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Souhrn 

Tato disertační práce je komentovaným souborem 3 původních prací publikovaných v mezinárodních 

odborných časopisech. V první části se zabývá experimentálním studiem kardiotoxicity 

proteazomových inhibitorů (PI) bortezomibu a karfilzomibu, což jsou biologicky cílená léčiva pro 

léčbu hematologických malignit spojovaná s potenciálním rizikem kardiotoxicity a srdečního selhání. 

Jelikož se PI také nověji užívají v kombinaci s antracykliny (ANT), u kterých je riziko toxického 

poškození myokardu dobře popsáno, jedním z hlavních cílů bylo prozkoumat kardiovaskulární 

bezpečnost této kombinace. K této problematice byla v podmínkách in vitro získaná rozdílná data v 

závislosti na zvoleném experimentálním modelu (primární kardiomyocyty izolované z novorozených 

vs. dospělých potkanů, NVCM vs. AVCM). Oba PI významně zvyšovaly cytotoxicitu ANT u NVCM, 

ale nikoliv u AVCM, i přesto že inhibice aktivity proteazomu byla u AVCM po expozici PI výraznější. 

Oba PI podávané in vivo v maximální tolerované dávce v kombinaci s ANT neměly významný 

negativní vliv na parametry chronické ANT kardiotoxicity na in vivo modelu u králíka. Podání PI 

navodilo významnou ale relativně krátkodobou inhibici aktivity proteazomu v myokardu, což by 

mohlo vysvětlit absenci negativního vlivu těchto léčiv na poruchu proteinové homeostázy 

pozorovanou v myokardu po chronickém podávání ANT. Celkově se tedy zdá, že kardiotoxický 

potenciál obou studovaných PI je alespoň u mladých dospělých zvířat omezený a získané důkazy 

nenasvědčují tomu, že by tato léčiva v uvedených podmínkách významně zvyšovala riziko 

kardiotoxicity a chronického selhání navozené ANT. 

Inhibitory angiotenzin konvertujícího enzymu (ACEi) se dle některých zdrojů jeví jako potenciálně 

slibná léčiva, která by mohla chránit myokard před indukcí chronické ANT kardiotoxicity při jejich 

užití v primární prevenci (tj. při podávání v průběhu celé chemoterapie ANT). Cílem druhé části bylo 

prozkoumat tuto hypotézu na experimentálním modelu zejména s ohledem na účinnost této intervence 

v období následného sledování po dokončení chemoterapie ANT (tzv. follow up, FU). Na in vivo 

modelu u králíka bylo zjištěno, že podávání klinicky relevantních dávek perindoprilu (ACEi) má na 

rozvoj chronické ANT kardiotoxicity různý vliv v závislosti na délce FU. Týden po dokončení 

chronického podávání ANT byla v kombinační skupině pozorována kompletní prevence či výrazné 

snížení většiny hodnocených parametrů kardiotoxicity. Nicméně po 3-10 týdnech FU bylo patrné 

významné zhoršení většiny sledovaných parametrů kardiotoxicity, včetně výskytů úhynů v důsledku 

těžkých forem srdečního selhání. Pokračování podávání perindoprilu i v průběhu prodlouženého FU 

zabránilo předčasným úhynům, ale nezvrátilo trend zhoršení většiny parametrů kardiotoxicity ve FU. 

Tyto výsledky se lišily od účinku klinicky užívaného kardioprotektiva DEX, který navodil 

v předchozích experimentech na stejném modelu s 10týdenním FU účinnou a velmi stálou protekci 

myokardu. Tato studie také ukázala, že benefit navozený ACEi v primární prevenci ANT 

kardiotoxicity je na rozdíl od DEX z velké části pouze dočasný, což může souviset s absencí vlivu 

ACEi na ANT navozené a TOP2B-dependentní poškození DNA a aktivaci buněčné odpovědi na 

poškození DNA (DDR, DNA damage response) v myokardu. 

Ve třetí části byly zkoumány mechanismy kardioprotektivního účinku klinicky účinného 

kardioprotektiva DEX. Farmakokinetické experimenty prokázaly, že exogenní podání 

předpokládaného aktivního metabolitu DEX (ADR-925) s chelatačními účinky může navodit stejné 

nebo vyšší koncentrace této látky in vitro v NVCM a in vivo v myokardu králíka, než jaké jsou 

zjistitelné po podání parentní látky. Nicméně exogenní podání ADR-925 nemělo na rozdíl od DEX 

žádný protektivní účinek vůči ANT kardiotoxicitě in vitro ani in vivo. Parentní molekula DEX ovšem 

inhibuje rekombinantní TOP2B in vitro v koncentracích, kdy toto léčivo navozuje kardioprotektivní 

účinky a také depletuje tento enzym in vitro v NVCM a in vivo v myokardu králíka a brání ANT 

navozenému poškození DNA. Spojení účinné kardioprotekce navozené DEX s ovlivněním TOP2B 

bylo též podpořeno experimenty s diastereoizomery nového derivátu DEX. Tyto výsledky hovoří 

proti platnosti tradiční hypotézy vysvětlující protekci proti ANT kardiotoxicitě navozenou DEX 

chelatačními vlastnostmi jeho metabolitu ADR-925 a naopak podporují vztah parentní molekuly 

DEX ke katalytické inhibici TOP2B a prevenci ANT navozeného poškození DNA.  



 

 

Summary      Title: Anthracycline cardiotoxicity and study of new pharmacological cardioprotectants 

This Ph.D. thesis is a commented collection of 3 original articles published in international journals. 

The first part deals with cardiotoxicity of proteasome inhibitors (PI) bortezomib and carfilzomib, 

which are biologically targeted drugs with a suspected risk of cardiotoxicity and heart failure (HF). 

As PIs are now being combined with anthracycline (ANT) anticancer drugs, which are well known 

for their damaging impact on the heart, a special attention was paid to this potentially risky 

combination. In vitro experiments with primary cardiomyocytes yielded different results depending 

on the employment of either neonatal or adult rat cardiomyocyte model (NVCM and AVCM, 

respectively). In particular, both PIs significantly increased toxicity of ANTs to NVCM, but not to 

AVCM, even though they inhibited proteasome activity in AVCM even more effectively. Both PIs 

administered in maximally tolerated doses in combination with ANT did not have a significant impact 

on the development of chronic ANT cardiotoxicity and HF in rabbits. Both PIs induced significant 

but relatively short-lived inhibition of proteasome activity in the heart, which might explain why they 

did not have a significant impact on a protein homeostasis impairment found in hearts with chronic 

ANT cardiotoxicity. Hence, the experimental data show that the combination of PIs with ANTs is not 

accompanied by an exaggerated risk of cardiotoxicity and HF at least in young adult animal 

cardiomyocytes and hearts. 

Inhibitors of angiotensin-converting enzyme (ACEi) have been recently hypothesized to be promising 

cardioprotective agents for prevention of the ANT-induced damage to the heart when used in primary 

prevention settings (i.e., throughout whole chemotherapy).  This part aimed to address this question 

in animal experiments with focus on long-term outcomes of this intervention in post-treatment follow-

up (FU). Using the model of chronic ANT cardiotoxicity in rabbits it was revealed that different 

benefits can be attributed to administration of clinically relevant doses of ACEi perindopril depending 

on the length of post-treatment FU. A week after the last ANT dose, perindopril administration seemed 

to completely overcome or markedly reduced most of the parameters describing toxic damage, 

including degenerative changes induced in cardiomyocytes. However, after additional 3–10-week 

FU, most of these cardiotoxicity parameters significantly deteriorated including occurrence of cases 

of end-stage HF with premature deaths. Continued administration of perindopril in the FU prevented 

cases of severe HF and related mortality but did not reverse the apparent trend for waning of benefits 

in the FU. These results were strikingly different from those obtained previously on the same rabbit 

model with clinically used DEX, where a sustained and robust cardioprotection was observed even 

after 10-week FU. Therefore, mechanistic differences in cardioprotective effects of these two drugs 

were studied. In sharp contrast to DEX, neither perindopril nor its active metabolite affected the 

activity of recombinant topoisomerase II beta (TOP2B) and prevented p53-mediated DNA damage 

signalling induced in the heart by a single ANT dose. Unlike DEX, ACEi provided largely only 

temporal benefits in the primary prevention of chronic ANT cardiotoxicity which may relate to their 

inability to prevent ANT induced and TOP2B-dependent DNA damage and related signalling in the 

myocardium. 

In the last part of this thesis, mechanisms of cardioprotective effects of clinically used 

cardioprotectant DEX were investigated. Pharmacokinetic experiments showed that exogenous 

administration of the main DEX metabolite possessing metal chelating properties (ADR-925) induced 

even higher concentrations of this agent in vitro in NVCM and in vivo in rabbit’s hearts than after 

administration of parent DEX. However, in head-to-head comparison with DEX, administration of 

ADR-925 did not show any cardioprotective potential both in vitro in NVCM and in vivo in rabbits. 

However, it was observed that parent DEX inhibited the activity of the recombinant TOP2B in vitro 

and depleted the same enzyme both in vitro in NVCM and in vivo in rabbit heart under the conditions 

it provides cardioprotective effects. Furthermore, DEX was also shown to protect cardiomyocytes 

against ANT-induced DNA damage. The mechanistic link towards TOP2B was further strengthened 

by experiments performed with diastereoisomers of a new derivative of DEX. Hence, these results 

supported a new mechanistic paradigm that attributes clinically effective cardioprotection against 

ANT cardiotoxicity to interactions with TOP2B, but not metal chelation.
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1 Úvod 

1.1 Antracykliny 

Objev antracyklinů (ANT) přispěl k významnému průlomu v onkologické léčbě v druhé polovině 20. 

století. Zařazení těchto léčiv do chemoterapeutických režimů významně zvýšilo úspěšnost léčby řady 

hematologických i solidních nádorů u dětí i dospělých. Ačkoliv v následujících desetiletích došlo 

v této terapeutické oblasti k dramatickým změnám (zejména díky uvedení biologicky cílené 

protinádorové léčby do klinické praxe), zůstávají tato léčiva i dnes základním kamenem léčby řady 

malignit (Kiss et al., 2022). Důvodem je především jejich vysoká účinnost u mnoha nádorových 

onemocnění a spíše než jejich vytlačení z klinické praxe lze pozorovat jejich kombinaci s biologicky 

cílenou léčbou k dosažení maximální terapeutické odpovědi (Kiss et al., 2022). Příkladem je 

kombinace ANT s trastuzumabem u HER2 pozitivního karcinomu prsu (Mohan et al., 2018) nebo 

kombinace s proteazomovými inhibitory (např. s bortezomibem) v léčbě MM (Terwilliger et al., 

2017). 

 

Obr. 1. Chemická struktura antracyklinových antineoplastik. DOX, doxorubicin; DAU, daunorubicin. 

Mechanismus protinádorového účinku ANT nebyl ani po půl století výzkumu uspokojivě objasněn. 

Za hlavních mechanismus protinádorového účinku je již delší dobu považována inhibice enzymu 

topoizomerázy II alfa (TOP2A) (Chen et al., 2013; van der Zanden et al., 2021). Enzym TOP2 

katalyzuje vznik dvouřetězcových zlomů v DNA, čímž umožňuje řešení přirozených topologických 

problémů vyskytujících se během replikace a transkripce v DNA. Proliferující nádorové buňky 

exprimují zejména TOP2A, která je účinkem ANT ireverzibilně inhibována. ANT působí na TOP2A 

jako tzv. topoizomerázové jedy, tj. vedou ke vzniku stabilního ternárního komplexu ANT-TOP2A-

DNA s následnou indukcí permanentní dvojitých zlomů v DNA (Chen et al., 2013; van der Zanden 

et al., 2021). Vznik dvojitých zlomů spouští buněčnou signalizaci reagující na poškození DNA (DDR, 

DNA damage response), kde centrální úlohou hraje tumor supresorový protein p53. V důsledku jeho 

aktivace dojde k zástavě buněčného cyklu a indukci apoptotické buněčné smrti. Novější studie 

naznačují, že mechanismus protinádorového účinku může být komplexnější a jeho významnou 

součástí může být i poškození chromatinové struktury vypuzením histonů z nukleazomu (van der 

Zanden et al., 2021), což možná částečně souvisí s dlouho známou schopností ANT interkalovat (tj. 

vmezeřit se) do DNA mezi páry bází prostřednictvím planárního aglykonu. Samotná interkalace či 

oxidační stres mají v klinicky relevantních dávkách pro protinádorový účinek spíše malý význam 

(van der Zanden et al., 2021). 

Použití ANT v klinické praxi je stejně jako u většiny cytostatik omezeno řadou akutních nežádoucích 

účinků a toxicit, které jsou ale většinou reverzibilní a zvládnutelné aktivní podpůrnou léčbou. 

Obávané jsou dlouhodobé komplikace léčby, které mohou mít významný dopad na morbiditu, 

mortalitu a kvalitu života pacientů dlouhodobě přežívajících nádorové onemocnění.  

1.2 Antracyklinová kardiotoxicita  

Kardiotoxicita je specifickou komplikací protinádorové léčby ANT s významným dopadem na jejich 

užití v klinické praxi (Zamorano et al., 2016; Sawicki et al., 2021). Může se manifestovat řadou 
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klinických projevů, od navození přechodných poruch rytmu, přes aseptické myokarditidy a 

perikarditidy až po rozvoj dilatační či restriktivní kardiomyopatie a chronického srdeční selhání 

(CHSS).  

Z klinického hlediska jsou nejvýznamnější chronické formy ANT kardiotoxicity, které jsou vlastní 

všem klinicky užívaným léčivům této skupiny (jedná se o tzv. class effect) a rozvíjejí se pomalu 

v průběhu měsíců až několika let po chemoterapii (tzv. časný a opožděný typ chronické 

kardiotoxicity). Na rozdíl od akutních forem chronická kardiotoxicity závisí na kumulativní dávce 

ANT a je do značné míry ireverzibilní (Ewer et al., 2015). Z histopatologického hlediska je 

popisováno typické degenerativní poškození kardiomyocytů (zejména levé komory a 

mezikomorového septa) se ztrátou myofibril a vakuolizací cytoplazmy (Billingham et al., 1978). 

Vedle nekrotické buněčné smrti se zde uplatňuje i programovaná buněčná smrt – apoptóza, ale patrně 

i další formy programované smrti (Dadson et al., 2020; Sawicki et al., 2021). Uvedené změny vedou 

k rozvoji dilatační (případně restriktivní) kardiomyopatie a CHSS, které je z velké části ireversibilní 

a omezeně odpovídající na dostupnou léčbu (Ewer et al., 2015). ANT kardiotoxicita je typickým 

příkladem typu I srdeční dysfunkce navozené protinádorovou léčbou (Ewer et al., 2015) 

vykazující významné rozdíly oproti typu II spojeným s biologicky cílenou léčbou. 

1.2.1 Mechanismy vzniku chronické antracyklinové kardiotoxicity  

Molekulární patogeneze chronické ANT kardiotoxicity stále není objasněna. V minulosti převažovala 

hypotéza vysvětlující ANT navozené poškození myokardu pomocí přímého a/nebo nepřímého 

navození oxidačního stresu (Minotti et al., 2004). V poslední době je stále častěji zmiňována interakce 

ANT s beta izoformou enzymu TOP2 (TOP2B) vedoucí k poškození DNA kardiomyocytů 

(Vejpongsa et al., 2014; Dadson et al., 2020; Sawicki et al., 2021). Další hypotézy poukazují na ANT 

indukovanou dysregulaci ubikvitin-proteazomového systému (UPS) (Kumarapeli et al., 2005; 

Dimitrakis et al., 2012), narušení mitochondriální bioenergetiky prostřednictvím poškozením 

mitochondriální DNA, poruchu homeostázy Ca2+ či exprese proteinů myofibril (Renu et al., 2018). 

V řadě případů ale zůstává nejasné, zdali se zmiňované mechanismy uplatňují i v klinicky 

relevantních podmínkách (dávkách/koncentracích a schématech podání) a jedná se o primární příčinu 

vzniku chronické ANT kardiotoxicity nebo spíše o její následek, popřípadě již o důsledek indukce 

CHSS.  

1.2.1.1 Oxidační poškození myokardu 

Nejčastěji citovanou teorií mechanismu vzniku chronické ANT kardiotoxicity je hypotéza stavící do 

popředí význam oxidačního stresu a oxidačního poškození myokardu (Doroshow, 1983; Simunek et 

al., 2009). ANT mohou navodit oxidační stres prostřednictvím redoxní cyklizace svého aglykonu. 

Chinonová část aglykonu může být enzymaticky redukována za vzniku semichinonového radikálu, 

který po interakci s kyslíkem vede k tvorbě superoxidu (Doroshow, 1983). Dále tato molekula 

dismutuje na peroxid vodíku (spontánně nebo podstatně efektivněji za katalýzy superoxid 

dismutázou). V přítomnosti volných iontů železa pak mohou vznikat ještě podstatně reaktivnější a 

toxičtější hydroxylové radikály (Minotti et al., 2004; Simunek et al., 2009), a to jednak z peroxidu 

vodíku prostřednictvím tzv. Fentonovy reakce a pak také po utvoření komplexu iontů železa s ANT 

aglykonem. Komplex ANT-Fe je totiž redoxně značně aktivní a může za fyziologických podmínek 

cyklicky produkovat jak superoxid, tak i přímo hydroxylové radikály. Spojením těchto teorií vznikla 

tzv. „ROS and iron“ hypotéza vzniku ANT kardiotoxicity (obr. 2), která byla následně ještě posílena 

objevením kardioprotektivního účinku léčiva dexrazoxanu (DEX) (Minotti et al., 2004; Simunek et 

al., 2009), jež může prostřednictvím svého metabolitu odnímat volné ionty železa z tohoto komplexu.   
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Obr. 2. Antracyklinem zprostředkovaná tvorba reaktivních forem kyslíku (ROS) s účastí volných iontů železa (tzv. 

„ROS and iron hypothesis“). Kruh C aglykonu může být redukován flavoproteinovými enzymy (Fp, zejména komplexem 

I dýchacího řetězce v mitochondriích), čímž vznikají semichinonové radikály. Ty po interakci s kyslíkem dávají vznik 

superoxidového aniontu (O2
•-), jež následně dismutuje na peroxid vodíku (H2O2) za katalýzy superoxiddismutázou (SOD). 

Volné ionty železa pak mohou katalyzovat tvorbu hydroxylových radikálů (•OH) jednak z peroxidu vodíku (H2O2) tzv. 

Fentonovou reakcí a pak také po tvorbě komplexu s aglykonem ANT. Komplex ANT-Fe3+ může být redukován 

enzymaticky či glutathionem (GSH) a při následné reakci s kyslíkem vznikají superoxidové anionty, zatímco po reakci 

s peroxidem vodíku jsou tvořeny přímo hydroxylové radikály.  

1.2.1.2 TOP2B-dependentní poškození myokardu 

TOP2B je dominantní izoformou enzymu TOP2 v dospělých terminálně diferencovaných 

kardiomyocytech, přičemž izoforma TOP2A zde není téměř exprimována (Vejpongsa et al., 2014). 

Souvislost mezi vznikem ANT kardiotoxicity a TOP2B byla nejprve navržena na základě in vitro 

pokusů provedených na buněčné linii H9c2 (Lyu et al., 2007; Deng et al., 2014). Závěry této studie 

se ukázaly býti spornými především díky zvolenému buněčnému modelu. Nejenže se H9c2 buňky 

fenotypem značně liší od primárních kardiomyocytů, ale na rozdíl od kardiomyocytů také díky aktivní 

proliferaci exprimují jak TOP2B, tak i TOP2A (Lenco et al., 2015).  Pro pochopení významu interakce 

ANT s TOP2B byla průlomovou prací studie Zhang et al. (2012) dokazující že, delece genu pro 

TOP2B v kardiomyocytech dovede zabránit rozvoji ANT kardiotoxicity v kardiomyocytech in vitro 

i in vivo na modelu chronické ANT kardiotoxicity na myším modelu. V této studii bylo také ukázáno, 

že tato interakce vede k poškození DNA kardiomyocytů, aktivaci DDR, apoptotické buněčné smrti a 

poškození transkripční regulace mitochondriální biogeneze s následným vznikem mitochondriální 

dysfunkce a sekundárně i k produkci ROS (obr. 3). Ačkoliv se tato teorie dočkala pozitivního přijetí 

odbornou veřejností, stále zde existuje řada nejasností. Některé zdroje také uvádějí, že aktivace DDR 

v myokardu není primárně TOP2B dependentní, ale je závislá na ANT indukované tvorbě ROS 

(Huang et al., 2011). 
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Obr. 3. Schématické zobrazení hypotézy vzniku antracyklinové (ANT) kardiotoxicity stavící do popředí 

topoizomerázu II beta (TOP2B). ANT působí v jádře kardiomyocytů na TOP2B jako topoizomerázový jed, což vede 

k poškození DNA dvojitými zlomy a aktivaci buněčné odpovědi na poškození DNA (DDR), která je koordinována 

zejména tumor supresorovým genem p53 (p53). Tímto způsobem je navozena apoptotická signalizace ale také 

transkripční změny vedoucí k poruše mitochondriální biogeneze, jejíž hlavním regulátorem je tzv. peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 - alpha (PGC1α). Dlouhodobá porucha transkripce 

mitochondriálních proteinů z nukleární i mitochondriální DNA pak vede k poškození struktury i funkce mitochondrií, 

sekundární produkci volných kyslíkových radikálů (ROS) a poruše tvorby ATP. Tyto děje pak mohou ústit v degenerativní 

změny kardiomyocytů a v neprogramovanou i programovanou buněčnou smrt kardiomyocytů. Volně upraveno dle 

Vejpongsa and Yeh, 2014. 

1.2.1.3 Dysregulace proteazomu 

V eukaryotických buňkách je ubikvitin-proteazomový systém (UPS, obr. 4) hlavní cestou pro cílenou 

ATP-dependentní degradaci nežádoucích proteinů, ať už mutovaných, oxidovaných, špatně složených 

nebo již nepotřebných (Hershko et al., 1998).  

 

Obr. 4. Ubikvitinace proteinu určeného k degradaci, jeho štěpení 26S proteazomem a struktura proteazomu. A. 

Protein určený k degradaci je označen molekulou ubikvitinu (3stupňový proces katalyzovanými enzymy E1-E3). 

Polyubikvitinovaný protein je rozpoznán a rozložen prostřednictvím 26S proteazomu (volně upraveno dle Wang and 

Maldonado, 2006). B. Struktura 26S proteazomu. 

Tyto proteiny musí být označeny malým proteinem ubikvitinem, aby mohl být vzniklý komplex 

následně rozpoznáván multienzymovým komplexem – 26S proteazomem. Tzv. ubikvitinace vyžaduje 

3 postupné kroky, které jsou katalyzovány 3 různými třídami enzymů (E1 až E3, obr. 4A), k dosažení 

polyubikvitinovaného produktu. V prvním kroku je ubikvitin enzymaticky aktivován pomocí enzymu 

E1. Následně je aktivovaný ubikvitin přenesen na enzym E2, se kterým je konjugován. Posledním 

krokem je přenesení ubikvitinu na cílový protein pomocí enzymu E3 (ubikvitin-protein ligáza). Tento 

A

) 

B

) 
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proces se několikrát opakuje, dokud nevznikne polyubikvitinový řetězec, který je následně rozpoznán 

regulačními podjednotkami 19S proteazomu (obr. 4B) o tvaru prstence s víkem. Proteolytická 

kapacita je pak spojena s 20S proteazomem, což je struktura o tvaru dutého válce, a jeho 

podjednotkami β1, β2 a β5 s aktivitou podobnou kaspáze (tzv. caspase-like, C-L), trypsinu (tzv. 

trypsin-like, T-L) a chymotrypsinu (tzv. chymotrypsin-like, CT-L). Podjednotka β5 spojená s CT-L 

aktivitou je primárním cílem inhibitorů proteazomu užívaných v protinádorové léčbě (Dou et al., 

2014). Protein určený k degradaci je při průchodu proteazomem 20S štěpen na jednotlivé 

oligopeptidy. 

Kardiomyocyty jsou fyziologicky trvale vystaveny intenzivní zátěži, která zvyšuje riziko poškození 

mnoha proteinů klíčových pro zajištění jejich adekvátní struktury a funkce (Christians et al., 2012). 

Insuficience UPS vede k nedostatečné kontrole kvality proteinů, což může samo o sobě vyústit v 

poškození kardiomyocytů, mj. i tzv. proteotoxicitou kumulujících se agregátů špatně složených 

proteinů, a/nebo přímo v jejich buněčnou smrt (Shukla et al., 2019; Maejima, 2020). Efektivní 

kontrola kvality proteinů díky UPS je pro kardiomyocyty zásadní, protože tyto terminálně 

diferencované buňky vykazují minimální schopnost regenerace, je tedy nutné zajistit jejich 

dlouhodobé přežití, což je do značné míry zajištěno i kontinuální selektivní obměnou poškozených 

proteinů prostřednictvím UPS (Maejima, 2020). Toxické poškození myokardu ANT představuje 

výrazný zásah do proteinové homeostázy myokardu a není vyloučeno, že by tento proces mohl mít 

podíl v patogenezi degenerativních změn kardiomyocytů navozených právě ANT (Kumarapeli et al., 

2005; Dimitrakis et al., 2012). Z dostupných informací také vyplývá, že ANT mohou významně 

zasahovat do exprese a funkce jednotlivých složek UPS v myokardu – například zvyšují expresi E3 

ligáz a proteazomových podjednotek a zvyšují proteolytickou aktivitu proteazomu (Kumarapeli et al., 

2005; Liu et al., 2008; Sterba et al., 2011; Sishi et al., 2012).  

1.2.2 Kombinace antracyklinů s dalšími potenciálně kardiotoxickými léčivy  

Riziko vzniku ANT kardiotoxicity je také významně kodeterminováno kombinací s dalšími 

protinádorovými léčivy s toxickým účinkem na myokard, a to i těch, které mají samy o sobě 

kardiotoxický potenciál spíše omezený. Z klasických chemoterapeutik byly ze zvýšení rizika 

kardiotoxicity podezřívány např. taxany (Minotti et al., 2004). Významnější se nakonec ukázala 

kombinace ANT s některými biologicky cílenými léčivy, u kterých se riziko kardiotoxicity původně 

vůbec nepředpokládalo. Překvapivě výrazné zvýšení srdeční dysfunkce bylo pozorováno v prvních 

studiích při současném podávání ANT s trastuzumabem, což je monoklonální protilátka protilátka 

proti extracelulární části lidského epidermálního růstového faktoru (HER2). Tento problém byl 

z velké části vyřešen sekvenčním podáváním těchto léčiv, díky čemuž riziko srdeční dysfunkce kleslo 

na klinicky přijatelnou úroveň (Ewer et al., 2015). Nicméně existují obavy, že riziko zvýšení 

kardiotoxického potenciálu ANT by se mohlo týkat i dalších biologicky cílených léčiv, které byly 

asociovány s rizikem srdeční dysfunkce. 

1.2.2.1 Kombinace s proteazomovými inhibitory 

Proteazomové inhibitory (PI) jsou moderní biologická léčiva, která jsou indikována převážně v léčbě 

mnohočetného myelomu (MM) a lymfomu z plášťových buněk. V rychle dělících se nádorových 

buňkách selektivní inhibice proteazomu vede k vyvolání buněčné smrti prostřednictvím mnoha 

mechanismů (Wang et al., 2021). Inhibice NF-κB vede k inhibici jeho transkripční aktivity a down-

regulaci mnoha proneoplastických drah. Aktivace dráhy JNK vede k aktivaci kaspáz a indukci 

apoptózy. Apoptotická signalizace je též podpořena inhibicí degradace proapoptotických proteinů 

(Bim, BID a Bax), zvýšením exprese proteinu NOXA a indukcí stresu endoplazmatického retikula.  

PI jsou v uvedených indikacích velmi účinné a prodlužují dobu přežití pacientů bez progrese 

onemocnění i jejich celkové přežití. V závislosti na pokročilosti onemocnění se volí ze zástupců této 

skupiny léčiv – na počátku převážně reverzibilní bortezomib, při progresi ireverzibilní karfilzomib či 

nověji perorálně podávaný ixazomib (Wang et al., 2021).  
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Navzdory zásadní roli UPS ve všech buňkách v organismu jsou klinicky užívané PI poměrně dobře 

tolerovány s omezeným spektrem závažných nežádoucích účinků (Wang et al., 2021). Nicméně tato 

skupina léčiv je spojována se zvýšeným výskytem kardiovaskulárních nežádoucích účinků, 

včetně kardiotoxicity a dysfunkce levé komory (LK) typu II (Agunbiade et al., 2019). Celkové 

riziko toxického poškození myokardu a navození srdečního selhání je stále předmětem debat, stejně 

tak do jaké míry se toto riziko liší u jednotlivých PI a jaké faktory predeterminují pacienty k této 

toxicitě (Agunbiade et al., 2019). 

Vliv experimentálních i klinicky užívaných PI na myokard byl studován v několika experimentálních 

studiích. Opakované podávání bortezomibu navodilo srdeční dysfunkci u potkana (Nowis et al., 2010) 

a negativní vliv na myokard byl popsán i u některých experimentálně užívaných PI (Tang et al., 2010; 

Herrmann et al., 2013). Na druhou stranu experimentálně podávané PI vykazovaly i určité protektivní 

účinky – např. vůči ischemicko-reperfúznímu poškození myokardu či tlakovému přetížením LK 

(Campbell et al., 1999; Pye et al., 2003). V in vitro studiích bortezomib vykazoval významnou 

toxicitu na H9c2 myoblastech a kardiomyocytech izolovaných z komorového myokardu 

novorozeného potkana (NVCM) (Nowis et al., 2010). Následně byla také dalšími autory popsána 

významná toxicita jak bortezomibu, tak i karfilzomibu in vitro u NVCM (Hasinoff et al., 2017). 

Překvapivě ale nebyla žádná významná toxicita bortezomibu pozorována na kardiomyocytech 

izolovaných z myokardu dospělého potkana (AVCM) (Nowis et al., 2010).   

U rezistentních/relabujících forem onemocnění se ukázala účinnou kombinační léčba PI s ANT 

(např. DOX či DAU) (Sonneveld et al., 2008; Bertaina et al., 2017; Terwilliger et al., 2017). Protože 

se jedná o kombinaci dvou protinádorových léčiv s potenciálním kardiotoxicitním potenciálem, 

kardiovaskulární bezpečnost této kombinace si zasluhuje pozornost, tím spíše, že dle dostupných 

informací se UPS patrně podílí na odstranění poškozených myokardiálních proteinů při rozvoji ANT 

kardiotoxicity (Kumarapeli et al., 2005; Dimitrakis et al., 2012). Nebylo možné vyloučit, že by PI 

mohly působit přinejmenším aditivně k ANT kardiotoxicitě, nebo dokonce, že by tuto kardiotoxicitu 

mohly potencovat. Z publikovaných klinických studií ovšem ke kardiovaskulární bezpečnosti této 

kombinace není dostatek informací. Obecně se pouze doporučuje obezřetnost a případně 

upřednostnění lipozomálních forem ANT chemoterapeutik. V experimentálních podmínkách bylo 

zjištěno, že v embryonálních kardiomyocytech inhibice CT-L aktivity asociované s podjednotkou β5, 

která je cílem pro klinicky užívané PI, vede ke zvýšení toxicity ANT. V dalších studiích provedených 

na NVCM bylo též pozorované zvýšení cytotoxicity ANT v kombinaci s PI (Nowis et al., 2010; 

Hasinoff et al., 2017). Ale nejsou k dispozici žádná data ohledně cytotoxicity této kombinace vůči 

kardiomyocytům izolovaným z myokardu dospělých zvířat, navzdory tomu, že se tato kombinace 

klinicky používá téměř výhradně u dospělých (převážně starších) pacientů. K dispozici také nebyla 

žádná studie, která by zkoumala vliv PI na rozvoj chronické ANT kardiotoxicity na zavedeném 

experimentálním in vivo modelu u dospělých pokusných zvířat.   

1.3 Opatření využívaná k omezení antracyklinové kardiotoxicity  

Toxické poškození myokardu ANT je do znační míry ireverzibilní a obtížně odpovídá na léčbu, proto 

je nejvýhodnější toxicitě předcházet. Mezi rutinně uplatňovaná opatření patří monitorování pacienta 

a omezení celkové kumulativní dávky ANT (Ewer et al., 2015). Nicméně je známo, že neexistuje 

naprosto „bezpečná“ kumulativní dávka ANT, protože každé podání těchto léčiv představuje určité 

subklinické poškození myokardu (Ewer et al., 2015), které se ovšem může klinicky projevit na 

kardiovaskulární morbiditě a mortalitě pacientů dlouhodobě přežívajících nádorové onemocnění. 

Další snahou o snížení riziko ANT kardiotoxicity je využití lékových forem pro cílenou distribuce 

ANT do nádoru, čímž se sníží expozice myokardu ANT. V současnosti jsou klinicky dostupné LP 

s lipozomálně enkapsulovaným DOX a DAU. (Minotti et al., 2004), které jsou ale schváleny jen 

v některých z mnoha indikací ANT. 
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1.3.1 Farmakologická kardioprotekce vůči antracyklinové kardiotoxicitě 

Ačkoliv v této oblasti bylo publikováno velké množství experimentálních prací s nadějnými 

pozitivními výsledky, jejich přenositelnost do klinicky relevantnějších podmínek se ukázala být 

problematická (Štěrba et al., 2013).  

1.3.1.1 Antioxidanty a chelátory železa 

Z antioxidantů byly mezi prvními látkami studován vitamín E a acetylcystein. Obě látky vykazovaly 

signifikantní kardioprotektivní účinky na akutních in vivo modelech s užitím jedné supraterapeutické 

dávky ANT, ale na klinicky relevantnějších chronických experimentálních modelech vykazovaly tyto 

látky velmi malou či dokonce žádnou kardioprotekci (shrnuto ve (Štěrba et al., 2013)). Absence 

významného kardioprotektivního potenciálu vyplynula také z prospektivních randomizovaných 

kontrolovaných  studiích (RCT) (Štěrba et al., 2013). Podobně byla studována řada přírodních či 

semisyntetických flavonoidů, ale jen málo z nich bylo hodnoceno na modelu chronické ANT 

kardiotoxicity. Jednou z mála výjimek byl 7-monohydroxyethyl-rutosid, u kterého byl nejdříve 

popsán významný protektivní účinek, ale následně bylo zjištěno, že tento účinek není dlouhodobý 

v experimentu ani v klinických podmínkách (Bruynzeel et al., 2007a; Bruynzeel et al., 2007b).  

Z chelatačních látek byl zkoumán kardioprotektivní účinek u několika klinicky dostupných 

selektivních intracelulárních chelátorů volných iontů železa, které užívají u onemocnění spojených 

s přetížením organismu železem jako je např. β-talasemie. Kromě dostatečné selektivity je pro tato 

léčiva důležitá stabilita vzniklých komplexů se železem a jejich nízká redoxní aktivita, což znamená, 

že takto vázané ionty železa nemohou participovat na tvorbě ROS. Deferoxamin a deferipron, což 

jsou klinicky užívána léčiva splňující tyto požadavky, vykazovaly určité zajímavé kardioprotektivní 

účinky in vitro a na modelech akutní ANT kardiotoxicity in vivo, ale jejich hodnocení na zavedených 

a DEX-validovaných modelech chronické ANT kardiotoxicity ale kardioprotektivní potenciál 

nepotvrdilo (Herman et al., 1994; Popelova et al., 2008). Zatímco v případě deferoxaminu by mohl 

problém souviset s hydrofilním charakterem molekuly a nízkou penetraci do kardiomyocytů, tento 

argument nemůže vysvětlit absenci účinku u deferipronu, který dobře proniká i do subcelulárních 

kompartmentů včetně mitochondrií. Částečný kardioprotektivní účinek (ovšem s paradoxní 

dávkovou) závislostí byl pozorován u experimentálních aroylhydrazonových chelátorů železa 

(shrnuto v Štěrba et al. (2013)).  

1.3.1.2 Dexrazoxan (DEX, ICRF-187) 

Dexrazoxan (DEX; ICRF-187) je jediným léčivem s jasně prokázaným kardioprotektivním účinkem 

vůči klinicky relevantním formám ANT kardiotoxicity jak v různých experimentálních modelech (in 

vitro/in vivo), tak v klinických studiích (Štěrba et al., 2013). Účinky DEX byly úspěšně 

reprodukovány v různých laboratořích s užitím celé škály různých experimentálních modelů 

zahrnující různá species (myš, potkan, křeček, králík, pes). Bylo zjištěno, že pro kardioprotektivní 

účinek je důležité podání DEX před/nebo nejpozději spolu s ANT a optimální poměr dávek DEX 

a ANT je 10-20:1 (Cvetkovic et al., 2005; Štěrba et al., 2013). Kardioprotektivní účinek DEX byl 

potvrzen v mnoha klinických studiích nezávisle na věku, pohlaví, typu karcinomu a léčebnému 

schématu (Reichardt et al., 2018). Díky prevenci nástupu ANT toxicity v myokardu také DEX 

poskytuje dlouhotrvající kardioprotektivní účinek (Jirkovský et al., 2013; Reichardt et al., 2018). 

DEX je tradičně považován za proléčivo, které je v organismu metabolizováno hydrolýzou obou 

dioxopiperazinových cyklů na aktivní metabolit ADR-925 (obr. 6) (Hasinoff et al., 1998). Uvedené 

cykly jsou hydrolyzovány dihydropyrimidinázou a dihydroorotázou se vznikem dvou hydrolytických 

meziproduktů (B a C). Předpokládá se, že finální metabolit ADR-925 chrání kardiomyocyty před 

ANT kardiotoxicitou prostřednictvím vyvázání volných iontů železa a jejich odnětí z komplexu 

s ANT (Hasinoff et al., 1998). Tento mechanismus je tradičně uváděn v odborné literatuře (Cvetkovic 

et al., 2005; Štěrba et al., 2013) a lze ho nalézt i v platných SmPC léčivého přípravku obsahujících 

dexrazoxan (SmPC Cyrdanax®). Nicméně je třeba podotknout, že v literatuře pro potvrzení této 
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teorie chybí přímý důkaz, a proto nelze vyloučit, že by mohlo jít o náhodnou koincidenci. Objevily 

se také pochybnosti, jestli je DEX proléčivem, jak se uvádí v literatuře (Hasinoff et al., 2007). Také 

je třeba také zmínit, že na rozdíl od chelátorů železa používaných u onemocnění spojených 

s přetížením organismu železem (viz výše) je komplex ADR-925 s ionty železa stále významně 

redoxně aktivní (Thomas et al., 1993). V neposlední řadě tento mechanismus nekoresponduje s nověji 

navrženou teorií ANT kardiotoxicity, která předpokládá, že primárním příčinou je interakce ANT 

s TOP2B a úloha oxidačního stresu je pouze sekundární. Ačkoliv některé in vitro práce (Lyu et al., 

2007; Deng et al., 2014) spojovaly kardioprotektivní účinek DEX s inhibicí TOP2B, tyto poznatky 

byly získány pouze na proliferujících H9c2 myoblastech, které na rozdíl od terminálně 

diferencovaných kardiomyocytů ve skutečnosti exprimují obě izoformy TOP2 (TOP2A i TOP2B), 

přičemž obě jsou významně ovlivněny ANT. Spojení kardioprotekce s TOP2B tedy bylo stále velmi 

nejisté. Někteří jiní autoři pak význam TOP2B pro kardioprotekci DEX přímo zpochybňují a navrhují 

alternativní mechanismy účinku (McCormack, 2018). 

 

Obr. 6. Chemická struktura dexrazoxanu (DEX) a jeho bioaktivace na chelatačně aktivní metabolit ADR-925. B, 

C – hydrolytické meziprodukty vzniklé otevřením jednoho cyklu. DHPáza – dihydropyrimidináza, DHOáza – 

dihydroorotáza. 

Přestože kardioprotektivní účinky DEX jsou doloženy mnoha klinickými studiemi, toto léčivo se 

v současné klinické praxi užívá jen velmi omezeně. Důvodem je zejména obava z nežádoucích 

účinků. DEX může v kombinaci ANT navodit myelosupresi (Reichardt et al., 2018). Dalšími 

zmiňovanými potenciálními nežádoucími účinky DEX je riziko ovlivnění protinádorové účinnosti a 

riziko vzniku sekundárních malignit. Obavy z těchto nežádoucích účinků a související předběžná 

opatrnost měly na osud klinického užití DEX velký dopad, ačkoliv pro významnou asociaci těchto 

komplikací s DEX neexistují přesvědčivé důkazy (Reichardt et al., 2018; Simmons, 2019). 

V současnosti podávání DEX doporučeno jen u dětí i dospělých léčených ANT pouze po překroční 

kumulativní dávky (300 mg/m2 u DOX), což vede k velmi malému užití v klinické praxi (vyšší 

kumulativní dávky ANT se dnes užívají jen u malého procenta pacientů). Navzdory důkazům i 

recentním odborným diskusím zůstávají tato doporučení pro klinickou praxi nezměněna (Simmons, 

2019). 

1.3.1.3 Léčiva používaná k neurohormonální blokádě u CHSS 

V poslední dekádě se zájem odborné veřejnosti postupně přesunul ke klinicky užívaným léčivům, jež 

lze bezpečně použít i u pacientů léčených ANT. Největší pozornost byla věnována léčivům užívaných 

pro neurohormonální blokádu při léčbě CHSS typu HFrEF (srdeční selhání se sníženou ejekční frakcí) 

– inhibitorům angiotenzin konvertujícího enzymu (ACEi), blokátorům receptorů AT1 pro 

angiotensin II (sartanům), β-blokátorům a antagonistům mineralokortikoidních receptorů. 

Tato léčiva jsou pilířem terapie HFrEF bez ohledu na jeho etiologii, včetně CHSS navozeného 

podáním ANT (Zamorano et al., 2016). Jejich komplexní farmakologické účinky, které zřejmě 

zahrnují i inhibici oxidačního stresu v myokardu, zánětu a prevenci patologické remodelaci 

myokardu, vzbudily zájem o využití jejich potenciálu jednak v sekundární prevenci ANT 

kardiotoxicity (tj. při nasazení v průběhu či po dokončení chemoterapie ANT při detekci prvních 

známek kardiotoxicity), tak i v primární prevenci (tj. podání před první dávkou ANT a pokračování 

léčby po celou dobu chemoterapie ANT).  
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Americká společnost pro klinickou onkologii (ASCO) ve svých doporučeních pro prevenci a 

monitorování srdeční dysfunkce u dospělých pacientů léčených ANT (Armenian et al., 2017) zmiňuje 

možnost užití těchto léčiv u pacientů s vysokým rizikem rozvoje srdeční dysfunkce, ačkoliv připouští, 

že pro toto doporučení zatím nejsou k dispozici dostatečné důkazy. Podobně recentní přehledová 

práce zabývající se pacientkami s karcinomem prsu léčených ANT (Brown et al., 2020) uvádí, že i 

když některé malé klinické studie naznačují, že ACEi a β-blokátory by mohly být účinné v primární 

prevenci ANT kardiotoxicity, z dostupných dat nelze zatím formulovat jednoznačný závěr.  

Ze skupiny β-blokátorů byly na experimentálních modelech ANT kardiotoxicity získány poměrně 

zajímavé výsledky u karvedilolu (Matsui et al., 1999). Toto léčivo je známo svými přímými 

antioxidačními účinky, které byly dávány do souvislosti s jeho kardioprotektivním potenciálem vůči 

ANT kardiotoxicitě. Klinické studie s β-blokátory vedly ke smíšeným výsledkům. První pilotní 

studie, která využila karvedilol pro primární prevenci ANT kardiotoxicity u pacientů s relativně 

vysokými kumulativními dávkami ANT zaznamenala výrazný signifikantní benefit z hlediska 

prevence systolické dysfunkce (hlavním sledovaným parametrem byla LVEF) (Kalay et al., 2006). 

Naproti tomu v novější studii s větším souborem pacientů nebyl u tohoto léčiva zaznamenán žádný 

benefit (Avila et al., 2018) a obdobné výsledky byly popsány ve studii s jiným zástupcem této skupiny 

-  metoprololem (Gulati et al., 2016).  

ACEi jako kardioprotektiva vůči chronické ANT kardiotoxicitě. ACEi jsou po dlouhou dobu 

užívány u pacientů s ANT navozenou srdeční dysfunkcí (Zamorano et al., 2016). Studie Cardinale et 

al. (2006) ukázala, že by tato léčiva mohla být účinná i v sekundární prevenci, a to u pacientů 

vykazujících subklinické poškození myokardu. V této studii byl hodnocen účinek enalaprilu u 

pacientů, kteří podstoupili léčbu vyššími dávkami ANT a bylo u nich zjištěno zvýšení srdečního 

troponinu I v plazmě (léčba enalaprilem byla zahájena měsíc po chemoterapii a trvala 1 rok). 

Podávání enalaprilu u těchto pacientů snížilo koncentrace srdečního troponinu I v plazmě a zabránilo 

poklesu systolické funkce LK. Tyto velmi zajímavé výsledky vyvolaly značnou odezvu a podnítily 

hypotézu, že by ochranné účinky ACEi na myokard mohly být využitelné již v primární prevenci 

ANT-indukované kardiotoxicity s cílem zabránit či významně omezit samotné navození této toxicity. 

Hypotéza o potenciálním kardioprotektivním účinku ACEi (či sartanů) v primární prevenci vůči 

chronické ANT kardiotoxicitě byla testována v několika RCT, avšak s poměrně heterogenními 

výsledky. Nedávné meta-analýzy těchto klinických dat našly určitý pozitivní protektivní vliv ACEi 

vůči ANT navozené systolické dysfunkci (Vaduganathan et al., 2019), avšak četná omezení a 

problémy zjištěné v těchto studiích nedovolily vyvodit silné závěry pro klinickou praxi. Rozdíly v 

primárních studovaných parametrech (většinou LVEF) byly v těchto studiích mezi studovanými 

skupinami často velmi malé (např. pouze 1,8 % ve studii PRADA, (Gulati et al., 2016)), poměrně 

variabilní, a ne vždy statisticky signifikantní. Jednotlivé studie se také mezi sebou podstatně lišily 

populačními charakteristikami (včetně celkově podané kumulativní dávky ANT či kombinacemi 

s dalšími kardiotoxickými léčivy jako je např. trastuzumab). Následné sledování pacientů po 

chemoterapii (FU, follow up) bylo typicky časově velmi omezené a ACEi zde byly podávány až do 

konce FU. Poslední zmiňovaný fakt mohl mít vliv na zjištěný rozdíl mezi skupinami při 

echokardiografickém vyšetření systolické funkce LK, což také bylo diskutováno v odborné literatuře 

(van der Meer et al., 2016). Z provedených studií nebylo zřejmé, zdali potenciální přínos zjištěný 

v některých těchto studiích bude zachován i po vysazení ACEi. Nebylo také jasné, zda ACEi mohou 

skutečně účinně zabránit navození toxicity ANT a tím zajistit robustní a trvalou kardioprotekci, nebo 

pouze modulují obecnější patofyziologické procesy uplatňující se na nižších úrovních a tím inhibují 

progresi již navozeného poškození myokardu směrem k srdečnímu selhání. V současnosti se odborná 

veřejnost přiklání k teorii, že primárním krokem patogeneze ANT kardiotoxicity je TOP2B-

dependentní poškození DNA kardiomyocytů, ale není zřejmé, jestli ACEi mohou mít na tyto iniciální 

mechanismy poškození myokardu nějaký vliv. V této oblasti bylo také provedeno relativně velké 

množství experimentálních studií (shrnuto (Sobczuk et al., 2020)). Ty ale vedly k velmi heterogenním 

výsledkům a z dostupných dat nebylo možné nalézt odpovědi na výše uvedené otázky.   
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2 Cíle disertační práce 

Cíle této disertační práce byly následující: 

1. Experimentální studium kardiotoxického potenciálu dvou klinicky užívaných PI (reverzibilního 

bortezomibu a ireverzibilního karfilzomibu) se zaměřením na jejich kombinaci s ANT a 

ovlivnění rizika rozvoje srdečního selhání. Studovány byly také mechanismy těchto účinků 

zejména s ohledem na aktivitu proteazomového systému a buněčnou signalizaci spojenou 

s poruchou proteinové homeostázy.  

2. Experimentální studium kardioprotektivních účinků ACEi perindoprilu v primární prevenci 

chronické ANT kardiotoxicity na modelu u králíka se zaměřením na účinnost této intervence 

při následném sledování pokusných zvířat po chemoterapii s/bez dalšího podávání perindoprilu. 

Studovány byly také molekulární mechanismy s důrazem na ovlivnění ANT navozené DDR 

signalizace v myokardu při porovnání s klinicky užívaným DEX. 

3. Experimentální hodnocení mechanismů účinku kardioprotektiva DEX, zejména s ohledem na 

úlohu jeho chelatačně aktivního metabolitu ADR-925 a interakci parentní látky (a jejích 

metabolitů) s enzymem TOP2B. 
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3 Výsledky 

3.1 Komentáře k publikovaným pracím   

Publikace č. 1: 

Pokorná Z., Jirkovský E., Hlaváčková M., Jansová H., Jirkovská A., Lenčová-Popelová O., Brázdová 

P., Kubeš J., Sotáková-Kašparová D., Mazurová Y., Adamcová M., Vostatková L., Holzerová K., Kolář 

F., Šimůnek T., Štěrba M. In vitro and in vivo investigation of cardiotoxicity associated with 

anticancer proteasome inhibitors and their combination with anthracycline. Clin Sci (Lond). 2019 

Aug 27;133(16):1827-1844. Přijato k publikaci 13. 8. 2019. IF2019 = 5,223 (Q1); AIS2019 = 1,327 

(Q1) 

Tato práce se zabývala studiem kardiotoxicity PI užívaných v léčbě MM, a to reverzibilně působícího 

bortezomibu a ireversibilního karfilzomibu. Cytotoxicita obou zkoumaných PI byla hodnocena in 

vitro na kardiomyocytech izolovaných z myokardu novorozeného a dospělého potkana (NVCM a 

AVCM), a to jak při expozici buněk samotným PI, tak i při jejich kombinaci s klinicky relevantními 

koncentracemi daunorubicinu (DAU) jako modelového ANT. S užitím NVCM byla pozorována 

cytotoxicita obou PI v koncentracích kolem jejich maximální koncentrace v plazmě a také statisticky 

významné zvýšení cytotoxicity DAU. Výsledky získané na AVCM byly ale odlišné. Bortezomib 

v terapeuticky relevantních koncentracích nenavodil statisticky signifikantní cytotoxicitu, zatímco 

karfilzomib ano. Ještě důležitější bylo ale zjištění, že ani jeden ze studovaných PI signifikantně 

nezvýšil cytotoxicitu navozenou DAU u AVCM, a to navzdory tomu, že inhibice chymotrypsin-like 

(CT-L) aktivity proteazomu, která je hlavním cílem pro oba PI, byla inhibována u AVCM ještě 

výrazněji než u NVCM. Mimo to byla u AVCM inhibována i trypsin-like T-L aktivita proteazomu, 

což nebylo významné u NVCM. Zajímavým zjištěním z těchto pokusů také bylo, že bazální CT-L a 

T-L aktivity proteazomu se mezi těmito typy primárních kardiomyocytů podstatně liší.  

Na in vivo modelu chronické ANT kardiotoxicity navozené opakovaným podáváním DAU dospělým 

samcům králíka (3 mg/kg, i.v., 1x týdně po 10 týdnů) bylo studováno, jestli bude mít maximálně 

tolerovaná dávka obou PI v kombinaci s DAU významný vliv na závažnost ANT kardiotoxicity. 

Z výsledků plyne, že kombinace obou PI s DAU neměla významný vliv na funkční, morfologické, 

biochemické a molekulární aspekty chronické ANT kardiotoxicity. V myokardu LK zvířat, kterým 

byl chronicky podáván DAU, byly zjištěny významné změny molekulárních markerů poruchy 

proteinové homeostázy (např. zvýšená exprese GRP78 a HSP70 či zvýšené zastoupení 

polyubikvitinovaných proteinů). Nicméně kombinace DAU s oběma PI v chronickém experimentu 

na tyto změny neměla žádný významný vliv. Chronická ANT kardiotoxicita byla též spojená s indukcí 

T-L aktivity proteazomu v myokardu LK, ale kombinace DAU s PI tento nález nijak neovlivnila. 

Stanovení aktivity proteazomu v myokardu LK 2 h po akutním podání obou PI králíkům potvrdilo 

významnou inhibici CT-L aktivity, která je hlavním cílem pro oba PI, zatímco vliv na T-L aktivitu 

nebyl významný. Nicméně 24 h po podání obou PI se CT-L aktivita proteazomu v myokardu vrátila 

k původním hodnotám. Relativně krátkodobý účinek obou PI na aktivitu proteazomu v myokardu a 

absence jejich účinku na T-L aktivitu proteazomu, která je u ANT kardiotoxicity významně 

indukována, by mohly vysvětlit proč, oba PI nezvyšují riziko ANT kardiotoxicity a CHSS na 

experimentálním modelu u králíka. 

Podíl studenta na komentované práci: Studentka je první autorkou této publikace a spolu se 

školitelem (doc. Štěrbou) měla hlavní podíl na designu experimentů realizovaných v této publikaci, 

intepretaci a zpracování většiny výsledků, jakož i sepisování manuskriptu. Z hlediska realizace 

experimentů měla klíčový podíl na provádění většiny in vivo experimentů v této práci (práce 

s pokusnými zvířaty, podávání zkoumaných léčiv, odběry vzorků pro další analýzy), dále pak na 

invazivním hodnocení funkce LK a molekulárních analýzách z myokardu (stanovení aktivity 

proteazomu ve vzorcích z in vitro a in vivo experimentů, stanovení exprese na úrovni mRNA metodou 

qRT-PCR a na úrovni proteinu metodou Western Blot).   
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Publikace č. 2: 

Pokorná Z., Kollárová-Brázdová P., Lenčová-Popelová O., Jirkovský E., Kubeš J., Mazurová Y., 

Adamcová M., Holečková M., Palička V., Šimůnek T., Štěrba M. Primary prevention of chronic 

anthracycline cardiotoxicity with ACE inhibitor is temporarily effective in rabbits, but benefits wane 

in post-treatment follow-up. Clin Sci (Lond). 2022 Jan 14;136(1):139-161. Přijato k publikaci 8. 12. 

2021. IF2020 = 6,124 (Q1); AIS2020 = 1,568 (Q1) 

V této práci byly experimentálně hodnoceny kardioprotektivní účinky ACEi perindoprilu 

podávaného v primární prevenci chronické ANT kardiotoxicity (tj. při jeho podávání před první 

dávkou ANT a dále v průběhu celé chemoterapie). Tyto účinky byly hodnoceny na in vivo modelu 

chronické ANT kardiotoxicity u králíka. Tato studie byla zaměřena zejména na hodnocení případného 

kardioprotektivního benefitu z podávání ACEi v období následného sledování zvířat po ukončení 

chemoterapie ANT (3-10 týdnů, tzv. follow up – FU). Chronická ANT-kardiotoxicita byla indukována 

DAU (3 mg/kg/týden po dobu 10 týdnů). Perindopril byl nasazen 1 týden před první dávkou DAU a 

podáván p.o. v klinicky relevantních dávkách (0,05 mg/kg/den) po celou dobu chronického podání 

DAU v pitné vodě. Týden po poslední dávce DAU byl ve skupině se současným podáváním 

perindoprilu zaznamenán výrazný benefit v porovnání se skupinou se samotným DAU. Podání 

perindoprilu zcela zabránilo předčasným úhynům navozeným DAU, zvýšení plazmatických hladin 

srdečního troponinu T (cTnT) a předešlo vzniku či významně omezilo systolickou dysfunkci LK 

indukovanou DAU. Podání perindoprilu též efektivně snížilo degenerativní změny 

v kardiomyocytech navozené DAU. Protektivní účinek perindoprilu do značné míry korespondoval s 

inhibicí DAU navozených změn v expresi proteinů zánětlivé reakce, proteinů důležitých pro 

hospodaření s vápníkem a volnými kyslíkovými radikály. 

Zjištěný přínos podávání perindoprilu byl ale významně nižší při následném 3týdenním sledování 

pokusných zvířat po ukončení podávání DAU. Po vysazení perindoprilu došlo k významnému 

vzestupu koncentrací cTnT v plazmě, rozvoji degenerativních změn v kardiomyocytech a poklesu 

systolické funkce LK. Většina molekulárních parametrů studovaných v myokardu LK se též přiblížila 

výsledkům pozorovaným ve skupině se samotným DAU. Zvýšení dávky perindoprilu (na 0,1 

mg/kg/den) nemělo na změnu v FU žádný pozitivní vliv. Při delším (10týdenním) FU bez podávání 

léčiv došlo významné progresi systolické dysfunkce LK, což bylo provázeno závažnějším 

morfologickým poškozením myokardu, známkami oběhového městnání jakož i mortalitou související 

s CHSS. Následné podávání perindoprilu i v období FU tento trend nezvrátilo, ale zabránilo rozvoji 

nejtěžších forem CHSS a morfologického poškození myokardu, což vysvětlilo absenci předčasných 

úhynů. Tato data ukázala, že protektivní účinek perindoprilu vůči chronické ANT kardiotoxicitě není 

trvalý, což jasně kontrastuje s účinkem DEX, který v přechozí studii naší skupiny na stejném modelu 

s 10týdenním FU bez další následné léčby navodil velmi robustní a dlouhotrvající ochranu bez 

jakékoliv progrese ve FU.  

Proto byly studovány také mechanismy, které by mohly vysvětlit rozdílné výsledky kardioprotekce 

vůči ANT kardiotoxicitě pomocí ACEi a DEX. Na rozdíl od DEX perindopril ani jeho aktivní 

metabolit neměl žádný vliv na aktivitu TOP2B enzymu in vitro. V kontrastu s účinkem DEX 

perindopril také významně nechránil myokard in vivo před DAU navozenou a p53-zprotředkovanou 

DDR signalizací v myokardu králíka. Absence účinku perindoprilu na TOP2B-depedentní poškození 

DNA a následnou DDR v myokardu by mohla vysvětlit proč toto léčivo nenavozuje dlouhodobě 

účinnou protekci myokardu před ANT kardiotoxicitou.   

Podíl studenta na komentované práci: Studentka je prvním autorem této publikace a spolu se 

školitelem (doc. Štěrbou) měla hlavní podíl na designu experimentů realizovaných v této publikaci, 

intepretaci a zpracování většiny výsledků a sepisování manuskriptu. Z hlediska realizace experimentů 

měla klíčový podíl na provádění chronických in vivo experimentů v této práci (práce s pokusnými 

zvířaty, podávání zkoumaných léčiv, odběry vzorků pro další analýzy), dále pak na invazivním 

hodnocení funkce LK a molekulárních analýzách myokardu z těchto experimentů (stanovení exprese 

na úrovni mRNA metodou qRT-PCR a proteinu metodou Western Blot).  
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Publikace č. 3: 

Jirkovský E., Jirkovská A., Bavlovič Piskáčková H., Skalická V., Pokorná Z., Karabanovich G., 

Kollárová-Brázdová P., Kubeš J., Lenčová-Popelová O., Mazurová Y., Adamcová M., Lyon A. R., Roh 

J., Šimůnek T., Štěrbová-Kovaříková P., Štěrba M. Clinically translatable prevention of anthracycline 

cardiotoxicity by dexrazoxane is mediated by topoisomerase II beta and not metal chelation. Circ 

Heart Fail. 2021; Oct 14:e008209. Přijato k publikaci 17. 8. 2021. IF2020 = 8,846 (Q1); AIS2020 = 

3,335 (D1/Q1) 

Tato práce byla zaměřena na objasnění mechanismů účinku DEX. Nejdříve byla zkoumána úloha 

jeho chelatačního metabolitu ADR-925 prostřednictvím farmakokineticky řízeného studia jeho 

kardioprotektivních účinků po exogenním podání in vitro a in vivo. Z výsledků těchto experimentů 

vyplynulo, že exogenní podání ADR-925 navozuje stejné nebo vyšší koncentrace této látky v NVCM 

(in vitro) i v myokardu králíka (in vivo), než jaké vznikají přirozenou metabolickou přeměnou po 

podání klinicky užívaných dávek DEX. Na rozdíl od podání parentního DEX, ovšem exogenní podání 

ADR-925 nemělo žádné protektivní účinky vůči ANT kardiotoxicitě. Infuzní podání ADR-925 

králíkům v kombinaci s DAU nemělo na rozdíl od podání DEX žádný vliv na systolickou dysfunkci 

LK, toxické poškození myokardu a předčasné úhyny v důsledku CHSS navozené podáváním DAU. 

Ani zvýšení expozice myokardu podáním další dávky ADR-925 po každé aplikaci DAU nemělo 

žádný významný vliv na rozvoj ANT kardiotoxicity. Výsledky těchto experimentů tedy zpochybňují 

tradiční hypotézu vysvětlující kardioprotektivní účinky DEX chelatační aktivitou jeho metabolitu 

ADR-925. Další experimenty pak také ukázaly, že je velmi nepravděpodobné, aby tento účinek byl 

spojen s jeho přechodnými metabolity B a C, které mají hydrolyticky otevřený jenom jeden 

dioxopiperazinový kruh. 

Série dalších experimentů naopak ukázala, že by za kardioprotektivní účinek DEX mohla zodpovídat 

interakce jeho parentní molekuly s enzymem TOP2B. Na rozdíl od metabolitů DEX je jeho parentní 

molekula účinným katalytickým inhibitorem TOP2B in vitro v koncentracích, které odpovídají 

plazmatickým koncentracím navozujícím kardioprotektivní účinek v experimentu i v klinické praxi. 

DEX (ale nikoliv jeho metabolity) také indukují depleci enzymu TOP2B v NVCM in vitro a 

myokardu králíka in vivo za podmínek, kdy toto léčivo navozuje kardioprotektivní účinky. DEX na 

rozdíl od jeho metabolitu také chránil NVCM in vitro před poškozením DNA navozeným DAU. Vztah 

kardioprotektivního účinku DEX k inhibici TOP2B byl také podpořen experimenty s jeho novým 

ethylmethyl derivátem (EDM). Tato látka tvoří dva diastereoizomery (EDMa a EDMb), jejichž 

metabolity mají téměř shodnou schopnost odnímat ionty železa z komplexu s ANT. Tyto 

diastereoizomery se ale podstatně liší ve schopnosti chránit NVCM in vitro před cytotoxicitou ANT 

a tento účinek dobře koreloval s jejich rozdílnou schopností inhibovat enzym TOP2B.  

Výsledky této studie zásadně zpochybnily souvislost kardioprotektivních účinků DEX s jeho 

chelatačním metabolitem ADR-925 a naopak naznačují vztah parentní molekuly k interakci s TOP2B. 

Podíl studenta na komentované práci: Studentka je spoluautorkou této publikace a ve spolupráci s 

prvním autorem (Dr. Jirkovský) se významně podílela na realizaci in vivo farmakokinetických a 

farmakodynamických experimentů (práce s pokusnými zvířaty, podávání zkoumaných léčiv, odběry 

vzorků pro další analýzy), na invazivním hodnocení funkce LK a interpretaci získaných výsledků. 
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4 Diskuse 

Ve výsledcích prezentovaných v Publikaci č. 1 bylo zjištěna relativně mírná ale signifikantní 

cytotoxicita reverzibilního inhibitoru PI bortezomibu vůči kardiomyocytům izolovaným z myokardu 

novorozeného potkana (NVCM), nicméně bez možnosti dosažení IC50 i při užití významně 

supraterapeutických koncentrací léčiva. Tyto výsledky se lišily od dat publikovaných v přechozí práci 

(Nowis et al., 2010), kde bortezomib na stejném modelu (NVCM potkana) navodil podstatně 

výraznější cytotoxicitu. V této publikaci byla také prezentována vysoká cytotoxicita bortezomibu na 

buněčné linii H9c2. Nicméně tyto nálezy je třeba interpretovat velmi opatrně díky limitacím tohoto 

buněčného modelu – proliferace H9c2 buněk může vést k významnému uplatnění antiproliferačního 

a proapoptotického účinku PI (podobně jako v nádorových buňkách) a molekulární fenotyp těchto 

buněk se od primárních kardiomyocytů (včetně NVCM) podstatně liší (Lenco et al., 2015). Výsledky 

získané s NVCM v Publikaci č. 1 ale poměrně dobře odpovídají výsledkům publikovaným v jiné 

práci užívající tento buněčný model (Hasinoff et al., 2017). V případě kardiomyocytů izolovaných z 

komorového myokardu dospělého potkana (AVCM) jsme nezjistili významnou cytotoxicitu 

bortezomibu v klinicky relevantních koncentracích, což je ve shodě s daty z publikace Nowis et al. 

(2010). Tento poznatek nebyl ve zmíněné práci řádně diskutován a závěry této publikace byly 

odvozeny pouze z experimentů provedených na NVCM a H9c2 linii, která se fenotypem blíží 

myoblastům, ačkoliv se tato léčiva používají téměř výhradně u dospělých pacientů.  

Opakované podání samotných PI u králíka nenavodilo žádné známky kardiotoxického působení. 

Použité dávky byly přitom velmi podobné dávkám použitým ve studiu embryo-fetální toxicity u 

králíka (Bray, 2012). Nicméně je možné, že expozice myokardu mohla být v monoterapii PI 

submaximální, protože dávkování těchto léčiv bylo v našich pokusech primárně odvozeno od jejich 

tolerability v kombinaci s ANT. Jelikož bylo zjištěno, že se efektivní inhibice proteazomu v 

myokardu po podání PI relativně rychle navrací k původním hodnotám, absence toxického poškození 

myokardu v monoterapii PI u mladých zdravých zvířat nemusí být překvapující. V publikaci Nowis 

et al. (2010) byla ale u bortezomibu podávaného 3x týdně na modelu potkana pozorována významná 

dysfunkce LK. Stejné podání bortezomibu v našich podmínkách ale vedlo k časným úhynům z 

extrakardiálních příčin bez významných známek kardiotoxicity, což svědčí o významně 

supraterapeutické expozici. V další studii (van Hees et al., 2008) nebyla pozorována srdeční 

dysfunkce in vivo na modelu u potkana při podání bortezomibu 2x týdně a ani opakované podání 

tohoto léčiva myším s xenotransplatací lidských nádorových buněk nevedlo k navození kardiotoxicity 

při expozici zajišťující významný protinádorový účinek (LeBlanc et al., 2002). Tyto údaje naznačují, 

že kardiotoxicita obou studovaných PI je v monoterapii v klinicky relevantních dávkách u mladých 

dospělých pokusných zvířat spíše omezená. 

Pravděpodobnost vzniku kardiotoxicity vedoucí k CHSS je v klinické praxi u těchto léčiv stále 

předmětem debat. Některé RCT hodnotící terapii bortezomibem v indikaci MM neshledaly rozdíl ve 

výskytu CHSS oproti kontrolní skupině (Richardson et al., 2005) a srdeční selhání bylo jen velmi 

zřídka důvodem pro přerušení léčby(Koulaouzidis et al., 2017). Podobné výsledky vyplynuly 

v případě bortezomibu i ze systematického review a následné meta-analýzy (Xiao et al., 2014). V 

případě karfilzomibu byl v třetí fázi klinického hodnocení zaznamenán vyšší výskyt kardiotoxicity a 

srdeční dysfunkce než u bortezomibu (Chari et al., 2018). Nicméně některé meta-analýzy 

naznačovaly, že celkový výskyt kardiotoxicity (zvláště jejich závažných forem) je stále poměrně 

nízký (Chari et al., 2018). Echokardiografické hodnocení systolické srdeční funkce také neodhalilo 

žádné statisticky významné rozdíly mezi skupinou pacientů léčenou bortezomibem a karfilzomibem 

(Russell et al., 2015). Posthoc analýza uvedených dat ovšem naznačila možnost zvýšeného rizika 

kardiotoxicity a srdeční dysfunkce u pacientů vyššího věku s preexistujícím kardiovaskulárním 

onemocněním (Chari et al., 2018). Zde je třeba poznamenat, že námi prezentovaná experimentální 

data, stejně tak jako všechny ostatní experimentální výsledky v literatuře, se týkala výhradně mladých 

zdravých laboratorních zvířat. 

Ačkoliv PI nenavozovaly významnou kardiotoxicitu v myokardu zdravých králíků, při současném 

rozvoji toxického poškození myokardu ANT by mohl být výsledek odlišný, proto jsme se na tuto 

hypotézu zaměřili. V podmínkách in vitro bylo ovšem zjištěno, že se mohou podstatně lišit data 
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získaná s užitím primárních kardiomyocytů izolovaných z myokardu novorozeného a dospělého 

potkana (tj. NVCM a AVCM). Kombinace obou IP (v koncentracích kolem jejich cmax v plazmě) 

s klinicky relevantními koncentracemi ANT vedla k signifikantnímu nárůstu toxicity u NVCM, což 

odpovídá výsledkům publikovaným v literatuře (Nowis et al., 2010; Hasinoff et al., 2017). Nicméně 

stejný pokus provedený na AVCM v Publikaci č.1 žádné významné ovlivnění toxicity ANT 

nezaznamenal a výsledná cytotoxicita byla podobná jako u samotného ANT. Tyto výsledky byly 

velmi dobře reprodukovatelné a nezávislé i na použité metodě stanovení cytotoxicity. Důvodem 

těchto výsledků také nemohla být absence významných inhibičních účinků na aktivitu proteazomu u 

AVCM, protože naše pokusy prokázaly paradoxně ještě výraznější efekt než u NVCM (včetně 

ovlivnění T-L aktivity). Zároveň byly v těchto experimentech poprvé popsány podstatné rozdíly v 

bazální tedy fyziologické proteazomové aktivitě (CT-L a T-L) mezi oběma typy primárních 

kardiomyocytů, což by mohlo kodeterminovat některé rozdílné výsledky pozorované na těchto in 

vitro modelech v našich experimentech. Protože se tato léčiva užívají pouze u dospělých pacientů, 

upřednostnění NVCM modelu před AVCM patrně zkreslilo (nadhodnotilo) reálné riziko 

kardiotoxicity plynoucí z kombinace ANT a PI ve většině předchozích publikací.  

Co se týče kardiotoxicity kombinace PI a ANT in vivo nejsou mimo naší publikaci v literatuře 

dostupné žádné informace. Předložená studie dokládá, že oba PI při podání v maximálně tolerované 

dávce s ANT (na osvědčeném modelu chronické ANT kardiotoxicity) nevede ke zhoršení toxického 

poškození myokardu. A to navzdory tomu, že podání těchto léčiv vedlo k signifikantní inhibici CT-L 

aktivity proteazomu v myokardu pokusných zvířat. Přitom samotné podání ANT vedlo k indukci 

exprese proteinů signalizujících poruchou homeostázy proteinů a byla zjištěna i indukce aktivity 

samotného proteazomu (nicméně pouze T-L aktivity, která není oběma PI in vivo v myokardu 

významně ovlivněna). Tyto nálezy lze zřejmě interpretovat jako adaptační změny v UPS reagující na 

toxické poškození myokardu ANT, které ale v daných podmínkách nedostačují k udržení optimální 

proteinové homeostázy. V tomto kontextu se může jevit poněkud paradoxní, že podání PI na tyto děje 

ani celkový fenotyp ANT kardiotoxicity nemělo žádný vliv. Možným vysvětlením by mohl být 

přechodný charakter ovlivnění proteazomu v myokardu po podání obou PI (s normalizací do 24 

hodin), což je rámcově v souladu s literaturou o účinku PI na zdravé tkáně (Yang et al., 2011). Dalším 

možným faktorem je absence významného vlivu obou PI na T-L aktivitu proteazomu, která je 

chronickou ANT kardiotoxicitou indukována. 

Nelze vyloučit, že by vyšší expozice myokardu těmto PI by mohla vést k významnějšímu dopadu na 

ANT kardiotoxicitu. Nicméně ANT navozené poškození myokardu králíka bylo v našich podmínkách 

poměrně výrazné (u části zvířat to dokonce vedlo k terminální fázi CHSS s předčasnými úhyny). V 

případě významné účasti proteazomu na patogenezi ANT kardiotoxicity by tedy bylo očekávatelné, 

že by i menší expozice PI mohla mít významný dopad na závažnost kardiotoxicity. Protože k tomu 

nedošlo, je pravděpodobnější, že dysfunkce UPS hraje v rozvoji chronické ANT-kardiotoxicity spíše 

menší a/nebo pouze sekundární roli. Získané výsledky by také mohly naznačovat, že oba klinicky 

užívané PI také neovlivňují závažnost CHSS bez ohledu na jeho etiologii a některé informace 

z literatury by tomu také napovídat (van Hees et al., 2008).  

Riziko významného zvýšení závažnosti chronické ANT kardiotoxicity se tedy při kombinaci s PI jeví 

jako relativně nízké, přinejmenším u mladých dospělých jedinců. Klinická evidence k této 

problematice pocházející z RCT je stále velmi omezená. V publikovaných studiích nebylo hlášeno 

významně zvýšené riziko CHSS oproti skupině se samotným ANT, ale tyto studie na nebyly na 

hodnocení rizika kardiotoxicity designovány, což může mít na získaná data podstatný vliv. Také je 

třeba vzít v potaz, že v některých těchto studiích byly užity lipozomální ANT, u kterých je riziko 

kardiotoxicity nižší díky cílené distribuci ANT do nádorů (Sonneveld et al., 2008).  

Další dvě studie, jež jsou součástí tohoto komentovaného souboru jsou zaměřeny na problematiku 

farmakologické ochrany myokardu vůči chronické ANT kardiotoxicitě. První z těchto prací se 

zaměřuje na studium kardioprotektivních účinků ACEi při jejich podání v primární prevenci 

chronické ANT-kardiotoxicity na experimentálním modelu u králíka. Druhá práce si kladla za cíl 

objasnění mechanismů kardioprotektivních účinků klinicky užívaného kardioprotektiva DEX. 

Zatímco většina prací jakož i platné SmPC uvádějí, že DEX navozuje kardioprotekci prostřednictvím 

chelatace iontů železa a prevenci ANT indukované tvorby ROS v myokardu (SmPC Cyrdanax®; 
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Cvetkovic et al., 2005; Štěrba et al., 2013), tedy tzv. nespecifický mechanismus účinku 

zprostředkovaný fyzikálně-chemickými vlastnostmi jeho metabolitu, některé novější teorie zmiňují 

možnost specifické interakce ANT s TOP2B jako cílovou molekulou (Deng et al., 2014). Jiné práce 

ale souvislost mezi kardioprotekcí DEX a TOP2B interakcí zpochybňují (McCormack, 2018). DEX 

se v dnešní v klinické praxi bohužel užívá jen velmi omezeně a žádné jiné kardioprotektivum se do 

klinické praxe zatím nedostalo. Proto se řada autorů zaměřila na zkoumání potenciálně 

kardioprotektivních účinků zavedených skupin léčiv jako jsou ACEi a další léčiva užívaná pro léčbu 

CHSS typu HFrEF. K tomuto zájmu podstatně přispěla data o možném protektivním účinku těchto 

léčiv při užití v sekundární prevenci ANT kardiotoxicity u rizikových pacientů s elevací srdečních 

troponinů po chemoterapii obsahující ANT (Cardinale et al., 2006). Ačkoliv bylo provedeno i několik 

klinických studií s podáváním ACEi v primární prevenci (tj. při podávání v průběhu celé 

chemoterapie), stále není zřejmé, jestli tato léčba předchází poškození myokardu, tj. zabraňuje 

indukci primárního toxického poškození, nebo jenom mírní jeho progresi směrem k detekovatelné či 

klinicky manifestní ANT-kardiotoxicitě. S tímto souvisí otázka, jak moc je taková kardioprotekce 

dlouhodobě účinná (i po vysazení léčby ACEi).  

Při studiu kardioprotektivních účinků ACEi v Publikaci č. 2 byla zjištěna řada nových informací. 

Prvním zajímavým zjištěním bylo, že podání ACEi v primární prevenci může mít v období 

postupného rozvoje ANT kardiotoxicity překvapivě výrazný vliv na většinu studovaných parametrů. 

Týden po ukončení podávávání ANT (tj. již po vysazení ACEi a jeho majoritního vyloučení z 

organismu) byl jasně patrný benefit z léčby ACEi, a to nejen na rozvoj systolické dysfunkce LK a 

oběhové městnání s předčasnými úhyny, ale inhibován byl evidentně i rozvoj degenerativního 

poškození kardiomyocytů. Zjištěný pozitivní vliv ACEi na ANT toxicitu by mohl korespondovat s 

některými nadějnými nálezy z experimentálních studií bez dostatečného následného sledování 

pokusných zvířat (Sobczuk et al., 2020). Výsledky dále naznačují, že tento účinek ACEi by mohl 

souviset s ovlivněním molekulárních mechanismů přinejmenším částečně regulovaných systémem 

renin-angiotensin aldosteron (RAAS). Konkrétně by to mohla být inhibice zánětlivé reakce, prevence 

dysregulace hemostázy vápníku a ROS, zmírnění poruchy mitochondriální biogeneze a inhibice 

patologické remodelace extracelulární matrix. 

Nicméně z následného 3-10týdenního sledování zvířat po chemoterapii DAU bez dalšího podávání 

ACEi bylo zřejmé, že dochází významnému oslabení výše popsaného benefitu podání ACEi, včetně 

výskytu těžkých forem CHSS s předčasnými úhyny. Tento trend byl zřejmý z většiny hodnocených 

parametrů (včetně degenerativních změny v kardiomyocytech) a nebylo jej možné ovlivnit zvýšením 

dávky ACEi. Benefit z podávání ACEi v primární prevenci ANT kardiotoxicity tedy není stálý a může 

se lišit v závislosti na délce následného sledování po ukončení chemoterapie. Tento zajímavý nález 

zatím nebyl v literatuře jasně popsán. Nutno dodat, že většina experimentálních prací se dlouhodobým 

sledováním pokusných zvířat po ukončení chronického podávání ANT nezabývala a když byl FU 

zahrnut v designu studie, tak byl často krátký (např. 2 týdny od poslední dávky ANT (Boutagy et al., 

2020). V literatuře byly také popsány smíšené či nesignifikantní výsledky týkající se účinku ACEi či 

sartanů v primární prevenci ANT navozené dysfunkce LK s různě dlouhým FU (Vaynblat et al., 2002; 

Sobczuk et al., 2020). Není vyloučeno, že se těchto výsledcích již mohl odrážet snižující se benefit z 

podávání ACEi s odstupem od ukončení chronického podávání ANT a délka zvoleného FU pak mohla 

mít významný vliv na velikost zjištěného přínosu v těchto studiích. 

Jestli je výše uvedený fenomén platný i pro klinické užití ACEi v primární prevenci ANT 

kardiotoxicity zatím není zřejmé. Většina dosud provedených klinických studií sledovala pacienty po 

ukončení chemoterapie jen po omezenou dobu, a navíc byl ACEi vždy podáván až do samého konce 

studie. Není vyloučené, že by komplexní účinek ACEi mohl kodeterminovat relativně malý rozdíl v 

LVEF zjištěný oproti kontrolní skupině bez ACEi v těchto studiích, což bylo též diskutováno v 

literatuře (van der Meer et al., 2016). Účinky navozené následným podáváním ACEi i v období FU 

byly studovány i v naší práci (Publikace č. 2). Další podávání ACEi králíkům ale evidentně nezvrátilo 

trend ve zhoršení většiny parametrů ve FU, nicméně byla patrná inhibice progrese do těžkých forem 

CHSS, což zabránilo předčasným úhynům pokusných zvířat. Zde se ale pravděpodobně mohly 

uplatnit dobře známé účinky ACEi vůči progresi CHSS a patologické remodelaci myokardu bez 

ohledu na primární etiologii patologického stavu. 
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Výsledky naší práce ukazují, že kardioprotekce indukovaná ACEi a DEX se od sebe vzájemně 

zásadně liší. V předchozí práci naší skupiny (Jirkovský et al., 2013) zajistilo podávání DEX (před 

každou dávkou ANT) na totožném experimentálním modelu téměř kompletní kardioprotekci, a to jak 

na konci chronického podávání ANT, tak i po 10 týdnech FU. Dokonce i parciální protekce navozená 

DEX na témže modelu při zahájení podávání tohoto léčiva až po dosažení kumulativní dávky ANT 

300 mg/m2 (tj. od 7. dávky DAU) nedoznala žádných změn v průběhu FU. Kardioprotektivní účinek 

DEX je tedy zjevně velmi stálý bez ohledu na odstup od dokončení chemoterapie, což plyne i z další 

experimentální práce (Lebrecht et al., 2007) s ještě delším FU (30 týdnů). Údaje o dlouhodobém 

benefitu z léčby DEX jsou také dostupné z klinických studií (Reichardt et al., 2018). 

Další publikace v tomto souboru komentovaných prací (Publikace č. 3) byla zaměřena na studium 

mechanismů kardioprotektivních účinků DEX. Sérií farmakokineticky řízených in vitro a in vivo 

experimentů s exogenním podáním domnělého aktivního metabolitu ADR-925 bylo dosaženo 

výsledků, které vyvrací hypotézu, že kardioprotektivní účinky DEX vycházejí z chelatačních 

vlastností jeho hlavního metabolitu. Tyto výsledky ale poměrně dobře zapadají do celé řady informací 

dostupných v literatuře. Kardioprotektivní potenciál ADR-925 nebyl pozorován ani v předchozí in 

vitro práci (Hasinoff et al., 2003), avšak tento výsledek byl dáván do zdánlivě logické souvislosti 

s hydrofilním charakterem této molekuly, jež by mohl způsobit nízkou penetraci ADR-925 

sarkolemou do kardiomyocytů. Naše výsledky ale vyvrátily tento předpoklad, jelikož intracelulární 

expozice byla po inkubaci kardiomyocytů s ADR-925 ještě větší než po inkubaci s DEX. Také je třeba 

připomenout, že ADR-925 tvoří s volnými ionty železa komplexy, kterou jsou stále redoxně aktivní 

(Thomas et al., 1993), což je v rozporu s předpokládanou ochranou myokardu před oxidačním 

poškozením navozeným ANT. Tyto výsledky také osvětlují, proč v předchozích pokusech lipofilnější 

deriváty ADR-925 se snadnější penetrací do intracelulárního kompartmentu kardiomyocytu 

nevykazovaly žádný kardioprotektivní potenciál (Jirkovská-Vávrová et al., 2015). Tyto výsledky také 

pomohly vysvětlit, proč řada derivátů DEX neměla žádnou kardioprotektivní aktivitu, ačkoliv mohly 

být podobně jako DEX metabolizované na chelatující metabolity blízké ADR-925 (Martin et al., 

2009; Jirkovská-Vávrová et al., 2015; Jirkovská et al., 2021; Pokorná et al., 2022). Ve světle těchto 

výsledků je také zřejmé, proč účinnější a selektivnější chelátory železa, které tvoří redoxně inaktivní 

komplexy s těmito ionty (např. deferoxamin či deferipron) neposkytovaly podobný kardioprotektivní 

účinek jako DEX (Herman et al., 1994; Popelova et al., 2008).  

V komentované práci (Publikce č. 3) byl navržen i alternativní mechanismus kardioprotektivního 

účinku DEX, a to katalytická inhibice TOP2B prostřednictvím parentní molekuly DEX. Tento účinek 

nesouvisí s konkrétní optickou izomerií molekuly DEX a může se uplatnit za klinicky relevantních 

koncentrací a podmínek. DEX také navozuje depleci TOP2B v kardiomyocytech in vitro a in vivo, 

což je zřejmě následek inhibice této molekuly zprostředkovaný aktivitou UPS (Deng et al., 2014). 

Zdali pro účinnou kardioprotekci stačí pouze katalytická inhibice TOP2B nebo je nutná i deplece 

tohoto enzymu v kardiomyocytech, není prozatím jasné. Souvislost mezi kardioprotektivními účinky 

DEX a inhibicí TOP2B bylo dále v této práci potvrzeno prostřednictvím analýzy účinků ethylmethyl 

derivát DEX (označovaného EMD), protože významně odlišný protektivní potenciál jeho 

diastereoizomerů vůči ANT kardiotoxicitě koreloval s jejich schopností inhibovat TOP2B (chelatační 

schopnosti jejich metabolitů byly přitom téměř totožné). Souvislost kardioprotektivního účinku s 

inhibicí TOP2B také vyplynula z hodnocení kardioprotektivního účinku derivátů DEX v přechozích 

studiích. Většina i velmi malých obměn chemické struktury DEX vedla ke ztrátě inhibice TOP2B a 

ve všech případech vedlo ke ztrátě kardioprotektivního účinku in vitro i in vivo (Martin et al., 2009; 

Jirkovská-Vávrová et al., 2015; Kollárová-Brázdová et al., 2020; Jirkovská et al., 2021). Naopak 

derivát DEX s vyšší inhibiční účinností vůči TOP2B, než DEX byl následně také shledán účinnějším 

kardioprotektivem vůči ANT kardiotoxicitě in vitro i in vivo (Jirkovská et al., 2021; Kollárová-

Brázdová et al., 2021).   

Z recentních výsledků obecně vyplývá, že kardioprotektivní účinek DEX je založen na interakci 

parentního léčiva s TOP2B vedoucí k tzv. katalytické inhibici aktivity tohoto enzymu bez poškození 

DNA. Tímto může být tento enzym chráněn před účinkem ANT, který by jinak jako tzv. 

topoizomerázový jed navodil poškození DNA vyúsťující v dvojité zlomy. Tento nález byl potvrzen v 

Publikaci č. 3 stanovením fosforylace histonu H2AX, což je marker poškození DNA. Tato teorie 
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odpovídá výsledkům hodnocení DDR v myokardu po akutním podání ANT v Publikaci č.2. Zde 

podání DEX před ANT velmi efektivně zabránilo ANT indukované aktivaci DDR signalizaci v 

myokardu králíka za podmínek, kdy toto léčivo působí kardioprotektivně v chronickém experimentu. 

Recentní práce naší skupiny také ukázala, že inhibiční účinek derivátů DEX vůči ANT indukované 

DDR v myokardu velmi dobře koreluje s jejich kardioprotektivní účinností vůči chronické ANT 

kardiotoxicitě (Kollárová-Brázdová et al., 2021). Protože stejný účinek DEX lze očekávat i na TOP2A 

v nádorových buňkách, vyvstává otázka, jestli DEX a jeho deriváty stejným mechanismem nemohou 

chránit i nádorové buňky před toxicitou ANT. Výsledky prezentované v Publikaci č. 3, další výsledky 

naší skupiny (Jirkovská et al., 2021; Kollárová-Brázdová et al., 2021) i data publikována jinými 

autory (Pearlman et al., 2003) tuto obavu nepotvrzují. Mechanistické vysvětlení těchto nálezů si ale 

vyžádá další studium. 

Všechna tato data velmi dobře korespondují s průlomovou prací, která prokázala, že podmíněná 

genetická delece TOP2B v kardiomyocytech zabraňuje indukci ANT kardiotoxicity (Zhang et al., 

2012). Kardioprotekce DEX tedy zřejmě směřuje přímo k iniciálnímu kroku vedoucím k indukci ANT 

kardiotoxicity, proto předchází navození toxicity a poskytnutý benefit je evidentně trvalý. Naopak 

ACEi, který dle výsledků prezentovaných v Publikaci 2 nemá na TOP2B žádný účinek, neovlivňuje 

ANT navozenou DDR signalizaci v myokardu po podání ANT, a proto poskytuje pouze dočasný 

benefit, který je patrně založen na ovlivnění nižších úrovní patogeneze rozvíjejícího se toxického 

poškození a srdeční dysfunkce. Tomu že ACEi neovlivňují primární příčiny ANT kardiotoxicity by 

mohly odpovídat i výsledky klinické studie ICOS ONE (Cardinale et al., 2018). Zde totiž užití ACEi 

v primární a sekundární prevenci vůči ANT kardiotoxicitě vedlo k identickým výsledkům, což 

znamená, že ovlivnění iniciálních mechanismů pro účinek těchto léčiv zřejmě není klíčové. 

Pokračování klinické studie PRADA (Heck et al., 2021) pak přineslo velmi zajímavou informaci o 

tom, že původně zjištěný malý, ale statisticky významný benefit plynoucí z užití sartanu v primární 

prevenci ANT kardiotoxicity (Gulati et al., 2016), zcela vymizel při následném dlouhodobém 

sledování těchto pacientů (Heck et al., 2021). Tyto výsledky by mohly odpovídat snižujícím se 

kardioprotektivním účinkům ACEi ve FU u zvířat v našich pokusech (Publikace č.2). Při hodnocení 

kardioprotektivního potenciálu ACEi, sartanů a dalších léčiv užívaných pro léčbu HFrEF v 

experimentu i klinické praxi je zřejmě velmi důležité zaměřit se na výsledky této intervence s delším 

časovým odstupem od ukončení chemoterapie ANT. Pro definitivní klinické závěry o roli ACEi v 

primární prevenci chronické ANT kardiotoxicity je třeba více dat z RCT (Vaduganathan et al., 2019).  
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5 Závěry 

Výsledky této práce naznačují, že klinicky užívané PI (bortezomib a karfilzomib) podávané v 

monoterapii vykazují jen velmi omezené známky kardiotoxicity in vitro a in vivo u mladých 

dospělých pokusných zvířat a z nich izolovaných primárních kardiomyocytů (AVCM). V těchto 

podmínkách také oba studované PI nezvyšují riziko kardiotoxicity ANT, a to i přesto, že aktivitu 

proteazomu v myokardu mohou významně inhibovat a samotná ANT kardiotoxicita vede k poruchám 

funkce UPS. Vyšší toxicitu ovšem navozují studované PI vůči primárním neonatálním 

kardiomyocytům (NVCM), a to zejména v kombinaci s ANT, což je v souladu s dostupnou 

literaturou. Vzhledem k tomu, že se tato léčiva užívají pouze u dospělých pacientů, tak tyto alarmující 

výsledky mají zřejmě omezený klinický význam. Uvedené rozdíly v citlivosti mezi AVCM a NVCM 

mohou souviset s rozdílnou fyziologickou aktivitou proteazomu jednotlivých podjednotek. Tato práce 

nenaznačuje, že by riziko kardiotoxicity plynoucí z kombinace těchto protinádorových léčiv u 

mladých dospělých jedinců bylo vyšší než v monoterapii ANT.  

V další práci byla pozornost věnována studiu kardioprotektivních účinků DEX a ACEi v primární 

prevenci chronické ANT kardiotoxicity in vivo. Zde bylo zjištěno, že ACEi mohou ve většině 

studovaných parametrů navodit významný kardioprotektivní účinek v období postupného rozvoje 

chronické kardiotoxicity. Tento benefit se přitom neomezuje jen na inhibici remodelace myokardu a 

funkčních aspektů ANT toxicity či mortalitu spojenou s pokročilým CHSS. ACEi také mohou 

inhibovat rozvoj ANT indukovaných degenerativních změn kardiomyocytů. Nicméně tento benefit je 

ve všech aspektech dočasný a významně slábne při následném sledování pokusných zvířat po 

ukončení chemoterapie včetně možností výskytu těžkých forem CHSS vyúsťující v předčasný úhyn 

pokusných zvířat. Tuto tendenci nelze účinně zvrátit zvýšením dávky ACEi ani delším podáváním 

toho léčiva ve FU po ukončení podávání ANT. Uvedená zjištění také jasně poukazují na význam 

následného sledování pro adekvátní zhodnocení kardioprotektivního potenciálu ACEi v primární 

prevenci chronické ANT kardiotoxicity.  

Kardioprotektivní účinky ACEi se tedy významně liší od DEX, který navozuje robustní 

a dlouhodobou kardioprotekci vůči ANT kardiotoxicitě. Důvodem jsou patrně odlišné mechanismy 

účinku obou léčiv. DEX zřejmě účinkuje prostřednictvím katalytické inhibice TOP2B v 

kardiomyocytech, kde předchází ANT-navozenému poškození DNA a indukcí DDR signalizace v 

myokardu, což odpovídá novější hypotéze o mechanismu vzniku ANT kardiotoxicity. Získané důkazy 

také jednoznačně hovoří proti významné úloze chelatačních metabolitů DEX v navození 

kardioprotektivního účinku DEX. Tato zjištění zpochybňují nejen dosud převládající mechanismus 

kardioprotektivního účinku DEX, který předpokládá vyvázání volného železa z komplexu s ANT 

prostřednictvím metabolitů DEX, ale i platnost tradiční teorie vzniku ANT kardiotoxicity 

zdůrazňující roli volných iontů železa a tvorby ROS (tzv. „ROS and iron“ hypotéza). Tento nález by 

též mohl vysvětlit, proč se selektivnějších chelátory železa neuplatnily v prevenci ANT 

kardiotoxicity. ACEi neovlivňují TOP2B dependentní poškození myokardu navozené ANT, což by 

mohlo vysvětlovat méně účinnou, a především nestálou kardioprotekci pozorovanou s užitím 

perindoprilu v této práci. ACEi tedy zřejmě účinkují jen na nižší patogenetické mechanismy rozvoje 

ANT kardiotoxicity, což se s ohledem na výsledky této práce jeví celkově méně efektivní. 
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