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1. Souhrn

V této dizerténi praci byly studovany: 1) potenciélikardioprotektivni dinky deferipronu
na modelu daunorubicinem navozené chronické kamdimty u kraliki, 2) tloha apoptotické
burg¢né smrti pi rozvoji antracyklinové kardiotoxicity, 3) kardiamektivni &inky dexrazoxanu
viéi chronické antracyklinové kardiotoxigit se zansfenim na ochranu kardiomyoéyt
pied programovanou bs&nou smrti a oxidénim stresem a 4fasovy sled zen vybranych
parametit v pribghu rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicity.

Na leukemické bustné linii bylo ukédzéno, Ze deferipron (1-30@mol/l) nesniZuje
protinadorovy dinek daunorubicinu, naopakipysSich koncentracich deferipronu byla pozorovana
sumace antiproliferativnich¢inktt obou latek. Ve vlastni kardioprotektivni studiiak$ podani
deferipronu nezabranilo daunorubicinem navozenétatis; srd€éni dysfunkci, morfologickym
zmeéndm v myokardu, néstu srdéniho troponinu T a stejrtak peroxidaci lipid v myokardu. Tyto
vysledky kontrastuji sipdeslymi pozitivnimi z&ry in vitro studii, a tudiz znaé méni dosavadni
pohled na deferipron jako na potencidlni kardiogktttum Wici antracyklinové kardiotoxickt
Ziskané vysledky spate¢ s pedchozimi nalezy navic naznai, Ze role Zeleza a jeho chelatace
pfi antracyklinové kardiotoxicé je mnohem sloZ¥Si nez se dosudiedpokladalo a Ze se mohou
do rozvoje tohoto patologického stavu zapojovatSidainechanismy, nezavislé na Zelezem
katalyzované tvorbreaktivnich forem kysliku.

Studium apoptotické bénné smrti nain vitro modelu antracyklinové kardiotoxicity odhalilo,
Ze jiz velmi nizké koncentrace antracyklifsnadno dosazitelné v klinické praxi) spoleéihavozuji
tento typ bus¢né smrti. V souladu s literarnimi Gdaji bylo zji$o, Ze @i zvySeni koncentrace
daunorubicinu nad @mol/l pravdépodobr zatina grevazovat neprogramovana (nekrotickd) dsma
smrt nad apoptotickou. Byla prokdzana i dawkaavisla zvySena aktivita kaspaz 3 a 9, coz
nazn&uje (East vnitni (mitochondridlni) apoptotické cesty a jejilekitou roli v programované
burgéné smrti navozené daunorubicinem u H9c2 &unVngSi cesta a cesta spojend
s endoplazmatickym/sarkoplazmatickym retikulem agrati tomu nezdaji byt zapojeny.

Podani dexrazoxanu dokazalo velrgining zabranit daunorubicinem navozenéntadsasnému
Uhynu zvfat, rozvoji systolické dysfunkce a zvySeni plazoigith koncentraci srdeich troponir.
Dexrazoxan vyznamn chrénil kardiomyocyty fed progresivni degeneraci a jejich naslednym
zanikem neprogramovanou smrti. Podani dexrazoXa@nprbkazatekzabranilo rozvoji remodelace
myokardu levé komory navozené daunorubicinem. Rofoylo ukazéno, Ze dexrazoxan chrani
kardiomyocyty ped programovanou b&mnou smrti zgsobenou antracykliny. Daunorubicin navodil
komplexni apoptotickou signalizaci, fipemz dexrazoxan dokézalc¢iané blokovat vSechny
vyznamné spoudti cesty apoptotické kaskady. Tato studie ukazadnhibice apoptézy tize byt
vyznamnou sotasti kardioprotektivniho dinku dexrazoxanu d&i antracyklinové kardiotoxicl
Navic bylo zjiS¢no, Ze potlaeni lipoperoxidace nemusi hrat zdsadni Ulohu v i@prdtekci
navozené dexrazoxanem. Tato data tedy podporujasnau vyzvu k fehodnoceni klasické “ROS
and iron hypothesis” patogeneze antracyklinové ikéwgicity a mechanisiin kardioprotekce
navozené dexrazoxanem.

V zawredné ¢asti byl poprvé zdokumentovan dynamicky rozvoj ftmikh, morfologickych a
dalSich zmin v myokardu levé komory v fibéhu rozvoje daunorubicinové kardiotoxicity.
Od 8. aplikace cytostatika (kumulativni davky 40@/mf) byl zaznamenan signifikantni pokles
systolické funkce levé komory spoteé se zvySenim plazmatickych koncentraci tropdnan
rozvojem pokreilych degenerativnich zén myokardu. Analyzy s jednotlivymi substraty
specifickymi pro #@zné matrixové metaloproteindzy poskytly obdobné ledlsy s tendenci
ke zvySeni jejich aktivity v prvni fazi pokusu, rédnou stabilizaci a signifikantnim vzestupem
aktivity v zawru experimentu. $Fejni roli Ize pisoudit fredevsim aktivik MMP-12. V polovirg
rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicity bykzaznamenano vyznamné zvySeni madrker
oxidainiho stresu. DalSi vyvoj paramietroxidainiho stresu nazidaval, Ze zminy nemaji
kumulativni charakter a Ze jejich maximalni iirp'edchazi systolické dysfunkci levé komory a
vyznamnym morfologickym zémam. Tyto vysledky tedy naz&igi, Ze oxid&ni stress rize byt
spiSe spoudtim nez exekutivnindinitelem v rozvoji chronické antracyklinové kardistcity.
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2. Summary

In this Ph.D. thesis, following aims were addressiBdpotentially cardioprotective effects of
deferiprone on the model of daunorubicin-inducetbolt cardiotoxicity in rabbits, 2) the role of
apoptotic cell death in the development of anthcheyg cardiotoxicity, 3) cardioprotective effects o
dexrazoxane against chronic anthracycline cardicitgxwith a focus on rescue of cardiac myocytes
from programmed cell death and oxidative stresd,4rstaging of myocardial changes in the time-
course of chronic anthracycline cardiotoxicity depenent.

First, using the leukemic cell line, deferiprone3d0 umol/L) was shown not to blunt the
antiproliferative effect of daunorubicin. Instead{ higher concentrations of deferiprone, the
augmentation of antiproliferative actions of botlyeats was observed. However, in the
cardioprotective study deferiprone failed to affs@nificant protection against daunorubicin-
induced mortality, cardiac dysfunction, morpholagiccardiac deteriorations, plasma cardiac
troponin T rise as well as myocardial lipoperoxidat This finding contrasted with previous positive
outcomes ofn vitro studies. Hence, this study changes the current eredeferiprone as a potential
cardioprotectant against anthracycline cardiottyxicin addition, these results, together with our
previous findings, further suggest that the rol@af and its chelation in anthracycline cardiotityi
is not as trivial as originally believed and/or ethmechanisms unrelated to iron-catalyzed ROS
production might be involved.

The study on apoptotic cell death usingvitro model of anthracycline cardiotoxicity revealed
that at the lower (clinically relevant) concentoat of daunorubicin induced this mode of cell death
Furthermore, it has been observed that non-progeingnecrotic) cell death may prevail in the
higher daunorubicin concentration (abovarBol/l), which is in line with previously reportedat.
This study revealed also dose dependent increasigeimctivity of caspases 3 a 9. Hence, these
outcomes suggest that intrinsic (mitochondrial)mptic pathway is pivotal in daunorubicin-induced
programmed cell death in H9c2 cell line. Extrinsod endoplasmic/sarcoplasmic reticulum
pathways seem to not be involved in this process.

Dexrazoxane was capable of fully overcoming preneatieath of animals, development of
systolic dysfunction and plasma cardiac troponiss. Dexrazoxane was found to rescue the cardiac
myocytes from the progressive degeneration and ecpresitly non-programmed cell death.
Furthermore, this effective cardioprotection wasoagted with protection of the left ventricular
myocardium from remodeling. For the first timehis been demonstrated that dexrazoxane is able to
protect cardiomyocytes against anthracycline-indugoptotic cell death. Dexrazoxane was clearly
shown to effectively suppress the complex apop®itinaling triggered by daunorubicin. Hence, this
study pointed out on inhibition of apoptosis asubssantial part of cardioprotective action of
dexrazoxane against anthracycline cardiotoxicitprédver, it was revealed that overcoming of
lipoperoxidation need not play a key role in demsane-afforded cardioprotection. Furthermore,
these findings underline a recent call for rewigjtithe traditional “ROS and iron hypothesis” of
pathogenesis of anthracycline cardiotoxicity and clmaaisms of dexrazoxane-afforded
cardioprotection.

Finally, in this work the dynamic changes in funotl, morphological and other parameters in
the time-course of anthracycline cardiotoxicity elepment were for the first time followed.
Significant decrease of the left ventricular syistélinction together with plasma cardiac troponins
rise have been observed, starting by tHeafiministration of daunorubicin (cumulative dosé 40
mg/nf). Analyses with individual substrates specific tfferent matrix metalloproteinases led to
analogous outcomes suggesting a trend to MMPsitgclevation with the start of the study,
subsequent stabilization and significant MMPs dtgtivise at the end of the experiment. The
principal role is likely to be attributable to adty of MMP-12. In the second part of the experipen
significant elevation of oxidative stress markeeswdocumented. The character of changes of these
parameters strongly suggested that these altesatiom not cumulative with the maximum being
present before the left ventricular systolic dystion and morphological deteriorations. These
outcomes suggest that oxidative stress might bieeratriggering than executive factor in the
development of chronic anthracycline cardiotoxicity
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3. Uvod do problematiky

Antracyklinova antibiotika (ANT) jsou povazovana jeaina z nejéinngjSich cytostatik,
kterd byla dosud zavedena do klinické praxe. Tativd jsou uzivana od #atku 60. let
pii 1é¢beé fady hematologickych a solidnich malignitjqgmz v rekterych chemoterapeutickych
rezimech stale zaujimaji vyhradni postavenifnagkarcinomu prsu nebo akutnich leukéniif
Kratce po zavedeni do klinické praxe se bohuZelzalka Ze kardiotoxicita fiedstavuje
vyznamnou limitaci v jejich uZiti Byly popsany étyti zakladni formy kardiotoxicity
antracyklini. Mezi nejzavaz§jsi pati chronicka forma, ktera se objevuje ke konci teragebo
nékolik tydnt az ngsicl po jejim ukoweni. Riziko rozvoje chronické kardiotoxicity a jeji
zavaznost zavisiipdevSim na dosazené kumulativni davce antradykfmo tuto formu je
charakteristicka ireverzibilni ztrata myofibril, toplazmaticka vakuolizace a degenerace
kardiomyocyt, které mohou vyustit v dilatai kardiomyopatii a #stnavé srdéni selharff °.

V poslednich letech byla popsana i pozdni forma Atdidiotoxicity, kterd se rozvijidhem
nékolika let az desetileti po ukdeni chemoterapie a je obda@brzavisla na dosaZzené
kumulativni davce antracyklin Vzhledem k Usgchu protinadorové by uiady malignit
détskych pacierit prestavuje tento typ dalSi zavazny klinicky probléreba’ miZe ohroZovat
zdravi a/nebo kvalitu jejich Zivota v daspsti® ’.

Navzdory mnoha hypotéz&ni neni resny mechanismus patogeneze ANT kardiotoxicity
dosud znadm. Néastji je spojovan s nadémnou produkci kyslikovych radikil(ROS), které
vznikaji za katalytického ifspeni volnych, redox# aktivnich ionti Zeleza. V literatte jsou
popsany dva zakladni mechanismy tvorby ROS pedstctvim molekuly antracyklifu®
Jedna hypotéza vychazi ze schopnosti ANT vazatévainty Zeleza uvnitkardiomyocyi
za tvorby komplek ANT-Fe*, které podléhaji kaskadovité reakci vedouci kiwaextrémrs
reaktivnich hydroxylovych radikél V druhém pipace molekula ANT umoituje tvorbu
superoxidovych radikél prostednictvim redoxni cyklizace chinonového/semichingim
kruhu jejich aglykonu. Vznikly superoxid dismutuja peroxid vodiku, ktery nasletiastupuje
do Haber-Weissovy reakce katalyzované pnadnymi ionty Zeleza. Vysledkem je &tvorba
toxickych hydroxylovych radikal které svym fisobenim poskozuji t&h vSechny bu&né
struktury - lipidy, proteiny, nukleové kyselifiy> *3 Cyklicky charakter reakci spolu s péms
malymi zasobami firozenych antioxidait v myokardu tak mohou byt dgodem
ireverzibilniho poskozeni srdce s potenai&mtalnimi nasledky pro pacierifa

Vzhledem k tomu, Zze ANT navozuji ireverzibilni pogkni srdce, je&decka pozornost
soustedsna na zamezeni vzniku této iatrogenni komplikacex@é nadje byly a stéle jsou
vkladany do farmakologické kardioprotekceshBm uplynulych let byly testovany stovky
potenciélnich protektivnich latEk'’, nicmér jedinym I&ivem s jednoznmé prokdzanym
aginkem v preklinickych i v klinickych studiich je Bezoxan (DEX, ICRF-18#} % DEX je
prol&ivo, které je uvnit kardiomyocy enzymaticky hydrolyzovano na aktivni metabolit
ADR-925, ktery se svoji strukturou podoba chelafiau ¢inidlu EDTA. Za protektivni Ginky
DEX jsou povazovany préwhelaté&ni viastnosti jeho metabolitu, diky nimz dokaze ioat
ionty Zeleza z komplexu s ANT a/nebo vazat volregjoxré aktivni ionty Zelezagimz
zabraiuje jejich Gasti i tvorbs kyslikovych radik&i®®. V souasnosti je DEX podavan pouze
u malého procenta paciénpodstupujicich Ebu ANT. Divodem omezeného uzivanéiia je
pravdipodobré vyskyt nezadoucichéinki (predevsim myelosuprese) a jeho vysoka tena
Ze studie publikované kolektivem Swain et al. nawfestala otazka, zda DEX také negativn
neovliviiuje protinddorovou dinnost antracyklin®. Ackoliv po zpstné analyze vysledkbyla
tato moZnost vyvracefa coZ dokladaji i nové klinické studfe obava z mozné interference
s protinadorovym &inkem ANT stale fetrvava. Proto je stéle vysoce aktualni snahaezeal
nového, vysoce dinného a bezpmého kardioprotektiva, které by zaravenegativi
neovliviiovalo protinadorovoudinnost cytostatika.
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Na zéklad teoretickych pedpoklad a pedchozich vysledk in vitro a ex vivo
experimeni se vhodnou alternativou k DEX jevil novy perogjmodavany chelator Zeleza —
deferipron (L1). Toto l&vo je registrovano v &kolika zemich k 1ébé beta-talasemie, resp.
stawi spojenych s jetizenim organismu Zelezem. Jedna se o reativialou lipofilni
molekulu, ktera rychle pronika do kardiomyoity zde vaze volné ionty Zeleza a odsije je
z komplexi ANT-F€®* 25 V in vitro podminkach byla zji8ha protekce izolovanych
neonatalnich potkanich kardiomyoiryit1 viiéi poskozeni navozeném doxorubicifémleho
kardioprotektivni potenciél byl dale podeo studii provedenou na spontérijicich sinich
exponovanych doxorubicifli PrestoZe se L1 zd4 byt slibnym kandidatem na uZibhasti
kardioprotekce, dosud nebyly dostupné Zadné infoentgikajici se jeho kardioprotektivniho
ptisobeni na vhodnéim vivo modelu chronické ANT kardiotoxicity.

JeS¢ pred rekolika lety byla ANT kardiotoxicita hlavh spojovana s navozenim
oxidaéniho stresu a z toho plynouciho poSkozeni biomadléktici v progresivni degeneraci a
neprogramovanou smrt kardiomyoiryt® Tento pohled se ale v poslednich leteatazensnit.
Objevuje se stéle vice praci poukazujicich na mozilohu apopt6zy ip ANT navozeném
zaniku kardiomyocy’®3® V literatite Ize nalézt jednuin vitro studii provedenou
na izolovanych potkanich kardiomyocytech, kterana&zje, Ze modelové kardioprotektivum
DEX by mohl chrénit kardiomyocyty pr&v vici tomuto zpisobu butiéného zanike?. Dosud
vSak nebyla publikovana data z podminek chronickgliicky relevantnihan vivo modelu.

Pro lepSi pochopeni multifaktorialni patogenezeuctoké ANT kardiotoxicity by zajisté
prispelo sledovani dynamiky &li, které nakonec vyudsti v Klinicky obraz chronické
antracyklinové kardiotoxicity. V klinické praxi tbylo dosud studovano pouze omezetoz
souvisi s obtiznou dostupnosti myokardialnich vioredindi exponovanych zné
kumulativni davce ANT. Biopticky a histologicky ottbmaterialu je zatizeradou komplikaci
jako nap. kvalita, dostupnost, mnoZstvi a reprezentativmdrakter vzorku, a proto se dnes
provadi jen ve vyjiméych gipadech. S ohledem na tato fakta se jevi pouziéementalniho
modelu jako velmi vhodnarijezitost ke studiu vlivutrzné kumulativni davky cytostatika a
¢asového sledu furtkich, morfologickych a dalSich 2mv myokardu levé komory v fibéhu
rozvoje chronické ANT kardiotoxicity. Takové schémakusu by mohlo vyznaminprispst
k pochopeni podstaty patogeneze chronické ANT ktoglicity a pof. pii nasledném vyvaoji
novych &innych kardioprotektiv.

4. Cile dizertaéni prace

= Studium potenciakh kardioprotektivnich &nka Klinicky uzivaného chelatoru Zeleza
deferipronu na modelu chronické antracyklinové la@okicity u kralika

= Uvodni in vitro studium vyznamu apoptotické bné smrti v antracyklinové
kardiotoxicit

= Studium kardioprotektivnich ¢inkti dexrazoxanu ®i chronické antracyklinové
kardiotoxici€ in vivo se zamienim na ochranu kardiomyodytpied apoptotickou
buns¢nou smrti a oxideim stresem

= Sledovani dynamiky furdnich a morfologickych z&m v pribéhu rozvoje chronické
antracyklinové kardiotoxicity ve vztahu k remodélaxyokardu a oxidé&nimu stresu



5. Metodiky

Pokusy na Grovniin vitro

Antiproliferativni studie s buné&énou linii HL-60: Ve spolupraci s Doc. PharmDr.
T. Siminkem, Ph.D. (FaF HK) byl studovan vliv L1 na antifferativni (&inky DAU

s uzitim leukemické buwiné linie HL-60 (ATCC). L1 byl pouzit v koncentrahic
1-300 pmol/l, zatimco u DAU byla zvolena koncengrak2 nmol/l (elCsy). Na zaer
pokusu byla stanovena viabilita kit

In vitro model antracyklinové kardiotoxicity: je zalozen na pouziti b&mé linie H9c2
odvozené od potkanich staéch myoblast (ATCC) (Doc. PharmDr. T. Sitmek, Ph.D.,
FaF HK). Rist burgk byl zastaven vygnou kultiva&niho média za bezsérové 24 hdeéd
zatdtkem pokusu. DAU byl pouzit v koncentracich 0,fif8ol/l (n=4).

Stanoveni viability bunék: bylo provedeno s 0,4% trypanovou miodPaiet prezivsich
burgk byl zjis&n pomoci Blurkerovy koirky pod s¥ételnym mikroskopem.

Hodnoceni apoptézy u H9c2 bugk: Apoptoticka buscna smrt byla hodnocena pomoci
imunochemické detekce fragmentace DNA (Cell DeatiteBtion ELISANYS Roche
Diagnostics) a pomoci stanoveni aktivity jednottivkaspaz (viz nize).

Pokusy na Grovniin vivo

Pokusna zviata: kralici, Cingila velka, samci (vychozékesna hmotnost 3,5 kg).
Anestézie:kombinovana anestézie ketamin (50 mg/kg i.m.) aamothm (1,25 mg/kg i.m.),
pouze v pipack invazivniho néieni pentobarbitalova anestézie (30 mg/kg, i.v.).

Model chronické antracyklinové kardiotoxicity u kralika: zalozen na opakovaném
podéni DAU (3 mg/kg i.v., 1x tydf) po dobu 10 tydir™ 34

Davkovaci schémata studovanych latekPro studium potencialnich kardioprotektivnich
Gginka byl L1 p.o. podavéan v 0,5% karboxymethylcelul6zeldvce 10 a 50 mg/kg vzdy
45 minut ged DAU (n=8). U nejvyssi davky L1 (tj. 50 mg/kg)lhodnocen i vliv samotné
latky na kardiovaskularni parametry (n=6). Dexram@okyl podavan i.p. v davce 60 mg/kg
30 minut ged DAU (n=8). Vysledky byly porovnany s kontrolfdupinou (fyziologicky
roztok 1 mil/kg i.v., n=8). VSechny latky byly apdikany 1x tyd#& po dobu 10 tydin
Pro sledovani dynamiky zm vybranych paramedir v pribéhu rozvoje chronické
antracyklinové kardiotoxicity (,staging“) bylo utieno 9 skupin kralik (po n=6), kt& byli
exponovani i#zné kumulativni davce DAU (3 mg/kg, tj. 50 md/itv.). Zvirata byla
usmrcena za 24 hodin nebo za 7 ¢ho kumulativni davce cytostatika 50, 150, 250, 400
500 mg/m. Vysledky byly porovnany s parametry ngenymi u intaktnich zvat (n=6).
Hodnoceni celkové toxicity V pribéhu pokusu byly sledovany zmy v chovani zit,

v piijmu pitné vody a potravy,ipzivani, resp. igckasny thyn zvat. Jednou tydhbyly
zaznamenany aktualni hmotnosti kralik

Méreni funkénich kardiovaskularnich parametrii: Echokardiograficky byla v gbéhu
pokusu hodnocena systolicka shdie funkce levé komory. Pomoci M-mdéd zaznamu
parizeného z parasternalniho zobrazeni levé komorjouhé ose byly zjighy rozngry
srdce na konci diastoly a systoly, z kterych bypa¢geno frakni zkraceni levé komory.
Na konci pokusu byla katetrizovana leva komora axest. carotis pomoci Micro-Tip
Pressure Catheter a byl hodnocen index gR/dtj. maximalniho vzestupu tlaku v levé
komare v isovolumické fazi systoly. Kro¥nuvedeného parametru byla zaznamenéna i
srdeéni frekvence a fimérny tlak krve va. femoralis

Stanoveni srdé€nich troponini: Plazmatické koncentrace troponinu T a | byly etemy

v pribéhu pokusu pomoci Elecsys Troponin T STAT Immunoag&oche Diagnostics),
pop. ADV AXSYM troponin | Immunoassay (Abbott) na Ustaklinické biochemie a
diagnostiky FN HK.



Hematologické a biochemické vyséeni krve: V odebrané krvi byly stanoveny na Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky a Ustavu klinickéematologie FN HK zéakladni
biochemické a hematologické parametry.

Pitva a posmrtné ohledani:Po gedavkovani zvat pentobarbitalem, resp. depkasreé
uhynulych zviat, byla provedena pitva. Byl hodnocen vyskyt vighov dutirg brisni,
hrudni a v perikardu, iftomnost makroskopickyietelnych abnormalit. Pro histologické
zpracovani byl pizen transverzalniez pravou a levou komorou srdce. Zbyvajiast levé
komory byla Soko¥ zmraZzena a homogenizovana v tekutém dusiku a aolgi -80°C.
Histologické vySeteni: Odebrané vzorky byly fixovany ve 4% neutralnimnialdehydu.
Byly piipraveny sériefezi, piicemz dvatezy byly obarveny hematoxylin-eosinem a
Massonovym modrym trichromemii ttezy byly pouzity pro zngni TUNEL metodou.
Jedeniez byl vybran pro hodnoceni kolagenu v myokardié lkemory technikou Picro-
sirius Red (Doc. MUDr. Y. Mazurova, CSc., Ustauvtblsgie a embryologie LF HK)
Stanoveni kolagenniho profilu levé komory Byl hodnocen profil kolagennich protéin
levé komory, jenz byl vyja@n na mnoZzstvi stanoveného hydroxyprolinu v jednath
frakcich protein® (Doc. MUDr. M. Adamcova, Ph.D., Ustav fyziologi€ IHK).

TUNEL Assay: Parafinovérezy myokardu byly pouzity pro zéeni TUNEL metodou
pomoci In situ Cell Death Detection Kit AP (Rochead@nostics). Byly ptizeny
fotomikrografie tkaw (celkové z¥tSeni 200x) pomoci mikroskopu Olympus AX7
vybaveného digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (VitgaCorp.). Kvantitativni analyza byla
provedena pomoci programu NIS-Elements (Labordtoaging). Vysledny péet TUNEL
pozitivnich jader byl vztaZen na Mkans levé komory.

Stanoveni aktivity kaspaz: Aktivity kaspaz 3/7, 8 a 9 byly stanoveny v myokargvé
komory (pop. v buré¢né kultde H9c2) pomoci sét Caspase-Glo Assays (Promega)
ve spolupraci s Mgr. P. HaSkovou (FaF HK). Aktivkaspazy 12 byla stanovena pomoci
setu Caspase-12 Fluorometric Assay Kit (BioVision).

Hodnoceni markeni lipoperoxidace Celkovy malondialdehyd v myokardu levé komory
byl stanoven pomoci HPLC metody ptegchozi derivatizaci 2,4-dinitrofenylhydrazin®m
(Ing. M. Hroch, Ustav farmakologie LF HK). 4-HNE Ibstanoven s imunohistochemickou
detekci v parafinovychiezech myokardu levé komory ve spolupraci s doc. MUD
Mazurovou, CSc. (Ustav histologie a embryologie HR). Rezy byly znaeny mysi
monoklonalni protilatkou proti 4-HNE (Oxis Int.) asli sekundarni protilatkou
konjugovanou na biotinu (Jackson Immuno Res.)

Stanoveni glutathionu v myokardu levé komory bylo provedeno pomoci HPLC metody
zalozené na selektivni fluoresc¢en detekci jeho oxidované a redukované formy
(Ing. M. Hroch, Ustav farmakologie LF HK).

Stanoveni aktivity matrixovych metaloproteinaz v mykardu: Aktivita Zelatinaz byla
stanovena pomoci setu MMP Gelatinase Activity As&aty (Chemicon) ve spolupraci
s Doc. MUDr. M. Adamcovou, Ph.D. (Ustav fyziologid= HK). Aktivita MMPs byla
stanovena pomoci dvou fluoreséeh kit SensoLyteTM 570 Generic MMP Assay Kit
(Anaspec) a SensoLyte™ 520 MMP Assay Kit (Anaspgeckérii 6 substriatdle postupu
vyrobce.

Statisticka analyza: Statistické vyznamnosti byly stanoveny neparovyNOVA testemgci
parovymt-testem (SigmaStat 3.5). Koretd analyzy byly provedeny Pearsonovou nebo
Spearmanovou metodou (SigmaStat 3.5). Explorastatistické metody byly provedeny
v programu STATISTICA Cz.



6. Vysledky

6.1. Studium potencialné kardioprotektivnich G ¢inkd chelatoru Zzeleza deferipronu
na modelu chronické antracyklinové kardiotoxicity ukralika

ProtoZe perspektivni kardioprotektivum by rionmit negativni vliv na protinadorovou
Gcinnost cytostatika, byl nejprve studovatingk deferipronu (L1) na DAU navozenou inhibici
proliferace nadorové bgdné linie HL-60. Samotny L1 v nizkych koncentrac(¢h30 pmol/l)
nevykazoval statisticky vyznamnyifek na proliferaci nadorové linie, zatimco ve \gBS
koncentracich X100 umol/l) ji vyraz@ snizoval. B spole&né inkubaci buék s L1 v rozpgti
klinicky relevantnich koncentraci (1-300 pumol/l)C&AU chelator v nizkych koncentracich
statisticky vyznam# neovliviioval protinddorovy &nek cytostatika, zatimco fip vySSich
koncentracichX10 pumol/l) gisobil synergicky.

Na zéklad téchto vysledk jsme gistoupili ke studii potenciath kardioprotektivnich
einka L1. V této¢asti byl L1 p.o. podavan ve dvou davkach 10 a 5tkggzdy 45 minut
pied DAU (po n=8). V naSich podminkach bylo po opam podani DAU pozorovana
18% mortalita. Spolmé podani L1 vdavce 10 mg/kg a DAUrekvapive navodilo
25% mortalitu. DalSi 5-nasobné zvySeni davky cbelavedlo k jedt casrgjSimu Uhynu zuat
mezi 3. a 5. tydnem pokusu. Tato mortalita pgediobré souvisela s vyskytem extrakardialni
toxicity. V DAU skupirg a v kombinani skupiré s vySSi davkou L1 (50 mg/kg) bylglésné
hmotnosti signifikanté nizSi v porovnani s kontrolni a deferipronovou gkou a nebyla
zaznamenana tendence ke zvySeni hmotnostibélpn pokusu. Po podéani nizsi davky L1
(10 mg/kg) bylo u zvat zjiSeno signifikantni zvySenitesné hmotnosti, nicménv porovnani
s kontrolnimi hodnotami byly hmotnosti stale vyzmgnsnizeny. B posmrtném ohledani
zvitat z DAU skupiny byly nalezeny vypotky v dutibiiSni a hrudni a makroskopické &ny
v kiife ledvin. Pitevni nalez v obou kombéméch skupinach L1+DAU neobsahoval Zadné
odlisné zmény, které by nebylyiitomné v samotné DAU skupin

Frakeni zkraceni levé komory bylo statisticky vyznamsnizeno v DAU skupih jak
ve srovnani s pg@tesni hodnotou, tak i s kontrolni skupinou. U obou kdmaénich skupin
L1+DAU se hodnoty fraéniho zkraceni levé komory vidséhu celého pokusu signifikarin
neliSily od DAU skupiny (obr. 1A). Katetrizai vySeteni systolické srdmi funkce provedené
na konci pokusu odhalilo obdobné vysledky v DAU mka a L1+DAU skupinach. Mezi
skupinami nebyly nalezeny Zadné statisticky vyznamneny v indexu kontraktility levé
komory (dP/dt.y obr. 1B).

< kontrola =@ L110 mglkg+DAU B 1500
O L150mg/kg HE- L150 mg/kg+DAU % 1250
-A DAU s
45 2 1000 KL
"éi kL kL
0 § 750
- 5 5001
X 35 o
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# & & F FF
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Obr. 1. Systolicka funkce levé komory hodnocenachpkardiograficky v pib¢éhu pokusu a B) katetrizae
na konci pokusu. Statistickd vyznamnost (ANOVA, Q%0v porovnani s kontrolni (k), deferipronovoy (L
skupinou a parovy t-test (p<0,05) v porovnani ggpeni hodnotou (*).

Podani DAU vedlo i k postupnému fétu plazmatické koncentrace stdeho troponinu
T, ktery od 8. tydne pokusu byl statisticky vyznamarySen v porovnani s patesni hodnotou.
Podobné zrny v koncentracich troponinu T byly nalezeny v okombinanich skupinach.
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VySe ziskanym vysledin odpovidal histopatologicky nélez v myokardialnictorcich.

V kontrolni a deferipronové skuginbyl odhalen tért srovnatelny morfologicky obraz.
Ojedirgle byla patrnd osamocena mista &ua mirrgjSimi morfologickymi znénami. Naopak
opakované podani DAU navodilo typické loziskovékmz®ni myokardu levé komory vedouci
az k bugcné smrti. V obou kombiriaich skupinach L1+DAU byl nalezen podobny charakter
myokardialnich zrén jako u DAU skupiny. Toxické posSkozeni ve skupgnizsi davkou L1
bylo o réco mért vyjadrené, zatimco po vyssi davce L1 sesmynv myokardu velmi podobaly
zmgnam navozenym samotnym DAU.

Bylo stanoveno vyznamné zvySeni celkového MDAZZ(® uzivaného markeru
lipoperoxidace) v myokardu levé komory po opakovargpdani DAU. V obou kombirtaich
skupinach L1+DAU jsme igkvapiv zjistili pouze nesignifikantni pokles tohoto matke
v porovnani s DAU skupinou (obr. 2A).

Pti stanoveni obsahu Zeleza v myokardu levé komobylgenalezeny zadné signifikantni
rozdily mezi DAU a kontrolni skupinou (2,2+0,2 pigplersus 2,5+0,4 umol/g). Vyznamn
vySSi hodnoty byly nadieny po podani samotného L1 v davce 50 mg/kg anebgelm
kombinaci s DAU (4,2+0,7 umol/g a 4,9+0,5 pmol/g05), nicméns u kombin&ni skupiny
s niz8i davkou L1 k vyznamnému zvySeni nedoSlatB3tumol/g).

ﬁ
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Obr. 2. A) Mnozstvi celkového malondialdehydu edridtkani levé komory. Statistickd vyznamnost (ANOVA
p<0,05) v porovnani s DAU skupinou (d). B) Analydavnich komponent vSech hodnocenych cick,
biochemickych a hematologickych paranie{5 prongnnych) u 5 skupin pokusnych ;ati Zkoumané
skupiny: kontrolni ), L1 (O), DAU (4), L1 10+DAU (+) a L1 50+DAU (@).

Po podani DAU byly zji&hy signifikantni zminy u biochemickych paramétr
souvisejicich s renalnim poSkozenim (havySeni kreatininu) a s poSkozenim metabolismu
lipidt. Podobné vysledky byly popsany i u komkgmzh skupin L1+DAU. Podani DAU vedlo
i k vyznamnému poklesu ptu erytrocyfi a trombocyi a ke sniZzeni koncentrace hemoglobinu
a hematokritu. WtSina hematologickych paramétméla podobny trend dhem studie i
v kombina&nich skupindch L1+DAU. Podani samotného chelatoemslo vyznamny vliv
na jednotlivé hematologické i biochemické parametry

U DAU skupiny bylo v porovnani s kontrolni a defginovou skupinou nalezeno zavazné
poskozeni parenchymu ledvin v podobintersticialni tubularni nefritidy. Podobny
morfologicky nalez byl nalezen i u ocbou komhinich skupin L1+DAU, ficemz ve skupi&

s niz8i davkou chelatoru byly Zmy mensiho rozsahu i intenzity, i kdyz jizevnatantlbyla
piitomna i u této skupiny. Histologické vyBati jater odhalilo fevazg mérg vyznamné
zmeény u DAU skupiny. U skterych zvfat byla nalezena tukova degenerace a jen misty
centroacindzni nekr6za hepatacyt¥i srovnani experimentalnich skupin nebyly shledany
vyznamné rozdily mezi DAU a éma kombin&nimi skupinami L1+DAU.

Na zawr byly vysledky podrobeny analyze hlavnich kompdreehierarchické shlukovaci
analyze. V zavislosti na 25 premmych byly sledované objekty (n=42) ze vSee¢ti pkupin
rozckleny do dvou fetelrt odclenych shluk. V prvnim shluku (l) byli zahrnuti kralici
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z kontrolni a deferipronové skupiny, zatimco krglikkombin&nich skupin L1+DAU a DAU
skupiny jsme nalezli v druhém shluku (Il) (obr. 2B)

6.2. Uvodni in vitro studium vyznamu apoptotické buméné smrti v antracyklinové
kardiotoxicit &

Davkow zavisla cytotoxicita byla zji8ha po 24-hod inkubaci b&&é kultury H9c2
s DAU v Klinicky relevantnich koncentracich (0,4sBhol/l). NejvyrazrjSi pokles v dsledku
cytotoxického vlivu DAU byl pozorovan mezi konceatemi 0,3 a lumol/l. U nejvySe
zvolené koncentrace DAU (@nol/l) dosahovala viabilita bk 25,0+2,7 % hodnoty kontrolni
skupiny. Hodnota 1€ byla spétena na 0,4@&mol/l.

Byl zaznamenam statisticky vyznamny imstr fragmentace DNA u této b&imé linie
inkubované 24 hod siznymi koncentracemi DAU,iitemZ nejvyssi piet fragmeni DNA byl
zjiStén pii inkubaci burk s koncentraci Jumol/l DAU. Pi nasledném zvySeni koncentrace
DAU na 3umol/l byl sledovany prudky pokles imunochemickéignalu (obr. 3A).

S uZitim bugéné linie H9c2 byla provedena i analyza aktéfiti kaspaz majicich zasadni
Ulohu @i intraceluléarni signalizaci vedouci k apoptotitkénsené smrti. 24-hod inkubace H9c2
burgk s DAU (v koncentracich 1 a 8nol/l) vedla k signifikantnimu zvySeni aktivit k&&p3 a
9, zatimco aktivita kaspaz 8 a 12 nebyla zvySeba @B).
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Obr. 3. Stanoveni apoptézy pomoci A) imunochemigtékce fragmentace DNA a B) stanoveni aktivity
kaspazy 3 po 24-hodinové inkubaci H9c2 dkus daunorubicinem (0,1 — 3 pmol/l). Statistickanamnost
(ANOVA, p<0,05) v porovnani s kontrolni skupinoy (*

6.3. Studium kardioprotektivnich G ¢inki dexrazoxanu wi¢i chronické antracyklinové
kardiotoxicit € in vivo se zanéfenim na ochranu kardiomyocyfi pfed apoptotickou
bunéénou smrti a oxidanim stresem

Studium bylo uskut®éno u nasledujicich skupin: daunorubicinova (DAU §/kg, i.v.,
1x tydre po 10 tydr, n=11), kontroIni (fyziologicky roztok 1 mi/kgyi, 1x tydré po 10 tydi,
n=8) a dexrazoxanova (DEX+DAU), které bylo podavétioicky uzivané kardioprotektivum
dexrazoxan (60 mg/kg, i.p. 30 miteg DAU, 1x tyds po 10 tydii, n=8).

V kontrolni skupig nebyl zaznamenan Uhyn #af a jejich dobré prospivani se projevilo
postupnym ndistem €lesné hmotnosti v ibéhu pokusu (3,50+0,03 a 4,64+0,13 kg¢atak
versus konec pokusu; p<0,01). Opakované 10-tydgswdavani DAU vedlo naopak
v 11-ti¢lenné skupia ke dwéma gedtasnym Uhyam. U této skupiny nebyly sledovany ani
vyznamné zriny v glesné hmotnosti (3,45+0,07 a 3,47+0,23 kgarek versus konec pokusu;
ns.). Behem pitvy byly nalezeny znamky &stnani krve, tj. itomnost masivniho vypotku
v dutiné hrudni (giblizng 60 ml u dvou zvht) i kisSni (25 a 35 ml). VSechna zafa
z DEX+DAU skupiny pezila az do konce pokusu. | vtéto skupise Elesnd hmotnost
statisticky vyznam# zvySovala v pibéhu pokusu v porovnani s eini hodnotou
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(3,50+0,07 a 3,99+0,07 kg, &#ek versus konec pokusu; p<0,05§i pitvé nebyl nalezen
Zadny vypotek v dutibiisni ani hrudni.

Od 8. tydne pokusu byl echokardiograficky odhaleagpesivni a statisticky vyznamny
pokles frakniho zkraceni levé komory v DAU skupin(37,1+1,1 % po 8. aplikaci DAU,
31,6+2,3 % na konci pokusu vs. aeini hodnota 42,9+0,5 %, p<0,05). V této skupbyl
zZjiStén i pokles kontraktility levé komory (773,6+46,4.\1s158,3+76 kPa/s v kontrolni skupjn
p<0,05). Na druhou stranu vysledky oboéiemi srdéni funkce dokumentovaly u DEX+DAU
skupiny obdobnou systolickou funkci levé komory gaki kontrolnich zwat (dP/df..
1145,7+76,1 vs. 1158,3+76 kPa/s v kontrolni sképks: 41,9+1,1 vs. 42,310,6 % {@eni
hodnota, ns.).

Opakované podani DAU vedlo Kk statisticky vyznamnémuySeni plazmatickych
koncentraci troponinu T a | stanovenych na kondiuga v porovnani s kontrolni skupinou
(cTnT: 0,172+0,042 vs. 0,014+0,010 ng/ml v kontfadkupirg, p<0,05 a cTnl: 1,792+0,301
vs. 0,278+0,096 ng/ml v kontrolni skupjnp<0,05). Naproti tomu kardioprotekce navozena
DEX byla spojena i se signifikantnim poklesem obaodgnich market k hodnotam zjig#nym
u kontrolni skupiny (cTnT: 0,005+0,003 ng/ml, resInl: 0,255+0,061, ns.).

Histologické hodnoceni myokardu DAU fai zdokumentovalo typické loziskové
poskozeni levé komory. Tyto Zmy zahrnovaly ¥zné stups burs¢né degenerace vedouci
k neprogramované batmé smrti. Takto postizené kardiomyocyty podléhalyndsnému
edému a progresivni desintegraci. Byla patrna nayana fibrotizace tk&n Reparativni proces
se vyzngoval tvorbou kolagenu | a lll,igemz typ Il byl tvden zejména na Zatku hojeni,
zatimco typ | kolagenu byl typicky pro pokil® stadium reparace. Podani DEXetelrg
zabrénilo vSem vySe uvedenym &mam navozenych DAU, histologicky nélez v levé kaeno
se vyznamaé neliSil od kontrolnich zvat.

U kontrolnich zvfat byl zaznamenan pouze velmi malyw@oTUNEL-pozitivnich jader
v hodnocené ploSe myokardu. Na druhou stranu 1€ntyid podavani DAU jednozie
navodilo nabiist paitu TUNEL-pozitivnich jader oproti kontrolni skuginVétSina TUNEL
pozitivnich jader byla nalezena v kardiomyocytechkterych nebyly pozorovany typické
degenerativni zgmy, pog. tyto zn€ny byly pritomné jen v p&ateinim stadiu. V DEX+DAU
skupirg byl pozorovan pokles gtu TUNEL-pozitivnich jader tégt k hodnotam stanovenym
u kontrolnich zuiat (obr. 4A). Korelani analyza odhalila vyznamny vztah mezi timto
parametrem apoptézy a systolickou funkci levé kgniB~0,665, p<0,0001).
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Obr. 4. A) Kvantitativni analyza TUNEL assay. Bl}ivita kaspazy 3/7 v myokardu levé komory. Stakiéti
vyznamnost (ANOVA, p<0,05) v porovnani s DAU skupid).

Ve sho@ s vysledky TUNEL assay bylo zj&to, Ze podani DAU vedlo k statisticky
vyznamnému zvySeni aktivity exekutivnich kaspaz @/porovnani s kontrolni skupinou,
pficemz podani DEX jed kazdou davkou ANT dovedlo komplétgmto znménam zabranit
(obr. 4B). Podani samotného DAU vyznamovlivnilo i vSechny hlavni apoptotické
signaliz&ni cesty v myokardu levé komory. Byla z§iSa aktivace kaspaz reprezentujicich
vnitini cestu (kaspaza 9), &j8i cestu (kaspaza 8) i cestu spojenou se ER/®Resir (kaspaza
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12). DEX velmi @&inn¢ zabranil aktivaci vSech uvedenych apoptotickycst.ddebyly zjiSény
Zadné rozdily v proteolytické aktiditjednotlivych kaspaz mezi kontrolni a DEX+DAU
skupinou. Obdobh jako u TUNEL metody aktivity kaspaz signifikaitra velmi &sns
korelovaly se systolickou sréief funkci.

U DAU zvirat byla stanovena zvySena koncentrace celkového MDwyokardu levé
komory. Podani DEX nebylofekvapiw spojeno s vyznamnym poklesem celkového mnoZzstvi
MDA. U této skupiny byly hodnoty MDA té#i srovnatelné s hodnotami n&f@nymi
u samotné DAU skupiny (obr. 5A)fiFkorelani analyze nebyl nalezen vyznamny vztah mezi
myokardialni koncentraci MDA a levokomorovou systau funkci (R=-0,224, p=0,258).
Tyto vysledky potvrdilo i hodnoceni dalSiho markesaroxidace lipid (4-HNE). V DAU
skupirg byla nalezena vyznardrevySena imunoreaktivita na 4-HNE v porovnani stiani
skupinou. Srovnatelnd intenzita signalu jako u DAdkupiny byla pozorovana také
v DEX+DAU skupirg.

V DAU skupirg byla zjiS&na signifikant@ zvySena koncentrace GSH v porovnani
s kontrolni skupinou, nicmémnoZstvi GSSGistalo zachovano na hodnotéach srovnatelnych
s kontrolnimi zvfaty. V souladu se zvySenym mnozstvim redukovarmayfaraistalo v DAU
skupirg i mnozZstvi celkového glutathionu. Obdobny trenkbja DAU skupiny byl nalezen i
ve skupir, kde byl podavan DEX spdles s DAU. Hi analyze vysledk s glutathionem jsme
se zandrili i na poner jeho GSSG/GSH, ktery ivie nazn&vat miru tendence ke tvartROS.
Mezi experimentalnimi skupinami nebyl nalezen Zaarzgil (obr. 5B).
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Obr. 5. A) MnoZstvi celkového malondialdehydu p@jer GSSG/GSH u jednotlivych zaf v srdeni tkani
levé komory. Statisticka vyznamnost (ANOVA, p<OyGfrovnani s kontrolni skupinou (k).

V zavislosti na hodnocené systolické funkci levémkoy, plazmatickych koncentraci
srde&nich troponifi, markefi apoptézy a lipoperoxidace byla vSechna hodnocerizata
rozdslena pomoci explorativnich statistickych analyz dimu Zetelrs odclenych shluk.
V prvnim shluku byli zahrnuti kralici z kontrolniGEX+DAU skupiny, zatimco zvéta z DAU
skupiny jsme mohli nalézt v druhém shluku. BénmvSechna zvata z DAU skupiny se
vyskytovala v tomto shluku az na vyjimku dvokegiasré uhynulych jeding, u kterych bylo
sledovano nejvyznandjsi srd€ni posSkozeni. Explorativni statisticka analyza tdfikovala
aktivity kaspaz jako parametr s n&fim vlivem na shlukovani zt.

6.4. Sledovéani dynamiky funkénich a morfologickych znén v priabéhu rozvoje chronické
antracyklinové kardiotoxicity ve vztahu k remodelaé myokardu a oxidaénimu stresu

Behem studie byl fitomen progresivni pokles parametru kontraktiléyd komory (index
dP/dt..). U zvitat, kterd byla usmrcena 24 hod po 8. aplikaci DAuUnfulativni davka
400 mg/m), byl jiz pokles indexu dP/gt, statisticky vyznamny v porovnani s kontrolni
skupinou (obr. 6A). Byl nalezen i vyznamny vztahzmsystolickou funkci levé komory a
dosazenou kumulativni davkou DAU (R=-0,745, p<0000
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S poklesem funkce levé komory korespondovaly i iplaizcké koncentrace sré@ho
troponinu T a |, které se vyznamhavySovaly od stejnéh&asového intervalu (8. tyden) oproti
kontrolnim hodnotam (cTnT: 0,047+0,020 ng/ml vs.002+0,001 ng/ml a cTnl:
1,41+0,60 ng/ml vs. 0,22+0,07 ng/ml, p<0,01). Neszdprovedena koretai analyza odhalila i
vyznamny vztah mezi éma srdénimi markery (R=0,817, p<0,0001).
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Obr. 6. A) Kontraktilita levé komory a B) celkovatigita MMP-12 a 13 v pibéhu rozvoje chronické
antracyklinové kardiotoxicity. Statisticka vyznasin@NOVA, p<0,05) v porovnani s kontrolni skupigu

Do 5. tydne (kumulativni davka DAU 250 mgjmbyly zaznamenany mirné 2my
v morfologii srdce v porovnani s kontrolni skupino@jedirtle se vyskytovalo jemné
intersticidlni vazivo, které bylo t¥eno olma typy kolagenu | a lll. Kvyrazsim
morfologickym zngndm dochéazelo aZ od 8. aplikace DAU. V myokardesté komory, které
byly odebrany za 24 hod po 8. aplikaci DAU (kumiviat davka 400 mg/f), byly
zaznamenanyaegné stupd burs¢né degenerace. VysSiiifpmnost zelenych retikularnich
vlaken ukazovala na patek procesu hojeni, které je typické pro typ bldgenu. V gkterych
mistech byla patrna Zlizbarven&erstva kolagenni viakna odpovidajici paliemu stadiu
reparace. P porovnani myokanil odebranych za 24 hod a za tyden po 8. aplikaci OojU
zjiStén nepatrny rozdil v histologickém nalezu. ZvySos@lpdet burgk podléhajici degeneraci
a nasledné neprogramované &imé smrti. Polarizované &lo odhalilo i postupné vyzravani
kolagenu. Bylatastji patrna silgjSi zluta kolagenni vlakna. DalSi zvySeni kumulatidavky
vedlo k vystupovani zngn v morfologii levé komory (kumulativni davka DAWS mg/nf).
Na konci pokusu bylo jiz zdokumentovano typické idkdvé poskozeni levé komory
charakteristické pro chronické podavani ANT. Rolsjéh loziska odurfelych burk byly
nahrazovana fibrotickou tkani, coz se v polarizémars\tle projevilo zvySenou ffiomnosti
¢ervenych kolagennich vidken (typ | kolagenu).

V myokardu levé komory byl hodnocen i profil kolagéch proteif. Celkové mnoZzstvi
hydroxyprolinu se zvySovalo viiéhu rozvoje antracyklinové kardiotoxicity,fipemz jiz
po prvni aplikaci DAU bylo statisticky vyznamrnvyssi v porovnani s kontrolni skupinou.
Pti analyze jednotlivych frakci nebyla odhalena émm v mnozstvi hydroxyprolinu
u rozpustnych kolagennich protéjnzatimco ve frakci nerozpustnych kolagennich pnéte
dochazelo k jeho zvySovani. Mnozstvi hydroxyprolintéto frakci bylo statisticky vyznamin
zvySeno opt jiz po prvni aplikaci DAU.

Byl piekvapi¥ odhalen signifikantni pokles celkové aktivity 2eldz od 3. tydne podéani
DAU. Mezi aktivitami stanovenymi ve vzorcich odefjeh za 24 hod a zatyden po dané
aplikaci DAU byl nalezen rozdil, figemz u vzork odebranych v pozSim intervalu byl
patrny ukity rostouci trend v jejich aktiwt Aktivita dalSich MMPs byla stanovena s uzitim
SensoLyte™ 570 MMP Assay Kit, ktery zahrnuje specipro MMP-1, 2, 7, 8, 9, 10, 13, 14.
V pribéhu rozvoje chronické DAU kardiotoxicity jsme nezammenali pokles v celkové
aktivitt MMPs, naopak aktivita vySe uvedenych MMPs stagl@o®eaaz na konci pokusu doslo
k jejimu signifikantnimu zvySeni. Vedle toho jsmeugili i SensoLyte™ 520 MMP Assay Kit
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se sérii 6 substri@t Diky substratu specifickému pouze pro MMP-13 jsganamenali
signifikantni zn&nu v jeji aktivie az na Uplném konci pokuswkaliv v prvni fazi experimentu
se také jevila uita tendence k jejimu zvySeni. S pouzitim dalSibbsgatu s roziténou
substratovou specifitou 0 MMP-12 se stalaéam v 3. tydnu v celkové aktivit MMPs
signifikantni a pedevsim byla navdetekovana konzistentrzvySena aktivita na konci pokusu
(od 8. tydne). Substrat se specifitou dale tergiu o MMP-7 po¥kud pozménil charakter
detekovanych z#m. Trend ve zvySeni aktivity v prvni fazi pokusumigel a doSlo
k signifikantnimu zvySeni celkové aktivity MMPs vuthé polovig experimentu. Navic byl
poprvé rozpoznan &ty rozdil mezi aktivitami nagfenymi ve vzorcich odebranych za 24 hod.
DalSi substrat se specifitou razfiou o MMP-1 a 8 poskytl téfh identické vysledky
s p‘edchozim substratem, coZz nenaz@ zasadni podikthto MMPs. Posledni dva pouZité
substraty s jiz posmne Sirokou substratovou specifitou poskytly obdobgéledky s tendenci
ke zvySeni aktivity v prvni fazi pokusu, naslednstabilizaci a signifikantnim vzestupem
v zawru pokusu. Celkovy trendfipominal zn&ny v aktivit hodnocené pomoci substratu
specifického pro MMP-12 a 13 (obr. 6B).

V pribéhu rozvoje chronické ANT kardiotoxicity byly hodremy rekteré markery
oxidatniho stresu. Jiz po 1. aplikaci DAU dochazelo ktistiaky vyznamnému néstu
mnozstvi MDA v srdéni tkani levé komory oproti kontrolnim hodnotam. j\W&si zvySeni
peroxidace lipid bylo zaznamenano iz po 5. aplikaci DAU (kumulafidavka 250 mg/Ap.

S dalSimi zvySujicimi se kumulativnimi davkami DAtbchazelo k poklesu celkového
mnoZstvi tohoto markeru, nicm&feho hodnoty &staly po celou dobu statisticky vyznagnn
vySSi v porovnani s kontrolni skupinou (obr. 7A).pNbéhu rozvoje chronické ANT
kardiotoxicity nebyla zji%na zadna zgmna v koncentraci GSH v myokardu levé komory
pfi porovnani s kontrolni skupinou, naopak rozdiljybgaznamenany u koncentrace GSSG.
Od 5. aplikace DAU (kumulativni davka 250 md)rdochazelo ke zvySeni tohoto parametru,
které od 8. tydne pokusu (kumulativni davka DAU 4@@/nf) bylo statisticky vyznamné.
Na konci pokusu byl aff detekovan pokles GSSG na hodnotu, ktera jiz rmeltatisticky
vyznamna v porovnani kontrolni skupinou. Obdobeydr byl nalezen i u stanoveného Eomn
GSSG/GSH (obr. 7B).
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Obr. 7. A) MnoZstvi celkového malondialdehydu adjer GSSG/GSH v srdai tkani levé komory v fibehu
rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicity.at@ttickd vyznamnost (ANOVA, p<0,05) v porovnani
s kontrolni skupinou (*).

Hodnoceni zékladnich biochemickych parafhetodhalilo nejvyznamgsi zmsny
v koncentraci kreatininu a celkového proteinu vldeé krvi. V porovnani s kontrolnimi
hodnotami byla prvni statisticka vyznamnost stanava zviat, kterym byla odebrana krev
24 hod po 5. aplikaci DAU (kumulativni davka 250/mg). Od 8. aplikace cytostatika se také
vyznamré zvySovala hladina cholesterolu a triacylglycéridByl stanoven sniZzeny pet
leukocyti a erytrocyll a snizena koncentrace hemoglobinu a hematokritéi té vSech DAU
skupin az na vyjimku prvni skupiny, ktera byla kena 24 hod po 1. aplikaci cytostatika.
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7. Diskuze

Kardiotoxicita pati mezi vyznamné limitace uziti ANT cytostatik v rkické praxi.
Vzhledem k tomu, Ze ANT navozuji ireverzibilni pozkni srdce, je pozornost sdeskna
na predchazeni této komplikaci. Z&reé nadje byly a stale jsou vkladany do farmakologické
kardioprotekce pomoci chelatozeleza. Jedinym &&vem s jednoznmé prokazanym €inkem
v preklinickych i v Klinickych studiich je DE® ° Zza protektivni dinky DEX jsou
povazovany pray chelaténi vlastnosti jeho hydrolytického metabolitu ADR®2liky nimz
dokaze odnimat ionty Zeleza z komplexu s ANT a/neémat volné, redoxnaktivni ionty
7eleza a tak zabiavat jejich &asti [ tvorbé ROS®. V sowasnosti je DEX podavan pouze
u malého procenta paciénipodstupujicich Eou ANT pravépodobré z divodu vyskytu
nezadoucichdinki a jeho vysoké ceRy

Na zaklad teoretickych pedpoklad a pedchozich vysledk in vitro a ex vivo
experimeni®® 2" byl jako vhodna alternativa k DEX zvolen novy péins podavany chelator
Zeleza — deferipron. Jedna se so Klinicky uzivédidvo, které je v gkolika zemich
registrovano k l&¢ beta-talasemie, resp. staspojenych s jfetizenim organismu ionty
Zelezd’. U této latky byl prokdzan ochrannycidek ped cytotoxickym psobenim
doxorubicinu na izolovanych neonatalnich kardionyyect?®. Kardioprotektivni potencial L1
byl dale podpten studii provedenou na spontémijicich sinich exponovanych ANT

Protoze potenciélni kardioprotektivum by n#on negativié ovliviiovat protinddorovy
winek ANT cytostatika, byla nejprve provedena studEmngtena na ovlivani
antiproliferativnich dinktt ANT. Podani samotného L1&o vyznamny antiproliferéni (inek
v koncentracich snadno dosaZitelnyclin vivo podminkact. P inkubaci bumtk s DAU
(c=ICsq) a mznymi koncentracemi L1 chelator nesnizoval protorady (tinek cytostatika.
Pri vySSich koncentracich L1 byla naopak pozorovamaage antiproliferativnichdinki obou
latek. Tyto vysledky byly v souladu gguichozimi studiemi zagenymi na protinadorové
aginky L1%® jakoz i dalSich latek chelatujicich ionty Zzef8za

Na podklad vySe uvedenych vysledikbyla nasledé provedena kardioprotektivni studie.
Jejim hlavnim cilem bylo zjistit, zda je L1 schomgbranit nebo alespaignifikantré omezit
rozvoj chronické ANT kardiotoxicity. Ve studii byl1 podavan p.o. ve dvou davkach
10 a 50 mg/kg 45 minipd kazdou aplikaci DAU. Podavani ani jedné ze staiapch davek L1
piekvapiv nezabranilo mortalitnavozené ANT. B vySSi davce L1 byl zaznamendéasrgjSi
Uhyn, ktery lze prawipodobrg vyswtlit vyskytem extrakardialni toxicity. Povahu této
extrakardialni toxicity se nam bohuzel ze ziskangtah nepodélo odhalit. Hematologické a
biochemické vySeéeni krve zvfat totiz neodhalilo zadné zasadni rozdily ve stadgeh
parametrech v porovnani s DAU skupinou a objektivnstologické vySéeni organ
uhynulych zviat bylo v mnoha fipadech znemoZno vyraznymi posmrtnymi zémami. Na
druhou stranu nizké koncentrace s$rdko troponinu T, které ipdchazely jednotlivym
Uhynim, divodns naznauji extrakardialni charakter toxicity.

JeS¢ vyznamejSi a gekvapiwgjSi bylo zjiS&ni, Ze podani L1 neochranilo myokard
pied ANT navozenym oxidaim stresem, levokomorovym poskozenim a &rte selhanim.
Pri hodnoceni lipoperoxidace byl nalezen statistiglggnamny naist MDA po opakovaném
podavani DAU. Ziskané vysledky byly v souladu stdpsou literaturou a trathim
konceptem antracyklinové kardiotoxidty2 L1 ani vjedné studované déavce prokazateln
nesnizoval navozenou lipoperoxidaci. Tato dateedy evidenta liSila od vysledk ziskanych
v ptedeslychin vitro a ex vivostudiicH® 2. Obs citované studie mohou mit véak vyznamné
limitace s ohledem na@nositelnost ziskanych dat do klinicky relevantitiace. V prvni
studii bylo s pouZitim EPR spektroskopie ukazamol - snizil tvorbu ROS navozenou ANT,
nicméré platnost tohoto nalezu nebyla potvrzena v biolkgic systému a fpdevSim
v chronickém schématu. V druhémipac je treba zdraznit, Ze myokardialni poSkozeni bylo
navozeno akutni expozici izolovanych smieh sini relativéa vysoké a klinicky nedosazitelné
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koncentraci doxorubicinu (3@mol/l). Sirg navic nep&t mezi vyznamné cile toxickéhaiaku
ANT, protoZe kardiotoxicitaéthto cytostatik postihuje zejména levou komoru &ndle

Neschopnost L1 efektignsnizit DAU navozenou kardiotoxicitu byla potvrzeméZ
funkénim vySetenim levé komory. Spaleé podani L1 s cytostatikem vedlo, obdékako
u DAU skupiny, k progresivhimu a signifikantnimu y#evani plazmatickych koncentraci
troponinu T, ktery je povaZovan za citlivy a sebekt marker srdéniho poskozef*°. Shoda
téchto vysledk byla dale podp@na histopatologickym vydenim myokardu levé komory.
Opakované podavani samotného L1 ve vysSi studodamée (50 mg/kg) bylo na druhou
stranu velmi dote tolerovano a u é&sSiny hodnocenych parameétmebyly zjiSény Zadné
abnormality, coZz korespondovaloraglou preklinickych hodnoceni provedenych u mnoha
jinych Zivatisnych druli*®. VySe uvedena tvrzeni byla &ena i pomoci dvou explorativnich
statistickych analyz, které prokazaly, Ze samotn{ beovliviuje kardiovaskularni,
hematologické a biochemické parametry a obdalparametry obecné toxicity.

Vysledky této studie tedy nazhai, Ze L1 nechranifpd chronickou antracyklinovou
kardiotoxicitou. V souvislosti s timto zjtim tu vyvstava &kolik otazek. Lze namitat, ze
selhéani L1 mze souviset s jeho malou nebo kolisavou biologiakastupnosti. U L1 byla vSak
prokazana velmi dobrd biologicka dostupnost po modani. L1 se ddb vstebava
z gastrointestinalniho traktu u lidi stéjmak i u kraliki*” 6 Davka acasovy odstup mezi
aplikacemi obou latek byly zvoleny v souladu s fakokinetickou studii provedenou
u krélika*’. Z této studie jsme odvodili, Ze koncentrace L¥azaijici signifikantni protekci
viici ANT kardiotoxicit nain vitro Grovn?® jsou v kralei plazne detekovany po vice nez
12 hod po jeho p.o. podani. V nasich experimentettsime vzit v Gvahu i potencialni
farmakokinetické interakce. Design studie a farnkirketické parametry obou pouzitych latek
véak tuto moznost s velkou prajdobnosti vyliuji‘® %

V predeslych pokusech bylo prokazano, Ze ,klasickyiatoe Zeleza, deferoxamin (DFO)
nechrani ui chronické ANT toxici& u spontané hypertenznich potkar'. Toto selhani Ize
pripsat jeho hydrofilni povaze, ktera omezuje jehtupsdo kardiomyocyit Na druhou stranu
s pouzitim naSehan vivo modelu jsme prokazali, ze lipofilni aroylhydrazegochelatory
Zeleza, odvozené od megké latky pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu, bylghepny zabranit
rozvoji antracyklinové kardiotoxicity, i kdyZ pouze velmi Gzkém davkovém rozmez7*
Obdobr jako u DEX a aroylhydrazonovych latek byl po pddéh prokazan rychly vstup
do kardiomyocyi®® % a zde efektivni odsti@vani ionfi Zeleza z komplex ANT-Fe** %6,
nicmérg narozdil od nich nechraniked poskozenim vyvolanym cytostatikem. NesouladchaSi
vysledki s vySe uvedenymi Gdaji naiyedl ke srovnani L1 s dalSim chelatory studovangani
podobném schématu. Ndidad lipofilni selektivni chelator Zeleza deferasi (ICL670),
navzdory své schopnosti rychlého prostupu dékpua (Einnému odnimani iofit zeleza
z komplexu ANT-F&, nenavodil protektivni @inek na stejnémin vitro modelu, ktery byl
pouZit i @i kardioprotektivni studii s L. Toto zjistni miZe vést k mySlence, e schopnost
latky chelatovat ionty Zeleza nemusi byt jedinynzhadujicim ¢initelem pro protektivni
winek. Rozdily v kardioprotektivnich vlastnostechtma byt gi¢itany i odliSnému pogmu,
ve kterém chelatory vazou volné ionty Zeleza. Ldkits ionty Zeleza komplexy v pam 3:1, a
tim i dana vt3i pravépodobnost nedostateého obsazeni viech vazebnych mist pr Be
mohla byt jednou z limitaci pouziti L1 v kardiope&tivni oblasti. Dale nelze vyl@ii, Zze L1
pies svoji dobrou prostupnost do shdieh burgk nemusi dosahnout zadouciho intracelularniho
kompartmentu a/nebo zde nemusi setrvavat po cetw gpotebnou k navozeni ¢inné
kardioprotekce. Pozorovany nedostate kardioprotektivni tinek L1 mize téZ znamenat, Ze
Zelezem katalyzovana tvorba ROS nemusi bytokdim a konénym exekutorem
zodpowdnym za chronickou ANT kardiotoxicitu. ROS mohowikat i bez pitomnosti iond
7elez&l. Proto tyto vysledky spale¢ s predeslymi nalezy podporuji moznost, Ze role Zeleza a
jeho chelataceipANT kardiotoxicit® je mnohem sloZi{Si nez se dosudiedpokladalo.
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Nesoulad naSich vysletlls pracemi jinych autértaké poukazuje na obtiznoseposu dat
zin vitro a ex vivokardioprotektivnich studiich do chronickyah vivo podminek, které blize
odrazeji ANT kardiotoxicitu pozorovanou v Klinickéaxi.

NaSe vysledky nazigji, Ze patogeneze ANT kardiotoxicityirre byt mnohem slo&sSi
nez se doposud myslelo. V naprostétSie piehledovych praci a ¢éebnic je ANT
kardiotoxicita tradiné spojovana s navozenim oxémého stresu a z toho plynouci progresivni
degeneraci a neprogramovanou smrti kardiomydcyf 57 S hlub$im pochopenim role
programované buxiné smrti u onemoemi srdce se vSak tento pohled v poslednich letech
zasadi zmenil®® %° v odborné literatte se objevuje stale vice praci poukazujicich nanmo?
Glohu apoptézy v rozvoji ANT kardiotoxicit§*> © i kdyZ historicky prvni studie zatfena
na tuto oblast dogfa k op&nému vysledkEr.

Uvahy o podilu apoptézy u ANT kardiotoxicity jsmatdi nejprve potvrdit na nasem
in vitro modelu, ktery je zaloZzen na pouziti kumé linie H9c2 odvozené od potkanich
embryonalnich srdmich myoblast. DAU v klinicky relevantnich koncentracich vykazdv
davkow zavislou cytotoxicitu, ficemz nejvyraz&si pokles viability busk byl pozorovan
mezi koncentraci 0,3 a fimol/l. Postupné sniZovani viability bylo doprovagestatisticky
vyznamnym nérstem fragmentace DNA. Jiz velmi nizké koncentracdTAspolehli¥
navozovaly apoptotickou b&&nou smrt, zatimco nasledné zvySeni koncentracebldsto
hraninich a supraterapeutickych koncentraci vedlo k gmkifragmentace DNA. Tento nalez
maze byt vys¥tlen tim, Ze fi takto vysoké koncentraci ANT jizipvazuje nekroticka btina
smrt nad apoptotickou, co? je v souladu s vyslegigdchozich pratd %2 S uZitim H9c2
burgk byla provedena i analyza aktivityi kaspaz majicich zasadni Ulohti imtracelularni
signalizaci vedouci k apoptotické kwné smrti. Vin vitro podminkach nebyla prokazana
aktivace vrjSi apoptotické cesty, coz iZe souviset s néfomnosti aktivovanych buk
intersticia a infiltrujicich bugk imunitniho systému. Obdobmebyla zdokumentovanaiast
ani recentt popsané cesty spo#sé tzv. ER/SR stresem, ktery je spojovan s aktikaspazy
12. Vysledky zn vitro Urovns nicmérg prokazaly davko¥ zavislou zvySenou aktivitu kaspaz 3
a 9, coz naznmje (ast vnitni (mitochondrialni) apoptotické cesty a jejilefitou roli v
programované buné smrti navozené DAU u této hbiné linie.

S ohledem na ziskané vysledkyn vitro arovre jsme se v nasleduji¢fsti zamdiili na
Ulohu programované a neprogramovanéébné smrti u chronické ANT kardiotoxicity vivo
a na jejich mozné ovlivimi podanim modelového kardioprotektiva DEX. DEX @eahy ped
kazdou aplikaci DAU zcela ochranil tafa ged gedtasny Uhynem a srdeim selhanim.
Ziskana data tak potvrzuji vyznamny kardioprotektipotencidl DEX, ktery je v souladu
s vysledky z pedchozich preklinickych a klinickych stutfii

Histologické hodnoceni v DAU skupirodhalilo zavazné loZiskové posSkozeni myokardu
levé komory. Tyto zrny zahrnovaly i#zné stupd buni¢né degenerace i@vazri
cytoplazmatickou vakuolizaci a progresivni ztratyofibril). Pokratilé degenerativni zémy
pak vedly k neprogramované kigné smrti. Pro takto postizené kardiomyocyty bylitiy
burgény edém a pozvolna b&na desintegrace. Ve stejnétase byly vyznamh zvySené i
plazmatické koncentrace stuého troponinu T a |. Histologicky byla zdokumerdoa
vyznamna fibrotizace tké&nV mistech, kde odutalé buiky tvorily rozsahlejsi lozZiska, byly
jejich zbytky nésled& nahrazeny fibrotickou tkani. Reparativni procesynaoval tvorbou
obou tym kolagenu, ficemz typ lll byl tvden zejména na Zatku hojeni, zatimco tvorba
kolagenu typu | byla typicka pro pokit& stadium reparace. DEX dokazatmto
morfologickym zmg¢nam Zetelrg zabranit, a to ve srovnatelném rozsahu jako rived
publikovanych pracicth ®* % DEX dale zamezil néstu plazmatické koncentrace obou
srde&nich troponir. PfestoZze pesny mechanismus uvmvani troponifi do krevnihoregiste
dosud nebyl jestzcela objastn, je tradéné spojovan s nekrotickou smrti kardiomyagykde
integrita cytoplazmatické membrany je naru8efaNa zaklad nizkych koncentraci troporin
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a zmirgéni degenerativnich zin Ize tedy odvodit, Ze DEX zabrénil i vyskytu negnramované
smrti kardiomyocyi navozené DAU. Tyto vysledky tak velmi debkoresponduji s Siroce
akceptovanym konceptem kardioprotekce navozené®®EX

Vedle tradéni cesty opirajici se o ANT navozenou a ROS zfedkbvanou bu&nou
degeneraci, ktera ivie vést k neprogramovanému zaniku kardiomyigcijgme se zasfili i
na moznou Ulohu programované (apoptotické) éboé@ smrti vtomto procesu. Na naSem
experimentalnim modelu bylo chronické podavani Dépjato se signifikantnim zvySenim
pottu TUNEL-pozitivnich busk myokardu levé komory a nistem aktivit exekutivnich
kaspaz 3 a 7, coz potvrzuje indukci apoptézy kangmcyti. Oba hodnocené apoptotické
parametry doke korelovaly s levokomorovou systolickou funkcednotlivych zvfat.

Ve vztahu k intracelularni apoptotické signalizagio v diive publikovanych pracich
nazna&eno, ze kifovou apoptotickou cestou u antracyklinové kardimitx je hlavre vnitini
mitochodrialni cesta (kaspaza®®p pogipads jinymi autory zmiovana vijsi receptorova
cesta (kaspaza ¥) Nase hodnoceni ukazalo na &asnou aktivaci obou signalnich cest
pti chronické ANT kardiotoxicit. Navic se nam potito popsat zapojeni dalsi signéini cesty
vedouci k apoptotickému zaniku kardiomydcylednalo se o cestu zpi@stkovanou kaspazou
12, ktera je v literarnich pramenech spojovan#temnosti ER/SR stresu. Aktivace této cesty
byla jiz dive popséana u ANT kardiotoxicity, nicmén vtomto gipads byla navozena
podanim jedné supraterapeutické davky doxorubifinMase vysledky byl v souladu i
s dostupnymi daty, ktera poukazuji na zavazny sthn&turalni a funéni inek opakovaného
podani antracyklihna ER/SR

V nasi studii bylo zji%no, Ze znaky vyznamné btimé degenerace a zvySena TUNEL
pozitivita byly velmi vyjime&né lokalizovany ve stejnych myocytechékoliv oba dje vedouci
k buns¢né smrti se vyskytuji s@asré v celém myokardu levé komory, typicky postihuji
rozdilné kardiomyocyty. Obeénse ukazuje, Ze apoptdza sehrava gnggznamnou Ulohu
uvnitt loZisek myocyi s pokrailymi degenerativnimi zgnami. Ackoliv se zdaji byt pokralé
degenerativni zemy vice vyjadené u zwiat s rozvinwjSi kardiotoxicitou, miru fispéni obou
procesi k rozvoji srdéniho selhani navozeného ANT nelze na zaklddstupnych dat
objektivre posoudit. Jefeba podotknout, ze zatimco apoptdza je komplakortena khem
nékolika hodin, degenerativni z2my probihaji zetelré pozvolrgji (nékolik tydni az nésia).

Na podklad vySe diskutovanych vysleélk dostupnych literarnich udajze konstatovat,
Ze k dispozici jsou po#nné jednozna&né dikazy o apoptdze navozené ANT. Nicriéstale
ziistavad nezodpa@zena dlezitd otdzka, zda-li kardioprotektivnicitek DEX zahrnuje také
ochranu ped apoptotickou smrti kardiomyodytDEX je tradéné povazovan za prodéo,
které je uvnit kardiomyocyl enzymaticky aktivovdno na chelat& Gcinny metabolit
ADR-925. Doposud byl protektivni¢inek DEX spojovan s ochranou kardiomyacyged
tvorbou ROS a naslednymi degenerativnimiézami kardiomyocyt, které mohou vyuUstit
v jejich spontanni zaniR ®8 Jedinain vitro studie provedena na izolovanych potkanich
kardiomyocytech naziaje, Ze pi klinicky relevantnich koncentracich ANT{re byt hlavni
gast protektivniho &inku DEX spojena i s ochranou staéch burtk pied apoptézott. Protoze
nebylo mozné vtomto stru formulovat definitivni zagry s ohledem na znamé problémy
s prenositelnosti dat ze studii provedenych nasboych kulturdch a absenci dat z chronického,
klinicky relevantnihoin vivo modelu, ¥novali jsme se této otdzce na naSenvivo modelu.
Zde jsme pomoci TUNEL metody jasprokazali, Zze DEX snizuje pet TUNEL-pozitivnich
jader, které vykazovalyifiomnost fragmentace DNA, na Urdiveéodnot kontrolni skupiny.
Tento vysledek byl vyznaminpodpden stanovenim aktivity kaspaz 3 a 7, které sehiravaj
.exekutivni* Glohu v apoptotické kask&dShoda obou vysledktedy naznéla, ze DEX je
schopen velmi &nn& zabranit apoptotické baéné smrti navozené ANT. V nésledujici fazi
nas také zajimalo, jakym &gobem DEX ovlivnil apoptotickou signalizaci spingiu DAU.
NaSe vysledky fekvapiv¥ ukézaly, ze DEX zabranil aktivaci vSech vySe tmmanych cest
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(zprostedkované kaspézou 8, 9 a 12). Tato schopnost Dibrazé spusii hned gkolika
signélnich cest pra¥godobré vyswtluje jeho celkovou antiapoptotickowianost a patré
vyznamnym zpsobem pispiva i k jeho celko¥ vysokému kardioprotektivnimu potencialu.
Zjisteéni, Ze vSechny parametry apoptdzy signifikénen Gzce korelovaly s levokomorovou
systolickou funkci u jednotlivych ztdt, dale podpidlo vySe uvedeny zav. DalSi informace
uréujici vztah mezi parametry apoptézy a ostatnimdetanymi parametry byly ziskany
pomoci dvou explorativnich statistickych analyztoranalyzy odhalily, Ze DEX #h jasnou
tendenci k omezeni apoptotické i neapoptotickéétiud smrti. Aktivity kaspaz byly navic
uréeny jako vyznamnéinitelé v grirozeném shlukovani jednotlivych #af, coz tak vyzdvihlo
apopt6zu na velmiidezity cil pro kardioprotektivni zasah DEX.

Ackoliv vysledky geswdcive prokazuji, ze DEX chrani myocytyqd neprogramovanou
a programovanou bgtnou smrti, mechanismy zodpminé za tyto &inky zistavaji neznamé.
Tradicné se hlavni tloha v rozvoji ANT kardiotoxicityipisovala tvorts ROS za katalytického
piispEni volnych iont Zelezd> ' Tuto teorii podporuje zjishi, Ze aktivni metabolit DEX
(ADR-925) odnimé ionty Zeleza z ANT-Fekomplexu a @inng tak brani tvorb toxickych
hydroxylovych radikal®®. Nage pedchozi pokusy vSak ukazaly, Ze struktuodlidné latky,
které snadno vstupuji do bikq s vySSi Gginnosti a selektivitou nez ADR-925 chelatuji volné
ionty Zeleza a kterésinng odnimaji ionty Zeleza z komplexu ANT¥emaji grekvapivé nizsi
& zadnou kardioprotektivnisginnost?>* ! Tato data nas jeSvice vedla k z&tru, Ze samotna
chelatace iorit Zeleza nemusi byt jedinym a/nebo hlavnim ukazatéiggSné kardioprotekce.

Proto jsme se v dal§@sti studie snazili zjistit, zda-li protektivnéiaek DEX ped ANT
navozenou programovanou i neprogramovanou smrtiidayocyti zahrnuje i ochranuipd
poskozenim vyvolanym ROS. V souvislosti s ANT jmevana nejstsi pozornost peroxidaci
lipida vedouci ke vzniku velkého mnozZstvi vysoce cytatkeh aldehyd, jako nap. MDA.
Pro stanoveni tohoto markeru lipoperoxidace bylaZfia HPLC metod®, kterou byly zjistny
zvySené hladiny MDA v myokardu Zeit po opakovaném podavani DAU. Tento vysledek byl
v souladu s mnoha literarnimi Gdaji a pang jasré ukazoval na fitomnost oxidaniho stresu
po podani cytostatika a nasledné lipoperaxidaposkozeni. Novym a zaraveznané
piekvapivym nalezem vSak bylo, Ze DEX tomutgi chezabranil. Obdobné vysledky byly
ziskany i s imunohistochemickou detekci dalSihokerar lipoperoxidace, kterym byl 4-HNE.
Pomoci tohoto fistupu jsme pozorovaliretelr® vySSi signal 4-HNE v myokardu DAU zaf.
Obdobné vysledky byly ziskany i u DEX+DAU skupir@bé metody tedy shodnpoukazuji
na zjevny nesoulad mezi tém Uplnym protektivnim &nkem DEX na ¥Sinu
kardiovaskularnich paraméta absenci jeho vyznamného vlivu na ANT navozereoxidaci
lipidt. Tento neporr ¢ast&ne potvrdila i koreléni analyza, ktera nenalezla vyznamny vztah
mezi celkovym mnozstvim MDA v myokardu pokusnychiav a systolickou srdai funkci
levé komory. Hodnoty MDA také velmi slalixorelovaly s aktivitou kaspazy 3 a nebyl nalezen
Zadny vztah mezi mirou lipoperoxidace a aktivitkaspaz vijSi i vnitini cesty.

V naSi studii jsme stanovili MDA v celothdvém homogenatu myokardu levé komory.
Na zaklad naSich vysledk tedy nenizeme vylodit moZznost, Ze ochrana DEX
pred poSkozenim navozenym ROS neni prifddspojend jen sdkterym z bugénych
kompartmeni. Na druhou stranu vysledky imunohistochemické ldmte 4-HNE
nenazn&ovaly, Zze by tomu tak #o byt. Proto se fiklanime k moznosti, Ze ¢nna
kardioprotekce navozena DEX primdrmemusi zaviset na ochkamied lipoperoxidaci
navozenou ANT. Nelze vSak vyldity Ze existuje kompartment, ktery vyznamnegispiva
k celkové hodngt tkaiového MDA, ale pitom mize byt kitovy pro osud srdmich burk
z hlediska ochranyipd tvorbou ROS a naslednou lipoperoxidaci membran.

S uzitim izolovanych potkanich kardiomyotyjsme v gedeSlych studiich ukéazali, ze
chelator Zeleza SIH ze skupiny aroylhydrazge schopny navodit signifikantni, nicmg&fen
¢asteénou protekci ped burénou smrti navozenou DAU. Je zajimavé, Ze tentoeRtivni
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(inek nebyl doprovazen vyznamnym snizenim lipoperao#?. Toto pozorovani bylo té7
v kontrastu s vysledky ziskanymi se stejnou latktiunavozeni oxidéniho stresu inkubaci
bunsk s peroxidem vodiKd “ Za &chto podminek bylo dosaZeno nejen vy$siho protedktos
Gcinku, ale i ténsi kompletni ochranyied lipoperoxidaci. V dalsi studii bylo ukazano DX
nezmirnil ani oxidani poskozeni vyvolané doxorubicinem u bemé linie A549°. | tato data
ukazuji, Ze ochrana srifdch burtk pired ANT kardiotoxicitou nemusi byt jednozma zavisla
na ochrad pred lipoperoxidaci.

V navaznosti na vySe uvedena fakta jsme sestikma stanoveni mnoZzstvi glutathionu
v myokardu levé komory jako jedné z hlavnich endmgeh latek, které slouzi k udrzeni
redoxni homeostazy kky. V DAU skupirg byla zjiS&na signifikant& zvySena koncentrace
GSH, coZz naznaje zvySenou syntézu glutathionu, nicraémnozstvi GSSG istalo
zachované na hodnotach srovnatelnych s kontrolnipisu. Podani DEX fjtom
nenavodilo vyznamné zimy v obou parametrech a hodnoty se velmi blizilyUDAakupire.
Zamxfili jsme se i na por GSSG/GSH, ktery fize byt dilezitym ukazatelem tvorby ROS
v buiice’®. Mezi experimentéinimi skupinami nebyl vak nafezgdny rozdil. Jako moZné
vyswtleni se nabizi, Ze glutathionu, i kdyZ se wikaAch vyskytuje v dostateém mnoZzstvi,
nemusi zde byt rovnoimé rozlozeny. Velkagast glutathionu z celkového mnoZzstvi se
predevsim nachéazi v cytoplaznkde se také syntetizuje, nicnsamgity maly podil Ize nalézt i
v mitochondriich a jaie’’. Proto drobgj$i zmEny v mnoZstvi glutathionu v ramaichto dvou
kompartment se nemusi projevit na jeho celkovém obsahuicéu

S ohledem na vySe diskutovana data si okjaisalohy ROS v ANT kardiotoxicit zajisté
zaslouzi dalSi pozornost. Nicnm#érshrnuti vSech dosavadnich vyslédkas zatim vede
k z&wru, Ze ochranaipd tvorbou ROS a néaslednou lipoperoxidaci nemuijédinou zasadni
Ulohu v kardioprotekci navozené DEX. Toto zjifit mize vyswtlit selhani divéjSich pokus
s celou fadou antioxidarit (nag. vitamin E, acetylcystein) zaffenych na protektivni
intervenci ped antracyklinovou kardiotoxicitou na chronickyckperimentalnich modeleéh
8. 78 3 v randomizovanych Klinickych stutfif? Nase data timto také podporuji &asnou
vyzvu k prehodnoceni klasické” a mozna a#ili§ zjednoduSené verze “ROS and iron
hypothesis” patogeneze ANT kardiotoxicity a mechani kardioprotekce navozené DEX

Za ®chto okolnosti zde vyvstavdada otazek ohledn konkrétnich mechanisin
zodpowdnych za protektivni dinek DEX viiéi ANT kardiotoxicit. ANT a jejich metabolity
mohou vyvolatiadu dal$i bustnych i, které nejsou imo zprostedkovany RO%. ANT
nagiklad vyznamg interferuji s budénou homeostazou vépniku ovldmim funkce
kalciovych transpoit a iontovych kanaf 8¢ coz miize ve svémikledku vyustit v petizeni
buiiky vapnikem. Narozdil oditve studovanych laték 5 aktivni metabolit DEX diky své
strukturni podobnosti s EDTA iwie chelatovat i vapenaté ionty. Schopnost DEX zabra
poru$e homeostazy vapniku byla v minulosti prokdzama nasem modéfty co? nize
vyswtlovat rozdil v kardioprotektivnichéincich nami studovanych latek. Sfizenim bu#k
vapenatymi ionty souvisi i rozvoj ER/SR stresu ofelitomnost jsme nazdgi stanovenim
zvySené aktivity kaspazy 12 po opakovaném podard D#icemz DEX ji dokézal vyznamin
potlasit. Vapenaté ionty zvySuji aktivitdady enzym, nag. C&'-dependentni protedzy,
kalpaind”, ktery se nap (Castni Speniiady cytoskeletarnich a myofilamentarnich pratgin
coZz by mohlo vést kprogresi rozvoje kardiomyofati€® Kalpain je také spojovan
s apoptdzou prostdnictvim Stpeni pro-kaspazy 12 a pro-apoptické molekuly Bigrk je
souwdasti mitochondridlni signélni cesty. Na jehdippdnou UGlohu v ANT kardiotoxigit
poukazuje i jeho zriaé zvySena aktivita po inkubaci izolovanych kardiomyii s klinicky
relevantnimi koncentracemi ANY Nase pilotni vysledky téZ nazngi zvySenou aktivitu této
protedzy v myokardu zkdt, kterym byl podavan opakova®AU (data nejsou prezentovana),
proto si vyznam této cesty pro ochranu myokardwsgzdalsi studium.
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Vedle vySe diskutovanych hypotéz, které vyhgagpchazely z pedpokladu, ze DEX je
prol&ivo chelat&né aktivni latky ADR-925, mzZeme v recentni literater nalézt indicie
poukazujici na moZnostifmého kardioprotektivniho tsobeni DEXY %2 DEX pati mezi
kompetitivni katalytické inhibitory topoisomerazly které uzamykaji enzym v jeho stabilni a
uzawenou konformaci obklopujici DNR Tento &inek je tradéng spojovan s protinddorovym
pisobenim DEX. ANT se naopakadi mezi ireverzibilni inhibitory topoisomerazy I
(.topoisomerase 1l poisons”), které se kovaléntvéZzou na DNAfetizce a molekulu
topoisomerazy za vzniku stabilniho komplexu, cogledrt vede k vyvolani zlorn v DNA®,
Nové se proto objevily informace, Ze DEX jako kataligicinhibitor by mohl isobit
kardioprotektivi viici Gginkam latekiadicim se k ,topoisomerase Il poisotfsTyto vysledky
byly ¢ast&né podpdeny experimenty s novym DEX derivatem (ICRF-161¢rk ma obdob#
jako DEX chelatani aktivitu, ale je prosty inhibni aktivity vi¢i topoisomeraze Il. Uzitim této
chelat&né aktivni latky na chronickémin vivo modelu se ukézalo, Zze absence vlivu
na topoisomeréazu Il vedla ke ztt&ardioprotektivniho &inku®.

V této praci jsme se téz zafili na lepSi pochopeni patogeneze chronické ANT
kardiotoxicity, coz by vyznaninpiispélo k racionalnimu ,designu“dinnych kardioprotektiv.
Jednou z kiovych otazek, které stéle nebylyiegeny, je sledovani dynamikyjd, které
nakonec vyusti v klinicky obraz chronické ANT kantdixicity. V klinické praxi to bylo dosud
studovano pouze omezgrcoz souvisi s obtiznou dostupnosti myokardialviobrki jedinai
exponovanych rzné kumulativni davce ANT. Biopticky st&jnjako postmortalni odip
myokardu jsou zatizenyadou komplikaci jako ndp kvalita, dostupnost, mnozZstvi a
reprezentativni charakter vzorku. S ohledem naotdakt se jevi pouziti experimentalniho
modelu jako velmi vhodnéiflezitost ke studiu vlivutzné kumulativni davky cytostatika a
¢asového sledu fugtkich, morfologickych a dalSich 2mv myokardu levé komory v fibéhu
rozvoje chronické ANT kardiotoxicity.

Sowasna Uvaha fpdpoklada, Zze kazda davka ANTure vyvolat utité poskozeni
myokardu. Toto poskozeni zfitku probiha skrgtaz do doby, kdy nakumulované poskozeni
myokardu pekrazi jeho funkni rezervd®. Se zvysuijici se kumulativni davkou ANT se sjp
zmeny v ultrastruktiie myokardu, které mohou vyustit v ireverzibilni &tr myofibril,

v degeneraci kardiomyodyt® a7 v jejich smit® Takto vznikla ANT kardiomyopatie se dale
manifestuje jako levostranné stdé selhani s velmi Spatnou prognézou pro pactenta
Dle novych informacich je hranice 5% vyskytu katdidcity prekrosena jiz @i kumulativni
davce doxorubicinu 400-500 mgiitr. Pivodni Gdaje vychazejici z klasické studie kolektivu
von Hoff et al. z roku 1979 udavaly 7% riziko rogy&ardiotoxicity po pekrateni kumulativni
davky 550 mg/m® Ztschto Gdaji vychazi i sotiasnd doporieni pro podavani
kardioprotektiva DEX, ktera navrhuji jeho podanipiZpiekraieni ukité kumulativni davky
ANT (nap. 300 mg/m u doxorubicinu), i kdy? je velmi pra¥godobné, %e k poskozeni
myokardu dochazi s kazdou podanou davkou cytoatatik

Pro (ely této studie bylo tedy utveno rekolik skupin zvfat, kterd byla exponovana
raizné kumulativni davce ANT a kéena za 24 hod nebo za 7idmo dané kumulativni davce
cytostatika. Zarrné jsme zvolili schéma, které nam umozni zachytit Fakny chronického
razu, tak i souvisejici s posledni podanou davkgastatika. Bhem studie jsme byli sdky
progresivniho snizovani kontraktility levé komopficemz prvni statisticky vyznamny pokles
byl spjat s kumulativni davkou DAU 400 mdfrtpiesrji s 24 hod odstupem od 8. aplikace
DAU). S poklesem funkce levé komory korespondovialyodnoty srdeéniho troponinu T.
Od tohoto intervalu byly zaznamenany i rozdily maglaizmatickymi koncentracemi troponinu
T stanovenymi 24 hod nebo tyden po dané aplikacUD£oz poukazuje na jeho pozvolné
uvoliovani do krevnihoreciSté, nicmérg zmeény nedosahovaly statistickych vyznamnosti.
Zamtili jsme se i na stanoveni plazmatickych koncentrsi@eniho troponinu |1, které
obdobré jako u troponinu T progresi¥nnaiistaly od druhé poloviny pokusu, coZz odpovida
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kumulativnimu charakteru ANT kardiotoxicity. Tentakt nam tedy déale potvrzuje, ze
stanoveni koncentraci troponinu T a | je vhodnynrke@m hodnoceni chronické ANT
kardiotoxicity*.

Jak uz bylo zmigno, hlavni Gloha v rozvoji chronické antracyklinokardiotoxicity je
tradicné prisuzovana tvor® ROS. NaSe iedchozi studie i recentni literarni Udaje vSak
naznauji, Ze situace nemusi byt tak jednoducha. Prosozaimaléasovy ptibéh téchto znén.
Nejprve jsme se zadfili na hodnoceni lipoperoxidace prietnictvim stanoveni MDA
v prabéhu celého rozvoje srdriho poskozeni. Bylo zajimavé, Ze jiz po 1. aplif@8U jsme
zaznamenali vyznamny rigst mnozstvi MDA. Pozoruhodny byl i celkovy charakigvoje
lipoperoxidace v celém experimentu. NejvySSi hogrinfly nangfeny po 5. aplikaci DAU
(kumulativni davka 250 mg/Ah Poté byl zaznamenan progresivni pokles jehoimldderé
zistaly nadale vyznamnzvySené oproti kontrole. Hodnoty MDA odrazejicitadni stav
lipoperoxidace nesty evidentr# kumulativni charakter.

Stanoveni zren v GSSG a GSH v pbéhu rozvoje ANT kardiotoxicity pneslo dalsi
zajimavé informace. | kdyz se hodnoty celkovéh@@ukovaného glutathionuémily pouze
nevyznamsg, pongr GSSH/GSH byl signifikanth zvySen v 5. a 8. tydnu pokusuiigemz
hodnoty v za¥ru experimentu ofi klesaly a jiz se neliSily od kontrol. Z hlediskasového
trendu vyvoje tohoto parametru Ize shledatitau podobnost se stanovenim MDA, na coz
poukazala i korekmi analyza. O kauzalni souvislosti obou parafnetipovidaji i teoretické
argumenty, nehd praw glutathion je znamym substratem pro enzymatickékee
katalyzované glutathionperoxidazou &uajici k  odbouravani  toxickych  produkt
lipoperoxidac&. Oba tyto parametry nazhgi, 7e pfibsh oxidainiho stresu v fibshu ANT
kardiotoxicity je dynamicky, alefpkvapiv¥ neméa kumulativni charakter. Vzhledem k tomu, Ze
oxidaini stres pedchéazel systolické dysfunkci ékolik tydni a vzhledem k celkovému trendu
vyvoje obou markér, by tento fakt mohl znamenat, Ze oxidastres je spiSe spo&&im nez
exekutivniméinitelem v rozvoji chronické ANT kardiotoxicity.

VySe uvedenym vysledikn odpovidal i histologicky néalez myokardu levé kawno
Do kumulativni davky DAU 250 mg/fmbyly zaznamenany pouze mirné&m v morfologii
srdce v porovnani s kontrolni skupinodegtoze parametry oxitlaiho stresu zde vyznamn
naristaly. Na Udrovni sitelné mikroskopie jsme nenalezli zadny vyznamnydilomezi
odkirem myokardu 24 hodi tyden po posledni aplikaci DAU v daném intervaledovani.
K vyrazrejSim morfologickym zminam dochazelo az od 8. aplikace DAU (kumulativnikda
400 mg/m). V myokardech levé komory, které byly odebrany 2za hod po 8. aplikaci
cytostatika, byly zaznamenanyizné stupd burséné degenerace, kterd se vyemala
piitomnosti cytoplazmatické vakuolizace a postupntrata@u myofibril. U kardiomyocy,
které byly v kon&ném stadiu buktné degenerace, byl patrny k&iny edém a progresivni
bunséna desintegrace. Sledovanyéatek procesu hojeni byl spojetiedevsim s fitomnosti
kolagenu Ill. Ri porovnani myokanil odebranych za 24 hod a za tyden po 8. aplikaci D4UJ
zZjiStén nepatrny rozdil v histologickém néalezu. ZvySosalp@et burgk podléhajici degeneraci
a nasledné neprogramované &tmé smrti. S pouzitim polarizovanéhoéta bylo odhaleno i
postupné vyzravani kolagenu. PR¥avtéto fazi toxického posSkozeni jsme zaznamenali i
signifikantni pokles systolické srétfd funkce, takze vzajemna souvislost obéjfige Zejma.
Pti hledani souvislosti s oxidaim stresem v jednotlivych intervalech jsme neijigttimy
vztah se zrfmami funkce ani morfologie levé komory. DalSi zwySkumulativni davky vedlo
k vystupiovani znén v morfologii levé komory, ficemz na konci byly zémy nejvyrazgjsi
(kumulativni davka DAU 500 mg/th V této fazi bylo jiz zdokumentovano typické Iskové
poskozeni levé komory charakteristické pro chro@ipkdavani ANT >,

V pribéhu rozvoje chronické ANT Kkardiotoxicity jsme zazremali, Ze novy
syntetizovany kolagentpdstavoval z velkéasti kolagen typu IlI, ktery tud jemna retikularni
vldkna. V piibéhu chronického pokusu podléhal tento typ kolageostypné degradaci a
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néhrad za typ | v disledku vyzravani pojivové tkanve fibrotickou jizvu. VySe popsané
zmeny ve struktiie kolagenni sitvedly k rozvoji rozsahlé fibrozy, ktera typicky provazi
dilataéni kardiomyopatii. Histologicky zdokumentovana fitizace tkaa byla potvrzena i
biochemicky zvySenou koncentraci hydroxyprolinujakarkeru fibrozyy.

Remodelace myokardu nerjdamovolny, ale ze vSech informaci fejmé, Zze se naém
podili fada signalnich a exekutivnich molekul. Proto jseng dalSicasti zangiili na hodnoceni
Ulohy matrixovych metaloproteinaz, které jsou okepovazovany za kibvé regulatory a
vykonavatele remodelace extracelularni matrix. BdamoZném podilu MMPs na remodelaci
myokardu u ANT kardiomyopatie jsou vSak omezenéudabyly publikované prace, kde byla
tloha MMPs hodnocena jen po jednorazové aplikasokg davky ANT® %7 Nejprve jsme se
zamgqili na hodnoceni aktivity Zelatinaz (MMP-2, 9) v okardialnich vzorcich, protoze pgav
tyto dw formy MMPs jsou nejvice zmované v souvislosti s remodelaci myokardu. Mezi
jejich znamé degradai substraty pat Zelatina, kolagen | a kolagen®fil Vyznamné zapojeni
téchto MMP bylo popsano népu ischemicko/reperfuzniho poSkozeni a naslednekerdialni
remodelac®. Obdobr zvySena jejich aktivita byla prokazana i po jedmmvé vysoké davce
ANT® 97 Pri pouziti naSeho modelu jsméefvapivé pozorovali vyznamny pokles celkové
aktivity obou Zelatindz od 3. aplikaci DAU (kumulati davka 150 mg/R). F¥i srovnanf
s dalSimi pracemi jsme nalezli, Ze se nejedna @ddhjev. SniZzena aktivita Zelatinaz byla
popsana i u experiment&lnnavozené diabetické kardiomyopatte u modelu L-NAME
deficientni hyperten2& %! Tyto vysledky tedy naziaiji, Ze hlavni Zelatinazy (MMP-2 a 9)
se Zejme vyznami nepodileji na remodelaci myokarduistedku ANT kardiomyopatie.

Rodina MMP je dle dnesSniho stavu znalosti velnol&r a proto jsme na zakkatkchto
vysledki nemohli vylouit, Ze se do tohoto procesu nezapojujttaré z dalSich MMP. Proto
jsme pouzili dostupny fluorescéam kit SensoLyte™ 570 MMP Assay KiS pouZitim tohoto
kitu, ktery obsahuje substrat specificky pro MMP217, 8, 9, 10, 13, 14, jsme ziskali odliSné
vysledky. Celkova aktivita vySe uvedenych MMPs #tghu rozvoje chronické
daunorubicinové kardiotoxicity stagnovala a az aadk pokusu doslo k jejimu signifikantnimu
zvySeni. Vedle toho jsme pouzili i kit SensoLyte™05MMP Assay Kit se sérii 6iznych
substrai, které vykazuji iznou specifitu u¢i MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14. &hto
experimeni bylo mozné alesppcasté&né odvodit, kterda z MMP sehrava vyznagsi roli
v remodelaci myokardu navozené antracykliny. Prdngdlivou MMP byl z nabidky
dostupnych substiiatselektivni pouze jeden, ktery nam umoznil spegyfibodnotit aktivitu
MMP-13. Tato MMP je syntetizovana zejména aktivogran myokardialnimi fibroblasty
(¢asto v odpoidi na oxida&ni stres¥. V pribshu celého rozvoje ANT kardiotoxicity jsme
ovSem nezaznamenali Zadné signifikantnmynv aktivit MMP-13, a&koliv v prvni fazi
experimentu se jevila &itd tendence k jejimu zvySeni. Krémprvniho tydne studie vysledky
nenazn&ovaly ani souvislost s mirou oxigtdho stresu v myokardu pokusnych iati
S pouzitim substratu s rogSfou substratovou specifitou 0 MMP-12 se stalarenv 3. tydnu
v celkové aktivie MMPs signifikantni a fedevsim byla zcela néwetekovana konzisterin
zvy3ena aktivita na konci pokusui€prgji kumulativni davka DAU 400 mg/fh Pra v této
fazi dochazi k poklesu systolické skdé funkce, zvySeni plazmatickych hladin tropanin
rozvoji morfologického poskozeni myokardu a vyznammemodelaci levé komory. Tomuto
nélezu pedchézel i ndist lipoperoxidace, iixxemz hodnoty MDA v tomto intervaluigtavaly
stale vyznam& zvySené. Také mnozZstvi GSSG a poi8SSG/GSH byly v tomto okamziku
vyznamr¢ zvySeny, coz signalizujeifpomnost oxid&niho stresu. V porovnani sgueSlymi
vysledky Ize tyto zrny prifadit aktivit MMP-12, ktera je sekretovana vyhradnfiltrujicimi
makrofagy a $pi zejména elastin, fibronektin a kolagerivTemto vysledkim odpovidal i
histologicky nédlez, ktery ukazoval na nastup pokegsich degenerativnich zm pra¥ od 8.
tydnu pokusu, s postupnym vyskytem ,Uklidové redk@deyt relativré omezené) v podeb
infiltrace makrofag.
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NaSe nalezy dokazuji, Zze patogeneze chronické ANdArdigtoxicity je velmi
komplikovany @j, ktery mize byt vysledkem &kolika po sob, ale i paralelé jdoucich
proces.. Vtomto ohledu je reba podotknout, Ze UG&gh pi vyvoji novych (&innych
kardioprotektiv bude do ztigé miry zaviset na schopnosti pochopit podstatwttolije.
Nicmére stale zde @stava mnoho nejasnosti tykajicich skedevsSim realného vyznamu
jednotlivych mechanisiy jejich vzajemné kauzalni&sové souslednosti a propojeni. Proto je
potrebné upit dalSi pozornost k analyze molekularnicéjudovliviiujici mechanismy ANT
kardiotoxicity. K identifikaci kléovych molekul a signalnich cest by mohlgspst probihajici
proteomicka analyza myokardu chronicky exponovandiNT (ve spolupréaci s Ustavem
molekularni patologie FVZ UQO), na kterou bude zaj¥ dale navazat analyzou takto
vybranych molekul ve vzorcich z pokuealizovanych v ramci této dizettd prace.

DalSi oblasti, ktera podle naSeho nazoru zaslupogornost, je role programované
bunséné smrti v piibéhu chronické ANT kardiotoxicity. V navaznosti naseavysledky se
nabizi zan&it se nacasovy ptibéh programované b@iné smrti v zavislosti na kumulativni
davce cytostatika a délnd podani posledni davky. Pilotni data inagkazuji, ze s rostouci
kumulativni davkou ANT se zvySuje i aktivita exekuf kaspazy 3. Pro komplexsi
porozundni role apoptdzy je pitebné analyzovat i dalSiukZzité signaini cesty vedouci
k aktivaci pra¢ exekutivni kaspazy 3 a pbgejich vztah k oxidénimu stresu.

V souvislosti s ANT kardiotoxicitou je v literate vedle ROS zniibvana Uloha nitiniho
stresd®2 Antracykliny mohou indukovat tvorbu NO v kardioonytech v dsledku zvy$ené
exprese a aktivity inducibiini NO syntazy (iNGS) Vznikly NO miZe spoléns se
superoxidovym radikdlem vést ke tverbvysoce reaktivnich forem dusiku répazr
peroxynitritu®. V mnoha studiich byly zaznamenéany vysoké koneestrnitrotyrosinu
(markeru nitraniho stresu) v myokardu et akut exponovanych AN+ 1% Nage pilotni
data naznduji, Ze obdob#é tomu je také za chronickych, klinicky relevantnipbdminek.
Pokra&ujici vyzkum by tedy pomohl zjistit, zda-li vlastndestruktivni dinek wigi
kardiomyocytim nesouvisi vyznangji s nitratnim stresem nez oxidaim a zda-li tomu neni
obdobr i u (&inné kardioprotekce navozené DEX.

Stale aktualni oblasti vyzkumu je tudiz pochopemictmanismi a dalSich souvislosti
kardioprotekce navozené DEX. Je s podivem, jak mpal@rnost byla dosudrovana vztahu
mezi jeho strukturou a kardioprotektivnimsinkem, gicemz cilend obgna struktury DEX by
s velkou pravépodobnosti mohlaifspét k optimalizaci kardioprotektivnihoginku a zarova
k snizeni toxicity, ktera je patrlana inhibici topoisomerazy Il. Déle Izéwdns ocekavat, ze
farmakologické hodnocenédhto novych derivét DEX by téz mohlo identifikovat kibvé
molekuly a nasledhi molekularni mechanismy nezbytné pro vyslednytgkiivni efekt.

Souwasna doporeni navrhuji podani DEX aZtipprekraieni ukité kumulativni davky
antracyklind, i kdyZ je velmi pravépodobné, 7e k poskozeni myokardu dochézi s kazdou
podanou davkou cytostatika. V tomto ohledu lze povat za zajimava naSe pilotni data, ktera
naznauji, Zze DEX v odlozeném schématu dokaze zabramgdpsnému Uhynu zkdt
navozenému DAU. Z vysledktaké vyplyva, ze DEX je schopen do &né miry ochréanit
myokard ped toxicitou ANT v kratkodobém vyhledu, nicnééeventualni zhorSeni siite
funkce a dalSich paramétv néasledujicim obdobi po vysazenédg nelze vylodit. V této
spojitosti bude zajimavé zjistit, zda DEX dok&zktarym nasledkm podavani ANT zcela
zabranit, nebo zda budou jeho protektivni vlasinostezeny pouze na oddalenskterych
aspeki antracyklinové kardiotoxicity.

PrestoZze mnoZstvi otdzek v této obladistAva nezodpazenych, ¥fime, ze vysledky
ziskané v ramci této dizettal prace finesly nové podéty do studia ANT kardiotoxicity a
einné farmakologické kardioprotekce.
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8.

Zavéry
Deferipron nesnizuje protinadorovytingek daunorubicinuin vitro, naopak ve vysSich,
klinicky stéle relevantnich koncentraciclispbi synergicky.

Narozdil od pedeSlychin vitro a ex vivo studii se ukazuje, Ze chelatace Zeleza pomoci
deferipronu neni schopna ochranit myokarégiv lipoperoxidaci, kardiomyopatii a
srde&nimu selhani navozenému opakovanym podanim daucomub

Dosazené vysledky tedy nazoi, Ze role Zeleza a jeho chelatace u chronické
antracyklinové kardiotoxicity ize byt slozijSi nez se doposud myslelo, a Ze se mohou do
rozvoje tohoto patologického stavu zapojovat dat&chanismy nezavislé na Zelezem

katalyzované tvortbROS.

Klinicky relevantni koncentrace daunorubicinu naybprogramovanou smrt H9c2 btk
pficemz apoptoticka signalizace jeepazré zavisla na vnini (mitochondriélni) cest
Dexrazoxanem navozena kardioprotekcii vehronické antracyklinové kardiotoxigit
in vivo je zaloZena na ochrarkardiomyocyd pred degenerativnimi z¢nami a naslednou
neprogramovanou b&énou smrti.

Daunorubicin spousti komplexni apoptotickou sigraadi v kardiomyocytech.

Dexrazoxan velmi &nné blokuje vSechny vyznamné cesty vedouci k programému
zéaniku kardiomyocyt.

Ochrana srdmich burk pied antracykliny navozenou apoptdzou se zda byt anymou
soutasti kardioprotektivnihodinku dexrazoxanu.

Zda se, ze &inna kardioprotekce navozena s dexrazoxanem primdgnavisi na ochra&n
pied antracykliny navozenou lipoperoxidaci. NaSe mjélekazuji, Ze vztah mezi ROS,
antracyklinovou kardiotoxicitou a¢innou kardioprotekci neni tak jednoduchy a kauzalni
jak se doposudipdpokladalo.

Rozvoj chronické antracyklinové kardiotoxicity jpjat s progresivni systolickou dysfunkci
levé komory, morfologickymi zénami v myokardu a s postupnym éisbeem plazmatickych
koncentraci srdmich troponifi. Zavaznost sledovanych Zmtésrg koreluje s dosazenou
kumulativni davkou antracyklinu.

Proces remodelace myokardu ve vztahu k Uloze moatfoh metaloproteinaz je pa#n
mnohem komplex#jsi, nez se dosudi@dpokladalo. Vyznamnou Glohu v daném modelu
pravéEpodobré hraje MMP-12 spolu s dalSimi MMPs.

V pribéhu rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicisg neni profil kolagennich
proteini. Reparativni proces se vyzige tvorbou obou typ kolagenu, ficemz typ Il je
zejména tven na za&atku hojeni, zatimco tvorba kolagenu typu | je ¢ii pro pokreilé

stadium reparace.

B&hem rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicty dynamicky rozviji oxidai stres,
ktery prekvapive nema kumulativni charakter a kterjedchazi systolické dysfunkci levé
komory. Tyto vysledky nazwiaji, Zze oxid&ni stress rize byt spiSe spoud&im nez
exekutivnininitelem v rozvaoji chronické antracyklinové kardiatcity.

V névaznosti na ziskana data se ukazuje, Ze dgHilmpochopeni molekularnich
mechanismh  zodpovdnych za rozvoj chronické antracyklinové kardiotityi a
dexrazoxanem navozené kardioprotekce si vyzadastatiium.
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