bunéénych kompartmentech.

Nejvyznamnéjdi zména v zastoupeni prvkd v myokardu levé komory po
opakovaném podavani daunorubicinu byla nalezena pii hodnoceni koncentraci kalcia. Ve
svétle signifikantni negativni korelace tohoto parametru sindexem kontraktility levé
komory (dP/dt.,.) se zda byt tento poznatek jesté zajimavéjsi. Kauzalni vztah tohoto
pozorovani k daunorubicinové kardiotoxicité¢ dal podporuje nepfitomnost signifikantni
zmény v myokardidlni koncentraci kalcia ve skuping, u které bylo dosaZeno a&inné
kardioprotekce pomoci dexrazoxanu. Z literarnich prament (Minotti 2004, Olson 2005) je
znamo, Ze antracykliny vyznamné interferuji s homeostazou kalcia v kardiomyocytech,
coz ve svém dusledku mizZe vyastit v pfetizeni buiiky kalciem (tzv. ,.calcium overload*).
Dlouhodobé zvySené hladiny vapniku v cytoplazmé vedou mimo jiné k aktivaci kalcium-
dependentnich protedz, které mohou byt zodpovédné za fadu daldich patologickych déju
odehravajicich se v kardiomyocytech. Relativné neddvno bylo na modelu izolovanych
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adultnich kardiomyocytd demonstrovano, Ze doxorubicin je schopen vyznamnym
zpGsobem navodit aktivaci kalpainu, a to jiZz v relativné nizkych koncentracich (Lim
2004). Tato specificka Ca-dependentni proteaza je schopna vysoce efektivné Stépit
nékolik vyznamnych substratt — napi. troponiny (vyznamné myofilamentarni regulaéni
proteiny), titin (strukturdlni protein daleZity pro stabilitu sarkomery) nebo ankyrin a
fodrin (proteiny dilezité pro spravnou funkci a ukotveni Na'/K'-ATP4zy, Inserte 2005).
Zvysené koncentrace cytozolického kalcia mimo jiné vedou k hromadéni tohoto prvku
uvniti mitochondrii a timto zpsobem je déle regulovana signalizace vedouci k bunétné
smrti (apoptotické nebo nekrotické) (Wallace 2003).

V nafem pozorovani dexrazoxan dokazal plné zabranit nejen daunorubicinem
navozenym zménam v myokardidlnim zastoupeni jednotlivych prvka, ale v souladu s tim
také navodil u€innou kardioprotekci a zabranil pfed¢asnému thynu pokusnych zvifat.
Vyznamny kardioprotektivni cinek dexrazoxanu byl opakované¢ dokumentovan na
klinicky relevantnich experimentalnich modelech (Herman 1985), ale i v &etnych
klinickych studiich (napf. Swain 2004). Dexrazoxan je tak dosud jedinou latkou s jasné
prokdzanym kardioprotektivnim wé¢inkem jak v experimentalnich podminkach, tak
v klinické praxi. Na zakladé dostupnych informaci se kardioprotekce pomoci dexrazoxanu
zda byt vyrazné perspektivnéjsi nez podavani klasickych antioxidanta (napf. vitamin C, E,
acetylcystein; Legha 1982, Dresdale 1982, Myers 1983). Hlavnim mechanizmem
kardioprotektivniho ptisobeni dexrazoxanu je, alespoii podle soucasného stavu poznani,
chelatace volnych ionti Zeleza prostiednictvim svého aktivniho metabolitu (ADR-925).
Uvedeny rozdil v aginku scavengeru/antioxidanti a dexrazoxanu je pomérné zajimavy
s ohledem na to, Ze oba kardioprotektivni pfistupy jsou zaméfeny na stejny patogeneticky
mechanizmus antracyklinové kardiotoxicity — produkci volnych kyslikovych radikald
(Minotti 2004). MoZny rozdil v praktické Géinnosti obou kardioprotektivnich intervenci
muZe pfimo souviset se strategii, jakou tyto latky proti ROS pisobi. Zatimco scavangery a
principem uc¢inku dexrazoxanu (resp. jeho aktivniho metabolitu) je tvorb& ROS
predchézet (Cvetkovic 2005). Vzhledem k tomu, Ze antracyklinova cytostatika produkuji
piedeviim hydroxylové radikaly, které jsou znamé svou extrémné vysokou reaktivitou a
ultrakratkym poloCasem (Keizer 1990), je mozné, Ze potlaceni cyklické tvorby ROS je
z kardioprotektivniho hlediska vyrazné vyhodné&;jsi.

Nové chelatory Zeleza tudiZ zasluhuji pozornost a studium také z hlediska jejich
potencialng kardioprotektivnich  vlastnosti. Vzhledem ktomu byly studovany
bezpetnostni aspekty a eventuadlni organova toxicita opakovaného podéani nového
chelatoru Zeleza pyridoxal 2-chlorbenzoy! hydrazonu u kralika ve tfech davkach 25, 50 a
100 mg/kg. Uvedené davky byly zvoleny sohledem na ptechéazejici studii indukce
exkrece Zeleza u hypertransfundovanych potkant (25-200 mg/kg) (Link 2003). Davkovaci
schéma a zplsob podéani pouZité v nasi studii (i.p., 1 x tydné po dobu 10-ti tydnd) byly
vybrany s ohledem na zamy$lené studium kardioprotektivnich vlastnosti této latky na
modelu daunorubicinem indukované kardiotoxicity u kralika (Gersl 1994, Simunek 2004).
Také pfi studiu exkrece 7zeleza pomoci cheldtoru o-108 byla hodnocena celkova
kumulativni exkrece tohoto prvku v horizontu jednoho tydne po jednordzovém podani
uvedené latky (Link 2003). Pfi pouziti chelatoru o-108 jak pro eventudlni
kardioprotektivni uc¢inky, tak i pro pfipadnou lé&bu pietizeni organizmu Zelezem, je
z principu nutné opakované podavani této latky. Pied daldim studiem farmakologickych
vlastnosti 0-108 tedy bylo tieba aspofi pfedb&zn& zjistit jeho tolerabilitu, pfipadné
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neo¢ekavané farmakodynamické ucinky (ve smyslu safety pharmacology®) a potencialni
organovou toxicitu po opakovaném podavani této latky. Vzhledem k tomu, Ze v obou
piipadnych indikacich je patologicky postiZen kardiovaskularni systém (Richardson a
Ponka 1998, Minotti 2004), zvlastni pozornost byla vénovana pravé kardiovaskularnim
parametram.

V pribéhu celé studie nebyl zaznamenan Zadny Ghyn a nebyly pozorovany ani
zjevné vnéjsi znamky toxicity. Ackoliv se jedna o chelator Zeleza s u€inkem prokazanych
v podminkéach in vitro i in vivo, vpribéhu celé studie nebyl zaznamenan pokles
celkového sérového Zeleza ani anemické obtiZe s timto souvisejici. Toto pozorovani neni
podezielé, nebot aroylhydrazonové chelatory jsou schopny vizat pouze volné ionty
Zeleza, kterych je v intaktnim organizmu, oproti organizmu pietiZzeného Zelezem, pouze
velmi omezené mnoZstvi (Aisen 2000). Studovany chelator neni schopen vyvazovat ionty
Zeleza vazané v zasobnich (feritin) ¢i transportnich proteinech (transferin), a tak mohl své
Zelezo-chelataéni vlastnosti uplatnit pouze v tzv. labilni €asti intracelularnich zasob Zeleza
(..labile iron pool“) (Buss 2002). Vzhledem k omezenému mnoZstvi iontd Zeleza v tomto
kompartmentu, jeho vysokému stupni mobility a davkovacimu schématu chelatoru, lze
olekavat, 7e uvedené ztraty byly bez problému kompenzoviny zvySenou expresi
transferinového receptoru, popf. pfechodné zvySenou stievni absorpci Zeleza. Plazmatické
hladiny dalsich vyznamnych biogennich prvki (napf. kalcia) nebyly podéavanim chelatoru
0-108 ovlivnény, coZ opét ukazuje na relativné vysokou chelatacni selektivitu této latky
vidi iontdm Zeleza uvadénou v literatufe (Richardson a Ponka 1998, Buss 2002).

Jedinym statisticky vyznamnym a zaroveii piekvapivym nalezem spojenym
s opakovanym podavanim chelatoru 0-108 sohledem na kardiovaskularni systém bylo
zvydeni plazmatickych koncentraci troponinu T. PrestoZe tento nalez nejevil jasnou
zavislost na davce chelatoru, nejvys3i a statisticky signifikantni hodnoty byly pozorovany
ve skupin€ s nejvyssi ddvkou chelatoru. K témto vysledkim oviem nebyl nalezen Zadny
morfologicky nebo funkéni korelat (Simunek 2003, 2004). Podrobné histopatologické
vySetfeni myokardu v této skupiné pouze ukazalo na velmi mirné zmény, pfi¢emz nebylo
moZné nalézt kvalitativni nebo kvantitativni rozdil v zavislosti na davce chelatoru. Navic
obdobné zmény, dokonce i o néco napadngjsi, byly pozorovany i ve skupiné vehikula, kde
ke zvy3eni plazmatickych koncentraci troponinu nedoSlo. Funkéni vySetfeni (ejekéni
frakce levé komory stejné tak jako .index kontraktility dP/dt,,,) dokumentovaly zcela
normalni systolickou funkci levé komory bez ndznaku podezielych zmén v porovnani
s kontrolni i vehikulovou skupinou. Dale nebyl pozorovan vliv chelatoru na vybrané
funkéni parametry kardiovaskularniho systému (arteridlni krevni tlak, srdeéni frekvence a
EKG). Zvy3ené plazmatické koncentrace troponinu T tedy vtomto piipadé nebyly
asociovany s zadnymi vyraznymi kardiovaskularnimi abnormalitami, takZe pficina a
vyznam tohoto pozorovani zistiva nejasnd. Druhy studovany chelator - salicylaldehyd
isonikotinoy! hydrazon (SIH) - byl podavan intravenézné kralikim v davce I mg/kg.
Narozdil od vySe diskutovaného chelatoru 0-108, opakované podavani SIH nevedlo
k vyznamnému zvySeni plazmatickych koncentraci troponinu T, pficemZz naméfené
hodnoty plné odpovidaly vysledkim ziskanym v kontrolni skuping. SIH ve studované
davce nevykazoval Zadné vyznamné znamky organové toxicity (obdobn& jako o-108).
Podobné nalezy byly dokumentovany v pfedchozi studii, kde byl tento chelator podavén
ve stejném schématu v davece 50 mg/kg, i.p. (Klimtova 2003). Vysledky této prace tedy
mj. naznacuji pomérné nizkou organovou toxicitu aroylhydrazonovych chelatort Zeleza,
co? koresponduje s nélezy ze studia akutni toxicity téchto latek (prof. Kvétina et al,
UEBF, ProMed s.r.0.)
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V literatufe viak nebyly dostupné v podstaté zadné informace o osudu téchto
latek v organizmu. Na osud aroylhydrazonovych chelatori v Zivém organizmu bylo tedy
dosud moZné usuzovat pouze nepfimo na zéklad€ studii exkrece Zeleza po jejich podani.
7 té&chto 0daji plyne, Ze uvedené latky navozuji po perordlnim podani vyznamnou a
davkové zdvislou exkreci Zeleza (Hoy 1979, Buss 2002). Proto u nich lze tedy oéekavat
pomérné dobrou biologickou dostupnost. Aroylhydrazony navozena exkrece ionti Zeleza
probihala téméi vylucné Zluci do stolice (nartst exkrece moéi byl zanedbatelny) (Blaha
1998, Buss 2002). Signifikantni narist exkrece byl pozorovén cca do $esté hodiny po
perordlnim podani chelatort, s maximem b&hem prvnich tif hodin (Blaha 1998). Pfitinou
absence zakladnich farmakokinetickych 0dajd, charakterizujicich osud téchto
potencidlnich 1é¢iv v organizmu, byla pfedeviim nedostupnost modernich selektivnich a
pfesnych analytickych metod vhodnych pro hodnoceni téchto latek.

Pro ucely pilotnich farmakokinetickych studii bylo pouZito intraven6zni podani
obou 1é¢iv a relativné vy3si podavana davka (10 mg/kg) tak, aby citlivost metody dovolila
dostate¢né dlouhé sledovani pribg&hu plazmatickych koncentraci (kvantifikacni limity pro
SIH a 0-108 byly 1,08 a 2,51 pM). Vzhledem k pfitomnosti nevodnych slozek vehikula
bylo podani studovanych latek provedeno formou pomalé intravendzni injekce.
Maximalni koncentrace chelatoru bylo dosaZeno v obou pfipadech ke konci aplikace (2-3
min), ale ¢, obou cheldtort se v pfepoctu na ekvimolarni davku vyznamné liSila - ¢
0-108 byla cca. 4,2 krat vy3si neZ v pfipadé SIH. Pomémé znaény rozdil mezi ob&éma
chelatory byl téZ pozorovan v piipadé zdanlivého distribuéniho objemu. Zdanlivy
distribu¢ni objem SIH (cca 1,5 Vkg) signalizujici vyznamnou distribuci do celkové télesné
vody (tedy do extracelularniho i intracelularniho kompartmentu) a urditou retenci
ve tkdnich nebyl zasadnim pfekvapenim, protoZe tento 0daj odpovidd fyzikalné-
chemickym vlastnostem tohoto cheldtoru a ptedchazejicim experimentim na in vitro i in
vivo @rovni. Na druhou stranu uréitym pfekvapenim byl relativné maly distribu¢ni objem
0-108 (0,35 l/kg), nebot tato hodnota sice piesahuje celkovy extracelularni objem (cca
0,2 I/kg), ale zdaleka neodpovidéa pfedpokladanym hodnotam. Chelator 0-108 je totiZ jesté
vyznamné lipofilnéjdi nez vyse diskutovany STH — log P (SIH) = 1,75 a log P (0-108) =
2,74 (tj. rozdil v rozdélovacim koeficientu je ptiblizné 10-ti nasobny). Navic v in vitro
studiich 0-108 jednoznatné prokazoval vyraznou schopnost priniku do intracelulamiho
kompartmentu a to dokonce i 1épe neZ SIH (Buss 2002). Jednim z moZnych vysvétleni je
vyznamng&ji vazba 0-108 na plazmatické bilkoviny. Na tento jev by mimo jiné mohla
ukazovat jiz zminéna vy3§i lipofilita tohoto chelatoru. Kromé toho, atkoliv byly v obou
piipadech pouZity pro formulaci chelatort shodné kosolventy, SIH byl pro acely téchto
studii pouzit jako sl (hydrochlorid), coZ usnadnilo jeho rozpustnost ve vodnych
roztocich. Pfiprava soli 0-108 se oviem ukazala byt z chemickych diivodli nemoZna, a
proto musel byt tento chelator podavan jako volna baze. Neni vylougeno, Ze se ve vodném
systému obtiZné& rozpustny cheldtor 0-108 po pomalém intravendznim podani vyznamnou
mérou solubilizoval za &asti vysoké vazby latky na plazmatické proteiny. Tomu by také
mohla nasvéd¢ovat shoda v poméru naméfenych maximaélnich koncentraci 0-108 a SIH
(4.12) s pomérem zdanlivych distribuénich objeml téchto latek (4,21). Nepfimym
dokladem distribuce chelatoru 0-108 do intraceluldrniho kompartmentu byl oviem
predeviim kardioprotektivni a¢inek této latky, ktery vykazoval obdobnou davkovou
zavislost jako SIH (viz dale).

V piipadé obou chelatord byl zjistén rychly pokles koncentraci téchto latek
v plazm¢ korespondujici s pom&mé rychlou distribuci. Relativné rychly pokles
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plazmatickych koncentraci oviem nasledoval i v dali fazi, coZ svéd¢i o rychlé eliminaci
uvedenych latek. Rozdil v biologickych polocasech obou cheldtor je sice signifikantni
(p<0,05), ale nikoliv zasadné odlisny. V obou piipadech byl biologicky polocas eliminace
relativné kratky. Je tieba podotknout, Ze se patrné nejednd o ndhodné pozorovani, ale
spiSe o vlastnost majici uréity vztah k chemické struktufe aroylhydrazonovych chelatort,
nebot’ také v itvodnich pokusech s pfedstavitelem dal3i série aroylhydrazonovych analogii
(PCTH) byla nalezena obdobné rychla eliminace jako v pfipadé o0-108 (nepublikované
vysledky). Tyto pilotni farmakokinetické studie jsou prvnimi (daji o farmakokinetice
aroythydrazonovych chelatort vibec. Nicméné je zfejmé, Ze zde diskutované
experimenty spiSe predstavuji uvod do studia farmakokinetiky téchto chelata¢nich latek.
Pro kompletni objasnéni farmakokinetiky téchto potencidlnich 1éCiv a ur€eni v3ech
dalezitych farmakokinetickych parametrt (biologickd dostupnost, vazba na plazmatické
proteiny, koncentrace v kli¢ovych tkanich jako napt. myokard, exkrece atd.) je vSak nutné
vyvinout je3té fadové citlivéjsi analytickou metodu.

V navaznosti na ptedchozi studie byl sledovan potencialné kardioprotektivni
G¢inek chelatoru Zeleza o0-108 po intraperitonedlnim podani u kralika. Studiu
kardioprotektivniho  a¢inku  0-108 pfedchazela analyza vlivu télo latky na
antiproliferativni (¢inek daunorubicinu. Bylo prokazano, Ze samotny chelator o-108
plsobi antiproliferativné. coZ koresponduje s prechazejicimi zpravami o protinadorovém
G¢inku droythydrazonovych chelatord (Richardson 1995, Buss 2003). Mechanizmus
tohoto Gginku neni zcela jasny, nicméné se predpoklada, Ze jsou tyto latky schopny
inhibovat ribonukleotid reduktazu a indukovat programovany zanik nadorovych buné&k
(Buss 2003 Kalinowski 2005). Zhlediska potenciélniho kardioprotektivniho uiiu’ této
uc¢inek daunorubicinu, naopak ve vy531ch davkdch chelator vykazoval aditivni
antiproliferativni acinek k pasobeni daunorubicinu. PiestoZe v piipadé SIH nebyl vliv
latky Aa antlprohferatlvm icinek daunorubicinu studovan, lze oéekavat, Ze vysledky by se
nemély vyrazng lisit od studie provedené s o0-108. Naopak, je spiSe pravdepodobne Ze
aditivni antiproliferativni (i¢inek-SIH by mohl byt je3t€ vyznamnéjsi a to jiz pfi niZ3ich
koncentracich chelatoru (Richardson 1995, Buss 2003).

P¥i studiu kardioprotektivnich G¢inkd chelatoru 0-108 bylo zjidténo, Ze je tato
latka schopna kompletng zabranit daunorubicinem navozenému pfed¢asnému dhynu a
signifikantné zmirnit postizeni funkce levé komory. Tyto nalezy dobfe korespondovaly
s niz8im vyskytem znamek méstnani, niZ§im rozsahem a intenzitou morfologickych zmén
v levé komote a mirngj§im narstem srdeéniho troponinu T v plazmé. Vedle dexrazoxanu
se jedna o viibec prvni studii, kterd demonstruje kardioprotektivni uinek cheldtoru Zeleza
na refevantnim chronickém modelu antracyklinové kardiomyopatie. Tyto vysledky mimo
jiné=dokumentuji vyznamnou ugast ionth Zeleza na vzniku a rozvoji antracyklinové
kardiotoxicity (Keizer 1990). Zvy3eni davky (na 2.5 néasobek) viak mélo za nasledek
predéasny hyn pokusnych zvitat (50 %), ktery oviem (vzhledem ke kumulativni davee
cytostatika, koncentracim troponinu T vplazmé pred Ghyny, vysledkiim posmrtného
ohledéni a histotogického vy3etfeni myokardu uhynulych zvifat) nesouvisel s poskozenim
myokardu. Pfi¢inu thynu nebylo mozné zdostupnych informaci spolehlivé ur€it.
Nicméné vzhledem k absenci vyrazné orginové toxicity po opakovaném podani
samotného chelatoru a davkové zavislosti ahynu pfi kombinaci s daunorubicinem by se
mohlo jednat o potenciaci nékterého ztoxickych (Cinkd daunorubicinu (napf.
hematotoxicity nebo nefrotoxicity, Herman 1988). Jesté prekvapivéjsi nez pozorovany
ptedeasny uhyn v8ak Byla absence znamck kardioprotekce u prezivajicich zvitat, kterd
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byla zfejma jak z funk¢niho tak morfologického vy3etfeni levé komory. Toto pozorovani
neni mozné vysvétlit kvalitou zvifat nebo sezénnimi vlivy, nebot” uvedené experimenty
byly provadény ve stejném casovém obdobi a zvifata byla do skupin randomizovana.
Uvedena davkova zavislost kardioprotektivniho t&inku se jevila jako neobvykld a
v literatufe dosud nebyla popsana (Minotti 2004, Wouters 2005). S ohledem na zvy3Sené
hladiny troponinu T v plazmé pokusnych zvifat po podavéani samotné latky, oviem nebylo
mozné vyloucit, Ze se jedna o specifickou vlastnost tohoto jediného chelatoru.

Pro dalsi studium kardioprotektivnich vlastnosti aroylhydrazonovych chelator
Zeleza byl tedy vybréan strukturné odliny analog salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon
(SIH), ktery reprezentuje odlidnou sérii novych analogit mateiské latky PIH (Buss 2002,
Buss 2003). Tento analog byl v pfedchazejicich experimentech vysoce u€inny pii ochrané
srde¢nich bunék vi¢i modelovému oxidaénimu stresu navozenému in vitro pomoci
peroxidu vodiku (Horackova 2000, Simunek 2005a). Tento chelator, dovedl zabranit
nejen oxidaénim stresem navozené mitochondridlni dysfunkci, ale nekrotické, jakoZ i
apoptotické smrti srde¢nich bunék (Simunek 2005a). Predpoklada se, Ze tyto klicové dgje
se té7 podileji na patogenezi antracyklinové kardiotoxicity (Minotti 2004, Wallace 2003).
Z pilotnich experimenti, také vyplyvalo, Ze SIH je (¢inn&j3im antioxidantem neZ PIH a
jeho analog 0-108 (nepublikované vysledky). Z téchto diivodi se SIH zdat byt vhodnym
kandidatem pro dal3i studium jako potencialni kardioprotektivum proti antracyklinové
kardiotoxicité. S ohledem na vyloudeni moZného vlivu pomalé &i proménlivé absorpce na
kardioprotektivni u€inek nebo jeho davkovou zavislost bylo v tomto experimentu zvoleno
intravendzni podani studované latky. Pro detailni popséni davkové zavislosti eventudlniho
kardioprotektivniho uéinku byly pouZity t¥i davky chelatoru, které byly zvoleny
s pfihlédnutim k vysledkim pfedpokusti zaméfenych na opakované podavani SIH a
jeho kombinaci s daunorubicinem.

V obou niZSich studovanych davkach SIH puasobil kardioprotektivné se
znamkami zvy3ovani kardioprotektivniho €inku v zavislosti na davce chelatoru. Zatimco
v kombina¢ni skupiné s nejnizsi studovanou davkou SIH (0,5 mg/kg) doslo k jednomu
pfedéasnému dhynu, kterému pfedchazel pokles systolické funkce, pii pouZiti
dvoinésobné vyS$si dévky SIH jiz bylo dosaieno kompletniho pieZiti. Vc skupiné s

poklcsu ejekeéni frakce. S uZitim vyssi davky nebyl v priibéhu celeho pokusu zaznamenéan
signifikantni pokles ejekéni frakce a tyto hodnoty byly - vyznamné vy$§i nez
v daunorubicinové skupiné,” coZ bylo prokdzano i v zavéru experimentu pomoci
katetrizaniho vySetfeni kontraktility levé komory. Morfologické vySetieni i hladiny
troponinu T ve shodé naznacily sniZenou progresi srde¢ni toxicity. Pii dal§im zvySeni
davky na 2,5 mg/kg, sice nebyly pozorovany znamky extrakardialni toxicity (narozdil od
0-108), nicméné obdobné jako v pokusu so-108 v podstaté vymizely znamky
kardioprotektivniho G€inku SIH.

Vsechny dosud studované aroylhydrazonové chelatory Zeleza (0-108, SIH a do
urcité miry i diive studovany PIH, Simunek 2005b, Gersl 2004) tedy vykazuji do znagné
miry paradoxni dévkovou zavislost kardioprotektivniho G¢inku a to bez ohledu na
strukturu aroylhydrazonu, zpiisob podani a ¢asovy odstup od antracyklinu. Pii¢inu tohoto
jevu nelze z provedenych experimentd piimo uréit, nicméné nabizi se n€kolik moZnych
hypotéz. V piipadé 0-108 se jako podezielé mohlo jevit zvySeni plazmatickych hladin
troponinu T po opakovaném podani samotného chelatoru. NejenZe tento jev
nekorespondoval s dalSimi kardiovaskuldrnimi parametry, ale Zadné znamky podobného

25



ucinku nebyly pozorovany u dal3ich studovanych aroythydrazond (SIH a PII) (Simunek
2001, Klimtova 2003), u kterych byla zjisténa obdobna davkova zavislost
kardioprotektivniho i¢inku. Tento jev téZ nemiZe souviset s proménlivou absorpci nebo
biologickou dostupnosti chelatorf, protoZe SIH byl podavan intravenézné a odpovéd’ na
podavanou davku byla obdobna jako u dal3ich aroylhydrazont (0-108 a PIH podavanych
ip.). Ze studia farmakokinetiky aroylhydrazonovych chelatort Zeleza téZ vyplynul
pomérné znacny rozdil ve zdanlivém distribu¢nim objemu mezi SIH a 0-108, nicméné ani
tento Gdaj evidentné nemél Zadny vliv na kardioprotektivni 0¢inek studovanych latek.
Naproti tomu u obou chelatortt byl zjistén mnohonasobné kratsi biologicky polocas nez je
udavany pro antracykliny (Danesi 2002). Tento nepomér by za uritych okolnosti mohl
mit prakticky dopad na kardioprotektivni Ginek studovanych latek. Nékolikanisobng
krat3i biologicky pologas je oviem uddvany i u klinicky ové&feného kardioprotektiva
dexrazoxanu (Hochster, 1998), takZe tento fakt nemusi byt hlavnim problémem. Na
druhou stranu je dexrazoxan je uvnitf bunék bioaktivovan na aktivni metabolit (latka
ADR-925), ktery je (narozdil od parentni latky) relativng znain& hydrofilni a lze
piedpokladat, Ze by uvnitf srdenich bunék mohl setrvavat a u¢inkovat del3i dobu. Tato
viastnost aroylhydrazonovym chelatorim chybi a neni vyloudeno, Ze to miZe
predstavovat i urcitou limitaci z hlediska kardioprotektivniho u¢inku t€chto latek. Je tedy
mozné, Ze spide neZ zvySeni davky chelatoru by ke zlep3eni kardioprotektivniho piispélo
prodlouZeni expozice myokardu niz$im davkam chelatoru. Toho by bylo moZné
dosahnout podavanim cheldtoru formou déle trvajicich infazi nebo optimalizaci chemické
struktury vedouci k del8imu biologickému polocasu.

Jak jiZ bylo diskutovano vy3e, antracykliny vyznamnym a velmi komplexnim
zpGsobem zasahuji do buné&éné homeostazy Zeleza (Xu 2005). V niz8ich davkach nami
podavanych chelatord muZe dochdzet k Zadoucimu vyvazani omezeného mnoZstvi
volného Zeleza pfitomného v cytoplazmé kardiomyocytd a tim je navozen
kardioprotektivni 0&inek. Vy&si davky chelatoru, ackoliv jsou dobie tolerovany samotng,
by ale v kombinaci sdaunorubicinem mohly do ur€ité miry pfispét k porude jemné
regulované homeostazy ionti Zeleza v srde€nich buitkach. 1 mirné prohloubeni dysbalance
bunééné homeostazy Zeleza primarné navozené antracykliny by pak, vzhledem
k esencidlnimu vyznamu tohoto prvku pro normalni funkci kardiomyocyti, mohlo byt
zodpovédné za zvrat pozitivniho kardioprotektivniho cinku chelatoru. Jak bylo
opakované prokédzano in vitro i in vivo, tyto chelatory rychle pronikaji bunéénymi
membranami a vyvazuji volné ionty Zeleza a uréitou mérou je i mobilizuji z bunék ven.
V tomto ohledu je tfeba vzit v potaz, Ze se chelatacni Gcinek aroythydrazont miZe lisit od
dexrazoxanu. Nastup intracelulami chelatace volnych iontl Zeleza patrné bude v pfipadé
dexrazoxanu spiSe pozvolngjsi, nebot je zprostiedkovany latkou az ADR-925, kterd
z dexrazoxanu vznika postupnou " enzymatickou bioaktivaci. FEventualni zésah
dexrazoxanu do homeostazy Zeleza by tedy mohl byt méné vyrazny. Aroylhydrazonové
chelatory mohou navic také mobilizovat ionty Zeleza ven z kardiomyocytfi, zatimco
v piipadé hydrofilntho ADR-925 je spi3e pravdépodobnéjsi, Ze tato latka uvnitf bunék jen
docasné vyvaze volné ionty Zeleza, coZ nemusi nutné zpisobit zdvain&j$i zmény v
celkovérbilanci.tohoto prvku. Dale bylo nepfimo prokazano, Ze mobilizace ionti Zcleza
prostredmctvnm aroylhydramnovych chelatort je do urcité miry aktivni a tedy na energii
zavisly proces (Buss 2002). S pfihlédnutim k tomuto poznatku, nelze vylougit, e tento
jev nabyva na vyznamu pfi vysSich dévkach (koncentracich) chelatoru a ve svém
disledku by pro srde¢ni builky mohl byt i uréitou metabolickou zatéZi. Samotné
antracykliny totiZ vyraznym negativnim zpisobem zasahuji do aerobniho energetického
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metabolizmu srde¢nich bun&k a vyznamné snizuji bunééné koncentrace ATP (Minotti
2004). )
PiestoZe studované aroylhydrazonové chelatory Zeleza byly schopny navodit
signifikantni protekci viigi antracyklinové kardiotoxicité, tento kardioprotektivni Cinek je
ve srovnani s modelovym lé¢ivem (dexrazoxanem) méné vyjadien. Zatimco dexrazoxan
na naSem modelu dovedl v podstaté téméf kompletné ochranit myokard pfed vznikem
chronické antracyklinové kardiotoxicity (Simunek 2004), v pfipad¢ aroylhydrazonovych
chelatord se jedna sice o vyznamné zlep3eni ve srovnéani se samotnymi antracykliny, ale
protekce byla ve v3ech studovanych piipadech pouze ¢aste¢na (pfedevsim s ohledem na
nejcitlivéjsi parametry jako je troponin T nebo histologické vySetfeni). Na podkladé
téchto zjidténi se tedy nabizi otazka, zda-li je G¢inek dexrazoxanu dan pouze chelataci
iontli Zeleza (Hasinoff 1998, Minotti 2004) nebo se na kardioprotektivnim G¢inku tohoto
léciva podileji i dal$i mechanizmy. Je totiz mozné, ze UCinek aktivniho metabolitu
dexrazoxanu (latka ADR-925), ktery se strukturné podoba EDTA, se neomezuje pouze na
ionty Zeleza, ale ur€itou mérou miZe tato latka uvnitf bunék ovliviiovat i dalsi vicemocné
biogenni prvky (jako napfiklad vapnik). Porucha bunétné homeostizy vépniku byla
opakované pozorovana (Minotti 2004, Olson 2005) v souvislosti s kardiotoxickym
plisobenim antracyklinu a abnormalni zastoupeni tohoto prvku bylo také demonstrovano
v této dizerta¢ni praci. Navic kardioprotektivni u¢inek dexrazoxanu v nadem pokusu
evidenind souvisel sabsenci téchto patologickych zmén. Uvedena hypotéza by tedy
znamenala, 7¢ dexrazoxan prostfednictvim chelatace iont Zeleza zabraituje rozvoji
daunorubicinem navozeného oxida¢niho stresu a zarovefi téZ urCitou mérou vyvazuje
vdpenaté ionty (v cytoplazmé a eventudlné v mitochondriich) a timto mechanizmem
zabrafiuje i patologické bunéiné signalizaci spojené se zvySenymi koncentracemi kalcia.
Dexrazoxanem navozena chelatace cytoplazmatického kalcia uvniti kardiomyocytii by
také za urcitych okolnosti mohla vést k inhibici aktivity kalpainu a tim chréanit myokard
pied zavainym poskozenim plynoucim z G¢inku této proteazy (Lim 2004).

Nami studované aroylhydrazonové chelatory Zeleza maji za fyziologickych
podminek narozdil od latky ADR-925 zanedbatelnou afinitu k iontdm vépniku. ProtoZe
bylo ale prokédzano, Ze jsou schopny navodit signifikantni kardioprotektivni acinek, je
vysoce pravdépodobné, Ze ionty Zeleza sehravaji v patogenezi antracyklinové
kardiotoxicity vyznamnou ulohu. Na zakladé dostupnych Gdajii oviem nelze vyloucit, Ze
pro maximalni kardioprotektivni i¢inek miZe byt také dilezita intracelularni chelatace
vapenatych iont. Pro vyvraceni nebo potvrzeni t&chto hypotéz, stejné jako pro hlubsi
pochopeni patogeneze antracyklinové kardiotoxicity a pro usp&ny vyvoj novych
aginnych kardioprotektiv je tudiz nutné dalsi studium zaméfené na latky chelatujici ionty
Zeleza a popt. také vapniku. Nicméné lze doufat, Ze i nami ziskané vysledky mohou byt
uréitym pfispévkem k daldimu studiu jak mechanizmi zodpovédnych za rozvoj
antracyklinové kardiotoxicity, tak i a¢inné kardioprotekce.
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VI Zavéry

Echokardiografické hodnoceni plnéni levé komory se narozdil od stanoveni
plazmatickych koncentraci troponinu T neukazalo byt pfinosné z hlediska Casné
detekce chronické daunorubicinové kardiotoxicity na experimentalnim modelu.
Bylo demonstrovano, Ze troponin T je vysoce citlivym biomarkerem
antracyklinové kardiotoxicity, ktery si zasluhuje dali pozornost.

Antracyklinova kardiotoxicita je spojena se zménami koncentraci nékterych
kovovych prvkd v myokardu levé komory (Ca, Mg, K), pfi¢emZ jiné (napt. Fe)
zustavaji nezménény.

Signifikantné zvySené koncentrace vapniku v myokardu pokusnych zvirat
vyznamné korelovaly s mirou systolické dysfunkce levé komory.

Dexrazoxan doved! spolehlivé zabranit nejen pfedCasnému thynu a srde¢ni
dysfunkci navozené daunorubicinem, ale dovedl také zamezit i zménam
v myokardialnim zastoupeni kovovych prvki.

Opakované podavani nového aroylhydrazonového chelatoru Zeleza o-108 se
ukazalo byt pomémné dobie snaseno a nebyla detekovana Zadna vyrazna organova
toxicita.

Chelatory 0-108 a SIH nemély negativni vliv na srde¢n{ funkci ani morfologii,
agkoliv pfi vy38ich davkach o-108 byl stanoven signifikantni nérist troponinu T.
Pro zvy3ené koncentrace troponinu T v plazm&é nebyl nalezen Zidny
kardiovaskularni korelat a tento ndlez nebyl pkitomen ani u dalSich
aroylhydrazonovych chelatora (SIH, PIH) studovanych za obdobnych podminek.
Pilotni studium farmakokinetiky aroylhydrazonovych chelatort Zeleza u kralika
poukazalo mj. na rychlou distribuci, ale i eliminaci studovanych latek. Detailn&jsi
studium osudu t&chto chelatort v organizmu oviem vyZaduje citlivéj3i analytickou
metodu.

Kratky plazmaticky polocas se zda byt spoletnou vlastnosti aroylhydrazonovych
chelatord Zeleza a jeho piiciny a moznost optimalizace farmakokinetickych
vlastnosti téchto latek vyzaduji dalsi studium.

Aroylhydrazonové chelatory zeleza (0-108 a SIH) jsou na experimentalnim
modelu schopny navodit signifikantni stupefi kardioprotekce vici chronické
antracyklinové kardiotoxicité.

Uvedeny kardioprotektivni aginek ovSem vykazuje neobvyklou davkovou
zavislost a to bez ohledu na chemickou strukturu aroylhydrazonovych chelatori a
.zptisob jejich podéni.

Ackoliv jsou aroylhydrazonové cheldtory Zeleza schopny navodit vyznamny
stupefi kardioprotekce, v porovnani s dexrazoxanem se jednalo pouze o CasteCnou
ochranu myokardu pfed kardiotoxicitou daunorubicinu.

Vzhtedem k dosaZenym vysledkim neni vyloudeno, Ze pro plny kardioprotektivni
Gcinek je vyznamna nejen intracelularni chelatace iontd Zeleza, ale potencidlng i
dalsich vicemocnych biogennich prvki (napf. kalcia).

Hlubsi poznéani antracyklinové kardiotoxicity, vysvétleni davkové zavislosti
kardioprotektivniho G&inku aroylhydrazonovych chelatord, jakoZ i eventualni
Gloha dal3ich kovl v patogenezi antracyklinové kardiotoxicity vyZaduje dalsi
studium.
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VIIIL Souhrn

V této dizertadni praci byly studovany: 1/ moznosti Casné detekce
antracyklinové kardiotoxicity pomoci echokardiograficky hodnocené diastolické funkce a
biochemického markeru troponinu T na experimentdlnim modelu u kralika, 2/ zmény
v zastoupeni vybranych kovovych prvka v myokardu levé komory zvifat s navozenou
antracyklinovou kardiotoxicitou a kardioprotekci pomoci dexrazoxanu, 3/ bezpetnost a
eventualni toxicita opakovaného podani novych aroylhydrazonovych chelatord Zeleza -
pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazonu (0-108) a salicylaldehyd isonicotinoyl hydrazonu
(SIH), 4/ farmakokinetika obou chelator Zeleza po jednordzovém intravendznim podani
kralikim v pilotnim experimentu, 5/ potencialné kardioprotektivni i¢inky 0-108 a SIH na
modelu daunorubicinem indukované chronické kardiotoxicity u krélika, véetné davkové
zavislosti.

Bylo zjisténo, Ze Dopplerovské hodnoceni levé komory u kralika je pomérné
technicky naro&né vzhledem k relativné vysoké fyziologické srde¢ni frekvenci u kralika.
Kvalitni hodnoceni viech standardnich parametri bylo mozné pouze v kombinované
anestézii obsahujici xylazin. Tento echograficky piistup narozdil od citlivéjsiho
katetrizadniho vy3etfeni nebyl schopen odhalit diastolickou dysfunkci navozenou
daunorubicinem, pfi¢em? tento fakt miiZe souviset s hemodynamickymi aginky xylazinu.
Srde¢ni troponin T se narozdil od naroéného echografického vy3etfeni ukédzal byt
vhodnym a citlivym biomarkerem chronické antracyklinové kardiotoxicity. Signifikantni
elevace troponinu T byly naméfeny jiZ pfed polovinou experimentu v nizké kumulativni
davee daunorubicinu (200 mg/m?) a koncentrace progresivné stoupaly aZ do konce
experimentu.

V dalsi &asti prace bylo zjidténo, e antracyklinova kardiotoxicita je spojena se
signifikantnimi zmé&nami v koncentracich vybranych kovovych prvkii v myokardu levé
komory. Jednim znejvyznamngjsich nalezii se ukazalo byt signifikantni zvy3eni
myokardialnich koncentraci vapniku, pfiem? tento nalez jako jediny vyznamné koreloval
s katetrizatn&  hodnocenou  systolickou  dysfunkei  levé  komory. Modelové
kardioprotektivum dexrazoxan dovedlo zamezit nejen pfedCasnému uhynu a systolické
srde¢ni dysfunkci, ale i zménam v zastoupeni kovovych prvki v levé komote. Opakované
podani daunorubicinu ani jeho kombinace s dexrazoxanem neméla vliv na myokardialni
koncentrace ionti Zeleza.

Opakované podavani novych chelatori Zeleza 0-108 a SIH nebylo spojeno
s vyraznou organovou toxicitou ani zménami funkénich kardiovaskuldrnich parametra.
Nebyly pozorovény znamky sideropenie, anémie nebo jinych zmén v krevnim obraze.
Pozorované zmény biochemickych parametri byly ptevainé mirné, nevykazovaly
davkovou zavislost, co? odpovida absenci vyznamnych zmén v morfologii studovanych
organt (napt. jatra, ledviny). Ve skuping s vy3si davkou o-108 byly stanoveny zvySené
koncentrace troponinu T, nicmén& k tomu nebyl nalezen Zadny morfologicky nebo
funkéni korelat.

Pilotni studium farmakokinetiky aroylhydrazonovych chelatord Zeleza po
intravenéznim podani u kralika odhalilo pomé&rné rychlou distribuci, ale i eliminaci obou
chelatori. Maximalni koncentrace chelatoru prepoétené na ekvimolarni davku byly u
0-108 oproti SIH vice jak &tyfnasobng vy3si, zatimco distribu¢ni objem 0-108 byl stejnym
pomérem niz§i. U obou chelatora byl zjidtén relativné kratky biologicky polocas
eliminace. Detailngj§i studium farmakokinetiky stejné tak jako piiciny kratkého
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biologického polocasu, jakoZ i mozZnost jejich cileného ovlivnéni vyZaduji jests citlivéjsi
analytickou metodu a dal3i podrobné studium.

V posledni Casti této prace bylo zjist€no, Ze jak 0-108 tak SIH kompletné
zabrafiuji daunorubicinem navozenému predcasnému thynu pokusnych zvifat a zabranit
rozvoji systolické srdeéni dysfunkce. Tyto latky téZ vyznamné sniZily intenzitu a progresi
morfologickych zmén navozenych daunorubicinem, jakoZ i vzestup koncentraci troponinu
T. Pii 2,5 nasobném zvy3eni davky o-108 se vyskytla zatim blize neurfend toxicita
nesouvisejici s poSkozenim myokardu. Piekvapivé ale v této skupiné u pteZivajicich zvirat
nebyly zaznamenany Zadné zndmky kardioprotekce. Obdobné také v nejvy3si davce
chelatoru SIH, ktery byl narozdil od 0-108 podavan iv., nebyly zjist€ny Zadné
kardioprotektivni @¢inky. Oba chelatory tedy bez evidentniho vztahu k chemické struktufe
a zplsobu podani byly schopny navodit signifikantni kardioprotekei proti antracyklinové
kardiotoxicité, nicméné jejich neobvykla davkova zavislost, stejné€ jako mechanizmy za ni
zodpovédné, vyZaduji dali studium.
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IX. Summary

In this Ph.D. thesis, following aims were addressed: 1/ early detection of
anthracycline  cardiotoxicity —on  the  experimental  rabbit model using
echocardiographically examined diastolic function and biomarker troponin T, 2/ changes
in concentrations of selected metals in the left ventricular myocardium of animals with
experimentally induced anthracycline cardiotoxicity and dexrazoxan afforded
cardioprotection, 3/ safety and possible toxicity of repeated administration of novel
aroylhydrazone chelators — pyridoxal 2-chlorobenzoyl hydrazone (o-108) and
salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH), 4/ pharmacokinetics of both iron chelators
afier single dose i.v. administration to rabbits 5/ potentially cardioprotective effects of o-
108 and SIH on the model of daunorubicin-induced chronic cardiotoxicity in rabbits
including the dose response relationships.

[t was revealed that Doppler evaluation of the left ventricular filling is
technically demanding with respect to the relatively high heart rate which is physiological
in rabbits. High quality evaluation of all standard parameters was feasible only in the
combined anaesthesia containing xylazin. In contrast to more sensitive examination of the
left ventricular diastolic function performed via catheterisation measurement this
echocardiographic approach was unable to identify diastolic dysfunction induced by
daunorubicin. This fact might be related to the heamodynamic effects of xylazin. Unlike
complicated echographic examination, cardiac troponin T was shown as useful and
sensitive biomarker of chronic anthracycline cardiotoxicity. Significant elevation of
troponin T was determined even before the middle of the study, i.e., at the low cumulative
dose of daunorubicin (200 mg/m?) and concentrations were progressively increasing until
the end of the experiment.

Furthermore, it was revealed that anthracycline cardiotoxicity is associated with
significant changes in concentration of selected metals in the left ventricular myocardium.
One of the most significant findings was the increase in myocardial calcium
concentrations. This was the only finding which significantly correlated with the left
ventricular dysfunction. Model cardioprotectant dexrazoxane was able not only to prevent
the premature mortality and systolic dysfunction but also changes in metal concentrations
in the left ventricle. Repeated administration of neither daunorubicin nor its combination
with dexrazoxane had no impact on myocardial total iron levels.

_ Repeated administration of novel iron chelators {0-108 and SIH) was not
associated with the significant organ toxicity or changes in functional cardiovascular
parameters. No signs of sideropenia, anaemia or blood count changes were observed. The
changes in biochemical parameters were mostly mild, without dose-response relationship
which corresponded with the absence of distinct changes in morphology of studied organs
(e.g., liver, kidney). In the group with the highest dose of 0-108, the increased
concentrations of troponin T were determined, however, no functional or morphological
correlate was found.

Pilot study of pharmacokinetics of aroylhydrazone iron chelators after i.v. single
dose administration in rabbits revealed quite rapid distribution as well as elimination of
both chelators under study. In the equimolar dose, maximum concentrations of the
chelator were more than four times higher in the 0-108, whereas volume of distribution of
this chelator was in the same ratio lower than in SIH. In both chelators, relatively short
biological half-life of elimination was observed. More detailed study of pharmacokinetics
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and reason of their short biological half-lives as well as the possibility to optimize them
through targeted modification of the chemical structure deserve more sensitive analytical
methods and further study.

In the final part of this thesis it was revealed that both chelators 0-108 and SiH
are able to completely prevent the premature mortality and significantly mitigated left
ventricular dysfunction induced by daunorubicin. Both chelators also decreased the
progression and intensity of morphological signs of daunorubicin cardiotoxicity as well as
plasma troponin T raise. However, using 2,5-fold higher dose, an unknown toxicity
(unrelated to the myocardial damage) appeared. Surprisingly, in the surviving animals no
cardioprotection was observed. Analogically, in the case of SIH, which was administered
i.v. (in contrast to 0-108), no cardioprotective effects were detectable in the highest
studied dose. Both chelators, irrespectively to their chemical structures or routes of
administration, were able to afford significant cardioprotection against chronic
anthracycline cardiotoxicity. Nevertheless, unusuval dose-dependence and mechanisms
involved in this observation merit further study.
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