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1 SOUHRN

Chronicka antracyklinova (ANT) kardiotoxicita je vyznamnym klinickym problémem, ktery mize mit
podstatny vliv na morbiditu a mortalitu pacientll preziv§ich nddorové onemocnéni. Dexrazoxan (DEX) je
jedinym kardioprotektivem, u kterého byl jasné popsan kardioprotektivni G¢inek na experimentalnich
modelech i Vv kontrolovanych klinickych studiich. Navzdory intenzivnimu vyzkumu vSak piesna
patogeneze chronické ANT kardiotoxicity a molekularni mechanizmus kardioprotektivniho u¢inku DEX
nejsou znamy. Soucasnd doporuceni navic predpokladaji uziti tohoto kardioprotektiva nikoliv s kazdou
davkou ANT, ale teprve po prekro&eni rizikové kumulativni davky 300 mg/m?.

Cilem této prace tedy bylo studium funkénich, morfologickych a molekularmnich zmén spjatych
s rozvojem chronické ANT kardiotoxicity a jejich ndsledny vyvoj po ukonceni expozice ANT. Pozornost
byla vénovana zejména oxida¢nimu stresu a mozné tloze protektivni antioxidacni dréhy fizené Nrf2, jakoz
1 mitochondridlnimu poSkozeni a reakci kaskady mitochondridlni biogeneze. Chronickda ANT
kardiotoxicita byla u kralikii navozena daunorubicinem (DAU, 3 mg/kg, 1x tydné po 10 tydnti). Na konci
podavani latek byla zvifata randomizovana pro ukonceni pokusu, nebo pro nasledné sledovani po dalsich
10 tydnii. Podavani DAU navodilo signifikantni systolickou dysfunkci jiz na konci expozice cytostatikem,
pricemz v nasledujicim obdobi byla pozorovana dalsi progrese smérem k méstnavému srde¢nimu selhani
a dilataci levé komory. Zvyseni srdecnich troponini T v plazmé pokracovalo i n¢kolik tydnii po ukonceni
expozice DAU, coz svéd¢i pro pokracujici poskozeni kardiomyocytd. Ackoliv v myokardu byly
detekovany znamky oxida¢niho inzultu, jejich velmi omezend ¢i Zadna asociace s parametry funkéniho
poskozeni myokardu nenasvédcuje ptimé exekutivni uloze oxida¢niho poskozeni v patogenezi chronické
ANT kardiotoxicity. Opakované podavani DAU nebylo spojeno s aktivaci antioxidacni signalni drahy
fizené Nrf2 a ziskand data nasvédCuji tomu, ze Nrf2 nehraje v rozvoji této toxicity vyznamnou ulohu.
Podavani DAU navodilo vyrazné poSkozeni mitochondrialnich funkei, coZ ale nebylo provazeno aktivaci
mitochondridlni biogeneze. Naopak Vv obdobi po ukonceni expozice DAU byly pozorovany zndmky
utlumu této drahy, coz by mohlo souviset s progresi srdecniho poSkozeni v tomto obdobi.

Dalsim cilem pak bylo s uzitim vyse uvedeného modelu porovnat kardioprotektivni u¢inek DEX pfi
jeho podani s kazdou davkou ANT (¢asna kardioprotektivni intervence) nebo pii podani dle doporuc¢eného
schématu (odlozend kardioprotektivni intervence). DEX (60 mg/kg) byl podavan pied kazdou davkou
DAU, & az od 7. davky DAU (kumulativni ddvka cca 300 mg/m?). Obé schémata podavani DEX dokazala
zabranit rozvoji tézkych forem méstnavého srde¢niho selhdni a pfed¢asnym uhyniim pokusnych zvitat,
nicmén¢ ucinnost obou kardioprotektivnich intervenci byla vyznamné odlisna. Z vétSiny hodnocenych
parametri bylo zjevné, ze Casna kardioprotektivni intervence dosahovala podstatné lepSich vysledku.
V této skupiné nebyly zaznamenany v prubéhu podavani ani po ukonceni expozice DAU zadné zmény
systolické ¢i diastolické funkce, nedoslo k vyznamnému zvyseni plazmatickych koncentraci srdecniho
troponinu T a morfologie myokardu vétSiny zvifat se prakticky nelisila od kontrolni skupiny. Naproti tomu
odlozend kardioprotektivni intervence byla schopna pouze zabranit dal$i progresi subklinického
myokardialniho poskozeni smérem k méstnavému srdecnimu selhani. Ziskana data také nenaznaCovala, Ze
by kardioprotektivni uc¢inek DEX byl pfimo zavisly na ochrané¢ myokardu ptfed oxida¢nim stresem
vyvolanym opakovanou expozici DAU. Casné podani DEX také predeslo poskozeni mitochondrii a poruse
exprese podjednotek dychaciho fetézce kodovanych mitochondridlnim i nuklearnim genomem; tato
protekce nesouvisela s ochranou myokardu pted tzv. béZznymi delecemi v mitochondrialni DNA.

Vysledky této dizertacni prace piinesly novy nahled do mechanisml zodpovidajicich za rozvoj
chronické ANT kardiotoxicity a pfispivaji k odborné diskuzi o optimalizaci schématu podavani DEX.
Kardioprotektivni uc¢inek DEX si zasluhuje dal$i studium, nebot miize byt klicem k pochopeni
molekularni patogeneze ANT kardiotoxicity a mohl by pfispét k vyvoji novych ucinnych strategii pro
ochranu myokardu pted timto poSkozenim.



2 SUMMARY

Chronic anthracycline (ANT) cardiotoxicity is an important clinical problem which can have
a substantial impact on morbidity and mortality of cancer survivors. Dexrazoxane (DEX) is the only agent
with clearly evidenced cardioprotective effects in both experimental models and clinical trials. Despite
intensive research, precise pathogenesis of chronic ANT cardiotoxicity and molecular mechanisms of
cardioprotective effects of DEX remain unknown. Current clinical guidelines recommend not using DEX
from the beginning of ANT therapy, but instead only from the cumulative ANT dose of 300 mg /m2.

The aim of this work was to study functional, morphological and molecular changes associated with
induction of chronic ANT cardiotoxicity and their further development in the post-exposure (follow up)
period. Special attention was paid on the role of oxidative stress and possible response of protective
antioxidant pathway regulated by Nrf2 as well as on mitochondrial impairment and response of
mitochondrial biogenesis pathway. Chronic ANT cardiotoxicity was induced in rabbits by repeated
intravenous injections of daunorubicin (DAU, 3 mg/kg, once weekly for 10 weeks). At the end of the
treatment, the animals were randomized for sacrifice or for 10 week post-exposure follow up. DAU
administration induced significant systolic dysfunction already at the end of treatment, while further
progression into congestive heart failure and left ventricle dilation was observed in the follow up period.
Cardiac troponin T plasma raise persisted several weeks after the end of DAU exposure which suggests
continuing cardiomyocyte damage even in the post-exposure period. Although signs of oxidative insults
were detected in the myocardium, their limited or absent association with left ventricle dysfunction is not
suggesting the direct and executive role of oxidative damage in the pathogenesis of chronic ANT
cardiotoxicity. Repeated dosing with DAU also did not activate cytoprotective and antioxidant Nrf2
pathway and available data do not imply its significant role in this toxicity. DAU administration induced
significant damage to mitochondrial functions. However, this was not associated with the activation of
mitochondrial biogenesis pathway. On contrary, the pathway seemed to be suppressed, particularly in the
post-exposure follow up. This may explain the progression of the cardiac damage in this period.

Another aim of this thesis was to use the above described experimental model to compare the
cardioprotective effects of DEX when administered from the very first ANT dose (early cardioprotective
intervention) compared to the administration following current guidelines (delayed cardioprotective
intervention). DEX (60 mg/kg) was administered before each DAU dose or commencing the 7" DAU
administration (cumulative DAU dose of 300 mg/m?). Both schedules prevented occurrence of premature
deaths and severe congestive heart failure, but they were substantially different each other in the efficacy.
Most of evaluated parameters clearly indicated that the early cardioprotective intervention achieved
markedly better outcomes. In this group no changes were found in the systolic and diastolic function in
both treatment and follow up period, cardiac morphology was comparable as in the controls group and no
changes were observed in plasma concentrations of cardiac troponin T. This contrasted with delayed
cardioprotective intervention where DEX administration only prevented further progression of the
subclinical cardiac damage towards heart failure. Obtained data also did not indicate that the
cardioprotective effects are directly dependent and proportional to changes in oxidative stress parameters.
Early DEX administration also effectively prevented the onset of mitochondrial damage and impairment of
the expression of respiratory chain subunits encoded by both mitochondrial and nuclear genome; however,
this protection was not based on the common mtDNA deletions prevention.

The results of this thesis provide novel insights into the mechanisms of chronic ANT cardiotoxicity
and contribute to the discussion about the optimal schedule of DEX administration. Cardioprotective
effects of DEX obviously deserve further study since the mechanism of cardioprotection may hold the key
to the mechanisms of ANT cardiotoxicity. Moreover, it could contribute to the development of novel
effective strategies for protection of the heart from this toxicity.



3 UvOD DO PROBLEMATIKY

Antracyklinova antibiotika (ANT) predstavuji 1 50 let po svém objeveni nepostradatelnou soucast
moderni protinadorové 1écby, a to zejména diky svému vysokému protinadorovému ucinku a Sirokému
indika¢nimu spektru. Nejpouzivanéjsi latky jako doxorubicin a epirubicin maji své pevné misto
v kombinaéni terapii fady hematologickych i solidnich nadord (Klener a Klener 2010; Suter a Ewer
2013). Jejich pouziti v klinické praxi je v8ak spojeno s rizikem rozvoje kardiotoxicity. Tento specificky
nezadouci ucinek je spolecny vSem ANT zavedenym do klinické praxe. Mezi klinicky nejvyznamnéjsi
formy patii chronickda ANT kardiotoxicita s ¢asnym (do jednoho roku) nebo pozdnim nastupem (s latenci
az 20 let). Obé tyto formy jsou ptikladem tzv. ,,typu I srdecni dysfunkce navozené chemoterapeutiky*
a vedou k rozvoji dilata¢ni kardiomyopatie a srde¢niho selhani (Ewer a Benjamin 2006; Menna a kol.
2012; Minotti 2010). ANT jsou také ¢asto uzivany v 1é¢bé hematologickych malignit v détském véku, kde
vyznamn¢ prispivaji k dosazeni dlouhodobé remise nadorového onemocnéni. Nicméné expozice ANT
v détstvi muze vést k subklinickému poSkozeni myokardu, které miize determinovat zvySené riziko
kardiovaskularni morbidity a mortality v dospélosti, jak bylo dokumentovdano ftadou rozséhlych
dlouhodobych studii (Aleman a kol. 2007; Armstrong a kol. 2009; Franco a kol. 2011; Lipshultz a kol.
1991). Kombinace ANT s nékterymi biologicky cilenymi protinddorovymi 1é¢ivy (napf. trastuzumab)
navic mize zvySovat riziko ANT kardiotoxicity i pfi uziti relativné nizSich kumulativnich davek (Gianni
a kol. 2007, 2007).

Navzdory intenzivnimu experimentalnimu vyzkumu nebyl pfesny mechanismus vzniku ANT
kardiotoxicity zatim popsan (Gianni a kol. 2008; Stérba a kol. 2013; Siméinek a kol. 2009). Mezi nejéastdji
zminované mechanismy vzniku ANT kardiotoxicity patii poskozeni srdce volnymi kyslikovymi radikaly
(ROS) za vyznamného katalytického ptispéni ionttl zeleza (Keizer a kol. 1990; Wallace 2003). Piekvapive
ovsem nejsou k dispozici zadné relevantni informace o pisobeni ANT na signalni kaskadu Nrf2 (Nuclear
factor (erythroid-derived 2)-like 2.), zodpovidajici za buné¢nou antioxidaéni a cytoprotektivni odpoveéd’
(Baird a Dinkova-Kostova 2011). Pasobenim oxida¢niho stresu dochazi k uvolnéni Nrf2 z vazby na KEAP
protein Vv cytoplazmé s naslednou translokaci do jadra, kde slouzi jako transkripéni faktor indukujici
expresi fady antioxidacnich a proaktivnich proteini — napf. cytosolické a mitochondridlni formy
superoxiddismutazy (CuZnSOD a MnSOD), NADPH:chinonoxidoreduktazy 1 (NQO1), hemoxygenazy 1
(HO1), Kkatalytické podjednotky y-glutamylcysteinligaizy (GCLC), glutathionperoxidazy (GPXx),
glutathionreduktazy (GR) ¢i glutathion-S-transferazy (GST). Také je znamo, Ze mitochondrie patrné
predstavuji hlavni cil toxického ptisobeni ANT na myokard. ANT mohou pifimo interferovat s komplexem
| za cyklického vzniku ROS. ANT také mohou negativné zasahovat do bunééné bioenergetiky (Davies a
Doroshow 1986; Wallace 2007, 2007). Dalsi hypotéza pak piedpoklada poskozeni mitochondrialni DNA
(mtDNA) snaslednou poruchou exprese podjednotek dychaciho fetézce kodovanych prave
mitochondrialnim genomem (Lebrecht a Walker 2007; Lebrecht a kol. 2005). Pokles poméru ATP/AMP,
oxidacni stres a poSkozeni mitochondrii v bunkach aktivuji kaskadu mitochondriadlni biogeneze, ktera
mize zprostfedkovat adaptaci bunky na tuto zatéz (Ventura-Clapier a kol. 2011). Uvedena kaskada je
fizena transkripénim koaktivatorem PGCla (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-a), ktery nasledné prostfednictvim dal§ich transkripénich faktort, zejména nuklearniho
respira¢niho faktoru 1 (NRF1) a mitochondrialniho transkripéniho faktoru A (TFAM), koordinuje expresi
mitochondridlnich proteinit kodovanych nuklearnim a mitochondridlnim genomem. O dloze
mitochondridlni biogeneze v rozvoji chronické ANT kardiotoxicity ale existuje zatim pouze minimum
relevantnich informaci.

Nejvyznamnéj$im rizikovym faktorem rozvoje chronické ANT kardiotoxicity je celozivotni
kumulativni ddvka ANT. Davky do 300 mg/m? doxorubicinu & daunorubicinu byly povazovéany z hlediska
kardiotoxicity za relativné ,bezpeéné”“ (Ewer a Benjamin 2006) a nedoporucovalo se piekracovat
kumulativni davku 450 mg/ m?, nebot’ zde se riziko kardiotoxicity zaCind podstatné zvySovat. Na druhou
stranu Vv posledni dobé& zaina byt odbornou veiejnosti ¢im dale vice akceptovano, Ze patrné neexistuje
zadna zcela ,,bezpe¢na“ kumulativni davka ANT (Menna a kol. 2012). Navic riziko ANT kardiotoxicity
vykazuje vyznamnou interindividualni variabilitu, coz znesnadnuje predikci individualniho rizika
u jednotlivych pacientii. Doporu¢ené monitorovani systolické srdecni funkce pak diky své omezené
citlivosti odhali az relativné rozvinuté znamky kardiotoxicity. Nejucinngjsi strategii ochrany myokardu
pred toxickym poskozenim je proto tomuto jevu piedchazet.
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Pouziti farmakologické kardioprotekce v soucasnosti patii mezi nejperspektivnéj$i moznosti ochrany
myokardu pfed ANT kardiotoxicitou (Zerra a kol. 2013). Pouziti klasickych antioxidantd a zhasecd ROS
vSak neumoznilo dosdhnout vyznamného stupné kardioprotekce vii¢i chronické ANT kardiotoxicité jak na
experimentalnich modelech, tak i v klinickych studiich (Berthiaume a kol. 2005; Breed a kol. 1980; Dorr
1996; Herman a kol. 1994; Legha a kol. 1982; Popelova a kol. 2008). Taktéz pouziti chelatorii zeleza
poskytlo pouze ¢asteény protektivni uéinek pii pouZiti relevantnich experimentalnich modelt (Simtnek
a kol. 2009). Doposud jedinou latkou schopnou navodit vyznamnou ochranu myokardu pted chronickou
ANT kardiotoxicitou je dexrazoxan (DEX). Jeho kardioprotektivni G¢inek byl jasné zdokumentovan na
experimentalnich modelech (Gianni a kol. 2008; Simiinek a kol. 2009), tak i v rozséhlych klinickych
studiich (Lipshultz a kol. 2010; Moghrabi a kol. 2007; Swain a Vici 2004; van Dalen a kol. 2011). DEX je
proto v soucasnosti jedinym kardioprotektivem registrovanym pro klinické uziti v indikaci prevence ANT
navozené kardiotoxicity. Pfesny mechanismus jeho kardioprotektivniho u¢inku doposud nebyl zcela
objasnén, nicméné nejcastéji zminovanou hypotézou je koncept DEX jako proléciva. Predpoklada se totiz,
ze DEX je uvniti kardiomyocytii metabolizovan na aktivni metabolit ADR-925, ktery je schopen
chelatovat ionty Zeleza, odnimat je z komplexu s ANT a piedchazet tak tvorbé ROS navozené ANT
(Cvetkovié¢ a Scott 2005). Dalsi hypotéza predpoklada, ze DEX na zakladé svého antioxida¢niho t¢inku
predchazi vzniku tzv. béznych deleénich mutaci a poskozeni mtDNA navozenému ANT. Timto uéinkem
by DEX mohl predchazet poruse exprese podjednotek dychaciho fetézce kddovanych mtDNA a tak
i rozvoji mitochondridlniho poskozeni a nasledného oxida¢niho stresu (Lebrecht a kol. 2007). Dalsim
mechanismem, ktery byl s G¢inkem DEX spojovan je reverzibilni inhibice TOP2f3 (Hasinoff a Herman
2007; Lyu a kol. 2007).

V soucasné klinické praxi je ale DEX pouzivan jen ziidka a nazor odborné vefejnosti na jeho
optimalni uziti je stale nejednotny (Zerra a kol. 2013, 2013). Dle platnych doporuceni je DEX mozné
pouzit pouze v odloZzeném schématu u pacientii, ktefi prekrodili kumulativni davku ANT 300 mg/m?
(Hensley a kol. 2009). Podani DEX od prvni davky ANT (Casna kardioprotektivni intervence) tedy neni
v soucasné dob¢ doporuceno, ackoliv tento piistup vykazoval velmi dobré vysledky v experimentalnich
(Stérba a kol. 2013) i klinickych studiich (Swain a kol. 1997a; van Dalen a kol. 2011). Uvedené omezeni
vzniklo na zaklad¢é sporné interpretace (Swain a kol. 1997b) vysledkt jedné z klinickych studii tvoticich
fazi III klinického hodnoceni DEX. Zde byl totiz zaznamenan mozny vliv DEX na jeden z parametrii
protinadorové Géinnosti ANT pii soucasném podani DEX (Swain a kol. 1997b). Tyto zavéry ovSem
nepotvrdila zadna dalsi studie a systematické metaanalyzy kontrolovanych klinickych studii se shoduji, ze
pro takové tvrzeni neexistuje zadny dikaz (Swain a Vici 2004; van Dalen a kol. 2011). Doporuceni
odbornych spole¢nosti pro uziti DEX v klinické praxi ovSem nebylo prozatim zménéno, navzdory posunu
interpretace vysledkt vySe zminéné studie (Swain a Vici 2004). V disledku tohoto opatieni je klinické
uziti DEX pomérné omezené. VétSina pacientl ziistava vystavena riziku plynoucimu z expozice ANT az
do dosazeni kli¢ové kumulativni davky 300 mg/m? a to navzdory soudasnému nézoru, ze kazda davka
ANT predstavuje urcité ireverzibilni ultrastrukturdlni poskozeni myokardu, které se projevi az po
kumulaci téchto zmén (Ewer a Benjamin 2006; Menna a kol. 2012). Protoze ob¢ kardioprotektivni
intervence pomoci DEX dosud nebyly na experimentalnim modelu studovany, zdstavaji molekularni,
morfologické a funkéni aspekty tohoto piistupu zatim nejasné (Gianni a kol. 2008; Stérba a kol. 2013).
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CIiLE DIZERTACNI PRACE

Studium poskozeni myokardu levé komory navozeného opakovanym podavanim daunorubicinu
pokusnym zvifatim a sledovani rozvoje tohoto poskozeni v obdobi po ukonceni expozice
cytostatikem (tzv. follow up).

Studium molekularnich mechanizmi souvisejicich s rozvojem chronické antracyklinové
kardiotoxicity se zaméfenim na oxidacni stres, poskozeni mitochondrii a studium tlohy protektivni
signalni kaskady tfizené Nrf2 a mitochondrialni biogeneze.

Studium kardioprotektivni u¢innosti dexrazoxanu vii€i chronické antracyklinové kardiotoxicité pii
jeho podani s kazdou davkou antracyklinu (¢asna kardioprotektivni intervence), nebo pti zahajeni
jeho podavani dle soucasnych doporuceni az po piekroceni kumulativni davky antracyklinu 300
mg/m? (odloZend kardioprotektivni intervence).

Studium molekularnich aspektd kardioprotektivniho G¢inku dexrazoxanu pii jeho uziti v obou
studovanych schématech podani na experimentdlnim modelu chronické antracyklinové
kardiotoxicity.



5 METODIKY

Jako pokusna zvifata byli pouziti dospéli samci Cin¢ily velké, ktefi byli ustdjeni za standardnich
podminek ve vivariu Lékatské fakulty v Hradci Kralové a veskerd manipulace a experimenty byly
provadény v souladu s platnou legislativou a schvaleny Odbornou komisi pro zajistovani dobrych
zivotnich podminek pokusnych zvitat pii Lékatské fakult¢ v Hradci Kralové. Veskeré procedury byly
provadény v lehké kombinované anestezii ketamin/midazolam (30 mg/kg / 5 mg/kg, i.m.).
Pentobarbitalova anestézie byla pouzita pro invazivni hemodynamické vySetfeni a pro piedavkovani
zvitete.

Chronicka antracyklinova kardiotoxicita byla navozena u pokusnych kralikli opakovanym
podavanim daunorubicinu (DAU, 3 mg/kg, 1x tydné po 10 tydnti, n = 27), zatimco kontrolni skupina
dostavala fyziologicky roztok (K, 1 ml/kg, n = 19) za stejnych podminek. Tyden po posledni aplikaci
DAU (na zacatku 11. tyden) byla zvifata v obou skupinach randomizovana k ukonéeni pokusu, nebo
k dal§imu sledovani a oznaena jako tzv. follow up (FU) (DAU FU, n = 11 a K FU, n = 10).
Echokardiografické vysetieni bylo provedeno na zacatku pokusu, pied 7. — 10. aplikaci DAU a kazdy
tyden v obdobi follow up s vyjimkou 18. a 20. tydne. Ve stejnych intervalech byla odebirana i krev pro
stanoveni plazmatickych koncentraci srde¢niho troponinu T. V pribéhu nasledného sledovani po ukonceni
expozice podavanym latkam (follow up) byl pokus ukoncen pii poklesu frakéniho zkraceni levé komory
(LVFES)jednotlivych zvitat pod 20 %, aby se piedeslo nahlému thynu a ztraté vzorku myokardu pro
dekompenzované srde¢ni selhani.

Pro studium kardioprotektivnich tucinki dexrazoxanu byl pouzit vySe uvedeny model model
chronické antracyklinové kardiotoxicity vcetné nasledného sledovéani zvifat po ukonceni expozice
podavanym latkam. Dexrazoxan byl pokusnym zvifatim podavan v davce 60 mg/kg, i.p., vzdy 30 min
pfed podanim daunorubicinu (n=31) ve dvou schématech. Ve schématu ¢asné Kkardioprotektivni
intervence bylo podavani dexrazoxanu zahajeno od prvni davky daunorubicinu (DD, n = 16), zatimco
pti odloZené kardioprotektivni intervenci bylo podavani zapocato az od 7. davky daunorubicinu (DD,
n = 15), tj. po prekro¢eni kumulativni davky =~ 300 mg/m? daunorubicinu. Dle vy3e uvedeného schématu
pokusu byla zvifata v 11. tydnu randomizovana do dvou skupin; v prvni skupiné¢ byl pokus ukoncen,
zatimco druha skupina byla sledovana dalsich 10 tydna (DD; FU, n =8 a DD; FU, n = 8).

Echokardiografické vySetieni srde¢ni funkce bylo provedeno pomoci piistroje Vivid 4
vybaveného 10 MHz sondou (GE Healthcare, Velkd Britanie). S uzitim levého parasternalniho piistupu
byla leva komora (LK) zobrazena v dlouh¢ a kratké ose a rozmér LK na konci systoly (LVESD) a diastoly
(LVEDD) byl zjistén z tzv. M-mod vySetfeni. Frakéniho zkraceni (LVFS) jako index systolické funkce byl
nasledné vypocitan ze vzorce: LVFS (%) = ((LVEDD - LVESD) / LVEDD) - 100.

Invazivni hodnoceni srde¢ni funkce bylo provedeno pomoci katetru Mikro-Tip Katetr (2.3F, Milar
Instrument, TX, USA) napojené¢ho na sbérnou stanici PowerLab/8SP (ADInstruments, Australie). Katetr
byl zaveden do LK pfes a. carotis sin. a zmény tlaku byly zaznamenavany pomoci softwaru Chart 5.4.2
(ADlInstruments), ktery téz umoznil vypocet maximalni zmény tlaku v isovolumické fazi systoly a diastoly
(indexy systolické a diastolické funkce - dP/dtyax @ dP/dtpin).

Stanoveni plazmatickych koncentraci srdecniho troponinu T bylo provedeno pomoci vysoce
citlivého komeréné dostupného kitu Elecsys Troponin T hs assay kit (Roche Diagnostics, Svycarsko)
s limit detekce 0,003 pg/l a ve spolupraci s Ing. Jaroslavou Vavrovou, PhD. (Ustav klinické biochemie
a diagnostiky, FNHK).

Histologické vySeti‘eni myokardu bylo provedeno na transverzalnich fezech srdcem zpracovanych
pomoci standardnich histologickych technik. Preparaty byly barveny pomoci hematoxylinu a eosinu,
a Massonovym modrym trichromem. Histologické vysetieni bylo provedeno ve spolupraci s doc. MUDr.
Yvonou Mazurovovou, CSc. (Ustavu histologie a embryologie, LFHK UK).

Lipoperoxidace myokardu LK byla hodnocena pomoci stanoveni obsahu malondialdehydu
(MDA) metodou dle Pilze a kol. (2000) v celotkanovém homogenatu (Jirkovsky a kol. 2012). Stanoveni je
zalozené na derivatizacni reakci MDA s 2,4-dinitrofenylhydrazinem poskytujici selektivné detekovatelny
produkt pomoci HPLC s UV detekci. HPLC analyza byla provedena Ing. Milosem Hrochem (Ustav
farmakologie, LFHK UK).



Mnozstvi redukované (GSH) a oxidované (GSSG) formy glutathionu v myokardu LK bylo
stanoveno HPLC metodou podle Kand’ara a kol (2007) v deproteinovaném celotkanovém homogenatu
(Jirkovsky a kol. 2012). Stanoveni je zalozeno na derivatiza¢ni reakci GSH s o-ftaldialdehydem (OPA)
poskytujici produkt, ktery muze byt selektivné detekovan pomoci HPLC vybavené fluorescencnim
detektorem. V ptipad¢ stanoveni GSSG bylo nejprve nutné vzorek preinkubovat s N-ethylmaleimidem pro
odstranéni GSH. HPLC analyza byla provedena Ing. Milosem Hrochem, PhD..

Aktivity glutathionperoxidazy (GPx) a glutathionreduktazy (GR) byla stanoveny dle metody
popsané Esworthyho a kol. (2001) a Mannervika a kol. (2001) v celotkanovém homogenatu LK (Jirkovsky
a kol. 2012) pomoci enzymatické reakce vyuzivajici pfeménu specifického substratu danymi enzymy za
redukce NADPH a mnozstvi redukovaného NADP+ je detekovano spektrofotometricky. Stanoveni bylo
realizovano ve spolupraci s Mgr. Annou Jirkovskou, PhD. (Katedra biochemickych véd, FaFHK UK).

Aktivita glutathion-S-transferazy byla stanovena v celotkafiovém homogetaitu LK pomoci
komeréné dostupného kitu SensoLyte GST Activity Assay Fluorimetric Kit (Anaspec Inc., CA, USA),
jehoz principem je konjugace nefluoreskujiciho substratu s GSH za katalytické Gcasti GST obsazené ve
vzorku za vzniku fluoreskujiciho produktu.

Aktivita citratsyntazy byla stanovena v celotkanovém homogenatu LK spektrofotometrickou
metodou dle De Sousa a kol. (1999) zaloZenou na enzymatické reakci citratsyntazy katalyzujici tvorbu
kyseliny citronové z acetyl-CoA a oxalacetatu.

Respira¢ni aktivita mitochondrii myokardu LK byla stanovovana z Cerstvé tkan¢ v celotkanovém
homogenatu LK pomoci vysokou¢inné respirometrie (Jirkovsky a kol. 2012). Méfeni probihalo ve
spolupraci s Mgr. Pavlou Staitkovou, PhD. (Ustav fyziologie, LFHK UK), na piistroji Oroboros 2K
(Oroboros, Rakousko) v respira¢nim pufru MiR05 (Oroboros) pii 30°C a spotfeba kysliku byla
vyhodnocena pomoci programu DatLab 4.1 (Oroboros).

Aktivita mitochondrialniho komplexu I (NADH:ubichinon oxidoreduktaza) byla stanovena také
ve frakci celotkanového homogenatu LK obohacené o mitochondrie (Jirkovsky a kol. 2012) pomoci
spektrofotometrické metody (Janssen a kol. 2007) zalozené na redukci NADH katalyzované komplexem |
a decylubiquinon s pouzitim dichlorindofenolu. Specificka aktivita komplexu I byla stanovena jako
rotenon senzitivni ¢ast namétené aktivity.

Stanoveni transkripéné aktivni formy Nrf2 v nuklearni frakci myokardu LK bylo provedeno
pomoci komeréné dostupného ELISA kitu TransAM Nrf2 (Active Motif, CA, USA) jehoz principem je
navazani aktivni formy Nrf2 na specifické oligonukleotidy (odpovidajici sekvenci ARE) na povrchu
jamek. Detekce Nrf2 byla provedena pomoci specifické protilatky s naslednou spektrofotometrickou
kvantifikaci. Stanoveni bylo provedeno ve spolupraci s PharmDr. Olgou Lendovou, PhD. (Ustav
farmakologie, LFHK UK). Nuklearni frakce byla ptipravena podle Dignamova protokolu (1983).

RT-qPCR analyza vybranych genii byla stanovena pomoci komeré¢né dostupnych qPCR kit
(Generi Biotech, CR; Applied Biosystems). Celkova RNA byla izolovana z myokardu LK pomoci fenol-
chloroformové extrakce S naslednym piepisem do cDNA pomoci komer¢niho kitu. Exprese cilovych genti
byla normalizovana na expresi referencniho genu HPRTI1 za pouziti Pfafflovy metody (Pfaffl, 2001).
Pfesna metodika a podminky reakce viz Jirkovsky a kol. (2013; 2012).

Pro stanoveni zmény v poméru mtDNA/nDNA byla izolovana celkova DNA z myokardu LK
pomoci DNeasy Blood&Tissue Kit (Qiagen, CA, USA). Relativni zastoupeni mtDNA ve vzorcich bylo
provedeno pomoci qRT-PCR stanoveni abundance geni kodovanych mtDNA (ND1, ND4, COX1)
a vysledky byly vztazeny na pocet kopii genu pro leptin (kddovany nDNA) za pouziti Pfafflovy metody.
Pfesna metodika a podminky reakce viz Jirkovsky a kol. (2013; 2012).

Analyza tzv. béZnych dele¢nich mutaci v mtDNA (tvz. common deletions) byla stanovena
metodou long range PCR s individualné navrzenymi a optimalizovanymi primery (Generi Biotech)
a komeréné dostupnym kitem QIAGEN LongRange PCR kit (Qiagen). Stanoveni bylo provedeno ve
spolupraci s firmou Generi Biotech (Hradec Kralové) a pfesna metodika je uvedena v praci Jirkovsky
a kol. (2013).

Semikvantitativni hodnoceni obsahu proteinu HIFla v nuklearni frakci myokardu LK bylo
provedeno pomoci Western blot analyzy s chemiluminiscencni detekei specifické protilatky po separaci
proteinti pomoci gelové elektroforézy. Piesna metodika je uvedena v praci Jirkovsky a kol. (2013)
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Stanoveni koncentrace proteinu ve vzorcich bylo provedeno pomoci komeréné dostupného
Bicinchonic Acid Protein Assay Kit ( BCA; Sigma-Aldrich) dle navodu vyrobce.

Statisticka analyza vysledki byla provedena pomoci programu SigmaStat 3.5 for Windows (Systat
Software, CA, USA) a statisticka signifikance byla ur¢ena na hlading p < 0,05. Pro porovnani skupin mezi
sebou byla pouzita jednofaktorova analyza rozptylu, ptipadné¢ jeji neparametrickd modifikace. Pro
porovnani parovych dat byl pouzit parovy t-test, pfipadné¢ Wilcoxoniiv parovy test pro neparametricka
data. Vztah mezi jednotlivymi parametry byl stanoven Pearsonovou parametrickou nebo Spearmanovou
neparametrickou korela¢ni metodou. Jestlize neni uvedeno jinak, data jsou prezentovana jako jednotlivé
hodnoty a pramér/median, nebo jako krabickovy graf s 5. - 95. percentilem pro piehlednou prezentaci dat
z vice skupin ve studii s dexrazoxanem (GraphPad Software, Inc., CA, USA).
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6 VYSLEDKY

6.1 Studium poskozeni srdce vyvolané chronickou ANT kardiotoxicitou a jeho dalsi vyvoj po
ukonceni expozice ANT (follow up)

Celkova toxicita, srdecni funkce a poskozeni myokardu

Na rozdil od kontrolni skupiny byla v DAU skupiné V pribéhu podavani latek pozorovana
signifikantni, ale pfimé&fena mortalita (18,5%). V nasledujicim obdobi po ukonéeni expozice latkam
(follow up, FU) musel byt pokus ukonéen u 82 % zvitat z DAU skupiny dle protokolu studie pro pokles
LVFS pod 20 % indikujici tézkou systolickou dysfunkci s vysokou pravdépodobnosti pfed¢asného uhynu
a ztraty vzorku myokardu. Pii pitvé zvitat z DAU skupiny byly pozorovany c¢asté znamky ob&hového
mestnani a dilatace srdce (zvlaste LK), jejichz Cetnost byla vyznamné cCastéjsi v obdobi po ukonceni
expozice latkam (FU) a u zvifat uhynulych ¢i ukonéenych dle protokolu studie. V kontrolni skupiné
vSechna zvifata pfezila do konce pokusu a pitevni nalezy byly bez patologickych zmén.
Echokardiografické vySetteni systolické srde¢ni funkce odhalilo signifikantni dysfunkci LK jiz na konci
podavani DAU s vyznamnou dalsi progresi v obdobi FU (obr.1A). Pfitomnost vyrazné systolické, ale
i diastolické dysfunkce, byla v obdobi FU potvrzena i pomoci katetriza¢niho vySetieni (indexy dP/dtmax
a dP/dtmi, byly 0 41,5 a 36,7 % nizsi nez u kontrolni skupiny, p < 0,001). V tomto obdobi také byla
echokardiograficky potvrzena vyznamna dilatace LK (obr. 1B), ktera na konci podavani latek jesté nebyla
signifikantni.

A Frakéni zkraceni LK B Rozmér LK na konci diastoly
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Obr. 1 Echokardiograficky stanovené (A) frakéni zkraceni LK a (B) rozmér LK na konci diastoly. Data prezentovina jako
prumér skupiny = SEM. Statistickd signifikance (pdrovy t-test/Wilcoxonitv pdrovy test, p < 0,01) v porovnadni s (#) pocatecni nebo
hodnotou ($) na konci podavani latek. Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,01) v porovnani s kontrolni skupinou (k). PZH —
posledni zaznamenand hodnota.

Postupny rozvoj kardiotoxicity v zavislosti na kumulativni davce DAU byl v pribéhu podavani

DAU dokumentovan prostiednictvim zvySenych koncentraci srdecniho troponinu T, které pietrvavaly
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Obr. 2 Koncentrace srdecniho troponinu T v plazmé. Statistickd signifikance (ANOVA) v porovndni s kontrolni skupinou: ***
(p<0,001), **(p<0,01)a*({p=<005).
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Markery oxidacniho stresu

Stanoveni MDA v myokardu LK indikovalo mirné, ale vyznamné zvyseni lipoperoxidace na konci
podavani DAU , nicméné k dal§imu vyznamnému zvySeni doslo v obdobi FU (obr. 3A). Ackoliv
opakované podavani DAU zvysilo mnozstvi oxidovaného glutathionu (GSSG) v LK a tato zména zlstala
signifikantni i v obdobi FU (obr. 3B), klic¢ovy parametr, pomér oxidovaného a redukovaného glutathionu
(GSSG/GSH), zustal beze zmény (obr. 3C), coz naznacuje, ze glutationovy systém zistal navzdory DAU
toxicité relativné kompetentni. Pti korela¢nich analyzach byla u jednotlivych zvifat zjiSténa signifikantni,
ale velmi malo té€sna asociace miry lipoperoxidace (MDA) a systolické dysfunkce (LVFS) (p = 0.016;
R =-0.417) a zadny vztah nebyl shledan pti korelaéni analyze vztahu GSSG/GSH a LVFS (p > 0.05).
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Obr. 3 (4) HPLC stanoveni malondialdehyde jako markeru lipoperoxidace v myokardu LK a (B) obsahu oxidované formy
glutationu (GSSG) v myokardu LK. (C) Vysledny pomér oxidované a redukované formy glutathionu v myokardu LK.
Statistickd signifikance (ANOVA) v porovnadni s kontrolni skupinou: ** (p <0,01) a *** (p <0,001).

Uloha cytoprotektivni a antioxidacni signdlni drdhy Fizené Nrf2

Stanoveni genové exprese Nrf2, jakoz i hodnoceni mnozstvi transkripéné aktivniho Nrf2 v nukledrni
frakci myokardu LK neodhalilo zadné zmény tohoto parametru v dusledku podavani DAU (obr. 4A,B).
Podavani DAU také nenavodilo vyznamnou indukci exprese ¢i enzymové aktivity vétSiny vyznamnych
antioxidacnich a cytoprotektivnich proteind, které jsou fizeny prostfednictvim Nrf2 (p > 0.05,
napi. CuZnSOD, GCLC, GPx, GR, GST). Naopak u n¢kterych z cilovych gent Nrf2 kaskady (MnSOD,
NQO1, obr. 4C,D) byla zjisténa sniZzena exprese, kterd vyznamné korelovala s tizi systolické dysfunkce
(v ptipadé¢ MnSOD p < 0,001, R = 0,751; v ptipad¢ NQO1 p < 0,001, R = 0,631).
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Obr. 4 (A) Relativni genovd exprese Nrf2 a (B) mnozstvi transkripéné aktivni formy Nrf2 v nukledrni frakci myokardu LK.
Relativni genova exprese (C) mitochondrialni superoxiddismutazy (MnSOD) a (D) NADPH:chinonoxidoreduktazy 1 (NQOI).
Statisticka signifikance (ANOVA) v porovnani s kontrolni skupinou: ** (p <0,01) a *** (p <0,001).

PoSkozeni mitochondrii

Stanoveni aktivity citratsyntdzy v myokardu LK odhalilo vyznamny pokles zastoupeni mitochondrii
v myokardu LK jiz na konci podavani DAU a tato zména ptetrvavala i v obdobi FU (obr. 5A). Dale byl
zjistén vyznamny pokles enzymatické aktivity komplexu [ dychaciho fetézce jak pomoci
spektrofotometrického stanoveni jeho enzymatické aktivity ve frakci tkanového homogenatu bohaté na
mitochondrie (obr. 5B), tak i pomoci respirometrického stanoveni v celotkanovém homogenatu (obr. 5C).
Nicméné zatimco prvni stanoveni zjistilo vyznamnou zmeénu jiz na konci podavani DAU, v piipade
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respirometrie byla identifikovana vyznamna zména az v obdobi FU. Respirometrické vysetfeni komplexu
IV pak odhalilo vyznamny pokles aktivity v obou hodnocenych intervalech (obr. 5D).
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Obr. 5 (A) Stanoveni aktivity citratsyntdzy jako biomarkeru celkového mnoZstvi mitochondrii v myokardu LK. (B) Stanoveni
enzymatické aktivity komplexu I ve frakci bohaté na mitochondrie. Respirometrické stanoveni aktivity (C) komplexu I
a (D) komplexu V. Statisticka signifikance (ANOVA) v porovndni s kontrolni skupinou: * (p <0,05) a ** (p <0,01).

Analyza komponent mitochondridalni biogeneze a exprese podjednotek komplexu I a IV

Analyza genové exprese PGCla, klicového regulatoru procesu mitochondrialni biogeneze,
nezaznamenala vyznamnou indukci jeho exprese vlivem opakovaného podavani DAU. U zvifat z kontrolni
skupiny v obdobi FU pozorovan mirny, ale statisticky vyznamny narast exprese PGCla (obr.6A)
a obdobna zména byla zjisténa i U transkripéniho faktoru NRF1 navazujiciho ¢lena této kaskady (obr.6B).
Exprese tohoto faktoru méla ovsem opacnou tendenci v DAU skuping, coz zpisobilo vznik signifikantniho
rozdilu v porovnani s ptisluSnou kontrolni skupinou. Na rozdil od PGCla a NRF1 byl dalsi transkripcni
faktor TFAM velmi vyznamné ovlivnén jiz na konci podavani DAU (obr. 6C) a vyrazné potlaceni jeho
exprese pietrvavalo i v nasledujicim obdobi FU.
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Obr. 6 Relativni genovd exprese (A) klicového regulitoru mitochondridlni biogeneze PPAR-y koaktivatoru 1-a (PGCla)
ajeho cilovych transkripcnich faktorit (B) nukledrniho respiracniho faktoru 1 (NRF1) a (C) mitochondridlniho
transkripéniho faktoru A (TFAM). Statistickd signifikance (ANOVA) mezi jednotlivymi skupinami: * (p < 0,05), ** (p < 0,01)
a*** (p<0,001).

Pii studiu genové exprese jednotlivych podjednotek komplexu I a IV dychaciho fetézce bylo
zaznamenano vyznamné sniZeni exprese podjednotek obou komplexti kodovanych jak mitochondridlnim
(ND4 a COX1 viz obr. 7A a 7C), tak i nuklearnim (NDUFS2 a COX4, obr. 7B a 7D) genomem.
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Obr. 7 Relativni genovd exprese podjednotek komplexu I a IV dychaciho ietézce kédovanych mitochondridlnim a nukledrnim
genomem. (A4) Mitochondridlné (ND4) a (B) nukleirné (NDUFS2) kodované podjednotky komplexu 1. (C) mitochondridalné
(COX1) a (D) nukledarné (COX4AIl) kodované podjednotky komplexu IV. Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,05)
Vv porovnani s (k) kontrolni skupinou, (d) DAU skupinou a (#) v porovndni s hodnotami na konci podavdni ldtek v dané skupiné.

6.2 Studium kardioprotektivniho u¢inku dexrazoxanu viici chronické ANT kardiotoxicité pri
jeho podani s kaZzdou davkou cytostatika a pri odloZzeném podani dle soucasnych
klinickych doporuceni

Celkova toxicita, srdeéni funkce a poSkozeni myokardu

Podani DEX v obou schématech zcela zabranilo pfedCasnym uthynim v pribéhu podavani latek
a vSechna zvirata se bez zjevnych zndmek zhorSeného zdravotniho stavu dozila planovaného konce pokusu
i v obdobi FU, coz vyrazné kontrastovalo s nalezem u skupiny se samotnym DAU, kde se konce obdobi
FU dozilo pouze 18,5 % zvifat. Na rozdil od DAU skupiny nebyly v pitevnich nalezech zvifat dostavajici
DEX pozorovany zadné makroskopické znamky dilatace LK ¢i obchového méstnani. PrirGistek télesné
hmotnosti byl ve skupiné s ¢asnou kardioprotektivni intervenci na konci podavani latek nesignifikantni
(6 %, p > 0,05), vyznamné nizs§i nez v kontrolni skupiné (p < 0,05) a vyznamné se nelisil od DAU skupiny
(p > 0,05). Naproti tomu ve skupiné zvifat s odlozenou kardioprotektivni intervenci byly vysledky v tomto
ohledu pon¢kud lepsi a pfirdstek télesné hmotnosti (15 %) byl vyznamné vyssi nez v DAU skupiné
(p <0,05). V obdobi po ukonceni expozice latkam (FU) ale u zvitat s ¢asnou kardioprotektivni intervenci
doslo k vyznamnému narastu télesné hmotnosti. Tyto vysledky se vyznamné lisily od hodnot v DAU
skupiné (p < 0,05) a pii porovnani s kontrolni skupinou jiz nebyl nalezen vyznamny rozdil. Pfirtstek
télesné hmotnosti ve skupiné s odloZzenou kardioprotektivni intervenci ale stagnoval a rozdil oproti DAU
skupiné nebyl signifikantni.

Ob¢ schémata podani DEX se ovSem vyznamné liSila ve schopnosti zachovat normalni systolickou
srde¢ni funkci experimentalnich zvifat. Zatimco ¢asna kardioprotektivni intervence byla schopna v obou
sledovanych intervalech predejit poklesu systolické funkce hodnocené echokardiograficky (obr. 8A)
i katetrizaéné (obr. 8B), odlozené podani DEX bylo spojeno s vyznamné hor$im vysledkem. Casné podani
DEX také kompletné zabranilo signifikantnimu nartstu plazmatickych koncentraci srdecniho troponinu T,
a to v pribchu podavani latek 1 v ndsledném obdobi FU. Pti odloZené kardioprotektivni intervenci doslo
Vv obdobi bez poddni DEX k vyznamnému nartistu koncentraci srdecniho troponinu T a hodnoty pted
zatatkem podavani DEX (tj. pred 7. aplikaci DAU, kumulativni ddvka DAU = 300 mg/m?) byly totozné
jako v DAU skuping¢. Odlozené podani DEX, ale u¢inn¢ zabranilo dal$imu nartstu koncentraci srde¢niho
troponinu T v nasledujicim obdobi navzdory dalsi expozici DAU. Na konci podavani latek, jakoz i béhem
nasledného obdobi FU pak byly koncentrace tohoto biomarkeru vyznamné nizsi nez v DAU skuping.
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Obr. 8 Vysetieni systolické funkce LK. (A) Echokardiografické vySetieni frakéniho zkrdceni LK. (B) Index dP/dt, . ziskany
katetrizaéni vySetieni LK. Statisticka signifikance v ramci dané skupiny (pdrovy t-test, p < 0,05) v porovndni s pocdtecni
hodnotou (*) nebo hodnotou na konci podavani latek (#) v ramci dané skupiny. Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,05)
V porovnani s (k) kontrolni, (d) DAU skupinou a casnou DEX intervenci (1). PZH — posledni zaznamenana hodnota.

Histologické vySetieni myokardu LK

Opakované podavani DAU vedlo krozvoji charakteristickych —degenerativnich zmeén
v kardiomyocytech myokardu LK a mezikomorového septa (zejména vakuolizace cytoplazmy a ztrata
myofibril). Na konci podavani latek tyto zmény dominovaly u vétSiny pokusnych zvifat, zatimco
nahradova fibroza byla obvykle jen omezené rozvinuta. Naopak v obdobi FU byly degenerativni zmény jiz
ponékud méné napadné na tikor pokrocilé nahradové fibrozy, ktera byla zvlast’ napadna u zvirat s delSim
prezitim po ukondeni expozice DAU. Casna kardioprotektivni intervence spolehlivé zabranila rozvoji
degenerativnich zmén v myokardu LK 1 mezikomorového septa. V obou ¢asovych intervalech studie byly
degenerativni zmény v myokardu téchto zvifat pfitomny jen velmi vzacné, vV minimalni intenzité¢ a ve
vétsiné piipadd se nalez nelisil od kontrolni skupiny. Naopak vyznamné morfologické zmény v myokardu
LK byly pozorovany pii uziti odlozené kardioprotektivni intervence. Zndmky degenerativnich zmén
kardiomyocytu, jakoz i rozvinuta ndhradova fibroza, byly pfitomny jiz na konci podavani latek a v obdobi
FU pak doslo k dalsi progresi hojeni ve smyslu nahradové fibrozy a tvorb¢ jizev.

Markery oxidacniho stresu, exprese NOX a Nrf2

Ackoliv podani DEX mélo nesporny kardioprotektivni ucinek jiz na konci podavani 1éciv, hodnoty
lipoperoxidace myokardu LK se v tomto obdobi vyznamné nelisily od DAU skupiny (obr. 9A). Uginek
DEX na lipoperoxidaci myokardu LK se ale vyznamné projevil aZz v obdobi FU, kde bylo u ¢asného
podavani dosazeno vyznamného rozdilu v porovnani s DAU skupinou. Obdobné vykazovalo podavani
DEX v obdobi FU vyznamngjsi G¢inek také na snizeni mnozstvi oxidované¢ho glutathionu (obr. 9B).
Klicovy pomér GSSG/GSH ale zGstal v pribéhu pokusu u vsech skupin beze zmény. Podani DEX také
Vv zavislosti na uzitém schématu podani dovedlo zabranit vyraznému zvySeni exprese NADPH-oxidazy 2
a4 (NOX2 a NOX4) v myokardu LK, které dosahovalo v DAU skupiné az osminasobku kontrolnich
hodnot a pietrvavalo i v FU (obr. 9C).
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Obr. 9. HPLC stanoveni (A) MDA jako markeru lipoperoxidace myokardu LK a (B) obsahu oxidované formy glutationu
(GSSG) v myokardu LK. (C) Relativni exprese NADPH oxiddzy 2 (NOX2) v myokardu LK. Statisticka signifikance (ANOVA,
p <0,05) v porovnani s (k) kontrolni, (d) DAU skupinou a casnou DEX intervenci (1).
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U zadné z hodnocenych skupin ale nebyla zjisténa koordinovana aktivace Nrf2 signalni drahy.
Mnozstvi aktivniho Nrf2 v nuklearni frakci myokardu LK nezaznamenalo zadnou koordinovanou zménu
a nebylo zjisténo ani vyznamné zvySeni exprese cilovych gent tohoto transkrip¢niho faktoru. Jedinou
vyjimkou byla HO1, jejiz exprese byla vyznamné indukovana DAU na konci podavani latek a tato zména
pretrvavala az do konce FU. Podani DEX tomuto jevu dokazalo zabanit (obr. 10), pfi¢emzZ i na tomto
parametru byl patrny rozdil mezi ¢asnou a odlozenou kardioprotektivni intervenci. Obdobné vysledky byly
zjistény u BVR A, jako dalsiho Clena této kaskady. ProtoZze podle ziskanych dat nebyla indukce exprese
HOI ftizen4 prostrednictvim Nrf2, studovali jsme 1 mozné uplatnéni HIFla — jako dal$iho transkripéniho
faktoru, ktery expresi HO1 tidi. Zjistili jsme vyznamnou DAU navozenou indukci genové exprese HIF1a
i mnozstvi jeho proteinu v nuklearni frakci ptetrvavajici v obou piipadech i v obdobi FU. Podavani DEX
dokézalo tomuto zvyseni zabranit (obr. 10B,C). Studium exprese ALASI, klicového enzymu pro syntézu
hemu uvnitf mitochondrii, byla vyrazné snizena po podavani DAU (p < 0,05) a kardioprotektivni
intervence pomoci DEX této zméné dokazala zabranit (p < 0,05). Dalsi analyzy pak potvrdily, Ze Casna
kardioprotektivni intervence je schopna vyznamné (p < 0,05) zabranit snizeni exprese dalSich
antioxida¢nich a cytoprotektivnich molekul jako jsou MnSOD, peroxiredoxin 3 ¢i NQOI.
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Obr. 10 Relativni exprese (A) hemoxygendzy 1 a (B) HIF1a v myokardu LK. (C) Stanoveni relativniho mnoZstvi proteinu
HIF1a v nukledrni frakci v homogendtu myokardu LK. Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,05) v porovnani s (k) kontrolni,
(d) DAU skupinou a casnou DEX intervenci (1). NandSka proteinu byla kontrolovana barvenim Ponceau S.

Ochrana pred poSkozenim mitochondrii

Rozdilny ucinek obou kardioprotektivnich intervenci byl zjistén téZ na urovni ochrany pied
poskozenim mitochondrii navozenym poddvanim DAU. Napiiklad stanoveni aktivity citratsyntdzy
naznacilo, ze pouze Casna kardioprotektivni intervence umoziuje ucinné zabranit ztraté mitochondrii
v myokardu LK (obr. 11A). Analyza relativniho zastoupeni mtDNA pak identifikovala vyznamnou zménu
studovaného parametru (mtDNA/nDNA) v disledku expozice DAU az vobdobi FU. Casna
kardioprotektivni intervence tomuto déji dovedla zcela zabranit (obr. 11B), coz ale nebyl piipad odlozené
kardioprotektivni intervence. Studium vyskytu tzv. béznych deleci v mtDNA pomoci long range PCR
neshledal vyznamny vyskyt téchto a obdobnych mutaci v myokardu zvifat exponovanych ANT a podani
DEX nem¢lo na tento parametr zadny vliv.
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Obr. 11 (A) Hodnoceni aktivity citrdatsyntizy, (B) relativni pomér mnoZstvi mitochondridlni DNA a nukledrni DNA
a (C) analyza tzv. béinych deleénich mutaci (common deletion) v mitochondridlnim genomu myokardu LK. Statistickda
signifikance (ANOVA, p < 0,05) v porovnani s (k) kontrolni, (d) DAU skupinou a ¢asnou DEX intervenci (1). Long-range PCR
reakce amplifikujici 9460 bp dlouhy usek mtDNA, ve kterém se vyskytuji tzv. bézné delecni mutace. Produkty byly separoviny na
agardzovém gelu a detekoviny pomoci ethidium bromidu. Pro urdeni velikosti produktu byl pouzit standard GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (GR). V pripadé vyskytu tvz. béznych delecnich mutaci, nebo jinych delecnich zmén v analyzovaném useku mtDNA
by byl normdalniho PCR produktu detekovan i PCR produkt o vyznamné nizsim mnozstvi paru bazi (bp).

Podani DEX také zabranilo poruse genové exprese podjednotek komplexu IV dychaciho fetézce
navozené DAU. Tento G¢inek byl stejné vyjadien u podjednotek kddovanych mitochondrialnim (COX1)
i nuklearnim genomem (COX4) (obr. 12A,B). Obdobné vysledky byly =ziskany i u podjednotek
komplexu I, pti¢emz ponckud lepsi vysledky byly opét dosazeny pii uziti ¢asné kardioprotektivni
intervence. Tyto vysledky byly spojeny s prevenci zmén v transkripcnich faktorech NRF1 a TFAM
(obr. 12C,D), které tidi expresi podjednotek dychaciho fetézce z mitochondrialniho a nuklearniho genomu
V ramci procesu mitochondrialni biogeneze.

A COX1 mRNA B COX4AI1 mRNA
1.5+ 1.5+
d
o kd o
] d 4 d = k k
510-@* ----------- = € 1043-T.-ghy-- Fooeee- - 5
- -
:(é Q T g .
bl D
S 0.51 S 0.54
s s
e e
0.0 e re 0.0 A .
N A Q) A + +
Na QO‘ 00 Na 00‘ °0 s 00" °<>" N OO" 00"
Aplikace latek Follow up Aplikace latek Follow up
C NRF1 mRNA D TFAM mRNA
34 2.5+

N
1

relativné vuéi kontrole
n
H[
-.
Hi~
-
relativné viéi kontrole
°
[]:I.
HIlH*
..
¥
=

Qvg oo\ 00‘\ + QVQ 00\ oo‘\ + 079 oo\ oo‘\ + QY.Q oo\ oo‘\

Aplikace latek Follow up Aplikace latek Follow up

Obr. 12 Hodnoceni exprese podjednotek komplexu 1V dychaciho Fetézce a transkripénich faktorii kaskady mitochondridlni
biogeneze v myokardu LK. Podjednotky komplexu IV kédované (A) mitochondridlnim (COXI1) a (B) nukledrnim (COX4)
genomem. Relativni genovd exprese transkripénich faktorii (C) nukledrni respiraéniho faktoru 1 (NRF1)
a (D) mitochondridlniho transkripéniho faktoru A (TFAM). Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,05) v porovnani
s (k) kontrolni, (d) DAU skupinou a (#) v porovndni s hodnotami na konci podavani latek v dané skupiné.
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7 Diskuze

Kardiotoxicita zpisobend antracyklinovymi (ANT) antibiotiky pfedstavuje jiz bezmala pual stoleti
zavazny klinicky problém. Navzdory riziku rozvoje kardiotoxicity piedstavuji ANT diky své vysoké
terapeutické ucinnosti a §ifi protinadorového spektra nepostradatelnou souc¢ast moderni onkologické 1écby.
ANT jsou v klinické praxi vétSinou i kombinovany s jinymi protinadorovymi 1é¢ivy, ktera vsak mohou mit
taktéz kardiotoxicky potencial, coz se tyka i novéjsi biologické 1écby (napi. trastuzumab). Pii jejich
kombinaci s ANT pak muze dojit k rozvoji vazného srde¢niho selhani, i kdyz uzitd kumulativni davka
ANT byla relativné nizka (Force a kol. 2007; Gianni a kol. 2007). Navzdory nékolika dekadam klinického
a experimentalniho vyzkumu se vSak dosud nepodatilo popsat molekularni mechanismy zodpovédné za
rozvoj chronické ANT kardiotoxicity. Nejcastéji byva tato toxicita spojovana s indukci oxida¢niho stresu
a pfimym oxida¢nim poskozenim jednotlivych biomolekul kardiomyocyti (Menna a kol. 2012).

V této dizertacni praci byla chronicka ANT kardiotoxicita navozena opakovanym podavanim DAU
u krélika (3 mg/kg, 1x tydné po 10 tydni) a zvifata byla sledovana dalSich 10 tydnt po ukonceni expozice,
tzv. follow up (FU). Vyhodou tohoto prodlouzeni je moznost hodnotit komplexné vyvoj cytostatikem
navozenych zmén, moZnost zapojeni kompenzacnich mechanizmii a urcit charakter kardioprotektivniho
ucinku studované latky. Podavani DAU vedlo k signifikantnimu rozvoji systolické dysfunkce jiz
v prubéhu aplikace latek a u vétSiny pokusnych zvifat doslo v pribéhu nésledného sledovani (FU) k dalsi
progresi poskozeni smérem k méstnavému srde¢nimu selhani. Tato progrese poskozeni si u vétSiny zvifat
vyzadala predasné ukonéeni pokusu dle protokolu studie (tj. pii poklesu LVFS < 20%).
Narast plazmatickych koncentraci srdecniho troponinu T jiz v pribéhu podadvani DAU svédcil
0 degenerativnim poskozeni kardiomyocytl, které pokracovalo i n€kolik tydni po ukonceni expozice
DAU v obdobi FU a tento dé&j patrné souvisels progresi dysfunkce LK.

V této dizertacni praci byl zjistén vyrazny vzestup markeru lipoperoxidace (MDA) v myokardu LK
na konci podavani ANT, ktery se dale zvySoval v obdobi FU. Toto pozorovani naznacuje, Zze
nezanedbatelna Cast peroxida¢niho poSkozeni lipidi probiha az po vylouéeni ANT z organizmu, tj. dle
vseho az sekundarné bez ptimého piisobeni ANT. Ackoliv byla zjisténa vyznamna asociace mezi obsahem
MDA a mirou systolické dysfunkce v myokardu LK, nizky korela¢ni koeficient svéd¢i pouze o velmi slabé
zavislosti, ktery nenaznacuje pifimou a exekutivni roli peroxida¢niho poskozeni lipidi myokardu LK
v rozvoji ANT kardiotoxicity, jak je pfedpokladano ve vét§in¢ dostupné literatury (Keizer a kol. 1990;
Minotti a kol. 2004; Stérba a kol. 2013). Piitomnost oxidaéniho inzultu nazna¢uje také pozorované
zvysené mnozstvi oxidovaného glutathionu (GSSG) pretrvavajici i v obdobi FU. Avsak absence jakékoliv
zmény v poméru oxidované a redukované formy glutathionu (GSSG/GSH) svédc¢i o tom, Ze glutathionovy
systém zustava relativné kompetentni. Proti pfimé tcasti dysfunkéniho glutathionového systému v rozvoji
funkéniho poSkozeni LK svéd¢i 1 zaveéry provedenych korelacnich analyz, které nenaSly zadnou souvislost
mezi danym poskozenim a pomérem GSSG/GSH. Toto pozorovani patrné do znacné miry zpochybiiuje
I patogeneticky vyznam oxida¢niho stresu na rozvoji chronické ANT kardiotoxicity, nebot za téchto
podminek by ke zméné v inkriminovaném poméru GSSG/GSH meélo dojit. Tyto vysledky odpovidaji
zavéram na$i nedadvné prace hodnotici U¢inek DAU kardiotoxicity na homeostazu glutathionu
v podminkach in vitro a in vivo (Vavrova a kol. 2011). Také v této studii nebyl nalezen zadny vliv ANT na
klicovy pomér GSSG/GSH, ackoliv byla pro analyzu pouzita zcela odliSna metoda (enzymaticka metoda
vs. HPLC stanoveni pouzité v této dizertacni praci). V praci Vavrova a kol. (2011) jsme také prokazali, Ze
deplece glutathionu in vitro neméla zadny vliv na toxicitu ANT viaci H9c2 kardiomyoblastim.
Vysledky obou téchto praci tak mohou vysvétlit absenci kardioprotektivniho ucinku acetylcysteinu na
modelech chronické ANT kardiotoxicity (Herman a kol. 1985), jakoz i v klinickych studiich (Dresdale
a kol. 1982).

V ptipad€ vyznamného oxidac¢niho stresu lze predpokladat aktivaci antioxidacni a cytoprotektivni
kaskady fizené pomoci Nrf2 (Baird a Dinkova-Kostova 2011). V naSich experimentech jsme vsak po
opakovaném podavani ANT nezjistili Zadnou aktivaci Nrf2 kaskady a stejné tak ani zvySenou expresi jeho
cilovych genti. Naopak u fady z nich (napt. MnSOD, NQO1 a peroxiredoxin 3) jsme pozorovali vyznamné
sniZzeni exprese, coZ naznacuje, ze Nrf2 signalni kaskdda nehraje vyznamnou tlohu v rozvoji chronické
ANT Kkardiotoxicity. Lze samoziejm¢ uvazovat i o Casné€jsi aktivaci této kaskaddy v rozmezi hodin ¢i
nékolika dni po podani ANT, coz v této praci nebylo sohledem na pouzité schéma experimentu
studovano, nicméné naSe pilotni data (dosud nepublikované vysledky) nenaznacuji ani tuto variantu.
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Je tedy mozné, ze bud’ oxidacni inzult navozeny ANT nedosahuje takové intenzity, aby aktivoval Nrf2
kaskadu, nebo by mohl oxidacni stres primarn€¢ probihat v nékterém zbunécnych kompartment
(napf. v mitochondriich) s minimalnim pfesahem na troven celé buiky, coz s ohledem na dostupné
informace nelze vyloucit.

Mitochondrie jsou znamym cilem ANT kardiotoxicity, kde mohou vyznamné poskozovat jednotlivé
soucasti dychaciho fetézce (Davies a Doroshow 1986; Lebrecht a Walker 2007; Lebrecht a kol. 2003;
Ohkura a kol. 2003; Stérba a kol. 2011). Vsouladu stim jsme pozorovali vyznamnou poruchu
mitochondrialni respirace na urovni komplexu I, III a IV. V piipad¢ prvnich dvou komplexi bylo ovsem
pii respirometrickém stanoveni zjiSténo signifikantni sniZeni jejich aktivity az v obdobi FU po ukonceni
expozice DAU. Nicméné pifi enzymatickém stanoveni aktivity komplexu I v tkanové frakci bohaté na
mitochondrie byla pozorovana snizena aktivita jiz na konci expozice DAU. Tento vysledek vice odpovida
literarnim udajim (Ohkura a kol. 2003) a vysledkiim, které jsme na nasem modelu ziskali v pfedchozi
proteomické studii (Stérba a kol. 2011). Spolu s poskozenim oxidaéni fosforylace byla pozorovana
i snizena exprese klicového transportniho proteinu pro makroergni fosfaty (ANT1), ktery zajistuje jejich
transport z mitochondrialni matrix do cytoplazmy, coz je v souladu s nasi pfedchozi proteomickou studii
a dalimi pracemi (Cheneval a kol. 1983; Stérba a kol. 2011; Tokarska-Schlattner a kol. 2006) a svéd¢i
0 komplexnim poSkozeni celé bunééné energetiky vlivem chronické ANT kardiotoxicity.

Piesna pfticina pozorovaného posSkozeni mitochondrii a bunééné energetiky po expozici ANT
zustava zatim nejasna. V pracich Lebrechta a kol. (Lebrecht a Walker 2007; Lebrecht a kol. 2003, 2010)
byl tento d¢j opakované spojovan s poskozenim mtDNA tzv. béznymi dele¢nimi mutacemi a naslednym
negativnim ovlivnénim exprese podjednotek komplexu I kdédovanych mitochondridlnim genomem.
Vysledky uvedené v této dizertacni praci ovSem naznacuji, ze tento mechanizmus patrné nehraje v rozvoji
casnych forem chronick¢ ANT kardiotoxicity zasadni roli, nebot’ v nasich podminkach doslo nejenom ke
snizeni exprese mitochondrialné kédovanych podjednotek, ale i t¢ch kddovanych nuklearnim genomem.
Tento fakt potvrzuje i cast nasi studie s DEX, kde jsme se pokusili vyskyt béznych delecnich mutaci
v mtDNA hodnotit ptimo pomoci PCR amplifikace dlouhého tiseku mtDNA, ve kterém byly dané mutace
po expozici DAU opakované popisovany v pracich Lebrechta a kol.. Ziskané vysledky pak ukazaly, ze
chronickd ANT kardiotoxicita nemusi byt spojena se vznikem béZznych deleci v mtDNA ani jinych
rozsdhlych muta¢nich zmén v analyzovaném tuseku. V naSich pokusech jsme vSak zjistili pokles
relativniho zastoupeni mtDNA v myokardu LK, nicméné tento jev byl vyznamny az v nasledném obdobi
po ukonceni expozice DAU, tedy v dobé, kdy jiz byla ANT kardiotoxicity zna¢né rozvinuta a snizena
exprese mtDNA i nDNA kdédovanych podjednotek dychaciho fetézce. Nase vysledky proto naznacuji, ze
poskozeni mtDNA patrné nehraje uUstfedni ulohu v mechanizmu rozvoje casnych forem ANT
kardiotoxicity.

Pozorované rozsahlé poSkozeni mitochondrii a bunétné energetiky obycejné aktivuje proces
mitochondridlni biogeneze, ktery by mohl pozorovany deficit kompenzovat (Rimbaud a kol. 2009;
Ventura-Clapier a kol. 2011). Ptekvapivé jsme v naSich pokusech nezaznamenaly zadny naznak
koordinované aktivace mitochondridlni biogeneze a exprese nékolika zakladnich c¢lent této kaskady
vykazovala naopak pokles, zejména v obdobi po ukonceni expozice ANT. Nejvyznamnéjsi snizeni
exprese, které se jako jediné vyznamné projevilo jiz na konci podavani DAU, bylo pozorovano v piipadé
transkripéniho faktoru TFAM, zodpovédného za koordinaci exprese podjednotek dychaciho fetézce
mtDNA i nDNA a podili se téZ na udrZzovani poctu kopii mtDNA. Je mozné, Ze vyznamny pokles mtDNA
v obdobi po ukonceni expozice cytostatikem mulize se snizenou expresi TFAM souviset. Kli¢ové regulatory
celé kaskady, PGCla a nuklearni respira¢ni faktor 1 (NRF1) vykazovaly mens$i zménu, kterd se projevila
pouze pii porovnani s kontrolni skupinou v obdobi FU, kdy byl pozorovan mirny vzestup exprese téchto
proteinti, ktery patrné souvisi s vyznamnym prodlouzenim experimentu (a stafim pokusnych zvitat).
Ve skupinach zvitat dostavajicich DAU vSak zadné takové zvySeni pozorovano nebylo. Vzhledem k tomu,
ze mitochondridlni funkce byla pfedchozim podavanim DAU jiz vyznamné poSkozena, je mozné, ze by se
tento relativni deficit mitochondrialni biogeneze v obdobi FU mohl podilet na progresi kardiotoxicity
a srde¢niho selhani pravé diky nemoznosti adekvatni kompenzace tohoto poskozeni. Tuto nasi domnénku
potvrzuje i recentni prace Zhang a Kkol. (2012), ktera spojuje ANT navozené poskozeni nuklearniho
genomu kardiomyocytii s poruchou mitochondrialni biogeneze a rozvojem mitochondrialniho poskozeni,
avSak detaily tohoto procesu zatim zlistdvaji nezndmé.
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Nase vysledky tedy potvrdily, Zze rozvinuta chronicka ANT kardiotoxicita ptedstavuje ireverzibilni
poskozeni myokardu smétujici k tézkému srde¢nimu selhani, coz je v souladu s udaji z klinické praxe.
Moznosti 1é¢by tohoto stavu jsou velmi omezené s nepiiznivou progndzou pacientd, i ptes intenzivni 1écbu
srde¢niho selhani (Menna a kol. 2012; Minotti 2010). Mezi nejperspektivnéjsi strategie ochrany myokardu
pred ANT kardiotoxicitou v klinické praxi patii farmakologické kardioprotekce. Pouziti klasickych
antioxidantli a zhaSect ROS (jako je acetylcystein, vitamin E nebo riizné derivaty flavonoidi) vSak
nepiineslo vyznamny protektivni u¢inek pii hodnoceni na modelech chronické ANT kardiotoxicity, jakoZ
i v klinickych podminkach (Berthiaume a kol. 2005; Breed a kol. 1980; Dorr 1996; Herman a kol. 1994;
Legha a kol. 1982; Popelova a kol. 2008). Dalsi studovanou skupinou latek byly chelatory Zeleza
(deferoxamin, deferipron, aroylhydrazony), které by mohly vyvazanim redoxaktivnich iontd Zzeleza
piedejit produkci vysoce toxickych hydroxylovych radikalti (Keizer a kol. 1990; Stérba a kol. 2013;
Simtnek a kol. 2009). Tato strategie se zdala byt efektivndj§i neZ relativné obtizné zhaseni vysoce
reaktivnich forem ROS jiz v myokardu vzniklych. Studované chelatory zeleza jako deferoxamin (Saad
a kol. 2001, 2001) nebo deferipron (Xu a kol. 2006) vykazovaly protektivni psobeni proti ANT v in vitro
experimentech, ale pifi pouziti relevantniho modelu chronické ANT kardiotoxicity nebyl zjistén zadny
kardioprotektivni u¢inek (Herman a kol. 1994; Popelova a kol. 2008). Nase laboratot také v minulosti
zkoumala kardioprotektivni u¢inek aroylhydrazonovych chelatort zeleza (PIH, SIH a 0-108). Ackoliv tyto
latky vykazovaly vyznamny protektivni u€inek proti modelovému oxidacnimu stresu navozenému
uizolovanych kardiomyocyti inkubaci s peroxidem vodiku, mély pouze omezeny kardioprotektivni
G¢inek vi¢i ANT kardiotoxicité in vitro (Simiinek a kol. 2008) a in vivo (Stérba a kol. 2006, 2007) bez
zjevné davkové zavislosti.

Jedinou latkou s jasn¢ prokdzanym kardioprotektivnim uc¢inkem vii¢i chronické ANT kardiotoxicité
v experimentalnich (Herman a Ferrans 1998; Stérba a kol. 2013) i klinickych podminkach (Lipshultz a kol.
2010; van Dalen a kol. 2011; Zerra a kol. 2013) tak zustava dexrazoxan (DEX). Soucasna klinicka
doporuceni vSak omezuji pouziti DEX pouze na pacienty, u kterych byla piekroc¢ena rizikova kumulativni
davku ANT 300 mg/m? (Hensley a kol. 2009). Toto doporuéeni souvisi s vysledky III. faze klinického
hodnoceni DEX (Swain a kol. 1997b), kde bylo pozorovano ovlivnéni jednoho z parametra protinadorové
ucinnosti ANT. Pozd¢jsi analyza téchto vysledki ale naznacila, ze k tomuto vysledku doslo diky
neobvykle vysoké odpovédi u skupiny s placebem neodpovidajici pfedchozim nalezim (Swain a Vici
2004). Navic ani metaanalyzy rozsahlych klinickych studii zadné ovlivnéni protinadorové ucinnosti
nepotvrdily (van Dalen a kol. 2011; Zerra a kol. 2013). Klinicka doporu¢eni ov§em ziistavaji beze zmény,
navzdory tomu, ze je ¢im dal vice akceptovan nazor, ze K ur¢itému ultrastrukturdlnimu poskozeni
kardiomyocytti dochazi s kazdou davkou ANT (Ewer a Benjamin 2006; Menna a kol. 2012).

V dalsi ¢asti této dizertani prace jsme se proto zabyvali hodnocenim kardioprotektivniho uc¢inku
DEX pfi jeho podani s kazdou davkou ANT (Casna kardioprotektivni intervence) v porovnani s podanim
DEX dle soucasnych doporuceni, tj. po piekrodeni kumulativni davky DAU 300 mg/m® (odlozena
kardioprotektivni intervence). Ziskané vysledky potvrdily, ze obé schémata podani DEX jsou schopna
zabranit rozvoji t€zkého srde¢niho selhani, coz potvrdilo zejména kompletni pteziti zvitat do konce celého
pokusu (FU) a absence vyraznych patologickych zmén v pitevnim nalezu. Casnd kardioprotektivni
intervence byla ale schopna dlouhodobé a kompletné zabranit rozvoji systolické dysfunkce v pribéhu
celého pokusu, zatimco odloZzené schéma podani vykazovalo vyznamné niz§i UC€innost.
Vyznamny kardioprotektivni potencial ¢asné kardioprotektivni intervence potvrzuje i schopnost zcela
predejit nartistu plazmatickych koncentraci srde¢niho troponinu T v pribéhu celého pokusu. Naproti tomu
vysledky odlozené kardioprotektivni intervence pak zieteln¢ dokladaji, ze expozice myokardu davkam do
300 mg/m? DAU je u kralika spojena s vyznamnym poskozenim myokardu. Nicméné nasazenim DEX od
zminéné kumulativni davky bylo mozné zamezit progresi tohoto poskozeni, a to i v priabéhu nasledného
dlouhodobého sledovani po ukonéeni expozice obéma latkdm. Histopatologické analyza myokardu LK pak
potvrzuje piednosti ¢asné kardioprotektivni intervence, ktera dovedla téméi kompletn€ zabranit typickym
histopatologickym zménam navozenym DAU. Naproti tomu pouziti odlozené kardioprotektivni intervence
nezabranilo rozvoji degenerativniho poskozeni myokardu navozeného DAU a z dosazenych vysledki 1ze
usuzovat na to, Ze doporuc¢ené schéma podavani DEX bylo schopno pouze zabrénit dalSimu rozvoji
degenerativnich zmén. Podani DEX také umoznilo ¢aste¢né odhojeni pokroc€ilych degenerativnich zmén
v myokardu a tento dé&j byl zavrSen v obdobi FU. Vzhledem k tomu, Ze v soucasnosti neexistuje zadny
solidni diikaz o vyznamném ovlivnéni u¢innosti ANT chemoterapie plisobenim DEX, lze konstatovat,
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ze soucasna doporuceni pro uziti DEX v klinické praxi by zasluhovala dalsi diskuzi a eventualni
prehodnoceni.

Dexrazoxan lze povazovat za kli¢ k pochopeni podstaty chronické ANT kardiotoxicity a analyza
vzorkli myokardu s téméf uplnou a Castecnou protekci by mohla pomoci identifikovat mechanizmy, na
kterych je ochrana myokardu pomoci DEX zalozena. Hodnoceni lipoperoxidace a nasledné korelacni
analyzy ukazalo, Zze vynikajici ochrana myokardu DEX vykazuje pouze velmi slabou souvislost s mirou
lipoperoxidace na konci podavani latek, coz piili§ nesvédéi o pfimém a kauzalnim vztahu tohoto jevu ke
kardiotoxicite, ktera je ve stejném obdobi v DAU skupin¢ jiz evidentni. V nasi piedchozi studii nebyla
dokonce mezi témito parametry nalezena zadna souvislost (Popelova a kol. 2009). Pozorovany protektivni
ucinek DEX vi¢i DAU navozené lipoperoxidaci myokardu 1 naristu oxidovaného glutathionu
V nasledujicim obdobi FU naznacuji, ze prooxida¢ni zmény maji spiSe pozdni a sekundarni charakter, nez
aby byly pfimymi a primarnimi determinanty rozvoje poskozeni myokardu v Casn¢jSich fazich rozvoje
kardiotoxicity. Odlozena kardioprotektivni intervence byla v prevenci vySe zminénych patologickych jevi
méng¢ u¢inna, coz by mohlo vysvétlovat i zaznamenané vyssi hodnoty markerti oxida¢niho stresu.

Dale jsme zjistili, Ze v zavislosti na uzitém schématu podavani byl DEX schopen zabranit ANT
navozené aktivaci genové exprese HO1 a dalSich enzyml a proteini spojenych s degradaci hemu
v myokardu LK, pfi¢emz zaroven inhiboval 1 negativni vliv cytostatika na mitochondrialni syntézu hemu.
Exprese HO1 muze byt aktivovana oxida¢nim stresem prostiednictvim Nrf2 kaskady (Baird a Dinkova-
Kostova 2011). Protoze vsak tato kaskada nebyla v nasich experimentech vyznamné ovlivnéna, zaméfili
jsme se na moznou roli transkripéniho faktoru HIF1a v indukci exprese potencialné protektivniho HO1
(Peers a Steele 2011). Nase vysledky ukazuji, ze exprese HIF1a i jeho mnozstvi v nuklearni frakci je pfi
opakovaném podavani ANT vyrazné zvysena a protekce pomoci DEX tomuto jevu piredchazi.

Casna kardioprotektivni intervence byla téZ u¢inng&j§i v ochrané myokardu pfed DAU navozenym
poklesem mnozstvi mitochondrii, poklesem mtDNA a poruchou exprese podjednotek dychaciho fetézce
(mtDNA i nDNA kédovanych). Na rozdil od studie Lebrechta a kol. (Lebrecht a kol. 2007) jsme ovSem
nepotvrdili, ze by kardioprotektivni uc¢inek DEX souvisel s protekci mitochondrialni DNA pied navozenim
tzv. béznych delecnich mutaci. Protoze DEX piedeSel i zménam v expresi transkripéniho faktoru TFAM
avobdobi FU i1 NRFI, nelze vyloucit, ze kardioprotektivni U¢inek je spojen s prevenci poruchy
vV mitochondrialni biogenezi. Nedavna pralomovéa prace pak naznalila pfimou souvislost patogeneze
chronické ANT kardiotoxicity s molekulou Top2P a naslednou poruchou mitochondridlni biogeneze
(Zhang a kol. 2012). Geneticka delece Top2P totiz navodila rezistenci myokardu vici toxicit¢ ANT
a predesla poruse v mitochondrialni biogenezi. V tomto kontextu je tfeba poznamenat, ze DEX je znamym
inhibitorem obou izoforem Top2 a pfedchozi experimenty ukéazaly, ze expozice DEX vede ke sniZeni
mnozstvi proteinu Top2b v bunikach (Lyu a kol. 2007). Tato data tedy naznacuji mozny alternativni
mechanismus kardioprotektivniho G¢inku DEX.

Vysledky dosazené v ramci této dizertacni prace poskytuji nové dulezité poznatky o molekularnich
déjich, které souvisejici s rozvojem chronické ANT kardiotoxicity a DEX navozené kardioprotekce. Dalsi
detailni studium téchto dé&ji by mohlo vyznamné posunout hranice porozuméni mechanismim
zodpovédnych za vznik chronické ANT kardiotoxicity a kardioprotekce pomoci DEX, a pfispét tak
k optimalizaci moznosti farmakologické ochrany myokardu v klinické praxi.
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ZAVERY

Opakované podavani daunorubicinu vedlo k rozvoji systolické dysfunkce, ktera v obdobi
nasledného sledovani po ukonceni expozice cytostatikem (follow up) progredovala do méstnavého
srdeCniho selhani spojeného s vyznamnou dilataci levé komory. Tato data tedy potvrzuji,
ze poskozeni myokardu antracykliny je do znacné miry ireverzibilni.

Vzestup plazmatickych koncentraci srde¢niho troponinu T pozorovany v pribéhu podévani
daunorubicinu dokladd postupné posSkozeni kardiomyocytli v zavislosti na kumulativni davce
cytostatika, zatimco pfetrvavajici zvySené koncentrace v nasledném obdobi nasvédcuji tomu,
7e toxické poSkozeni myokardu pokracuje i nékolik tydnti po ukonéeni expozice daunorubicinem.

Podavani daunorubicinu bylo spojeno s prooxidacnim ptisobenim v myokardu, zvlasté¢ pak v obdobi
po ukonceni expozice daunorubicinem, nicmén¢ malo tésna ¢i chybé&jici asociace marker
oxidacniho stresu s parametry toxicity nenasvédcuje piimé exekutivni uloze globalniho oxida¢niho
stresu v rozvoji chronické antracyklinové kardiotoxicity.

Chronicka daunorubicinova kardiotoxicita nebyla spojena s koordinovanou aktivaci antioxida¢ni
a cytoprotektivni drahy fizené Nrf2; tento transkripCni faktor patrné¢ nesehrava vyznamnou roli
Vv rozvoji toxického poskozeni myokardu antracykliny.

Daunorubicinem navozené poskozeni mitochondrii, oxida¢ni fosforylace a sniZzeni exprese
podjednotek komplexti dychaciho ftetézce, jakoz i dalSich mitochondridlnich proteinii nebylo
provazeno aktivaci protektivni kaskddy mitochondridlni biogeneze. Naopak byly patrné znamky
utlumu této drdhy, zvlasté v prabéhu nésledného sledovéani, coz by mohlo souviset s progresi
toxického poSkozeni a rozvojem srde¢niho selhani v tomto obdobi.

Ob& schémata podavani dexrazoxanu dokéazala zabranit rozvoji tézkych forem méstnavého
srdecniho selhani a pfedéasnym Ghynim pokusnych zvifat, nicméné U€innost obou
kardioprotektivnich intervenci byla vyznamné odlisna.

Casna kardioprotektivni intervence pomoci dexrazoxanu byla schopna zcela zabranit vzniku
degenerativnich zmén v myokardu, vzestupu srdecnich troponintt T v plazmé a rozvoji systolické
I diastolické dysfunkce levé komory.

Odlozena kardioprotektivni intervence pomoci dexrazoxanu (od kumulativni davky 300 mg/m?
daunorubicinu) byla proti tomu vyznamné mén¢ u¢inna z hlediska vétsiny studovanych parametri.
Ziskané vysledky dokumentuji, ze tento pfistup pouze brani dalsi progresi uvedenych zmén smérem
K méstnavého srde¢niho selhani, nicméné myokard jiz muze trpét vyznamnym subklinickym
poskozenim.

Kardioprotektivni ucinek dexrazoxanu nebyl asociovan s vyznamnou zménou markeru oxidac¢niho
stresu na konci expozice daunorubicinem, nicméné signifikantni ucinek dexrazoxanu na
lipoperoxidaci myokardu byl pozorovan az v obdobi po ukonceni expozice cytostatikem. Tato data
napovidaji tomu, ze mechanizmus kardioprotektivniho u¢inku dexrazoxanu nemusi pifimo souviset
s ochranou pred oxidaénim stresem navozenym daunorubicinem a Ze tento d¢j miZe mit spiSe
sekundarni vyznam v rozvoji chronické antracyklinové kardiotoxicity.

V zavislosti na pouzitém schématu podavani dexrazoxanu bylo mozné piedejit daunorubicinem
navozenému zvySeni exprese hemoxygenazy 1 v myokardu levé komory, pficemz tento jev by mohl
souviset s aktivaci transkripéniho faktoru HIF1a. Uloha HIFla a hemoxygenazy 1 proto zasluhuje
dalsi studium.

Dexrazoxan byl schopen zabranit daunorubicinem navozenému poskozeni mitochondrii a porucham
v expresi podjednotek dychaciho fetézce kddovanych nuklearnim i mitochondridlnim genomem.
Vysledky této prace nepodporuji hypotézu, ze by mechanizmus kardioprotektivniho ucinku
dexrazoxanu byl zalozen na prevenci poskozeni mitochondrialni DNA pied tzv. béznymi delecemi
navozenymi opakovanym podavanim antracyklini.

OdloZena kardioprotektivni intervence dle soucasnych klinickych doporuceni miize byt proto
Z hlediska kardiovaskularniho rizika suboptimdlni a evidentné nedovoluje plné¢ vyuzit
kardioprotektivni potencidl dexrazoxanu. Vzhledem k tomu, Ze dostupné informace nepotvrzuji
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negativni vliv dexrazoxanu na protinadorovy ucinek antracyklind v klinické praxi, data obsazena
v této dizertatni praci by mohla ptispét k odborné diskuzi o optimalizaci schématu podani
dexrazoxanu.

Kardioprotektivni uc¢inek dexrazoxanu si zasluhuje dal§i studium, nebot muze byt klicem
k pochopeni mechanizmi zodpovédnych za rozvoj antracyklinové kardiotoxicity a mohl by pfispét
k vyvoji novych G¢innych strategii pro ochranu myokardu pied timto poSkozenim.
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11 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALAS1 - y-aminolevulatsyntaza 1; ARE - Antioxidant Response Elements; ANT - antracyklinova
antibiotika; ANT1 - adeninnukleotidtranslokaza 1; BVR A - biliverdinreduktaza A; COX1 - mtDNA
kodovand podjednotka komplexu IV dychaciho ftetézce; COX4A1 - DNA kdédovana podjednotka
komplexu IV dychaciho fetézce; cTnT - plazmatické koncentrace srdecniho troponinu T; CuZnSOD -
cytosolicka forma superoxiddismutazy; DAU — daunorubicin; DEX — dexrazoxan; DOX — doxorubicin;
dP/dtmax - index kontraktility LK ziskany katetrizaénim vySetfenim levé komory; dP/dtmi, - index relaxace
LK ziskany katetrizacnim vySetienim levé komory; FU - follow up — obdobi nasledného sledovani po
ukoncCeni expozice cytostatikem; GLCC - katalytickd podjednotka y-glutamylcysteinligazy; GPx —
glutathionperoxidaza; GR — glutathionreduktaza; GSH - redukovana forma glutathionu; GSSG - oxidovana
forma glutathionu; GST - glutathion-S-transferaza; HIF1a - hypoxia inducible factor 1 alfa; HO1 -
hemoxygenaza 1; KEAP - Kelch-like ECH-associated protein 1; LK - leva komora; LVFS - frak¢ni
zkraceni levé komory; LVEDD - rozmér levé komory na konci diastoly; LVESD - rozmér levé komory na
konci systoly; MDA — malondialdehyd; MnSOD - mitochondrialni forma superoxiddismutazy; mtDNA -
mitochondridlni deoxyribonukleova kyselina; ND1, ND4 - mtDNA kodovana podjednotka komplexu I
dychaciho fetézce; nDNA - nukledrni deoxyribonukleovd kyselina; NDUFS2 - nDNA kdédovana
podjednotka komplexu I dychaciho fetézce; NOX - NADPH-oxidaza, NQO1 - NAD(P)H:
chinonoxidoreduktaza 1; Nrf2 - Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2; NRF1 - nuklearni respira¢ni
faktor 1; 0-108 - pyridoxal 2-chlorbenzyoylhydrazon; PGCla - PPAR vy koaktivator 1 a; PIH - pyridoxal
2-chlorbenzyoylhydrazon; PPAR - peroxisome proliferator-activated receptor; ROS - reaktivni formy
kysliku; SIH — salicylaldehydisonikotinoylhydrazonu; TFAM - mitochondridlni transkripéni faktor A;
Top2a a B - topozsomeraza I — izoformy o a
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