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Seznam pouzitych zkratek

Seznam pouzitych zkratek

ABTS kyselina 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazpiasulfonova
4-HNE 4-hydroxynonenal

ALT alaninaminotransferaza

ANT antracyklin

AST aspartataminotransferaza

cTnl plazmatické koncentrace troponinu |

cTnT plazmatické koncentrace troponinu T

DAB 3,3’-diaminobenzidin-tetrahydrochlorid

DAU daunorubicin

DEX dexrazoxan

DMEM Dulbecco's modified eagle medium

dP/dt index kontraktility

DTT 1,4-dithiothreitol

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ER/SR endoplazmatické/sarkoplazmatické retikulum
FS frakni zkraceni

ICL670 deferasirox

i.p. intraperitonealni aplikace

V. intravendzni aplikace

L1 deferipron

MDA malondialdehyd

M-mode jednoroziirna echokardiografie

MMP matrixova metaloproteindza

NBT/BCIP nitrobenzentetrazolium/5-brom-4-chloirglolylfosfat
0-108 pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazon

PBS fosfatovy fyziologicky roztok

PIH pyridoxal isonikotinoyl hydrazon

p.o. perorélni aplikace

ROS reaktivni formy kysliku

SIH salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase biedid TP nick end labeling
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1. Antracyklinova antineoplasticka antibiotika

Antracyklinova antibiotika (obr. 1) jsou povaZzovama jedna z nefiinngjSich
cytostatik, ktera byla dosud zavedena do klinickaxe. Tato l&iva jsou UspSre uzivana
vice nez 40 let, fixemz v rkkterych chemoterapeutickych rezimech jsou stale
nezastupitelna (Jones & Smith, 2004; Klener, 198&)déle pouzivanym antracyklinem je
daunorubicin  (synonyma rubidomycin, daunomycin), fermemia produkt plisni
Streptomyces peuceutiasStreptomyces ceruleorubidugery byl poprvé izolovan v roce
1962. V roce 1969 byl z&treptomyces peuceutius var. caesaalovan doxorubicin
(adriamycin). PestoZe se tyto dva antracykliny #Zna liSi ve spektrech svych indikaci,
chemicky jsou si velmi podobné. OdliSnost je powzieydroxylové skupié na C-14
na jejich tetracyklickém aglykonu. Daunorubicintgerei vyhradré uzivan v terapii akutni
lymfoblastické a myeloblastické leukémie, zatimoaatubicin seadi mezi léiva s velmi
Sirokym cytostatickym spektrem zahrnujicim akuteukémie, Hodgkinovu chorobu,

nehodgkinské lymfomy, mnolietné myelomy a v neposlediad i solidni nadory

(karcinom prsu, vajmiki, maloburény karcinom plic, sarkomy skkych tkani aj.).
O OH 0 O OH 0

EPI HN IDA HN - oy

Obr. 1. Strukturni vzorce vybranych antracyklinovych antineoplastickych I&iv. DOX - doxorubicin,
DAU - daunorubicin, EPI - epirubicin, IDA - idaruddn.
»  Farmakodynamika

PrestoZe jsou antracykliny v klinické praxi @Spé pouZzivany jiz pes 40 let,
piesny mechanismu jejiché¢inku neni znam. Porozuimi mechanism cytostatického
Gcinku je vSak dlezité nejen s ohledem na co nejefek&jgnuziti €chto latek, ale musi se

vzit Gvahu i pi vyvoji novych protektivi pisobicich latek. Antracykliny byly dlouho
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tradicné fazeny mezi tzv. interkalai cytostatika (Pigranet al 1972). Interkalaci se
rozumi nekovalentni vazba cytostatika na DNA. Malakantracyklinu se specificky
zasune mezi pary C-G dvojspiraly DNA, kde se vaddikovymi mistky nebo van der
Waalsovymi silami. Vysledkem jmhibice replikace i transkripce. Dnes vSak fevlada
nazor, ze hlavni roli v protinadorovéniigobeni antracyklin hraje gedevsiminhibice
topoisomerazy I, coZz je enzym se zasadnim vyznamem pro replikatiamskripci.
Antracykliny setadi mezi ireverzibilni inhibitory topoisomerazy (|topoisomerase Il
poisons"), které se kovalertnazou na DNArettzce a molekulu topoisomerazy za vzniku
stabilniho komplexu. Tato interakce nasledramezuje zgtnému spojeni obou vlaken
DNA. Dusledkem tohoto jevu je vyvolani zldgmv DNA (Minotti et al 2004). DalSim
mechanismem podilejicim se na cytotoxickédsqgieni antracyklin mize byt také
zvySena tvorba volnych kyslikovych radikéi, které misobi poskozeni okolnich molekul
v buice. Z dostupnych informaci je vSak patrné, Ze temi@chanismu k celkovému
cytostatickému €&inku prispiva jen minoritd (Wu & Hasinoff, 2005) narozdil od jejich
kardiotoxicity, kde patr& hraje vyznamnou roli (Keizeet al 1990). Podrob#ji jsou
zmirgné mechanismy popsanyasti zabyvajici se kardiotoxicitou antracykilin

= Farmakokinetika

Antracykliny jsou obvykleaplikovany intravendzné. Vyjimku predstavuje pouze
nowjsi derivat idarubicin, u dhoz je také mozné peroralni podavani. Po intravendz
podavani se antracykliny rychle distribuuji do belé&la, zvlas¢ do srdce, ledvin, plic,
jater a sleziny. Hematoencefalickou bariérou agldity neprostupuji.
Biotransformovany jsou piedevSim v jatrech za (asti aldo-ketoreduktaz
naalkoholické metabolity (doxorubicinol, daunorubicinol, aj.). Tyto metaityl maji
mnohem nizSi cytostatickou aktivitu, na druhouratr&sak disponuji zgaym toxickym
potencidlem. Uvedena biotransformace probiha myci organech (nd@pmyokard), kde
se miZze podilet na organové toxi€itNejwtsi ¢ast I€iva je z organismu vyltovana jatry,
pouze mensgast je exkretovana ledvinami. Eliminace nejuz@&iho doxorubicinu se
odehrava veréech fazich s pol@asy eliminace 4,8 minut, 2,6 hodin a 48 hodin (3aeé
al, 2002).

= Nezadouci &inky
Nekolik let po jejich zavedeni do klinické praxe bypppsany nezadouckiiaky
antracykliri. Antracykliny obdob# jako wtSina ostatnich protinAdorovycttie vykazuji
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pouze relativeh selektivni cytostaticky dinek. Pro antracykliny je charakteristicka
myelosuprese ktera niize vyznama ovlivnit davku podaného ¢&/a. Mére ¢asto se
vyskytuje trombocytopénie a anémie Jako u ¥tSiny cytostatik se Ki¥e Fechodr
objevit nauzea, zvraceni, mukositida a alopeciePi paravendznim podani dochazi
k t¢Zkym koZznim nekrézam a zawtu v okolni tkani (Jenseret al 2003; Klener, 1996).
Moderni antiemeticka terapie a hematopoetiok&toveé faktory dok&zi snizit klinickou
vyznamnost &chto nezadoucich¢inki antracyklinh a Winit podavani i vysokych davek
antracyklimi pro pacienty snesitelnym. Stale vSaletprava jeden vyznamny limitujici
faktor v jejich uziti - kardiotoxicita. Ta nebyla zjigiha v preklinickych studiich
na zvfatech a poprvé se o ni objevuji zminky az ve zmtawzalivodnich klinickych studii
daunorubicinu (Tanet al 1967). S naistajicim mnozZstvim paciehtpodstupujicich
chemoterapii s antracykliny, &do byt zjevné, Ze poSkozeni srdce spojené s jejich

aplikaci, gedstavuje zavazné omezeni klinickékimpsu antracyklid.

2. Kardiotoxicita antracyklin @

Antracyklinova kardiotoxicita je sohledem na eaigii a charakter
ultrastrukturnich zrn ozn@&ovana terminem typ | srdeéni dysfunkce vyvolané
chemoterapift (Ewer & Benjamin, 2006). Naproti nezadoucintinkim (nauzea,
zvraceni), které jsouébiné pozorované &hem chemoterapietasto zpoatku probiha
subklinicky. Po manifestaci vSakqastavuje klinicky vyznamnou komplikacicl#y, jez
muze zn&n¢ ovlivnit kvalitu Zivota pacienta a progn6zu oneméd (Ewer & Yeh, 2006;
Gianniet al 2008; Von Hoffet al 1979). Studium kardiotoxicity antracykilirkomplikuje
fakt, Ze tSina I&ebnych protokal je zaloZzena na kombitai terapii antracyklit
s dalSimi cytostatiky (cyklofosfamidem, 5-fluorociteam, trastuzumabem, imatinib aj.),
které se také mohou podilet na toxickéimgbeni na srdce (Ewet al 2005; Giannket al
2007; Chuet al 2007; Kerkeleet al 2006; Routledget al 2006). Vyet €chto rekolika
skute&nosti potvrzuje, Ze antracyklinova kardiotoxicitéegstavuje zavazny problém jak

v oblasti onkologickeé tak i kardiologické.

2.1. Zakladni typy antracyklinové kardiotoxicity

Sohledem na nastup a charakter klinickychizraki je antracyklinova
kardiotoxicita obvykle dena nadtyti typy: akutni, subakutni, chronickou a pozdni (Elb
2002; Gharib & Burnett, 2002; Hrdinat al 2000; Joneset al 2006). VSechny

antracykliny uzivané v onkologické praxi mohou viaxat ugity typ poSkozeni srdce
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v zavislosti na dosazené kumulativni davcerecRodna akutni kardiotoxicita se
manifestuje jako elektrokardiografické &mny (prodlouzeni ST Useku, QT intervalu a
viny T, snizeni QRS voltaze), supraventrikularniyt@ie, komorové extrasystoly,
vazodilatace a hypotenze, které se objeuvtkblik hodin po podani Bva. Obvykle nejevi
zavislost na podané davce antracyklinu, davkovasé@ttématu a paténani nema vztah
k rozvoji antracyklinové kardiomyopatie. Klinickyéns béZnasubakutni kardiotoxicita

je popisovana jako ,pericarditis-myokarditis* syadr, ktery se mize objevit v pitbéhi
dna, pop. nékolika tydni od z&atku podavani antracyklin(Allen, 1992; Elbl, 2002).
Mezi nejzavaz§gsi komplikaci pati predevSimchronicka ireverzibilni forma, ktera se
objevuje ke konci terapie antracykliny nebé&alik tydni az nésiar po jejim ukogeni
(Gharib & Burnett, 2002; larusset al 2005; Joneset al 2006). Riziko rozvoje
kardiotoxicity zavisi na dosazené kumulativni dawsdracyklini a dalSich faktorech
(nag. vék pacienta, iradiace mediastina). £atku byla maximalni kumulativni davka
odhadnuta empiricky na 550 mdfrfon Hoff et al 1979). Retrospektivni analyzy v&ak
zjistily, Ze jiz kumulativni davka 400-450 mgfmu doxorubicinu a daunorubicinu je
spojovéna s 5% incidenci stiého selhani. ¥ vys8ich davkach (nad 550 mdinmse
zavislost kumulativni davka-vznik kardiomyopatiegnmh z linearni na exponencialni, a
proto [ prekrateni davky 700 mg/fje incidence srdmiho selhani jiz 48 % (Ewer &
Benjamin, 2006; Swain & Vici, 2004). Existuji vSdkklady, Ze selhani srdce se vyvinulo
i po jediné davce doxorubicinu (50 mdjmVon Hoff et al 1979). Déale je pdeba
podotknout, Ze myokard dfe je mnohem citli#jSi na posSkozeni antracykliny v porovnani
s myokardem dospeho, proto se dopoéuje zohlednit tuto skut@ost @i odhadu
terapeutického schématu. fifhaky kardiotoxicity nemusi byt zpétku Klinicky
manifestovany, ale monitorovani funkce levé komonyZze subklinickou kardiotoxicitu
odhalit (Nagyet al 2006; Swain & Vici, 2004). Chronicka kardiotoxecise manifestuje
jako dilat&ni kardiomyopatie, jeZz se vyzhge progresivnim postizenim levé komory a
rozvojem mEstnavého srdmiho selhani (Ewer & Benjamin, 2006; Shahal 1996).
Histologicky nalez poukazuje na #ny fokalniho charakteru postihujictgvazr levou
komoru a mezikomoroveé septum. Tato lokalizace @0 &inku patrré souvisi se z&r¢i

a metabolickou aktivitouéthto ¢asti srdce. Déle je popisovana Btma degenerace
charakterizovana cytoplazmatickou vakuolizaci @tetr myofibril, jenz niZe vyustit
ve spontanni zanik bk s naslednou progresi intersticialni fibrozy (Bijjham et al
1978; Lewis & Silver, 2001)Pozdni kardiotoxicita, ktera se vyviji Bhem rgkolika let az

desetileti po ukateni chemoterapie ipdstavuje vzhledem k Gsghu protinadorove tby
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u fady dtskych malignit a k dlouhodobémurgZivani dtskych pacient v kompletni
remisi zdvazny klinicky problém (Alemaet al 2007; Elbl, 2002; Lipshultet al 2008).
Tento typ je charakterizovan vyvojem dikta kardiomyopatie a obdobBnzavisi

na celkové kumulativni davce.

2.2. Mechanismus vzniku antracyklinové kardiotoxicity

PrestoZe antracykliny zaujimaji vyznamné postavdeéi rady hematologickych
malignit i solidnich naddr, mechanismus vzniku a rozvoje antracyklinové kaakicity
neni dosud objagn. Existuje wkolik hypotéz vys¥tlujicich jeji podstatu, které se
vzajemré nevylwiuji a mohou se tak teoreticky déplat. Dosavadni znalosti nazni,
Ze se jedna o parmeé komplexni proces (Chegt al 2007; Minottiet al, 2004; Simunelet
al, 2009).

2.2.1. Tvorba reaktivnich forem kysliku navozena antracykiny

Nejcasgji zminovany je mechanismus patogeneze spojovariGS, and iron
hypothesis (Keizer et al 1990; Minottiet al 2004; Simuneket al 2009). Nadrarna
produkce reaktivnich forem kysliku vedouci k po%wiz myokardu byla opakovan
prokazana v experimentedh vitro (DeAtley et al 1999; Link et al 1996) iin vivo
(Berthiaume et al 2005; Luoet al 1997). V literatie jsou popsany dva zakladni
mechanismy tvorby kyslikovych radikélprimarré se zapojujici do vzniku a rozvoje
antracyklinové kardiotoxicity. Jednad se medoxni cyklizaci kruhu B molekuly
antracykliri a dale o tvorbiomplexu antracyklin-Fe** v kardiomyocytech (Hrdinat al
2000; Keizeret al 1990; Minottiet al 2004; Simunelet al 2009). V obou fipadech hraji

st¢Zejni roli volné, redoxtaktivni ionty Zeleza.

a) Tvorba volnych radikali na podkladé redoxni cyklizace antracyklini
Chinonovacast molekuly antracyklin umoziuje pijem elektronu s naslednym

piechodem do semichinonové formy (Olsenal 1981). Semichinon okaméitreaguje
s molekulou kysliku za vzniku superoxidového rallikéD,"), ktery spontan® nebo
v pfitomnosti superoxiddismutazy dismutuje na peroxadiku. Superoxidy, stegntak i
peroxidy, nejsou ifli§ reaktivni a p zachované aktivt antioxid&nich enzyni
nepgedstavuji pro bitky nebezpéné formy kysliku. Pokud se vSak zapoji Haber-
Weissovy reakcekatalyzované dvojmocnym Zelezem, mohou veést kekuzmysoce
reaktivnich hydroxylovych radikél( OH) (obr. 2) (Hrdinaet al 2000; Keizeret al 1990;
Minotti et al 2004; Simunelet al 2009).
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Obr. 2. Mechanismus vzniku hydroxylovych
radikdlt  prostfednictvim  redoxni  cyklizace
aglykonu antracyklini. SOD - superoxiddismutaza,

Fp - flavoproteinové enzymy, NAD(P) - nikotinamid-
adenindinukleotid(fosf).

Fe3+ + 02._ - Fe2+ + 02
Fe® + H,0, — Fe** +"OH + OH  (Fentonova reakce)
H,O0,+ 0O, - ‘OH + OH + O, (Haber-Weissova reakce)

b) Tvorba komplexu antracyklin-Fe**

Antracykliny mohou pmo vazat volné ionty Zeleza a fito komplexy
antracyklin-zelezo (ANT- Fe*") v pomsru 1:1, ve vys&ich koncentracich i v pam 1:2.
Tyto komplexy podléhaji enzymatické redukci zejménrastednictvim flavoproteif,
nebo redukovaného glutathionu na komplexy ANTiFeV piipads nedostatku
zmiovanych redukujicich systémkomplex ANT-F&" redukuje jim chelatované volné
ionty Zeleza intramolekularni oxidaci své molekuls vzniku radikalu’ANT-Fe®.
Za pitomnosti molekuly kysliku, resp. peroxidu vodikpgk dochazi k afiovné tvork
superoxidovych, resp. hydroxylovych radikdbbr. 3) (Hrdinaet al 2000; Keizeret al
1990; Olsoret al 1981).

VySe popsanymi mechanismy vznikajitiydroxylové radikaly predstavuiji
extremré reaktivni formy kysliku, které svymupobenim posSkozuji téh vSechny
bungcné struktury - lipidy, proteiny, nukleové kyselinfEmerit et al 2001; Liochev,
1999; Minotti et al 2004). Zejme& nejwtSi riziko spojené se vzniken®H predstavuje
peroxidace lipid, neb@® vede ke vzniku vysoce toxickych aldeliyd
(nag. malondialdehydu). Tyto aldehydy jsou vysoce reakt schopné difundovat
v buice nebo i prochazetgs plazmatickou membranu a napadané makromolekularni
cile i jinde nez v mistjejich vzniku (Halliwell & Gutteridge, 2007). Zvgga citlivost

myokardu k toxickému {gsobeni antracyklin oproti ostatnim tkanim se vy&luje
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nerovnovahou mezi vznikem a rychlosti odstrzani reaktivnich forem kysliku (Bu
jejich nadm&rnou produkci nebo nizkou zasobokirgzenych antioxidarit v myokardu
anebo kombinaci obojiho). VSechnyigady mohou vést k velmi zavaznému a
ireverzibilnimu poskozeni srdce s potencdiaatalnimi nasledky pro pacienta (Giareti
al, 2008).

e . .
a) o o b) o o, o, o.
@  »'ANT-Fe" < » ANT-Fe* — < » ,ANT-Fe"» 9-COOH-ANT
OH v v
NADH+H" , "OH H.O, "OH H.0,
NADPH+H" \ /
|
NAD"
NADP’

O OH

Obr. 3. Tvorba reaktivnich forem kysliku prostfednictvim komplexu ANT-Fe a) cyklicky v pgfitomnosti
redukéniho systému a b) intramolekularni redoxni reakci.ANT - antracyklin, Fp - flavoproteinové
enzymy, GSH - glutathion, NAD(P) - nikotinamidadeainukleotid(fosfat).

Kardiomyocyty navic obsahuji velké mnoZstuiitochondrii (témef 40 %
z celkového bu&ného obsahu), které jsou jednakleitym zdrojem, ale i cilovou
organelou pro {sobeni volnych radikal (Jung & Reszka, 2001). Dle dostupnych
informaci je Kkardiotoxicky &nek antracyklii do zn&né miry spjat prav
s mitochondriemi.  Lipofilni antracyklinovy aglykonse akumuluje ve vriii
mitochondrialni membran kde msobi poruchy elektronového transportu v dychacim
fetzci s naslednym vznikem kyslikovych radikalkteré potom zgné posSkozuji
mitochondrialni respiraci (Berthiaume & Wallace0Z8; Tokarska-Schlattnet al 2007;
Wallace, 2003).

Z uvedeného vyplyva, Zze vyznamnou roli v patofyagil buns¢ného poskozeni
oxidatnim stresem hrajiolné ionty Zeleza Za normalnich okolnosti jergvaznacast
Zeleza v organismu vazana v hemoglobinu a myoglpleasobni Zelezo je usklagho

ve feritinu a transportovano je pomoci transferid@ako substrat Fentonovy reakce je tak
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dostupna pouze velmi omezena frakce tzv. oxidor&wukktivni Zelezo, uvashé jako
nizkomolekularni Zelezo (low molecular weight irpaol) nebo téz ,volné" Zelezo (free
iron). V pripact nekterych patologickych stadv (nag. pii intracelularni aciddze) vSak
dochazi k uvolani Zeleza z vazby na feritin, a tim i ke vznikétSiho mnoZstvi OH

prostednictvim Haber-Weissovy reakce.

2.2.2. DalSi mechanismy podilejici se na rozvoji antracykioveé kardiotoxicity

Predpoklada se, Ze kardiotoxicita ma komplexni cherak Ze se do rozvoje
antracyklinové kardiotoxicity vedle tvorby reaktiech forem kysliku mohou zapojovat
dalSi mechanismy.

o Antracykliny mohou #ejmé do bunééné homeostazy Zelezaasahovat komplexii,
avSak pesny molekularni mechanismus je stale nejasny €Xal 2005). MnoZstvi
Zeleza v biice je regulovano pragidnictvimIRP1 a2 (iron regulatory proteins), které
posttranskripné ovliviiuji mRNA klicovych proteid v metabolismu Zeleza (regulujici
syntézu transferinového receptoru a feritinu¥edpoklada se zapojeni 13-OH
metabolifi antracyklii a/nebo komplexu antracyklin-Fe do modulace aktiwthto
proteini. DalSim mistem zasahu antracyklije feritin . Nékteré studie nazwiaji, Zze

antracykliny brani uvalovani Zeleza z feritinu prasdnictvim lysosomalni degradace

tohoto proteinu. V obou ffpadech to ma za nasledek naruSeni intracelularni

homeostazy Zeleza (Kotamragh al 2002; Kwok & Richardson, 2004; Minottt al
2004; Xuet al 2005).

o Porucha homeostazy vapenatych iokit Jednim ze zvazovanych patofyziologickych
mechanism je porucha homeostazy vapenatych tdonhekteri autdi poukazuji
na @imy nebo zprosedkovany (progednictvim ROS nebo 13-OH metab)iticinek
antracykliri na rozlitné vapnikové kanaly a pumpy (flac&-ATP4za, ryadinovy
receptor, N&C&" vymenik) (Arai et al 1998; Boucelet al 1993; Burkeet al 2003;
Gambliel et al 2002), coz raze vyustit v tzv. vapnikové fetizeni (,calcium
overload”). Nasledkem vapnikovéhoiefizeni je porucha funkce mitochondrii,
vycerpani zasoby vysokoenergetickych fosfgBerthiaume & Wallace, 2007b;
Holmberg & Williams, 1990; Wallace, 2007) a gopktivacerady enzyn, nagf. C&-
dependentni proteazy - kalpainu (Singhal 2004b). Pedchozi prace dokumentuji
zna&né zvySenou aktivitu této proteazm vitro v srd€nich buikdch i inkubaci s
antracykliny v klinicky relevantnich koncentraci@lim et al, 2004) Kalpain se také

Gcastni SEpeni cytoskeletalnich a myofilamentarnich prate{troponin T/I, titin,
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desmin aj.) (Bartaet al 2005), coz miZze vyustit v nestabilitu myofilament,
diastolickou dysfunkci a naslednou progresi rozvikgdiomyopatie. Kalpain také
vykazuje proteolytickou aktivitud&i molekule Bid, kterd je wezitou komponentou
mitochondrialni apoptotické cesty, &cv pro-kaspaze 12, ktera je s@sti signalni
cesty spojené se sarkoplazmatickym retikulem (&drad 2004).

Antracyklinové metabolity. Jedna se o hydroxylové derivaty vznikajici redukci
ketoskupiny na C-13 tetracyklu aglykonu (doxorutatj daunorubicinol). Tato rekce
je katalyzovana vSude se vyskytujicimi enzymy - odtdtoreduktazy a
karbonylreduktazy. iedpoklada se, Ze pro kardiotoxicitu ma zasadni awyen
piedevSim tvorba hydroxylovych metabdlitantracyklimi in situ v cytoplazng
kardiomyocyti. Soudi se, Ze doxorubicinol je schopéfimm a v porovnani s parentni
latkou ve vy3Si nite inhibovat sarkoplazmatickou €aATPazu, protonovou pumpu
mitochondrii, N&/K*-ATPazu aj. (Minottiet al 2004; Olsoret al 1988). Gisledkem
tohoto misobeni je pak porucha energetického metabolismukangia, iontoveho
gradientu a homeostazy vapenatychidfiiokarska-Schlattnest al 2006).

Tradiiné je antracyklinova kardiotoxicita spojovana s pesivni degeneraci a
neprogramovanou smrti kardiomyo&ytDostupné informace vSak naZop, Ze
vtomto procesu Ki¥e sehravat ditou roli také programovana (apoptoticka)
bunééna smrt. V poslednich letech byly publikovany desitky studrezentujici
zvySeny vyskyt iwznych markel apoptdézy p expozici kardiomyocyt raznym
antracyklimim (Chenet al 2007; Minottiet al 2004). Byla popsanacast jak vijsi
(receptorové) (Yamaokat al 2000), tak vniini (mitochondrialni) cesty apoptozy
(Sawyeret al 1999). Antracykliny naip zvySuji expresi Bax, ifp. sniZuji expresi
Bcl-X., ¢imz nasledépodporuji uvolgni cytochromu C a vytweni apoptosomového
komplexu (Chenret al 2007; Sawyert al 1999). Dale se zvaZuje, Ze antracykliny
zasahuji do programované kiné smrti ovlivénim aktivace jaderného faktorB,
PI3-kinazy a Akt, MAPK (mitogen-activated proteinnéises) a transferinového
receptoru (Kangt al 2000; Wang, 2002; Wet al 2004). Interpretace mnohych studii
je vS8ak komplikovana pouzitim velmi vysokych koniani antracyklif, které
mnohonasobh pievysu;ji klinicky relevantni hodnoty. Vysledkgtginy in vitro studii
ukazuji na vyznamnou roli apoptozy pé&me jednoznané. Naproti tomu experimeit
v podminkachin vivo bylo provedeno mnohem me&m jejich vysledky jsou zragé
kontroverzni.Rada autal pouzila velmi kratka davkovaci schémata nebo dog&an
pouze jedinou aplikaci vysoké davky antracyklintudte Aroly et al tak u potkat
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prokazala zvyseni markerapoptozy pouze 24-48 hodin po i.p. injekci doxacuru
(Arola et al 2000). Childset al pozoroval vyznamné zvySeni o apoptotickych
burék v myokardu potkah kterym byl aplikovdn jednordzév doxorubicin
ve vysoké davce 20 mg/kg (Childsal 2002). Narozdil od opakovaného podani (které
se vice blizi klinické situaci) vSak nebyla Zjitd elevace plazmatického troponinu T.
Vzhledem k tomu, Ze wd¢hto zviat nebyla hodnocena sk funkce, neni mozné
vyskyt apoptdzy vztahnout k rozvoji antracyklinydukovaného srdmiho selhani.
V jiné studii bylo ukazano, Ze indukce apoptozyrarykliny pravépodobré souvisi i
se sarkoplazmatickym stresem, ktery nastedize vest k aktivaci kaspazy 12 (Jaetg
al, 2004; Szegezdet al 2003). Dle dostupnych informaci se zda, zZe apaptd
kardiomyocyti naopak nesouvisi s aktivaci tumor supresorovéhktoria p53
(Nakamuraet al 2000). Ani ve starSi praci Zhamg al nebyli autéi pomoci metody
TUNEL schopni detekovat signifikantni zvySeni vygkgpoptotickych kardiomyociyt

u spontan#é hypertenznich potka@n(Zhanget al 1996).Jednim z moznych vystleni
vySe popsanych rozpbprje absence systematického studia uzZivajiciho oxadidy
model chronické chronické antracyklinové kardiomgiig umoaujici korelaci nalei

s mirou srdéniho poskozeni.

o Mezi dalSi dje, které se mohou podilet na vzniku rdbo poSkozeni, patuvolnéni
histaminu z Zirnych bugk (Decortiet al 1997; Klugmanret al 1986) a interference
svegetativnim nervovym systémenv srdci. Doxorubicin fisobi jako kompetitivni
antagonista na M receptorech (Temetal 1992) a inhibuje uvébvani acetylcholinu
z nervovych zaka¥eni. Antracykliny také sniZuji @et B;-receptofi a mnozZstvi
noradrenalinu v kardiomyocytech (Hoyanet al 1996; Nagamiet al 1997).
Doxorubicin indukuje i uvolnéni kardiotoxickych cytokina (nag. TNF-a
z makrofag a IL-2 z monocyl) (Pai & Nahata, 2000).

3. MozZnosti snizeni antracyklinové kardiotoxicity

| pies vyskyt zavaznych nezédoucichinki ztstavaji antracykliny vzhledem
k vysokému protinadorovému ciaku a Sirokému spektru indikaci zakladem
chemoterapeutickych rezintady nadorovych onemoéni. Proto byla v pibéhu nekolika
poslednich desetileti pozornost séedina na moznost sniZzeni jejich toxickéhg&iniu
zejména na myokard (viz tab. 2). PoSkozeni srdtaeykliny miZze byt velmi zavazné a
¢asto ireverzibilnino charakteru, proto je hlavnicelénou strategii kardiotoxigit

piedchazet. Jednou z moznosti, jakedejit nebo vyrazh omezit posSkozeni srdce
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antracykliny je pozrnit Iécbu s ohledem k rizikovym faktom (tab. 1).

Tab. 1 Prehled rizikovych faktora antracyklinové kardiotoxicity .

Déti Dosp élé

Celkova kumulativni davka (>400-450 mg/m?) Celkova kumulativni davka (>400-450 mg/m?)
Vék <3 roky Veék >65 let

Iradiace mediastina Iradiace mediastina

Jina kardiotoxickd chemoterapeutika (cyklofosfamid,  Jin& kardiotoxicka chemoterapeutika (trastuzumab,

vinkristin, bleomycin) cyklofosfamid, bleomycin, paklitaxel)
Zenské pohlavi Zenské pohlavi
ZpUsob podavani - bolus Zplsob podavani - bolus
Vrozena vada srdec¢ni Hypertenze, diabetes aj.

viv s

o Mezi nejdilezitéjSi rizikové faktory pai kumulativni davka, proto se nabizi moznost
snizit celkovou kumulativni davku (<300-400 mg/f). Kumulativni davka
doxorubicinu a daunorubicinu 400 md/ije dnes povaZovana za nejvy3si relativn
bezpény limit. P¥i snizovani celkové kumulativni davky antracyklirme musi
piihlédnout k zavaznosti nadoroveho onentodéra k odpowdi na terapii. U dtskych
pacienti se musi vzit i v vahu, Ze po expozidiv@ pacient nemusi mit symptomy
srde&niho selhani, nicménsubklinické poSkozeni se e manifestovat az po¥d
v dosglém wku. Tento pistup ma vSak sva uskali, protoze striktni omezetkové
kumulativni davky nize vést ke zvySenému riziku progrese nebo relapgorovéeho
onemocwni. Klinické studie navic nazwtaji, Ze z hlediska kardiotoxicity Ize
za rizikové povaZovat jiz nizsi kumulativni davikytacyklini (400-450 mg/rf) (Ewer
& Benjamin, 2006; Wouterst al 2005).

o DalSimi gistupy ve snaze o omezeni kardiotoxicity, ktefdgsly cast&ény usgch,
byly zmény ve schématu podanizejména ve smyslu omezeni bolusovych aplikaci
Dnes se preferuje 12-24 hodinova kontinualni irerezni infaze, protoze vede k nizsi
maximalni plazmatické koncentraci cytostatika (izaenet al 2006).

o Jednou z hlavnichifgin neZzadoucich dinkti chemoterapie je nedost&t@ selektivita
cytotoxického dinku antracykliri, proto jsou vyvijeny novéderivaty s cilenou
pasivni a aktivni distribuci do mista tinku. Pasivni cilen&a distribuce je zaloZena
na vyssi propustnosti cév v nadorovych tkanichagasné nizsi lymfatické drenaze,
¢imz se mohou molekuly o vySSi molekulové hmotnkatnulovat v nadoru. Tohoto
jevu Ize doséhnout liposomalni enkapsulaci antiaoyk(Doxyl®) nebo konjugaci
s biokompatibilnimi polymery (Batisdt al 2006; Hovorkeet al 2002; Sapra & Allen,

2003). Druhym zfisobem cilené distribuce je reverzibilnipmjeni I&€iva k ligandu,
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ktery se nize selektive vazat na receptoryi@vazi exprimované na povrchu
nadorovych bugk (Kratz et al 2006; Parket al 2001). Rinos tchto strategii musi
vSak podptt data z dlouhodobych studii, ktera by vyhodnotii&gu protinadorového
Gcinku a gipadny vyskyt jednotlivych nezadoucicéinka.

o Béhem poslednich 30 let byly syntetizovany stovigtracyklinovych derivatia
s cilem vytvaéit nové antineoplasticky d&nné latky se sniZzenou toxicitou oproti
1. generaci cytostatik (Binasckt al 2001; Sessa&t al 2007). PestoZze v posledni
doke byvaji v rekterych schématech nahrazovana cytostatika 1. geaano¥jSimi
derivaty, nadaletstavaji doxorubicin a daunorubicin Siroce pouzivanicivy. Mezi
nové antracyklinové derivaty, které se dostaly iktioické praxe, p&t epirubicin,
idarubicin ¢i pirarubicin. Experimentalni i klinické studie WS@rokazaly poskozeni
myokardu u vSech antracykiinproto jsou i u latek vySSi generace stanovenycké

kumulativni davky (nab maximalni kumulativni davka epirubicinu 900-1186/nt).

Tab. 2 Moznosti sniZzeni antracyklinové kardiotoxidly. ANT - antracykliny, LVEF - eje&ni frakce levé
komory, ? - neni zcela potvrzeno (peba dlouhodobych klinickych studiich, které by vghotily profil
jednotlivych @Fistupi snizeni antracyklinové kardiotoxicity) (Cvetkow605).

Strategie Vyhoda Nevyhoda

Chemoterapie bez uziti ANT
Snizeni kumulativni davky ANT

Zmény ve schématu podani ANT

absence kardiotoxicity
| riziko kardiotoxicity

| kardiotoxicita ?

riziko | odpovédi nadoru na lécbu
oslabeny chemoterapeuticky Ucinek

1 vyskyt neZzadoucich Géinkd

(mukozitidy), technicky obtizné,
1 cena

Casngjsi zachyt kardiotoxicity,
moznost ovlivnéni dalsi prognozy
pacienta

Monitorovani kardiotoxicity ANT t cena, nizka senzitivita a specificita
(LVEF), invazivnost
(endomyokardialni biopsie)

Novy derivaty ANT a lékové formy
(drug targeting)

| kardiotoxicita, stejny nebo ¢ G¢inek 1 cena, nezadouci Ucinky?

Kardioprotektiva | kardiotoxicita t cena, nezadouci Ucinky?

3.1. Farmakologicka kardioprotekce

Vedle vySe uvedenych strategii &wvanych ke sniZeni toxickéhocigku
antracyklimi na myokard je velkd pozornostnovana farmakologické kardioprotekci.
Pti vyvoji vhodného kardioprotektiva se kladdirdz gedevsim na co nejefektigjsi
potlateni kardiotoxického jsobeni p minimalnim dopadu na protinadorovou odpdv

antracyklini.

3.1.1. Antioxidanty a zh&See volnych kyslikovych radikak

Nejcastji je mechanismus antracyklinové kardiotoxicity gp@n s tvorbou
reaktivnich forem kysliku, a proto se logicky nahiziti zhaséi volnych kyslikovych
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radikai (tzv. ,scavengery“) u tohoto toxického posSkozeS8iceloutadou z nich byly
provedeny pokusy na akutnim modelu antracyklinoagdibtoxicity, kde byla zwatim
podavana jednorazeéceld kumulativni davka (6-45 mg/kdy-acetylcysteifDoroshowet
al, 1981; Pritsoset al 1992), amifostin (Bolaman et al 2005; Dobricet al 1998;
Jahnukaineret al 2001),ebselenPritsoset al 1992),flavonoidy (Mojzisova et al, 2006;
Sadzuka et al, 199/7nelatonin(Agapitoet al 2001; Dziegiekt al 2002a; Dziegiekt al
2003a; Kimet al 2005), probukol (EI-Demerdashet al 2003), quercetin (Guzy et al
2003),selen(Dobric et al 1998),vitamin A(Tesoriereet al 1994),vitamin C(Fujitaet al
1982), vitamin E (Bjelogrlic et al 2005) aj. Nicmé#& vzhledem Kk pouzitcasto malo
citivych a selektivnich markér poSkozeni srdce a oxitfdho stresu (ndp stanoveni
lipoperoxidace pomoci kyseliny thiobarbiturové -AmRS, stanoveni laktatdehydrogenazy,
kreatinkindzy MB) musime byt opatrniti pinterpretaci &chto vysledk. Navic giméa
souvislost mezi &nky vyvolanymi vysokou, jednorazév aplikovanou davkou
(napodobujici pedavkovani l&vem) a &inky vyvolanymi opakovanym podanim
antracykliri (napodobuijici klinickou situaci) dodnes nebylakdzéina. V literatie Ize
nalézt i proticlidné vysledky hodnoceni kardioprotekce stejné latkynodelu akutnim a
chronickém. Je tedy mozné, Ze jednorazove podaracyklind navozuje kardiotoxicitu
odliSnym mechanismem nez opakované podavaniibépit tydni az nésiai. Proto je
nutné ovfit tyto vysledky na relevantnim chronickém usmtAni pokusu, kde ziskané
vysledky maji bliz8i vztah ke klinické praxi. V heédujici ¢asti jsou shrnuty vysledky
studii, kde byla hodnocena kardioprotekcektarych latek (melatonin, vitamin E,
N-acetylcystein, amifostin, karvedilol aj.)ud kardiotoxici# navozené opakovanym
podavanim antracyklin

Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamin) je neurohormon prikoany primars
bunkami epifyzy, u kterého byly prokazany antioxida vlastnosti. B jeho so@asném
podavani s doxorubicinem navodil u potkatést&nou protekci. Snizil mortalitu zkat,
casténeé zamezil zndnam kontraktility levé komory, lipoperoxidaci a nfmogickym
zménam myokardu (Xwet al 2001). Podani daunorubicinu, godoxorubicinu (9 mg/kg
ve trech jednotlivych davkach) signifikaritizvysilo indukci apoptdzy v kardiomyocytech.
Podani melatonindasté&én¢ zamezilo apoptotické béné smrti, ale saiasré oslabovalo
vlastni protinadorovy d&inek antracykliri (Dziegielet al 2003b; Dziegiekt al 2002b).

Tokoferoly pati mezi vitaminy rozpustné v tucich. Z jeho osmifi@wem ma
nejwtsi antioxidéni aktivitu ae-tokoferol (vitamin E). Vedle akutnich pokus

svitaminem E byly provedeny i pokusy na chronickémodelu antracyklinove
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kardiotoxicity. U \&tSiny byl zaznamenan jetastény nebo zadny protektivniciinek
na srdce (Unverfertht al 1985; Van Vleeet al 1980). Kardioprotektivnidinek obdobg
jako u &tSiny antioxidani nebyl prokdzan ani v klinickych randomizovanychdsich
(Dorr, 1996; Leghat al 1982).

Jednim z nejvyznandjsich antioxidant, ktery je gitomen v cytoplazm jade a
mitochondriich, je tripeptid glutathion (Glu-CysyGgl Tato latka ale nepronikaigs
biologické membrany, nicmén acetylovany cystein N-acetylcystei) se dobe
po p.o. podani viatbava a pronika do bék, kde se deacetyluje atde slouzit jako
intracelularni zdroj cysteinu pro syntézu glutathioV kontrastu s pozitivnimi vysledky
z akutnich pokus (Doroshowet al 1981) podani N-acetylcysteinu nezabranilo rozvoji
experimental navozené chronické doxorubicinové kardiotoxicijefmanet al 1985;
Unverferthet al 1985). Tyto vysledky potvrdily i dvrandomizované klinické studie.
V obou pgipadech podani N-acetylcystein nedokazalo zabrémiteni ejeéni frakce
u paciend podstupuijici |&bu antracykliny (Dresdalet al, 1982; Myerset al 1983).

Anorganicky selen sice nema {imé antioxidani vlastnosti, ale je nezbytnou
komponentou selenoprotdirfnagt. glutathionperoxidazy). V experimentalnim usgtani
suplementace selenuéta pouze nevyraznyi zadny @&inek na rozvoj antracyklinové
kardiotoxicity (Van Vleegt al 1980).

Amifostin  (thiofosfatovy derivat cystaminu, WR-2721) je kiky uZivané
prol&ivo, které podléhd defosforylaci katalyzovanou ktkau fosfatazou
na cytoprotektivni latku WR-1065. Tento metabolé §iroce uzivan jako tkéavy
protektant, ktery chrani tka vac¢i ionizujicimu zdéeni a toxicitam vyvolanych
chemoterapeutiky. Tato latka chrénila srd¢edptoxickym gisobenim doxorubicinu, coz
bylo dokumentovano signifikantnim zlepSenim grdefunkce (Dragojevic-Simiet al
(200 mg/kg) wci chronické doxorubicinové toxigit(1 mg/kg po dobu 12 tydih amifostin
vykazoval stejny stuge protekce wu¢i doxorubicinové nefrotoxick ale pouze
nevyznamny kardioprotektivnicinek (Hermanet al 2000). Tyto vysledky potvrdila i
dalSi skupina, kterd podavala amifostin a doxoinbicobdobném davkovém schématu
(Rigatoset al 2002).

Karvedilol je klinicky uzivany k Iéb¢ hypertenze, ischemické choroby smiea
levostranného srdaiho selhani. Jehocimnek je zaloZzen na blokadx; a 3 adrenergnich
receptofi. Na rozdil od ostatnich sympatolytik byly g zjiStény antioxid&ni vlastnosti,
které v bugcné kultae vedou k zhaSeni jiz vzniklych kyslikovych radik§Feuerstein
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1995). Byly publikovany prace hodnotici protektivaéinek karvedilolu vin vivo
podminkach na chronickém modelu antracyklinové ikangiopatie, kde peroratnpodany
karvedilol zabranil mortakit zvitat, snizeni frakniho zkraceni levé komory a stéjtak i
lipoperoxidaci navozené podanim doxorubicinu (2,§/kg, 6 aplikaci) (Matsuet al
1999). Pozysi studie ukazala, Ze karvedilol v kardiomyocytettizuje stupge burgcné
vakuolizace a brani inhiémimu pisobeni doxorubicinu na mitochondrialni respiraci a
integritu (Santoset al 2002). Dlouhou dobu nebyloregmé, zda za kardioprotektivni
Gcinky karvedilolu jsou zodpadné antioxidani vlastnosti nebo antagonistickéspbeni
na adrenergn-receptory, coz objasnila az studie Olivieaal. (Oliveira et al 2004).
Vtéto praci karvedilol narozdil od atenololu (Hetkatoru bez potvrzenych
antioxida&nich vlastnosti) ochranil myokardiga poskozenim navozeném podanim
doxorubicinu.

Velka pozornost z hlediska kardioprotekdg&ivantracyklinovému poskozeni srdce
je wenovana iprobukolu. Probukol je klinicky uzivané hypolipidemikum saamymi
antioxida&nimi vlastnostmi. Pro toto ¢é&/0 je charakteristicka relati¢nvysoka distribuce
do myokardu prawibodobré diky své vazb na kardiolipin. Ve studii, kde byl podavan
potkarim probukol spoléné s antracyklinem, byl zaznamenan vyznamny protaktiv
acinek wi¢i kardiomyopatii navozené doxorubicinem (Sivesligldbvic et al 1995;
Siveski-lliskovic et al 1994). V dalSi studii probukol zabranil téZz rogvposkozeni
myokardu a oxidénimu poskozeni (Lét al 2000).

MonohydroxyethylrutosidrionoHER) je latka odvozena od flavondidu niz se
piedpokladaji imeé antioxidani €inky a do utité miry i chelatani (inky (ionty Zeleza
a medi). MonoHER navodil Uplnou protekcitwi negativnimu inotropnimu &inku
doxorubicinu avSak na elektricky stimulovanych nafSsinich (van Ackeet al 1993).
Pokud byla kardiotoxicita doxorubicinu hodnocenarteetrickym ngtenim EKG u mysi,
podani MonoHER zabranilo prodlouzeni ST intervddagtet al 2007; van Ackeet al
2000; van Ackeret al 1995). MonoHER také neoviieval negativi antiproliferativni
Ucinky doxorubicinu ufady nadorovych liniich (A2780, OVCAR-3 MCF-7) (Basit al
2007). U této latky také jiz prehla |. faze klinického hodnoceni na zdravych
dobrovolnicich se z&vem, Ze davka 1500 mgfrje (&inna a bezpma davka pro |I. fazi
studie, kde budou hodnoceny protektivni vlastnasbnoHER wi¢i doxorubicinove
kardiotoxicie (Willems et al 2006). Vedle &hto pozitivnich vysledk existuje studie,
kterd toto tvrzeni vyvraci. Opakované podavani rhtER® 60 min ped aplikaci
doxorubicinu (4 mg/kg) kardiotoxicitu zhorSovalor(®nzeelet al 2007b). Tyto vysledky
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byly potvrzeny i vIl. fazi klinického hodnoceni,d& monoHER nevykazoval
kardioprotektivni dinek u pacient léenych antracykliny a dokonce i sniZzoval
protinddorovou odpasd’ cytostatika (Bruynzeedt al 2007a).

DalSi latkou s kardioprotektivnim potencidlem tjgmetazidin. Trimetazidin je
latka, ktera v bikkach stimuluje glykolyzu a tlunf3-oxidaci mastnych kyselin a jsou mu
piisuzovany také antioxidai vlastnosti. V klinické praxi se indikuje k dloodobé
profylaktické I&bé anginy pectoris v kombinaci s dalSimkilg. Ackoliv trimetazidin
vyznamr zlepSujecasné piznaky kardiotoxicity, ve studii zattené na pozdniifznaky
kardiotoxicity toto I€ivo selhalo (Perlettiet al 1989). Byla i publikovana pilotni
nekontrolovana klinicka studie, kde peroralni pddémmetazidinu bylo provazeno
zlepSenim funkce levé komory a zalndim mitralni nedostadeosti (Pascalet al 2002).
Neni vSak uveden get pacieni ani detailgji rozepsané metody studie, proto tato data
nemusi byt Uplé relevantni. Déle ve studii u 61 pacientek karditgkce minimalizovala
negativni vliv antracyklii na diastolickou funkci. Trimetazidin i dexrazoxgez byly
uzity vtéto studii, navodily srovnatelny protektiv (cinek wi¢i poskozeni srdce
doxorubicinem (Tallaricet al 2003).

Mnoho dalSich testovanych latek vyk&zalo v provgdben preklinickych
experimentech kardioprotektivniugobeni, naf inhibitor angiotenzin-konvertujiciho
enzymu - enalapril (Vaynblat al 2002), fistovy faktor erytropoetin (Hamest al 2006),
inhibitor 5-fosfodieasterazy - sildenafil (Fishet al 2005) aj. B interpretaci &chto
vyslediic musime byt obéetni, ¢asto se jedna o ,akcelerovany model chronické
antracyklinové kardiotoxicity“. Dodnes nebyldegré prokazano, Ze tento model nese
obdobné rysy jako chronicka kardiotoxicita v Klikéc praxi. Navic v Zzadné zdhto
studiich nebyly vysledky srovnany s dexrazoxanenod@ovym kardioprotektivem).
DalSim divodem k obeietnosti je fakt, Ze kardioprotektivniigobeni &chto latek nebylo
mnohdy v dalSich experimentalnich a zejména klygbkstudii potvrzeno (Bruynzeet
al, 2007a; Dresdalet al 1982; Hermaret al 1985; Leghat al 1982; Myerset al 1983).
Zda se tedy, ZecinngjSi strategii nez pouziti ,scavengerkteré zhasi jiz vzniklé volné

kyslikové radikaly, budeifmé zabraéni vzniku ROS.

3.1.2. Chelatory Zeleza
Jako dalSi zpsob farmakologické protekce se nabizi zatmérvzniku vysoce
reaktivnich hydroxylovych radik&l NejperspektiviSi se v této oblasti zd4 byt chelatace

volného redoxa& aktivniho Zeleza (labile iron pool), kterége katalyzovat reakce vedouci
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ke vzniku ROS. (Kruszewski, 2004). Chelatory Zelgsgau latky, které maji selektivni
afinitu k iontim Zeleza, se kterymi pomoci koordin&kovalentnich vazeb vytvéji
komplexni slodeniny (obr. 4). Hlavni indikaci chelafoje jiz vice nez 40 let ba staw
spojenych s fetizenim organismu Zelezem (hapemosiderdza, talasemie, anémii aj.).
S poznanim ulohy Zeleza se pgtadhelatory zéaly studovat i z hlediska mozné prevence
a &by dalSich patologickych stayjejichZ rozvoj Uzce souvisi s dostupnosti tohiotdu,
nap@. pii naddorovych onemoeni (Kalinowski a Richardson 2005) a zejména pak
uriznych organovych poSkozeni oxétdm stresem @etn® poskozeni srdce
antracykliny). Protektivni &inek chelatol Zeleza u antracyklinové kardiotoxicity je
pravdépodobré dan schopnosti odnimat ionty Zeleza z komplexutgaeykliny a/nebo
vazat volné ionty Zeleza, a tak zaiaat jejich Gasti [ tvorb¢ ROS.

Zdaleka ne vSechnyébré dostupné chelatai latky mohou v této oblasti najit
uplatreni. Jsou hledany takové latky, které snadno prgindabuiky, které maji vysokou

afinitu a selektivitu k ioritm Zeleza a které s Fenetvdi redoxré aktivni komplexy.

- S N
Lg., | .~Llg Lg., | .~lLg Ly, | .olg
"Fe ( ( “Fe :’ ( "Fe :’
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Obr. 4. Struktura jedno-, dvou-, t¥i a Sestivazného chelatoru Zelezag - koordin&ni skupina.

3.1.2.1. Dexrazoxan

Bisdioxopiperazinovy derivatlexrazoxan (ICRF-187) je pravoi&ivy enanciomer
raxozanu (ICRF-159), latky gpodre vyvinuté a testované pro protinadorovyingk
(Creighton & Birnie, 1969). Jeho protinadorowinek je gipisovan schopnosti inhibovat
burgé¢cné cleni katalytickou inhibici topoisomerazy Il, anizy bvyrazré zasahoval
do klidové faze biky (Sharpeet al 1970). Protinadorovy dinek se v pozgSich
Klinickych studiich ukazal jako nevyrazny, nicrdébéhem preklinickych studii byl
objeven jeho protektivnidinek vici antracykliny navozenému poskozeni srdce (Paster
al, 1980). Razoxan je paim¢ malo rozpustny ve vag proto mohl byt podavan jen
perorélé. Ve vysSich davkach byla sledovana i nizka biakdgidostupnost tohotodi&a,
proto byl izolovan jeho pravotovy opticky isomer — dexrazoxan, ktery unto¥al

intravendzni podani diky své 4nasébwysSi rozpustnosti ve veéd Dexrazoxan diky
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optimalni lipofilit¢ maze prochazet ies biologické membrany pasivni difazi. Uwnit
srdenich burk podléha enzymatické hydrolyze za Ca#ti
dihydropyrimidinamidohydroldzy a dihydroorotazy (Baederet al 2002) na finalni
aktivni metabolitADR-925 se strukturou fijpominajici EDTA (obr. 5). Tento metabolit je
polarni latka s vysokou Zelezo-chelatujici aktivit¢stabilitni konstanty 18 a 10°2
pro Fé" a Fé"). Vzhledem ke své hydrofilni povaze velmi obtfZpronik& bug&nou
membranou¢imz se prodluzuje jeho intracelularni chetaiakinek.

Podle dostupnych pozndtk se pedpoklada, Ze hlavni mechanismus
kardioprotektivniho &inku dexrazoxanu je primé&nzalozen chelataich vlastnostech
jeho metabolitu, diky nimz dok&Zze odnimat iontyezal z komplexu s antracykliny a/nebo
vazat volné, redoxnaktivni ionty Zeleza. Po navazani ibdeleza tak zabrani jejicttasti
pii tvorbé reaktivnich forem kysliku (Hasinoét al 1998a; Malisza & Hasinoff, 1996).

Teoreticky i komplexy ADR-925 s ionty Zeleza by moprodukovat volné radikaly.
Termodynamicky je tento&l malo pravépodobny, a proto se v praxi uplafe velmi
mélo. V tomto ohledu se redoxni vlastnosti kompleXDR-925 s ionty Zeleza IiSi
od komplexi nag. EDTA-Fe (Barnabet al 2002; Hasinoff, 1995; Hasinoét al 2003b).

o
O>\ /—COOH
\—CONH ADR-925
HOOC—
—§ 000 c N —COOH
H N\ HNoc—/ N
/ Z HC  \—CONH,
H,Noc—/ N N

\_<

Obr. 5. Struktura dexrazoxanu a jeho hydrolyzou vziklého aktivniho metabolitu ADR-925.
B, C - hydrolytické meziprodukty vzniklé ot@®nim jednoho cyklu, DEX - dexrazoxan.

Herman a jeho kolektiv jako prvni odhalili s poifitin vivo modelu moZnou
protekci bisdioxopiperazinovych latekidi antracyklinovému postizeni srdce (Hermetn
al, 1979). Nasledh byl kardioprotektivni tinek dexrazoxanu prokazan a kvantifikovan
na dalSich modelech chronické antracyklinové kangmpatie — nap u mysi, potkai,
kralika i psi (tab. 3).
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Tab. 3 Prehled rékterych preklinickych studiich sledujici G¢inek dexrazoxanu viéi antracyklinové
kardiotoxicit . DOX — doxorubicin, DAU — daunorubicin, EPI — epiitib, ANT — antracyklin.

Lab. zvife ANT Schéma podani Dexrazoxan Kardioprotekce Studie
Mys EPI/DOX 1;1xtydné, 12 apl.  12,5;i.p. 30 min pfed ANT ANO (Alderton et al, 1992)
i.p. (1x tydné, 12 apl.)
Potkan DOXiv. 3;1xtydné, 5 apl. 25; i.p. (1x tydné, 5 apl.) ANO (Villani et al, 1990)
Potkan DOXi.v. 3; 1xtydné, 5 apl. 60; p.o. 60 min pfed DOX  ANO (Kvetina et al, 1997)
(1x tydné, 5 apl.)
Potkan DOXi.v. 1; 1x tydné, 7 apl. 20; i.v. 30 min pfed DOX ANO (Della Torre et al, 1999)
(1x tydné, 7 apl.)
Potkan DOXi.v.  3;1apl. 60; i.p. 15 min pfed DOX ANO (Chakrabarti et al, 2001)
(L apl.)
Potkan DAU i.v. 2,5; 1Ix tydné, 6 apl.  50; i.p., 30 min pfed DAU ANO (Cusack et al, 2006)
(1x tydné, 6 apl.)
SHR DOXi.v. 1; Ix tydné, 12 apl.  25; i.p., 30 min pfed DOX ANO + (Herman et al, 1988a)
(1x tydné, 12 apl.) nefroprotekce
SHR EPI i.v. 1,5; 1x tydné, 12 50; i.p., 30 min pfed DOX ANO + (Dardir et al, 1989)
apl. (1x tydné, 12 apl.) nefroprotekce 1989
SHR DOXi.v. 1; Ix tydné, 12 apl. ~ 25; i.p., 30 min pfed DOX ANO (Zhang et al, 1996)
(1x tydné, 12 apl.)
SHR DOXi.v. 1; 1x tydné, 12 apl.  25; i.p., 30 min pfed DOX ANO (Herman et al, 2000)
(1x tydné, 12 apl.)
Kralik DAU i.v.  3,2; 3 tydenni 12,5 nebo 25; i.p. 30 min ANO (Herman et al, 1981)
interval, 5 apl. pred DAU (3 tydenni
interval, 5 apl.)
Kralik DAU i.v. 3,2; 3 tydenni 25; i.p. 30 min pfed DAU ANO (Herman & Ferrans,
interval, 6 apl. (3 tydenni interval, 6 apl.) 1986)
Kralik DAUi.v. 3;1xtydné, 10 apl.  60; i.p. 30 min pfed DAU ANO (Simunek et al, 2004)
(1x tydné, 10 apl.)
Miniprase DOXiv. 1,6; 3tydenni 12,5; i.p. 30 min pred ANO (Herman & Ferrans,
interval, 6 apl. DOX (3 tydenni interval, 6 1983)
apl.)
Pes DOXi.v. 1; Ix tydné, 15 apl.  12,5; i.p. 30 min pred ANO (Herman & Ferrans,
DOX (1x tydné, 15 apl.) 1981)
Pes DOXiv. 1,75; 3 tydenni 25; i.v. 30 min pfed DOX ANO (Herman et al, 1985)
interval, 7 apl. (3 tydenni interval, 7 apl.)
Pes DOXiv. 1,75; 3 tydenni 25; i.v. 15 min pfed DOX ANO (po dobu (Herman et al, 1988b)
interval (3 tydenni interval) 90 tydnu)

V téchto pracich bylo dokumentovano zvySenézpvani pokusnych zkdt a
signifikantni snizeni srdaiho poskozeni oproti skupinam, kterym bylo podé@vsamotné
cytostatikum. Dexrazoxan také umoznil aplikaci v§B8Snez standardnich kumulativnich
davek antracyklin, které by jinak byly letalni (Hasinofét al 1998a; Hermaret al
1988c). Na zvecich modelech se mimo jiné ukazalo, Ze dexrazgea®inn¢jSi vaci
toxickému misobeni antracykliin pokud je podavan bezprostre pied (optimalw
30 minut) nebo satasré s antracykliny neZ po jejich podardiim déle byl dexrazoxan
aplikovan po antracyklinu, tim mérbyl protektivni @inek patrny (Herman & Ferrans,
1993). Signifikantni stupekardioprotekce byl zaznamenén itzmych antracyklinovych
derivati (doxorubicin, daunorubicin, epirubicin a idarubigi coz potvrzuje spotay
mechanismus vzniku antracyklinové kardiotoxicity.

Farmakokinetika intravenoZn podaného dexrazoxanu odpovida &eemu

dvoukompartmentovému modelu s eliminaci probihajicdle kinetiky nultéhoradu.
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Tkanova distribuce je rychla. Nejvyssi koncentrace nagrme latky i produki hydrolyzy
byla zjiS&na v jatrech, ledvinach a v srdci. Pokles plazrisith koncentraci dexrazoxanu
je bifazicky a je charakterizovan biologickymi p&dsy eliminace na cca 15 minut a
150 minut (udavané je i rozmezi 120-240 min). Vambaplazmatické bilkoviny je nizSi
nez 2 %. Distribtni objem byl vypoéten na 1,1 I/kg. Asi 40 % dexrazoxanu se wyja
ledvinami v nezrénéné podob, ostatni ve for metabolifi. Metabolizovan je pomoci
enzymi dihydropyrimidinamidohydroldzy a dihydroorotazy. eXperimentalnich i
klinickych studiich byla vylotena vyznamna farmakokineticka interakce dexrazoxanu
s antracykliny (Baldwiret al 1992; Cusackt al 2003; Minottiet al 2004).

Tab. 4 Farmakokinetické parametry dexrazoxanu u dogélych s diagnostikovanou rakovinou.Lécivo
bylo podavano 15-30 min i.v. infuzi,& - maximalni koncentrace d&a v krvi, AUC - area under curve
(plocha pod fivkou plasmatickych koncentraci v krvi),¢ - biologicky pol@as distribuce it — biologicky
polaas eliminace, CL — clearence (Cvetkovic & Scot)20

Farmakokinetické parametry Déavka dexrazoxanu (mg/m?)
500 1000

Cmax (MQ/) 36,5 75,3

AUC (mg.hod/l) - 125,5-137

Vazba na bilkoviny (%) <2 <2

ty2a (hod) 0,2-0,3 0,2

tuzp (hod) 25 2-2,7

Eliminace ledvinami (%) 42 42-48

CL (I/hod) 13,8 -

Distribu¢ni objem (I/kg) 11 11

Kardioprotekce s dexrazoxanem je vd&mnosti celositove jediny Kklinicky
ovéreny a pouzivany Zysob profylakce antracyklinové kardiotoxicity u délygh (Marty
et al, 2006; Swairet al 1997b) i u dtskych pacierit (Lipshultzet al 2004; Wexleret al
1996). Pacieriim, ktefi byly zarazeni do studii (v mnohaiipadech randomizovanych
kontrolovanych), byly diagnostikovanyzané druhy malignit. U Zen se tagtji jednalo o
karcinom prsu, u &i o sarkomy, lymfomy a leukémie. Projevy kardiatity byly
monitorovany pomoci ukazatel funkce levé komory (nd&p ejekni frakce) a
endomyokardialni biopsie. U vSech pacientkterym byly podavany antracykliny
v kombinaci s dexrazoxanem, byl prokazan signifik&mizsi vyskyt kardiovaskularnich
nezadoucich dinku i srde&niho selhani navozeného antracykliny. Navic poznatkoha
studii se shodovaly v tom, Ze pacientlé&enych antracykliny spode¢ s dexrazoxanem
se mohlo podat vice débnych cykh a vySSi kumulativni davku cytostatika
pii sowasném minimalnim riziku rozvoje kardiotoxicity.

Speyer (1992) prokazal, 7e dexrazoxan (1000 rfgpisobil kardioprotektivi

ve studii, jenZ byla provedena u 92 Zen s pélkoa rakovinou prsu lk&nych standardnim
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rezimem (5-fluorouracil, cyklofosfamid, doxorubigirPro uspsSné potlaeni nadorového
onemocgni musela byt u échto pacientek podavana vysSi kumulativni déavka
doxorubicinu, kterd vedla kieruSeni chemoterapie u 50 % pacientek z placebpirsku
z divodu vyskytu kardiotoxicity. Pokud byl podavan dezoxan za stejnych podminek,
chemoterapie bylaipruSena pouze u 8 % pacientek z dexrazoxanovérgkuge dvou
randomizovanych dvojt zaslepenych studiich byl téz prokazan protektimiinek
dexrazoxanu &i kardiotoxickému fisobeni antracykliin(Swainet al 1997a; Swairet al
1997b). V prvni studii celkovy vyskyt chronickéhadaniho selhani dosahoval
1 % u dexrazoxanové skupiny ve srovnani s 8 % webla skupia (Swainet al 1997b).
Srdeni prihody byly pozorovany u 31 % paciéntlécenych doxorucinem,
v dexrazoxanové skupiny jen u 14 %. V druhé mutiidgeké studii byl podan dexrazoxan
v 10nasobi vy3si davce neZ doxorubicin aZ po dosaZeni kuiaolatiavky 300 mg/rh
Srdeni selhani se vyskytlo jen u 3 % pacieri placebo skupi ¢inil vyskyt srde&niho
selhani 22 %. Kardioprotekce umoznila podat az y&ucchemoterapie a vyznamn
prodlouzila pamérnou dobu peziti (Swain et al 1997a). Vysledky échto dvou
multicentrickych  studii ukazuji, Ze protektivniho aspbeni dexrazoxanu udi
antracyklinové kardiotoxicit bylo docileno bez ohledu, zda je podavan protaktiv
na z&atku terapie nebo pogi az po gekrateni ukité kumulativni davky. Vysledky
dalSich klinickych studii jsou shrnuty v tab. 5.

Vyznamny stupe kardioprotekce byl v klinickych studiich zaznamena dalSich
antracyklinovych derivdit coZ nap. potvrzuje studie provedena Venturgtial. (Venturini
et al 1996). V této studii byly projevy kardiotoxicityavozené epirubicinem (davk@60
mg/n?) pozorovany u 23 % paciéntz placebo skupiny narozdil od 7% incidence
u pacientek, kterym bylo aplikovano i kardioproteltn. V dalSi randomizované studii
byly pacientm s rakovinou prsu a sarkomemékkych tk&ni podavany vysoké davky
epirubicinu (160 mg/fmkazdé 3 tydny). Obdokni zde byla incidence kardiotoxicity
signifikantre vySSi v placebo skupin(24 %) nez v dexrazoxanove (7 %) (Lopeizal
1998).

Tab. 5 Klinické studie hodnotici protektivniho (inku vaéi kardiotoxicit &€ antracyklina. A/CH -
dosgli/déti, PS — pilotni studie, R - randomizovand, (N)K — kee}rolovana, nb — nezaslepena, db - d¥ojit
zaslepena, I, Il, Il - faze klinického hodnoce@&aM - karcinom prsu, CaP - karcinom plic, ALL - &hkiu
lymfoblasticka leukémie, DOX - doxorubicin, DAU -agnorubicin, EPI — epirubicin, DEX - dexrazoxan,
CDF - cyklofosfamid+doxorubicin+5-fluorouracil, CDV cyklofosfamid+doxorubicin+vinkristin, CHSS -
chronické srdéni selhani, PFS - progression free survival (irdkraezi dosazenim kompletni remise aZ po
dosazeni prvnichifznaki relapsu), ORR - objective response rate (procpatienti, u kterych je dosazeno
kompletni odpa&/, tj. vymizeni vSech #fitelnych znamek onemoéni, zjiS&né 2 pozorovanimi dnem

4 tydni acaste’na odpo¥d,, tj. = 50% Ustup r&itelnych znén bshem 4 tydi).



Studie Typ AICH Typafaze pocet Schéma lé éby (mg/m ?) Kumulativni Srdeéni CHSS ORR (%) PFS celkové
néadoru studie pacientd  jpom &r DEX:ANT/ davka ANT pfihody (%) (%) preziti
(mg/m?) (po&et (%) (dny)
cykl &)
Porovnani s kontrolou
(Swain et al, 1997b) CaM A R, K, I, 168 CDF (50) + DEX (500) /20:1 + 10:1/ - (6) 15 0 47 254 598
db 181 CDF (50) + kontrola - (6) 31 8 61 260 551
(Swain et al, 1997b) CaP A R, K, Il 81 CDF (50) + DEX (500) /10:1/ - (6) 14 2 54 233 458
db 104 CDF (50) + kontrola - (6) 31 7 49 249 553
(Swain et al, 1997a) CaM, A R, K, 1l 102 CDF (50) + se 7. cyklem DEX (500) - (15) 25 3 51 = 882
/10:1/
CaP db 99 CDF (50) + kontrola -(5) 60 22 66 - 460
(Feldmann et al, 1998) CaP A R, K, I 73 CDV (50) + DEX (500) /10:1/ -(4) 12 4 45 183 280
db 82 CDV (50) + kontrola - (6) 29 10 59 183 312
Porovnani se samotnou chemoterapii
(Speyer et al, 1992) CaM A R, K, nb, 76 CDF (50) + DEX (1000) /20:1/ 558 (11) 8 3 37 303 549
1] 74 CDF (50) 407 (9) 50 27 41 282 501
(Venturini et al, 1996) CaM A R, K, nb, Il 84 CEF (60) + DEX (600) nebo 702 (6) 7 2 48 348 1206
EPI (120) + DEX (1200) /10:1/
78 CEF (60) nebo EPI (120) 713 (6) 23 4 46 303 1140
(Vici et al, 1998) CaM A R, K, I 43 EPI (160) + DEX (1000) /6,25:1/ 960 (6) 0 0 67 240 870
49 EPI (160) 880 (6) 16 - 69 240 570
(Michelotti et al, 2000) CaM A R 63 EPI (120) + DEX(1200) /10:1/ 720 (6) 10 - 47 8,5 20,1
64 EPI (120) 28 - 46 6,9 16,6
(Marty et al, 2006) CaM A R, K lll,nb 85 DOX (50) + DEX (1000) /20:1/ nebo 669 (1-6) 12 (14) 1(0) 35 234 405
EPI (90) + DEX (900) /10:1/
79 DOX (50) nebo EPI (90) 608 (1-6) 37 (43) 11 (11) 35 210 480
(Lopez et al, 1998) sarkom A R, K, I, 18 EPI (160) + DEX (1000) /6,25:1/ 960 (6) 9 7 11 210 450
nb 16 EPI (160) 880 (6) 29 24 38 270 465
Nekomparativni studie
(Kolaric et al, 1995) CaM A NK, Il 212 CDF (50) + DEX (1000) /20:1/ 311 - 3 49,5 - -
(Jelic et al, 1995) CaM A NK, 11 35 CDF (50) + DEX (1000) /20:1/ 50-1000 0 0 56 - -
(Wexler et al, 1996) sarkom  CH nb, R 23 CDV (50) + DEX (1000) /20:1/ 410 (7) 5 22 80 43 43 mésicl
18 CDV (50) 310 (5) 21 67 81 39 24 mésicu
(Bu'Lock et al, 1993) rzny CH I, PS 10 EPI/DOX + DEX /10:1/ 550-1650 1 0 - - -
DEX 11 40 - - -
(Lipshultz et al, 2004) ALL CH nb, R 105 DOX (30) + DEX (300) /10:1/ 300 0 0 - 83 -
101 DOX (30) 300 1 0 - 83 -
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Doposud nebyla zcela zodpaena otazka, zda profylaktické podavani
dexrazoxanu zabrani také vzniku pozdni formy kaeodicity. Davodem je pedevsim fakt,
Ze pozdni forma se e objevit az &kolik let po skokeni chemoterapie a Ze je fmita
delSi obdobi na nasledné prospektivni monitorojadhotlivych parameiir postizeni
srdce. Nkteré studie vSak naz#igi, Zze dexrazoxan dokaze ochranit myokard i pteity
form¢ kardiotoxicity (Elblet al 2005; Elblet al 2006; Lipshultzet al 2008; Scully &
Lipshultz, 2007).

Nazor na optimalni indikaci a davku pro zahajerdfydaxe dexrazoxanem stéle
neni jednoznéy. Obvykle se dexrazoxan podava v padbidrochloridu formou pomalé
i.v. infize 30 minut fed samotnou aplikaci chemoterapeutika. Dodnes aeiniiplre
stanoven optimalni pon dexrazoxan:antracyklin. iP pouziti obvyklého davkového
schématu, dle kterého se podava 50 mgloxorubicinu kazdych 21 dnje dopordena
denni davka dexrazoxanu 580L000 mg/m (pomer 10:1 jecastji uzivan v USA, zatimco
poner 20:1 je typktéjSi pro evropské ze#h Pri uziti epirubicinu se dexrazoxan
dle dostupnych publikaci aplikuje v davce 10kr&siyneZ je davka antracyklinu.Géské
republice je dexrazoxan (Cardioxane, Novartis Qugyl registrovdn pro prevenci
kardiotoxicity zmisobené cytostatickoudBou chemoterapeutickymi rezimy obsahujicimi
antracykliny (AISLP, SPC). Profylaktické podavaréxcazoxanu je dopoéeno dtem
do 18 let, aby se zamezilo riziku mozZzného pozdpibékozeni srdce v produktivnintku,

a dosplym pacientim, u kterych doslo kigkrateni dopordenych kumulativnich davek
nebo ke kumulaci vice rizikovych fakfokardiotoxicity (Elbl, 2002). Bhem podavani
dexrazoxanu se dopauje pravidelné monitorovani hematologickych paratetejména
po dobu prvnich dvou cyklterapie, aby se zjistila mozna potenciace hemgittké
toxicity vyvolané chemoterapii (nggstji myelosuprese). U nas (stéjmak i v ostatnich
evropskych zemich) vSak neexistuji zadna dogeniy ktera by fesrji urcila zpisob
zahajeni podani dexrazoxanu, proto se opiraji ® nivedené dopoéené postupy.
V navaznosti na CCOPGI (The Cancer Care OntariotieeaGuideline Initiative) a ASCO
(The American Society of Clinical Oncology, aktzalte 2002) dopotené postupy
v USA se indikuje podani dexrazoxanu u pacienteketastazujicim karcinomem prsu
nebo u paciefit s jinymi malignitami, kt& obdrZeli vice ne? 300 mgfndoxorubicinu
(u epirubicinu 480 mg/A). V prehledu Swairet al. viak navrhuji podani dexrazoxanu jiz
pii kumulativni davce doxorubicinu 150-300 mg/raby se zabranilo vzniku poskozeni
srdce, které se e objevit jiz @i relativré nizkych davkach antracykiin(Gianniet al
2008; Swain & Vici, 2004). Nayji dle ,,guidelines* NCCN (The National Comprehersiv
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Cancer Network)se u pacierit kterym bylo diagnostikovano symptomatické srde
selhanici snizena ejedni frakce >45 %, se dopatuje vysazeni antracyklinnebo zvazeni
podani liposomalnich antracykligi dexrazoxanu (2007). &oliv nowjsi studie potvrzuji
vyznamny kardioprotektivni dinek dexrazoxanu bez snizeni protinadorovebimkin i

pii 1é¢bé détskych malignit (Lipshultzt al 2008), pro tyto indikace zatim nejsou dostupna
Z&dna klinicka dopotieni.

PrestoZe dexrazoxan je dosud jedinynéiMém, u rghoz byl jasg prokazan
protektivni &inek vi¢i chronické kardiotoxicit navozené antracykliny v preklinickych i
v klinickych studiich (Cvetkovic & Scott, 2005), yesowasnosti podavan pouze u malého
procenta paciefit podstupujicich kEbu s cytostatiky (Swain & Vici, 2004). Jednim
z divodu je existence spornych studii, které se &ajh na mozné interference
dexrazoxanu s protinddorovyndidkem antracyklif. V jedné z multicentrickych studiich
(Swainet al 1997b) pacienti, kterym byl podavan i dexrazoxaagovali na cytostatickou
lécbu mér nez pacienti bez kardioprotektiva (47 vs 61 % looémo podle odpadi na
lébu, objective response rate, ORR). Rgiad piehledu Swairet al. byly vysledky (ORR)
porovnany s ostatnimi studiemi, coz vedlo ke kdostmi, Ze mira protinddorové
odpowdi v dexrazoxanové skupirbyla velmi podobna obvykle pozorovanym hodnotam,
avsSak v placebo skugirbyla z neznaméhotgodu odpo¥d’ vyssi (Swain & Vici, 2004).

Z toho vyplyvda, Ze dexrazoxan ani v této studiinteiferuje s protinddorovou odpsmli
cytostatika. Toto stanovisko potvrzuji i ostatniinkdké studie, kde dexrazoxan
neovliviioval protinadorovy &inek ani dalsi parametry charakterizujici odabwadoru, a
stejreé tak 2 metaanalyzy Sesti randomizovanych studiyrf®eir et al 1999; van Dalert
al, 2006) (tab. 6).

DalSim divodem nizkého uzivani dexrazoxanu v profylaxi arykinové
kardiomyopatie je incidence nezadoucictinki (predevSim myelosuprese), ktera se
vyskytuje az @ relativne vysokych davkach téva. Je vysétlovana inhibici
topoisomerazy Il a/nebo inhibici ribonukleotidrethgy (enzym dlezity pro syntézu
DNA). Podani dexrazoxanu rtbe navic vést k synergismu, protoZze myelosuprese je
jednim z typickych toxickych dinkt vétSiny cytostatik. DalSim faktorem, ktery také
vyznammé limituje jeho uziti, je jeho vysoka cenou. Z datod farmakoekonomickych
analyz vychazejicich z udajklinickych studii se vSak zd4, Ze¢ha dexrazoxanem je
u pacieni podstupujicich antracyklinovou chemoterapii ceénefektivni (Cvetkovic &
Scott, 2005).
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Tab. 6 Vysledky dvou metaanalyzPFS - Progression Ffree Survival (interval meziadesim kompletni
remise az po dosazeni prvnickizpaki relapsu), ORR - Objective Response Rate (proceatient,
u kterych je sledovankompletni odpadd’, tj. vymizeni vSech #iitelnych znamek onemoéni, zjiS€né
2 pozorovanimi hem 4 tydi, nebocaste’na odpo¥d, tj. = 50 % Ustup r¥itelnych znén bkéhem 4 tydi),
RR — relative risk", HR — “hazard ratio".

Vysledek studii Metaanalyza
van Dalen (n=1013) Seymour (n=1070)
Srdeéni selhani (sub/klinické) 0,28 0,24
ORR" 0,83 0,92
PFS ¢ 1,13
Celkové preziti © 1,07

#RR <1,0 uréuje vyhodu ve prospéch dexrazoxanu
’RR <1,0 uréuje vyhodu ve prospéch antracyklinové skupiny

°HR <1,0 uréuje pravdépodobné;jsi vyskyt v antracyklinové skuping

Dexrazoxan byl také zkouman pro moznou protekgyciinnezadoucich éinka
navozenych antracykliny. Intraven6zni podani desxamu nap vyznamg sniZovalo
velikost tkdiového poskozeni po subkutannim podani doxorubi¢iensenet al 2003;
Langer, 2007). U hlodavca kraliki, kde antracykliny fisobi nefrotoxicky, dexrazoxan
vyznamré zmirnil nefrotoxicitu (glomerularni vakuolizaceybularni atrofie, intersticialni
lymfocytarni infiltrace) navozenou chronickym podaim doxorubicinu (Dardiet al
1989; Hermanet al 1988a). Dexrazoxan (100 mg/kg) také omezil vzakutniho
nefrotického syndromu vyvolaného jednorazovou aglikdoxorubicinu (Zimaet al
1998). V klinické praxi vSak nefrotoxicita nebyvavazijSi komplikaci chemoterapie

obsahujici antracykliny.

3.1.2.2. DalSi chelatory Zeleza

Z divodu omezeni spojenych s podavanim dexrazoxanu jssawasnosti
intenzivrée zkoumany dalSi latky ze skupiny cheldtdeleza. Zatim se vSak nepdta
nalézt dalSi chelata¢ (cinnou latku, kterd by #fa vhodrjSi, nebo alespo podobné
vlastnosti jako dexrazoxan. wWodem je pedevSim nedostatek vhodnych
biokompatibilnich chelatdr Zeleza, které by vykazovaly selektivndinek vi¢i iontam
Zeleza a nizkou toxicitu. Proto mnoho #2zit® dostupnych komplexotvornych latek
nemize v humanni farmakoterapii najit upk&tn Mezi z&kladni poZzadavky na chelator
pouzitelny v terapii pat jeho dostaténa lipofilita umozujici vstup latky do buik,
vysoka selektivita k iofiim Zeleza a naopak nizka afinita k ostatnim biogenprivkim
(zejm. C&*, Mg®™, Zn** aj.) a v neposledniads také nizka redoxni aktivita vzniklych
komplexi. Vhodnym pikladem je nap schopnost chelataiho ¢inidla EDTA véazat také
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dvojmocné Zelezo, a tak néslédmoiit redoxre aktivni komplexy EDTA-F&. Proto jsou
hledany takové latky, které vazi a udrzuji Zelezoojmocné forns, které nemze vstoupit
do Fentonovy reakce.

Nejdéle znamym a nejvice studovanym chelatorenzdgkedeferoxamin (DFO,
obr. 6). Deferoxamin je siderofor odvozeny strukéuod kyseliny trihydroxamove, jenz
byl v roce 1960 izolovany z&treptomyces pilosuickel et al, 1960)Radi se mezi
chelatory s vysokou afinitu ktrojvaznému Zeleze, lgerymi tvdi komplexy 1:1
(pF€* 26,6). Urcitou afinitu vykazuje DFO také pro jiné trojmocnétionty, zejména

pro AP

. DFO se ve ford mesylatu vyuZziva v terapii stévspojenych s patologickou
kumulaci Zeleza v organismu (tzv.iefizenim Zelezem), nap pii beta—talasemii.

Davkovaci rozmezi je obvykle 20-60 mg/R¢esné hmotnosti.
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Obr. 6. Chemicka struktura deferoxaminu.

V podminkéachin vitro (u burgk pretizenych Zelezem) bylo prokazano protektivni
pusobeni deferoxaminu ipd poSkozenim kardiomyodytnavozeném doxorubicinem
(Hershko et al 1993). Poz&i experimentalni in vitro studie naznaly jisty
kardioprotektivni dinek DFO i u staw s fyziologickymi zasobami Zeleza (Lingt al
1996). Skupina Voestt al. porovnavala €&inky deferoxaminu a dexrazoxanu na akutnim
modelu, kde byly izolované mySi ginexponovany doxorubicinem. Deferoxamin
v koncentraci 20Qumol/l ved! k vySSimu protektivhimuéinku nez dexrazoxan, naopak
pii vySSich koncentracich (50@mol/l) byl inngjSi dexrazoxan (Voeset al 1994).
Na mozny kardioprotektivnidinek poukazovala také studie proveden& na akutroaefn
kardiotoxicity navozené jedinou aplikaci velmi viggodavky doxorubicinu (25 mg/kg)
u potkana (Saact al 2001). Na druhou stranu ve studii, kde byl sreama &inek
deferoxaminu a dexrazoxanu na chronickém modeluaeyklinové kardiotoxicity
u potkana, byl pozorovan vyssi stiperotekce po podani modelového kardioprotektiva
dexrazoxanu. Na rozdil od DFO zde dexrazoxan spiéiasnou mortalitu a poSkozeni
myokardu (Hermaret al 1994). PestoZe ob latky sefadi mezi velice &inné chelatory

Zeleza \in vitro podminkach, tato studie poukazuje na rozdilg vivo protekci, které
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pravdEpodobr vyplyvaji z jejich odliSné biologické dostupnosti.

Zasadni nevyhodou deferoxaminu je jeho hydrofilharekter, porrné velka
molekulova hmotnost, a tim dany nedostajeprostup pes bugcné membrany a snizena
dostupnost k intracelularnimu ,labile iron pool”dlle & Lloyd, 1999). Vedle vysoké
hydrofility se deferoxamin vyzrtaje kratkym biologickym poleasem eliminace
(5-10 min), proto se musi podavat kontinualni infi2ale je jeho dlouhodobé podavani
spojeno s vySSim rizikem vzniku zavaznych nezadbudiinka (viz tab. 7) a terapie je
ponerné finantné narana.

Deferasirox (ICL670, obr. 7) je noSi synteticky peroralni chelator Zeleza ze
skupiny N-bis-hydroxyfenyltriazél (Exjad€, Novartis Oncology). V sdasnosti je
v klinickém hodnoceni pro prevenci &ib@& komplikaci vzniklych v @isledku petizeni
Zelezem u paciefits beta-talasemii. Tato latka te FE" stabilni komplexy v pogtu
2:1. | u deferasiroxu bylo studovano, zda by se jelhelatani (inky a vysoka lipofilita
nedaly uplatnit i v jiné oblasti nez u stas petizenim Zelezem (tab) (Tamet al 2003).
Jedina dostupné studie provedena na izolovanychat@&@oich kardiomyocytech bohuzel
ukazuje, Ze deferasirox nezaluge toxickému f[sobeni, naopak cytotoxicitu
doxorubicinu zvySuje. Toxicky dinek na kardiomyocyty je vystlovan odstraovanim
nebo neposkytovanim ZelezaleZitym enzynim, které tyto ionty pdebuji pro svoji

spravnou funkci (Hasino#t al 2003a).

Tab. 7. Srovnani deferoxaminu a deferasiroxu.

Deferoxamin Deferasirox
Cesta podani Parenteralni, obvykle i.v, s.c. infuze  Peroralni
Biologicky polo¢as Kratky (minuty) Dlouhy (8-16 hod)
eliminace
Vaznost chelatort Sestivazny Trojvazny
Lipofilita Hydrofilni (log P=-2,5) Vysoce lipofilni (log P=3,8)
Vyznamné nezadouci PFi vysokych davkach: oto- a GIT obtize, prdjem na zacatku
Gginky retinotoxicita, kostni poruchy a |éby, mirné zvySena hladina
poruchy rudstu, plicni syndrom, kreatininu
lokélni kozni reakce
Schopnost chelatace Pravdépodobné nizsi nez u Nedostupna klinicka data; slibna
intracelularniho zeleza deferipronu a deferasiroxu data z in vitro studif

v srdci a v jinych
tkanich
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Obr. 7. Chemicka struktura deferasiroxu.

Velkd pozornost byla také v poslednich letech dedSta na dalSi skupinu
chelatori Zeleza odvozenych od aroylhydrazan Tyto latky byly vyvinuty laboratéi
prof. Paiky. Jako prvni byl objeven chelétd (kinek pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu
(PIH) - kondenzéniho produktu pyridoxalu (vitamin B6) a hydraziduyskliny
isonikotinové, ktery dnesipdstavuje ,mateskou” latku velké skupiny analégPonkaet
al, 1979). Za telem zvySeni &inku byly syntetizovanyit zakladni série jeho analbg
které jsou odvozeny od pyridoxal benzoyl hydrazéserie 100), salicylaldehyd benzoyl
hydrazonu (série 200) a 2-hydroxy-1-naftylaldehgdzoyl hydrazonu (série 300) (obr. 8).

[:::]\\;22j100 [:::l\jjiZTZOO [:::l\jji;f300

HN HN . HN
N OH N OH N OH
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Obr. 8. Chemicka struktura analogi PIH. Série 100 — pyridoxal benzoyl hydrazony, série 200
salicylaldehyd benzoyl hydrazony, série 300 - 2rbyg-1-naftylaldehyd benzoyl hydrazony.

Jednim z vysoce éinnych chelatar Zeleza, ktery se svymi vlastnostmi podoba
PIH, je pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazon (0-108) salicylaldehyd isonikotinoyl
hydrazon (SIH). Jedna se o lipofilnij fyziologickém pH neutralni, a proto intracelul&rn
snadno prostupujici latky, které maji vysokou afinik trojmocnému Zelezu (pEe3,2)
(Busset al 2002). Za fyziologickych podminek mohou tidomplexy také se Z#, P&,
nikoliv v&ak s fyziologicky vyznamnymi kationty,ka jsou Ca" a Mg’ (Hoy et al, 1979).

Z in vitro a in vivo studii vyplyva, Ze PIH chelatuje intracelularnileze
ve fibroblastech, reticulocytech, hepatocytech, akrofdzich pesycenych nehemovym
Fe’* aj. (Busset al 2002). Péka a jeho kolektiv prokazali, Ze PIH mobilizuje fprieleza

z v mnohem #tSi mie nez DFO a také podstatacinngji inhibuje intracelularni fjem
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Zeleza z transferinu (Ponled al 1979). Vin vivo pokusech byla potvrzena schopnost PIH
chelatovat Zelezo v parenchymatéznich organech binkach retikuloendoteliarniho
systému a zvySené exkrece Zeleza stolici (Bus$ 2002).

Byly provedeny studie, které prokazaly schopnostatbit z této skupiny blokovat
produkci hydroxylovych radikél (Hermes-Limaet al 2000; Hermes-Limaet al, 1999).
PIH branil (jako dinny antioxidant) poruSe neuroretinalni funkce rmere oxidénim
stresem, &nn¢ inhiboval peroxidaci lipid a pisobil proti elektrofyziologickym poruchdm
sitnice u novorozenych selat (Bhattachamgg al 1997). V porovnani s PIH nebo
deferoxaminem se SIH zda byt dokonce ges&tinngjSim antioxidantem, coz bylo
potvrzeno i na izolovanych kardiomyocytech vysta@noxida&nimu stresu indukovanym
100 umol/l peroxidu vodiku (Horackovet al 2000). Na modelu potkanich embryonalnich
kardiomyoblast byla prokdzana vyznamna protektividinnost chelatoru SIHipinkubaci
s 100 pumol/l peroxidem vodiku. SIH v koncentracich 3—1nol/l zcela zabranil
depolarizaci mitochochondrii, Zzmam v bugcné morfologii a navozeni apoptozy, tak i
nekrézy vyvolanych oxidanim stresem (Simuneit al 2005a).

Na nadorovych busgnych linii a tumorech implantovanych pokusnymiatiim
byly dale prokazany i antiproliferativntinky PIH a jeho analag Tato analoga relativn
selektivreé inhibovala proliferaci a indukovala apoptotickounBtnou smrt nadorovych
burgk a to inhibici ribonukleotidreduktazy (enzymuckivého pro syntézu DNA) (Bust
al, 2004; Lovejoy & Richardson, 2003; ¥ai al 2006).

Tyto chelatory se také ukazovaly byt zajimavou skoy pro uziti v oblasti
kardioprotekce &¢i srde&nimu poskozeni navozenému antracykliny. NaSe skugia
zametila na mozZznou farmakologickou kardioprotekcifegevsim pomoci PIH
(25 a 50 mg/kg, i.p., podany 60 mindeg daunorubicinem), 0-108 (10 a 25 mg/kg, i.p.,
podany 30 minut i@d daunorubicinem) a SIH (0,5, 1 a 2,5 mg/kg, pedany 10 minut
pied daunorubicinem) i kardiotoxici# navozené opakovanym podavanim
daunorubicinu (3 mg/kg, i.v.). U v8ech latek z tétaipiny byl zaznamenan vyznamny
kardioprotektivni dinek po podani nizSich davek, nicrdépo 2,5-nasobném zvysSeni
davek chelatdr byla pekvapiv¥ popsana vyznamnargrkasna mortalita a uiezivSich
zvitat vymizeni kardioprotektivniho c¢inku. Tato neobvykld davkova zavislost
kardioprotektivniho &inku byla pozorovana u vSech aroylhydraroa to bez ohledu
na rozdily v jejich strukite, zpisob podani atasovy odstup od podani cytostatika
(Simuneket al 2005b; Sterbat al 2007a; Sterbat al 2006). Moznym vysitlenim

tohoto nalezu se nabizi, Zeéahto latek byly zji&ny velmi kratké biologické pot@sy
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(Kovarikovaet al 2006; Kovarikoveaet al 2005).

Studie s aroylhydrazony sadi k nemnoha pracim (vyjma studii s dexrazoxanem)
provedenych na modelu chronické kardiotoxicityykteese shodné zékladni morfologické
i funkeni rysy s chronickou kardiotoxicitou pozorovanoklimické praxi (Gersl & Hrdina,
1994; Simunelet al 2004). Proto gjiStény dilei, ale stale statisticky vyznamny protektivni
acinek €chto selektivnich chelatbr Zeleza podporuje teorii rozvoje antracyklinové
kardiotoxicity, tedy Ze vyznamnou roli v této patogzi hraji volné ionty Zeleza.

DalSi zajimavou latkou ze skupiny cheldtdeleza se nabizi byt klinicky uzivany
deferipron (L1, obr. 6), ktery byl poprvé podan pacientovioee 1987. Jedna se
o relativre malou lipofilni molekulu, ktera tid s volnymiionty Zeleza stabilni komplexy
3:1 (pFE€* 19,4) (Kontoghiorghest al 2004; Tamet al 2003). Krond Fe* vaze i dalsi
kovy (AI**, CU#*, Zr*") s vyjimkou C&" a Md¢f*. Komplexy F&"-L1 jsou odstraovany
piedevsim renalni exkrecifipemz mnozstvi vyloteného Zeleza zavisi na davce a stupni
pietizeni organismu Zelezem. Po p.o. podani se gdefaridolie a rychle vstebava
(za 5-10 min je stanoven v krvi) ang& je dosazeno ifblizné za 45-60 min. Vazba
na plazmatické proteiny je nizsi nez 10 %. U lkterym bylo p.o. podéano toto di&o
v davce 25 mg/kg v 8 hodinovém intervalu, byl v§em distribéni objem na 1,34 I/kg.
U lidi se L1 v jatrech fevazre metabolizuje glukuronidaci na n&dny konjugéat (85 %
podané davky). #blizné z80 % se vyltwje mai, ve form& vychozi slodeniny,
konjugatu nebo ve va#bs Fé'. Biologicky polaas eliminace je 1-2,5 hodin.
(Kontoghiorghest al 1990).
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Obr. 9. Chemicka struktura deferipronu.

V nékolika zemich je registrovany (FerripfxApoPharma Inc.) k & beta-
talasemie (P tzv. iron overload). V této indikaci byl vyvinyako mozna alternativa

deferoxaminu zdlvodu nizSich finagnich naklad a moznosti snadjgiho p.o. podani.
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Z Klinickych studii provaéhych WtSinou na pacientech s beta-talasemii odkazanych
na pravidelné krevni transfuze vyplyva, ze deferpfv davce 75 — 100 mg/kg/dergahy
do trech davek) snizujerptizeni organismu Zelezem.

Deferipron rychle pronika do sréleich burk, véetré jednotlivych intracelularnich
kompartmeni (nag. mitochondrie, lysosomy, jadro), coZz naskedrede k rychlému a
vyznamnému snizeni koncentrace volného Zelezadidtayocytech (Glicksteiret al
2006). Zaroveé v mitochondriich kardiomyocygt sniZzuje produkci reaktivnich forem
kysliku navozenou inkubaci s peroxidem vodiku. Dalkeklinicky relevantnich
koncentracich zabiiaje porucham kontraktility vyvolanychigtizenim buék ionty Zeleza
(Glicksteinet al 2006). Toto tvrzeni podporuje i klinicka studkele u pacierit |écenych
na beta-talasemii deferipron signifikaéitredukoval petizeni myokardu ionty Zeleza a
zachoval ejeéni frakci levé komory v porovnani s deferoxaminéindersonet al 2002).
Ve studii Link et al. deferipron, stej& jako deferoxamin, eliminoval posSkozeni k&amé
kultury kardiomyocyi pretizenim Zelezem a vedl ke zn#nh doxorubicinové toxicity
(Link et al 1996). Podobhv in vitro podminkach byla zji8ha protekce izolovanych
neonatalnich potkanich kardiomyotytdeferipronem i poSkozeni navozeném
doxorubicinem (Barnabeet al 2002). Protekce bylo docileno preinkubaci mydcyt
deferipronem v koncentracich 2 aBnol/l, které jsou snadno dosazitelnéirv vivo
podminkach p. o. podanim této latky, aniz by sgepily znamky toxicity. Ve studii
na izolovanych spontasnbijicich sinich deferipron zabranil signifikantnimsniZeni
kontraktility sini, zn¢ndm v morfologii mitochondrii, oxidamimu poskozeni navozené
inkubaci s 0,03 mmol/l doxorubicinem (& al 2006) (tab. 8). Navic ve studii Yasumoto
et al. deferipron sam vykazoval antitumorozni aktivitu medorovych bugnych liniich
(nag. HSC-2, HL-60) (Yasumotet al 2004).
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Tab. 8. Fehled jednotlivych studiich zangfujici se na kardioprotekci pomoci chelatod Zeleza véi
antracyklinové kardiotoxicit . LDH — laktatdehydrogenaza, CK-MB — izoforma krekitdzy v srdénim
svalu, MDA - malondialdehyd, GSH - glutathion, SDH sukcinatdehydrogenaza, SOD
superoxiddismutaza, DOX — doxorubicin, SHR — spomtdypertenzni potkan.

Studie Model Protekce M érFené parametry

Deferoxamin (DFO)
(Hershko et al, 1993)

(Herman et al, 1994)

(Voest et al, 1994)

(Link et al, 1996)

(Saad et al, 2001)

Deferasirox (ICL670)
(Hasinoff et al, 2003a)

Potkani kardiomyocyty

Spontanné hypertenzni potkan
DOX 1 mg/kg i.v. 12 apl. + DFO 50
mg/kg i.p.

1zolované mysi siné

300 uM DOX + 200, 500 uM DFO

Potkani kardiomyocyty

1 uM DOX, 0,3 mM DFO
Potkani — akutni

DOX 25 mg/kg i.v. + DFO /1:10/

Neonatalni potkani kardiomyocyty
1,5 uM DOX, 1-100 pM ICL6E70

Aroylhydrazonové chelatory Zeleza

(Simunek et al, 2005b)

(Sterba et al, 2006)

(Sterba et al, 2007a)

Deferipron (L1)
(Barnabe et al, 2002)

(Link et al, 1996)

(Xu et al, 2006)

Kralici

3 mg/kg DAU i.v. 10 apl. + PIH 25 a
50 mg/kg i.p.

Kralici

3 mg/kg DAU i.v. 10 apl. + 0-108 10
a 25 mg/kg i.p.

Kralici

3 mg/kg DAU i.v. 10 apl. + SIH 0,5; 1;
2,5 mg/kg i.v.

Neonatalni potkani kardiomyocyty
0,6 pM DOX, 2 a5 uM L1
Neonatalni potkani kardiomyocyty
1uM DOX, 0,3 mM L1

1zolované spontanné bijici siné
30uM DOX +0,3a1,2mM L1

+ buriky pretizené
Zelezem
- normalni buriky

+ 200 uM

- 500 uM
+ normalni buriky i
pretizené Zelezem

+ pfi nizSi koncentraci
- pfi vySSi koncentraci

+ pfi nizSi koncentraci
- pfi vy§§i koncentraci

+ pfi nizSi koncentraci
- pfi vySSi koncentraci

+ normalni buriky i
pretizené Zelezem

LDH, kontraktilita

histologie srdce, mortalita

kontraktilita

kontraktilita

utilizace mitochondrialniho
palmitatu

CK-MB, LDH, MDA, GSH,
histologie srdce

LDH

mortalita, kontraktilita, cTnT,
histologie srdce

mortalita, systolicka funkce ,
cTnT, histologie srdce

mortalita, systolicka funkce ,
cTnT, histologie srdce

LDH

utilizace mitochondrialniho
palmitatu

MDA, SDH, Cu,Zn-SOD,
kontraktilita, histologie
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4. Shrnuti literarnich poznatka s ohledem na zaréeni experimentalni
¢asti dizertaéni prace

Antracyklinova cytostatika jsou stale zakladni &mii I€ebnych rezim
pouzivanych v protinddorové chemoterapii a dodngsu j v mnoha terapeutickych
schématech nenahraditelna. Jejich vysoky protimdgoitinek je ovSem do zkaé miry
znevyhodgn rizikem vyskytu zavazné chronické a pozdni kamkiity, kterou jsoutasto
limitujicim faktorem jejich Iéby. FrestoZe antracyklinova kardiotoxicita je intenzivn
zkoumana jiz #kolik desetileti, pesny mechanismus jejiho vzniku neni ob§asrziejme
se jednd o multifaktoridlni &l u kterého je hlavni role trami¢ prisuzovana tvord
reaktivnich forem kysliku, ip jejichz vzniku hraji zasadni katalytickou roli mé ionty
Zeleza.

Protoze poSkozeni srdce navozené antracyklifiyenbyt velmi zavazné &asto
ireverzibilni s potenciakhfatalnimi nasledky pro pacienta, je hlavrieiénou strategii této
komplikaci gedchazet. Dopotuje se omezeni celkové kumulativni davky cytosgatik
zména davkovaciho schématu, pouziti méxickych derivali nebo vyuziti cilené
distribuce léiva. Zna&né nadje jsou vkladany do farmakologické kardioprotekce
predevSim z hlediska moZnosti zalfidin vzniku vysoce reaktivnich hydroxylovych
radikali. NejperspektiviSi se v této oblasti zda pravchelatace volného, redaxn
aktivniho zeleza.

Pres uskuténéni fady studii sikznymi latkami Astava dexrazoxan dosud jedinym
lécivem s jasd prokdzanym protektivnim ¢inkem Vaci chronické antracyklinové
kardiotoxici€ v preklinickych i v klinickych studiich. Protekitiv (€inky dexrazoxanu jsou
spojovany s chelataimi vlastnostmi jeho metabolitu ADR-925, diky nindbkaze
odnimat ionty Zeleza z komplexu s antracykliny btneézat volné ionty Zeleza, a tak
zabraovat jejich @asti @i tvorbé ROS. V sotiasnosti je vSak dexrazoxan podavan pouze
u malého procenta paciéntpodstupujicich kbu antracykliny. Dvodem je vyskyt
nezadoucich dinka, které spoléené s vysokou cenou vyznamnlimituji jeho uziti
v profylaxi antracyklinové kardiomyopatie. Protooys v sodasnosti zkoumany dalsi
potencial@ protektivni latky, které by stejnjako dexrazoxan co nejefektijn potlacily
kardiotoxicitu avSak i minimalnim vyskytu nezadoucich ¢iaki a sowdasném
nesnizovani protinadorovéhegigku antracykliri.

Na z&klad teoretickych pedpoklad a pgedchozich vysledkin vitro a ex vivo
experimeni se vhodnou alternativou k dexrazoxanu jevil nowropalré podavany

chelator Zeleza — deferipron. Tot@il® je registrovano v ¢kolika zemich k Iéb¢ beta-
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talasemie, resp. stavspojenych s i@tizenim organismu Zelezem. Jedna se o refativn
malou lipofilni molekulu, kterd rychle pronika darkliomyocyii a zde vaze volné ionty
Zeleza a odstimije je z komplest ANT-Fe**. V in vitro podminkéach byla zji§ha protekce
izolovanych neonatalnich potkanich kardiomydcyteferipronem & posSkozeni
navozeném doxorubicinem. Jeho kardioprotektivniepciél byl dale podgen studii
provedenou na spont&hnbijicich sinich exponovanych doxorubicinuieftoze se
deferipron zda byt slibnym kandidatem, dosud nelgggtupné Zadné informace tykajici
se jeho kardioprotektivnihaipobeni na vhodném vivo modelu chronické antracyklinové
kardiotoxicity.

Jest pred rekolika lety byla antracyklinova kardiotoxicita hla spojovana
s navozenim oxidamiho stresu a ztoho plynouciho poSkozeni biomadlelstici
v progresivni degeneraci a neprogramovanou smdidayocyti. Tento pohled se ale
v poslednich letech #al nmenit. Objevuje se stale vice praci poukazujicichnm@nou
Glohu apoptdzy i antracykliny navozeném zaniku kardiomyacyV literature Ize nalézt
jednu in vitro studii provedenou na izolovanych potkanich kardiooytech, ktera
nazng&uje, Zze modelové kardioprotektivum dexrazoxan byhimzhranit kardiomyocyty
praw i vaci tomuto zmisobu buséného zaniku. Dosud vSak nebyla publikovana data
z podminek chronického klinicky relevantniimovivo modelu.

K lepSimu pochopeni multifaktoridlni patogeneze ooluké antracyklinové
kardiotoxicity by zajisté fispélo sledovani dynamikydiii, které nakonec vyusti v klinicky
obraz chronické antracyklinové kardiotoxicity. Mritké praxi to bylo dosud studovano
pouze omezeaf) coZ souvisi s obtiznou dostupnosti myokardialnidorka jedinai
exponovanych tizné kumulativni davce antracyklinu. Biopticky a thiegicky odkEr
materialu je zatizenradou komplikaci jako na&p kvalita, dostupnost, mnoZstvi a
reprezentativni charakter vzorku, a proto se dmes4ali jen ve vyjiménych @ipadech.
S ohledem na tato fakta se jevi pouziti experimeiitd modelu jako velmi vhodna
piilezitost ke studiu vlivutizné kumulativni davky cytostatikatasového sledu fughich,
morfologickych a dalSich zén v myokardu levé komory v fio¢hu rozvoje chronické
antracyklinové kardiotoxicity. Takové schéma pokuBy mohlo vyznam& prispét
k pochopeni podstaty patogeneze chronické antriaoud kardiotoxicity a pop
pii ndsledném vyvoji novychdinnych kardioprotektiv
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1. Studium potencidkh kardioprotektivnich &nka klinicky uzivaného chelatoru
Zeleza deferipronu na modelu chronické antracykinicardiotoxicity u kralika

2. Uvodniin vitro studium vyznamu apoptotické bigné smrti v antracyklinové
kardiotoxicig

3. Studium kardioprotektivnich¢inkt dexrazoxanu &i chronické antracyklinové
kardiotoxici€ in vivose zanitenim na ochranu kardiomyoéypred apoptotickou
bunéénou smrti a oxidenim stresem

4. Sledovani dynamiky furthiich a morfologickych zem v pribéhu rozvoje
chronické antracyklinové kardiotoxicity ve vztahur&modelaci myokardu a

oxida*nimu stresu
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Pokusy na drovniin vitro
1. Pouzita I&iva
Daunorubicin (Daunoblastina, Pharmacia, Italie) ededpron (poskytnut firmou

ApoPharma Inc., Kanada).

2. Antiproliferativni studie s bunéénou linii HL-60

Ve spolupréaci s Doc. PharmDr. Tomasem 8ikem, Ph.D. (Farmaceuticka fakulta
v Hradci Kralové, UK v Praze) byl studovan vliv dgpronu na antiproliferativniginky
daunorubicinu. K tomutodlu byla pouZita lidska promyelocytarni leukemidkénscna
linie HL-60, ktera byla ziskana z American Type t@reé Collection (ATCC, USA). Biky
byly kultivovany v médiu RPMI-1640 (Sigma-Aldrickieska republika) s 10% obsahem
fetalniho bovinniho séra (Sigma-Aldricieska republika) a 1% obsahem antibiotik
(penicilin/streptomycin, PAA, Rakousko). Kultivace probihala v inkubatoru
v kontrolované atmosfé 5% CQ pii teplot 37°C. Kazdy 2. az 3. den byla kultura
pasaZovana s kotreym fecknim 1C bursk/ml. Ve vSech provedenych pokusech byl
deferipron pouzit v koncentracich 1-300 pmol/l. Pspol&nou inkubaci chelatoru
s cytostatikem byla zvolena koncentrace daunomubici2 nmol/l, ktera v pilotnich
pokusech navodila 50% inhibici proliferace BkinNa za¥r pokusu byl odebran vzorek
burg¢né kultury, ktery byl pouzit pro stanoveni vialyilliursk.

3. Invitro model antracyklinové kardiotoxicity

Pro tyto @&ely byla ve spolupraci s Doc. PharmDr. Tomasemuskam, Ph.D.
(Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, UK v Prapeuzita bua¢na linii H9c2, ktera je
odvozena od potkanich embryonalnich &ndeh myoblast a kterd byla ziskana
z American Type Culture Collection (ATCC, USA). ity byly kultivovany v médiu
DMEM s 10% obsahem fetalniho teleciho séra (Sigrusigh, Ceska republika) a
1% obsahem antibiotik (penicilin/streptomycin, PARakousko) v kontrolované atmosfé
5% CQ pii teplo€ 37°C. Buiky byly kazdy 3. az 5. den trypsinizovany. Pro pokbyly
pouzity buiky 20. aZz 40. generace, které byly odebrany iiklygné Petriho misky
48 hodin ped pokusem. Nasledrbyl rist burgk zastaven vyrnou kultivaétniho média
za bezsérové 24 hodirtgul z&atkem vlastniho pokusu. Ve vSech provedenych pakuse
byl daunorubicin pouzit v koncentracich 0,1-3 pin@i£4). Po 24-hodinové inkubaci byly
buiky dvakrat omyty v ledovém PBS a po centrifugaciabpeleta bugk uchovana
pri -80°C.
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4. Stanoveni viability bunék
Po odstragni média z jamek byly adherovanénky dvakrat oplachnuty pomoci

PBS a poté 5 minut inkubovany s 0,25% roztokemsing K této srési bylo nasleda
piidano médium DMEM s 10% obsahem fetalniho teleci®&@ (Sigma-AldrichCeskéa
republika). Po tkladném promichéani byl odebran vzorek &umé kultury, ktery byl
smichan s 0,4% roztokem trypanové treo@Sigma-Aldrich,Ceska republika) v po#nu
1:1. Pa@et prezivSich (neobarvenych) btk byl zjiStn pomoci Burkerovy koirky
pod s¥telnym mikroskopem Mgr. Annou Vavrovou (Farmacekdicfakulta v Hradci

Kralové, UK v Praze).

5. Hodnoceni apoptdzy v bugéné linii H9c2

K hodnoceni apoptotické béné smrti v buscné linii H9c2 byla pouzita
imunochemicka detekce mono- a oligonuklebtigomoci komemiho kitu Cell Death
Detection ELISA™S (Roche Diagnostics, dhecko). Vedle toho byla hodnocena i
aktivita exekutivni kaspazy 3 a aktivita dalSichsp@z reprezentujicich vl cestu
(kaspaza 9), wWjSi cestu (kaspaza 8) i cestu spojenou se ER/SResir (kaspaza 12).
Pro pokusy spojené se stanovenim aktivit kasp&za39 byly pouzita kultura o kotirgeém
poctu burgk 1,9 x 16, pro stanoveni aktivity kaspazy 12 opo3 x 16 burgk, zatimco
pro stanoveni fragmentace DNA bylo pouZito 5 % Hursk. Postup pro jednotliva

stanoveni markérapoptozy je blize popsan v nasledujicich bodedtb(d).

Pokusy na arovniin vivo
1. Pokusna zviata

K pokugim byli pouziti kralici,Cingila velk&, samci o fimérné paateini tlesné
hmotnosti 3,5 kg. Zvata byla chovana ve vivariu Léiské fakulty v Hradci Kralove
za standardnich laboratornich podminek (klimatingvezduch, teplota 15-21°C, vihkost
50-60 % a 12 hodinova délka&einého dne). Zvata néla volny pistup k pitné vod a
standardni laboratorni déetZachazeni se ztty probihalo dle "Guide for the care and use
of laboratory animals” (1996). Pokusy s laboratminivitaty byly schvaleny Odbornou
komisi na ochranu zkdt proti tyrani Lékeské fakulty v Hradci Kralové, Univerzita
Karlova v Praze.
2. PouZiti |&iva

Daunorubicin (Daunoblastina, Pharmacia, Italie)fedpron (poskytnut firmou
ApoPharma Inc., Kanada), dexrazoxan (CardioxaneyaNis, Svycarsko), ketamin

(Narketan, Vétoquinol AG, Svycarsko), midazolam @&liolam Torrex; Torrex Chiesi
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Pharma, Rakousko), pentobarbital (Sigma-AldrichAY& fyziologicky roztok (Natrium
chloratum, Biotika, Slovenska republika).

3. Anestézie

Kombinovana anestézie ketamin (50 mg/kg, i.m.) damolam (1,25 mg/kg, i.m.)
byla zvolena pro aplikaci latek, oty vzorki krve a neinvazivni hodnoceni stédé
funkce. Za¥rectna invazivni ndfeni byla provedena v pentobarbitalové anestézii
(30 mg/kg, i.v.).

4. Model chronické antracyklinové kardiotoxicity u kralika

Chronicka antracyklinovd kardiotoxicita byla navoaeopakovanym podanim
daunorubicinu (3 mg/kg=50 mgfmiv., 1x tydr&) po dobu 10 tydin Echokardiografické
meieni bylo provedeno na &#aku pokusu a dale v 8., 9., 10. tydnu a na konci
experimentu. Vzorky krve pro stanoveni zakladniabcheemickych a hematologickych
parametii byly odebirany z centralni usni artériiegh 1., 5. aplikaci a na konci pokusu.
Koncentrace sramiho troponinu T, pap | byly stanoveny v plazénziskané 1., 5., 8., 10.
tyden a na konci pokusu. Z&ecné invazivni hodnoceni srél@ funkce bylo provedeno
5.az 7. den po posledni aplikaci. Na &awokusu byla zvata pgedavkovana

pentobarbitalem a néasledrjim byly odebrany jednotlivé organy pro dalSi amagl

v s
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7 8 9 10 tyden
Obr. 10. Schéma modelu chronické antracyklinové katiotoxicity. E - echokardiografické vySeni,
T - odkeér krve ke stanoveni plazmatické koncentrace trampniB - biochemické vyS&tni krve,
H - hematologické vySgni krve, | — invazivni greni srdéni funkce.

5. Davkovaci schémata studovanych latek

Pro studium potenciélnich kardioprotektivnictinkt deferipronu bylo zvoleno
perorélni podani latky v 0,5% karboxymethylceluldzedavce 10 a 50 mg/kg vzdy
45 minut ged kazdou aplikaci daunorubicinu. U nejvysSi davikyodané
v kardioprotektivni studii (tj. 50 mg/kg) byl hodeen i vliv samotné latky na jednotlivé
kardiovaskularni parametry.

Modelové kardioprotektivum dexrazoxan byl podavatraperitonealé v davce
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60 mg/kg 30 minut f&d daunorubicinem. VSechny uvedené latky byly apiiiny jednou
tydné po dobu 10 tydih Vysledky byly porovnany s hodnotami n&mnymi u kontrolni
skupiny (fyziologicky roztok 1 ml/kg i.v.).

Tab. 9. Frehled studovanych skupin z\#at.

Skupina Po cet zviFat Aplikované latky a zp Gsob jejich podani

Kontrolni 8 fyziologicky roztok 1 ml/kg, i.v.

Daunorubicinova 11 daunorubicin 3 mg/kg, i.v.

Deferipronova 6 deferipron 50 mg/kg, p.o.

L1 10 mg/kg+DAU 8 deferipron 10 mg/kg, p.o. + daunorubicin 3 mg/kg, i.v.
L1 50 mg/kg+DAU 9 deferipron 50 mg/kg, p.o. + daunorubicin 3 mg/kg, i.v.
Dexrazoxanova 8 dexrazoxan 60 mg/kg, i.p. + daunorubicin 3 mg/kg, i.v.

Pro sledovani dynamiky fugikich, morfologickych a jinych zém myokardu levé
komory v pfibéhu rozvoje toxického dinku antracyklim (tzv. ,staging“) bylo utvéeno
9 skupin kralik (po n=6), kt& byli exponovani itzné kumulativni davce antracyklinu
(jedna davka fedstavuje 3 mg/kg, tj. 50 mgfndaunorubicinu). Zw¥ata byla usmrcena
za 24 hodin nebo za 7 @lpo fizné, gedem definované, kumulativni davce cytostatika.
Vysledky byly porovnany s hodnotami n&mnymi u intaktnich zvat (n=6). DetailjSi
nakres schématu ,stagingu“ je na obr. 11.

1-7 3-7 5-7 8-7 10-7
50 mg/m* 150 mg/m* 250 mg/m® 400 mg/m* 500 mg/m®
11 31 51 8-1 101

ﬂ 50 mg/m® ﬂ 150 mg/m® ﬂ 250 mg/m’ ﬂ 400 r;glm2 ﬂ 500 mg/m’ ﬂ
8 7 4 7 8 ¢ 1 8 7

NN NN

1 2 3 4 5 8 9 10 tyden

Obr. 11. Schéma modelu ,stagingu“ chronické antracklinové kardiotoxicity. Kontrolni skupina (bila
Sipka), daunorubicinové skupiny, které reprezeruifiata ukodena bd’ 24 hodin (Sediva Sipka) nebo 7idn
(modra Sipka) po dané kumulativni davce. Kumuldtildwvky daunorubicinu jsou vyjéehy v mg/m.

6. Hodnoceni celkové toxicity
V pribéhu celého pokusu byly sledovankipmdné zrany v chovani zvat, znény
Vv piijmu pitné vody a potravy,ipZivani, resp.iipdasny uhyn zvat. Jednou tydhbyly

zaznamenany aktualni hmotnosti kréalik
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7. Méreni funkénich kardiovaskularnich parametria
a. Neinvazivni hodnoceni srd@ai funkce

Echokardiograficky byla hodnocena systolicka snddéunkce levé komory pomoci
pristroje Vivid 4 (GE Medical Systems Ultrasound; GEalthcare, Velka Britanie), ktery
byl vybaven 10 MHz vySé&bvaci sondou. Bylo zvoleno parasternalni zobrazewé
komory v dlouhé ose, z kterého byl kolmo na mezi@mwou gepazku pod Urovni cip
mitralni chlopr porizen M-mdd zaznam. Z pmérnych hodnot rozira srdce na konci
diastoly (LKd) a systoly (LKs) ziskanych z&t srde&nich cykii v M-mod zaznamu bylo
dle nasledujiciho vzorce stieno frakni zkraceni levé komory sréi@ (FS):

FS(%) = % x100

Ke stanoveni jednotlivych hodnot frakho zkraceni levé komory byly pouZit t

nezavislé M-mod zaznamy.

b. Invazivni hodnoceni srd#i funkce

Na konci pokusu byla katetrizovana leva komoraaieat carotispomoci Micro-
Tip Pressure Catheter (2,3 F, Millar InstrumentSAY piipojeného k ADI Powerlab/8SP
systému (ADInstruments Pty., Australia). K analyziskanych dat a vygétani prvni
derivace maximalniho vzestupu tlaku vlevé koenov isovolumické fazi systoly
(tzv. indexu dP/dts) byl pouzit program Chart 5.4.2. (ADInstrumenty.P#ustralia).
Souwasre byl zaznamenavan jmérny tlak krve va. femoralisméreny krvavou cestou
prostednictvim polyethylenové kanyly naglmé heparinizovanym fyziologickym
roztokem a fipojené k ADI Powerlab/8SP systému. Krbmvedenych paramétrbyla

hodnocena i srdai frekvence.

8. Stanoveni srd€nich troponina T a |

Koncentrace troponinu T a | byly stanoveny v hapadvané plazm pomoci
Elecsys Troponin T STAT Immunoassay (Roche DiagossBvycarsko), pdp pomoci
ADV AxSYM troponin | Immunoassay (Abbott Laborates; USA) na Ustavu klinické
biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice v Hraddlové.

9. Hematologické a biochemické vySéeni krve
V odebrané krvi byly stanoveny na Ustavu klinickiochemie a diagnostiky
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové vybrané biocle@ parametry (ndp kreatinin,
urea, ALT, AST atd.) pomoci automatického analyaatélitachi 737, Hitachi, Japonsko).
Dale byla provedena i standardni hematologicka yamalz odebrané plazmy
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na Ustavu klinické hematologie Fakultni nemocnicéinadci Kralové pomoci ffstroje
Coulter T890 (Beckman Coulter, USA).

10.Pitva a posmrtné ohledani

Po gedavkovani zvat pentobarbitalem, resp. depkasré uhynulych zvfat, byla
provedena pitva. Byl hodnocen vyskyt vypotk dutireé brisni, hrudni a v perikardu,
piipadré byla sledovanaiftomnost makroskopickyiatelnych abnormalit. Odebrané srdce
bylo omyto a kratce retrograérperfundovano ledovym fyziologickym roztokem. Byl
potizen transverzalniez pravou a levou komorou srdce pod urovni atritilenarniho
septa. Blok srdmi tkare byl spol€né s dalSimi odebranyn®éstmi orgaf (jatra, ledvina)
pouzit pro histologické zpracovani. Zbyvaji@st levé komory byla Sokéwvzmrazena a

nasledg homogenizovana v tekutém dusiku a uchov&nap°C pro nasledujici analyzy.

11. Histologické vySefeni srdce a vybranych orgai

Odebrané tkan byly fixovany po dobu 3 dnve 4% neutralnim formaldehydu.
Po zaliti do parafinu byly ffpraveny sérigtezi o tlou¥ce 6 um. V piipact srdce byly
prvni dvaiezy obarveny hematoxylin-eosinem a Massonovym nmmdrichromem, pob
3., 6. a 9rez z odebraného bloku levé komory byl pouzit praceni TUNEL metodou
(Terminal deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTHck End Labeling, viz nize).
Pro hodnoceni ffitomnosti kolagenu byla vybrana technika PicradsirRed s pouzitim
polarizovaného gila. Histologicka vyséeni byla provedena Doc. MUDr. Yvonou
Mazurovou, CSc. na Ustavu histologie a embryolagikaiské fakulty v Hradci Kralové.
Reprezentativni mikrofotografie byly zhotoveny pah@rogramu Microlmage 4.51
(Media Cybernetics, Laboratory Imagireskéa republika).

12.Hodnoceni kolagenu pomoci techniky Picro-sirius Red

Znaseni bylo provedeno na histologickych parafinovyezech myokarduRezy
byly zbaveny parafinu a zavoghy. Nasleda byla jadra kardiomyocyt obarvena
Weigertovym hematoxylinem. Po 8 minutové inkubagiybezy omyty vodou a hodinu
inkubovany s Picro-sirius Red, coz je &sloZzena ze Sirius Red F3B (Sigma-Aldrich,
Ceska republika) a nasyceného roztoku kyseliny pi&rBezy byly dvakrat omyty vodou
s piidavkem kyseliny octové. Dale néasledovalo odwminpomoci koncentrovaného
ethanolu, projasmi v xylenu a zamontovani do DPX (Sigma-Aldri¢teska republika).
Pii pouziti s¥telné mikroskopie byl kolagen zobrazéerveré na s¥étle Zlutém pozadi.
Pokud bylo zvoleno polarizovanéé&io, silna kolagenni viakna byla Zluta az oranzova,

zatimco teni vlidkna byla pozorovana jako zelena.
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13. Stanoveni kolagenniho profilu levé komory

Stanoveni kolagenniho profilu bylo provedeno doc.UDA. Michaelou
Adamcovou, Ph.D. na Ustavu fyziologie Lékieé fakulty v Hradci Kralové. Nejprve byly
izolovany jednotlivé frakce proteinppomoci pufé o stoupajici iontoveé sile (Pelouehal
1993). V prvni fazi se ke vzorku myokardu levé keon(piiblizné 50 mg tkas) pridal
pufr obsahujici 0,1mol/l KHPQ,, 0,1mol/l KHPQO,, 10 mmol/l EDTA a 1% Triton X-100
(pH 7,4). Smis byla 2 hodiny michanatip4°C a nasledn centrifugovana (8 000 x g,
10 minut, 4°C). Po odstrani supernatantu byl k sedimentufidan pufr sloZzeny
z 50mmol/l Tris a 0,9mol/l NaCl o pH 7,5. 8sbyla les noc michanaip4°C a nasledh
centrifugovana (8 000 x g, 10 minut, 4°C). V druté&i byla peleta kratce promyta
0,5mol/l kyselinou octovou a nasledextrahovana s#si tva‘enou 0,5mol/l kyselinou
octovou a pepsinem. Ss1byla ot pres noc michanaip4°C a nasledh centrifugovana
(10 000 x g, 10 minut, 4°C). Takto byl ziskan suma¢ant, ktery pedstavoval rozpustnou
frakci kolagennich protein Ke zbyvajici peleét byl pridan 1,25mol/l hydroxid sodny.
Vzorek byl 30 minut michan a poté dvakrat po doburiinut povéen i 105°C. Takto
byla ziskana frakce nerozpustnych kolagennich printePro stanoveni koncentrace
hydroxyprolinu bylo odebrano z kazdé frakce 50 pbrku, ktery byl suSenipteplog
do 100°C. Poté byloimano 50 ul hydroxidu sodného (4 mol/l) a vzorek b§ minut
temperovan do teploty 120°C. Naslédnbyl vzorek neutralizovan ffavkem
1,4mol/l kyseliny citrénové. Poipani 1 ml chloraminu T se re&ki sneés nechala
20 minut stat P pokojové teplot. Nasledd byl pridan roztok slozeny
z p-dimethylaminobenzaldehydu, n-propanolu a 70%IQ4C Snes byla 15 minut
inkubovana ve vodni laznitip65°C. Ve vzorcich byla nasledremétena absorbance

pii 550 nm.

14.Hodnoceni apoptotické buréné smrti
a. TUNEL Assay

Komeeni kit In situ Cell Death Detection Kit AP (Rocheapnostics, Svycarsko)
byl pouzit pro zn&ni TUNEL metodou. Zr@ni bylo provedeno naiech pesré
definovanych histologickycifezech myokardem (viz bod 11) segem definovanou
vzdalenosti od sebe (42 umiRezy byly zbaveny parafinu, zavagy a promyty
destilovanou vodou a roztokem PBS s0,1% Triton OR-1Rezy byly 15 minut
permeabilizovany roztokem proteinazy K (Roche AgqblScience, Bimecko) pi teplog

37°C. Po opakovaném promyti v PBSisey inkubovaly ve vihké kotfmce g teplog
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37°C s TUNEL Reaction Mixture. Vtomto kroku doSlpisobenim terminalni
deoxynukleotidyltransferazy k navéazani fluoresceinenaenych nukleotid na 3°-OH
konce DNA fragmerit. Paralelg byla gipravena negativni kontrola, ktera se odliSovala
negitomnosti transferazy v det@kim roztokuRezy byly tikrat oplachnuty v PBS a
v Tris pufru o vysledném pH 7,4. Fluoresceinem ¢eng nukleotidy byly nasledn
detekovany 30 minutovou inkubaci s alkalickou ft&fau konjugovanou
s anti-fluoresceinovou protilatkouipeplog 37°C. Po omyti Tris pufrem o pH 9,5 byly
nukleotidy vizualizovany pomoci chromogenu NBT/BCiBoehringer, Nmecko).
Intenzita zbarveni byla kontrolovana pod mikroskopeNa zawr byly fezy omyty
destilovanou vodou a slaldobarveny 1% vodnym roztokem eosinu. Dale néskadov
standardni histochemické zpracovani (odwodn projasgni a zamontovani). Touto
metodou byla jadra apoptotickych rzbarvena ma@. Zna&eni TUNEL metodou bylo
provedeno ve spolupraci s Doc. MUDr. Yvonou MazaavCSc. na Ustavu histologie a
embryologie Lékeské fakulty v Hradci Kralové.

Celkova plochatezu byla rozdlena do jednotlivych poli a obraz ziskany
mikroskopem Olympus AX7 (celkové &geni 200x) byl sniman digitalni kamerou
Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., Kanada). #b TUNEL pozitivnich jader na kazdém
fezu byl spéten manualia ve 20 polich reprezentujicich nejn¥é8,7 mnf tkars levé
komory. Jednotliva pole byla vybrana na zaklachhod® vybranychcisel statistickym
softwarem SigmaStat 3.5 (SPSS Inc., USA). Kvarddik byla provedena pomoci
programu NIS-Elements (Laboratory Imagifitgska republika), iiemz vysledny péet
TUNEL pozitivnich jader byl vztaZzen na mikars levé komory.

b. Cell Death Detection assay

Fragmentace DNA byla stanovena v myokardu levé kgn{pop. v burééné
kultufe H9c2) za pouZiti kom&miho setu Cell Death Detection ELISA® kit (Roche
Diagnostics, Nmecko). Vzorky (fiblizné 50 mg tkas nebo 5 x 10 bursk) byly
homogenizovany pomoci ¢niho minimixéru (Roth, Bmecko) v pilozeném Lysis Buffer
pii 15°C. Po 30 minutach byly vzorky centrifugova2yQ00 x g, 10 minut, 15°C). Ziskany
supernant se medil prislusSnym mnozstvim Lysis Buffer (viipad myokardu 1,2x,
u burgk 5x). Pro vlastni analyzu bylo pouzito 20 pl vaorkkteré se napipetovalo
do pilozené 96-jamkové degky. Do kazdé jamky sefjplalo 80 pl smisi slozené
Z biotinem zn&né mysi monoklonalni protilatky proti histonu anySi monoklonalni

protilatky proti DNA konjugované s peroxidazou. Vkp byly nasleds inkubovany



Prehled pouzitych metod

2 hodiny za mirného michéniipokojové teplot. Po odstragni roztoku byly jamky
opakovag promyty gilozenym Incubation Buffer. Po plévém odstragni promyvaciho
roztoku se do jamekialo 100 pl ABTS roztoku. Po 10 minutové inkubdyjla
absorbance #iena pi vinové délce 405 nm pomoci Microplate Reader Mo@&0
(BioRad Laboratories Inc., USA). Vysledna absorleatyla vztazena na koncentraci

proteinu stanovenou v kazdém vzorkwibhi bylo provedeno v duplikétu.

c. Stanoveni aktivity jednotlivych kaspaz v myokardokpsnych zvfat

Aktivity jednotlivych kaspaz byly stanoveny v myoka levé komory
(pop. v burécné kultde H9c2) za pouziti ffislusnych komeinich Kkith. Vzorky byly
extrahovany na ledu v komim pufru (BioVision, USA) za pouZiti ultrazvukowgh
homogenizatoru (Hielscher - Ultrasound Technoldd$A) a termomixeru (Eppendorf,
USA). Po 20 minutach byly vzorky centrifugovany @@0 x g, 10 minut, 4°C). Aktivita
kaspazy 12 byla stanovena pomoci Caspase-12 Fletomssay Kit (Biovision, USA).
Ke kazdému vzorku byliman v pondru 1:8 ledovy 2X Reaction Buffer obsahujici 10 mM
DTT. Vzorky byly nasled& 120 minut inkubovany s 5 ul substratu ATAD-AF@ ®7°C.
Aktivita kaspazy 12 byla giena fluorometricky s uzitim 400 nm excidho filtru a
505 nm emisniho filtru (Tecan Infinité 200, Svycarsko). Aktivita kaspazy 3/7, 8 a 9 byla
stanovena pomoci fislusnych Caspase-Glo Assays (Promega, Velkd BBajtan
ve spolupraci s Mgr. Pavlinou HaSkovou (Farmackatidakulta v Hradci Kralove,
UK v Praze). Vtomto fipact byl ke kazdému vzorku fglan v pondru 1:1 substrat
pro pislusnou kaspazu. Aktivita kaspazy 3/7, 8 a 9 Inyd#ena po 30 minutové inkubaci
s uZitim luminisceéni detekce (Tecan Infinit¥ 200, Svycarsko). Fluoresasr a
luminiscergni jednotky (FU a LU) byly vztazeny na koncentrg@ecoteinu stanovenou
v kazdém vzorku. Na zé&w vysledné aktivity kaspaz byly dale vztazeny Kiprné

hodnot stanovené u kontrolni skupiny. VSechn&@ni byla provedena v duplikatu.

15.Hodnoceni oxid&niho stresu
a. Stanoveni celkového malondialdehydu v myokardu pshych zviat
Ke kazdému vzorku z myokardu levé komorjil§pzné 70 mg tkas) bylo pridano
500 ul RIPA pufru. Vzorky byly homogenizovany porhbdtra Turrax (IKA, Nemecko) a
poté 2 hodiny inkubovany na leduglieem inkubace byly v 15 minutovych intervalech
vzorky protazeny injedni stikackou opatenou fizovou jehlou. Po centrifugaci (1 000 x g,
10 minut, 4°C) byl odebran supernatant, ktery bguzt pro analyzu provedenou

dle Pilz et al. (Pilzet al 2000) s malou ob#&mou v postupu. Vlastni analyza byla
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realizovana Ing. Milosem Hrochem na Ustavu farmegial Lékaské fakulty v Hradci
Kralové. Ziskany supernatant (250 ul) byl 30 mimytrolyzovan s 50 pl hydroxidu
sodného (6 mol/l) {H60°C. Po ochlazeni prébla deproteinizace vzorku 126 kyseliny
chloristé 35% (v/v) a vzorky byly centrifugovany3(200 x g, 10 minut, 4°C). Nasletin
byl ve tm¢ supernatant derivatizovan figavkem 25 ul 2,4-dinitrofenylhydrazinu
(5 mmol/l). Po 10 minutach bylo odebrano 30 ul o&mtk viastni analyze pomoci HPLC
systému (Shimadzu, JaponskohBm analyzy byla pouzita stacionarni faze EC Nuwileo
Ci15125 x 4,6 mm/5 um (Macherey-Nagelédecko) a pedkolona CC Nucleosil {g
8 x 4,0 mm/5 um (Macherey-Nagel,éiNecko). Jako mobilni faze byla pouzita é&sm
acetonitrilu, vody a kyselina octové v pém 380:620:2 (v/v/v) o vysledném pH 3,4.
Rychlost ptitoku byla 1,0 ml/min a UV detektor byl nastaven 30 nm. Vysledné

mnozstvi malondialdehydu bylo vztaZzeno na koncengateinu stanovenou ve vzorku.

b. Imunohistochemické stanoveni 4-hydroxynonenalu vokgrdu levé komory

4-hydroxynonenal (4-HNE) byl vybran jako dalSi nmarkperoxidace lipidl.
Parafinovéiezy myokardu byly zbaveny parafinu a zavwwn Pred vlastnim barvenim
byly fezy 20 minut inkubovéany v 0,6% peroxidu vodiku pailateni vlivu nespecifické
reakce endogennich peroxidaz s chromogenem. Nédbgtinifezy opakova#inkubovany
v mikrovinné trouk (800 W) s citratovym pufrem o vysledném pH 6,0.deblazeni byly
fezy opakovatiomyty v PBS a 20 minut inkubovany s neimunnim méfidormal Donkey
Serum,fedéni 1:20, Jackson Immuno Res., USAj pokojové teplot. Rezy byly dale
zna&eny mysSi monoklonalni protilatkou proti 4-HNE (Oxisternational, USA fedni
1:40), gicemz inkubace probihaldgs noc p 4°C. Nasleda byla pouZzita osli sekundarni
protilatka proti mySim IgG konjugovana na biotinla¢dkson Immuno Res., USRedni
1:500). 4-HNE byl nasledn detekovan inkubaci se streptavidineredéni 1:300)
pii pokojové teplat. Po 45 minutové inkubaci byla imunoreakce vizualéma uzitim
chromogenu DAB (Sigma-AldrichCeska republika), #piemz intenzita zbarveni byla
kontrolovana pod mikroskopem. Po oplachnigizi v destilované vo#l byla jadra
kardiomyocyti dobarvena Gillovym hematoxylinem. Déale nasledovagodréni pomoci
koncentrovaného ethanolu, projashv xylenu a zamontovani do DPX (Sigma-Aldrich,
Ceska republika). Reprezentativni mikrofotografielybghotoveny pomoci programu
Microlmage 4.51 (Media Cybernetics, Laboratory linggCeska republika) doc. MUDr.
Yvonou Mazurovou, CSc. na Ustavu histologie a emlogie Lékaské fakulty v Hradci

Kraloveé.
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c. Stanoveni glutathionu v myokardu levé komory

Ke kazdému vzorku @blizné 60 mg tkas) bylo pridano 500 ul Tris pufru
(25 mM Tris, 0,1 % Triton X-100, pH 7,6). Vzorky lgy20 minut homogenizovany
v termomixeru (Eppendorf, USA)ip4°C. Po centrifugaci (1 000 x g, 10 minut, 4°G)d
odebrano 100 pl supernatantu, ke kterému byladapo 200 pl 10% kyseliny
metafosforéné (Sigma-Aldrich, Ceskd republika). S#és byla opt centrifugovana
(15000 x g, 10 minut, 4°C). Vlastni analyza bykalizovana Ing. MiloSem Hrochem
na Ustavu farmakologie Lékské fakulty v Hradci Kralové. Vifpac redukované formy
glutathionu (GSH) se k50 pul supernatantidg 1 ml roztoku EDTA. Ze s#si se
nasledd odebralo 20 pl afmalo ke snisi tvorené 300ul roztoku fosfatového pufru
(0,2 mol/l, pH 8), EDTA a 2Qul o-ftaldialdehydu. Sis se nechala ve tminkubovat
30 minut @i laboratorni teplat V piipac€ oxidované formy (GSSG) se
ke 100 ul supernatantufigalo 200 ul N-ethylmaleimid a vzorky se nechaly 30 minut
inkubovat ve tmi pii laboratorni teplat Po inkubaci se ke vzaik piidalo 750 ul NaOH
(0,2 mmol/l). Z této swsi se nasledh odebralo 20 ul a fwlalo k 300 pl NaOH
(0,2 mmol/l) a 20 pl o-ftaldialdehydu. Smse inkubovala 30 minutiip25°C ve tng.
Pro vlastni analyzu pomoci HPLC systému (Shimadaponsko) bylo pouzito 20 ul
findlniho roztoku. Bhem analyzy byla pouzita stacionarni faze Disco®e®yC G
150 x 4,0 mm/5 um (Supelco, Sigma-Aldricteska republika) aipdkolona Discovery®
C18 Supelguard™ {20 x 4,0 mm/5 um (Supelco, Sigma-Aldri¢teska republika). Jako
mobilni faze byla pouzita sfte methanolu a 25 mM fosfatového pufru v gom15:85
(v/v) o vysledném pH 6,0. Rychlostipoku byla 0,5 ml/min a fluorescéni detektor byl
nastaven na excitai vinovou délku 350 nm a emisni vinovou délku 420. Vysledné

mnozZstvi glutathionu bylo vztazeno na stanovenacé&ntraci proteinu ve vzorku.

16. Stanoveni aktivity matrixovych metaloproteinaz v mykardu pokusnych zviat
Aktivita matrixovych metaloproteinaz byla stanovepamoci dvou komené

dostupnych fluoresceéni kitd. SensoLyt®! 570 Generic MMP Assay Kit byl pouZit
pro meieni celkové aktivity MMP-1, 2, 7, 8, 9, 10, 13, Bro sledovani aktivit dalSich
MMPs byl pouzit SensoLyte™ 520 MMP Assay Kit (AnaspUSA) se sérii 6 substiiat
které jsou specifické pro MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9, 10, 13, 14. Vzorky z myokardu levé
komory (giblizn¢ 60 mg tkag) byly homogenizovany na ledu vilpZeném Assay Buffer
s 0,1% Triton X-100 pomoci ultrazvukového homogétoru (Hielscher - Ultrasound

Technology, USA) a termomixeru (Eppendorf, USA). PO minutach byly vzorky
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centrifugovany (16 000 x g, 10 minut, 4°C). Ziskaupernatant byl pouZzit pro nasledné
stanoveni aktivit metaloproteinaz dle instrukci oyge. Po hodinové inkubaci vzdrk
s fluorescetnim substratem (TAMRA/QXI[® FRET peptide) byla aktivita &ena
na multifunkinim ,readeru* (Tecan Infinitd" 200, Svycarsko) s uZitim 540 nm
excitaniho filtru a 575 nm emisniho filtru. \f¥padt druhého kitu byla aktivita MMPs
meiena pomoci 6 fluoresceémich substrdit (FAM/QXLTM520 generic substrate, SB1,
SB2, SB7, SB14, SB16) s uzitim 490 nm exgitho filtru a 520 nm emisniho filtru.
Fluorescetni jednotky (FU) byly vztazeny na koncentraci pnatestanovenou ve vzorku.
Vysledné aktivity metaloproteindz byly na 2awztazeny k pimérné hodnat stanovené

u kontrolni skupiny. VSechnadifeni byla provedena v duplikatu.

Aktivita Zelatindz byla stanovena pomoci kooméno kitu MMP Gelatinase
Activity Assay Kit (Chemicon, USA) ve spolupracb®c. MUDr. Michaelou Adamcovou,
Ph.D. z Ustavu fyziologie, Lékska fakulta v Hradci Kralové. Vzorky myokardu
(ptiblizné 50 mg tkag) byly homogenizovany po dobu 24 hodin v 200 plrakiniho
kakodylatového pufru (0,15 mol/l Cafl0,15 mmol/l ZnG, 2 mmol/l NaCl, pH 5,2)
pii teplo 4°C. Poté byly vzorky centrifugovany (10 000 x3§, minut, 4°C). Pro vlastni
analyzu bylo pouZzito 50 pl supernatantu, ke kteréwglo pridano 200 pl nigediného
Biotinylated Gelatinase Substrate. Vzorky byly ibkuany 3 hodiny $ 37 °C. RiloZzena
96-jamkova destka s navazanym biotinem byla 30 minut rehydratovana
s 200ul fosfatového pufru. Po odstrami pufru se do kazdé jamkyigalo 100ul piredem
piipravené srési vzorku a substratu a épprobihala 30 minutova inkubaceéi 37 °C.
Po opakovaném oplachnuti deékyi se do kazdé jamkyiplalo 100 ul Streptavidin
Enzyme Conjugate. Po 30 minutach byly jamky oplathna nasled& probihala
vizualizace pomoci 100l Substrate Solutionippokojové teplat. Po 20 minutach byla
reakce zastavenaiganim 100ul Stop Solution do kazdé jamky. Aktivita Zelatinbyla
mérena spektrofotometricky fp vinové délce 450 nm pomoci ELx800 (BioTek
Instruments, Inc., USA). Vyslednd aktivita byla aztna na stanovenou koncentraci

proteinu v kazdém vzorku. VSechnaieni byla ogt provedena v duplikatu.

17. Stanoveni koncentrace proteinu ve vzorcich

V pripravenych vzorcich byla stanovena koncentrace eprot pomoci
spektrofotometrické komeémiho kitu Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit
(Sigma-Aldrich, USA). Spektrofotometrické stanovemiylo zalozeno na reakci

bicinchoninové kyseliny s &’natymi ionty v alkalickém pro&di, coz vedlo ke vzniku
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barevnych komplekX méd’nych ioni. Nékteré slozky vzorkového pufru mohou vsak
interferovat s¢inidly kitu, proto byly nejprve proteiny precipitémy 100 ul kyseliny
trichloroctove (72 %) a 100 ul deoxycholatu sodnéhd5 %). Vysrazené proteiny byly
nasledg rozpus¢ny v 5% roztoku dodecylsulfatu sodného  rozpodm

v 0,1mol/l hydroxidu sodném. Po smichani taklipnaveného vzorku s re&kim ¢inidlem

v ponmeéru 1:8 probihala 30 minutova inkubace. Vysledndodimnce byla riena
pii vinové délce 570 nm pomoci Microplate Reader M@&®3® (BioRad Laboratories Inc.,
USA).

18. Stanoveni Zeleza v myokardu pokusnych zkat

Ze vzorki myokardu levé komory byla ziskéana suSina, kterda lmvazena
po ochlazeni. SuSina byla naslédnkubovana v mikrovinné trowbs kyselinou dugnou
a peroxidem vodiku. Obsah Zeleza byl stanoven ponetektrotermické atomové
absorgni spektrometrie (Unicam, Solaar 959, Velkd Brigdnina Ustavu klinické
biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice v Hraidlové. Vysledky byly vyjateny
v umol/g suché tkah

19. Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena za uZiti stekigth prograni SigmaStat 3.5
(SPSS Inc., USA) a STATISTICA Cz (StatSoft, USA)Se¢hna uvedena data byla
vyjadiena jako pimér+SEM. Pro ukeni statisticky vyznamnosti byla zvolena hladina
p<0,05. Neparovy ANOVA test byl pouZzit pro hodnocsitetistické vyznamnosti zm
mezi jednotlivymi skupinami, zatimco parotsest byl provedeniphodnoceni vysledk
v ramci jedné skupiny. Ke stanoveni vztahu mezaaggidvymi naméirenymi parametry byla
zvolena Pearsonova parametrickd nebo Spearman@eaaaneetrické koretmi metoda.
Explorativni statistické metody, z nichz byla zvae analyza hlavnich komponent
(Principal Component Analysis) a hierarchicka sbitdci analyza (Hierarchical Tree

Clustering), byly vyuZzity pro vicerozZ¥Fmé hodnoceni ziskanych paranietr
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1. Studium potencialré kardioprotektivnich G¢inka chelatoru zeleza
deferipronu na modelu chronické antracyklinové kardotoxicity

1.1. Antiproliferativni studie s bunéénou linii HL-60

Protoze perspektivni kardioprotektivum by réon mit negativni vliv
na protinadorovou dinnost cytostatika, byl nejprve studovarcingk deferipronu
na daunorubicinem navozenou inhibici proliferacdaravé bugcné linie. K tomuto Gelu
byla zvolena promyelocytarni leukemicka béma linie HL-60. Bi pouziti nizkych
koncentraci (1-30 pmol/l) samotného deferipronuejsjistili, Ze chelator nevykazoval
statisticky vyznamny d&inek na proliferaci nadorové linie, zatimco vyS&inkentrace
(>100 umol/l) byly schopné ji vyraZrsnizovat (obr. 12A). Nasledrbyly buiky spole&né
inkubovany s deferipronem v ra#tp klinicky relevantnich koncentraci (1-300 pmold)
s daunorubicinem.iPkombinaci obou latek deferipron v nizkych koneeanich statisticky
vyznammié neovlivioval protinadorovy &inek cytostatika, zatimco fip vySSich

koncentracichX10 pumol/l) gisobil synergicky (obr. 12B).
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Obr. 12 A) Uéinek deferipronu (1-300 pmol/l) na proliferaci promyelocytarni leukemické bunéiné
linie HL-60. Paiet prezivajicich bugk na konci 72 hodinové inkubace8) Uéinek deferipronu
(1-300pmol/l) na antiproliferativni pdsobeni daunorubicinu (12 nmol/l). Statistickd vyznamnost
(ANOVA; p<0,05) ve srovnani s kontrolni (k) a daunorubicmoyd) skupinou.
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1.2. Kardioprotektivni studie u krélika

1.2.1. Hodnoceni celkové toxicity

U zvifat z kontrolni a deferipronové skupiny nebylghbm celého pokusu
zaznamenany zadné &ny v chovani, vi§Si znamky toxicity ani fedéasny uhyn. Naproti
tomu v daunorubicinové skuginbyla pozorovana 18% mortalita. Spoié podani
deferipronu v davce 10 mg/kg a daunorubicintekgapivé navodilo 25% mortalitu
(2 predtasné uhyny). DalSigtinasobné zvySeni davky chelatoru vedlo kgeéstsrgjSimu
Uuhynu zvfat. Oproti daunorubicinové skugina kombin&ni skupiré s nizSi davkou
chelatoru, kde byla mortalita zaznamenana mezipaséednim tydnem studie, ve skupin
s vySSi davkou deferipronu (50 mg/kg) byl prvni dippzorovan jiz mezi 3. a 5. tydnem
pokusu. Tato mortalita pravpdodobré souvisela s vyskytem extrakardialni toxicity.

Vysledky greziti pokusnych zvat jsou shrnuty v Kaplan-Meier&krivce (obr. 13).
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Obr. 13. Kaplan-Meierova ki‘ivka pieziti zvitat.

Predtasnému Uhynu zkdt predchézel sniZzenyrigem potravy a tekutin a znamky
letargie. EBlesnd hmotnost stagnovala, pigac dochazelo k jejimu poklesu. zmy
v télesné hmotnosti u jednotlivych skupin jsou shrnoty obr. 14. V pibéhu pokusu
nebyly nalezeny vyznamné rozdily v hmotnostifazimezi kontrolni a deferipronovou
skupinou, které byl podavan samotny chelator. Vuokkupinach jsme zaznamenali isdr
téelesné hmotnosti oproti patetni hodno¥. Naproti tomu v daunorubicinové skupi
v kombin&ni skupir¢ s vysSi davkou deferipronu (50 mg/kg) byltesné hmotnosti
signifikantre nizSi v porovnani s kontrolni a deferipronovou gkou a nebyla
zaznamenéna tendence ke zvySeni hmotnostibélpn pokusu. Po podani nizsi davky

deferipronu (10 mg/kg) bylo u et zjiS€no signifikantni zvySenigtesné hmotnosti tééh
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v pribéhu celého pokusu, nicmé&rv porovnani s kontrolnimi hodnotami byly hmotnosti
stéle vyznam&ésnizeny.

Pfi posmrtném ohledani Zwt z daunorubicinové skupiny byly nalezeny vypotky
v dutiré biiSni a hrudni a makroskopické &ny v kife ledvin. Pitevni nalez v obou
kombinanich skupindch L1+DAU neobsahoval zadné odliSnéngnkteré by nebyly
piitomné v samotné daunorubicinové sképiRon&r hmotnosti srdce a&liesné hmotnosti
stanoveny na konci pokusu byl vyznamnvysSSi u daunorubicinové skupiny
(2,82+0,1 g/kg) v porovnani s kontrolni (2,14+0,1@kg, p<0,05) a samotnou
deferipronovou (2,06+£0,14 g/kg, p<0,05) skupinou. dbou kombinanich skupin
L1+DAU nebyl nalezen signifikantni rozdil oproti mérim v daunorubicinové, tak i
kontrolni skupig (L1 10+DAU: 2,51+0,14 g/kg a L1 50+DAU: 2,70+0,4%q).
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Obr. 14. Zmény v télesné hmotnosti u jednotlivych skupin zwfat. Statistickd vyznamnost (ANOVA,
p<0,05) v porovnani s kontrolni (k), deferipronovd) a L1 10mg/kg+DAU (1) skupinou a parowtest
(p<0,05) v porovnani s géte:ni hodnotou (*).

1.2.2. Echokardiografické hodnoceni srdéni funkce

Frakeni zkraceni levé komory stanovené echokardiogrgfith/lo statisticky
vyznamit sniZzeno v daunorubicinové skupijak ve srovnani s gateni hodnotou, tak i
s kontrolni skupinou (obr. 15). U obou komhinah skupin L1+DAU se hodnoty
frakéniho zkraceni levé komory vibehu celého pokusu signifikanin neliSily
od daunorubicinové skupiny. ¢Roliv po podani nizSi davky chelatoru byl pokles
systolické funkce mén vyjadieny, Zadné signifikantni rozdily mezi n&m@nymi
hodnotami nebyly zjighy. Pokles funé&niho parametru byl u obou L1+DAU skupin

statisticky vyznamnyip porovnani s p&ateinimi hodnotami i s kontrolni skupinou.
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Obr. 15. Echokardiograficky hodnocena systolickd fokce levé komory (frakéni zkraceni, FS)
v pribéhu pokusu. Statisticka vyznamnost (ANOV/A<0,05) v porovnani s kontrolni (k), deferipronovou
(L) skupinou a parovf+test <0,05) v porovnani s gatesni hodnotou (*).

1.2.3. Invazivni hemodynamické néieni

Katetriz&ni vySeteni systolické srdmi funkce provedené na konci pokusu
odhalilo vyznamny pokles indexu kontraktility lekémory (dP/dtsy) v daunorubicinové
skupire v porovnani s kontrolni skupinou. Podani defenprov obou sledovanych
davkéach vedlo k obdobnému sniZeni systolické fumdeé komory (obr. 16). Mezémito
skupinami nebyly nalezeny Z&dné statisticky vyzn@anmmameny. Obdobny trend byl

zaznamenan i u dalSich hodnocenych parangstdeni frekvence a tlaku krve, tab. 2).
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Obr. 16. Index systolické funkce levé komory (dP/dt,) na konci pokusu. Statisticka vyznamnost
(ANOVA, p<0,05) v porovnani s kontrolni (k) a deferipronoyby skupinou.
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Tab. 10. Invazivni hemodynamické nsfeni na konci pokusu Statistick&d vyznamnost (ANOV/Ap<0,05)
v porovnani s deferipronovou skupinou (L).

Skupina Srde éni frekvence (min'l) Tlak krve (mmHg)
Kontrolni 101,0+3,9 312,3+£9,6

L1 50 mg/kg 107,3+£25 335,8+10,4

DAU 88,9+38L 284,0+12,3L

L1 10 mg/kg+DAU 91,3+24L 2753+x1291L

L1 50 mg/kg+DAU 86,4+6,1L 283,9+32L

1.2.4. Stanoveni srdéniho troponinu T

Podani daunorubicinu vedlo k postupnému usér plazmatické koncentrace
srde&niho troponinu T, ktery od 8. tydne pokusu byl istaky vyznamg zvySen
v porovnani s p&ateni hodnotou. Podobné z2my v plazmatickych koncentracich
srde&niho troponinu T byly nalezeny v obou komhinach skupinach L1+DAU (obr. 17).
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Obr. 17. Plazmatickd koncentrace srdéniho troponinu T v pribéhu experimentu. Statisticka
vyznamnost (ANOVA,p<0,05) v porovnani s kontrolni (k), deferipronovfl) skupinou a péarovy-test
(p<0,05) v porovnani s géte:ni hodnotou (*).

1.2.5. Histologické hodnoceni myokardu

Histologické hodnoceni myokardialnich vzark ziskanych z kontrolni a
deferipronové skupiny odhalilo t&nh srovnatelny morfologicky obraz, ktery
dokumentoval intaktni kardiomyocyty normalniho \ethh (obr. 18A,B). Ojeditle byla
patrna osamocena mista Blars mirrgjSimi morfologickymi zn¢nami. Nekteré skupiny
kardiomyocyti mély zvySenou eosinofilii nebo péipact byla gitomna pyknoticka jadra,

coz pravdpodobr souviselo s prodlouZzenou anestézii na konci exysaTiu.
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Obr. 18. Myokard levé komory. A) kontrolni skupinaB) deferipronova skupinal) daunorubicinova
skupina,D) L1 10 mg/kg+DAU skupinag) L1 50 mg/kg+DAU skupina. Intaktni myocyty (1),quzkovani
cytoplazmy (P), eosinofilie (E), degenerace (D) smirt kardiomyocyt (X), kolagenni viakna tudci

fibrotickou jizvu (*). Barveni: Massatv modry trichrom. Mtitko: 20um.

Naopak opakované podani daunorubicinu navodilockgpiloZziskové poSkozeni
myokardu levé komory. U velkého ga kardiomyocyit byl nalezen rozdilny rozsah
buns¢né degenerace vedouci k bomé smrti. RozséhlejSi loziska odtetych
kardiomyocyti byla pozvolna nahrazovana fibrotickou tkani, codsled® vyustilo
v intersticialni fibrézu (obr. 18C). V obou kombimch skupinach L1+DAU byl nalezen
podobny charakter myokardialnich &m jako u daunorubicinové skupiny. Toxické

s

poskozeni ve skupins nizSi davkou chelatoru bylo gao mér vyjadiené (obr. 18D),

zatimco po vySSi davce chelatoru seémyn v myokardu velmi podobaly zmam
navozenym aplikacemi samotného cytostatika (olE).18
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1.2.6. Stanoveni malondialdehydu v myokardu levé komory

Malondialdehyd byl pouzit jako marker lipoperoxiga®omoci validované HPLC
metody bylo stanoveno vyznamné zvySeni celkovéhimmdaldehydu v myokardu levée
komory po opakovaném podani daunorubicinu. V oblmmlkinanich skupinach L1+DAU
jsme gekvapiv zjistili pouze nesignifikantni pokles tohoto mamkev porovnani

s daunorubicinovou skupinou (obr. 19).
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Obr. 19. MnoZstvi malondialdehydu (MDA) v myokardu levé komory vztazené na koncentraci
proteinu. Statistickd vyznamnost (ANOVAp<0,05) v porovnani s daunorubicinovou skupinou (d),
nesignifikantni zréna (ns).

1.2.7. Stanoveni zeleza v myokardu

Pri stanoveni obsahu Zeleza v myokardu levé komotyylgenalezeny zadné
signifikantni rozdily mezi daunorubicinovou a kaitri skupinou (2,2+0,2 pmol/g versus
2,5£0,4 umol/g). Vyznamin vysSi hodnoty byly na#stieny po podani samotného
deferipronu v davce 50 mg/kg anebo po jeho kombmadaunorubicinem (4,2+0,7 pmol/g
a 4,9+0,5 pumol/g, p<0,05), nicm€ru kombin&ni skupiny s nizSi davkou chelatoru

k vyznamnému zvysSeni nedoslo (3,4+0,3 pmol/g).

1.2.8. Biochemické a hematologické parametry

V séru kraliki, kterym byl podavan daunorubicin, byly z§i8y signifikantni zngny
v nekterych biochemickych parametrech. Jednalo igelgvSim o parametry souvisejici
s renalnim poskozenim (magvyseni kreatininu) a s poSkozenim metabolisipiddi (tab.
11). Podobné vysledky byly popsany i u kombmiah skupin L1+DAU.
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Tab. 11. Vybrané biochemické parametry. Statisticka vyznamnost (ANOVAp<0,05) v porovnani
s kontrolni (k), deferipronovou (L) a daunorubiocma (d) skupinou a parovitest £<0,05) v porovnani
s paatecni hodnotou (*). TAG - triacylglyceridy, ALT - alamaminotransferdza, AST - aspartatamino-

transferaza.
Parametr/skupina Zacatek studie Red 5. aplikaci Na konci studie
Zelezo umol/l)
Kontrolni 31,8+ 3,5 36,2+ 2,8 26,3+ 1,4
L1 50 mg/kg 36,0+ 5,7 33,2427 29,7+ 3,6
DAU 35,7+ 2,6 19,5+ 2,9 *kL 19,7+ 4,1*
L1 10 mg/kg+DAU 35,3+ 2,7 25,5+ 2,3 *k 23,4+ 4,6
L1 50 mg/kg+DAU 45,0+ 2,3 16,7+ 3,7 *kL 35,9+ 12,0
Kreatinin ((umol/l)
Kontrolni 82,8+ 4,2 95,1+ 4,2 * 89,0+ 4,1
L1 50 mg/kg 83,4+ 3,7 89,2t 5,4 77,052
DAU 91,1+ 8,0 127,13 11,kL 262,0+ 112,9kL
L1 10 mg/kg+DAU 88,5+ 4,7 102,06t 3,5* 152,3+ 19,3 *kL
L1 50 mg/kg+DAU 85,4+ 4,1 108,3+ 5,0* 162,8+ 30,1 kL
Mo ¢ovina (mmol/l)
Kontrolni 5,83+ 0,51 7,58 0,31* 6,65+ 0,25
L1 50 mg/kg 6,02+ 0,80 6,88+ 0,48 6,78 0,42
DAU 7,11+ 0,92 7,25+ 0,40 12,7G 4,26
L1 10 mg/kg+DAU 6,50+ 0,35 7,39 0,49 8,27 0,51*
L1 50 mg/kg+DAU 7,06+ 0,39 6,78 0,38 8,84+ 2,29
Protein (g/l)
Kontrolni 59,8+ 0,7 65,7+ 1,6* 60,9+ 1,0
L1 50 mg/kg 60,8+ 0,3 65,4+ 1,0 63,8£ 0,9 *
DAU 61,9+ 1,4 60,6+ 1,3 49,1+ 1,6 *kL
L1 10 mg/kg+DAU 64,7+ 0,9 k 62,8+ 1,4 48,6+ 1,4 *kL
L1 50 mg/kg+DAU 65,2+ 1,0 k 55,9+ 6,5 49,3+ 0,8 *kL
Cholesterol amol/l)
Kontrolni 1,47+ 0,14 1,75 0,23 1,49+ 0,13
L1 50 mg/kg 1,82+ 0,52 1,8% 0,51 1,48+ 0,28
DAU 1,43+ 0,16 2,52+ 0,52 3,65+ 0,44 *kL
L1 10 mg/kg+DAU 1,36+ 0,13 2,76t 0,26 * 5,81+ 0,95 *kL
L1 50 mg/kg+DAU 1,27+ 0,12 3,23: 0,89 * 4,24+ 0,89 *kL
TAG (mmol/l)
Kontrolni 0,86+ 0,06 0,62+ 0,09 * 0,82+ 0,08
L1 50 mg/kg 1,16+ 0,16 1,01 0,33 1,02+ 0,13
DAU 1,19+ 0,17 1,10+ 0,14 3,73 0,94 *kL
L1 10 mg/kg+DAU 0,87+ 0,07 1,38t 0,21 *k 5,00+ 1,71 kL
L1 50 mg/kg+DAU 1,13+ 0,16 2,22+ 0,77 k 2,54+ 0,46 k
ALT ( pkat/l)
Kontrolni 0,96+ 0,20 0,7# 0,05 0,76+ 0,07
L1 50 mg/kg 0,80+ 0,16 0,95 0,14 0,73+ 0,09
DAU 1,00+ 0,10 0,73t 0,05 * 0,72+ 0,15 *
L1 10 mg/kg+DAU 1,07+ 0,11 1,14+ 0,18 d 0,66+ 0,10*
L1 50 mg/kg+DAU 1,50+ 0,28 0,91+ 0,12 * 0,65+ 0,07
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AST (ukat/l)

Kontrolnf 0,64+ 0,09 0,5% 0,05 0,50+ 0,06
L1 50 mg/kg 1,04+ 0,23 1,34+ 0,52 0,62+ 0,09
DAU 0,71+ 0,15 0,4Q: 0,05 1 0,51+ 0,18 *
L1 10 mg/kg+DAU 0,64+ 0,06 1,38t 0,67 0,45t 0,07
L1 50 mg/kg+DAU 1,26+ 0,31 1,47% 0,93 0,16+ 0,02

Z tab. 12 je jmé, Ze podani daunorubicinu vedlo i k signifikamtu poklesu
poctu erytrocytt a trombocyi, ke snizeni koncentrace hemoglobinu a hematokfittgina
hematologickych paramétbéhem studie @a podobny trend i v kombigaich skupindch
L1+DAU. Podani samotného chelatoru ron vyznamny vliv na jednotlivé

hematologické i biochemické parametry.

Tab. 12. Vybrané hematologické parametry.Statisticka vyznamnost (ANOVAp<0,05) v porovnani
s kontrolni (k), deferipronovou (L) skupinou a para-test <0,05) v porovnani s gatesni hodnotou (*).

Parametr/skupina Zadatek studie Red 5. aplikaci Na konci studie
Leukocyty (x 10°/1)

Kontrolni 6,17+ 0,50 6,92+ 0,36 3,80t 0,18

L1 50 mg/kg 7,22+ 0,69 6,70Gt 0,39 3,72+ 0,19
DAU 6,39+ 0,54 4,82t 0,41 *k 2,75+ 0,38

L1 10 mg/kg+DAU 5,31+ 0,34 4,58t 0,85 *kL 2,74+ 0,49

L1 50 mg/kg+DAU 6,00+ 0,48 5,09+ 0,78 3,63t 0,95
Erytrocyty (x 10*21)

Kontrolni 6,13+ 0,17 6,16+ 0,06 6,16t 0,12

L1 50 mg/kg 6,52+ 0,11 6,35+ 0,12 * 6,04+ 0,14 *
DAU 6,04+ 0,19 4,26t 0,24 *kL 4,02+ 0,30 *kL
L1 10 mg/kg+DAU 6,12+ 0,16 4,04t 0,24 *kL 4,33+ 0,15 *kL
L1 50 mg/kg+DAU 6,39+ 0,24 3,74+ 0,48 *kL 4,06+ 0,28 *kL
Hemoglobin (g/l)

Kontrolni 128,9+ 3,1 132,3: 2,0 131,6t 2,5

L1 50 mg/kg 138,7+ 3,5 137,3: 3,9 131,3 4,2

DAU 133,4+ 3,7 94,2+ 4,9 *kL 84,9+ 6,7 *kL
L1 10 mg/kg+DAU 129,6+ 3,5 86,8t 4,4 *kL 93,6+ 4,1 *k
L1 50 mg/kg+DAU 137,3+ 3,9 82,3 10,*kL 87,2+ 5,8 *kL
Hematokrit

Kontrolni 0,407+ 0,009 0,42% 0,008 0,412 0,013
L1 50 mg/kg 0,417+ 0,010 0,422 0,008 0,41% 0,012
DAU 0,425+ 0,011 0,314t 0,015*kL 0,287+ 0,020*kL
L1 10 mg/kg+DAU 0,414+ 0,010 0,28% 0,013*kL 0,306+ 0,016*kL
L1 50 mg/kg+DAU 0,425+ 0,008 0,261 0,029*kL 0,292+ 0,015*kL
Trombocyty (x 10%/1)

Kontrolni 290,6+ 26,8 287,8: 29,8 306, 49,7

L1 50 mg/kg 201,0+ 18,1 209,8 18,3 210,8 15,4
DAU 249,6+ 22,3 176,5t 21,3*k 124,8+ 13,5*k
L1 10 mg/kg+DAU 2449+ 30,7 114,% 21,1*kL 166,0+ 19,2 k
L1 50 mg/kg+DAU 234,3+ 12,3 121,4 28,4*k 175,6+ 32,9 k
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1.2.9. Histologické hodnoceni orgai

Vzhledem k absenci vyznarjgiho makroskopického nalezui provedené pity
ti. na ledviny a jatra. U daunorubicinové skupinyldb v porovnani s kontrolni a
deferipronovou skupinou nalezeno zavazné posSkopaménchymu ledvin. Toxické
poSkozeni se ipvazie vyskytovalo v podod intersticialni tubularni nefritidy. Zsmy
zahrnovaly postugn se rozvijejici hyalinni degeneraci aZz nekrozu edpitych burk
proximalnich i distalnich tubt@l U nekterych zvfat byla patrnéiitomnost jizevnaté tkan
Vv intersticiu. Popsané zZmy se vyskytovaly v ke i v d'eni ledvin. Podobny morfologicky
nalez byl nalezen i u obou kombéméch skupin L1+DAU, ficemz ve skupi& s nizsi
davkou chelatoru byly zémy mensSiho rozsahu i intenzity, i kdyZ jizevnatantibyla
piitomna i u této skupiny. Histologické vyBati jater odhalilo fevazi méré vyznamneé
zmeény u daunorubicinové skupiny. Wkterych zviat byla nalezena tukova degenerace a
jen misty centroacindzni nekréza hepatacixi srovnani experimentalnich skupin nebyly
shledany vyznamné rozdily mezi daunorubicinovoub&ma kombinanimi skupinami
L1+DAU.

1.2.10.Explorativni statisticka analyza

Na zavr byly vysledky z tétocasti projektu podrobeny dmna explorativhim
statistickym analyzam, tj. analyze hlavnich kompunéobr. 20A) a hierarchické
shlukovaci analyze (obr. 20B). V zavislosti na 26ngnnych, které zahrnovaly fudii,
biochemické, hematologické parametry a parametrgcio® toxicity, byly sledované
objekty (n=42) ze vSechép skupin rozdleny do dvou fetelrt oddtlenych shluk.

V prvnim shluku (I) byli zahrnuti kralici z kontmol a deferipronové skupiny, zatimco
kraliky z kombinanich skupin L1+DAU a daunorubicinové skupiny jsmaleali

v druhém shluku (Il) az na vyjimku jednoho iate z daunorubicinové skupiny, u kterého
byl zaznamenanipdtasny uhyn a nejvyznamydi zmeény v jednotlivych hodnocenych

parametrech.
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Obr. 20. Explorativni statistickd analyza dat. A) Hierarchické shlukovani (Hirerarchical Tree
Clustering). vSech hodnocenych fénich, biochemickych a hematologickych parari€®5 prongnnych)

u 5 skupin pokusnych zét. Analyza rozdila zkoumané objekty do dvou hlavnich shiulrvni shluk (1)
zahrnuje zviata z kontrolni (C) a deferipronové (L) skupinytimeo druhy shluk (II) obsahuje zaia

z daunorubicinové (D) skupiny a stéjmak z obou kombirtmich skupin (L10D, L50D)B) Analyza
hlavnich komponent (PCA, Principal Component Analysis). Tato analyaadlila stejné prorinné ot

do dvou #etelrgé oddlenych shluk. V prvnim mizeme nalézt zv@ta z kontrolni a deferipronové skupiny a
v druhém shluku zvéta z ostatnichrit skupin. Zkoumané skupiny: kontrolni\j, L1 (O), DAU (A), L1
10+DAU (+) a L1 50+DAU @).
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2. Uvodni in vitro studium vyznamu apoptotické burééné smrti
v antracyklinové kardiotoxicit &

2.1. Viabilita bun ék

Davkow zavisla cytotoxicita byla zji8ha po 24-hodinové inkubaci b&imé
kultury H9c2 s daunorubicinem v klinicky relevarmimi koncentracich (0,1-&mol/l).
Cytotoxicky vliv daunorubicinu se projevil poklesepoétu Zivych burk, pricemz
nejvyrazrgjSi pokles byl pozorovan mezi koncentracemi 0,3uanbl/l. U nejvySe zvolené
koncentrace daunorubicinu (@nol/l) dosahovala viabilita bak 25,0+2,7 % hodnoty
kontrolni skupiny (obr. 21). Hodnota IC50 byla &@gma na 0,4a&mol/l.
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Obr. 21. Viabilita bunék stanovena po 24-hodinové inkubaci s daunorubicime v koncentracich
0,1-3pmol/l. Statistick& vyznamnost (ANOVA, p<0,05) v porovnarkontrolni skupinou (*).

2.2. Cell death detection assay

Byl zaznamenam statisticky vyznamny tsirfragmentace DNA u bgdné linie
H9c2 inkubované 24 hodin 8anymi koncentracemi daunorubicinu, které jsou soadn
dosazitelné v klinické praxi (obr. 22). V porovn&kontrolnimi hodnotami byl zji&b
nejvySsi poet fragmeni DNA pii inkubaci burgk s daunorubicinem o koncentraci
1 umol/l. P nasledném zvySeni koncentrace daunorubicinu pan8l/l byl sledovany

prudky pokles imunochemického signalu.
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Obr. 22. Stanoveni apoptézy pomoci imunochemické tikce fragmentace DNA po 24-hodinové
inkubaci H9c2 bunék s daunorubicinem (0,1 — 3 pmol/l).Statistickd vyznamnost (ANOVA, p<0,05)
v porovnani s kontrolni skupinou (*).

2.3. Stanoveni aktivity kaspaz

S uzitim bugi¢né linie H9c2 byla provedena i analyza aktiititi kaspaz majicich
zdsadni ulohu ip intracelularni signalizaci vedouci k apoptotick&uns¢né smrti.
24-hodinova inkubace H9c2 bikns daunorubicinem (v koncentracich 1 an3ol/l) vedla
k signifikantnimu zvySeni aktivit kaspaz 3 a 9 (@8A,C), zatimco aktivita kaspaz 8 a 12

nebyla zvySena (obr. 23B,D).

(=]
=
[3,]

A *

[=2]
1

H

N
1
(=]
3]
1

Aktivita kaspazy 8
(relativné vuci kontrole)
.|

Aktivita kaspazy 3
(relativné vuéi kontrole)
S

=}
o
=}




Vysledky

-
3]

a

4
1.0 m e —— S ——
34
24
0.54 Gl

-
L

Aktivita kaspazy 12
(relativné vucéi kontrole)

Aktivita kaspazy 9
(relativné vuci kontrole)

o
o

0
© © ANY o N oY
S

Obr. 23. Aktivita kaspaz po 24-hodinové inkubaci H82 bunék s daunorubicinem (0,1 - 3 pumol/l):
kaspéza 3A), kaspaza 8R), kaspaza 9Q) a kaspéza 1. Statisticka vyznamnost (ANOVA, p<0,05)
v porovnani s kontrolni skupinou (*).
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3. Studium kardioprotektivnich G ¢inka dexrazoxanu \aéi chronické
antracyklinové kardiotoxicité in vivo se zaméienim na ochranu
kardiomyocyta pied apoptotickou buréé¢nou smrti a oxidatnim
stresem

3.1. Hodnoceni celkové toxicity

V kontrolni skupig nebyl zaznamenan Uhyn at a jejich dobré prospivani se
projevilo i postupnym néstem ¢€lesné hmotnosti v pb¢hu pokusu (3,50+0,03 a
4,64+0,13 kg, z&htek versus konec pokusu; p<0,01). Opakované Iléntyidpodavani
daunorubicinu vedlo naopak v 11étenné skupit ke deéma gedtasnym uhyam (obr.
24). Ani vyznamné zemy v tlesné hmotnosti nebyly sledovany u této skuping530,07
a 3,47+0,23 kg, za@tek versus konec pokusu; ns.)¢hBm pitvy byly u peccasre
uhynulych zvfat nalezeny znamky #tnani krve, tj. fitomnost masivniho vypotku
v duting hrudni (giblizné 60 ml u obou zvat) i isSni (25 a 35 ml). V porovnani
s kontrolni skupinou byl zji&h vyznams vySSi pondr hmotnosti srdce ku celkovéeésné
hmotnosti u daunorubicinovych #af (2,15+0,10 versus 2,82+0,18 g/kg; p<0,05).
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Obr. 24. Preziti zvirat v jednotlivych skupinach.

Na druhou stranu vSechna fata z dexrazoxanové skupinyepila az do konce
pokusu (obr. 24). | vtéto skugirse &lesnd hmotnost statisticky vyznaémavySovala
v pribéhu pokusu v porovnani s gateini hodnotou (3,50+0,07 a 3,99+0,07 kg¢atek
versus konec pokusu; p<0.01)i Bitvé nebyl nalezen zadny vypotek v d@ibiisni a
hrudni a ani porr hmotnosti srdce i&i celkové tlesné hmotnosti nebyl signifikarin

rozdilny od hodnot zjighych v kontrolni skupi®(2,55+0,13 g/kg).
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3.2. Hodnoceni srde&ni funkce

Od 8. tydne pokusu byl echokardiograficky odhalewgpesivni a statisticky
vyznamny pokles fralniho zkraceni levé komory v daunorubicinové skémbr. 25A).
V této skupig byl invazivnim ngienim provedenym na konci pokusu zjisti pokles
kontraktility levé komory (obr. 25B). Na druhou atu vysledky obou wieni srdéni
funkce dokumentovaly u dexrazoxanové skupiny obdabmsystolickou funkci levé

komory jako u kontrolnich ziét (obr. 25A,B).
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Obr. 25. A) Echokardiograficky hodnocené levokomorgé frakéni zkraceni (FS) v pfibéhu pokusu 8)
invazivné hodnoceny index kontraktility levé komory (index dP/dt,) na konci pokusuStatisticka
vyznamnost (ANOVA, p<0,05) v porovnani s kontrolni (k), daunorubicinavéd) a DEX+DAU (r)
skupinou a péarovf+test £<0,05) v porovnani s gate:ni hodnotou (*).

3.3. Stanoveni plazmatické koncentrace srd@ich troponinua

Opakované podani daunorubicinu vedlo Kk statistickfznamnému zvySeni
plazmatickych koncentraci troponinu T a | stanowénya konci pokusu v porovnani
s kontrolni skupinou. Naproti tomu kardioprotekeozend dexrazoxanem byla spojena i

se signifikantnim po klesem plazmatickych koncesitrabou srdénich markei
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k hodnotam zjiginym u kontrolni skupiny (obr. 26A,B).
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Obr. 26. A) Plazmaticka koncentrace srdéniho troponinu T (cTnT) aB) troponinu | (cTnl) stanovené
na konci pokusu.

3.4. Histologické hodnoceni myokardu levé komory

Histologické hodnoceni myokardu af z kontrolni skupiny dokumentovalo
normalni morfologicky obraz s ojediym vyskytem mirnych zgn (obr. 27A). Mezi
kardiomyocyty byla vyjiméné pritomna vlakna kolagenu | a Ill. Husté kolagenniivaz
bylo pritomno pouze kolem &Sich cév, kde tvdo SirSi zvirené svazky kolagennich
vlaken (kolagen typ 1) (obr. 28A,D). Naopak v myakech daunorubicinovych Zait bylo
zdokumentovano typické loziskové poskozeni levé cagnmavozené cytostatikem (obr.
27B). Tyto zmény zahrnovaly idzné stupd buni¢né degenerace igvazre
cytoplazmatickou vakuolizaci a progresivni ztratuyoifibril). Vyznamre pokraiilé
degenerativni zemy pak vedly k neprogramované kiiné smrti. Takto postizené
kardiomyocyty podléhaly bainému edému a progresivni desintegraci. V mistedp, k
oduntelé buky tvorily rozsahlejSi loziska, byly jejich zbytky nasleédmahrazeny
fibrotickou tkani, jenz vedla krozvoji interstiid fibrozy. Reparativni proces se
vyznaoval tvorbou kolagenu | a lll,igemz typ 11l byl tvden zejména na Zatku hojeni,
zatimco typ | kolagenu byl typicky pro pokil® stadium reparace (obr. 28B,E). Podani
dexrazoxanu ietelre zabranilo vSem vySe uvedenym &mm navozenym
daunorubicinem, histologicky néalez v levé kamcse vyznamh neliSil od kontrolnich
zvirat (obr. 27C, obr. 28C,F).
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Obr. 27. Histologické hodnoceni myokardu levé komgr. Barveni: Massaoiv modry trichrom; naiitko:
20 um. V kontrolni skupiné (A) byla zjiS€na normalni struktura kardiomyoéytV daunorubicinové
skupiné (B) byly nalezeny loZiska s vyraznymi degenerativnimi&gnami (*). Pokrgilé morfologické
zmeny zahrnovaly cytoplazmatickou vakuolizaci, bamy edém a ztratu myofibril, coz vedlo k kiné
smrti s dodatinym rozvojem intersticialni fibrézy (Sipka). V myaidu zvfat z dexrazoxanové skupiny
(C) byla zjiS&na vyznama zachovana a tedy té&imnormalni morfologie s ojedéfymi mirnymi zrménami;
znamky bugiéné degenerace (*) byly pozorovany jen vacn

Obr. 28. Histologické hodnoceni myokardu levé komgr. A,D: kontrolni skupina - pouze malé
mnozstvitidkého kolagenniho vazivaA(— ¢ervend vldkna) podél cév. Je teno viakny z obou typ
kolagenu, tj. typu I D - Zlutatervena vldkna) a typu Il - zelend vldkna)B,E: daunorubicinova
skupina - intenzivni proliferace intersticialniho a zejnaéperivaskularniho vazivaB(- ¢ervena vlakna)
reprezentovana zpéatku gedevsim retikularnimi viakny (kolagen typu Ill), pozcjSich stadiich
kolagennimi vlakny (kolagen typu | E: Zlutotervena vlakna), které postupmahrazuji zriiené
kardiomyocyty a cely proces uasti v tvorbu fokalniadirobnych i ¥tSich vazivovych jizev;
(B) d - degenerujici myocyt s vyrazrvakuolizovanou cytoplazmouC,F: dexrazoxanova skupina-—
v podstat neni rozdil v porovnani s kontrolami. A-C: Barvéh€ro-sirius Red, s#lé pole; D-F: Barveni
Picro-sirius Red, polarizované&h. Métitko: 50pum.

3.5. Hodnoceni apoptézy v myokardu levé komory

3.5.1. TUNEL assay

U kontrolnich zvfat byl zaznamenan pouze velmi malg@oTUNEL-pozitivnich

jader v hodnocené ploSe myokardu (obr. 29A). Nahawustranu 10-tydenni podavani
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daunorubicinu jednozia¢ navodilo néiist patu TUNEL-pozitivnich jader oproti
kontrolni skupig, coz bylo potvrzeno kvantitativni a statistickaualyzou vysledi (obr.
29B,D). \WtSina TUNEL pozitivnich jader byla nalezena v kardyocytech, u kterych
nebyly pozorovany typické degenerativni &y, pog. tyto zneny byly pfitomné jen
v pacatenim stédiu. V dexrazoxanoveé skupityl pozorovan pokles @tu TUNEL-
pozitivnich jader tért k hodnotam stanovenym u kontrolnich iati (obr. 29C,D).
Korelatni analyza odhalila vyznamny vztah mezi timto patmem apoptdzy a systolickou

funkci levé komory (obr. 29E).
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Obr. 29. A-C) Reprezentativni obrazky myokardu levé komory zn#ieného TUNEL metodou
u kontrolni @), daunorubicinové B) a dexrazoxanovéC) skupiny. Sipka ozraije piklad TUNEL
pozitivnich jader. Mfitko: 20 um. D) Kvantitativni analyza TUNEL assay. Statistickd vyznamnost
(ANOVA, p<0,05) v porovnani s daunorubicinovou skupinou EJ)Korelace hodnot frakéniho zkraceni
(FS) levé komory s pstem TUNEL pozitivnich jader/mm? u jednotlivych zvfat s uzitim Spearmanovy
neparametrické korelai metody.
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3.5.2. Cell death Detection Assay

Ke stanoveni apoptézy v myokardu levé komory by @volena imunochemicka
metoda utena k detekci fragmentace DNA. Tato metoda je pmghéréena proin vitro
pokusy na buknych kulturach, festo jsme ji vyzkouseli i naSem experimentélivinaivo
modelu za ¢&elem porovnani vysledk s kZn¢ uzivanou TUNEL assay.
V daunorubicinové skupénbyl nalezen ufity trend ve zvySeni gt fragment DNA,
zatimco v dexrazoxanové skupinvysledky odpovidaly hodnotam u kontrolni skupiny
(obr. 30). V disledku vysSi variability vysledkZzadna ze z#m vSak nedosahla statistické

vyznamnosti.
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Obr. 30. Stanoveni apoptdzy pomoci imunochemické tikce fragmentace DNA.

3.5.3. Stanoveni aktivity kaspaz

Ve shod s vysledky TUNEL assay bylo zj&to, Ze podani daunorubicinu vedlo
k statisticky vyznamnému zvySeni aktivity kaspaz 8/porovnani s kontrolni skupinou,
piicemz podani dexrazoxanitepl kazdou davkou antracyklinu dovedlo kompietimto
uvedenym zrégnam zabranit (obr. 31A).iPzaméfeni na jednotlivé cesty aktivace apoptdzy
jsme zjistili, Ze podani samotného daunorubicinamamré ovlivnilo vSechny hlavni
signaliz&ni cesty v myokardu levé komory. Byla z§iSa aktivace kaspaz reprezentujicich
vnitini cestu (kaspaza 9), &Bi cestu (kaspaza 8) i cestu spojenou se ER/SResir
(kaspaza 12) (obr. 31B-D). Podani dexrazoxanu vekimné zabranilo aktivaci vSech
uvedenych apoptotickych cest. Nebyly Zjist zadné rozdily v proteolytické aktiwit
jednotlivych kaspaz mezi kontrolni a dexrazoxanoskupinou (obr. 31). Obdobrjako
u TUNEL metody aktivity kaspaz signifikartra velmi €srg korelovaly se systolickou
srdeni funkci (obr. 32A-D).
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Obr. 31. A-D) Aktivita kaspaz v myokardu levé komoy: kaspaza 3/7X), kaspaza 8R), kaspaza 9Q) a
kaspaza 1200). Statisticka vyznamnost (ANOVA3<0,05) v porovnani s daunorubicinovou skupinou (d).
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32. Korelace systolické funkce levé komory (Bkéni zkraceni, FS) s aktivitami kaspéz

u jednotlivych zvfat s uzitim Spearmanovy neparametrické kérélanetody: kaspaza 3/A), kaspaza 8
(B), kaspaza 9Q) a kaspaza 12). LU — luminisceiini jednotka, FU — fluorescéni jednotka.
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3.6. Hodnoceni lipoperoxidace v myokardu levé komory

3.6.1. Stanoveni celkového malondialdehydu

U daunorubicinovych zvat byla selektivni HPLC metodou stanovena zvySena
koncentrace celkového malondialdehydu v myokard leomory. Podani dexrazoxanu
nebylo gekvapiw spojeno s vyznamnym poklesem celkového mnozstiondaldehydu.

U této skupiny byly hodnoty malondialdehydu statlst témsi srovnatelné s hodnotami
nantienymi u samotné daunorubicinové skupiny (obr. 33).korelani analyze byla

prokazana velmi slaba korelace s aktivitou kasgaZgbr. 34A) a nesignifikantni vztah
s aktivitou kaspazy 8 a 9 (obr. 34B,C). Byl nalezaavyznamny vztah mezi myokardialni

koncentraci malondialdehydu a levokomorovou sysolil funkci (obr. 33B).
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Obr. 33. A) Mnozstvi celkového malondialdehydu (MDA v myokardu levé komory vztazené
na koncentraci proteinu. Statisticka vyznamnost (ANOV/A<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou (k).
B) Korelace mnozstvi celkového malondialdehydu (MDA) iyokardu levé komory se systolickou
funkci levé komory u jednotlivych zvfat s uzitim Spearmanovy neparametrické kérélenetody.
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Obr. 34. A-D) Korelace mnozstvi malondialdehydu (M) v myokardu levé komory s aktivitou
kaspaz u jednotlivych zufat s uzitim Spearmanovy neparametrické kdérdlanetody kaspaza 3/7K4),
kaspéza 8R), kaspaza 9Q) a kaspéza 1D)). LU — luminiscerni jednotka, FU — fluoresceéni jednotka.

3.6.2. Imunohistochemické hodnoceni 4-hydroxynonenalu

Vedle celkového malondialdehydu byl hodnocen iidadarker peroxidace lipid
Jednalo se o imunohistochemické stanoveni 4-hydimxgiu (4-HNE) v parafinovych
fezech myokardu levé komory. V daunorubicinové skugdbyla nalezena vyznamin
zvySena imunoreaktivita na 4-HNE v porovnani s kaint skupinou (obr. 35A,B). Signal
4-HNE byl pedevSim lokalizovan uviiit kardiomyocyli, zatimco biky intersticia
vykazovaly velmi nizkou imunoreaktivitu. V dexraamové skupié byla pozorovana
srovnatelna intenzita signalu jako u daunorubicenskupiny (obr. 35C). &oliv u této
skupiny byla patrnd mista, kde intenzita signéluab§ast&éné potlaiena, celkova
imunoreaktivita #astala odliSnd od kontrolni skupiny. Mezi daunorulmeou a
dexrazoxanou skupinou nebyly z§8y zadné vyznamné rozdily v lokalizaci signalu

4-HNE v myokardu levé komory.
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Obr. 35. A-C) Reprezentativni obrazky myokardu levékomory znateného 4-hydroxynonenalem
u kontrolni @A), daunorubicinovéR) a dexrazoxanovéZ) skupiny.
3.6.3. Stanoveni glutathionu v myokardu levé komory
V daunorubicinové skupén byla zjiS€na signifikantd zvySend koncentrace

redukované formy glutathionu v porovnani s kontrobkupinou, nicméh mnoZstvi
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oxidované formy f#stalo zachovano na hodnotach srovnatelnych s Kaimib zvitaty.
V souladu se zvySenym mnozstvim redukované formyist@o v daunorubicinové
skupire i mnozstvi celkového glutathionu. Obdobny trerdja daunorubicinové skupiny
byl nalezen i ve skup# kde byl podavan dexrazoxan spoke s daunorubicinem (obr.
36A-C). Ri analyze vysledk s glutathionem jsme se zéfili i na poner jeho oxidované a
redukované formy, ktery @iXe nazn&vat miru tendence ke tvarbROS. Mezi
experimentalnimi skupinami nebyl nalezen zadny itazdbr. 36D). Ri korelatni analyze
hodnot pomdru oxidované a redukované formy glutathionu s dréin zkracenim levé
komory nebyl nalezen Zadny vyznamny vztah (obr.)36Ropak byla prokazana velmi
slab& korelace na hranici statistické vyznamnostzimelkovym mnoZstvim glutathionu a

systolickou funkci levé komory (obr. 36E).
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Obr. 36. A-C) Mnozstvi redukovaného (GSH), oxidovaého (GSSG) a celkového glutathionu v srdai
tkani levé komory. D) Porér redukované a oxidované formy glutathionu u jednolivych zvirat.
Statisticka vyznamnost (ANOV/<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou (ErF) Korelace systolické
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funkce levé komory (frakéni zkraceni, FS) s mnozstvim celkového glutathiondE) a s porérem
oxidované a redukované formy glutathionuu jednotlivych zwiat s uzitim Spearmanovy neparametrické
korelani metody.

3.6.4. Hematologické a biochemické parametry

V krvi zvitat z daunorubicinové skupiny byl stanoven vyznamsnizeny poet
erytrocyti a leukocyli, snizena koncentrace hemoglobinu a hematokrityprik&hu
pokusu byly nalezeny i zvySené hodnotyedhiho objemu erytrocyta Ste rozptylu
cervenych krvinek. Podani dexrazoxanu nedokazaloamétbvySe uvedenym zmam
v jednotlivych hematologickych parametrech navorzénypodanim cytostatika. Tyto
hematologické nélezy tak poukazuji na mozntitopnnost myelosuprese a anémie u obou

skupin pokusnych ziat. Jednotlivé hematologické parametry jsou shraugb. 13.

Tab. 13. Vybrané hematologické parametry.Statistickd vyznamnost (ANOVAp<0,05) v porovnani
s kontrolni skupinou (k) a parowtest £<0,05) v porovnani s gateini hodnotou (*). MCV - sedni objem
erytrocyti a RDW - Sfe rozptylu¢ervenych krvinek.

Parametr/skupina Zadatek studie Hed 5. aplikaci Na konci studie
Leukocyty ( x 107/1)

Kontrola 6,17+ 0,50 6,92t 0,36 3,80t 0,18*
DAU 6,39+ 0,54 4,82+ 0,41*k 2,75+ 0,38*
DEX+DAU 5,62+ 0,78 4,69 0,73*k 2,68+ 0,73*
Erytrocyty ( x 10%/1)

Kontrola 6,13+ 0,17 6,16t 0,06 6,16+ 0,12
DAU 6,04+ 0,19 4,26+ 0,24*k 4,02+ 0,30*k
DEX+DAU 6,02+ 0,14 4,27 0,18*k 4,16+ 0,10*k
Hemoglobin (g/l)

Kontrola 128,9+ 3,1 132,3 2,0 131,6: 2,5
DAU 133,4+ 3,7 94,2+ 4,9*k 84,9+ 6,7*k
DEX+DAU 131,9+ 2,7 95,5+ 4,8*k 91,8+ 1,6*k
Hematokrit

Kontrola 0,407+ 0,009 0,42% 0,008 0,412 0,013
DAU 0,425+ 0,011 0,314 0,015*k 0,287+ 0,020*k
DEX+DAU 0,416+ 0,009 0,31% 0,015*k 0,307+ 0,005*k
MCV (fl)

Kontrola 66,4+ 0,7 69,6t 1,0* 66,7+ 1,0

DAU 70,6+ 1,2k 74,0+ 1,6* 71,8+ 1,2k
DEX+DAU 69,2+ 0,9 73,% 1,9 73,9t 1,1*k
RDW (%)

Kontrola 15,5+ 0,6 14,7+ 0,3 14,4+ 0,5

DAU 15,7+ 0,6 18,5+ 0,8*k 19,7+ 0,9*k
DEX+DAU 15,3+ 0,6 19,5+ 1,3*k 21,8+ 1,5%k
Trombocyty ( x 107/1)

Kontrola 290,6+ 26,8 287,8 29,8 306, 49,7
DAU 249,6+ 22,3 176,5 21,F 124,8+ 13,5%
DEX+DAU 223,5+ 17,5 242.8 47,5 210,2+ 30,2
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Vysledky z biochemické analyzy jsou shrnuty v tdd. Opakované podavani

daunorubicinu navodilo statisticky vyznamné ¢y v parametrech spojenych

s poSkozenim ledvin a metabolismem lip{dag. kreatinin, cholesterol, triacylglyceridy).

Spole&né podani dexrazoxanu s daunorubicinem zabranitbrutzou stranu rozvoji&sSing

uvedenych zrm. SniZzen& plazmatické& koncentrace Zeleza byl&mg§is/ daunorubicinové

i dexrazoxanové skupin

Tab. 14. Vybrané biochemické parametry. Statistickd vyznamnost (ANOVAp<0,05) v porovnani
s kontrolni (k) a daunorubicinovou (d) skupinou&aqvy t-test <0,05) v porovnani s gate:ni hodnotou
(*). TAG - triacylglyceridy, ALT - alaninaminotrafsraza, AST - aspartataminotransferaza.

Parametr/skupina Zacatek studie Hed 5. aplikaci Na konci studie
Zelezo umol/l)

Kontrola 31,8+ 3,5 36,2t 2,8 26,3+ 1,4
DAU 35,7+ 2,6 19,5 2,9*k 19,7+ 4,1*
DEX+DAU 42,7+ 3,5 19,9 3,4*k 36,9+ 5,8d
Vapnik (mmol/l)

Kontrola 3,14+ 0,05 3,34t 0,04* 3,00+ 0,06
DAU 3,20+ 0,04 3,33t 0,06 2,87 0,09
DEX+DAU 3,11+ 0,05 3,32t 0,06* 2,95+ 0,05*
Kreatinin ((umol/l)

Control 82,8+ 4,2 95,1+ 4,2 * 89,0+ 4,1
DAU 91,1+ 8,0 127,1+ 11,1*k 262,04+ 112,9*k
DEX+DAU 97,5+ 6,2 1125 5,8 102,4+ 6,3
Moé&ovina (mmol/l)

Kontrola 5,83+ 0,51 7,58 0,31* 6,65+ 0,25
DAU 7,11+ 0,92 7,25 0,40 12,7G 4,26
DEX+DAU 8,08+ 0,47 7,08 0,58 6,18 0,38*
Protein (g/l)

Kontrola 59,8+ 0,7 65,7+ 1,6* 60,9+ 1,0d
DAU 61,9+ 1,4 60,6+ 1,3k 49,1+ 1,6*
DEX+DAU 65,7+ 1,7 k 63,1+ 0,8 62,0+ 1,2d
Cholesterol amol/l)

Kontrola 1,47+£0,14 1,75 0,23 1,49+ 0,13d
DAU 1,43+ 0,16 2,52+ 0,52 3,65+ 0,44*
DEX+DAU 1,60+ 0,33 1,40 0,18 1,33t 0,14d
TAG (mmol/l)

Kontrola 0,86+ 0,06 0,62t 0,09*d 0,82+ 0,08d
DAU 1,19+ 0,17 1,16+ 0,14 3,73 0,94*
DEX+DAU 0,80+ 0,10 0,62t 0,06d 0,88+ 0,09d
ALT ( pkat/l)

Kontrola 0,96+ 0,20 0,7# 0,05 0,76+ 0,07
DAU 1,00+ 0,10 0,73t 0,05* 0,72+ 0,15*
DEX+DAU 0,76+ 0,10 0,74t 0,10 0,74 0,11
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AST (ukat/l)

Kontrola 0,64+ 0,09 0,57 0,05 0,50+ 0,06
DAU 0,71+ 0,15 0,4Gt 0,05* 0,51+ 0,18*
DEX+DAU 0,59+ 0,08 0,46 0,04 0,49 0,05

3.7. Histologické hodnoceni orgad

V dexrazoxanoveé skupinbyl zaznamenan i protektivnicibek wi¢i toxickému
posSkozeni ledvin navozeném opakovanym podavaninmodabicinu. U ¥tSiny zviat
ztéto skupiny byly dokumentovany pouze mjEh zmeny postihujici pedevsSim
proximalni tubuly. Jen u dvouipadi bylo nalezeno vyznandjsi poskozeni ledvin, které
se vyzn&ovalo paétenimi znaky intersticialni nefritidy, nicmén tyto zmeny
nedosahovaly takového charakteru a rozsahu jako aunatubicinové skupiny.
Pti histologickém hodnoceni jater byl shledareyazi normalni vzhled parenchymu,

ojediréle byly pritomné mirgjSi zmeny, které byly vSak pozorované i u kontrolni skypin

3.8. Explorativni statisticka analyza

Hierarchické shlukovani (obr. 37A) a analyza hlatikomponent (obr. 37B) byly
pouzity ke sledovani shlukovani 27 iativ zavislosti na hodnocené systolické funkci levé
komory (FS a dP/dty, plazmatickych koncentraci skaiého troponinu T a |, markér
apoptozy (TUNEL pozitivita a aktivita kaspaz) a k& lipoperoxidace. Gbnezavislé
explorativni statistické analyzy vedly ke shlukov&Ssech hodnocenych Zat do dvou
zietelre odcklenych shluk. V prvnim shluku (1) byli zahrnuti kralici z komtini a
dexrazoxanové skupiny, zatimco iata z daunorubicinové skupiny jsme mohli nalézt
v druhém shluku (II). Tést vSechna zwata z daunorubicinové skupiny se vyskytovala
vtomto shluku az na vyjimku dvouigitasré uhynulych jeding, u kterych bylo
sledovano nejvyznangj$i srd€ni poSkozeni. Explorativni statisticka analyza

identifikovala aktivity kaspaz jako parametr s r&¥m viivem na shlukovani zit.
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Obr. 37. A) Hierarchické shlukovanni (Hirerarchical Tree Clustering) vSech hodnocenfahkénich
paramet, plazmatickych koncentracich stdéch troponinu T a |, markérapoptézy a lipoperoxidace
(9 prongnnych) u vSech pokusnych rai. Analyza rozdila zkoumané objekty do dvou hlavnich shiuk
Prvni shluk (l) zahrnuje zkdta z kontrolni (C) a dexrazoxanové (DD) skupimgtimmco druhy shluk (Il)
obsahuje pouze vSechnaiaia z daunorubicinové (D) skupiny aZ na vyjimku whavirat, u kterych bylo
zaznamenano nejvyznagjsi postizeni srdce vedouci kiggtasnému UhynuB) Analyza hlavnich
komponent (PCA, Principal Component Analysis). Tato analyaaclila stejné promainné ogt do dvou
zietelrt separovanych shlik V prvnim nmizeme nalézt zvata z kontrolni a dexrazoxanové skupiny a
vdruhém shluku zvéta jen z daunorubicinové skupiny. Zkoumané skupikpntrolni (),
daunorubicinova4) a dexrazoxanovd().
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4. Sledovani dynamiky funkénich a morfologickych zn&n v pribéhu
rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicity ve vztahu
k remodelaci myokardu a oxida&nimu stresu

4.1. Hodnoceni srdéni funkce

Béhem studie byl itomen progresivni pokles parametru kontraktileyd komory
(index dP/dtay. U zvitat, ktera byla usmrcena 24 hodin po 8. aplikaciostgtika
(kumulativni davka daunorubicinu 400 mgjmbyl jiz pokles indexu dP/gty statisticky
vyznamny v porovnéni s kontrolni skupinou (obr. 38Byl nalezen i vyznamny vztah
mezi systolickou funkci levé komory a dosazenou kativni davkou daunorubicinu

v pribéhu rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxigjopr. 38B).
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Obr. 38. A) Kontraktilita levé komory (dP/dt s, u jednotlivych skupin v pribéhu rozvoje chronické
daunorubicinové kardiotoxicity. Statisticka vyznamnost (ANOVAp<0,05) v porovnani s kontrolni
skupinou (*). B) Korelace systolické funkce levé komory s dosaZzenokumulativni davkou
daunorubicinu u jednotlivych zwvfat s uzitim Spearmanovy neparametrické kérélenetody.
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4.2. Stanoveni plazmatické koncentrace srd@ich troponinu

S poklesem funkce levé komory korespondovaly i letgisrd€niho troponinu T
(obr. 39A) a | (obr. 39B), jejichz plazmatické kemtrace se vyznaminzvySovaly
od stejnéh@asového intervalu (8. tyden) oproti kontrolnim ho@dm. Na za&r provedena

korelani analyza odhalila i vyznamny vztah mezéwia srdénimi markery (obr. 39C).
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Obr. 39. A) Plazmatické koncentrace troponinu T(cTnT) aB) troponinu | (cTnl) u jednotlivych
skupin v priitbéhu rozvoje chronické daunorubicinové kardiotoxicity. Statisticka vyznamnost (ANOVA,
p<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou (§) Vzajemna korelace obou srdénich troponini s uzitim
Spearmanovy neparametrické kotgliametody.
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4.3. Histologické hodnoceni

VySe zmirknym vysledkm odpovidal i histologicky nalez. Do 5. tydne
(kumulativni davka daunorubicinu 250 mdjmbyly zaznamenany mirné zny
v morfologii srdce v porovnani s kontrolni skupinofobr. 40A,B). Ojedigle se
vyskytovalo jemné intersticialni vazivo, které bytimieno okkma typy kolagenu | a Ill
(obr. 41C,D). Husté kolagenni vazivo byléitpmno pouze okolo cév. V tomtaipacdt
cervené zbarveni SirSich svazkolagennich vidken ukazovalo n&tpmnost kolagenu |.
K vyrazrgjSim morfologickym zminam dochazelo az od 8. aplikace cytostatika.
V myokardech levé komory, které byly odebrany zahadlin po 8. aplikaci cytostatika
(kumulativni davka daunorubicinu 400 mg)jmbyly zaznamenanyizné stupd bunséné
degenerace, kterd se vyzZawaly pritomnosti cytoplazmatické vakuolizace a postupnou
ztratou myofibril. U kardiomyocyt které byly v konéném stadiu buttné degenerace,
byl patrny bugc¢ny edém a progresivni bétna desintegrace (obr. 40C). Vysgitgmnost
zelenych retikularnich vlaken ukazovala nacgiek procesu hojeni, které je typické
pro typ Il kolagenu (obr. 41E,F). \ekterych mistech byla patrna Zutbarven&erstva
kolagenni vldkna odpovidajici pokitmu stadiu reparace (obr. 41G,H)i porovnani
myokardh odebranych za 24 hodin a za tyden po 8. aplikacindrubicinu byl zjign
nepatrny rozdil v histologickém nalezu (obr. 40C,bjySoval se p&et burek podléhajici
degeneraci a nasledné neprogramované&dmén smrti. Polarizované &lo odhalilo i
postupné vyzravani kolagenu. Bytastji patrna silgjSi Zlutd kolagenni vlakna (obr.
411,J). DalSi zvySeni kumulativni davky vedlo k vysiavani zm¢n v morfologii levé
komory, gicemz na konci byly zény nejvyrazijSi (kumulativni davka daunorubicinu
500 mg/mf) (obr. 40E,F). Vtéto fazi bylo jiz zdokumentovartgpické loZiskové
poskozeni levé komory charakteristické pro chroéipkdavani antracykhlin Rozsahlejsi
loZiska odunkelych burtk byly nahrazovana fibrotickou tkani, coZz se v patavaném
swtle projevilo zvySenouiftomnosti¢cervenych kolagennich vliaken (typ | kolagenu) (obr.
41M,N). V této fazi chronické antracyklinové kamdigopatie byla patrnd vyznamna
perivaskularni proliferace (obr. 410,P).
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Obr. 40. Myokard levé komory s nejvyznam#sSimi morfologickymi zndnami v dané skupén A)
kontrolni skupinaB-F) skupiny ukoené v fizné fazi rozvoje chronické daunorubicinové kardiatiby,
tji. po 5 aplikacich za 24 hodiB), 8 aplikacich za 24 hodirC}, 8 aplikacich za tyderD{, 10 aplikacich
za 24 hodin E) a 10 aplikacich za tydef). V - kolagenni vazivo, PV - perivaskularni kolagé vazivo,
F - fibroticka (jizevnata) tk§ C — céva, E - eosinofilie cytoplazmy, N — nepesgovany zanik
kardiomyocytu, G - granuai tk&, H - hypoxické loziskové zémy. Barveni: Massatv modry trichrom.
Métitko: 100um.
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Obr. 41. Histologické hodnoceni myokardu levé komagr u jednotlivych skupin v priabéhu rozvoje
chronické antracyklinové kardiotoxicity. Barveni Picro-sirius Red. &fitko: 50 um. A,B) kontrolni
skupina - pouze malé mnozstidikého kolagenniho vaziva, které je t®no vlakny z obou typkolagenu,
tj. typu | B - Zlutatervenda vlakna) a typu IR - zelena vlakna)C-P) skupiny ukokené v fizné fazi
rozvoje chronické daunorubicinové kardiotoxicity,D) 5 aplikaci za 24 hodin -ffpomné pouze jemné
intersticialni vazivo tviené pedevSim kolagenem lll, které v polarizovanénitievje zeled zbarvené,
E-H) 8 aplikaci za 24 hodin - dokumentovariidi paet retikularnich vidkenH - zelend), pop piitomna
cerstva kolagenni vlakna (typ | kolagenu), kteraisteth s vyznan#gsimi morfologickymi znénami byla
silngjsi (F,H - Zlutoservend)),J) 8 aplikaci za tyden - postupuje proces vyzrakatdgenu, tvorba jemného
retikularni vaziva ustupuje do pozadi navzdory &mné proliferaci kolagennich viake,L) 10 aplikaci
za 24 hodin - patrné pokfité stadium hojeni, které se projevuje vyznamnymabenim intersticialniho
vaziva, M-P) 10 aplikacich za tyden - intenzivni proliferacatersticialniho ,N) a zejména
perivaskularniho vazivaQ,P) reprezentovana zejména kolagennimi viaknyemgmi kolagenem typu |
(oranzZov@ervena vlakna).

4.4. Profil kolagennich proteini levé komory

Profil kolagennich protein v myokardu levé komory byl vyjddn na mnoZstvi
hydroxyprolinu v jednotlivych kolagennich frakcichU celkového mnozstvi
hydroxyprolinu byl v piibéhu rozvoje antracyklinové kardiotoxicity zaznamen@ntst
(obr. 42), ktery jiz po prvni aplikaci daunorubiginkumulativni davka 50 mg/n
vykazoval statistickou vyznamnost v porovnani stk@ni skupinou. R analyze
jednotlivych frakci nebyla odhalena &ma v mnozstvi hydroxyprolinu u rozpustnych
kolagennich protein zatimco ve frakci nerozpustnych kolagennich pmételochazelo
k jeho zvySovani (obr. 42). MnoZstvi hydroxyprolinutéto frakci bylo statisticky

vyznamit zvySeno ot jiz po prvni aplikaci daunorubicinu.
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Obr. 42. Profil kolagennich proteini levé komory vyjadéeny na mnozstvi hydroxyprolinu
v jednotlivych kolagennich frakcich. Statisticka vyznamnost (ANOVA<0,05) v porovnani s kontrolni
skupinou (*).

4.5. Stanoveni aktivity matrixovych metaloproteinaz

K hodnoceni aktivity Zelatinaz (MMP-2, 9) v myokgidich vzorcich jsme vyuZili
komekni kit MMP Gelatinase Activity Assay Kit. Tato met@ gekvapivw odhalila
signifikantni pokles celkové aktivity Zelatindz &d tydne podani daunorubicinu. Mezi
aktivitami stanovenymi ve vzorcich odebranych zahddin a za tyden po dané aplikaci
cytostatika byl nalezen rozdilfipemz u vzork odebranych v pozSim intervalu byl

patrny utity rostouci trend v jejich aktiwit(obr. 43).
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Obr. 43. Celkova aktivita ZelatinAz hodnocena v pibéhu rozvoje chronické antracyklinové
kardiotoxicity. Statistickd vyznamnost (ANOV4<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou (*).
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Aktivita dalSich MMPs byla stanovena s uzitim koéméch kith SensoLyte™
MMP Assay Kit. Pomoci kitu ze série 570, ktery ralje specifitu pro MMP-1, 2, 7, 8, 9,
10, 13, 14, jsme nezaznamenali pokles v celkov&iektMMPs. Naopak aktivita vyse
uvedenych MMPs v fibéhu rozvoje chronické daunorubicinoveé kardiotoxigtggnovala

a az na konci pokusu doslo k jejimu signifikantnizngSeni (obr. 44).

Celkova aktivita MMP-1, 2,7, 8,9,10, 13, 14
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Obr. 44. Celkova aktivita matrixovych metaloproteirdz hodnocena pomoci fluorescéniho kitu
SensoLyte™ 570 MMP Assay Kit.Statistickd vyznamnost (ANOVAp<0,05) v porovnani s kontrolni
skupinou (*).

Vedle toho jsme pouZili i kit SensoLyte™ 520 MMP sayg Kit se sérii 6 substtat
(SB520, SB1, SB2, SB7, SB14, SB16). Pro jednotliMP byl z nabidky dostupnych
substral selektivni pouze jeden (substrat SB1), ktery nanoznil specificky hodnotit
aktivitu MMP-13. V pfibéhu celého rozvoje antracyklinové kardiotoxicity gmvsem
zaznamenali signifikantni zinu v aktivie¢ MMP-13 aZ na Uplném konci pokusukaliv

v prvni fazi experimentu se také jevilacitd tendence k jejimu zvySeni (obr. 45A).
S pouzitim substratu SB16 (se substratovou spegifiozSfenou o0 MMP-12) se stala
zmeéna v 3. tydnu v celkové akti¢itMMPs signifikantni a fedevSim byla zcela név
detekovana konzistertrzvySena aktivita na konci pokusui€preji od 8. tydne) (obr.
45B). Substrat (SB7) se specifitou dale rim®hu 0 MMP-7 po¥kud poznénil charakter
detekovanych z#m. Trend ve zvySeni aktivity v prvni fazi pokusumigel a doslo
k signifikantnimu zvySeni celkove aktivity MMPs vuthé polovig experimentu (obr.
45C). Navic byl poprvé rozpoznancéity rozdil mezi aktivitami nagienymi ve vzorcich
odebranych za 24 hodin. DalSi substrat (SB2) seifétpe rozStenou o MMP-1 a 8
poskytl téngt identické vysledky sigdchozim substratem (obr. 45D), coZz nen&zjea
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zésadni podilthto MMPs. Posledni dva pouzité substraty (SB18%28) s jiz ponirné
Sirokou substratovou specifitou poskytly obdobnélegky s tendenci ke zvySeni aktivity
v prvni fazi pokusu, naslednou stabilizaci a sigaritnim vzestupem v zéw
experimentu (obr. 45E,F). Zasadni souvislost sup#sh po podani jednotlivych davek
cytostatika jsme neidentifikovali. Celkovy trentéigpminal znény v aktivit hodnocené
pomoci substratu specifického pro MMP-12 a 13 (SBbbr. 45B). Relativé
nejvyrazgjSi zmeny byly zjiS€ny u substratu s nejmensi specifitou (SB520, dbiF) 4
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Obr. 45. A-F) Celkova aktivita matrixovych metaloproteinaz hodnocena pomoci fluorescéniho kitu
SensoLyte™ 520 MMP Assay Kit s uzitim 6 substrdit (SB), které se od sebe odliSovaly substratovou
specifitou k jednotlivym metaloproteinazam. Statlsd vyznamnost (ANOVA,p<0,05) v porovnani

s kontrolni skupinou (*).



Vysledky

4.6. Stanoveni malondialdehydu v myokardu levé komory

MnoZstvi celkového malondialdehydu v sidietkani levé komory bylo zgieno
pomoci validované HPLC metody. Jiz po 1. aplikaimbrubicinu dochazelo k statisticky
vyznamnému nastu mnozstvi malondialdehydu oproti kontrolnim hatém. NejvySSimu
zvySeni peroxidace lipid bylo zaznamenano jiz po 5. aplikaci cytostatikangklativni
davka 250 mg/A). S dalsimi zvySujicimi se kumulativnimi davkamaudorubicinu
dochazelo k poklesu celkového mnozstvi tohoto markeicmérs jeho hodnoty astaly

po celou dobu statisticky vyznagmySsi v porovnani s kontrolni skupinou (obr. 46).
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Obr. 46. Mnozstvi celkového malondialdehydu v srdmi tkani levé komory v pribéhu rozvoje
chronické antracyklinové kardiotoxicity. Statisticka vyznamnost (ANOVAp<0,05) v porovnani

s kontrolni skupinou (*).

4.7. Stanoveni glutathionu v myokardu levé komory

V prabéhu rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicitgbyla zjis¢na zZadna
zména Vv koncentraci redukované formy glutathionu v kardu levé komory
pii porovnani s kontrolni skupinou (obr. 47A), naopadzdily byly zaznamenany
u koncentrace oxidované formy (obr. 47B). Od 5.kagke daunorubicinu (kumulativni
davka 250 mg/) dochazelo ke zvySeni tohoto parametru, které doydhe pokusu
(kumulativni davka daunorubicinu 400 mdjmbylo statisticky vyznamné. Na konci
pokusu byl opt detekovan pokles oxidované formy na hodnotu &fiérnebyla statisticky
vyznamna v porovnani kontrolni skupinou. Obdobrendr byl nalezen i u stanoveného
pontru oxidované a redukované formy glutathionu (ob8BY¥ MnozZstvi celkového
glutathionu se u jednotlivych daunorubicinovych @kuneliSilo od kontrolnich hodnot

obr. 48A). Ri korelaini analyze byl nalezen vyznamny, nicraénalo €sny vztah mezi
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pomérem GSSG/GSH a celkovym malondialdehydem v myokgedinotlivych zviat
(obr. 48C).
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Obr. 47. A) Mnozstvi redukovaného formy (GSH)a B) oxidovaného formy glutathionu (GSSG)
v srdeéni tkani levé komory v pribéhu rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicity. Statisticka
vyznamnost (ANOVAp<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou (*).

3 GSH [ GSSG

AC ;ﬁ;
S _s{r [ & :EE_T_'T"T'
£ 2 =uNuall Nl

[
‘5"530-
DS
\ig’zo_
Sk
Evm-
(]

c T T 1 T T ) 1 T T T 1



Vysledky

0.20+
0.154

0.10+

0.00

Pomér GSSG/GSH

- 03 A kontrola
7] O 1apl
Q 0.24 O 3apl
B m 5apl
3 O 8apl.
= 0.1 m 10 apl.
£

O

o

0.0

0.0 0:2 0:4 0:6 0:8 1.0
MDA (umol/g proteinu)

Obr. 48. A) Mnozstvi celkového glutathionu v srdéni tkani levé komory v priibéhu rozvoje chronické
antracyklinové kardiotoxicity. B) Pomér oxidované a redukované formy glutathionu u jednolivych
zviFat. Statistickd vyznamnost (ANOVAp<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou (‘§.) Korelace
celkového malondialdehydu a porru GSSG/GSH v myokardu levé komoryu jednotlivych zufat
s uzitim Spearmanovy neparametrické karelanetody.

4.8. Biochemické a hematologické parametry

V prab¢hu rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicibyly zaznamenany
nejvyznamgjSi zmeny v koncentraci kreatininu a celkové proteinu eladné krvi,
piicemzZ v porovnani s kontrolnimi hodnotami byla prstaitistickd vyznamnost stanovena
u zvirat, kterym byla odebrana krev 24 hodin po 5. apliklaunorubicinu (kumulativni
davka 250 mg/f). Od 8. aplikace cytostatika se také vyznamamvySovala hladina
cholesterolu &ast&né i triacylglycerid.

Snizeny poet leukocyt a erytrocyt a snizena koncentrace hemoglobinu a
hematokritu byla stanovena té&ru vSech daunorubicinovych skupin az na vyjimkunprv
skupiny, ktera byla kafena 24 hodin po 1. aplikaci cytostatika. V tétoshé se patra
jeS€ neprojevil potlaujici (inek antracyklii na tvorbutervené a bilé slozky krve.



Tab. 15. Vybrané biochemické parametry. Statistickd vyznamnost (ANOVA,p<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou (*).
ALT - alaninaminotransferaza, AST - aspartatamenwiferaza.

TAG triacylglyceridy,

Skupina/parametr Kreatinin Mo¢&ovina Protein ALT AST Cholesterol TAG
(umol/l) (mmol/l) (g/l) (ukat/l) (ukat/l) (umol/l) (mmol/l)

Kontrolni 84,1+ 4,3 7,46x 0,41 62,6+ 0,9 0,714+ 0,066 0,542+ 0,078 1,54+ 0,14 0,93+ 0,04
1 aplikace za 24 hod 96,7+ 5,7 7,23t 0,52 55,8 1,4 0,953+ 0,176 0,90% 0,172 2,1# 0,36 1,1¢t 0,19
1 aplikace za 7 dn 89,2+ 8,9 7,37+ 0,63 60,4+ 1,1 0,798+ 0,087 0,427+ 0,028 1,66+ 0,25 0,97+ 0,12
3 aplikace za 24 hod 109,5+ 15,8 8,38 1,00 60,0t 1,2 0,952+ 0,169 0,55& 0,104 3,3% 0,67 1,93+ 0,65
3 aplikace za 7 dn 91,0+ 5,7 7,33+ 0,44 64,4+ 2,0 0,710+ 0,089 0,525+ 0,071 1,65+ 0,20 1,06+ 0,17
5 aplikaci za 24 hod 137,0+ 29,5 10,08+ 1,77 57,6t 1,0¢ 0,900+ 0,111 0,67# 0,214 1,2% 0,30 2,15+ 0,59
5 aplikaci za 7 din 130,0+ 6,1* 6,30+ 0,40 58,8+ 1,3 0,660+ 0,106 0,493+ 0,060 2,59+ 0,73 1,43+ 0,28
8 aplikaci za 24 hod 104,0+ 12,2 6,22t 0,47 57,2t 2,0¢ 0,657+ 0,081 0,47% 0,021 2,52 0,50 1,32+ 0,20
8 aplikaci za 7 din 158,2+ 39,9 7,23+ 1,00 54,0+ 2,3 0,610+ 0,048 0,483+ 0,073 2,53+ 0,40¢ 2,58+ 0,60
10 aplikaci za 24 hod 200,7+ 47,6 12,13+ 2,43 50,0+ 2,4 0,822+ 0,073 0,442 0,042 4,9% 1,12 2,57+ 0,73
10 aplikaci za 7 dn 262,0+ 112,9 12,70+ 4,27 49,1+ 1,6 0,715+ 0,147 0,511+ 0,181 3,65+ 0,44 3,73+ 0,93

Tab. 16. Vybrané hematologické parametryStatisticka vyznamnost (ANOV41<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou (*).

Skupina/parametr I(_flig%yty E(>r<yir81(2:/)|/)ty (Hg(/algnoglobln Hematokrit ;r)(rcirgg%ncyty
Kontrolni 5,12+ 0,64 6,23+ 0,12 133,3t 2,1 0,401+ 0,006 276,6+ 30,9
1 aplikace za 24 hod 4,44+ 0,80 5,92t 0,31 128,3 6,6 0,398t 0,022 212, 28,

1 aplikace za 7 dn 2,40+ 0,19* 5,54+ 0,21* 117,8+ 3,4* 0,363+ 0,011* 105,3+ 29,5*
3 aplikace za 24 hod 1,64+ 0,32* 4,43+ 0,25* 97,0+ 5,4* 0,304+ 0,016* 185,3+ 21,1*
3 aplikace za 7 dn 2,94+ 0,33* 4,94+ 0,20* 108,3% 3,56* 0,341+ 0,010* 107,8+ 25,83*
5 aplikaci za 24 hod 2,11+ 0,27* 3,90+ 0,31* 85,7+ 7,1* 0,287+ 0,019* 290,7+ 42,8
5 aplikaci za 7 din 3,38+ 0,60 3,79+ 0,38* 84,0+ 6,5* 0,272+ 0,017  261,0+ 24,2
8 aplikaci za 24 hod 1,87+ 0,25* 4,36+ 0,19* 93,7+ 3,5* 0,306+ 0,011* 363,3+ 34,7
8 aplikaci za 7 din 3,16+ 0,42* 3,96+ 0,24* 58,3t 5,2* 0,293+ 0,015*  342,7+ 49,7
10 aplikaci za 24 hod 2,35+ 0,58* 3,80+ 0,19* 52,2+ 4,7* 0,278+ 0,017* 343,5+ 31,3
10 aplikaci za 7 dn 2,75+ 0,38* 4,02+ 0,30* 84,9+ 6,7* 0,287+ 0,020* 124,8+ 13,5*
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Antracyklinova antibiotika jsou povazovana za jednaej&innéjSich cytostatik,
ktera byla dosud zavedena do klinické praxe. Té@tiwd jsou uzivana od Zatku 60. let
pii lécb¢ fady hematologickych a solidnich malignit,figemz v rkterych
chemoterapeutickych rezimech stale zaujimaji vymirgpdstaveni, ngpu karcinomu prsu
nebo akutnich leukémii (Jones al 2006; Klener, 1996). Kratce po zavedeni do kkéic
praxe se bohuzel ukdzalo, Ze kardiotoxicitadgtavuje vyznamnou limitaci v jejich uZziti
(Von Hoff et al 1979). Byly popsanytyii zakladni formy kardiotoxicity antracyklin
Mezi nejzavaz§Si pati chronicka forma, ktera se objevuje ke konci texayebo &kolik
tydni aZ n€siai po jejim ukoreni. Riziko rozvoje chronické kardiotoxicity a jeji
zavaznost zavisiipdevsim na dosazené kumulativni davce antradykiro tuto formu je
charakteristicka ireverzibilni ztrata myofibril, toplazmaticka vakuolizace a degenerace
kardiomyocyt, které mohou vyustit v dilatai kardiomyopatii a kstnavé srdéni selhani
(Billingham et al 1978; Ewer & Yeh, 2006). V poslednich letech bytgpsana i pozdni
forma antracyklinové kardiotoxicity, kterd se rgezvdbéhem rekolika let az desetileti
po ukorteni chemoterapie a je obd@brzavisla na dosazené kumulativni davce
antracyklini. Vzhledem k usgchu protinadorové tby urady malignit dtskych pacierit
piestavuje tento typ dalSi zavazny klinicky probléreba’ mize ohrozovat zdravi a/nebo
kvalitu jejich Zivota v dosglosti (Alemanet al 2007; Scully & Lipshultz, 2007).

Navzdory mnoha hypotézam (Chenhal 2007; Minottiet al 2004) neni fesny
mechanismus patogeneze antracyklinové kardiotgxicdbsud znam. Neéastji je
spojovan s nadaémnou produkci kyslikovych radikél které vznikaji za katalytického
prispeni volnych, redoxa aktivnich ionti Zeleza (tzv. ,labile iron pool®). V literata jsou
popsany dva zakladni mechanismy tvorby radikfbstednictvim molekuly antracyklinu
(Keizer et al 1990; Minotti et al 2004; Simuneket al 2009). Jedna hypotéza vychéazi
ze schopnosti antracyklinvazat volné ionty Zeleza uvhikardiomyocyt za tvorby
komplexi ANT-Fe**, které podléhaji kaskadovité reakci vedouci khwoextrémrs
reaktivnich hydroxylovych radiké&l V druhém pipac molekula antracyklihi umoziuje
tvorbu superoxidovych radikiél prostednictvim redoxni cyklizace chinonového/
semichinonového kruhu jejich aglykonu. Vznikly suped dismutuje na peroxid vodiku,
ktery nasled#& vstupuje do Haber-Weissovy reakce katalyzované&¢prlnymi ionty
Zeleza. Vysledkem je &p tvorba toxickych hydroxylovych radik@l které svym
pasobenim poskozuji t&h vSechny bu&iné struktury - lipidy, proteiny, nukleové
kyseliny (Emeritet al 2001; Liochev, 1999; Minottet al 2004). Cyklicky charakter

reakci spolu s poénné malymi zasobamiijrozenych antioxidairitv myokardu tak mohou
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byt divodem ireverzibilniho posSkozeni srdce s potengiftalnimi nasledky pro pacienta
(Gianniet al 2008).

Vzhledem ktomu, Ze antracykliny navozuji ireveilnb posSkozeni srdce, je
védeckd pozornost sotisttna na zamezeni vzniku této iatrogenni komplikacetze
nadtje byly a stale jsou vkladany do farmakologickédkaprotekce. Bhem uplynulych let
byly testovany stovky potencialnich protektivniétiek (Bastet al 2007; Oliveiraet al
2004; Saackt al 2001), nicméd jedinym I&€ivem s jednozriné prokazanym &inkem
v preklinickych i v klinickych studiich je dexrazam (Cvetkovic & Scott, 2005; Wouters
et al 2005). Dexrazoxan (ICRF-187) je pr&lé, které je uvnit kardiomyocyh
enzymaticky hydrolyzovdno na aktivni metabolit ABR5, ktery se svoji strukturou
podobé chelataimu ¢inidlu EDTA. Za protektivni Ginky dexrazoxanu jsou povazovany
praw chelat&ni vlastnosti jeho metabolitu, diky nimZz dokaZe iotkt ionty Zeleza
z komplexu s antracykliny a/nebo vazat volné, redomktivni ionty Zeleza,cimz
zabrauje jejich (asti @i tvorb¢ kyslikovych radikdl (Hasinoff et al 1998a).
V souwtasnosti je dexrazoxan podavan pouze u malého pgebgaEtieni podstupujicich
lécbu antracykliny. Dvodem omezeného uZivaniciéa je pravépodobre vyskyt
nezadoucichdinku (predevSim myelosuprese) a jeho vysoka cena (van 2ala@n2006).
Ze studie publikované kolektivem Swain et al. namfestala otazka, zda dexrazoxan také
negativié neovliviiuje protinadorovou ¢innost antracyklia (Swainet al 1997b). Akoliv
po z@tné analyze vysledk byla tato moznost vyvracena (Swain & Vici, 2004nhz
dokladaji i nové Kklinické studie (Martyet al 2006), obava z mozné interference
s protinadorovym &inkem antracyklid stale petrvava. Proto je stéle vysoce aktualni
snaha o nalezeni nového, vysoc@niého a bezmpmého kardioprotektiva, které by
zarovei negativié neovliviiovalo protinadorovoudinnost cytostatika.

Pro (ely studia kardioprotektivnich ¢inka novych latek jsme pouzili model
chronické antracyklinové kardiotoxicity, ktery jealazeny na opakovaném podavani
daunorubicinu a ktery sdili obdobné morfologickénkeéni a biochemické znaky
s chronickou antracyklinovu kardiotoxicitou pozoamou vV klinické praxi (Gersl &
Hrdina, 1994; Simunelet al 2004). B vybéru konkrétniho l&va jsme v prvnifac
vychazeli z faktu, Ze kardiotoxicita je spé&dym jmenovatelem vSech antracykiin
(tzv. ,class effect”), coz potvrzuje i univerzalndésrdioprotektivniho &inku dexrazoxanu
(Cvetkovic & Scott, 2005). ProtoZze doxorubicin poaldy ve stejné nebo nizSi davce nez
daunorubicin navozuje u kralika mnohem vyzngginextrakardialni toxicitu (zejména

nefrotoxicitu a hematotoxicitu), a tim i vysSi naitu a horSi reprodukovatelnost
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kardiotoxického dinku (Klimtova et al 2003), byl jako modelovy antracyklin zvolen
daunorubicin i pesto, Ze se v onkologické praxi pouziva v men& méz doxorubicin.

V predeSlych letech jsme se s uZitim tohoto modelu¢iima studium chelatdr
Zeleza, které by mohly nahradit dexrazoxan v jetalibprotektivni indikaci. # vybéru
potencialniho protektiva jsme hledali takové cleelait latky, které snadno pronikaji
do buiky, které maji stejnou a/nebo vysSi afinitu a skl k iontim Zeleza jako
ADR-925 a které s Pé netvdi redoxré aktivni komplexy. Bedevsim kuli vysoké
lipofilité, vysoké selektivit kiontim Zeleza a vyznamnému antioxidanu a
cytoprotektivnimu @inku byla naSe pozornost nejprve séedina na aroylhydrazonové
chelatory (Busset al 2002). V prvni fazi mého studia jsem se zapdjita vyzkumu
potencialnich kardioprotektivnich ¢iaki dvou nejnagnéjSich analo§ odvozenych
od pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu (PIH). Jednase o pyridoxal 2-chlorbenzoyl
hydrazon (0-108) a salicylaldehyd isonikotinyol hgzbn (SIH), které byly poskytnuty
prof. Paikou (McGill University, Kanada). ii* hodnoceni protektivnich ¢inki 0-108
(10 a 25 mg/kg i.p., podany 30 mindted daunorubicinem) a SIH (0,5, 1 a 2,5 mg/kg i.v.,
podany 10 minut j@&d daunorubicinem) jsme zjistili, Ze oba analogpiaéi davce
zabrauji predcasnému uhynu pokusnych #ati a rozvoji systolické srdei dysfunkce
navozené opakovanym podavanim daunorubicinu (3 gng/k.) (Sterbaet al 2007a;
Sterbaet al 2006). Uvedeny nalez byl dale podgo histologickym vySéenim myokardu
levé komory a stanovenim plazmatickych koncenset#&niho troponinu T. Naproti tomu
ve skupinach, kterym byla podavana 2,5-nagoty$si davka chelatoy doslo k pediasné
mortalit a u gezivSich zuviat k vymizeni kardioprotektivnihociinku. Obdobny jev byl
zaznamendan i vipdeslych pokusech s migkou latkou PIH (Simune&t al 2005b). Tato
paradoxni davkova zavislost kardioprotektivnintinku je tedy spolknd pro vSechny
aroylhydrazony, a to bez ohledu na rozdily v jejgtiuktue, zpisobu podani gasovéem
odstupu od podani cytostatika (Simuretkal 2005b; Sterbat al 2007a; Sterbat al
2006). Velmi dilezitou okolnosti, ktera mohla mit dopad na vymizardioprotektivniho
Gcinku aroylhydrazof, jsou jejich farmakokinetické parametry. U late@B a SIH byly
zjisteny velmi kratké biologické pot@sy (viadech gkolika desitek minut), které patrn
souvisi s chemickou nestabilitou aroylhydrazonoezby v plazmy (Kovarikova et al
2006; Kovarikovaet al 2005). Proto jsme se v nasledujici studiifitviovyznamnouast
predloZené dizertami prace, zawfili na latky, které jsou prosty vySe uvedenych tawi.

Pro dalSi studium byl na zakkatkoretickych pedpoklad a predchozich vysledk

in vitro aex vivoexperimeni (Barnabeet al 2002; Xuet al 2006) zvolen novy perorain
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podavany chelator Zeleza - deferipron. Jedna skligioky uzivané léivo s biologickym
polocasem eliminace cca 2 hodiny, které je¢kalika zemich registrovano kdge beta-
talasemie, resp. st&spojenych s i@tizenim organismu ionty Zeleza (Kontoghiorghes
al, 2004). Na jeho eventualni kardioprotektivni uiitiantracyklinové kardiotoxicity
poukazovaly vysledky zin vitro modelu vyuZivajicim izolované neonatalni
kardiomyocyty, kde byl prokazdn ochrannginek deferipronu fed cytotoxickym
puasobenim doxorubicinu (Barnaket al 2002). Autdi tento &inek picitali praw jeho
chelat&nim vlastnostem. Kardioprotektivni potencial dgfesnu byl dale podgen studii
provedenou na spontahhijicich sinich exponovanych doxorubicinu (¥ual 2006).

ProtoZze potencialni kardioprotektivum by n#gon negativé ovliviovat
protinddorovy dinek antracyklinového cytostatika, byla nejprve \mdena
antiproliferativni studie. Pro tentocél byla pouZita linie HL-60 odvozen&d od Ikkn
humanni promyelocytarni leukémie. \&ybnadorové linie vychazel z hlavni indikace
daunorubicinu, kterou jsou akutni formy leukémiadB&ni samotného deferipronu vedlo
ke statisticky vyznamnému sniZeni proliferace |enik&é buréné linie v koncentracich,
které jsou snadno dosazitelnénwivo podminkach (Glicksteirt al 2006). Ri inkubaci
burék s daunorubicinem Csq) a fiznymi koncentracemi deferipronu chelator
nesnizoval protinadorovycinek cytostatika. B vysSich koncentracich deferipronu byla
naopak pozorovana sumace antiproliferativni¢mkii obou latek. Tyto vysledky byly
v souladu siedchozimi studiemi zagrenymi na protinadorové ¢inky deferipronu
(Yasumotoet al 2004), jakoz i dalSich latek chelatujicich ioasleza (Yuet al 2006).
Nekteré prace nazimji, Ze dilezitou roli vtomto procesu fie sehravat deplece zeleza
spolgéné s inhibici ribonukleotidreduktazy, enzymu ileZitého pro syntézu
deoxyribonukleotid (Greenet al 2001), &koliv dalSi mechanismy nejsou vykeny.
U tfady chelatar Zeleza byla zaznamenana schopnost zasahovat desprepojenych
s kontrolou bu&éného cyklu, apoptozou, tvorbou metastaz a angiage(iontoghiorghes
et al 2008; Richardson, 2005). Na leukemicke dame linii HL-60 bylo ukazano, ze
podéani deferipronu navozuje i apoptézu pexdtictvim vijSi i vnitini mitochondrialni
cesty (Yasumotet al 2004). DalSi autd poukazuji na moznost, Ze protinadorownék
deferipronu niZze souviset s poruSsenou regulaci polyaminového buoksanu.
Protinadorovy tinek deferipronu byl vtomto ffpact spojen se spermidin/spermin
N;-acetyltransferazovou cestou, kterd ma za nasledstaveni buttného cyklu v G-M
fazi prostednictvim zvySené hladiny putrescinu (Lescetadl, 2007).

Na podklad vySe uvedenych vysledk byla nasled& provedena vlastni
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kardioprotektivni studie. Jejim hlavnim cilem byigstit, zda je deferipron schopny
zabranit nebo alespaignifikantre omezit rozvoj chronické antracyklinové kardiotagic
Ve studii byl deferipron podavan perorélme dvou davkach 10 a 50 mg/kg 45 minut
pied kazdou aplikaci daunorubicinu. Opakované podawdaunorubicinu navodilo
v naSich experimentalnich podminkach 18% mortgitzorovanou &hem poslednich
dvou tydmi pokusu. Vzhledem ke kumulativni davce cytostatikaazené v tomto obdobi,
piitomnosti vypotk v dutin® briSni a hrudni a vyznamnym morfologickym &mam
v myokardu levé komory lze fedpokladat, Ze zaznamenany Uhyn nastatisledku
chronické kardiotoxicity. Podavani ani jedné zaelsttanych davek deferipronigkvapiw
nezabranilo mortakt navozené antracyklinem. N&sledné 5-nasobné zvysamky
chelatoru (50 mg/kg) vedlo j&Sk ¢asréjSimu uhynu zviat (mezi 3. a 5. tydnem pokusu),
ktery lze pravdpodobre vyswtlit vyskytem extrakardialni toxicity. Povahu této
extrakardialni toxicity se nam bohuzel ze ziskangahnepodéalo odhalit. Hematologicke
a biochemické vyssni krve zufat totiz neodhalilo Zzadné zasadni rozdily ve stadgeh
parametrech v porovnéni s daunorubicinovou skupaobjektivni histologické vySeni
orgarmi uhynulych zufat bylo v mnoha fipadech znemoZno vyraznymi posmrtnymi
zménami. Na druhou stranu nizké koncentrace @rith® troponinu T, kteréipdchéazely
jednotlivym Uhyrim, poukazuji na extrakardialni toxicitu, ktera szwijela pozvolna
vzhledem k pozorovanému progresivnimu poklégshé hmotnosti.

Vedle pgediasné mortality jsme navic zaznamenali, Zze defamipn@ochranil
myokard ani ped antracyklinem navozenym oxtdm stresem, levokomorovym
posSkozenim a srdeim selhanim. K hodnoceni lipoperoxidace jsme pouaiidovanou
HPLC metodu zaloZenou na stanoveni celkového nmviozstlondialdehydu porpdchozi
derivatizaci 2,4-dinitrofenylhydrazinem. Zémeé byl zvolen tento fistup, abychom se
vyhnuli znamym nedostaikn spojenych sidve uzivanou metodou zaloZzenou na stanoveni
latek reagujicich ip vysoké teplat s kyselinou thiobarbiturovou (Esterbaiedral 1991;
Janero, 1990; Pilet al 2000). Pomoci HPLC stanoveni byl nalezen stekigtvyznamny
narist malondialdehydu po opakovaném podavani daurmnubiZiskané vysledky byly
v souladu s dostupnou literaturou a téadin konceptem antracyklinové kardiotoxicity
(Doroshow et al 1980; Sarvazyan, 1996; Zhaet al 2001). Deferipron ani v jedné
studované davce prokazat&lnesniZzoval navozenou lipoperoxidaci. Tato datatesky
evidentr liSila od vysledk ziskanych v pedeSlychin vitro aex vivostudiich (Barnabet
al, 2002; Xuet al 2006). Ok citované studie mohou mit vSak vyznamné limitace

s ohledem naignositelnost ziskanych dat do klinicky relevantitiiase. V prvni studii
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bylo s pouzitim elektronové paramagnetické rezomianspektroskopie ukazano, Zze
deferipron snizil tvorbu ROS navozenou antracyklimpztoku zaloZzeném na hypoxantin/
xantinoxiddzovém systému d@ném ke tvor® superoxidového radikalu. Platnost tohoto
nalezu nebyla potvrzena v biologickém systémuired@vsSim v chronickém schématu.
V druhém pipact je tteba zdraznit, Ze myokardialni poSkozeni bylo navozenotraku
expozici izolovanych srdaich sini relativés vysoké a klinicky nedosazitelné koncentraci
doxorubicinu (30umol/l). Sirt navic nepat mezi vyznamné cile toxickéhocigku
antracyklini, protoZe kardiotoxicitaéthto cytostatik postihuje zejména levou komoru
srdeni.

Neschopnost deferipronu efekté/snizit daunorubicinem navozeny oxidastres
a nasleda vyvolanou kardiotoxicitu byla potvrzena dalSimisigdky funkniho vySeteni
levé komory, které bylo provedeno pomoci echokapdifického ngieni a katetrizéniho
piistupu. Spolené podani deferipronu s cytostatikem vedlo, obdobako
u daunorubicinové skupiny, i k progresivnimu a gigantnimu zvySovani plazmatickych
koncentraci troponinu T, ktery je povaZzovan zaiwjtla selektivni marker srdeiho
poSkozeni (Adamcovat al 2007; Bryantet al 2007; Sterbat al 2007b) Shoda &chto
vysledki byla dale podp@na histopatologickym vySenim myokardu levé komory.
Opakované podavani samotného deferipronu ve vyddowané davce (50 mg/kg) bylo
na druhou stranu velmi did tolerovano a u &Siny hodnocenych paramétmebyly
zjisteny Zadné abnormality, coZz korespondovaldadou preklinickych hodnoceni
provedenych u mnoha jinych zi&iénych druli (Porteret al 1990). VySe uvedena tvrzeni
byla owiena i pomoci dvou explorativnich statistickych gmalkteré prokazaly, ze
samotny deferipron neovhiuje kardiovaskularni, hematologické a biochemickgametry
a obdobs i parametry obecné toxicity. Jedina vyjimka bylaleazena v souvislosti se
zvySenym obsahem myokardialniho Zeleza tatykterym byl podavan chelator ve vyssi
davce (50 mg/kg) kil samostatth nebo v kombinaci s daunorubicinem. Tento nalez byl
piekvapiv¥ v rozporu s prokazanou schopnosti deferipronu lzobiat myokardialni
Zelezo u zvit petizenych Zelezem nebo u paciestbeta-talasemii (Anderset al 2002;
Wood et al 2006). ProtozZe biologicky palas deferipronu (jiblizné 2 hodiny) vyl&uje
piimy (inek chelatoru na tento parametr tyden po poslegiikaci, lze uvazovat o mozné
adaptivni reakci na opakovanou, nicriépreruSovanou chelataci Zeleza v srdeh
bunkach. Tyto zminy u samostath podaného deferipronu nebyly navic doprovazeny
zvySenym oxidénim stresem nebo dalSimi korelujici@mami v myokardu, coz poukazuje

na to, Ze prawpodobna kompenzai reakce probihala ve fyziologickych mezich.
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Vysledky této studie tedy nazhgi, Ze deferipron nechraniigd chronickou
antracyklinovou kardiotoxicitou. V souvislosti smtio zjiS€nim tu vyvstava &kolik
otdzek. Lze namitat, Ze selhani deferiprontZen souviset s malou nebo kolisavou
biologickou dostupnosti latky. U deferipronu bykak prokazana velmi dobra biologicka
dostupnost po peroralnim podani. Deferipron seralotstebava z gastrointestinalniho
traktu u lidi stejs tak i u kraliki (Fredenburget al 1993; Kontoghiorghest al 1990).
Davka a casovy odstup mezi aplikacemi obou latek byly zvglem souladu
s farmakokinetickou studii provedenou u kraliferedenburget al 1993). Z této studie
jsme odvodili, Ze koncentrace deferipronu navozujsignifikantni protekci wuci
antracyklinové kardiotoxicitnain vitro arovni (Barnabest al 2002) jsou v kradii plazme
detekovany po vice nez 12 hodinach po jeho periondpodani. V naSich experimentech
musime vzit v uvahu i potencidlni farmakokinetickéterakce. Design studie a
farmakokinetické parametry obou pouzitych latek kvStuto moznost s velkou
pravdEpodobnosti vyltuji (Danesiet al, 2002; Yokelet al 1995). Ani jedna z podavanych
latek se velkou ®rou nevaze na plazmatické proteiny. U obotivi§e znama zcela
odliSna cesta eliminace. Zatimco deferipron se dnjku predevsSim ledvinami do nde,
daunorubicin se eliminujei@s jatra do stolice. Dale neni u nich popsané o&tiv
hlavnich metabolickych cest a ani nejsdileditymi substraty pro cytochrom P450 (Danesi
et al 2002; Kontoghiorghe®t al 1990). Pimé farmakokinetické interakce na urovni
kardiomyocyt jsou pravédpodobr také vylodeny, protoze by se projevily wgdesSlych
in vitro aex vivoexperimentech.

V predeslych pokusech bylo prokazano, Ze ,klasickylatoe Zeleza, deferoxamin
(DFO) nechréani &i chronické antracyklinové toxigitu spontané hypertenznich potkan
(Hermanet al 1994). Toto selhani Izefipsat jeho hydrofilni povaze, ktera omezuje jeho
vstup do kardiomyocyt Na druhou stranu s pouZitim naseho experimehi@lm vivo
modelu jsme prokazali, Ze lipofilni aroylhydrazoBowhelatory Zeleza, odvozeneé
od matéské latky pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu, bylychepny zabranit rozvoiji
antracyklinové kardiotoxicity, i kdyZz pouze ve veldzkém davkovém rozmezi (Simunek
et al 2005b; Sterbaet al 2007a; Sterbat al 2006). Obdob& jako u dexrazoxanu a
aroylhydrazonovych latek byl po podani deferiprorprokazan rychly vstup
do kardiomyocyi (Glickstein et al 2006; Hasinoffet al 1998a) a zde efektivni
odstraiovani ionfi Zeleza z komplex ANT-Fe** (Barnabeet al 2002), nicmé# narozdil
od nich nechranil fgd poskozenim vyvolanym cytostatikem. Nesouladchasgysledk

svySe uvedenymi u(daji nastiyedl ke srovnani deferipronu s dalSim chelatory
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studovanymi na podobném schématu. iNdad lipofilni selektivni chelator Zeleza
deferasirox (ICL670), navzdory své schopnosti rghbl prostupu do kiky a (Einnému
odnimani ioni Zeleza z komplexu ANT-B& nenavodil protektivni dinek na stejném

in vitro modelu, ktery byl pouZit iipkardioprotektivni studii s deferipronem (Hasinetf

al, 2003a). Toto zjighi mize vést k myslence, Ze schopnost latky chelatordy iZzeleza
nemusi byt jedinym rozhodujicim¢initelem pro protektivni &nek. Rozdily

v kardioprotektivnich vlastnostech mohou byic¢fgany i odliSnému pogru, ve kterém
chelatory vazou volné ionty Zeleza. Deferiprontiv@ionty Zeleza komplexy v paimu
3:1, a tim i dana &Si pravépodobnost nedostateeho obsazeni vSech vazebnych mist
pro FE€" by mohla byt jednou z limitaci pouZiti deferipromikardioprotektivni oblasti.
Dale nelze vylotit, Ze deferipron fes svoji dobrou prostupnost do smlieh burgk
nemusi dosahnout Zadouciho intracelularniho kommeartu a/nebo zde nemusi setrvavat
po celou dobu pétbnou k navozenicéinné kardioprotekce. Pozorovany nedostiaje
kardioprotektivni dinek deferipronu riize téZ znamenat, Zze Zelezem katalyzovana tvorba
ROS nemusi byt Kibvym a konénym exekutorem zodpédnym za chronickou
antracyklinovou kardiotoxicitu. Reaktivni formy Ki)gi mohou vznikat i bezjtomnosti
iontd Zeleza (Keizeret al 1990). Proto tyto vysledky spdél@ s pgedeSlymi nalezy
podporuji moznost, Ze role Zeleza a jeho chelapgicantracyklinové kardiotoxici je
mnohem slozZ#jSi nez se dosudipdpokladalo.

Nesoulad naSich vysledks pracemi jinych autértaké poukazuje na obtiznost
pienosu dat m vitro a ex vivo kardioprotektivnich studiich do chronickydh vivo
podminek, které blize odrazeji antracyklinovou ka&akicitu pozorovanou v klinické
praxi. Vhodnym pikladem latek, které se zdaly byt gagymi vin vitro pokusech anebo
na akutnich modelech (Dobrat al 1998; Doroshowet al 1981; Wanget al 1980), jsou
zhadSée volnych kyslikovych radikal (tzv. ,scavengery”; nap vitaminE,
N-acetylcystein). U&chto latek nebylo vediSiné chronickych experimentalnich (Herman
et al 1985) a zejména Klinickych randomizovanych stidi(Bruynzeelet al 2007a;
Dresdaleet al 1982; Legheet al 1982; Myerset al 1983) prokdzano jejich protektivni
pusobeni w¢i srde&nimu poskozeni navozenému antracykliny.

NasSe vysledky nazimji, Ze patogeneze antracyklinové kardiotoxicityze byt
mnohem slozijSi nez se doposud myslelo. V naprostdSive piehledovych praci a
ucebnic je antracyklinova kardiotoxicita tr&dé spojovana s navozenim oxdadho stresu
a ztoho plynouci progresivni degeneraci a nepnogvanou smrti kardiomyoayt
(Billingham et al 1978; Godfraind, 1984; Lewis & Silver, 2001). IBb8im pochopenim
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role programované bgtiné smrti u onemoemi srdce se vSak tento pohled v poslednich
letech z&sadnzmenil (Dorn, 2009; Lee & Gustafsson, 2009). V odbolitérature se
objevuje stéle vice praci poukazujicich na mozrobhuwlapopt6zy v rozvoji kardiotoxicity
antracyklinovych cytostatik (Arolat al 2000; Konoreet al 2008; Kotamrajiet al 2004;
Nakamuraet al 2000; Sawyeet al 1999; Yamaokat al 2000), i kdyZ historicky prvni
studie zamsfenda na tuto oblast dodp k op&nému vysledku (Zhanet al 1996).

Uvahy o podilu apoptézy u antracyklinové kardiotityi jsme ch&li nejprve
potvrdit na naSenin vitro modelu, ktery je zaloZzen na pouziti bamé linie H9c2
odvozené od potkanich embryonalnich &ndeh myoblast. Daunorubicin v klinicky
relevantnich koncentracich (0,1 azuol/l) (Danesiet al 2002; Minotti et al 2004)
vykazoval davkow zavislou cytotoxicitu, icemz nejvyrazéSi pokles viability busk byl
pozorovan mezi koncentraci 0,3 auhol/l. Postupné snizovani viability bylo doprovaéen
statisticky vyznamnym nastem fragmentace DNA. Jiz velmi nizké koncentrace
antracyklini, které jsou snadno dosazitelné v klinické praypplshli navozovaly
apoptotickou bu&nou smrt. Nej¥tSi nafist fragmentace DNA byl zji& péi inkubaci
burék s daunorubicinem o koncentraciufhol/l, zatimco nasledné zvySeni koncentrace
cytostatika do oblasti hrafmich a supraterapeutickych koncentraci vedlo kemkl
fragmentace DNA. Tento nalezite byt vys¥étlen tim, Ze p takto vysoké koncentraci
antracyklinu jiz pevaZzuje nekrotickda bwtnd smrt nad apoptotickou, coz by bylo
v souladu i s vysledky fpdchozich praci (Newmaat al 1981; Sawyeret al 1999).

S uzitim bugicné linie H9c2 byla provedena i analyza aktititi kaspaz majicich zasadni
tlohu g@i intracelularni signalizaci vedouci k apoptotick&ni¢éné smrti. Vin vitro
podminkdch nebyla prokazana aktivacesj$n apoptotické cesty, coZ tbe souviset
s nepitomnosti aktivovanych bk intersticia a infiltrujicich bugk imunitniho systému.
Obdobré nebyla zdokumentovanaast ani recenthpopsané cesty spouseé tzv. ER/SR
stresem, ktery je spojovan s aktivaci kaspazy lysledky zin vitro drovré nicmeérg
prokazaly davko¥ zavislou zvySenou aktivitu kaspaz 3 a 9, coZz nagealtast vnitni
(mitochondrialni) apoptotické cesty a jejileiitou roli v programované bg&né smrti
navozené daunorubicinem u této Bume linie.

S ohledem na ziskané vysledkjn vitro Urovre jsme se v nasleduji¢asti zandtili
na ulohu programované a neprogramovanéédnén smrti u chronické antracyklinové
kardiotoxicity in vivo a na jejich mozné ovlivimi podanim modelového kardioprotektiva
dexrazoxanu. V této studii bylo zj$io, Ze opakované podavani daunorubicinu navodilo

zvySenou mortalitu zvat, kterd byla doprovazena znamkamisinani krve a sradaim
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selhanim. Echokardiograficky dfené frakni zkraceni levé komory odhalilo progresivni
pokles systolické funkce, coz bylo dale potvrzeratekizaci levé komory provedené
na konci pokusu. Dexrazoxan podavaigdkazdou aplikaci daunorubicinu zcela ochranil
zvirata ed gedtasny uhynem a levokomorovou dysfunkci. Ziskana tktapotvrzuji
vyznamny Kkardioprotektivni potencial dexrazoxanugerk je v souladu s vysledky
z predchozich preklinickych a klinickych studii (Cvetho& Scott, 2005).

Histologické hodnoceni v daunorubicinové sképiodhalilo zavazné loziskové
poSkozeni myokardu levé komory. Tyto @mg zahrnovaly zné stupd burgcné
degenerace {pvazri cytoplazmatickou vakuolizaci a progresivni ztratyofibril).
Pokraiilé degenerativni zemy pak vedly k neprogramované ané smrti. Pro takto
postizené kardiomyocyty byl typicky bé&tny edém a pozvolna b&na desintegrace.
Ve stejnéntase byly vyznamhzvySené i plazmatické koncentrace grdko troponinu T
a |. V tétocasti je teba zdraznit, Ze koncentrace tropofin nasich pokusech standa&dn
dosahuji nizSich hodnot nez tiap ischemicko/reperfuzniho poskozeénisoprenalinove
kardiotoxicity (Bertinchantet al 2000), coz rmize byt dano pozvolnym rozvojem
chronické antracyklinové kardiotoxicity (¥Adech gkolika tydni) a jejim typickym
loZiskovym charakterem. Histologicky byla zdokunoéna vyznamna fibrotizace tkéan
V mistech, kde oduielé buiky tvorily rozsahlejSi loziska, byly jejich zbytky nasledn
nahrazeny fibrotickou tkani. Reparativni proces \wwenaioval tvorbou obou tyjp
kolagenu, ficemz typ Il byl tvden zejména na 2atku hojeni, zatimco tvorba kolagenu
typu | byla typicka pro pokkdglé stadium reparace. Dexrazoxan dokazé&mto
morfologickym zngnam Zetelrt zabranit, a to ve srovnatelném rozsahu jakoiived
publikovanych pracich (Hermaet al 1981; Hermaret al 1985; Hermaret al 1994).
Dexrazoxan dale zamezil ri&tu plazmatické koncentrace obou grdeh troponir.
PrestoZze pesny mechanismus uvimvani troponifi do krevnihorecisté dosud nebyl jest
zcela objasen, je tradén¢ spojovan s nekrotickou smrti kardiomyagytkde integrita
cytoplazmatické membrany je naruSena (Arbustihial 2008; Horensteiret al 2000;
Wallace et al 2004). Na zé&klad nizkych koncentraci troponin a zmirgni
degenerativnich zém |ze tedy odvodit, Ze dexrazoxan zabranil i vyakygprogramované
smrti kardiomyocyi navozené daunorubicinem. Tyto vysledky tak velnobid
koresponduji s Siroce akceptovanym konceptem kardiekce navozené dexrazoxanem
(Hermanet al 1981; Van Vleeet al 1980).

Vedle tradéni cesty opirajici se o antracykliny navozenou &R@rostedkovanou

buné¢nou degeneraci, kteraide vést k neprogramovanému zaniku kardiomyigcgime
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se zandiili i na moZnou Ulohu programované (apoptotickénddné smrti v tomto procesu.
Na naSem experimentalnim modelu bylo chronické y#éwlia daunorubicinu spjato se
signifikantnim zvySenim pou TUNEL-pozitivnich busk myokardu levé komory a
naristem aktivit exekutivnich kaspaz 3 a 7. Oba hodnéa@gpoptotické parametry deb
korelovaly s levokomorovou systolickou funkci ungedivych zviat. Pro potvrzeniéthto
vysledii jsme pouzili i no¥jSi metodu ufenou k detekci fragmentace DNA (Cell Death
Detection ELISA"YS). Tato metoda je zaloZena na imunochemické deteimio- a
oligonukleotidi v cytosolické frakci fipraveného vzorku. ilestoze je set primatrurcen
pro in vitro pokusy na buftnych kulturach, vyzkouSeli jsme ho i na myokardién
vzorcich zin vivo studie. V daunorubicinové skugifjsme obdob& zaznamenali zvySeni
pocta fragmentt DNA, nicmérg v disledku vysSi variability vysledkpozorovana zema
nedosahla statistické vyznamnosti. Tento fakt ae@ k za¢ru, Ze uvedena metoda je
mnohem vhodgSi pro hodnoceni apoptotické smrti v Bamych kulturach.

Ve vztahu k intracelularni apoptotické signalizdoilo v diive publikovanych
pracich nazngeno, Ze klfovou apoptotickou cestou u antracyklinové kardiaiox je
hlavrne vnitini mitochodrialni cesta (kaspaza 9) (Chiktsal 2002) a pofipad jinymi
autory zmhovana vejSi receptorova cesta (kaspaza 8) (Nakanetral 2000). NaSe
hodnoceni ukéazalo na s@msnou aktivaci obou signalnich cesti pchronické
antracyklinové kardiotoxicit Navic se nam podieo popsat zapojeni dalsi signélni cesty
vedouci k apoptotickému zaniku kardiomyacytlednalo se o cestu zpi@stkovanou
kaspazou 12, ktera je v literarnich pramenech spoj@ s pitomnosti ER/SR stresu.
v tomto gipadt byla navozena podanim jedné supraterapeutickéyddwkorubicinu (Jang
et al, 2004). NaSe vysledky byl v souladu i s dostupnglaty, kter4 poukazuji na zavazny
ultrastrukturalni a funkni Winek opakovaného podani antracyklina ER/SR (Minottiet
al, 2004).

V na8i studii bylo zji&no, Ze znaky vyznamné btimé degenerace a zvysSena
TUNEL pozitivita byly velmi vyjim&né lokalizovany ve stejnych kardiomyocytech.
Ackoliv oba dje vedouci k bugené smrti kardiomyocyt se @ividné vyskytuji sodasre
v celém myokardu levé komory, typicky postihuji ddné kardiomyocyty. Obe¢nse
ukazuje, Ze apoptéza sehrdva ghéryznamnou ulohu uvritloZisek kardiomyocyi
s pokrailymi degenerativnimi zinami. Ackoliv se zdaji byt pokrilé degenerativni
zmeny vice vyjadené u zuiat s rozvinu§jSi kardiotoxicitou, miru pspeni obou proces

k rozvoji srdéniho selhani navozeného antracykliny nelze na daktostupnych dat
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objektivre posoudit. Jeteba podotknout, Ze zatimco apoptoza je komplekoniena
béhem rekolika hodin, degenerativni zmy probihaji fetelrt pozvolrgji (v fadech
nékolika tydmi az nesiail). Perspektivd zvaZzovand moznost uZiti geneticky
modifikovaného organismu, u kterého by byla Zzém pozntnéna exprese dkteré

z klicovych molekul apoptotické kaskady, by zajistéspla k posouzeni skutaého
zapojeni obou procéglo rozvoje antracyklinové kardiotoxicity.

Na podklad vySe diskutovanych vysledk dostupnych literarnich udajze tudiz
konstatovat, Ze k dispozici jsou p&me¢ jednoznané dikazy o apoptéze navozeneé
antracykliny. Nicméda stale #Astava nezodpazena dlezith otazka, zda-li
kardioprotektivni dinek dexrazoxanu zahrnuje také ochrariedpapoptotickou smrti
kardiomyocyli. Dexrazoxan je tradiné povazovan za protévo, které je uvnit
kardiomyocyli enzymaticky aktivovano na chelat@ inny metabolit ADR-925.
Doposud byl protektivni dinek dexrazoxanu spojovan s ochranou kardiomyocyt
pied tvorbou ROS a naslednymi degenerativnimérami kardiomyocyl, které mohou
vyustit v jejich spontanni zanik (Hermanal 1981; Van Vleett al 1980). Jedinén vitro
studie provedena na izolovanych potkanich kardiaytgzh naznéuje, Ze pi klinicky
relevantnich koncentracich antracyklimtze byt hlavni ¢ast protektivniho &inku
dexrazoxanu spojena i s ochranou &ndleh burk pied apoptdézou (Sawyet al 1999).
ProtoZe nebylo mozné v tomto &m formulovat definitivni zaséy s ohledem na zndmé
problémy s penositelnosti dat ze studii provedenych nattioych kulturach a absenci dat
z chronického, klinicky relevantniho vivo modelu, ¥novali jsme se této otazce na nasem
in vivo modelu. Zde jsme pomoci TUNEL metody jagmrokazali, Ze dexrazoxan snizuje
potet TUNEL-pozitivnich jader, které vykazovalyiifpmnost fragmentace DNA,
na urové hodnot kontrolni skupiny. Tento vysledek byl vyam& podpden stanovenim
aktivity kaspaz 3 a 7, které sehravaji ,exekutivaibhu v apoptotické kaské&dShoda
obou vysledk ziskanych metodicky rozdilnymiigtupy tedy nazrida, Ze dexrazoxan je
schopen &inn¢ zabranit apoptotické baéné smrti navozené antracykliny. V nasledujici
fazi nas také zajimalo, jakym igobem dexrazoxan ovlivnil apoptotickou signalizaci
spusénou daunorubicinem. NaSe vysledkiekvapiv ukazaly, Ze dexrazoxan zabranil
aktivaci vSech vySe zhmbvanych cest (zpragtdkované kaspazou 8, 9 a 12). Tato
schopnost dexrazoxanu zabranit sgniSthned gkolika signalnich cest pra¥dodobr
vyswtluje jeho celkovou antiapoptotickou¢iinost a patrét vyznamnym zfisobem
prispiva i k jeho celko¥ vysokému kardioprotektivnimu potenciélu. Zjisit, Ze vSechny

parametry apoptézy signifikaritra Uzce korelovaly s levokomorovou systolickou ftink
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u jednotlivych zvfat, dale podpidlo vySe uvedeny zav. DalSi informace wujici vztah
mezi parametry apoptdzy a ostatnimi studovanymametry byly ziskany pomoci dvou
explorativnich statistickych analyz. Tyto analyzglhalily, Ze dexrazoxan &h jasnou
tendenci k omezeni apoptotické i neapoptotick& & smrti. Aktivity kaspaz byly navic
uréeny jako vyznamnicinitelé v girozeném shlukovani jednotlivych #af, coz tak
vyzdvihlo apopt6zu na velmitteZity cil pro kardioprotektivni zasah dexrazoxanem

Ackoliv tyto vysledky peswdcivé prokazuiji, Ze dexrazoxan chrani kardiomyocyty
pied neprogramovanou a programovanoubnou smrti, mechanismy zodpminé za tyto
Ucinky zastavaji neznamée. Trauhi¢ se hlavni Uloha v rozvoji antracyklinové kardiatoty
pripisovala tvorks ROS za katalytickéhoiispeni volnych ionti Zeleza (Keizeet al 1990;
Simuneket al 2009). Tuto teorii podporovalo i zj&ti, Ze aktivni metabolit dexrazoxanu
(ADR-925) odnima ionty Zeleza z ANT-Féomplexu a 8inng tak brani tvorb toxickych
hydroxylovych radikal (Hasinoffet al 1998a). NaSeipdchozi experimenty vSak ukazaly,
Ze strukturs odlisné latky, které snadno pronikaji do &kin s vysSi dinnosti a
selektivitou nez ADR-925 chelatuji volné ionty Z&dea které &inn¢ odnimaji ionty Zeleza
(Popelovaet al 2008; Simunelet al 2005b; Sterbat al 2007a; Sterbat al 2006). Tato
data nas je8tvice vedla k z&ru, Ze samotna chelatace briieleza nemusi byt jedinym
a/nebo hlavnim ukazatelem @Spé kardioprotekce.

Proto jsme se v dal&fasti studie snaZili zjistit, zda-li kardioprotektiv (inek
dexrazoxanu ied antracykliny navozenou programovanou i neprogkemou smrti
kardiomyocyti zahrnuje i ochranu ifpd poskozenim vyvolanym ROS. V souvislosti
s antracykliny je historicky anovana nej¥tSi pozornost peroxidaci lipid vedouci ke
vzniku velkého mnoZstvi vysoce cytotoxickych alddihyjako nap. malondialdehydu.
Pro stanoveni tohoto markeru lipoperoxidace bylazga validovana HPLC metoda,
kterou jsme hodnotili jeho celkového mnozZstvi v kemlu levé komory poipdchozi
derivatizaci  2,4-dinitrofenylhydrazinem (Pilzet al 2000). ZvySené hladiny
malondialdehydu byly stanoveny v myokardu iatji kterym byl opakovan podavan
daunorubicin ve standardnim schématu. Tento vyklbgiev souladu s mnoha literarnimi
Gdaji a pomdrné jasre ukazoval na fitomnost oxidaniho stresu po podani cytostatika a
nasledné lipoperoxidai poskozeni. Novym a zaravenané piekvapivym nalezem vSak
bylo, Ze dexrazoxan tomuta@jdvyznamré nezabranil. Obdobné vysledky byly ziskany i
s imunohistochemickou detekci dalSiho markeru kpopidace, kterym byl

4-hydroxynonenal (4-HNE). Pomoci tohottigiupu jsme pozorovaliretelrs vyssi signal
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4-HNE v myokardu daunorubicinovych za&i. Obdobné vysledky byly ziskany i u skupiny
zvitat, kterym byl spolu s daunorubicinem podavan dextan. Ok metody, které
umoznily nezavisle hodnotit peroxidaci ligig naSich experimentalnich podminkach, tedy
shodré poukazuji na zjevny nesoulad mezi &miplnym protektivnim &nkem
dexrazoxanu na&sSinu kardiovaskularnich paramett absenci jeho vyznamného vlivu na
antracyklinem navozenou peroxidaci lipidlento neporr ¢ast&né potvrdila i korel&ni
analyza, ktera nenalezla vyznamny vztah mezi cgtkownnozstvim malondialdehydu
v myokardu pokusnych ztdt a systolickou sraei funkci levé komory. Hodnoty MDA
také velmi slab korelovaly s aktivitou kaspazy 3 a nebyl nalezédr§ vztah mezi mirou
lipoperoxidace a aktivitami kaspaz&@i i vnitini cesty (kaspaza 8 a 9).

V nasi studii jsme stanovili MDA v celotkdvém homogenatu myokardu levé
komory. Na zaklagl naSich vysledk tedy neniZzeme vylodit moznost, Ze ochrana
dexrazoxanu i@d poskozenim navozenym volnymi kyslikovymi radjkédkeni primara
spojena jen sdkterym z bugénych kompartmerit Na druhou stranu vysledky
imunohistochemické detekce 4-HNE nenazvaly, Ze by tomu tak &o byt
Pti zvazovani eventualniho vyznamu kompartmentalizaeatracykliny navozené tvorby
ROS a misté specifické ochrany myokarduen timto jevem se jako nejprajmbdobrjSi
varianta nabizi zejména mitochondrialni kompartm@sdrthiaume & Wallace, 2007a;
Tokarska-Schlattneet al 2006). V tomto kontextu jeutezité dodat, Ze mitochondrie
piedstavuji dlezity zdroj, ale i cil volnych radik&l Navic myokard se svymi obrovskymi
energetickymi naroky je znam Zmepu respiréni aktivitou, gicemZ mitochondrie zde
tvoii az 33 % objemu tk&n Dle dostupnych informaci je kardiotoxickycitek
antracyklimi do zn&né miry spjat prav s mitochondriemi. Lipofilni antracyklinovy
aglykon se mize totiz kumulovat ve vriihi mitochondrialni membr&ncoZz souvisi s jeho
vyznamnou afinitou ke kardiolipinu, ktery je zdekddizovan (Tokarska-Schlattnet al
2007). Redoxni cyklizaze aglykonu antracyklinu jiciekomplexi se Zelezem fize byt
katalyzovana enzymatickou aktivitou komplexu | dgcino fetzce. Porucha
elektronového transportu v dychacieizci pak mize mit na s¥domi tvorbu volnych
kyslikovych radikal. S ohledem na vyznam tohoto kompartmeniiuvaniku volnych
kyslikovych radikail a na celkové objemové zastoupeni mitochondrid&si tkani Ize
tedy pedpoklddat, Ze dinna ochrana dexrazoxanuted lipoperoxidaci v tomto
kompartmentu by se #a promitnout v celkovém mnozstvi MDA. Zadny takowgnd
jsme vSak v naSi studii nezaznamenali. Proto 8klapime k mozZnosti, Ze ¢inna

kardioprotekce navozend dexrazoxanem priharnemusi zaviset na ochgan
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pied lipoperoxidaci navozenou antracykliny. Na drustanu nelze vylatit, Ze existuje
kompartment, ktery vyznamimegispiva k celkové hodnéttkanového MDA, ale fitom
muze byt kltovy pro osud srdmich burk z hlediska ochranyipd tvorbou ROS a
naslednou lipoperoxidaci membran.

S uzitim izolovanych potkanich kardiomyoysme v gedesSlych studiich ukazali,
Ze chelator Zeleza SIH ze skupiny aroylhydrdzgae schopny navodit signifikantni,
nicmére jen casténou protekci ped burcnou smrti navozenou daunorubicinem. Je
zajimaveé, ze tento protektivnéitek nebyl doprovazen vyznamnym sniZzenim peroxidace
lipida (Simuneket al 2008). Toto pozorovani bylo téz v kontrastu dedgky ziskanymi se
stejnou latkou $ navozeni oxidéniho stresu inkubaci b&k s peroxidem vodiku
(Simuneket al 2005a; Simunelet al 2007). Za &chto podminek bylo dosazeno nejen
vySSiho protektivniho dinku, ale i téndt kompletni ochranyied lipoperoxidaci. V dalSi
studii bylo ukazano, Ze dexrazoxan nezmirnil aniidadni poskozeni vyvolané
doxorubicinem u buftna linie A549 (Kaiserova et al. 2006). | tato dateazuji, Ze
ochrana srdmich burk pied antracyklinovou kardiotoxicitou nemusi byt jednané
zavisla na ochranpied lipoperoxidaci.

V navaznosti na vySe uvedena fakta jsme se v dalti zangfili na stanoveni
mnoZstvi glutathionu v myokardu levé komory jakdrjé z hlavnich endogennich latek,
které slouzi k udrzeni redoxni homeostaziydyu VV daunorubicinové skupébyla zjiS€na
signifikantre zvySena koncentrace GSH, coZz na&mja zvySenou syntézu glutathionu,
nicmére mnozstvi GSSG tstalo zachované na hodnotach srovnatelnych s Kontro
skupinou. Podani dexrazoxantitpm nenavodilo vyznamné zZmy v obou parametrech a
hodnoty se velmi blizily daunorubicinové skuginZangfili jsme se i na porr
GSSG/GSH, ktery e byt dileZzitym ukazatelem tvorby ROS v e (Stipek, 2000).
Mezi experimentalnimi skupinami nebyl nalezen zadmgdil. Jako mozné vystleni se
nabizi, Ze glutathionu, i kdyz se viitdch vyskytuje v dostateém mnozstvi, nemusi zde
byt rovnongrné rozloZzeny. Velkacast glutathionu z celkového mnozZstvi sedevsim
nachazi v cytoplaz# kde se také syntetizuje, nicnééarcity maly podil Ize nalézt i
v mitochondriich a jai& (Schafer & Buettner, 2001). Proto dréjdn zmeny v mnoZzstvi
glutathionu v ramci &hto dvou kompartmefitse nemusi projevit na jeho celkovém
obsahu v biice.

S ohledem na vySe diskutovana data si oBjaisdilohy ROS v antracyklinové
kardiotoxicie¢ zajisté zaslouzi dalSi pozornost. Nicrééshrnuti vSech dosavadnich

vysledki nas zatim vede kzé&w, Ze ochrana ipd tvorbou ROS a naslednou



Diskuze

lipoperoxidaci nemusi hrat zasadni tlohu v karditgkci navozené dexrazoxanem. Toto
E, acetylcystein, flavonoidy) zatfenych na kardioprotektivni intervenci feal
antracyklinovou kardiotoxicitou na chronickych expeentalnich modelech (Bruynzeet

al, 2007b; Hermaret al 1985; Van Vleetet al 1980) a v randomizovanych klinickych
studii (Bruynzeekt al 2007a; Dresdalet al 1982; Leghaet al 1982; Myerset al 1983).
NaSe data timto také podporuji gasnou vyzvu k fghodnoceni ,klasické* a mozna az
piilis zjednoduSené verze “ROS and iron hypothesigitogeneze antracyklinové
kardiotoxicity a mechanismu kardioprotekce navozdgdazoxanem (Gianeit al 2008).

Za tchto okolnosti zde vyvstavéada otazek ohlednkonkrétnich mechanisim
zodpowdnych za protektivni dinek dexrazoxanu d&i antracyklinové kardiotoxickt
Antracykliny a jejich metabolity mohou vyvol&du dalSi butnych dju, které nejsou
piimo zprostedkovany ROS (Mennat al 2007). Antracykliny naipklad vyznamg
interferuji s bua¢énou homeostazou vapniku ovlidmim funkce kalciovych transpdrta
iontovych kanél (Minotti et al 2004; Simunelet al 2005c; Solerret al 1994; Wallace,
2007), coz mze ve svém ikledku vyustit v petizeni biiky vapnikem. Narozdil oditve
studovanych latek (Popelow al 2008; Sterbaet al 2007a; Sterb&t al 2006) aktivni
metabolit dexrazoxanu (ADR-925) diky své struktunpddobnosti s EDTA frive
chelatovat i vdpenaté ionty. Schopnost dexrazoxatwanit poruse homeostazy vapniku
byla v minulosti prokdzdna i na naSem modelu (Sekuet al 2005c), coZz riwe
vyswtlovat rozdil v kardioprotektivnich éincich nami studovanych latek. fizenim
burgk vapenatymi ionty souvisi i rozvoj ER/SR stresehgz pitomnost jsme nazidi
stanovenim zvySené aktivity kaspazy 12 po opakawapédani daunorubicinu figemz
dexrazoxan ji dokazal vyznarmpotlatit. Vapenaté ionty zvySuji aktivitiady enzyni,
nag. C&'-dependentni protedzy, kalpainu (Singhal 2004a), ktery se napdastni
Stpenitady cytoskeletarnich a myofilamentarnich prateeoz by mohlo vést k progresi
rozvoje kardiomyopatie (Bartat al 2005; Pappet al 2000). Kalpain je také spojovan
s apoptotickou busgnou smrti prosednictvim Speni pro-kaspazy 12 a pro-apoptické
molekuly Bid, ktera je sai@sti mitochondrialni signalni cesty. Na jehdppdnou ulohu
v antracyklinové kardiotoxicit poukazuje i jeho zra¢ zvySena aktivita po inkubaci
izolovanych kardiomyocyits klinicky relevantnimi koncentracemi antracyklifuim et al,
2004) NaSe pilotni vysledky téZ nazngi zvySenou aktivitu této proteazy v myokardu
zvirat, kterym byl podavan opakowadaunorubicin (data nejsou prezentovana), proto si

vyznam této cesty pro ochranu myokardu vyzada dalgiium.
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Vedle vySe diskutovanych hypotéz, které vyhkadgychazely z pedpokladu, ze
dexrazoxan je protévo chelaténé aktivni latky ADR-925, mzeme v recentni literaite
nalézt indicie poukazujici na moznostrpého kardioprotektivnihogsobeni dexrazoxanu
(Hasinoff & Herman, 2007; Lyuet al 2007). Dexrazoxan patmezi kompetitivni
katalytické inhibitory topoisomerazy Il, které uzghaji enzym v jeho stabilni a uzanou
konformaci obklopujici DNA (Rocaet al 1994). Tento &inek je tradéné spojovan
s protinadorovym fsobenim dexrazoxanu. Na druhou stranu antracyldmyadi mezi
ireverzibilni inhibitory topoisomerazy Il (,topoiseerase Il poisons®), které se kovalehtn
vazou na DNArettzce a molekulu topoisomerazy za vzniku stabilnibonpglexu. Tato
interakce naslednvede k vyvolani zlorin v DNA (Minotti et al 2004). No¥ se proto
objevily informace, Ze dexrazoxan jako Kkatalytickghibitor by mohl msobit
kardioprotektivig vaci a¢inkam latekradicim se k ,topoisomerase |l poisons” (Lgtal
2007). Tyto vysledky bylykast&éné podpdeny experimenty s novym dexrazoxanovym
derivatem (ICRF-161), ktery ma obdalyjako dexrazoxan cheldtai aktivitu, ale je prosty
inhibi¢ni  aktivity wi¢i topoisomeraze |Il. Uzitim této chelatg aktivni latky
na chronickémin vivo modelu se ukazalo, Ze absence vlivu na topoisauelavedla
ke ztrat kardioprotektivniho &inku (Martin et al 2009).

V nasi studii jsme tedy poprvé popsali, Ze dexranex navozena kardioprotekce
vaci chronické antracyklinové kardiotoxigitin vivo je zaloZena nejen na ochéan
kardiomyocyt pred degenerativnimi z&inami a neprogramovanou hignou smrti, ale
také @ed programovanou (apoptotickou) smrti. DaunorubiginaSich podminkach
navodil komplexni apoptotickou signalizacifiggmz dexrazoxan dokazal blokovat
vSechny tyto vyznamné apoptotické cestystdva tu vSak spousta neobjasych otdzek
tykajicich se pravmechanism zodpowdnych za tento protektivnicinek dexrazoxanu a
za samotny rozvoj chronické antracyklinové kardiatly. Ze ziskanych vysledk
zejména vyplyva, Ze vztah mezi antracyklinovou laokicitou a oxidanim stresem
nemusi byt tak jednoduchy, jak sivpdné piredpokladalo.

Proto jsme se v nasledujigasti zangiili na lepSi pochopeni patogeneze chronické
antracyklinové kardiotoxicity. Jednou zddvych otazek, které stale nebylyiegeny, je
sledovani dynamiky &, které nakonec vyusti v klinicky obraz chronickéracyklinove
kardiotoxicity. V klinické praxi to bylo dosud stodano pouze omezéncoZ souvisi
s obtiznou dostupnosti myokardialnich vZojkdinai exponovanychizné kumulativni
davce antracyklinu. Biopticky odbmaterialu je zatizefadou komplikaci, a proto se dnes

provadi jen ve vyjiménych gipadech. R jeho odlgrech se obvykle ziska velmi omezené
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mnozstvi a nemusi se nutnobdrzet reprezentativni vzorek myokardu vzhledem
k loziskovému charakteru postizeni. Navic pacigatiu ¢asto I€eni i fadou jinych
chemoterapeutik a v mnohatipadech viiznych schématech, coZ ade téz znéné
komplikovat interpretaci ziskanych dat. Postmoftaltker humannich vzork je obdobg
limitovan dostupnosti myokardialnich vzérla vlivem moZznych postmortalnich #m

S ohledem na tato fakta se jevi pouZiti experimeifitd modelu jako velmi vhodna
prilezitost ke studiu vlivutizné kumulativni davky cytostatikatasového sledu fughich,
morfologickych a dalSich z&n v myokardu levé komory v fib¢hu rozvoje chronicke
antracyklinové kardiotoxicity.

Souwasnd Uvahaipdpokladd, Zze kazda davka antracyklimiZze vyvolat uéité
poSkozeni myokardu. Toto poSkozeni &ku probihd skryt az do doby, kdy
nakumulované poskozeni myokardiekraii jeho funkni rezervu (Ewer & Benjamin,
2006). Se zvysujici se kumulativni davkou antracykée stupuji zmeny v ultrastruktiie
myokardu, které mohou vyuastit v ireverzibilni ztratmyofibril, v degeneraci
kardiomyocyti a az v jejich smrt (Billinghanet al 1978; Von Hoffet al 1979). Takto
vznikla antracyklinovd kardiomyopatie se dale mestifije jako levostranné skuhé
selhani s velmi Spatnou progndzou pro pacientanfGet al 2008; Jonest al 2006). Dle
novych informacich je hranice 5% vyskytu kardiotityi pirekratena jiz g kumulativni
davce doxorubicinu 400-500 mgfifEwer & Benjamin, 2006). ®odni Gdaje vychazejici
z klasické studie kolektivu von Hoff et al. z roki®79 udavaly 7% riziko rozvoje
kardiotoxicity po pekroteni kumulativni davky 550 mg/m(Von Hoff et al 1979).

Z téchto udaji vychazi i sotasna doporieni pro podavani kardioprotektiva dexrazoxanu,
kterd navrhuji jeho podani a#i piekrateni ugité kumulativni davky antracyklinu (n&p
300 mg/mi u doxorubicinu), i kdyZ je velmi pra¥dodobné, 7e k poskozeni myokardu
dochéazi s kazdou podanou davkou cytostatika.

Pro (ely této studie bylo tedy utweno rekolik skupin zvfat, ktera byla
exponovanaizné kumulativni davce antracyklinu a kena za 24 hodin nebo za 7adn
po dané kumulativni davce cytostatika. Zam$ jsme zvolili schéma, které nam umozni
zachytit jak zmdny chronického razu, tak i souvisejici s posledodgmou davkou
cytostatika. Bhem studie jsme byli $dky progresivniho snizovani kontraktility levé
komory, @i¢emz prvni statisticky vyznamny pokles byl spjat wmkilativni davkou
daunorubicinu 400 mg/m (presréji s 24 hodinovym odstupem od 8. aplikace
daunorubicinu). S poklesem funkce levé komory kpoeslovaly i hodnoty srdeiho

troponinu T. Od tohoto intervalu byly zaznamenanyokdily mezi plazmatickymi
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koncentracemi troponinu T stanovenymi 24 hodin ndaljden po dané aplikaci
daunorubicinu, coZ poukazuje na jeho pozvolné iox@ni do krevnihdeCiste, nicmér
zmény nedosahovaly statistickych vyznamnosti. Zéln jsme se i na stanoveni
plazmatickych koncentraci st@ho troponinu |, které obdobnjako u troponinu T
progresivié naristaly od druhé poloviny pokusu, coz odpovida kutivi@ému charakteru
antracyklinové kardiotoxicity. Koretmi analyza odhalila i vyznamny vzajemny vztah
mezi olkma srdénimi markery. Tento fakt ndm tedy déle potvrzuje, fanoveni
koncentraci troponinu T a | je vhodnym markeremnuomeni chronické antracyklinové
kardiotoxicity (Bryantet al, 2007).

Jak uz bylo zmigtno, hlavni dloha vrozvoji chronické antracyklinové
kardiotoxicity je tradiné prisuzovana tvor® reaktivnich forem kysliku. NaSerqaichozi
studie i recentni literarni Gdaje vSak naanga Ze situace minimatnemusi byt tak
jednoducha. Proto nas zajimésovy piibéh téchto znen. Nejprve jsme se zatfili
na hodnoceni lipoperoxidace pii@stnictvim stanoveni malondialdehydu vilmthu celého
rozvoje srdéniho poskozeni. Bylo zajimavé, Ze jiz po 1. aplikdaunorubicinu jsme
zaznamenali vyznamny rigest mnozstvi malondialdehydu. Pozoruhodny byl i celk
charakter vyvoje lipoperoxidace v celém experimemajvyssi hodnoty byly nagheny
po 5. aplikaci cytostatika (kumulativni davka damrimcinu 250 mg/f). Poté byl
zaznamenan progresivni pokles jeho hladin, ktéséaly nadale vyznandrevySené oproti
kontrole. Hodnoty MDA odrazejici aktualni stav Iggvoxidace nemaji evidertn
kumulativni charakter.

Stanoveni zrn v oxidované a redukované fo¥nglutahionu v pitbéhu rozvoje
antracyklinové kardiotoxicity ifneslo dalSi zajimavé informace. | kdyZz se hodnoty
celkového a redukovaného glutathiongnify pouze nevyznami ponmér GSSH/GSH byl
signifikantre zvySen 5. a 8. tydnu pokusuiiggmz hodnoty v z&ru experimentu of
klesaly a jiz se neliSily od kontrol. Z hlediskasového a obecného trendu vyvoje tohoto
parametru lze shledatditou podobnost se stanovenim MDA, na coz poukéazedeelani
analyza. O prawpodobné kauzalni souvislosti obou parainetapovidaji i teoretické
argumenty, nelio praw glutathion je znamym substratem pro enzymatickékae
katalyzované glutathionperoxidazou &ujici k odbouravani  toxickych  produikt
lipoperoxidace (Stipek, 2000). Oba tyto parametyna&uji, ze pfibch oxidaniho stresu
v prabéhu antracyklinové kardiotoxicity je dynamicky, ghéekvapiv nema kumulativni
charakter. Vzhledem ktomu, Ze oxida stres pedchazel systolické dysfunkci levé

komory o rekolik tydni a vzhledem k celkovému trendu vyvoje obou jehokerér by
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tento fakt mohl znamenat, Ze oxéda stres je spiSe &itym spoustcim nez exekutivnim
¢initelem v rozvoji chronické antracyklinové kardiatcity.

VySe uvedenym vysledikn odpovidal i histologicky nalez myokardu levé kagno
Do kumulativni davky daunorubicinu 250 md/imyly zaznamenany pouze mirné &m
v morfologii srdce v porovnani s kontrolni skupinpiestoze parametry oxitaiho stresu
zde vyznama naristaly. Na urovni sitelné mikroskopie jsme nenalezli Zadny vyznamny
rozdil mezi odbrem myokardu 24 hodigi tyden po posledni aplikaci daunorubicinu
v daném intervalu sledovani. K vyr&ggim morfologickym zminam dochazelo az
od 8. aplikace cytostatika (kumulativni davka daubéinu 400 mg/rf). V myokardech
levé komory, které byly odebrany za 24 hodin po aplikaci cytostatika, byly
zaznamenany tené stup® buns¢né degenerace, kterd se vyamala Fitomnosti
cytoplazmatické vakuolizace a postupnou ztratoufingib U kardiomyocyfi, které byly
v kong&ném stadiu buttné degenerace, byl patrny kany edém a progresivni béina
desintegrace. Sledovany gatek procesu hojeni byl spojerredevSim s ftomnosti
kolagenu Ill. Ri porovnani myokantl odebranych za 24 hodin a za tyden po 8. aplikaci
daunorubicinu byl zji&h nepatrny rozdil v histologickém nélezu. ZvySoselp@et burgk
podléhajici degeneraci a nasledné neprogramovangeéri® smrti. S pouzitim
polarizovaného sitla bylo odhaleno i postupné vyzravani kolagenwavPw této fazi
toxického poskozeni jsme zaznamenali i signifikamtokles systolické srdai funkce,
takZe vzajemna souvislost obotjidje Z'ejma. Ri hledani souvislosti s oxidaim stresem
v jednotlivych intervalech jsme nezjistiliimy vztah se z&gnami funkce ani morfologie
levé komory. DalSi zvySeni kumulativni davky vedeystupiovani znén v morfologii
levé komory, picemZz na konci byly zeny nejvyrazgjsi (kumulativni davka
daunorubicinu 500 mg/f V této fazi bylo jiz zdokumentovano typické Iskové
posSkozeni levé komory charakteristické pro chro@ipkdavani antracykhin(Billingham
et al, 1978; Lewis & Silver, 2001).

V priabéhu rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicjsme zaznamenali, ze
now syntetizovany kolageniedstavoval z velkéasti kolagen typu lll, ktery tuil jemna
retikularni vlidkna. V prb¢hu chronického pokusu podléhal tento typ kolageostypné
degradaci a nahradza typ | v disledku vyzravani pojivové tkénve fibrotickou jizvu.
VySe popsané zény ve struktiie kolagenni sétvedly k rozvoji rozsahlé fibrozy, ktera
typicky doprovazi dilatni kardiomyopatii. Histologicky zdokumentovana &bzace
tkarg byla potvrzena i biochemicky zvySenou koncenttaaroxyprolinu jako markeru
fibrézy (Pelouchet al, 1993).



Diskuze

Remodelace myokardu nenijgamovolny, ale ze vSech informaci jejmé, Ze se
na rem podilifada signalnich a exekutivnich molekul. Proto jsme dalSicasti zangxili
na hodnoceni Glohy matrixovych metaloproteindz (M)JRteré jsou obeé&rmpovazovany
za klicoveé regulatory a vykonavatele remodelace extra@elumatrix. Soudi se, Ze pgav
MMPs by nely mit zasadni vliv na zémy v geometrii a integdt myokardu v pitbéhu
remodelace. Ziny v aktivaci MMPs byly popsany tady patologickych stdivjako je
aterosklerdza, infarkt myokardgi,u progrese sra@iho selhani (Grahaet al 2008; Lalu
et al 2005). Udaje o mozném podilu MMPs na remodelagbkardu u antracyklinové
kardiomyopatie jsou vSak omezené. Dosud byly pquesdikované prace, kde byla uloha
MMPs hodnocena jen po jednorazové aplikaci vysakéy antracyklinu (Baet al 2004;
Pacheret al 2002). Nejprve jsme se zafiti na hodnoceni aktivity Zelatindz (MMP-2, 9)
v myokardialnich vzorcich, protoZze pegatyto dw formy MMPs jsou nejvice zmované
v souvislosti s remodelaci myokardu. Mezi jejicham® degradai substraty pat
Zelatina, kolagen | a kolagen 1l (Spinale, 200v§yznamné zapojenithto MMP bylo
popsano nap u ischemicko/reperfuzniho poskozeni a naslednékargdialni remodelace
(Lalu et al 2005). Obdob# zvySena jejich aktivita byla prokazana i po jedzavé
vysoké davce antracykiin(Bai et al 2004; Pacheet al 2002). Bi pouziti naSeho modelu
jsme pekvapiv pozorovali vyznamny pokles celkové aktivity obouwelatinaz
od 3. aplikaci daunorubicinu (kumulativni davka 18@y/nf). Fi srovnani s dalSimi
pracemi jsme nalezli, Ze se nejedna o nahodny§eiZena aktivita Zelatindz byla popséana
I u experimentalé navozené diabetické kardiomyopatiau modelu L-NAME deficientni
hypertenze (Spanikovat al 2008; Van Linthoutet al 2008). Tyto vysledky tedy
nazn&uji, Ze hlavni Zelatinazy (MMP-2 a 9) seepr¢ vyznamr nepodileji na remodelaci
myokardu v dsledku antracyklinové kardiomyopatie.

Rodina MMP je dle dneSniho stavu znalosti velnol&y a proto jsme na zakkad
téchto vysledk nemohli vylodit, Ze se do tohoto procesu nezapojuktaré z dalSich
MMP. Proto jsme pouZzili fluorescéni kit SensoLyte™ 570 MMP Assay Ki pouZzitim
tohoto kitu, ktery obsahuje substrat specificky MvP-1, 2, 7, 8, 9, 10, 13, 14, jsme
ziskali odliSné vysledky. Celkova aktivita vySe deaych MMPs v pibéhu rozvoje
chronické daunorubicinové kardiotoxicity stagnovalaz na konci pokusu doslo k jejimu
signifikantnimu zvySeni. Vedle toho jsme pouZzikii SensoLyte™ 520 MMP Assay Kit
se sérii 6iznych substrat které vykazujitiznou specifitu w¢i MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9, 10,
12, 13, 14. Zd&chto experimerit bylo mozné alespbp ¢ast€éné odvodit, ktera z MMP
sehrava vyznan@si roli v remodelaci myokardu navozené antracykliRro jednotlivou
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MMP byl z nabidky dostupnych substr&elektivni pouze jeden (substrat SB1), ktery nam
umoznil specificky hodnotit aktivitu MMP-13. Tato etaloproteinaza je syntetizovana
zejména aktivovanymi myokardialnimi fibroblast§a$to v odpo¥di na oxid&ni stres)
(Spinale, 2007). V mibéhu celého rozvoje antracyklinové kardiotoxicity pnovSem
nezaznamenali zadné signifikantni &m v aktivit MMP-13, &koliv v prvni fazi
experimentu se jevila tita tendence k jejimu zvySeni. Krénprvniho tydne studie
vysledky nenazrmvaly ani souvislost s mirou oxi¢f@ho stresu v myokardu pokusnych
zvirat. S pouzitim substratu SB16 (se substratovouifgpacrozsienou o MMP-12) se
stala znéna v 3. tydnu v celkové aktivitMMPs signifikantni a fedevSim byla zcela név
detekovana konzistentrevySena aktivita na konci pokusuidpréji od 8. tydne pokusu
neboli kumulativni davka daunorubicinu 400 m@ynPra v této fazi dochazi k poklesu
systolické srdéni funkce, zvySeni plazmatickych hladin tropanirozvoji morfologického
poSkozeni myokardu a vyznamné remodelaci levé kpmbomuto nalezu i@dchazel i
narist lipoperoxidace, iikemz hodnoty MDA v tomto intervaluigtavaly stale vyznandn
zvySené. Také mnozZstvi oxidovaného glutathionu he jpongr k redukovanému byly
vtomto okamziku vyznamn zvySeny, coZ signalizuje fjpomnost oxida&niho stresu.
V porovnani s fedeslymi vysledky lze tyto z¢ny piifadit aktivie MMP-12, ktera je
sekretovana vyhradninfiltrujicimi makrofagy a &fpi zejména elastin, fibronektin a
kolagen IV (Spinale, 2007). émto vysledk&m odpovidal i histologicky nalez, ktery
ukazoval na nastup pokiitejSich degenerativnich zm pra¥ od 8. tydnu pokusu,
s postupnym vyskytem ,uklidové reakce* fbyelativie omezené) v podabinfiltrace
makrofagi. Substrat (SB7) se specifitou dale rées6u o MMP-7 potkud pozngnil
charakter pozorovanych 2m Trend ve zvySeni aktivity v prvni fazi pokusumigzel a
doslo k vyznamnému zvySeni celkové aktivity MMPsvadruhé polovig pokusu. Poprvé
byl nalezen rozdil mezi aktivitou ve vzorcich odebch za 24 hodin a za tyden po
aplikaci cytostatika, coz naztige moznou akutni indukci aktivity MMP s podanim
vySSich kumulativnich davek cytostatika. MMP-gp$tpredevsim fibrilarni kolageny a
komponenty bazalni membrany kardiomydcgzejména kolagen 1V, fibronektin a lamin)
a rekdy byva spojena s akuii8i odpowdi na patologicky inzult (n&pinfarkt myokardu)
(Spinale, 2007). DalSi substrat (SB2) se specifitm$étenou o0 MMP-1 a 8 poskytl t&h
identické vysledky sigdchozim substratem, coz nenazj@ zasadni podiEthto MMPs.
Posledni dva pouzité substraty (SB14 a SB520) spigerné Sirokou substratovou
specifitou poskytly obdobné vysledky s tendencizkgSeni aktivity v prvni fazi pokusu,

naslednou stabilizaci a signifikantnim vzestupemawru experimentu. Celkovy trend
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piipominal znény v aktivit hodnocené pomoci substratu specifického pro MMR:-13
(SB16). Relative nejvyrazijSi zmeny byly zjiS€ny u substratu s nejmensi specifitou
(SB520).

VySe diskutované vysledky dokazuji, ze patogenezenické antracyklinové
kardiotoxicity je velmi komplikovany &, ktery mize byt vysledkemdkolika po sob, ale
i paralelrt jdoucich proces ProtoZe usgch i vyvoji novych &innych kardioprotektiv
bude do znéné miry zaviset na schopnosti pochopit podstatu gtexmi patogeneze
chronické antracyklinové kardiotoxicity, rozhodiimje se shrnout dosavadni literarni udaje

a vysledky plynouci z této dizetta prace v grafickém schématu (obr. 48).
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Obr. 49. Schématicky Fehled intracelularnich cest pravdpodobné zapojenych do chronické
antracyklinové kardiotoxicity. ANT — antracyklin, Cyt C — cytochrom C, IRE — iroresponsive
elements”, FADD - intracelularni doména receptoro pas, mPTP - perm&ai por na mitochondrialni
membrag, PS - fosfatidylserin, MMP — matrixova metalopinéza, NOS — NO syntaza, RNS — reaktivni
formy dusiku, ROS - reaktivni formy kysliku, RyRryadinovy receptor, SERCA — sarkoplazmaticka
ATPaza, SOD - superoxiddismutaza, SR — sarkoplazikéatetikulum, Tn - troponin.

Z tohoto gehledu je #ejmeé, Ze je zde stale mnoho nejasnasdevsim s ohledem
na realny vyznam jednotlivych mechanismjejich vzdjemné kauzalni &asoveé
souslednosti a propojeni. Proto jefpbhé upit dalSi pozornost k analyze molekularnich
déjia ovliviwjici spousdtci i exekutivni mechanismy antracyklinové kardiobity.

K identifikaci Kklicovych molekul a signalnich cest by mohlaispét probihajici
proteomicka analyza myokardu chronicky exponovanahtracyklifim (ve spolupraci

s Ustavem molekularni patologie FVZ UO). Na tytsiegky bude zajimavé dale navazat
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analyzou takto vybranych molekul ve vzorcich mydkarUsgsné ochragnych
dexrazoxanemiimz by bylo mozné potvrdit jejich kauzalni vztaldadinné kardioprotekci.
Dale bude mozné pomoci imunodeteich metod (Western blot a imunohistochemie)
sledovatcasovy ptibéh téchto zmén ve vzorcich z pokusrealizovanych v ramci této
dizerta&ni prace, coz bude Kbvé pro uéeni gi¢innych a naslednych vztah

DalSi oblasti, ktera podle naSeho nazoru zaslymgernost ¥decké komunity, je
role programované bgdné smrti v pibéhu chronické antracyklinové kardiotoxicity.
V navaznosti na naSe vysledky se nabizi &anse nacasovy pfibéh programované
buné¢cné smrti v zavislosti na kumulativni davce cytaktata dok od podani posledni
davky. Pilotni data n&pukazuiji, Ze s rostouci kumulativni davkou antkdioy se zvysSuje
i aktivita exekutivni kaspazy 3. Pro kompl€jdi porozurgni role apoptdzy je ptebné
analyzovat i dalSiezité signélni cesty vedouci k aktivaci préaxekutivni kaspazy 3 a
pop. jejich vztah k oxidénimu stresu.

V souvislosti s antracyklinovou kardiotoxicitou je/ literatire vedle ROS
zminovana uloha nitiniho stresu (Foglet al 2004). Antracykliny mohou indukovat
tvorbu NO v kardiomyocytech widledku zvySené exprese a aktivity inducibilni NO
syntazy (iNOS) (Liuet al 2006). Vznikly NO ndze spoléné se superoxidovym radikalem
vést ke tvorb reaktivnich forem dusiku {pvazre peroxynitritu) (Stipek, 2000). Tyto
extrémmt reaktivni latky naslednposkozuji zné biomolekuly a/nebo spoggtrozlicné
bungéné signalizani cesty. V mnoha studiich s uzitim akutniho modsflly zaznamenény
vysoké koncentrace nitrotyrosinu (markeru widio stresu) v myokardu zat
exponovanych antracykliny (Andreadeti al 2007; Pacheet al 2003; Weinsteiret al
2000). NaSe pilotni data nazigi, Ze obdob#& tomu je také za chronickych, klinicky
relevantnich podminek. Pokigici vyzkum by tedy pomohl zjistit, zda-li vlastni
destruktivni @inek wici kardiomyocyfim nesouvisi vyznandi s nitranim stresem nez
oxidatnim a zda-li tomu neni obdobnu inné kardioprotekce navozené dexrazoxanem.

Stale aktudlni oblasti vyzkumu je tudiz pochopeecmanism a dalSich souvislosti
kardioprotekce navozené dexrazoxanem. Na tomtoénpéstopst tieba zdraznit, Ze
dexrazoxan je jediné kardioprotektivum, které jekazateld schopné ochranit myokard
pacienti IéCenych antracykliny. Je s podivem, jak mala pozdrinyga dosud $novana
vztahu mezi strukturou tohotociga a jeho dinkem. Tento fakt je patgnzagicinén tim,
Ze dexrazoxan byl dlouhou dobu vyvijen jako cytilstian, picemz jeho kardioprotektivni
acinek byl objeven poziji a vlastre nahodou (Hellmann, 1998). Cilena atma struktury

dexrazoxanu by svelkou praygbdobnosti mohla fspét k  optimalizaci
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kardioprotektivniho &inku a zarova k sniZzeni jeho toxicity, ktera je pagrdana inhibici
topoisomerazy Il. Dale Izeigtodre ocekavat, Zze farmakologické hodnocesdhto novych
derivati dexrazoxanu by téZz mohlo identifikovat &ivé molekuly a nésledni
molekularni mechanismy nezbytné pro vysledny ptotekefekt.

Souwasna doporeni navrhuji podani dexrazoxanu a#i prekraieni ugité
kumulativni davky antracyklinu (n&p300 mg/m u doxorubicinu) (Ewer & Yeh, 2006), i
kdyZz je velmi pravdpodobné, Ze k poskozeni myokardu dochazi s kazaalanou
davkou cytostatika. V tomto ohledu Ize povaZzovatzagmava naSe pilotni data, ktera
nazn#uji, ze dexrazoxan v odlozeném schématu dokazeamidbgredtasnému uhynu
zvirat navozenému daunorubicinem. Z vysledaké vyplyva, Ze dexrazoxan je schopen
do zn&né miry ochranit myokardied toxicitou antracyklibh v kratkodobém vyhledu,
nicméré eventualni zhorSeni s funkce a dalSich paramity nasledujicim obdobi
po vysazeni &y nelze vylodit. V této spojitosti bude zajimavé zjistit, zdaxdezoxan
dokaze mkterym nasledikm podavani antracyklinzcela zabranit, nebo zda budou jeho
protektivni vlastnosti omezeny pouze na oddalegktanych aspeki antracyklinové
kardiotoxicity. V tomto kontextu jetr¢ba vnimat i z&ry recentnich klinickych studii a
jejich metaanalyz (van Dalert al 2006), Zze i subklinické poskozeni myokardu
antracykliny pinasi zvysené kardiovaskularni riziko v budoucnosti

PrestoZze mnoZstvi otdzek v této oblastistAva nezodpa@zenych, ¥iime, Ze
vysledky ziskané vramci této dizemé& prace fpinesly nové podéty do studia

antracyklinové kardiotoxicity adginné farmakologické kardioprotekce.
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Deferipron nesnizuje protinadorovyidek daunorubicinun vitro, naopak ve vyssich,
klinicky stéle relevantnich koncentraciclispbi synergicky.

Narozdil od pedeSlychin vitro aex vivostudii se ukazuje, Ze chelatace Zeleza pomoci
deferipronu neni schopna ochranit myokairitiviipoperoxidaci, kardiomyopatii a

srde&nimu selhani navozenému opakovanym podanim daucorub

Dosazené vysledky tedy naznof, Ze role Zeleza a jeho chelatace u chronické
antracyklinové kardiotoxicity fize byt sloZzijSi nez se doposud myslelo, a Ze se
mohou do rozvoje tohoto patologického stavu zapjaalsi mechanismy nezavislé

na zelezem katalyzované tvérBOS.

Klinicky relevantni koncentrace daunorubicinu nayozprogramovanou smrt H9c2
burgk, piicemz apoptoticka signalizace jgepazre zavisla na vntni (mitochondrialni)

cest.

Dexrazoxanem navozena kardioprotekéei whronické antracyklinové kardiotoxigit

in vivo je zaloZzena na ochrankardiomyocyl pred degenerativhimi z&nami a

naslednou neprogramovanou B&mou smirti.
Daunorubicin spousti komplexni apoptotickou sigradi v kardiomyocytech.

Dexrazoxan velmi &nné blokuje vSechny vyznamné cesty vedouci

k programovanému zaniku kardiomyoityt

Ochrana srdmich burk pred antracykliny navozenou apoptézou se zda byt

vyznamnou satasti kardioprotektivnihodinku dexrazoxanu.

Zda se, Ze d&inna kardioprotekce navozena s dexrazoxanem primaeravisi
na ochras pred antracykliny navozenou lipoperoxidaci. NaSe zyalé&kazuji, Ze vztah
mezi ROS, antracyklinovou Kkardiotoxicitou &innou kardioprotekci neni tak

jednoduchy a kauzalni, jak se doposiedpokladalo.

Rozvoj chronické antracyklinové kardiotoxicity jejat s progresivni systolickou
dysfunkci levé komory, morfologickymi zZmami v myokardu a s postupnym
narmistem plazmatickych koncentraci stdih troponii. Zavaznost sledovanych
zmen teésre koreluje s dosazenou kumulativni davkou antraoykli

Proces remodelace myokardu ve vztahu k Gloze noatyoh metaloproteinaz je patrn

mnohem komplex¥)Si, nez se dosudi@dpokladalo. Vyznamnou ulohu v daném

modelu pravdpodobré hraje MMP-12 spolu s dalSimi MMPs.
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= V prabéhu rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicsty néni profil kolagennich
proteini. Reparativni proces se vyzige tvorbou obou typ kolagenu, ficemz typ 1l
je zejména tvien na z&atku hojeni, zatimco tvorba kolagenu typu | je ¢l

pro pokrailé stadium reparace.

= B¢hem rozvoje chronické antracyklinové kardiotoxicsey dynamicky rozviji oxidai
stres, ktery fekvapi¥ nema kumulativni charakter a kteryedchazi systolické
dysfunkci levé komory. Tyto vysledky nazwngi, Ze oxidani stress nize byt spiSe
spoustcim nez exekutivnim ¢initelem v rozvoji chronické antracyklinové
kardiotoxicity.

= V navaznosti na ziskana data se ukazuje, ze dg&iilpochopeni molekularnich
mechanismi zodpowdnych za rozvoj chronické antracyklinové kardiotoyi a

dexrazoxanem navozené kardioprotekce si vyzadastatium.
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V této dizerténi praci byly studovany: 1) potencidlrkardioprotektivni ginky
deferipronu na modelu daunorubicinem navozené atkénkardiotoxicity u krélik,

2) Uloha apoptotické bgvné smrti @i rozvoji antracyklinové kardiotoxicity,
3) kardioprotektivni dinky dexrazoxanu &i chronické antracyklinové kardiotoxigitse

zaneienim na ochranu kardiomyodéypied programovanou b&&nou smrti a oxidenim

stresem a 4)xasovy sled zem vybranych parametrv pribéhu rozvoje chronické
antracyklinové kardiotoxicity.

Na leukemické bustné linii bylo ukazano, ze deferipron (1-3atol/l) nesnizuje
protinadorovy dinek daunorubicinu, naopakipvysSich koncentracich deferipronu byla
pozorovana sumace antiproliferativnictinkt obou latek. Ve vlastni kardioprotektivni
studii vSak podani deferipronu nezabranilo daunchmuem navozené mortalit srdeni
dysfunkci, morfologickym z@gnam v myokardu, néstu srdéniho troponinu T a stefn
tak peroxidaci lipid v myokardu. Tyto vysledky kontrastuji gepleSlymi pozitivnimi
zawry in vitro studii, a tudiz znmé meéni dosavadni pohled na deferipron jako
na potencialni kardioprotektivumad antracyklinové kardiotoxickt Ziskané vysledky
spole&éné s pedchozimi nalezy navic nazngi, Ze role Zeleza a jeho chelatace
pii antracyklinové kardiotoxicltje mnohem sloZi{Si nez se dosudig@dpokladalo a Ze se
mohou do rozvoje tohoto patologického stavu zapjadalSi mechanismy, nezavislé
na zelezem katalyzované tvénteaktivnich forem kysliku.

Studium apoptotické bwtné smrti na in vitro modelu antracyklinové
kardiotoxicity odhalilo, Ze jiz velmi nizké konceate antracyklith (snadno dosazitelné
v Klinické praxi) spolehli¥ navozuji tento typ buidné smrti. V souladu s literarnimi adaji
bylo zjiS€no, ze i zvySeni koncentrace daunorubicinu naduBol/l pravdpodobré
zaind gevazovat neprogramovana (nekroticka) dsma smrt nad apoptotickou. Byla
prokazana i davkavzavisla zvysena aktivita kaspaz 3 a 9, coz nagealkast vnitni
(mitochondrialni) apoptotické cesty a jejileiitou roli v programované bg&né smrti
navozené daunorubicinem u H9c2 Bkin VngsSi cesta a cesta spojena
s endoplazmatickym/sarkoplazmatickym retikulem aeroti tomu nezdaji byt zapojeny.

Podani dexrazoxanu dokazalo velndinin¢ zabranit daunorubicinem navozenému
predtasnému Uhynu zkat, rozvoji systolické dysfunkce a zvySeni plazoigtch
koncentraci srdmich troponiti. Dexrazoxan vyznaménchranil kardiomyocyty fed
progresivni degeneraci a jejich naslednym zanikespragramovanou smrti. Podani
dexrazoxanu téz prokazatélrzabranilo rozvoji remodelace myokardu levé komory

navozené daunorubicinem. Poprvé bylo ukadzano, Zzeadexan chrani kardiomyocyty
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pied programovanou bg&nou smrti zfisobenou antracykliny. Daunorubicin navodil
komplexni apoptotickou signalizaciiifemz dexrazoxan dokazatiané blokovat vSechny
vyznamné spoudti cesty apoptotické kaskady. Tato studie ukazadanhibice apoptozy
muze byt vyznamnou sdéasti kardioprotektivniho dinku dexrazoxanu i
antracyklinové kardiotoxicit Navic bylo zjis¢no, Ze potl&eni lipoperoxidace nemusi hrat
zdsadni Ulohu v kardioprotekci navozené dexrazoran€ato data tedy podporuji
sowasnou vyzvu k fehodnoceni klasické “ROS and iron hypothesis” patege
antracyklinové kardiotoxicity a mechanigrkardioprotekce navozené dexrazoxanem.

V zawrecné casti byl poprvé zdokumentovan dynamicky rozvoj femikh,
morfologickych a dalSich z&n v myokardu levé komory v fibchu rozvoje
daunorubicinové kardiotoxicity. Od 8. aplikace apaiika (kumulativni  davky
400 mg/m2) byl zaznamenan signifikantni poklesdidté funkce levé komory spales
se zvySenim plazmatickych koncentraci tropdramrozvojem pokrélych degenerativnich
zmen myokardu. Analyzy s jednotlivymi substraty spetiymi pro mizné matrixové
metaloproteindzy poskytly obdobné vysledky s tend&er zvySeni jejich aktivity v prvni
fazi pokusu, naslednou stabilizaci a signifikantnimestupem aktivity v zavu
experimentu. $¥ejni roli I1ze gisoudit edevsim aktivit MMP-12. V polovirg rozvoje
chronické antracyklinové kardiotoxicity bylo zazremano vyznamné zvySeni marker
oxidatniho stresu. DalSi vyvoj paramitoxidatniho stresu nazgaval, Zze zminy nemaji
kumulativni charakter a Ze jejich maximalni isdr p'edchazi systolické dysfunkci levé
komory a vyznamnym morfologickym zmam. Tyto vysledky tedy naz&igi, Ze oxid&ni
stress mZze byt spiSe spoustim nez exekutivnimginitelem v rozvoji chronické

antracyklinové kardiotoxicity.
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In this Ph.D. thesis, following aims were addresdgdootentially cardioprotective
effects of deferiprone on the model of daunorubinoluced chronic cardiotoxicity in
rabbits, 2) the role of apoptotic cell death in tdhevelopment of anthracycline
cardiotoxicity, 3) cardioprotective effects of daxoxane against chronic anthracycline
cardiotoxicity with a focus on rescue of cardiacoaytes from programmed cell death and
oxidative stress, and 4) staging of myocardial geanin the time-course of chronic
anthracycline cardiotoxicity development.

First, using the leukemic cell line, deferiprone3d0 pmol/L) was shown not to
blunt the antiproliferative effect of daunorubicimstead, at higher concentrations of
deferiprone, the augmentation of antiproliferataxetions of both agents was observed.
However, in the cardioprotective study deferiprdaded to afford significant protection
against daunorubicin-induced mortality, cardiac fdystion, morphological cardiac
deteriorations, plasma cardiac troponin T rise ai & myocardial lipoperoxidation. This
finding contrasted with previous positive outconoésn vitro studies. Hence, this study
changes the current view on deferiprone as a patemfardioprotectant against
anthracycline cardiotoxicity. In addition, thessulks, together with our previous findings,
further suggest that the role of iron and its ctetain anthracycline cardiotoxicity is not
as trivial as originally believed and/or other magisms unrelated to iron-catalyzed ROS
production might be involved.

The study on apoptotic cell death usimg vitro model of anthracycline
cardiotoxicity revealed that at the lower (clinigalrelevant) concentrations of
daunorubicin induced this mode of cell death. Femtiore, it has been observed that non-
programmed (necrotic) cell death may prevail in kiigher daunorubicin concentration
(above 3umol/l), which is in line with previously reportedath. This study revealed also
dose dependent increase in the activity of caspase®. Hence, these outcomes suggest
that intrinsic (mitochondrial) apoptotic pathway p@votal in daunorubicin-induced
programmed cell death in H9c2 cell line. Extrinand endoplasmic/sarcoplasmic
reticulum pathways seem to not be involved in pinccess.

Dexrazoxane was capable of fully overcoming preneatdeath of animals,
development of systolic dysfunction and plasma iearttoponins rise. Dexrazoxane was
found to rescue the cardiac myocytes from the @sxive degeneration and consequently
non-programmed cell death. Furthermore, this affectardioprotection was associated
with protection of the left ventricular myocardiuinom remodeling. For the first time, it

has been demonstrated that dexrazoxane is ableraiecp cardiomyocytes against
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anthracycline-induced apoptotic cell death. Dexxane was clearly shown to effectively
suppress the complex apoptotic signaling triggdrygddaunorubicin. Hence, this study
pointed out on inhibition of apoptosis as a sulishipart of cardioprotective action of
dexrazoxane against anthracycline cardiotoxicityorddver, it was revealed that
overcoming of lipoperoxidation need not play a kegte in dexrazoxane-afforded
cardioprotection. Furthermore, these findings ulera recent call for revisiting the
traditional “ROS and iron hypothesis” of pathogeses anthracycline cardiotoxicity and
mechanisms of dexrazoxane-afforded cardioprotection

Finally, in this work the dynamic changes in funa&l, morphological and other
parameters in the time-course of anthracycline ictoxicity development were for the
first time followed. Significant decrease of thdt leentricular systolic function together
with plasma cardiac troponins rise have been obserstarting by the 8th administration
of daunorubicin (cumulative dose 400 mg/m2). Anadyswith individual substrates
specific for different matrix metalloproteinasesl l® analogous outcomes suggesting a
trend to MMPs activity elevation with the starttbe study, subsequent stabilization and
significant MMPs activity rise at the end of theperment. The principal role is likely to
be attributable to activity of MMP-12. In the sedopart of the experiment, significant
elevation of oxidative stress markers was docunterithe character of changes of these
parameters strongly suggested that these altesagi@not cumulative with the maximum
being present before the left ventricular systotigsfunction and morphological
deteriorations. These outcomes suggest that oxelatress might be rather triggering than
executive factor in the development of chronic eaxtiicline cardiotoxicity.
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ABSTRACT

Anthracycline cardiotouicity ranks among the most severe com-
plications of cancer chemotherapy. Although its pathogenesis is
only incompletely understood, “reactive cxygen species (ROS)
and iron” hypothesis has gained the widest acceptance. Besides
dexrazorane, novel oral iron chelator deferiprone has besn re-
cently reported to afford significant cardioprotection in bath in
vitro and ex vivo conditions. Therefore, the aim of this study was
1o assess whether deferiprone 1) has any effect on the anticancer
action of daunorubicin and 2) whether it can overcome or signif-
icantly reduce the chronic anthracycline cardictowicity in the in
vivo rabbit model ([daunorubicin, 3 makg iv., weskly for 10
weaks), First, using the leukemic cell line, deferiprone (1-300 uhd)
was shown not to blunt the antiproliferative effect of daunorubicin.

Instead, in clinically relevant concentrations (=10 uM), cleferiprone
augmented the antiproliferative action of dauncorubicin. However,
deferiprone (10 ar 50 ma/kg administered p.o. before each dauno-
rubicin dose) falled to afford significant protection against dauno-
rubicin-induced mortality, left ventricular lipopera¥idation, cardiac
dysfunction, and morphological cardiac deteriorations, as well as
an increasea in plasma cardiac troponin T. Hence, this first in vivo
study changes the cument view on deferiprone as a potential
cardioprotectant against anthracycline cardictoxicity. In addition,
thess results, together with our previous findings, further suogest
that the role of iron and its chelation in anthracycline cardiotowicity
is not as trivial as originally believed and/or other mechanisms
unrelated to iron-catalyzed ROS production are involved.

Anthracyelines |e.g.. doxorubicin, dauncrubicin (DATT),
and epirubicin] rank among the most effective antineoplastic
agents ever developed. In clinical practice today, they are
widely indicated in the treatment of a number of hematolog-
ical and =olid malignancies (Jones et al., 2008). However,
their elinical potential iz considerably hampered by the risk
of severe dose-dependent cumulative cardictoxicity, which
manifests months or vears after the completion of chemother-
apy (Minotti et al., 2004). These chronic and delayed types of
cardiotoxicity are characterized by continuous and irrevers-
ible myofibrillar loss, cyvtoplasmic vacuolization, and degen-
eration of cardiomyvocytes that can ultimately result into
dilated cardicmyopathy and congestive heart failure (Her-
man et al., 1997,

Diespite a number of theoriea proposed (Minotti et al., 2004;

Thiz study was supported by the Charles University in Prague (Grant
S0/2006/C) and the Czach Ministry of Education, Youth and Sports (Research
Project MEMO02Z162023200,

Article, publication date. and citation information ean be found at
hittpdjpet.agpetjournals.org.

doi:10.11 2ddpet. 108. 137604,

Chen et al., 2007), the precise molecular basis of this phe-
nomenon 2till remains elusive. The prevailing hypothesis
emphasizes the won-catalyvzed formation of reactive oxvgen
apeciea (ROS) (Keizer ot al., 19907, It is known that anthra-
cvelines chelate free or loosely bound iron within the cardio-
myocvtes to form anthracyeline-Fe®t complexes, which can
undergo cascade of reactions resulting in a production of
extremely reactive and toxic hydroxyl radicals. In addition,
anthracvcline molecule can induce the production of super-
oxide radicals via redox cyeling of the quinone/semigquinone
ring of its aglvcone. The superoxide produced through this
route can dismutate to hydrogen peroxide, which may in turn
enter the iron-catalyzed Haber-Weiss reaction, resulting
again in an overproduction of hyvdroxy] radicals (Keizer at al.,
19907, These can attack and damage all biomolecules (lipids,
proteins, and nucleic acids) within their vicinity and thus
promote the death of cardiac cells either by apoptosis or
necrosis.

A number of interventions have been propesed to prevent
the anthracyeline-induced ROS formation (Saad et al., 2001;

ABBREVIATIONS: DAL, dauncrubicin; L1, deferiprone; ROS, reactive oxygen species; ICRAF-187, dexrazoxane; cTnT, concentration of troponin
T, ICLETO, deferasirow; MDA, malondialdehyde; LV, left ventricular, FS, fractional shortening; ANCVA, analysis of variance; ADR-825, NN -[[15)-

1-methyl-1,2-ethanadiyi]bis[N<{2-amino-2-owosthyli bycing].
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Oliveira et al., 2004, Bast ot al., 2007). Nevertheless, so far,
dexrazoxane (ICRF-187) is the only agent, which is clearly
able to protect the myocardium from anthracyeline-induced
toxicity both in experimental and chnical settings (Wouters
et al., 2005). Dexrazoxane iz a prodrug, which iz enzymati-
cally hydrolyzed (inside the cardiomyocytes) to its active
metal-chelating metabolite, ADR-925. This metabolite is be-
lieved to be responsible for the cardioprotective effocts by
digplacing iron from its complex with anthracyeclines andfor
via chelation of intracellular labile iron pool (Hasineff ot al.,
1998). However, dexrazoxane may potentiate the myelotox-
ity of anthracyelines, which together with its high cost limit
its wider use in clinical practice (van Dalen et al., 2008

Deferiprone (Fig. 1, L1) is the first orally active iron che-
lator introduced into the clinical practice for the treatment of
iron-overloaded patients (Kontoghiorghes et al., 2004). Itia a
synthetic bidentate chelator with a small molecular weight,
binding specifically ferric iron in a 3:1 ratio. Under physio-
logical conditions, it has a favorable lipophilicity and thus
can readily enter the cardiomyocytes to reach therapeutic
levels (Glickstein et al., 2008). It has been al=o shown to
officiently bind labile cellular iron, both free as well as accu-
mulated, within mitochondria and lveosomes (Glickstein et
al., 2008). Using an in vitro maodel of iron overload, L1 has
been reported to significantly attenuate ROS formation
within mitochondria and restore contractility impaired by
iron loading (Link et al., 1996). L1 given orally on a daily
basia has been alzo shown to effectively reduce myocardial
iron burden and improve ventricular function in iron-over-
loaded patients with B-thalassemia (Anderson et al., 2002,

With respect to anthracyeline cardiotoxicity prevention, L1
has been recently shewn as capable to protect isolated ven-
tricular cardiomyocytes from doxorubicin-induced cellular
toxicity (Barnabé et al., 2002). This effect has been attributed
to its iron-chelating properties, which allow displacing the
iron from its complexes with anthracyvelines andfor reduce
the availability of free iron for catalvsis of the Haber-Weiss
reaction. Moreover, a recent study performed on the isolated
spontaneously beating atria further confirmed the cardiopro-
tective potential of L1 against acute anthracyeline cardintox-
ity (Xu et al., 2008},

To summarize, several lines of evidence indicated that L1,
already a clinically approved drug, might be a promising and
readily available option to increase the cardiae safety of
cancer patients undergoing treatment with anthracyelines.
The present investigation was undertaken to further the
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Fig. 1. Chemical structure of deferiprons (L.

development of this drug as a potential cardioprotectant. Two
main aims of this study were 1) to preliminarily assess
whether deferiprone has any potential to blunt the antican-
car efficacy of anthracychines (as this could preclude practical
utility of this approach) and 2) to examine the cardioprotec-
tive potential of this drug using a clinically relevant model of
chronie anthracyeline cardiotoxicity, which was previeualy
validated with dexrazoxane.

Materials and Methods
Proliferation Studies with HL-60 Cells

HL-60 human acute promyelocytic leukemia cell line was obtained
from American Type Culture Collection (Manassas, VA, Cells were
maintained in BEPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich, Prague, Czech
Republic) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine se-
rum (Sigma-Aldrich) and 1% penicillin/streptomyein (PAA Labora-
toriea, Pasching, Austria) and grown in humidified atmosphere at
A7°C in 8% C0,. Medium was renewed every Z to 3 days. For
proliferation studies, the eells were seeded at a density of 105 eells/
ml. Tested substances (L1 andfor DALT) had been added, and cell=
were allowed to proliferate under standard eonditions. The tested
concentrations of L1 ranged from 1 to 300 pM. For combination
aszays, 12 nM DAL was used, which was previously shown to induce
5% growth inhibition. To quantify the number of viable cells after
each treatment, suspension samples were taken and mixed 1:1 with
04% trypan blue sclution (Sigma-Aldrich), and the living fun-
stained) cells were counted using a Birker’s hemocytometer under a
light microscope.

Cardioprotection Studies in Rabbits

Amimals. Forty-two adult Chinchilla male rabbits of an average
body weight of 244 * 0.02 kg at the beginning of the experiment
were housed under a 12-h light cyele and constant temperature and
humidity. The animals had free access to tap water and a standard
laboratory pellet diet. Before experimental procedures, the animals
were fasted cvernight. Administration of drugs, blosd sampling, and
noninvasive measurements during the study were carried out under
ketamine (50 mg'lg, i.m.; Narketan inj., Vétoquinol AG, Switzer-
land} and midazolam (1.25 mglkg, 1m.; Midazolam Torrex; Torrex
Chiesi Pharma GmbH, Vienna, Austria) anesthesia. Pentobarbital
(30 mg'kg iv.; Sigma-Aldrich) was= used for anesthesia during final
invasive hemodynamic measurements and for an overdose of ani-
mals at the end of the experiment. All experiments were approved
and supervised by the Ethical Commitiee of Charles University
{Prague, Czech Republic) and the Faculty of Medicine (Hradec
Kralové, Czech Republic) and were in accordance Institute of Labo-
ratory Animal Resourees (1996).

Experimental Design. All substances were administered once a
weelk for 10 weeks, The study was carried out with five groups of
animals: 1) eontrol group—animals were receiving saline (1 mlilkg
iv., n = 8§; Natrium Chloratum, Bictika, Slovakia), 2) DAU gronp—
animals were injected with DALT (2 mgkg i.v., » = 11; Daunoblas-
tina; Pharmacia Italia S.p.A., Nerviano, Italy) in a validated sched-
ule for induction of chronic anthracyeline cardiomyopathy (Simunelk
et al., 2004}, 3) L1 group—animals received L1 (50 mgkg p.o, in
0.5% carboxymethyleellulose, r = 6; kindly provided by ApoPharma
Ine.y; 4) L1 10 + DAT group (n = 8l—this group received L1 (10
mgkg p.o., in 0.5% carboxymethyleelluloss) 45 min before each DAU
administration (3 mgkg i.v.), and 5) L1 50 + DAL group in = 91—L1
(50 mg'kg p.o.) was administered before DAL in the same schematic
a= in the previous combination group.

Body weight was recorded weekly., whereas mortality, general
appearance, and behavior were obaerved daily. Noninvasive echoear-
diographic measurements were performed at the beginning of the
study and later in weeks 8, 9, and 10 and, finally, at the end of the
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experiment (57 days after the last administration of drugs). Plasma
for cardiac troponin T (¢TnT) determination was sampled before the
first, fifth, eighth, and tenth administration and at the end of the
study. Standard biochemical and hematological parameters were
determined from blood sampled from the sar artery before the first
and fifth administrations and at the end of the study. The experi-
ment was terminated 5 to 7 days after the last administration when
final invasive hemodynamic measurements were performed. There-
after, the animalz had been overdosed with pentobarbital, and an
auntopsy had followed. The heart of each animal was rapidly excised,
wazhed in ice-cold =aline, and briefly retrogradely perfused with eold
zaline through the aorta. Tissue blocks of the transversely sectioned
left and right cardiac ventricles underwent histological examination.
The rest of the left ventricle was snap-frozen in liquid nitrogen and
kept frozen at —80°C until further analyzed.

Noninvasive Cardiac Function Measmuements, Echocardio-
graphic examination of the LV systolic function was carried out
using a Vivid 4 echocardiograph (GE Medical Systems Ultrasound;
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) equipped with a 10-MHz
probe. The LV long axis view was obtained through the left paraster-
nal approach, and a guided M-mode measurement at the tips of the
mitral valve was performed. The LV fraction shortening (LVFS) was
caleulated from the LV end-diastolic (ILVED) and end-systolic diam-
eters (LVES) determined from at least four heart cyeles in each
M-mode examination as follows:

LVED - LVES

LVFS (%) = LVED

# 100

At least three independent examinations were uzed to determine the
individual LVFS values.

Invasive Homodynamic Measuwrements, In pentobarbital an-
esthesia, the left carctid artery was prepared, and a Miero-Tip Pres-
sure Catheter (2.2F MNylon; ADInstruments, Australia) was intro-
duced into the left heart ventricle. After a 10-min equilibration
period, the measurement of the following parameters was performed;
the maximum of the firet derivative of the LV pressure rise in the
isovolumic phase of the aystole (dP/dt, ) and the minimum of the
firet derivative of the LV pressure decline in the isovolumic phase of
diastole (dFP/dty,,) as well as the heart rate. For the arterial blood
pressure measurement, a polyethylens cannula, filled in with hepa-
rinized (10 [T ml) zaline, was inserted into the right femoral artery.
The ADI PowerLab/35P (ADInstruments Pty Ltd., Castle Hill, Aus-
tralia) with appropriate transducers and the Chart software 54.2
were used for pressure measurements, obtaining from derivatives
and recordings.

Cardiac Troponin T Determination. ¢TnT, as a selective and
senzitive marker of heart injury, was determined in heparnized
plasma uzing an Elecsys Troponin T STAT Immuncassay (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) and an Elecays 2010 (Roche Diag-
nostics) immunoassay analyzer with the detection limit of 0.010
ngml. The walues below this detection limit were considered to be
zero.

Determination of Total Malondialdehyde i Myocardial Sam-
ples. The samples of the LV myocardium were pulverized under liquid
nitrogen. Radicimmunopres pitation assay butfer (500 pl) was added to
the myocardial samples (70 mg), and the mixture was homogenized
and vortexed. After centrifugation (2000 rpm, 10 min, 4°C), the super-
natant was removed, and 250 pl of supernatant was talken and ana-
lyzed according to the Pilz et al. (2000) with minor modifications. In
brief, 50 pl of NaOH (6 M) were added to the taken amount of super-
natant, and after vortexing, the sclution was kept at 60°C for 30 min.
The samples were then ecoled on ice, and 125 pl of perchloric acid [25%%
(wivi] was added. After centrifugation (13,000 rpm, 10 min, 4°C), 250 pl
of supernatant was taken, and derivatization was performed using 25
pl of 5 mM 2 4-dinitrophenylhydrazine. After 10 min in the dark, the
solution (20 pl) was analyzed using an high-performance liquid chro-
matography system (Shimadzu, Kyoto, Japan) with TV detection: ool-
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umn—EC Nucleasil 100-5 C18, 4.8 » 125 mm heated on 30°%C; mobile
phase—acetoni trile'water'acetic acid: 33062002 (whiv), pH 3.4; flow
rate—1.0 mlimin, UV detector set on 210 nm.

Histological Examination. Tissue blocks of the transversely
sectioned left and right cardiac ventricles were fized for 3 days by
immersion in 4% neutral formaldehyde. Paraffin sections (6 pm
thick) were stained with hematozylin-ecsin and Masson's blue
trichrome. Photomicrographs were made with a Cybernetica soft-
ware version 4.51 (Laboratory Imaging. Prague, Czech Republic).

Biochemical and Hem atological Analyses, Standard biochem-
ical parameters were determined in plasma’serum using an auto-
matic analyzer (Hitachi 727; Hitachi, Tolsyo, Japan) at the Institute
of Clinical Biochemistry and Diagnostics, University Teaching Hos-
pital {Hradec Erdlove, Czech Republic); hematological parameters
were measured using an automatic analyzer Coulter T390 (Beckman
Coulter, Fullerton, CA) at the Institute of Clinieal Hematology, Uni-
versity Teaching Hospital. Content of iron in the left ventricular
myocardium samples was determined at the Institute of Clinieal
Biochemistry and Diagnoetics using graphite furnace atomic absorp-
tion spectrometry (Solaar 959; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA) as deseribed previously (Simtinek et al., 2005b). The reaults are
expressed as micromole per gram of dry tissue.

Data Analysis. Statistical software SigmaStat 2.5 (SP3S Inec.,
Chicago, IL} and STATISTICA Cz (StatSoft, Tulsa, OK) were used in
this study. All data are expressed as mean + S.E.M. Significances of
the differences were determined using one-way ANOVA unpaired
test (comparizon between groups) or paired ¢ test (comparison with
the initial value within each group). For exploratory data analysis
(Principal Component Analysis, Hierarchical Tree Clustering), data
from all parameters (general toxicity, cardiovasecular, bicchemieal,
and hematological parameters) were employed.

Results

Proliferation Studies with HL-60 Cells

Asseen in Fig. 2A, whereas the lowwer concentrations (1-30
whI) of L1 had no significant effact on the proliferation of
HI-60 cells, itz higher concentrations (=100 M) were able
to significantly decrease the tumor cell growth. The experi-
ments examining a 72-h coincubation of L1 with DATT re-
vealed that, within the broad and clinically relevant concen-
tration range (1-300 pM), the chelator did not have any
negative effect on the antitumor efficacy of DATT Moreowver,
at the higher L1 concentrations (=10 pM), the augmentation
of DATT-antiproliferative effects was observed (Fig. 2R).

Cardioprotection Studies in Rabbits

General Observations., No premature deaths and no
changes in appearance or behavior were observed throughout
the experiment in the control and L1 groups. In contrast,
chronic DATT treatment resulted in 18% mortality. Coadmin-
istration of L1 (10 mg'kg) together with DAL was lethal for
two of eight animals (25% mortality). A further (5-fold) rise of
the L1 dose led to an even more pronounced and also earlier
mortality. In both the DAIT and L1 10+ DAT groups, the
mortality oceurred only between the 9th and last weeks of the
study, whereas in the group cotreated with the higher L1
dose, the first premature deaths occurred much earlier, be-
tween weeka 3 and 5 (Fig. 3). Before the deaths, the animals
lost appetite; their body weight tended to stagnate or de-
crease andfor exhibited signs of lethargy. The body weight
changes in all groups are shown in Fig. 4. There were no
significant differences between the control and L1 groups.
The body weights of animals in the DAU and L1 504 DATT
groups were lower than in the control and L1 groups. “Heart
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Fig. 2 Proliferation studies with HL-60 promyelocytie leukemia eell line. A effect of deferiprone (1-300 pld) on proliferation of HL-60 cells. Number
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Fig. 3 Kaplan-Maier survival analyais.

weight/body weight” ratio, determined at the end of experi-
ment, was significantly higher in the DAT group (2.82 + 0.10
2flg) compared with both the contrel (2,14 = 0.10 g'kg) and
L1¢2.068 = 0.14 gke! groups. In the L1+DALT combination
sroups, no significant difference was found in comparison
with either the DAL or control groups (L1 104+ DAIT: 2.51 +
0.14 g'kg; and L1 50+DALT: 270 = 0.19 g'kg).

Dotermination of Malondialdehyde in Myocardial
Samples. Malondialdehyde (MDA was used as a marker of
lipid peroxidation in the LV myocardiom. As shown in Fig. 5,
the MDA content was significantly increased in the DAT
group. Although the MDA concentration was somewhat
lower when L1 (10 mg'kg) was coadministered with DAL, the
change did not reach the statistical significance. The escala-
tion of the chelator dose did not improve the results, and
MDA levels remained =significantly higher than in controls
and cloge to the DAL group.

Echocardicgraphy. Left ventricular fractional shorten-
mng (F8) was gradually decreasing in the DAT group from
42,9 + 0.6% at the beginning to 31.6 + 2.3% at the end of the
experiment; the decline was zignificant in comparison with

Body weight change (%)

1 2 3 4 5 6 7 B 8

—k— DAU
—m—L110 mg/kg+DAU

LU b

—— control

—&— L1 50 mg'kg

—8— L1 50 mg'kg+DAU
Fig. 4. Changes in body weights following dauncrubicin andfor de-
feriprone treatment. Diata are presented as mean + SEM. =, statistical
significances in comparisen with the mitial values within each group
ipaired ftest, P 0050 ANOVA_ P < 0,06 in comparison with contral (e)
group, deferiprone (d) group, and L1 10 mgleg+ DAL (13 group.

the imtial values as well as with the contrel group (Fig. 6). In
both doses of L1 coadmimistered with DALT, the LV fractional
ahortening values did not differ significantly from the DAT
group. Although the combination with the lower L1 doze
tended to have somewhat better results than the combination
with the higher dose, no significant difference betwean thesze
values was detected. In addition, in both groups, the decline
in the fractional shortening was significant compared with
the initial and the control values.
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Fig. 5 MDA content in the myocardium of the laft ventricles. MDA lavel
normalized for the protein concentration. Statistical sgnificances
(ANOVA, P < 0.05) in comparisen with daunorubicin (al group. n.s.. not
significant,
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Fig. 6. Echocardiographically asssased aystolie functiom (fraction short-
ening of the left ventrcle) during the experiment. =, statistical =ignifi-
cances in comparison with the nitial values wathin each group (paired
f-test, P < 0.05), ANOVA, P < 0.05 m companson with eontral (¢f and
deferiprone (di group.

Invasive Hemodynamic Measurements. Invasively de-
tarmined indexes of both the LV contractility (dP/dt,,..) and
relaxation (dP/dt,_ ;) were significantly lower in the DAU
than in the contrel group ( Fig. 7), Concurrent administration
of L1 in both deses rosulted in similar outcomes with regard
to both LWV contractility and relaxation; no statistical differ-
ences were observed between these groups. A similar trend

263

was determined in arterial blood pressure and heart rate
values (Table 1).

Cardiac Troponin T Determination. Ten weeks of re-
peated administration of DAL led to progressive and signif-
icant alevation of cardiac troponin T levels, starting with the
Bth week (Fig. 8). Correspondingly, cotreatmont with either
dose of L1 induced very similar changes in plasma concen-
trations of ¢TnT as in the DAT group.

Histological Examination. Histological examination
(Fig. & of myocardial samples obtained from both the control
and the L1 group revealed a comparable morphological pie-
ture, which comprised mainly less intensive, acute, and scat-
tered changes (some groups of cardiac cells exhibited in-
creased eosinophilia of the eytoplasm, or pyknotic nuclei,
which s likely to be associated with protracted anesthesia
performed at the end of experiment). On the other hand,
DATT treatment induced a typical massive toxic foeal damage
predominantly in the LV myocardium. A large number of
cardiomyocytes revealed a different level of degeneration re-
sulting in necrosis, whereas most of others have at least
intensely eosinophilic evtoplasm due to the myofibrillar dam-
age. Mecrotic cardiomyocytes were gradually replaced by the
granulation tissue, and the interstitial myofibrosis subse-
quently developed. In both groups cotreated with L1, a sim-
ilar pattarn of myocardial changes as in the DAL group was
ohaerved. The toxie damage tended to ba somewhat less pro-
nounced in the group eotreated with the lower chelator dose,
whereas the changes in the myocardium of animals cotreated
with the higher chelator dose closely resembled those in-
duced by DALT alone.

Biochemical and Hematological Analyvses, Repeated
DAL administration caused significant changes in the
plazma biochemical parameters, mainly related to the renal
damage (e.g., increase in ereatinine, doerease in total plasma
protein) and impairment in lipid metabolism (Table 25, Sim-
ilar results were also ohaerved in the groups cotreated with
L1. As aeen in Table 3, the DATT adminizstration caused alao
a slgnificant decrease in ervthrocyte and thrombocyte counts,
a concentration of hemoglobin and in hematocrit, Most of the
hematological parameters under study tend to change simi-
larly in the groups cotreated with either dose of deferiprone
L1 alone did not induce any abnermalities in bicchemical as
well as hematological parameters.

With regard to myocardial iron content, ne sigmficant
changes between the daunorubicin and control group were
detected (2.2 + 0.2 and 2.5 + 0.4 pmol/g, reapectivelv). How-
ever, significantly higher values were found in the Ll-treated
(50 mglkeg) and in the L1- (50 mg'kgl and DAU-cotreated
animals (4.2 = 0.7 and 4.9 + 0.5 pmolfz, respoctively, p =
0.05), whereas enly insignificant difference was detormined
in the group cotreated with the lewer dose of the chelator
(3.4 = 0.3 pmolfg).

Exploratory Data Analysis. Hierarchical tree clustering
(Fig. 104) and principal component analvsis (Fig. 10B) are
two independent exploratory multivariate statistical meth-
ods, which were used to identify the natural grouping of 42
individual animala in this study with respect to all evaluated
parameters |general toxicity, cardiovascular, hiochemical,
and hematelogical parameters (25 variablesi]. Both explor-
atory data analvses grouped all exanined objects into two
well separated clusters. In the first cluster (I), all animals
from the control and L1 groups were found, whereas the
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Discussion ﬁs 2 &‘5
Theoretical assumptions as well as recent in vitrofex vivo 0025 4 . ?ﬁ ?s f"‘;s
results (Barnabé et al., 2002; Xu et al., 2008) have strongly =l o 5@ = A LI
sugeested that L1, a novel oral iron chelator, could be a
rational and promising alternative to dexrazoxane in cardio- 1 5 B 10 1
protective mndications. To further explore therapeutic poten- week

tial of L1, there was a need to eliminate a possibility that it
can attenuate the antiproliferative efficacy of anthracvelines,
Hence, using a leukemic eoll line, we have demonstrated that
this does not take place. In contrast, L1 alone was capahble of
significantly reducing proliferation of leukemic cells in the
concentrations, which might be achieved in vivo, Further-
more, when HL-60 cells were treated with DALT (=IC,,)
together with different concentrations of L1, it was obvious
that the chelator did not possess any potential to blunt the
antiproliferative offect. Instead, in higher doses of L1, the
summation of antiproliferative effacts of both compounds was
obsarved. These outeemes are in good agreement with other
reports dezscribing antiproliferative effecta of L1 (Yasumoto
et al., 2004) and other iron-chelating compounds Yu et al.,
2006), Several lines of evidences sugzest that inhibition of
ribonucleotide reductase can be involved in this matter
(Green et al., 2001), although other mechanisms have been
also proposed. Different iron chelators have been shown to
cause cell eyvele arrest and apoptesiz and antimetastatic and
antiangiogenic effecta (Richardson, 2005). Using L1 and
HIL-80 leukemic cell line, it has been shown that chelator
treatment induces apoptosis via both intrinsic (mitochon-

Fig. 8. ¢TnT plasma concentrations during the experiment. Statistical
significances (ANOVA, P < 0.05) in comparisan with comtral (c) and
deferiprone (d) group are given.

dria-mediated) and extrinsic pathways (Yasumoto et al.,
2004, Furthermore, recently, it has been reported that L1
anticancer effects can be related to the deregulation of the
polyamine metabolism. It has been suggeated L1 anticancer
effects are associated with induction of spermidine/spermine
Ni-acatyltransferase pathway leading to higher putrescine
levels, resulting in the cell cyele arrest in G,-M phase
(Lescoat ot al., 2007).

In the major part of the study, we aimed to assess whether
L1 cotreatment can overcome or significantly diminish
chronic anthracyeline cardiotoxicity. For this purpose, a clin-
ically relevant dexrazowane-validated rabbit medel of chronic
anthracveline cardiotoxicity was used (Siminek et al., 20047,

L1 was administered crally in two doses of 10 and 50 mg'ke.
45 min before each DAL ingection. It 12 surprising that, in both
dozes, L1 was unable to reduce anthracyveline-induced mortal-
ity. Moreover, the higher L1 dose (50 mg'kg) actually led to
earlier deaths, which can probahly be explained by the occur-
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= -
Fig. 8. The myocardium of the left ventrcular wall. a. contrel group.
Intact cardiomyoeytes (I of normal appearance markedly prevailed, only
here and there, foci of cells with degenerated myofibrils (stripped eyto-
plasm, X) were present iparticularly in the right ventrieular wall and
aubendclmrdm]ly leas in the middle part of the wall of the left ventricle

b, L1 group. A completely similar picture as in the eontrol animals: only
the mumber and especially the size of the foei of cells with degmerated
mycofibrils (stripped eyvtoplasm, X appeared to be somewhat larger in
some animals, ¢, DAU group. Large numbser of cardicmyocytes on a
different level of the degeneration | Diup to the necrosis (M) and the other
with intensaly eosinophilic eytoplasm (based on a damage of the myofi-
brile) gave a typical picture of chronie focal toxic damage of the myoear-
dium. Bundles of collagen fibers fasterisks) formed fine but also dense
fibrotic scars. d. L1 104DATT group. Myccardium of most of animals in
this group revealed intensive focal damage comparable with the DATT
aroup. Shght difference betweaen both groups was noted partly in relation
to the extent of inflammatory reaction (representing “early” changes
during the healing procsss; M. macrophages), which was a bit more
intensive here and partly in the amount of collagen scar tissus (repre-
zenting “advaneed” stages of healing). which waz less abundant m this
case. This may suggest a later onset of sever toxie damage in this group,
although the character of changes (i.e., the development of foral necroses
healed by collagen scars) was the same. E, intensely ecsinophilic eyto-
pla.amrepcraaanta the first sign of myocyte's damapge; N, necrotic myoeyte;
=, fibrotic (zear) tissue subsequently replaced remnants of necrotie cells,
e, L1 504+ DA group, a similar character of focal myncardial damage as
in thepu'ew:ious group but more developed: in particular, the extent of zear
tiseue ie larger. Essentially, m comparizon with the DAU group, ne
distinet differences were found. N, necrotic myocyte; W, wavy myocytes,
reduced in thickness, with mbsmely ecamophilic qrbuplaam signaliza
irreversible damage. =, fibrotic scar tissue. Maseon's blue trichrome, seals
bar 20 pm.

rence of extracardiac tooncity, the nature of which could not be
reliably identified in this study. Moat importantly, we have also
clearly demonstrated that L1 is not able to protect the myocar-
divm against either anthracveline-induced oxidative atress or
LWV cardiac damage and heart failure. Using a validated high-
performance liquid chromatography method, we have found
marked elevation of MDA (a standard marker of ipopereoxida-
tion) following DAL administration, which is in line with nu-
merous reports published so far (Lebrecht et al., 2007). How-
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ever, we have surprisingly failed to detect a significant impact
of L1 on this parameter in either dose. This evidently contra-
dicts the results provided in previous reports (Barnabeé et al.,
2002; Xu et al, 2008), Nevertheless, both the latter studies
could have certain imitations with respect to translatability of
their results te the cdinically relevant situation. In the first
atudy, although L1 has heen shown to reduce the anthracyeline-
induced ROS production using electron paramagnetic reso-
nance spactroscopy, this was not followed within the biclogieal
gvstem and particularly not in the chronic setting. In second
case, myocardial injury was induced with an acute exposure of
the izolated atria (which are not the main target for anthracy-
clines) to relative high and clinically unachievable doxorubicin
concentration (30w,

The mability of L1 to overcome DAUT-anduced oxidative
atreas was further supported by the outcomes of functional
LV examination, performed using both echocardiography and
LV catheterization. Furthermore, L1 exerted no effect on
DAU-induced plasma concentrations ¢TnT, which 12 a very
sonsitive and selective biochemical marker of cardiac injury
(Sterba et al., 2007b). The good agreement of these results
was further supported by similar findings from the his-
topathological examination of the myocardium. On the other
hand, repeated administration of L1 alone (in the higher dose
of 50 mgThkg) was well telerated, and no abnormalities ware
found in the most of the parameters evaluated, which corre-
aponds with a preclinieal investigation of L1 performed on a
number of species ( Porter et al., 1990). The empiric assump-
tions given above were further supported by two independent
exploratory data analvses, These have clearly rovealed that
L1 had shown no clear tendency to affect the general toxicity,
cardiovascular, hematological, and plasma biochemistry pa-
rameters. The only exception was found in the case of the
higher mvocardial iron content in the animals treated or
cotreated with the higher dose of the chelator. This finding
was rather surprising in the hight of the proved efficacy of
this compound to mobilize iron from the myocardiom of iron-
overloaded animals and patients upon regular dailv treat-
ment (Anderson et al., 2002; Woed et al., 20081, Furthermora,
the biological half-life (approximately 2 I of L1 excludes any
potential direct effect of the compound on this parameter a
week after ite last dose. Hence, one can only reasonably
explain theze findings like a certain adaptive reaction of
myocardium on the repeated ntermittent iron chelation.
Most importantly, these changes have not been associated
with increased oxidative stress or other correlating myocar-
dial digturbances, which indicates that this compensatory
reaction was instoad within a physiclogical range.

The results of this study strongly suggest that oral treat-
ment with L1 has no beneficial effect on chronic anthracy-
cline cardiotoxicity, which certainly raises several questions.
One may speculate that the failure of L1 could have been
associated with its poor or erratic bioavailability. However, it
zhould be noted that 1.1 is characterized with very good oral
hinavailability, it is fairly well absorbad from the gastroin-
testinal tract in humans as well as in rabbits (Fredenburg et
al., 19931, Furthermore, the deses and timing of administra-
tion were designed according to the pharmacokinetic study
performed in rabhita. It 18 noteworthy that L1 concentrations
affording sigmificant protection againat anthracyeline cardio-
toxicity in vitro are detectable in rablat plasma, even more
than 12 h after its oral administration (Fredenburg et al.,
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TAELE 2
Selected biochemical parameters

Statirtical mgnificancs (P < 0,05, ANOVA) in comparison with contrel (2), deferiprons (d), and daunerabicin (o) group i grven.

ParameterGroup Baginning of the Shady Bafore the Fifth Admomstration End of the Stady

Serum iron (pl}

Contral 318 =+a5 a2 28 2683+ 14

L1 (50 maflg) 360 5.7 332 +x27 2007+ 3.8

DAL 35.7T 28 195 + 2.0%d 18.7+ 417

L1 (10 mgfleg) + DALT 23653 27 2556 +2.3% 23.4* 48

L1 (50 mgfeg) + DALT 450 £ 2.3 187 £ 3.7%d A58+ 12.0
Creatinme ipl)

Cantraol H2.8 42 851 x 4,27 500+ 4.1

L1 (50 mglg) 83.4 £a7 802+ 54 TIO* 52

DATT 91.1 8.0 1271 +11.1%d 2620+ 112.9%d

L1 10 mglg) + DATT 885 = 4.7 1020 + 3.5% 152.3 + 19.3%d

L1 (50 mglg) + DATT 85.4 £ 41 1083 = 5.0% 162.8 + 30.1ed
Urea iml)

Contral 583 051 7.68 £ 0.317 666 + 0.25

L1 (50 mglg) 6.02 = 0.80 .88 + 048 B.78 + 0.42

DAT 7.11 £ 0.92 7.26 = 0.40 12.70 + 4.25

L1 (10 mglg) + DALT .60 = 0.35 7.39 =049 8527 * 0.51%

L1 (50 mgflg) + DALT 7.08 £ 0.39 G.78 £ 0.38 8554+ 2.20
Protein (/)

Contral OB 0.7 65T = 1.68% &0G+ 1.0

L1 (50 mglg) 608 0.3 654 +1.0 638+ 087

DAT 619 1.4 B0E 1.3 481 * 1.8%d

L1 (10 mgle) + DALT 647 = 0.8 28 +x14 4868 % 1.4%d

L1 (50 mglez) + DALT 65.2 = 1.0c 658 £ 85 40.3 £ 0.8%d
Cholesteral ipdi

Control 147 £0.14 1.756 £ 0.23 1,49+ 0.13

L1 (50 mglg) 1.82 = 0.52 1.88 +0.61 1.48 = 0.28

DAT 143 =018 2,52 +0.62 265 * 0.44%d

L1 (10 mgflegi + DALT 1.36 £0.13 .78 +0.28% 5.81 + 0.95%d

L1 (50 mgfleg) + DALT 1.27 £ 012 3.23 = 0.85" 424 + 0.89%:d
TAG iml)

Control 0.88 £ 0.08 062 = 0.09° 0,82 = 0.08

L1 (50 mgfeg) 1.18 £ 0.18 1.01 £0.33 1.02 +0.13

DAT 1,18+ 017 110+ 0.14 2.73 £ 0.94%ed

L1 10 mglg) + DATT 0.87 = 0.07 1.38 = 0.21% 500+ 1.71ed

L1 (50 mglg) + DATT 113+ 016 282 +0.9Te 2.54 * 0.46c
ALT ipleatil

Contral 0896 + 0.20 077 = 0.05 076+ 0.07

L1 (50 mafleg) 080+ 0.16 085 +0.14 0.73 + 0.08

DAT 1.00 % 010 0.72 = 0.05% 0,72 * 015

L1 (10 mgfleg) + DALT 107+ 011 1.14 £ 0.18a 0.6E * 0.10%

L1 (50 mglg) + DALT 1.60 + 0.28 0.01 =018 085 + 0.07
AST ipkatT

Contral 0.64 + 0.09 067 = 0.05 050+ 0.06

L1 (50 mglg) 1.04 + 0.23 1.34 = 0.62 082 *+ 0.08

DAL 071+ 015 040 + 0.05d 051 + 018

L1 10 mglg) + DATT 0.64 + 0.068 1.38 = 0.67 045 + 0.07

L1 (50 mgfleg) + DALT 1.26+ 031 147 =002 016+ 0.02

TAG, tra

- Stnmﬂgniﬁcm (P < 0.05, poired t-test) poired comparisen with the mitial values.

1893 ). Furthermore, potential pharmacokinetic interactions
alzo deserve consideration in such experiments. However, in
this particular case, the experimental design and especially
the pharmacokinetic characteristice of both studied com-
pounds (Yokel et al., 1995; Danesi et al., 2002) make this
possibility unlikelv. It should be noted that neither of these
drugs 15 extensively bound to plasma proteins. Moreover,
both drugs are known to have different routes of elimination.
Whereas L1 is mainly excreted by kidnev to the urine, dauno-
rubicin is predominantly excreted by liver to the stecl. In
addition, both drugs also do not share the major metabolic
pathways, and neither of these agents is known as an impor-
tant substrate for cytochrome P450. Furthermore, direct
pharmacokinetic interaction at the cardiomvocyte level is
alzo unlikely, as this would be recognizable in the previous in
vitro and ex vivo results.

Similar to dexrazoxane, L1 is able to quickly enter cardio-

mvocytes (Glickstein et al., 2008) and efficiently remove iron
from itz complex with doxorubicin (Barnabé et al.,, 2002
Thus, it should be able to protect myvocyvtes against anthra-
cvcline-induced injury. The discrepancy between this as
sumption and the outcomes of the present study prompts ua
to compare L1 with other iron chelators studied in a similar
sotting so far [e.g., lipophilic, cell permeable, and specific
chelator of iron, deferasirox (ICLGT0), studied on the same
model as L1 lacked any protective effects]. It is interesting
that this occurred in spite of the fact that ICLETO quickly and
efficiently removed Feo®* from ite complex with doxorubicin,
rapidly entered myocytes, and displaced iron from an intra-
cellular iron-calcein complex (Hasinoff et al., 2003). This
auggests that the mere ability of an agent to chelate iron need
not be a sole determinant of its protective action. Difference
in cardioprotective properties could be accounted for different
ratios in which chelators are capable to bind ferric 1ons. L1 1a
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TAELE 2
Selected hematological parameters

Statistical significance (P = 0.05, ANOVA) in comparison with contral {21 and deferiprons (d) group 12 given
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ParametenGronp Baginning of the Sady Bafors the Fifth Admomstration End of the Stady

Leukocytes i« 10%7)

Contral 617 £ 0.50 B.92 + 0.38 A.800+ 0,187

L1 (50 mg'kg) 7.22 £ 0.89 B.70 £ 0.39 472 0197

DATT .39 £ 0.54 482 + 0.41%c 2.75 = 0,387

L1 10 imghkg) + DATT 531 £0.34 458 £ 0.85%d 274+ 0.40

L1 50 img/lg) + DATT 6.00 £ 0.48 .08 + 0.78 363 + 0.895"
Erythroeytes (= 1031

Contral 612 £017 B.16 = 0.08 G186+ 012

L1 (50 mg'ke) 6.62 011 B35 + 012" 604 + 014"

DATT 6.04 0,19 4.26 + 0.24%d 4.02 + 0.20%d

L1 i10 mgflg) + DATT 612 =018 4.04 + 0.24%d 4.33 + 0.15%d

L1 (50 mgflzg) + DATT 6.39 £ 0.24 3.74 + 0.458%d 4.08 + 0.28%d
Hemoglobin ig/)

Caontral 1289 =31 1323+ 2.0 1316+ 25

L1 (50 mg/lg) 1387 £ 4.5 1373+ 30 1313+ 42

DA 133.4 £ 2.7 04.2 + 4.0%d B840+ 6.7%d

L1 i10 mglg) + DATT 12006 = 2.5 86,8 + 4. 4%d 936+ 41%

L1 (50 mgkg + DAL 1373 £ 28 223 £ 10.1%d 87.2 £ 5.8%d
Hematoerit

Contral 0,407 = 0.009 0.420 + 0,008 0412 = 0,013

L1 (50 mg'kg) 0,417 = 0,010 0422 + 0,008 0.413 = 0012

DAL 0,425 £ 0.011 0.314 + 0.015%d 0.287 = 0.020%d

Li (10 mglkg) + DATT 0.414 = 0.010 0.280 + 0.013%ed 0,308 = 0.018%d

L1 (50 mg'keg) + DATT 0,425 + 0.008 0.281 + 0.029%cd 0,292 + 0.015%d
Tromhacytes (= 10%1)

Contral 008 + 26.8 2BT7.8 + 29.8 060+ 49.7

L1 (50 mg/flg) 201.0 +18.1 208.8 + 18.3 2108+ 154

DATT 24006 =223 1768.6 £ 21.3%: 1248 + 13.6%

L1 i10 mgflg) + DATT 2449 + 307 114.9 + 21.1%d 166.0 + 19.2¢

L1 (50 mgfleg) + DATT 2343 +123 121.4 + 28.4% 1766 + 32.0¢

* Btatistical significance (P < 0,05, poired t-best) in compariscn with the initial walues.

a bidentate iron chelator, which forms a complex with iron in
a ratio of 3:1. This might be a limitation from the viewpoeint
of protection, because the probability of insufficient occupa-
tion of all sites of ferric ions is higher. Furthermore, we
cannot rule out that, although L1 entered the cardiac cells, it
did not reach the desirable intracellular compartment and
remained there for a sufficient time to induce effective
cardioprotection.

FPreviously, the well known iron chelator deferoxamine had
been shown to be ineffective against chronie anthracyeline
toxicity in spontanecusly hypertensive rats (Herman et al.,
1994 ). Nevertheless, this was well attributable to the hydro-
philie nature of this drug, which hinders its penetration into
the cardiomyocytes. On the other hand, using our in vivo
rabbit model, we have recently shown that lipophilic aryvol-
hydrazone iron chelators are able to protect against anthra-
cveline cardiotosdcity in terms of overall mortality, functional
parameters, and histopathology (Simunek et al., 2005a;
Sterba et al., 2008, 2007a). However, at the same time, it was
revealed that dexrazoxane is superior to aroylhydrazones, as
the cardioprotection of the latter compounds—albeit signifi-
cant—was alwayvs only partial. Moreover, dose escalations of
all arovlhvdrazones surprisingly resulted in the disappear-
ance of protection, which was puzzling and unexpected.
These results together with the findings from the present
study indicate that the role of iron in anthracveline cardio-
toxicity 1s not as trivial as criginally supposed. For instance,
a number of studies provided evidence for anthracyeline-
indueced dysregulation of iron homeostasis with potentially
serious consequences (Xu et al., 2005). Anthracyclines can
perturb iron metabolism by interacting with various molee-
ular targets, including iron regulatory proteins, ferritin, or

transferrin receptor (Kwok and Richardson, 2003; Xu et al.,
2008).

The observed lack of cardioprotective effect of L1 can also
mean that iron-catalvzed formation of ROS is not the pivotal
and ultimate executor responsible for chronie anthracyeline
cardiotoxicity. ROS can alzo be produced without presence of
iron, and they might be rather important as the triggering
factor for a number of successive melecular and cellular
events, In addition, anthracvelines and their metabolites
have been reported to induce a number of distinct cellular
effects, which do not appear to be ROS-mediated (Menna et
al., 2007). For example, anthracyvelines have been demon-
atrated to induce a number of perturbations in cellular cal-
cium homeostasis (Simunek et al., 2005b; Wallace, 2007).
Unlike in the case of selective iron chelator L1, it can not be
excluded that dexrazoxane may also chelate calcium, which
can potentially account for the difference in cardioprotective
effects of both chelatora.

This study also points out on difficulties with the transla-
tion of in vitro and ex vivo cardioprotection results into the
chronic in vive settings, reflecting more closely the anthra-
cveline cardiotoxicity seen in clinics. It is interesting that a
aimilar scenario took place with a number of antioxidants
(e.g., vitaminsg A and E and acetyleyvsteine) (Dresdale et al.,
1982; Legha et al., 19582; Myers et al., 1983).

In conclusion, this study revealed that, despite the prom-
1sing results obtained previously in vitrofex vivo, iron chela-
tion with L1 was unable to protect the myocardium against
lipoperoxidation, cardiomyopathy, and heart failure induced
bv repeated administration of DATT to rabbits. Together with
our previous findings, this study strongly suggests that the
role of iron and its chelation in anthracveline cardiotoxicity ia



Ptiloha |

268 Popelova at al.

>

i i H i

20 40 &0 = 100

=]

B’ '
!
i | ™
- 4
o . U aode  *
Y i A
i o ! i
b |
4] 1
g 4 |
3 ;
= & F i
4 i
i 'y
A0 : : ' i : : :
-8 -6 = -2 0 2 4 & 8

Principal Component 1

Fig. 10. Exploratory data analysis. A, horizontal hierarchical tree plot of all determined functional, biochemical, and hematalogieal parameters (25
variables) in five experimental groups. The analysiz resulted inta two main clusters. The first cluster (1) eovers exclusively the indmaduals from the

control i C) and deferiprone (L) group, whereas the second cluster contains the animals from the daun

1 group (0 ag well as from both groupe

cotreated with L1 (L1000, L5000, It 1= noteworthy that, in both clusters, the particolar treatmentz did not form distinet subclusters; instead, the
individuals were rather randomly spread in there. B, principal component analysis scatter-plots, This analysiz of the same variables also points on
two distinctly separated clusters comprising the L1 and control groups in the first case. with all other groups in the second cluster. Treatment groups:

control (A0, L1 (20, DAL (&g, L1 104+DATT i+, and L1 50+ DALT @),

probably not as trivial as orginally bohieved and‘or other
mechanismes unrelated to iron-catalvzed ROS production are
involved in this pathology.
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ABSTRACT

Background: Dexrazoxane (ICRF-187) is the only clinically apyped cardioprotectant
against anthracycline cardiotoxicity. It has beeaditionally postulated to undergo
hydrolysis to iron-chelating agent ADR-925 and v the anthracycline-induced
oxidative stress, progressive cardiomyocyte degeioerand subsequent non-programmed
cell death. However, the additional capability @xchzoxane to protect cardiomyocytes

from apoptosis has remained unsubstantiated utideratly relevantin vivo conditions.

Methods: Chronic anthracycline cardiotoxicity was inducéd rabbits by repeated
daunorubicin administrations (3 mg/kg weekly for w@eks). Cardiomyocyte apoptosis
was evaluated using TUNEL assay and activities a$pases 3/7, 8, 9 and 12.
Lipoperoxidation was assayed using HPLC deternonabf myocardial malondialdehyde

and 4-hydroxynonenal immunodetection.

Results: Dexrazoxane (60 mg/kg) co-treatment was capable oeércoming the

daunorubicin-induced mortality, left ventricularsfiynction, profound structural damage
of the myocardium and release of cardiac troponamd | to the circulation. Moreover, for
the first time it has been demonstrated that dexaze is able to afford significant and
nearly complete cardioprotection against anthracgeahduced apoptosis vivo and to

effectively suppress the complex apoptotic signgllitriggered by daunorubicin. In
individual animals, severity of apoptotic parameteignificantly correlated with the
cardiac function. However, this effective cardidemtion occurred without a significant

decrease in anthracycline-induced lipoperoxidation.

Conclusion:

This study identifies inhibition of apoptosis as a@mportant target for effective
cardioprotection against chronic anthracycline idoxicity and suggests that
lipoperoxidation-independent mechanisms are inwblwethe cardioprotective action of

dexrazoxane.

Keywords: anthracyclines, cardiotoxicity, cardioprotectidexrazoxane, apoptosis
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INTRODUCTION

Anthracycline antibiotics (ANT, e.g. doxorubicinauhorubicin or epirubicin) rank
among the most potent and clinically important@anicer drugs ever developed. However,
their clinical utility is markedly hampered by asificant risk of cardiotoxicity, especially
that of a chronic and delayed type (Jomt¢sal 2006). The current conceptual model
proposes that each anthracycline dose (cycle) exllan amount of damage to the
myocardium. This injury, however, may stay clinigasilent as long as the cumulative
damage to the cardiomyocytes does not exceed aircefdnctional reserve of the
myocardium (Ewer & Benjamin, 2006). With increasiogmulative dose, alterations to
myocyte ultrastructure may progress further towanmns$-stage degeneration and cell death
(Billingham et al 1978; Von Hoffet al 1979). The ANT cardiomyopathy which develops
in this manner manifests itself in severe healtfaiwith poor overall prognosis (Gianet
al, 2008; Jonest al 2006).

ANT cardiotoxicity has been traditionally assocthteith oxidative stress-induced
injury with catalytic involvement of free cellulaion (Keizeret al 1990). For many years,
it has been believed that reactive oxygen spe&&sS(-induced degenerative changes and
subsequent non-programmed cell death of the caxdiomes are the primary (or even
exclusive) hallmarks of ANT cardiomyopathy (Billingm et al 1978; Godfraind, 1984;
Lewis & Silver, 2001). However, with the wider appiation of the role of programmed
cell death in cardiac diseases, this view is unalaggconsiderable change. More recently,
several experimentah vitro as well asn vivo reports have suggested that exposure of the
cardiomyocytes to ANTs also triggers a well-orchetsed apoptotic mode of cell death
(Arola et al 2000; Konorevet al 2008; Kotamrajuet al 2004; Nakamurat al 2000;
Sawyeret al 1999; Yamaokat al, 2000).

Dexrazoxane (DEX, ICRF-187) is the only well-esistiéd and clinically approved
cardioprotectant against ANT cardiotoxicity (Woustet al 2005). DEX is traditionally
characterised as a prodrug which is activated ensatdiomyocytes to the metal-chelating
metabolite ADR-925. The latter active form of theugl is proposed to prevent ANT-
induced and ROS-mediated cellular degeneration momtprogrammed death of the
cardiomyocytes (Hermaat al 1981; Van Vleeet al 1980). However, am vitro study
using the isolated cardiomyocytes suggested thatimically relevant concentrations of
ANTs, DEX may instead work through prevention obgnammed (apoptotic) cell death
(Sawyeret al 1999).

Hence, the main aim of this study was to examinetidr the DEX-afforded
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cardioprotection against chronic ANT cardiotoxicity vivo involves a rescue of the
cardiomyocytes from apoptosis. In addition, theeetf of DEX on the main apoptotic

pathways and relations to lipoperoxidation wereestigated.

MATERIAL AND METHOS
Animals and study design

The present study was performed using the prewougtll-established and
accepted model of chronic ANT cardiotoxicity in bétls (Gersl & Hrdina, 1994; Simunek
et al, 2004; Sterbat al 2006). Chinchilla male rabbits (3.48+0.03 kg) &veandomized
into 3 groups receiving: (1) saline (1 ml/kgy., n=8; Natrium Chloratum, Biotika,
Slovakia); (2) daunorubicin (DAU, 3 mg/kgy., n=11; Daunoblastina; Pharmacia lItalia,
Italy); (3) DEX (60 mg/kg,.p., n=8; Cardioxane, Novartis, Switzerland) 30 miropto
each DAU administration (DEX+DAU group). All substes were administered once
weekly for 10 weeks. Administration of drugs, blo@@mpling, and non-invasive
measurements during the study were carried outrurmwiabined anaesthesia — ketamine
(50 mg/kg,i.m.; Narketan, Vétoquinol AG, Switzerland) and midaxol(1.25 mg/kgi.m.,
Midazolam Torrex; Torrex Chiesi Pharma, Austriaggn®barbital (30 mg/kg,v.; Sigma-
Aldrich, Czech Republic) was used for anaestheswming the final invasive
haemodynamic measurements and for an overdosens@larat the end of the experiment.

The study was terminated 5-7 days after the laag drdministration. During
subsequent autopsy, the hearts were rapidly excigeghed and briefly perfused with ice-
cold saline. The heart ventricles were transversatyunder the atrio-ventricular septum
and a block of LV tissue was used for histologieabhmination. The rest of the left
ventricular (LV) free wall was snap-frozen and hgmoized under liquid nitrogen and
kept frozen at -80°C for further analysis.

All experiments were approved and supervised by Higical Committee of
Charles University in Prague, the Faculty of Meakicin Hradec Kralové, and were in

accordance with the Institute of Laboratory AniRasources (1996).

Cardiac function measurements

During the time course of the experiment, the lstslic function was followed by
echocardiography (Vivid 4, with a 10 MHz probe; Gdical Systems Ultrasound; GE
Healthcare, UK). The LV fractional shortening (R8s obtained from LV end-systolic

and end-diastolic diameters determined by guidednddle scanning from the left
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parasternal long axis view.

At the end of the study, an invasive examinatidnth@ LV contractility was
performed using a Micro-Tip pressure catheter (2.BHlar Instruments,TX, U.S.A.)
connected to a data acquisition system (Powerldbingtruments Pty., Australia). The
Chart 5.4.2 software (ADInstruments Pty., Austialeas used for data analysis and
calculation of the first derivative of the LV press rise in the isovolumic phase of systole
(index dP/dhay).

Cardiac troponin determination

Plasma concentrations of cardiac troponins T amdede determined using an
Elecsys Troponin T STAT Immunoassay (Roche Diago®sSwitzerland) and an ADV
AXSYM troponin | Immunoassay (Abbott Laboratorils,U.S.A.), respectively.

Histology and TUNEL labelling
Tissue blocks [ 3 mm thick) of the transversely sectioned LVs wéxed by

immersion in 4% neutral formaldehyde for 3 dayserBafter, they were embedded in
paraffin and numbered serial sections (6 um thiaée cut. First two sections in each set
were stained with H&E and Masson’s blue trichromerhorphological evaluation, while
the 3% 6" and 9" sections were used for a terminal deoxynucleotidihsferase biotin-
dUTP nick end labeling (TUNEL) assay using an liu sCell Death Detection Kit AP
(Roche Diagnostics, Switzerland) according to thenuafiacturer's recommendation. The
representative photomicrographs were obtained avikicrolmage software version 4.51

(Media Cybernetics, Laboratory Imaging, Czech Répub

Quantification of TUNEL-positive nuclei

Three serial LV sections were taken from each th@apresenting a distance of
42 um) and labelled with the TUNEL assay. Photoagaphs of the tissue (x 200
magnification) were made in numbered series usimgO&ympus AX 70 microscope
equipped with a digital camera Pixelink PL-A642t@ria Corp., Canada). The quantitative
analysis was performed by NIS image-analysis so@w@aboratory Imaging, Czech
Republic) using 20 randomly chosen fields whichrespnted approximately 3.7 rirof
the LV area on a given sectiofhe selection of fields was based on generatiaamiom
numbers by SigmaStat software (SPSS Inc., IL, U)S@nly the appropriately stained

nuclei of the cardiomyocytes at the section leveravcarefully counted. The average
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number of TUNEL positive nuclei per square millineedf the LV tissue was determined.

Caspases activity determination

The activities of individual caspases were deteeaiin the LV myocardium using
commercially available kits. The myocardial samplese homogenized in a Lysis Buffer
(BioVision, CA, U.S.A.) on ice. After centrifugatip the supernatants were collected for
further analysis of caspase activity. Caspase fifitgcwas determined using a Caspase-
12 Fluorometric Assay Kit (BioVision, CA, U.S.AWhile the activities of caspase 3/7, 8,
and 9 were determined using luminescence CaspaseASsays (Promega, U.K.)
according to the manufacturer’s instruction. Thefescence and luminescence units (FU
and LU) were normalized on the protein content achesample. The fold-increase in
caspase activity was determined by comparisonedethesults with the levels determined

in the samples obtained from control animals.

Myocardial lipoperoxidation analyses

For reliable analytical determination of malondatilyde (MDA) in myocardial
samples a thiobarbituric acid-independent HPLC oettivas employed. This method has
been appropriately validated with respect to seligt precision, accuracy and linearity
following standards of FDA Guidelines for Bioanat@ Method Validation (FDA
Guidance Document 2001). Radioimmunoprecipitatissag buffer (RIPA, 50@ul) was
added to the LV samples (approx. 70 mg of tissand)the mixture was homogenized and
vortexed. After centrifugation, the supernatant wathdrawn and analyzed according to
Pilz et al. (Pilz et al 2000). Briefly, 50ul of NaOH (6 mol/l) was added and after
vortexing, the solution was kept at 60°C for 30 nlihe samples were then cooled on ice
and 125 pl of perchloric acid [35% (v/v)] was addédter centrifugation, 250 ul of
supernatant was taken and derivatisation was mpeewdrusing 25 pl of 5 mmol/l 2,4-
dinitrophenylhydrazine. After 10 min in the darketsolution was analysed using an
HPLC system (Shimadzu, Japan).

In addition,the immunohistochemical detection of 4-hydroxynai€d-HNE) was
employed as a complementary approach to myocalig@beroxidation assessment on
transversal sections of the LV myocardium (two gech animal). Incubation with
monoclonal 4-HNE antibody (Oxis International In€A, U.S.A.; dilution 1:40) was
performed overnight at 4°C. Secondary biotinyladedkey anti-mouse antibody (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., PA, U.S.A.; @lutl:500) was applied for 40 min at
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room temperature. For visualization 3,3-diaminabdme-tetrahydrochloride (DAB,
Sigma-Aldrich, Czech Republic) was used. Sectioresewcounterstained with Gill's

haematoxylin.

Protein concentration determination
Protein concentrations in the analysed sample® wetermined using a BCA
Assay Kit according to the manufacturer’s protd@gma-Aldrich, Czech Republic).

Data analysis

The statistical softwares SigmaStat 3.5 (SPSS IhcU.S.A.) and STATISTICA
Cz (StatSoft, OK, U.S.A.) were used in this studlly.data is expressed as mean + S.E.M.
Statistical significance was determined using og-WNOVA unpaired test or paired
test. Correlation analyses were performed usinga®pen’s method and regression
analysis. Two independent exploratory multivaristi&tistical methods (Hierarchical Tree
Clustering and Principal Component Analysis) wereplyed to identify the natural
groupings of individual animals in this study witbhspect to the following evaluated
parameters — LV cardiac function parameters, carti@onins and markers of apoptosis
and lipoperoxidation (comprising a total of 10 adbles).

RESULTS
General toxicity

The general appearance and mortality of animale wecorded during the time
course of the study. In the control group, no premeamortality was observed and body
weights were significantly increased during the eekpent as compared with the initial
values (3.50+0.03 versus 4.64+0.13 kg; P<0.01). tm other hand, DAU treatment
resulted in premature death in two out of eleveimals (18%) and no change in body
weights was observed in this group (3.45+0.07 add+®.23 kg, beginning versus end;
n.s.). Furthermore, in prematurely dead animalsrapsy examination revealed marked
signs of blood congestion — involving massive hytliocax (approx. 60 ml) in both animals
in addition to ascites (25 and 35 ml). In additiongcomparison with the control group, the
heart to body weight ratio was found to be sigaffity increased in this group (2.82+0.18
versus 2.15+0.10 g/kg, respectively, P<0.05).

In contrast to the DAU group, all DEX co-treatednaals survived until the end of

the study and their well-being was evidenced bigaificant body weight increase during
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the experiment (3.50+0.07 and 3.99x0.07 kg, begmnversus end; P<0.01). No
hydrothorax or ascites were found in this group ats the heart to body weight ratio

(2.55+0.13 g/kg) showed no significant differenoenpared to the control group.

Left ventricular systolic function

Echocardiographically-determined fractional shairtg revealed a progressive and
significant decline in the LV systolic function DAU-treated animals, starting by th& 8
week (Figure 1A). In addition, impaired LV systoferformance was also found in this
group by invasive contractility examination perf@unat the end of the study (Figure 1B).
In contrast, animals receiving DEX before each Disj¢ction showed nearly the same
systolic function as the controls, which was evidenm the outcomes of both types of the

LV systolic examination (Figure 1A and 1B).

Plasma concentrations of cardiac troponins
Repeated administration of DAU led to significahevations of plasma levels of
troponins T and I. Correspondingly, DEX-affordeddiaprotection was associated with

significantly lower plasma levels of both cardiasrbarkers (Figure 2A and 2B).

Histological examination
Light microscopy examination of the LV myocardiwh rabbits receiving DAU

revealed profound focal toxic damage (Figure 3B)ede changes comprised cellular
degeneration with a mild to prominent loss of migaofs and cytoplasmic vacuolisation.
The advanced degenerative changes resulted irdeath of the non-programmed type.
The affected cardiomyocytes were observed to umdesrdlular swelling and gradual
disintegration. Furthermore, whenever the deads deitmed larger foci their remnants
were replaced by subsequent proliferation of filordissue that resulted in interstitial
fibrosis. In sharp contrast, examination of sampletsined from both the control and the
DEX+DAU groups revealed a comparable morphologipalture, with only subtle
differences observed (Figure 3A and 3C). Importaritie degenerative changes resulting

in cell death, conspicuous in the DAU group, werely seen in the DEX+DAU group.

TUNEL labelling and quantification of TUNEL-positiv e nuclei
Examination of the TUNEL-labelled LV tissue seososhowed only few positive

cells in the investigated areas within the congralup (Figure 4A). However, the nuclear
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TUNEL-positivity was significantly increased in theyocardium of DAU-treated animals
(Figure 4B and 4D). The majority of TUNEL-positiveuclei were found in the
cardiomyocytes which lacked any signs of typicajateerative changes, or these changes
were present in their initial stages only. Unlikegdnerative changes, the TUNEL-
positivity did not show any regular pattern of apace in the LV myocardium.

In the DEX+DAU group, the number of TUNEL-positivauclei
significantly declined to nearly the same valuetedrined in the control animals (Figure
4C). The TUNEL-positive nuclei were found only icattered isolated cells without any
specific pattern. In addition, in individual anirsalthis parameter showed a significant
correlation with LV systolic function (Figure 4E).

Caspase activity

Determination of the activity of all major caspmsassociated with apoptotic
signalling showed triggering of multiple apoptopathways in the LV myocardium of the
DAU-treated animals. As seen in Figure 5A, chroANT treatment resulted in a
significant increase in the activity of the exeeatidownstream caspases 3 and 7 in
comparison with the control group. In addition, #etivities of caspases 8, 9 and 12 were
also found to be increased in the DAU group (Figus&-D). In the DEX co-treated
animals, the activity of the executive caspasesa@d significantly lower than in the DAU
alone group (Figure 5A). Furthermore, activationatlf major upstream pathways (i.e.
caspases 8, 9 and 12) was effectively prevente®BX co-treatment. There were no
significant differences in the activities of indivial caspases between the control and the
DEX+DAU group (Figures 5B-D). Interestingly, thetiaties of these caspases showed a
significant and strong correlation with the LV syigt function (Figures 6A-D).

Myocardial lipoperoxidation analyses

Using a selective HPLC method, significantly irased levels of total
malondialdehyde (MDA, a widely used marker of lipopxidation) were determined in the
LV myocardium of the DAU-treated animals (Figure )7ASurprisingly, DEX co-
administration was not associated with a significdecrease of the MDA levels. The
MDA levels in the DEX+DAU group remained signifiaggnhigher than in the controls
and were close to the levels determined in the DaAdhe group. Furthermore, the MDA
levels showed only a poor correlation with casp@seactivity (Figure 7B) and no

significant correlation with the activities of cases 8 and 9 (Figure 7C and 7D).
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Interestingly, no association was also found betwiee myocardial MDA levels and the
LV systolic function (Figure 7F).

Immunohistochemical detection of 4-HNE (anothedejpendent marker of
lipoperoxidation) in the LV myocardium revealed kedly higher response in the samples
obtained from daunorubicin-treated animals thacoimesponding controls (Figure 8A and
8B). The 4-HNE signal was predominantly detectethiwi the cardiomyocytes while
interstitial cells showed poor immunoreactivity. eltmyocardium of dexrazoxane co-
treated animals (Figure 8C) showed largely compardktHNE signal intensity as in the
DAU alone group. Although in some cases a modedatgee of reduction of 4-HNE
signal could be found in the DEX+DAU group, it welearly always very far from being
complete. No distinct changes in the 4-HNE sigoedlisation could be found between the
DAU and DEX+DAU groups.

Exploratory Data Analysis

Hierarchical Tree Clustering (Figure 9A) and Pipat Component Analysis
(Figure 9B) were used to identify natural groupimgthin the 27 individual animals in this
study with respect to the index of their LV functso(FS and dP/gty), the plasma levels
of cardiac troponins T and |, markers of apoptd$IINEL positivity and activities of
caspases), and lipoperoxidation. Both explorattatya analysis approaches independently
resulted in grouping of all examined animals int@ twell-separated clusters. In the first
cluster (1), all animals from the control and th&X+DAU groups were found, whereas
the individuals from the DAU group were arrangetbia second cluster (Il). Almost all
animals from the DAU group appeared in one clustéh) the exception of two animals
(prematurely dead) associated with the most prafowhmanges. In addition, this
exploratory data analysis identified caspase d#s/ias the parameters with the highest

impact on the natural grouping of animals.

DISCUSSION

In this study, repeated chronic DAU administratiesulted in increased mortality,
which was accompanied by severe blood congestiord dmeart failure.
Echocardiographically-determined fractional shartgrrevealed a progressive decline in
the LV systolic function and this was further sugpd by an independent LV
catheterization examination performed at the enthefexperiment. Dexrazoxane (ICRF-

187), administered before each DAU injection, wagable of fully protecting the animals
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from both premature death and LV dysfunction. Thisdings illustrate the excellent
cardioprotective potential of DEX and the overalult is well in line with the outcomes
of preclinical studies and clinical trials (Cvetko& Scott, 2005).

Histological examination of the LV myocardium ihet DAU-treated animals
revealed profound focal damage. These advanced ndegeve changes (mainly
cytoplasmic vacuolisation and loss of myofibrilsjdently resulted in non-programmed
cell death. Such cardiomyocytes showed cellularllswgeand gradual disintegration.
Importantly, DEX afforded very effective cardiopeotion against these degenerative
changes in a degree evidently comparable with pusly published reports employing
morphometric quantitation (Hermat al 1981; Hermaret al 1985; Hermaret al 1994).

At the same time, the plasma levels of both carthiagonins T and | were found to be
markedly increased. The troponin concentrationsidoin this study were indeed lower
than those associated with acute ischemia-reperfusjury or isoproterenol cardiotoxicity
(Bertinchant et al 2000). However, it should be taken into accoumat tchronic
anthracycline cardiotoxicity progresses very slodgveral weeks) and is typically of
focal nature. Although the precise mechanism gqidron release into the blood stream has
not yet been revealed, traditionally it is linkexl ecrotic death of the cardiomyocytes,
when the integrity of the cytoplasmic membraneampromised (Arbustinet al 2008;
Horensteinet al 2000; Wallaceet al 2004). Hence, DEX administration provided nearly
full protection of the myocytes from above-desatilmvanced degenerative changes as
well as from the rise of cardiac troponin plasmeels. Specifically, the above-stated
processes suggest a rescue of the cardiomyocwmsron-programmed cell death which
likely triggers the process of cardiac remodellifbese findings correspond well with the
widely accepted concept of DEX-afforded cardioprbtn (Hermanet al 1981; Van
Vleet et al 1980).

In addition to the "traditional" pathway of ANTdoced and ROS-mediated
cardiomyocyte degeneration possibly resulting in-ppogrammed cell death, several lines
of evidence have shown that apoptotic cell deatly aiso be involved in anthracycline
cardiotoxicity (Arolaet al 2000; Nakamurat al 2000; Sawyeet al 1999; Yamaokaet
al, 2000). This is in contrast to very early repof#hanget al 1996). In good agreement
with numerous recent reports, we have demonstthsgcthronic ANT treatment leads to a
significant increase in the number of TUNEL-postivuclei in the LV myocardium along
with an increased activity of the executive doweaitn caspases 3 and 7. Interestingly,

both these parameters corresponded well with theslstolic function in individual
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animals. Previous studies have suggested in then it either the intrinsic (i.e.
mitochondrial, caspase 9-dependent) (Chédtsl 2002) or extrinsic (receptor-mediated,
caspase 8-dependent) (Nakamwtaal 2000) pathways are pivotal in ANT-induced
triggering of cardiomyocyte apoptosis. Our investign demonstrated activation of both
caspases 8 and 9, thereby suggesting a conconiitaoivement of both previously
reported pathways and/or crosstalk between theraddition, we have shown for the first
time that the recently described endoplasmic/sdasomc reticulum (ER/SR) pathway
(caspase 12-mediated) might also contribute torcbrBNT cardiotoxicity. So far, this
pathway has been reported only at ithevitro level (Kim et al 2006), or as a result of
administration of a single high (supratherapeuti@$e of doxorubicinn vivo (Janget al
2004). Our present findings agree well with avdéatiata, as profound ultrastructural and
functional effects on ER/SR have been reported affgeated administration of ANTiS
vivo (Minotti et al 2004).

Of note, in the present study we have observetdth®signs of significant cell
degeneration and nuclear TUNEL-positivity were ombBry rarely present in a single
cardiomyocyte. Instead, although both these presesvidently co-existed in the LV
myocardium as a whole, they typically affectedeliéint cardiomyocytes. We failed to find
any regular pattern of distribution of the cellswi UNEL-positive nuclei within the LV
myocardium. Generally, apoptosis appeared to plagssignificant role within the foci of
the cardiomyocytes exhibiting advanced degenerativenges. Though the advanced
degenerative changes appeared to be more promiméme animals with most profound
cardiotoxicity, we cannot yet apportion the conitibn of each of these processes to heart
failure induced by anthracyclines. At this point, should be stressed that whereas
apoptosis is completely finished within several isoithe degenerative changes evidently
progress relatively slowly, which hinders approf@ifead to head comparison of real
contribution of both processes to the clinical nfestation of the ANT cardiotoxicity.

Although there is evidently solid evidence for iotlan of apoptosis after exposure
of the cardiac myocytes to ANTS, one of the impartquestions has remained hitherto
unanswered: is modulation of apoptotic cell deatvoived in the remarkably effective
cardioprotection afforded by DEX? Scanty data fitbmn literature have suggested that this
might be true, at least at the level of the isalatardiomyocytes exposed acutely to ANTs
(Sawyeret al 1999) Nevertheless, in the present study we have denatedtfor the first
time that DEX is able to significantly and nearlyntpletely rescue the cardiomyocytes

from ANT-induced apoptosis under clinically relevaohronic in vivo conditions.
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Furthermore, the current investigation reveals tb&X prevents the ANT-induced
activation of all major upstream (i.e. caspases98and 12-dependent) pathways.
Importantly, all the examined parameters of apaptebowed a significant and strong
correlation with the LV systolic function in indoial animals. Indeed, the ability of DEX
to prevent triggering of multiple apoptotic pathwayay account for its high efficacy in
the prevention of ANT-induced apoptotic cell deaththe LV myocardium. Further
information regarding the relationships betweenapeptotic and other studied parameters
was obtained from two independent exploratory d@etalyses. These revealed that DEX
showed a clear tendency toward reduction of botptpic and non-apoptotic cell death.
Of note, the activities of apoptotic caspases wietermined to have the strongest impact
on the natural grouping of individual animals whigighlight apoptosis as an extremely
important target for cardioprotective interventwith DEX. However, it should be stated
that we can not draw any definitive conclusion rdgay the relative importance of these
cardioprotective pathways at this stage.

Although the present results convincingly demonstrthat DEX rescues the
cardiac myocytes from the programmed and non-progred cell death, the mechanisms
responsible for these effects remain elusive. $potfe cardioprotective effects of DEX
have been mostly attributed to its ring-openingrblysis product ADR-925 (Cvetkovic &
Scott, 2005; Kwok & Richardson, 2000). This compibinas been shown to displace iron
from ANT-iron complexes and hence it has been asdguta prevent redox-cycling and
production of extremely toxic hydroxyl radicals @#aoff et al 1998b). Nevertheless,
using the same experimental model, the degreerdiogaotection afforded by DEX in the
present study was apparently much higher than dféhined previously with much
stronger and selective aroylhydrazone iron cheda{8imuneket al 2005b; Sterbat al
2007a; Sterbat al 2006). Furthermore, deferiprone, a novel clinycaked cell permeable
iron chelator, failed to afford any meaningful daptotection under identical conditions
(Popelovaet al 2008). Hence, these data imply that the iron athred properties of a
compound are not the main determinants of its ogrdiective action.

ANT-induced formation of ROS is believed to induaeprofound myocardial
oxidative injury to most of the biomolecules in th& myocardium and to phospholipids
in particular (Keizeret al 1990). Hence, we sought to determine whether BEXrded
cardioprotection involves prevention of ROS-indudinage as a common denominator
by means of total MDA measurement by HLPC in whtsue extract prepared from LV

myocardium. This analytical approach is free of kthewn drawbacks associated with the
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older thiobarbituric acid-based methods (Esterbateal 1991; Janero, 1990; Pik al
2000). Using this method, we have found signifibamicreased levels of MDA in the LV
myocardium of DAU-treated animals suggesting theatlative damage was associated
with the treatment. While this data is well in liméth literature and traditional concepts
(Doroshowet al 1980; Sarvazyan, 1996; Zhetial 2001), the finding that DEX failed to
overcome ANT-induced lipoperoxidation was highlywaband rather surprising. Of note,
the analytical method employed herein has beeniqusly shown to be capable to
document reduction of lipoperoxidation provided plgarmacological cardioprotection
using iron chelating agents (Simunekal 2007). Moreover, the similar results were also
obtained using complementary immunohistochemicdealien of 4-HNE as another
marker of lipoperoxidation. These observationskstgly contrasted with the powerful
cardioprotection afforded by DEX in these animétsaddition, the MDA levels showed
only poor agreement with caspase 3/7 activity, aodcorrelation with the activities of
main caspases of both extrinsic and intrinsic patsv(caspases 8 and 9) were found.
Moreover, this marker of lipoperoxidation showed netationship with the LV systolic
function. We cannot exclude however, the fact tdekrazoxane-afforded protection
against free radical injury may be primarily contpentalized in origin, although the
immunohistochemical analysis of 4-HNE did not sigj@®. One also could expect that the
protection afforded in any particular compartmehoidd still be reflected in the total
MDA levels, if in fact it is so crucial to the faté the whole cell. Nevertheless, we did not
observe any such trend in the present study. Thedengs strongly suggest that the
excellent cardioprotection obtained with DEX is pamarily dependent on the protection
from ANT-induced lipoperoxidation. On the other Hamwe can not exclude that there is a
compartment within the cell which might play a keye in ROS-dependent cardiotoxicity
and dexrazoxane-afforded cardioprotection, althatighs not a striking impact on overall
lipoperoxidation.

Using isolated rat cardiomyocytes, we have preWoskown that the chelator
salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH) islealbo afford significant, albeit only
partial, protection from daunorubicin-induced caéd#lath. However, this protective effect
was not accompanied by any reduction of lipoperatkich (Simuneket al 2008). This
finding contrasted with the results obtained witle same compound on the model of
hydrogen peroxide induced oxidative stress (Simuwetell 2005a; Simunelet al 2007;
Simuneket al 2008). In this latter case the SIH-afforded prota of cardiomyocytes was
markedly better and clearly oxidative stress-depathdFurthermore, in another study,
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DEX failed to mitigate doxorubicin-induced peroxigda damage to A549 human lung
adenocarcinoma cells (Kaiserostal 2006).

Although further studies primarily designed to tlarthis point deserve to be
performed, at this stage we come to the inevitabfeclusion that the role of DEX has less
to do with its ROS-reduction capability. This mightovide us an explanation for the
failure of previous attempts to provide effectivardioprotection against ANT
cardiotoxicity using a whole range of antioxidarjesg. vitamin E, acetylcysteine, or
flavonoids) in chronic experimental models (Bruyelzet al 2007b; Hermaret al 1985;
Van Vleetet al 1980) and randomized clinical trials (Bruynzeell 2007a; Dresdalet
al, 1982; Leghaet al 1982; Myerset al 1983). From this point of view, our results fugth
support the recent call for revisiting the claskitd0S and iron hypothesis” of ANT
cardiotoxicity and DEX cardioprotection (Giargtial 2008).

Indeed, the data from the current study raises geestions about the actual
mechanisms underlying the protective action of Ddfpainst ANT cardiotoxicity. Firstly,
it should be noted that unlike iron-chelating commpas studied previously (Popelogtal
2008; Sterbeet al 2007a; Sterbat al 2006), the putative active metabolite of DEX
(ADR-925) is far from being a selective iron chetatDue to this non-selectivity, it is
plausible that intracellular chelation of other Ibgically important multivalent metal
cations could participate in cardioprotective effeaf DEX. Importantly, ANTs have been
repeatedly shown to impair tightly regulated caititlnomeostasis in the cardiac cells
(Minotti et al 2004; Wallace, 2007). We have previously showat tANT-induced
calcium overload can be prevented by DEX co-treatm@&imunek et al 2005c).
Furthermore, determination of caspase 12 activitythe present study suggested
involvement of ER/SR stress which was preventagl®BX administration. In addition,
others have reported that mitochondrial calciumrioael and/or activation of calcium-
dependent proteases are part of the key molecutmhamism of ANT cardiotoxicity
development (Linmet al 2004; Solenet al 1994).

Besides the above-discussed hypotheses which esri3iX solely as a prodrug of
the metal chelating agent ADR-925, some novel ssigges point at the importance of
direct cardioprotective involvement of DEX (Hasih& Herman, 2007; Lywet al 2007).
DEX is a known catalytic inhibitor of topoisomeraleand this action has also been
considered as responsible for its anticancer effé&EX binds directly to topoisomerase Il
and thereby locks the enzyme in a stable and clokedp conformation around DNA

(Rocaet al 1994). On the other hand, ANTs are also knowrbaotopoisomerase |l
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poisons which act through stabilization of topoigoase II-DNA covalent complexes
resulting in DNA strand breaks (Minott al 2004). It has been hypothesized that DEX,
as a catalytic inhibitor, might have protectiveeets against topoisomerase Il poisoning
agents (Lywet al 2007).

In addition, there are reports indicating that le¢a isoform of topoisomerase Il is
abundant in the post-mitotic myocardium (Wang, 30d82luding mitochondria which are
prominently targeted by ANT cardiotoxicity (Wallac2003; Wallace, 2007). A recemnt
vitro study performed on a H9c2 rat cardiomyoblast et has suggested that DEX-
promoted inhibition of topoisomerase Il beta mayypla significant role in the
cardioprotective action of the drug (Lt al 2007). Another recent report dealing with a
new DEX derivative (ICRF-161) has demonstrated, thatike iron chelating properties,
topoisomerase Il inhibition might be of primary iorgance for effective cardioprotection
under chronign vivo conditions (Martiret al 2008).

In conclusion, the present study shows for thet finme that DEX-afforded
cardioprotection against chronic ANT cardiotoxidiyvivois based not only on the rescue
of the cardiomyocytes from degenerative changesianeprogrammed cell death, but also
on rescue from programmed cell suicide — apoptokithe ventricular myocytes. The
ANT-induced apoptotic signalling appears to be veoyplex, but DEX was shown to
block all the major apoptotic pathways. Clarificatiof the mechanisms responsible for the
potent protective action of DEX against the apaptdeath of cardiac myocytes merits
further study. Nevertheless, protection of caraigocytes does not appear to be primarily
lipoperoxidation-dependent. These findings pointt an apoptosis as a part of
cardioprotective action of DEX and further undeglime need for revisiting the traditional

but potentially oversimplified “ROS and iron hype#is” of ANT cardiotoxicity.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 (A) Echocardiographically determined left ventriculaY) fractional shortening

(FS) during the time course of experimerB) (Invasively determined index of LV
contractility (index dP/di,) at the end of the experiment. Statistical sigaifice in

comparison with: "*” the initial values within eachroup (paired t-test, P<0.05), “c”
control, “d” daunorubicin and “x” DEX+DAU groups (#OVA, P<0.05).

Figure 2 (A) Plasma concentrations of cardiac troponin T (gTarid @) troponin | (cTnl)

at the end of the experiment.

Figure 3 (A-C) Histological examination of the left ventriculdtV) myocardium.
Masson’s blue trichrome; bar=320m. In the control groupA), normal structure of the
myocardium was observed. In the DAU group),(foci of cardiomyocytes showing
profound degeneration (asterisks) were found. Mank®rphological changes comprise
cytoplasmic vacuolisation, cell swelling and logsmyofibrils resulting in cell death with
subsequent development of interstitial fibrosisda). The LV myocardium of DEX co-
treated animals @) showed largely preserved normal morphology wittlyosubtle
changes; signs of cardiomyocyte degeneration wenes (asterisk).

Figure 4 TUNEL assay. A-C) Representative samples of left ventricular (LV)
myocardium labelled with TUNEL in the controh), DAU (B), and DEX+DAU ()
groups. The arrows indicate examples of TUNEL-pasitnuclei. Bar=20um. (D)
Quantitative analysis of TUNEL assay. Statisticagngicance (ANOVA, P<0.05) in
comparison with “d” daunorubicin group) Scatterplot of the LV fractional shortening
versus number of TUNEL-positive nuclei per squana mnd results of the Spearman

correlation analyses.

Figure 5 (A-D) Caspase activities in the left ventricular (LVyagcardium: caspase 3/7
(A), caspase 8), caspase $C), and caspase 1P). Statistical significances (ANOVA,

P<0.05) in comparison with “d” daunorubicin group.

Figure 6 (A-D) Scatterplots of the cardiac function (LV fract@bishortening - FS) versus
activity of individual caspases as determined bgaman correlation analyses: caspases

3/7 (A), caspase 8), caspase £C), and caspase IP). LU - luminescence units, FU -
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fluorescence units.

Figure 7 (A) Total malondialdehyde (MDA - marker of lipoperdation) levels in LV
myocardium. Statistical significances (ANOVAL®05) in comparison with “c” control
group. B-E) Scatterplots of MDA levels in the left ventriculamyocardium versus activity
of individual caspases and results of the Spearmpamlation analyses: caspases @Y,
caspase §C), caspase 9D), and caspase 1E). (F) Scatterplot of myocardial MDA
levels versus LV fractional shortening (FS) andultssof the Spearman correlation

analyses. LU - luminescence units, FU - fluoresearts.

Figure 8 Representative samples of left ventricular (LV) mema@ium showing 4-
hydroxynonenal staining in the contré)( DAU (B), and DEX+DAU C) groups.

Figure 9 (A) Horizontal Hierarchical Tree Plot. The analys@nprised LV functional
parameters (FS and dR/dd, the plasma levels of cardiac troponins T anchdykers of
apoptosis (TUNEL positivity and activities of caspa), and lipoperoxidation (9 variables)
in all experimental groups. The analysis resultedwo main clusters. The first cluster
covers exclusively the individuals from the cont(@l) and DEX co-treated group (DD),
whereas the second cluster contains only the asifnain the daunorubicin group (D),
where almost all animals appeared in one clusty. Rrincipal Component Analysis
(PCA) scatterplots. This analysis of the same W& also revealed two distinctly
separated clusters comprising the DEX+DAU and abrgroups in the first, with all
animals from the DAU group in the second clusteeaiment groups: controlY), DAU
(A), and DEX+DAU Q).
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Figure 9
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