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Seznam pouzitych zkratek

Seznam pouzitych zkratek

ALASI y-aminolevulatsyntaza 1

ARE Antioxidant Response Elements

ANT antracyklinova antibiotika

ANTI1 adeninnukleotidtranslokaza 1

BVR A biliverdinreduktaza A

COX cytochrom-c-oxidéaza

COXl1 mtDNA koédovana podjednotka komplexu IV dychaciho fetézce

COX4A1 nDNA kodované podjednotka komplexu IV dychaciho fetézce
cTnT plazmatické koncentrace srde¢niho troponinu T

CuZnSOD  cytosolickd forma superoxiddismutazy

DAU daunorubicin

DEX dexrazoxan

DOX doxorubicin

dP/dtmax index kontraktility levé komory ziskany katetrizacnim vySetfenim
dP/dtmin index relaxace levé komory ziskany katetrizaénim vysetienim
EPI epirubicin

FTL lehké fetézce feritinu

FU follow up — obdobi nasledného sledovani po ukonceni expozice cytostatikem
GLCC katalyticka podjednotka y-glutamylcysteinligazy

GPx glutathionperoxidaza

GR glutathionreduktaza

GSH redukovana forma glutathionu

GSSG oxidovana forma glutathionu

GST glutathion-S-transferaza

HIFla hypoxia inducible factor 1o

HOI hemoxygenaza 1

IDA idarubicin

KEAP Kelch-like ECH-associated protein 1

LK leva komora

LVFS frak¢ni zkraceni levé komory

LVEDD rozmér levé komory na konci diastoly

LVESD rozmér levé komory na konci systoly
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Seznam pouzitych zkratek

MDA malondialdehyd
MDR multiple drug resistence protein
MnSOD mitochondrialni forma superoxiddismutazy

monoHER  7-monohydroxyethyl-rutosidu

mtDNA mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina

NDI mtDNA kdédovana podjednotka komplexu I dychaciho fetézce
ND4 mtDNA kodovana podjednotka komplexu I dychaciho fetézce
nDNA nuklearni deoxyribonukleova kyselina

NDUFS2 nDNA kodovana podjednotka komplexu I dychaciho fetézce
NOX NADPH-oxidéaza

NQOI NAD(P)H:chinonoxidoreduktédza 1

Nrf2 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
NRF1 a2 nukleédrni respiracni faktor 1 a 2

0-108 pyridoxal 2-chlorbenzyoylhydrazon
OXPHOS systém oxidacni fosforylace

PGCla PPAR v koaktivator la

PIH pyridoxal 2-chlorbenzyoylhydrazon

PPAR peroxisome proliferator-activated receptor
PRDX3 peroxiredoxin 3

ROS reaktivni formy kysliku

RNS reaktivni formy dusiku

SERCA2a  sarco/endoplasmic reticulum Ca’" ATPase 2a
SHR spontanné hypertenzni potkan

SIH salicylaldehydisonikotinoylhydrazonu
SOD superoxiddismutaza

TFAM mitochondridlni transkripéni faktor A

Top2a a p topoizomeraza Il — izoformy o a 3
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1.1 Antracyklinova antineoplastika

1.1.1 ZAKLADNi CHARAKTERISTIKA ANTRACYKLINOVYCH ANTIBIOTIK

Antracyklinova antibiotika (ANT) byla objevena jiz na pocatku 60. let minulého
stoleti a stale piedstavuji nepostradatelnou souc¢ast moderni protinadorové terapie zejména
diky své vysoké protinadorové ucinnosti a §ii1 indikacniho spektra (Klener a Klener 2010;
Sawyer 2013). Prvni klinicky pouzivany zéstupce antracyklinovych antibiotik,
daunorubicin (synonyma rubidomycin, daunomycin; Obr. 1 - DAU) byl izolovan z hub
rodu Streptomyces peuceticus a Streptomyces ceruleoribidus vroce 1962. DalSim
zastupcem je doxorubicin (synonymum adriamycin; Obr. 1 - DOX), ktery byl prvné
izolovan ze Streptomyces peuceticus var. caesius v roce 1969 a spolu s DAU se tadi mezi
ANT prvni generace. Ackoliv bylo v nésledujicich letech izolovano nebo semisyntetickymi
postupy piipraveno nékolik tisic dalSich antracyklinovych derivatd, v klinické praxi se
nasledné uplatnilo pouze nékolik latek - zejména epirubicin (Obr. 1 - EPI) a idarubicin
(Obr. 1 - IDA), tzv. druha generace ANT. Mezi ANT tieti generace se fadi amrubicin,
pirarubicin a valrubicin, které vSak maji v klinické praxi pouze omezené uplatnéni, stejné

jako latka pfibuznd ANT- mitoxantron (Minotti a kol. 2004; Piekarski a Jelinska 2013).

EPI H,N IDA HN  on

Obr. 1 Chemicka struktura nejvyznamnéjSich antracyklinovych antineoplastik. DOX - doxorubicin,
DAU - daunorubicin, EPI - epirubicin, IDA - idarubicin.
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Pro vSechny molekuly ANT je charakteristickd glykosidicka struktura tvofena
planarnim tetracyklickym aglykonem, kratkym postrannim fetézcem s karbonylovou
skupinou a glykosidicky vazanym aminocukrem, tzv. daunosaminem. Obménou zakladni
struktury (byt 1 nepatrnou) lze dosédhnout vyznamnych rozdilii ve farmakokinetice
azejména ve spektru protinddorové ucinnosti, jak lze dokumentovat u zastupci prvni
obménénou, nejcasteji na molekule daunosaminu nebo na postrannim fetézci. Antracykliny
jsou pomérné lipofilni latky, ovSem za fyziologického pH maji spiSe amfifilni charakter
diky kladnému naboji na primarnim aminu daunosaminu (Regev a kol. 2005). Mitoxantron
nepatii mezi ANT, ale je tradicn€ s nimi zminovan vzhledem k podobnosti v chemické
struktufe 1 toxicité. Mitoxantron je antracendionovy derivat, ktery na rozdil od ANT

postrada glykosidicky vazany aminocukr.

1.1.2 POUZITi ANTRACYKLINOVYCH ANTIBIOTIK V PROTINADOROVE LECBE

Prestoze ANT byly uvedeny do klinické praxe témér pred pul stoletim, jejich
pozice v moderni onkologické 1é¢bé je navzdory moznym rizikiim stale pomérné pevna
(Cortés-Funes a Coronado 2007; Piekarski a Jelinska 2013; Suter a Ewer 2013). Spise
nez jejich postupné vytlacovani z klinické praxe 1ze pozorovat trend k jejich kombinovani
s moderni cilenou onkologickou 1é¢bou pro zvySeni protinadorové odpovédi.

Daunorubicin ma protinddorové spektrum relativné uzké, které je zaméfené
zejména na hematologické malignity. Klinické uZiti DAU je omezeno na kombinaéni
terapii akutni myeloblastické a lymfoblastické leukémie (SPC Daunoblastina 2006).
Protoze dostupnost 1é¢ivych ptipravktl s DAU je nyni v fadé zemi omezena (v soucasnosti
neni v CR registrovan), v klinické praxi je postupné nahrazovan IDA (Ferrara a Schiffer
2013; Trifilio a kol. 2013). Liposomalni formu DAU je mozné pouzit k 1é¢bé Kaposiho
sarkomu u pacientli s AIDS (SPC Daunoxome 2013).

Ackoliv se doxorubicin (14-hydroxydaunorubicin) 1i§i od DAU pouze ptitomnosti
jedné hydroxylové skupiny na postrannim fetézci, tento rozdil mé zasadni vliv na $ifi
protinddorového spektra. Kromé& kombinac¢ni terapie hematologickych malignit (akutnich
i chronickych leukémii, mnohocetného myelomu, Hodgkinovych a non-Hodgkinovych
lymfomi) je mozné DOX pouzit 1 v kombinaci piilécbé fady solidnich nador (napf.
karcinomu prsu, d€lohy, ¢i sarkomy mékkych tkéni) (SPC Adriblastina 2009, Vyzula
2013).
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Epirubicin (4’-epidoxorubicin) piedstavuje nejvyznamnéjSiho zastupce derivath
klasickych ANT. Jedna se o stereoizomer DOX liSici se pouhym postavenim hydroxylové
skupiny na molekule daunosaminu v poloze 4. Protinddorové spektrum ucinku EPI je
obdobné jako u DOX (SPC Farmorubicin 2009).

Idarubicin (4-demethoxydaunorubicin) se li§i od DAU pouze absenci 4-methoxy
skupiny na kruhu D, coz vedlo ke zvyseni lipofility molekuly umoziujici ordlni podévani
1éCiva a lepsi distribuci v organizmu. Spektrum jeho protinddorového ucinku odpovida
DAU, ktery téz posledni dobou nahrazuje v 1écbé akutnich leukémii (SPC Zavedos 2012).
Peroralni 1ékové formy byly zkouSeny napf. v rdmci kombinacni terapie mnohocetného
myelomu (Auel a kol. 2012), non-Hodgkinovychlymfomi (Taylor a kol. 2006) a
pokro¢ilého karcinomu prsu (Findlay a kol. 2008), v soucasnosti ale nejsou v CR
registrovany.

Klinické vyuziti derivati tfeti generace je minoritni, zejména kvili vysSSimu
vyskytu extrakardialnich nezddoucich ucinkd a oproti zastupcim 1. a 2. generace maji
velmi specifické uplatnéni. Valrubicin je schvéaleny FDA k 1é¢bé pokrocilého karcinomu
mocového méchyte, kdy je aplikovany lokaln€ intravezikdlné a vykazuje oproti DOX
a EPI rychlejsi ptestup do nadorovych bun€k diky lipofilnéjSim substituentim (Onrust
alamb 1999, SPC Valstar 2011). Pirarubicin je ve fazi klinického hodnoceni
v indikacich jako jsou karcinom prsu (Li a kol. 2011), mnohocetny myelom nebo
enteropaticky T-lymfom (EATL) (Clinical Trials Search 2013). Amrubicin je registrovany
v Japonsku jako soucdst chemoterapie pfi malobunécném a nemalobunééném karcinomu
plic (Kurata a kol. 2007) a v soucasné¢ dobé& postupuje v USA druhou féazi klinického
zkouseni (Ettinger a kol. 2010).

Mitoxantron je nyni vyuZivan zejména k 1é€b€ roztrousené sklerdzy, ale lze ho
pouzit i v kombinacni terapii pokrocilych stadii rakoviny prostaty, malignich lymfomd,
akutnich nelymfocytarnich forem leukémie u dospélych a metastazujiciho prsniho
karcinomu; tato latka vSak jiz neni v CR registrovana (SPC Novantrone 2012, Vyzula

2013).

1.1.3 FARMAKOKINETIKA
Antracykliny jsou v klinické praxi podavany téméf vyhradné intravenoznég, ackoliv
ve specifickych ptipadech je mozné uzit i lokdlni podani intravezikalni (u valrubicinu,

DOX a EPI) nebo intraperitonedlni v piipadé DOX (Solass a kol. 2013). Po p.o. podani se
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ANT nevstiebavaji s vyjimkou IDA, ktery ma diky své zvySené lipofilit¢ biologickou
dostupnost cca 30 % (Danesi a kol. 2002).

Antracykliny se v organizmu rychle distribuuji do tkani, kde dosahuji fadové
vysSich koncentraci nez v plazmé. NejvysSich koncentraci je dosazeno v organech
s vysokou perfuzi, jako jsou jatra, ledviny, slezina, plice a srdce; neprochazeji vSak
hematoencefalickou bariérou (Chabner a kol. 2006). Distribu¢ni objem ANT je obrovsky,
u DOX piesahuje 500 I/m* a u IDA je dokonce az 1 800 /m® (Danesi a kol. 2002).
Mechanizmus vstupu ANT do bun€k neni dosud presné¢ prozkouman. Nejcastéji se uvadi
mechanizmus prosté pasivni difuze, ktery byl u téchto 1€Civ popsan jiz pred vice nez
30 lety (Skovsgaard a Nissen 1982), ale existuji i dal$i prace poukazujici na moznost
zapojeni specifickych transportnich systémil (Nagasawa a kol. 1999, 2001). Nov¢jsi prace
pak poukazuji na mozny vyznam tzv. ,flip-flop” mechanizmu, ktery muize souviset
s amfifilnim charakterem molekuly pfi fyziologickém pH (Regev a kol. 2005). Uvnitf
bun¢k se ANT vyznamné vazi na DNA v jadie a kardiolipin v mitochondriich, coz mize
byt dualezit¢ nejenom z hlediska protinadorové ucinnosti, ale i rizika rozvoje jejich
kardiotoxicity (Minotti a kol. 2004). N¢kteti autofi téz popisovali vyznamnou ulohu
proteazomu pfi transportu ANT z cytoplazmy do jadra (Kiyomiya a kol. 2001). Z hlediska
rozvoje rezistence nadoru na antracyklinovou lécbu je dilezitym poznatkem, ze ANT jsou
vyznamnym substratem P-glykoproteinu a dalSich transportéri ze skupiny MDR, které
exportuji xenobiotika z bun¢k (Rubin a kol. 2002).

ANT jsou eliminovany z téla bud’ v nezménéné podobé¢, nebo po biotransformaci
v jatrech a jsou vyluCovany prevazné zluci, zatim co exkrece mo¢i méa pouze minoritni
vyznam. Eliminace ANT z plazmy je tfifazova a u DOX piedstavuji jednotlivé biologické
polocasy tip, = 4,8 minut, t;»s = 2,6 hodin a ty», = 48 hodin (Danesi a kol. 2002).
U pacientli s jaterni dysfunkci je proto nutné az 50% snizeni pocate¢ni davky ANT
(Twelves a kol. 1998). Hlavni biotransformacni cestou ANT je tvorba ,,alkoholovych*
metabolitti (dihydroxylové metabolity na C-13 jako napt. doxorubicinol a daunorubicinol
apod.) plisobenim cytosolickych aldo-ketoreduktdz. Oproti parentnim latkdm maji tyto
metabolity sice niz§i protinddorovou Uc¢innost, avSak disponuji vyznamnym cytotoxickym
potencidlem, coz miZze hrit vyznamnou roli z hlediska rozvoje kardiotoxicity, protoze
mohou vznikat 1 v srdci (Menna a kol. 2012). IDA je primarn¢ metabolizovan pravé na
idarubicinol, ktery se vyznamné podili na jeho protinadorovém tucinku (Chabner a kol.
2006). Dalsi moZznosti biotransformace ANT je vznik protinddorové neucinnych aglykont

hydrolytickym nebo redukénim Stépenim glykosidické vazby. Aglykony mohou byt
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nasledné¢ metabolizovany (napf. konjugaci se sulfaty nebo glukuronovou kyselinou)
anasledn¢ vylouceny zluci do feaces ¢i v pfipadé konjugati s glukuronovou kyselinou
moci. Konjugace ANT s kyselinou glukuronovou je nejvyznamnéjsi u EPI a epirubicinolu
diky ekvatorialni pozici 4 -hydroxylové skupiny, naopak u DOX tato biotransformacni
cesta vilbec neprobihd. EPI ma proto v porovnani s DOX 2x vyssi celkovou clearance,
a proto se pro dosazeni stejného protinadorového ucinku podava v imérné vyssich davkéach

nez DOX (Mross a kol. 1988; Robert a Gianni 1993).

1.1.4 FARMAKODYNAMIKA

Ptfesny mechanizmus protinddorového ucinku ANT neni znam a je stale zdrojem
kontroverzi. Mezi nejcastéji zmiflované hypotézy patii interkalace do DNA, inhibice
topoizomerazy II nebo tvorba reaktivnich kyslikovych radikala (Siméinek a kol. 2009).

Antracykliny byly od svého objeveni spojovéany s interkalaénim mechanizmem
protinadorového ucinku. Diky své plandrni struktufe a slabym nekovalentnim interakcim
se ANT mohou vmezefit do molekuly DNA mezi pary bazi G-C, coz znemozni transkripci
a replikaci DNA (Pigram a kol. 1972). Vyznam tohoto mechanizmu je vSak v souCasné
dobé zpochybniovan pracemi poukazujicimi na skutecnost, ze k interkalaci dochazi az pii
velmi vysokych, klinicky nerelevantnich koncentracich ANT (Dunkern a kol. 2003; Menna
akol. 2012).

Dal$im moznym mechanizmem protinadorového plsobeni ANT je tvorba volnych
radikald, zejména pak vysoce reaktivnich forem kysliku (ROS, viz kapitola 1.2.4.1)
(Muindi a kol. 1984). Vyznam tvorby ROS pro protinddorovy ucinek ANT byl vSak
znacné zpochybnén (Gewirtz 1999; Wu a Hasinoff 2005) a obecné se soudi, Ze tvorba ROS
ma mnohem vétsi vyznam spiSe pro rozvoj kardiotoxicity (Keizer a kol. 1990; Minotti
2010; Wu a Hasinoftf 2005).

V soucasnosti se vétSina autorti ptiklani k ndzoru, Ze protinddorovy ucinek ANT je
zprostiedkovan inhibici topoizomerazy II (Top2), konkrétn€ jeji o izoformy (Top2a)
(Sawyer 2013). Top2 je enzym S§té€pici ob¢é vlakna molekuly DNA za icelem odstranéni
vzniklého nezadouciho napéti a zapleteni (nad obratky) molekuly DNA v chromosomu,
ktera vznikd pifi jeji replikaci, transkripci, (de)kondenzaci, reparaci, rekombinaci
a segregaci. Top2 umoziuje preruSeni jedné ¢asti dvousroubovice DNA, kterou kovalentné
vaze ke své molekule, zatimco vzniklou mezerou provlékne druhou neporusenou Cast
dvousroubovice. Tento d¢€j je katalyticky zavisly na spottebé ATP (Wang 1998). Latky
schopné inhibovat Top2 se déli podle povahy inhibice na tzv. katalytické inhibitory Top2,
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jejichz ptsobeni se vyznaCuje prostym zpomalenim katalytického cyklu Top2
(napf. dexrazoxan) a tzv. topoizomerasové jedy (etoposid, ANT), které zvySuji koncentraci
tzv. Stépné¢ho komplexu, kdy molekula DNA je rozstépend a jeji konce jsou kovalentné
vazany na tyrozinovych zbytcich v aktivnim mist¢ Top2. Stabilizace tohoto S§tépného
komplexu vede nésledné ke vzniku dvojitych zlomti v DNA. Toto poSkozeni DNA spolu se
samotnou inhibici replikace DNA vede k odstartovani procesu programované bunécné

smrti, apoptozy (Deweese a Osheroff 2009).

1.1.5 NEZADOUCI UCINKY ANTRACYKLINU

Podobné¢ jako ostatni klasicka protinddorova 1é¢iva, tak i ANT antibiotika vykazuji
relativné neselektivni cytostatické plsobeni a z toho vyplyvajici i cetné nezddouci ucinky.
ANT wvyvolavaji vyznamnou myelosupresi manifestujici se nejcastéji jako febrilni
neutropenie, ktera si mize vyzadat i intenzivni podplrnou 1écbu, snizeni celkové podavané
davky nebo dokonce i preruseni 1écby. Méné Castd byva trombocytopenie nebo anémie.
Obdobné jako klasickd cytostatika zptisobuji i ANT pirechodnou nauzeu, zvraceni,
lécbé (Chabner a kol. 2006). Tyto nezadouci Uc¢inky jsou v dne$ni dobé obvykle dobie
zvladnutelné¢ diky moderni antiemetické terapii a podplrné 1écbé hematopoetickymi
rustovymi faktory.

Zavaznou, i kdyz relativné vzacnou, komplikaci je ndhodna extravazace ANT pfi
jejich i.v. podani (vlivem Spatné techniky aplikace ¢i poSkozenim endotelu cév rtzné
etiologie). V dlsledku toho dochazi k masivhim a velmi bolestivym nekrézam,
progredujicimu zanétu a ulceraci v zasaZené 1 okolni tkani, které se nasledné obtizné hoji
a vyzaduji zpravidla razantni chirurgicky zasah. Tato komplikace téZ mtze ohrozit i dalsi
pokrac¢ovani protinddorové 1écby (Langer a kol. 2009). V této souvislosti je nutné zminit,
Ze se pii 1écbé extravazace ANT ukazalo jako velmi efektivni systémové podani DEX. Pro
tuto indikaci je DEX registrovan pod nazvem Savene. Jeho pouziti vedlo k vybornym
dlouhodobym vysledkiim a vyznamné eliminovalo potfebu chirurgické 1é¢by poskozené

tkané (Mouridsen a kol. 2007).

1.2 Antracyklinova kardiotoxicita
Specifickym nezadoucim uc¢inkem ANT antibiotik je jejich kardiotoxicita. Ta byla
poprvé pozorovana az v uvodnich klinickych studiich s DAU (Tan a kol. 1967), zatimco

v prib¢hu preklinického vyvoje nebyla zaznamenéana. Brzy se objevila fada dalSich zprav
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o kardiotoxickém ucinku nejenom DAU, ale i DOX (Lefrak a kol. 1973), ¢imz zacala byt
ziejmé ptima souvislost mezi rozvojem kardiotoxicity a ANT. Kardiotoxicita byla popsana
u vSech klinicky pouzivanych zastupcii ANT bez vyjimky (jednd se o tzv. ,, skupinovy
efekt”) a predstavuje stale vyznamnou limitaci jejich klinického pouziti (Davies 2012;
Minotti 2010; Stérba a kol. 2007).

S ohledem na rozdilnou klinickou manifestaci, stupeii poSkozeni myokardu
a zejména Casovy odstup od podani je mozné ANT kardiotoxicitu rozdélit na nékolik
zékladnich typh: akutni, subakutni, chronickou a pozdni (Elbl 2002; Gharib a Burnett
2002). V soucasné dob¢ je patrna tendence rozdeélovat ANT kardiotoxicitu pouze na
zaklad€ ¢asového odstupu manifestace znamek srdecni poskozeni od podani ANT, a to na

formu akutni a chronickou s ¢asnym nebo pozdnim néstupem (Geisberg a Sawyer 2010).

1.2.1 AKUTNi FORMY ANTRACYKLINOVE KARDIOTOXICITY
po ném. Manifestace je vétSinou subklinickd, bez zjevného organického poskozeni
a spontann¢ vymizi. Nejcastéji se projevuje zmeénami srde¢niho rytmu, které Ize na EKG
kiivce pozorovat jako prodlouzeni iseku ST, abnormdlni vlina T, sniZeni voltaze QRS
1é¢bu jsou vzacné, avsak Skala pozorovanych jevi zahrnuje sinusové tachykardie,
predcasné depolarizace sini ¢i komor a siiokomorové bloky, ale i supraventrikularni
arytmie a komorové extrasystoly. Ojedinéle byly popsany i ptipady fatalni poruchy rytmu
¢i nahlého srde¢niho infarktu (Carver a Desai 2010). V pribéhu nékolika hodin po podani
se téz muze vyskytnout vazodilatace a hypotenze. V porovnani s ostatnimi formami nebyla
pozorovana zavislost vyskytu poruch rytmu na podané davce, ani néslednd progrese do
chronickych forem ANT kardiotoxicity (Allen 1992; Carver a Desai 2010; Elbl 2002).
Velmi vzacnou formou ANT kardiotoxicity je jeji subakutni forma, kterd se miize
rozvinout v fadu dnt ¢i nékolika tydnti po podani vysokych davek ANT. Nejcastéji je
charakterizovana rozvojem toxické perikarditidy, myokarditidy a tzv. ,,myokarditis-
perikarditis*“ syndromu (EIbl 2002; Gharib a Burnett 2002). Z dosavadnich zjisténi se
nepodafilo pro subakutni formu ANT kardiotoxicity definovat rizikové faktory a ani

souvislost s dalsi progresi kardiotoxicity (Elbl 2002).
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1.2.2 CHRONICKE FORMY ANTRACYKLINOVE KARDIOTOXICITY

Z klinického hlediska jsou bezesporu nejvyznamnéjsi chronické formy ANT
kardiotoxicity. Ackoli se tato skupina d€li na dvé podjednotky v zavislosti na ¢asovém
odstupu manifestace klinickych znamek srdecniho selhani od ukonceni 1é¢by ANT (Casny
a pozdni typ), miizeme najit spolecné jmenovatele jak z hlediska rizikovych faktort, tak
i charakteru poskozeni a dlouhodobé progndzy pacientli. Spoleénym znakem je také
skutecnost, ze posSkozeni myokardu je urcity Cas klinicky némé a pfiznaky srde¢niho
selhani se objevuji az s casovym odstupem. Dle nov¢jsi klasifikace se fadi oba tyto typy do
kategorie ,,srde¢ni dysfunkce vyvolané chemoterapeutiky I. typu* (Ewer a Benjamin 2006;
Minotti 2010).

Chronické formy ANT kardiotoxicity jsou charakterizovany rozvojem zavazného
aireverzibilntho poskozeni levé komory (LK) vedouci nejcastéji k dilatacni
kardiomyopatii (u déti je nékdy popisovana i restrikéni forma (Elbl 2002)). Tento proces je
spojen s rozvojem asymptomatické dysfunkce LK, ktera se mize rozvinout do klinicky
manifestované formy srde¢niho selhani a dale progredovat az ke koneénému stadiu
vyZzadujici transplantaci srdce. U formy s ¢asnym nastupem se zndmky klinického
srde¢niho selhani manifestuji do jednoho roku po ukonfené ANT lécbé. Naproti tomu
forma s pozdnim nastupem je charakteristickd minimalné roénim odstupem od ukoncené
1é¢by (jsou popsany piipady i 20leté latence) (Ewer a Benjamin 2006; Gharib a Burnett
2002; Jones a kol. 2006; Minotti 2010). Casta frekvence pouzivani ANT v 1écbé
hematologickych malignit v détském v&ku a soufasné¢ dosazena dlouhodobd remise
spojena s vyrazn¢ del§im prezivanim détskych pacientli predstavuje v dlouhodobém
horizontu vyznamné riziko kardiovaskuldrni morbidity a mortality, které bylo
dokumentovéano fadou studii s velkym poctem sledovanych subjektii (Aleman a kol. 2007;
Armstrong a kol. 2009; Franco a kol. 2011; Lipshultz a kol. 1991; Zerra a kol. 2013). Ve
studii Oeffingera a kol. (2006), kde byly zvefejnény vysledky 30letého sledovani pacientli
prezivSich nadorové onemocnéni v détském veéku, bylo jasné dokumentovdno az 15krat
vy$§i riziko srde¢niho selhani a 10krat vyssi riziko ischemické choroby srdec¢ni oproti
bézné populaci.

Z morfologického hlediska je popisovano fokalni poSkozeni myokardu LK
a mezikomorového septa, pficemz prava komora obvykle nebyva vyznamné poskozena.
(Van Vleet a Ferrans 1980a; Van Vleet a kol. 1980). Tento jev byva spojovan s vyznamné
vy$si funkéni a metabolickou zatézi myokardu LK a septa oproti zbytku srdce, nicméné

konkrétni dikazy podporujici tuto hypotézu chybi. Patologicky obraz chronické ANT
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kardiotoxicity je do znatné miry charakteristicky a zahrnuje soubor zmén Citajici
vakuolarni degeneraci kardiomyocytli, desorganizaci a postupnou ztratu myofibril,
morfologické zmény mitochondrii, které vedou az k zaniku kardiomyocytii a jejich

postupnou nahradou vazivovou tkani (Berry a Jorden 2005; Billingham a kol. 1978).

1.2.3 RIZIKOVE FAKTORY ROZVOJE CHRONICKE ANTRACYKLINOVE KARDIOTOXICITY
Nejvyznamnéj$im rizikovym faktorem rozvoje chronické ANT kardiotoxicity je
jednoznacné celkova podana kumulativni davka ANT (jednotlivé latky se mezi sebou lisi,
obecné se hovoti o ekvivalentu davky DOX). Maximalni ,,bezpecna™ kumulativni davka
byla stanovena zpo&atku empiricky na hodnotu 550 mg/m” pro DOX (von Hoff a kol.
1979). AvsSak retrospektivni analyzy v poslednim desetileti ukazaly, ze plvodné
predpokladana 5% incidence srdedniho selhdni se pohybuje jiz mezi 400 - 450 mg/m’
DOX. Pfi kumulativni dédvce nad 550 mg/m” se jiz méni linedrni pribéh zavislosti na
exponencialni a pii davce prekracujici 700 mg/m? dosahuje incidence srde¢niho selhani az
48 % (Ewer a Benjamin 2006; Swain a Vici 2004). Takto vyrazny posun v chapani rizika
kardiotoxicity byl dan mohutnym rozvojem neinvazivnich monitorovacich metod
v kardiologii a zvySenim dlrazu na podptirnou i naslednou 1écbu a dlouhodobé sledovani
onkologickych pacientll (Shankar a kol. 2008; Suter a Ewer 2013; Swain a Vici 2004).
Riziko rozvoje ANT kardiotoxicity také znatelné zvySuje ptitomnost dalSich
s dal$imi kardiotoxickymi latkami (napf. trastuzumab), vék pacienta (déti mladsi 3 let
a pacienti star$i 65 let vykazuji mnohem vétsi citlivost k rozvoji kardiotoxicity), Zenské
pohlavi, vrozené srdecni vady, celkové zvySené kardiovaskularni riziko a také vysoké
plazmatické hladiny cytostatika, zvIasté po bolusovém podani cytostatika ¢i pii zkraceném
davkovacim schématu (Ewer a Ewer 2010; Menna a kol. 2012; von Hoff a kol. 1979).
V posledni dob¢ se objevuji nové poznatky o vyznamu genetického polymorfizmu rtiznych

gent jako dal$iho rizikového faktoru (Blanco a kol. 2012; Visscher a kol. 2012).

1.2.4 MECHANIZMY VZNIKU CHRONICKE ANTRACYKLINOVE KARDIOTOXICITY

I pfes znacné usili, které bylo poslednich 40 let vénovano snaze popsat, vysvétlit
a pochopit mechanizmy vedouci k rozvoji chronické ANT kardiotoxicity, muzeme
v soucasnosti pouze konstatovat, ze se jednd o znacné¢ komplikovany a patrné

multifaktoridlni proces. Logickd syntéza vSech dosavadnich poznatkli do jednotného
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mechanizmu toxického cinku je velice obtiznd zejména pro heterogenitu uzitych modela

(Chen a kol. 2007; Minotti a kol. 2004; Siminek a kol. 2009; Stérba a kol. 2013).

1.2.4.1 POSKOZENI SRDCE VOLNYMI RADIKALY

Nejcastéji zminiovanym mechanizmem vzniku ANT kardiotoxicity je nadmérna
tvorba ROS za katalytické podpory iontd zeleza, tzv. ROS and iron hypothesis (Keizer
akol. 1990; Stérba a kol. 2013). Nadmérna tvorba ROS byla opakované popsana pii
experimentech in vitro (DeAtley a kol. 1999; Link a kol. 1996) a in vivo (Berthiaume a kol.
2005; Luo a kol. 1997). Hypotézu, ze ROS jsou zodpovédné za rozvoj kardiotoxicity,
podporuje 1 znama skutecnost, Ze srdce ma oproti ostatnim tkadnim relativné nizkou
schopnost antioxidacni obrany danou nizkym obsahem superoxiddismutdzy, katalazy
a glutathionperoxidazy (Levitt 1999).

Antracykliny umoZnuji tvorbu ROS prostfednictvim redoxni cyklizace
chinonového fragmentu na kruhu C. Tuto reakci mohou katalyzovat rtizné bunécné
enzymy ze skupiny oxidoreduktdz, zejména NADH:ubichinonreduktiza (komplex I
dychaciho tetézce) (Doroshow a Davies 1986), NAD(P)H-dependentni cytochrom P450
reduktdza endoplazmatického retikula (Bachur a kol. 1977), xantinoxiddza (Malisza
a Hasinoff 1995a; Pan a Bachur 1980) ¢i rGzné flavoproteiny. Jejich pisobenim dochézi ke
vzniku semichinonového radikalu, ktery nasledné reaguje s molekulou kysliku za vzniku
superoxidového radikalu (Wallace 2003). Superoxidovy radikal je okamzité preménén
superoxiddismutazou (nebo pomaleji 1 spontanni dismutaci) na peroxid vodiku, ktery je za
normdlnich podminek okamzité odstraiovan piisobenim kataldzy. Pokud neni peroxid
vodiku rychle eliminovan nebo je v jeho okoli dostupné zvySené mnozstvi volnych iont
Zeleza, mize dochazet ke vzniku vysoce reaktivnich hydroxylovych radikala (OH®)
prostfednictvim Haber-Weissovy (1) a Fentonovy reakce (2) (Obr. 2). Hydroxylové
ktera poSkozuje vSechny dostupné bunécné struktury - lipidy, proteiny 1 nukleové kyseliny

(Halliwell a Gutteridge 2007).

Fe3* + 0,7 o Fe?* + 0,

. Fe2+/Fe3+ .
H,0, + 0,- ——— 0,+ OH" + OH~ (1)
Fe?* + H,0, - Fe3* + OH" + OH~ (2)
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Obr. 2 Mechanizmus vzniku hydroxylovych radikali prostiednictvim redoxni cyklizace aglykonu
antracyklini. SOD - superoxiddismutaza, Fp - flavoproteinové enzymy, NAD(P)H - nikotinamid-
adenindinukleotid(fosfat).

Druhou cestou vzniku vysoce reaktivnich OH® je tvorba komplexu ANT
s zelezitymi ionty (ANT-Fe’"), které v in vivo podminkach vznikaji nejéast&ji v poméru 1:1
(Obr. 3). Zelezité ionty ve vzniklém komplexu velmi ochotné podstupuji redoxni cyklizaci
pusobenim flavoproteini nebo redukovaného glutathionu. Nésledna reakce s molekulami
kysliku nebo peroxidu vodiku vede ke vzniku superoxidovych, respektive hydroxylovych

radikaldl (Keizer a kol. 1990; Olson a kol. 1981; Stérba a kol. 2013).
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Obr. 3 Tvorba hydroxylovych radikali prostfednictvim komplexu ANT-Fe. Fp - flavoprotein,

GSH/GSSG - redukovana/oxidovana forma glutathionu.
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Za normalnich okolnosti je v buiikach dostupné pouze omezené mnozstvi volnych
(katalyticky aktivnich) iontl zeleza. Je ovSem znamo, ze nékteré patofyziologické déje
jako je oxidac¢ni stres nebo bunécnéd acidéza mohou vyznamné zvysit dostupnost téchto
forem zeleza zejména jeho uvolnénim z vnitrobunécnych zasobaren (feritinu) (Chevion
a kol. 1993). K navozeni téchto podminek samoziejm& mohou ptispét i samotné ANT (Xu
a kol. 2005). Sohledem na permanentni fyzickou zatéz a intenzivni energeticky
metabolismus spoléhajici se znacnou mérou pravé na tvorbu ATP oxidacni fosforylaci
muze byt myokard pomérné¢ snadnym cilem pro tkanové poSkozeni prostiednictvim ROS
(Liochev 1999). Antracykliny navozena tvorba ROS v kardiomyocytech spolu s cyklickym
charakterem tohoto d¢je miize snadno pfekonat omezenou antioxidacni kapacitu srdce
a zpusobit tak jeho vyznamné poSkozeni (Malisza a Hasinoff 1995b; Myers 1998).

Na rozvoji ANT navozeného oxidacniho stresu se mohou vyznamné podilet
i NADPH-oxidazy (NOX), jejichz vliv byl dobfe popsan pii fad¢ patologickych stavii
v kardiovaskularnim systému. V myokardu hraji nejvyznamnéjsi tlohu izoformy NOX2
a NOX4, které se 1isi v fad€ aspektl véetné lokalizace a své regulace (Nabeebaccus a kol.
2011). V kontextu ANT kardiotoxicity se jevi jako vyznamné prace Wojnowského a kol.
(2005) a Zhaa a kol. (2010) popisujici vyznamn¢ vyssi odolnost myokardu postradajiciho
ur¢itou formu NOX vuci toxicité¢ opakovaného podavani DOX u mysi.

Na poSkozeni kardiomyocyti vyvolané ANT se mohou kromé& ROS podilet
ireaktivni formy dusiku (RNS). Antracykliny mohou totiz indukovat tvorbu oxidu
dusnatého (NO) prostiednictvim zvysSené exprese a aktivity NO syntazy (NOS). Lokalné
vysoké koncentrace NO mohou vést kreakci se superoxidovym radikalem uvnitf
kardiomyocytd za vzniku vysoce reaktivniho peroxonitritu (ONOOQO") poskozujiciho

bunééné struktury (Fogli a kol. 2004; Pacher a kol. 2007).

1.2.4.2 AKTIVACE NRF2 KASKADY A MOZNY VZTAH K ANTRACYKLINOVE KARDIOTOXICITE
Oxidacni stres vyvolava v bufice 1 fadu protektivnich déjt, které vedou k obranné
odpovédi bunky. ZvySuje se napiiklad exprese fady antioxida¢nich a cytoprotektivnich
proteinli a enzymu. Tento d¢j je koordinovan prostiednictvim transkripéniho faktoru Nrf2 -
Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2. Za fyziologickych podminek je Nrf2 vazan
v cytoplazmé na KEAP protein (Kelch-like ECH-associated protein 1) a degradovan
ubikvitin-proteasomovym systémem. V pfitomnosti oxidacniho inzultu dochéazi k oxidaci
cysteinovych skupin KEAP, ¢imZ je Nrf2 uvolnén z vazby na tento protein a translokovan

do jadra, kde po vazbé na ARE (Antioxidant Response Elements) reguluje genovou expresi
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fady klicovych antioxidacnich a cytoprotektivnich molekul. Vedle toho dochézi téz
k indukci exprese transportnich molekul zrodiny MDR transportéri a dalSich
protektivnich mechanizm, které umoziuji odstranit z bunky potencidlné nebezpecné latky
(Obr. 4) (Baird a Dinkova-Kostova 2011).

Aktivace Nrf2 kaskddy by mohla byt G¢innou ochranou myokardu pired ANT
navozenym oxidacnim stresem a poskozenim, zatimco nedostate¢na regulace této kaskady
by mohla vyznamné piispét k orgdnovému poskozeni. Piestoze se z dnesniho pohledu
jedna o klicovy mechanizmus, nejsou v soucasné dob¢ k dispozici zadné relevantni
informace tykajici se mozného ovlivnéni Nrf2 signalni kaskady ANT. Je také znamo, Ze
Nrf2 kaskddu lze téz indukovat farmakologicky pomoci tzv. nepiimych antioxidanti
(diskutovany rozsahleji v sekci 3.4.). Jejich ucinek je vysvétlovan produkei mirného
oxidacniho inzultu, ktery pozvolna indukuje Nrf2 signalni kaskadu a stimuluje buiiku ke
zvySené produkci antioxidacnich a cytoprotektivnich komponent. Ani v této oblasti neni
k dispozici dostatek informaci a tak je potencidlni terapeutické vyuziti této strategie pro

kardioprotekci nejasné.

ROS Nrf2 cilové geny:
! ? ? . MnSOD
. CuZnSOD
NQO1
HO-1
GLC
GPx
GR
GST
MDR transportéry
enzymy 2. faze

— biotransformace

u

Bes transkripce
“ cilovych gen

Obr. 4 Schéma regulace antioxida¢nich a cytoprotektivnich mechanizmi pomoci Nrf2 signalni
kaskady. Nrf2 - nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2, ROS - reaktivni formy kysliku, ARE -
antioxidant response element, Keapl - Kelch-like ECH-associated protein 1, Ub - ubikvitin, SOD -
superoxiddismutaza, NQO1 - NAD(P)H:chinonoxidoreduktaza 1, HO1 - hemoxygenaza 1, GLCs - rodina vy-
glutamylcysteinligazy, GPx - glutationperoxiddza, GR - glutationreduktdza, GST - glutation-S-transferaza,
MDR - rodina multiple drug resistence protein. Upraveno podle Baird a Dinkova-Kostova (2011).

1.2.4.3 POSKOZENI MITOCHONDRII ANTRACYKLINY
V soucasné dobé¢ se predpokladd, ze mitochondrie piedstavuji jeden z hlavnich cila

toxického piisobeni ANT (Simiinek a kol. 2009; Wallace 2007). Opakované byla totiz
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popsana vyznamna afinita ANT ke kardiolipinu, ktery je hlavni soucasti vnitini
mitochondridlni membrany (Goormaghtigh a kol. 1986, 1990). Mitochondrie ale
predstavuji také vyznamny zdroj volnych radikali za normalnich 1 patologickych
podminek, pficemz u ANT se mohou vyznamné uplatnovat pii katalyze redoxni cyklizace
(Pollakis a kol. 1984). Jako hlavni zdroj volnych radikald po expozici ANT je povazovan
komplex I dychaciho fetézce - NADH:ubichinonreduktdza (Doroshow a Davies 1986;
Doroshow 1983; Wallace 2003). Nasledné studie ukdzaly, ze ANT mohou interagovat
1 s ostatnimi komponenty dychaciho fetézce a inhibovat tak oxidacni fosforylaci a snizovat
celkovou produkci energie dychacim fetézcem (Goormaghtigh a kol. 1986; Solaini a kol.
1985; Wallace 2007). Poskozeny mohou byt i mitochondridlni pfenaSee pro
makroenergetické fosfaty (Cheneval a kol. 1983) ¢i ovlivnéna exprese a funkce
mitochondrialni kreatinkindzy (Miura a kol. 1994; Tokarska-Schlattner a kol. 2006, 2007),
jez zarutuje efektivni a konstantni zasobovani kardiomyocytd energii. Rada autort
popisuje poruchu mitochondridlni homeostazy vapniku piisobenim ANT nebo jejich
metabolitd a naslednou akumulaci Ca®" v mitochondrialni matrix vyvolavajici otevieni
poru regulujiciho propustnost vnitini mitochondrialni membrany (MPTP, mitochondrial
permeability transition pore) (Sokolove a Shinaberry 1988; Solem a Wallace 1993; Solem
a kol. 1994; Wallace 2007). Nasledkem je insuficience dychaciho fetézce a ztrata celkové
mitochondrialni integrity a funkce (Wallace 2007). V posledni dobé& se objevily také studie
popisujici poSkozeni mitochondridlni DNA u¢inkem ANT. Mitochondridlni DNA je
pomérné nachylna k oxidacnimu poskozeni a k mutacim, které z €asti t€Z mohou souviset
s oxidacnim stresem (Lagouge a Larsson 2013). Lebrecht a kol. (2003, 2005) popsali
indukci specifickych dele¢nich mutaci v mitochondridlni DNA (tzv. common deletions)
v myokardu po opakované podani ANT, coZ bylo spojeno se selektivnim porusenim
exprese mitochondrialné kédovanych podjednotek dychaciho fetézce. Tento d¢j by mohl
vést k poruseni tvorby ATP a sekundarné téz k dalSimu nartstu tvorby ROS v disledku
dysfunkce dychaciho ftetézce (Lebrecht a Walker 2007; Lebrecht a kol. 2003, 2005;
Thompson a kol. 2010; Wallace 2007).

1.2.4.4 MITOCHONDRIALNI BIOGENEZE A JEJI MOZNY VZTAH K ANTRACYKLINOVE
KARDIOTOXICITE

Na rozdil od piedeslych let je souCasny pohled na strukturu a funkci mitochondrii
vyrazné méné staticky a naopak se u mitochondrii zdiraziiuje jejich plasticita, ktera

umoznuje této organele adaptaci na fyziologickou i patologickou zatéz (Piquereau a kol.
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2013; Ventura-Clapier a kol. 2011). Poskozeni mitochondrii, nedostatek ATP
a mitochondridlni stress za normalnich okolnosti vedou k aktivaci endogenni protektivni
kaskady mitochondrialni biogeneze, ktera umoznuje buiice reagovat na vzniklou
nedostatecnost mitochondrialni struktury nebo funkce. Klicovym koordinatorem tohoto
déje je molekula PGCla (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
1-a). PGCla funguje jako transkripéni (ko)aktivator, ktery spolu s ERR (estrogen-related
receptors) a PPARa/S (peroxisome proliferator-activated receptor-o/d) reguluje expresi
mitochondrialnich proteini. Z hlediska exprese podjednotek dychaciho ftetézce hraji
zasadni roli nuklearni respiracni faktory 1 a 2 (NRF 1 a 2) a mitochondridlni transkripcni
faktor A (TFAM), které koordinuji expresi podjednotek kodovanych mitochondridlnim
a nukledrnim genomem, jakoz i replikaci mitochondridlni DNA (Obr. 5) (Ventura-Clapier
a kol. 2008). PGCla se také podili na regulaci mitochondridlni dynamiky (proces
mitochondrialniho déleni a fuze), kterd ma nezanedbatelny vyznam v dospélém srdci za
patologickych podminek jako je ischemicko-repefuzni poskozeni nebo srde¢ni selhani
(Piquereau a kol. 2013). S ohledem na vySe zdokumentovanou toxicitu ANT vuci
mitochondriim je velmi pravdépodobné, Ze by mitochondridlni biogeneze mohla hrat
dilezitou roli v rozvoji toxicity a pfipadné v obrané pied ni. Piekvapivé je vSak o tloze
mitochondrialni biogeneze a PGCla v rozvoji ANT kardiotoxicity znamo jen velmi malo
informaci. Omezené informace jsou dostupné jen u akutni ANT kardiotoxicity vyvolané
podanim supraterapeutickych dévek, nicméné vztah ke klinicky relevantnim forméam

kardiotoxicity zlistdva nejasny (Marechal a kol. 2011; Miyagawa a kol. 2010).

1.2.4.5 PORUCHA HOMEOSTAZY VAPNIKU V KARDIOMYOCYTECH

Antracykliny a jejich metabolity maji ambivalentni vliv na uvolnéni Ca*" ze
sarkoplazmatického retikula v zévislosti na pouzité davce (Boucek a kol. 1999; Maeda a
kol. 2000; Olson a kol. 2000; Pessah a kol. 1990). Opakované podavani ANT ma za
nasledek snizeni exprese fady kliCovych molekul pro hospodafeni s vapnikem
v kardiomyocytech, jako napt. ryanodinovy receptor (Gambliel a kol. 2002) ¢i SERCA2a

(Arai a kol. 1998). SniZena byla téZ exprese 1 funkce kalsekvestrin, ktery fidi uskladnéni
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Obr. 5 Kaskada mitochondrialni biogeneze fizena PGCla a koordinace podjednotek dychaciho ietézce.
PGCla - PPAR-y koaktivator 1a, NRFs - nuklearni respira¢ni faktory 1 a 2, Tfam - mitochondrialni
transkripcni faktor A, nDNA - nuklearni DNA, mtDNA - mitochondridlni DNA, OXHPOS - systém oxida¢ni
fosforylace. Upraveno podle Hood a kol.(2003) a Ventura-Clapier a kol. (2008).

auvolnéni iontd Ca*" v lumen sarkoplazmatického retikula (Park a kol. 2005). T&mito
a dal§imi mechanizmy muze dojit k pretizeni kardiomyocyti vapnikem (tzv. calcium
overload). 1 tento stav vede k poruSe mitochondridlni funkce, integrity a nedostate¢né
tvorbé ATP. Zvyiené intracelularni koncentrace Ca*" maji také za nasledek aktivaci
kalcium dependentnich kindz, fosfolipdz a proteaz (Tokarska-Schlattner a kol. 2006;
Wallace 2007). Z kardiotoxického hlediska je nejvyznamnéjsi aktivace proteazy kalpainu
(Jang a kol. 2004; Lim a kol. 2004; Singh a kol. 2004), ktera Stépi cytoskeletarni
a myofilamentarni proteiny (napf. desmin, titin nebo troponin T a I) a v dasledku miize
vést k systolické a diastolické dysfunkci a progresi kardiomyopatie (Barta a kol. 2005;
Jang a kol. 2004). Aktivace kalpainu muze taktéz hrat roli v indukci apoptdzy, protoze
Stépi jak molekulu Bid, dulezitou soucast mitochondridlni apoptotické cesty, tak i pro-
kaspazu 12 spoustéjici apoptotickou cestu fizenou sarkoplazmatickym retikulem (Jang
a kol. 2004). Stale ovSem neni ziejmé, jestli vySe uvedené zmeny jsou piicinou chronické

ANT kardiotoxicity, nebo jen nasledkem.
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1.2.4.6 POSKOZENI MYOKARDU ALKOHOLOVYMI METABOLITY ANTRACYKLINU

Alkoholové metabolity ANT vznikaji pasobeni karbonylreduktdz 1 uvnitf
kardiomyocytt, kde jejich koncentrace zna¢né prevysuji plazmatické (Menna a kol. 2012).
Oproti parentnim latkdm tyto metabolity mnohem vice ovliviiuji aktivitu sarkolemalnich
kalciovych transportérii (SERCA2a a Na'/Ca>" vyménik), a tim i vyslednou homeostizu
Ca®" jontd (Menna a kol. 2012; Olson a kol. 2000). Genetickd manipulace exprese
karbonylreduktazy méla vyznamny vliv na akutni ANT kardiotoxicitu navozenou
supraterapeutickymi davkami ANT (Forrest a kol. 2000; Olson a kol. 2003). N¢kteti autofi
prikladaji tvorbé hydroxylovanych metabolitl a jejich retenci v kardiomyocytech zasadni
vyznam, ale jejich uloha v rozvoji chronickych forem kardiotoxicity je stale jesté¢ malo

prostudovand (Menna a kol. 2012).

1.2.4.7 OVLIVNENI TOPOIZOMERAZY Il ANTRACYKLINY

ANT patii mezi tzv. topoizomerazové jedy. V bunkach obratlovel se vyskytuji dvé
izoformy Top2, jejichz koncentrace se v prubéhu bunééného cyklu méni. V proliferujicich
buikach (tedy i nadorovych) je znacné zvySena exprese o izoformy (Top2a), kterd je
nezbytnd pro replikaci DNA a také pro rozdéleni sesterskych chromatid ve fazi mitdzy
(Capranico a kol. 1992; Wang 2002; Watanabe a kol. 1994). Protinadorové ucinky ANT se
vysvétluji pasobenim ANT na Top2a s naslednou inhibici replikace bun¢k a také kumulaci
dvojitych zlomi v DNA a aktivaci apoptozy. V kardiomyocytech a dalSich terminalné
diferencovanych buiikéach je vSak tato izoforma piitomna pouze ve velmi malém mnozstvi,
protoze jeji exprese se prechodem do Gy faze a diferenciaci dramaticky sniZuje, proto
v téchto bunikéach je pfevazujici izoformou Top2p, jejiz exprese se v prubéhu bunécného
cyklu prakticky neméni (Deweese a Osheroff 2009). O ANT je znamo, zZe maji vyznamny
inhibi¢ni vliv na obé formy Top2 (Wang 2002), a proto neni vylouceno, Ze by inhibice
Top2B mohla mit vliv na rozvoj ANT kardiotoxicity. V posledni dobé se v literatufe
objevily spekulace (Hasinoff a Herman 2007) nésledné¢ doplnéné o experimentalni data
(Lyu a kol. 2007; Zhang a kol. 2012) o tom, Ze by prave interakce ANT s Top2f izoformou
anaslednou kumulaci dvojitych zlomti DNA v kardiomyocytech mohla byt pfi¢inou

kardiotoxicity ANT.

1.2.4.8 INDUKCE PROGRAMOVANE BUNECNE SMRTI
Vznik  chronické ANT kardiotoxicity byl dlouhou dobu spojovan

s neprogramovanou bunécénou smrti, ale v posledni dobé byla publikovana tada praci
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0 vyznamu programované bunécné smrti. Pouzitim terapeuticky relevantnich koncentraci
ANT na riznych in vitro a in vivo modelech byla pozorovana aktivace apoptdzy jak
prostiednictvim vnéjsi (Popelova a kol. 2009; Ueno a kol. 2006; Yamaoka a kol. 2000), tak
1 vnitini (mitochondrialni) cesty (Chen a kol. 2007; Nakamura a kol. 2000; Popelova a kol.
2009; Sawyer a kol. 1999; Wallace 2003, 2007). V nékterych studiich byla pozorovana
souvislost mezi ANT indukovanou apoptdzou a stresem sarkoplazmatického retikula (Jang
a kol. 2004; Popelova a kol. 2009; Szegezdi a kol. 2003). Nicméné skuteCny vyznam
apoptozy pro rozvoj chronickych forem ANT kardiotoxicity zistdva nejasny a jesté méné

informaci je dostupnych k roli druhého typu programované bunécné smrti — autofagie.

1.2.4.9 DALSI DISKUTOVANE MECHANIZMY

Rozvoj ANT kardiotoxicity byl téz spojovan s uvolnénim cytokinti (TNFa, IL-2)
z infiltrujicich bun¢k (Pai a Nahata 2000) a histaminu z Zirnych bunék (Decorti a kol.
1997; Klugmann a kol. 1986). Byly popsdny cetné interakce ANT s vegetativnim
nervovym systémem (GerSl a kol. 1996; Hoyano a kol. 1996; Nagami a kol. 1997,
Nousiainen a kol. 2001; Sasaki a kol. 2010; Temma a kol. 1992). V posledni dobé¢ se
objevuji poznatky, ze ANT kardiotoxicita by mohla souviset s dysregulaci ubikvitin-
proteasomového systému (Ranek a Wang 2009). Jini autofi predpokladaji, Ze expozice
ANT ovliviiuje expresi tady kli¢ovych sarkomeralni proteinti, a to prostfednictvim
transkripénich faktort GATA 4 (GATA vazajiciho proteinu 4) a CARP (cardiac ankyrin
repeated protein) (Boucek a kol. 1999; Chen a kol. 2012; Ito a kol. 1990; Jeyaseelan a kol.
1997). Zitady studii vyplyva, ze ANT mohou komplexné¢ zasahovat do bunécného
metabolismu a homeostazy iontl zeleza. Na kolik jsou vSak tyto déje vyznamné pro rozvoj

kardiotoxicity vSak zlistdva zatim nejasné (Xu a kol. 2005).

1.3 Moznosti ochrany myokardu pred antracyklinovou kardiotoxicitou
Antracyklinova kardiotoxicita podle vSech poznatkl je ireverzibilnim procesem
a v pfipadé plného rozvoje je spojovana s velmi Spatnou dlouhodobou prognézou. Protoze
moderni onkologicka 1écba (s pfispénim ANT) dosahuje vynikajicich vysledkl
dlouhodobého preziti, do poptedi stale vice vystupuje zdjem o predchazeni i subklinického
poskozeni myokardu, kter¢é milze zvysit riziko kardiovaskularnich komplikaci
v budoucnosti. Tato kapitola popisuje moznosti omezeni toxicity ANT zaméfené zejména

na kontrolu rizikovych faktori pro vznik ANT kardiotoxicity, ale vyzkum se zamé&fil 1 na
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vyvoj novych ANT derivatl s omezenou kardiotoxicitou a na farmakologické moznosti

kardioprotekce.

1.3.1 OMEZENi KUMULATIVNI DAVKY A DALSICH RIZIKOVYCH FAKTORU

Nejvyznamnéj§im rizikovym faktorem rozvoje chronickych forem ANT
kardiotoxicity je celkové dosazena (celozivotni) kumulativni davka. Jeji omezeni na méné
nez 300 mg/m”> DOX miiZe u pacientd bez dal§iho kardiovaskularniho rizika vést k snizeni
rizika rozvoje klinicky manifestovaného srde¢niho poskozeni pod akceptovatelnou hranici
2 %. Nicméné soucasny pohled na tuto problematiku upozoriiuje, Ze neexistuje Zadna
,bezpecnd®™ kumulativni davka ANT a kazdé podani ANT predstavuje riziko (Menna a kol.
2012). Omezeni celkové kumulativni davky také miize znamenat snizenou odpoveéd
nadoru na terapii (Suter a Ewer 2013).

Dal$im rizikovym faktorem jsou vysoké maximalni plazmatické koncentrace ANT
(cmax), Zejména po podani bolusové davky. Nizsi riziko kardiotoxicity bylo prokazano pfi
podani ANT kontinualni 12 - 24 hodinovou infuzi dospélym pacientim (van Dalen a kol.
2006), nicméné¢ u deti nebyl piinos dlouhodobych kontinualnich infuzi (6 - 48 hodin)
prokazan (Lipshultz a kol. 2010).

1.3.2 POUZITi ANTRACYKLINOVYCH DERIVATU S NIZS{ KARDIOTOXICITOU

Do soucasné doby bylo pfipraveno vice nez 2000 novych derivati ANT antibiotik,
na 600 znich bylo dale studovano s vidinou mozného zavedeni do praxe se snahou
dosdhnout pfinejmensim stejné protinddorové ucinnosti jako u DOX, pfi soucasné nizsi
kardiotoxicité. Tato ocekavani se bohuzel naplnila pouze castecné¢ ve formé¢ EPI a IDA
(Piekarski a Jelinska 2013). A ackoli jsou cCasto oznaCované jako derivaty s nizsi
kardiotoxicitou (zvlasté EPI), 1 u nich bylo jak v preklinickych, tak i v klinickych studiich
jasné prokézano riziko rozvoje kardiotoxicity. Pti uziti kumulativnich davek zajiStujici
shodnou odpovéd’ nadorového onemocnéni se riziko kardiotoxicity jevi byt obdobné jako

4

a Desai 2010; Ewer a Ewer 2010; van Dalen a kol. 2010).

1.3.3 POUZITI TERAPEUTICKYCH SYSTEMU S CILENOU DISTRIBUCi LECIVA

Jednou z dalSich moZnosti omezeni ANT kardiotoxicity je snaha o cilenou
distribuci ANT do nadorové tkané. Tak zvand pasivni cilena distribuce je zaloZena na
principu vys$i propustnosti kapildr vyzivujicich nddor pfi soucasné¢ snizené lymfatické

drendzi. Uvedena strategie umoziuje dosahovat mnohonasobné vyssich koncentraci ¢astic
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s vyssi molekulovou hmotnosti v nddorové tkani nez v ostatnich tkanich. Do klinické praxe
se tak dostaly piipravky s obsahem liposomaln¢ enkapsulovaného DOX (Myocet;
v pegylované¢ formé Caelyx, Doxil), tak 1 DAU (DaunoXome). V porovnani s parentni
latkou, vykazuji liposomalni formulace ziejmé nizSi vyskyt nespecifickych (nauzea,
zvraceni) 1 specifickych nezadoucich ucinkl, jako je chronicka kardiotoxicita, pii
zachovani protinadorové odpovédi (Airoldi a kol. 2011; Batist a kol. 2001; Leonard a kol.
2009; O’Brien a kol. 2004). Naopak pouziti pegylovanych forem liposomalnich ANT je
spojeno s vyskytem specifickych nezadoucich uc€inkt jako je palmo-plantarni syndrom
(paleni pokozky dlani a plosek nohou provazené erytémem, otoky a odlupovanim
pokozky) u téméf poloviny pacientd (Leonard a kol. 2009). Jinou moznosti pasivni cilené
distribuce je konjugace DOX s biopolymerem (Seymour a kol. 2009; Sirova a kol. 2013) ¢i
albuminem (Kratz a Elsadek 2012; Unger a kol. 2007). Vyuziti aktivni distribuce 1é¢iva
pomoci specifického ligandu nebo protilatky (Elbayoumi a Torchilin 2009) je stale jeste ve
stadiu vyvoje. Sir§imu uplatnéni terapeutickych systémi s cilenou distribuci v klinické
praxi vSak kromé& omezeného mnozstvi dostupnych informaci brani také podstatné vyssi

cena.

1.4 Farmakologicka kardioprotekce antracyklinové kardiotoxicity

Vedle vyse diskutovanych moznosti, jak omezit rizika rozvoje ANT kardiotoxicity,
predstavuje moznost farmakologické kardioprotekce velmi zajimavou a intenzivné
studovanou oblast vyzkumu, ktera jiz pfinesla lé¢iva schopna u¢inn€ ochranit myokard pfi

zachovanti jejich vynikajicich protinddorovych Gc¢inki.

1.4.1 DEXRAZOXAN

Dexrazoxan (ICRF-187; DEX) ptfedstavuje doposud jediné 1é¢ivo, u které¢ho byl
jasné popsan signifikantni a nezpochybnitelny kardioprotektivni ucinek proti ANT
kardiotoxicité jak pii pouZiti experimentalnich modeld, tak i1 rozsédhlych kontrolovanych
klinickych studiich.

Dexrazoxan je S (+)-enantiomer razoxanu (ICRF-159), nejvyznamnéjSiho zastupce
bisdioxopiperazinovych derivatd studovanych v 60. letech minulého stoleti jako
potencidlniho antineoplastika. Plvodnim zdmérem bylo vyvinout proléciva EDTA
pronikajici do nddorovych bunék. Predpokladalo se, Ze v intracelularnim prostoru se uvolni
vlastni chelatacné aktivni latka, kterd bude inhibovat rtist nadorovych bunc€k na zaklade

vyvazani kliCovych biogennich iontd (Creighton a Birnie 1969). Pozdé&ji byl mechanizmus
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protinddorového ucinku razoxanu a DEX wvysvétlen jejich schopnosti reverzibilné
inhibovat Top2, ¢imz zplsobuji zastaveni bunééného cyklu nadorovych bunék v Go/M fazi
a nasledné tak indukuji apoptotickou smrt bunky, aniz by vyznamné ovliviiovaly bunécny
cyklus nenadorovych bunc¢k (Hellmann a Rhomberg 2010). Razoxan vykazoval slibné
protinadorové ucinky a jeho ucinek byl hodnocen v mnoha klinickych studiich (Poster
akol. 1980). Jeho nejvétsi nevyhodou byla jeho velmi Spatnd rozpustnost ve vode¢.
Z tohoto diivodu mohl byt podavan pouze peroralné, kde vSak vykazoval jen omezenou
biologickou dostupnost. Proto se pozornost piesunula od studia racemické smési na jeho
pravotoCivy enantiomer — DEX, u kterého se udava az 5x lep$i rozpustnost ve vodé
umoziujici intravenozni podani. Jeho kardioprotektivni t€¢inek byl pozorovan nahodné
béhem preklinického vyvoje pfi studiu jeho protinddorového ucinku v kombinaci s ANT
a doposud je jedinym lécivem schvalenym pro prevenci ANT kardiotoxicity (Cvetkovi¢

a Scott 2005; Hellmann a Rhomberg 2010).

1.4.1.1 FARMAKOKINETIKA DEXRAZOXANU

Po i.v. podani DEX vykazuje velmi rychlou tkanovou distribuci do vétSiny organi
kromé mozku a varlat, dobfe pronikd buné¢nymi membranami a distribuuje se do celkové
télesné vody (Vdss = 1,1 1/kg). Nejvyssich koncentraci je dosaZeno v jatrech, ledvinach
asrdci 2 - 4 hodin po podini. DEX je metabolizovan uvnitf bunék pomoci
dihydropyrimidin-aminohydrolazy a dihydroorotazy, které dvoufazové hydrolyticky Stépi
pyrimidinové kruhy parentni latky za vzniku metabolitu ADR-925 s otevienou strukturou
(viz dale). Stépeni DEX je také mozné i prostfednictvim neenzymatické hydrolyzy
(Schroeder a kol. 2002). Pokles plazmatickych koncentraci DEX probiha ve dvou fazich
s biologickym poloCasem tip, = 15 minut, tipp = 140 minut. Exkrece parentni latky
1 metabolitll neni zavisla na vé€ku a probiha v nejvétsi mife pomoci ledvin (48 %), a proto
je nutnd redukce davek u pacientl s rendlnim selhanim (Cvetkovi¢ a Scott 2005; Wiseman
a Spencer 1998). V pribcéhu preklinického i klinického hodnoceni nebyla pozorovana
7zadna vyznamnd farmakokinetickd interakce mezi DEX a ANT (Basser a kol. 1994;

Hochster a kol. 1992; Minotti a kol. 2004).

1.4.1.2 MECHANIZMUS KARDIOPROTEKTIVNIHO UCINKU DEXRAZOXANU
Mechanizmus kardioprotektivniho ucinku dexrazoxanu neni doposud ptesné

vysvétlen. VEtSina literatury ho spojuje s ochranou pred oxida¢nim stresem, avSak nékteré
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novéjsi teorie praci naznacuji moznost uplatnéni zcela odliSnych mechanizmi, jako

napf. inhibice Top2 (Hasinoff a Herman 2007).

1.4.1.3 CHELATACE IONTU ZELEZA AKTIVNIM METABOLITEM DEXRAZOXANU

Doposud nejcastéji uvadénd teorie kardioprotektivniho ucinku je zaloZena na
konceptu DEX jako proléciva. DEX totiz mize byt uvniti kardiomyocytl metabolizovan
pfes meziprodukty B a C na aktivni metabolit ADR-925 (Obr. 6), ktery je chemickou
strukturou velmi podobny EDTA. ADR-925 mé vSak oproti EDTA mensi schopnost
chelatovat Fe** (asociatni konstanta 10'° vs. 10" M™) i Fe’" ionty (asociatni konstanta
10" vs. 10 M™). Nicméné byla popsana schopnost ADR-925 rychle chelatovat volné
ionty zeleza v bunice a hlavné odnimat tyto ionty z komplexu s ANT. Predpoklada se, ze
timto mechanizmem by m¢l aktivni metabolit DEX vyznamné omezovat produkci ROS
navozenou ANT a chrénit tak pfed ANT kardiotoxicitou (Buss a Hasinoff 1993; Cvetkovi¢
a Scott 2005; Hasinoff a Herman 2007; Malisza a Hasinoff 1996), vcetné¢ poskozeni
mitochondrialni DNA a nasledné mitochondrialni dysfunkci (Lebrecht a kol. 2007).

Na druhou stranu podobnost chemické struktury ADR-925 s EDTA s sebou nese
nizkou selektivitu chelata¢niho u€inku a vyznamnou redoxni aktivitu komplexu ADR-925
se zelezem (Thomas a kol. 1993), coz mlze spolu s vysledky ze studii kardioprotektivnich
u¢inki selektivnich chelatorti Zeleza (Siminek a kol. 2009; Stérba a kol. 2013) hovoit

spisSe proti vyse diskutované hypotéze.

o] B
0] dexrazoxan " N N~>7 /—COOH
— — N
N le/—{w d ud \conm, ADR-925
2 / HOOC—
0 H,C F{ — o N /—COOH
0 N\ HNOC—/ N
y — HC  \—CONH,
H,NOC N N
H,C
c 0

Obr. 6 Chemicka struktura dexrazoxanu a jeho hydrolyza na aktivni metabolit ADR-925.
B, C - hydrolytické meziprodukty vzniklé otevienim jednoho cyklu.
1.4.1.4 REVERZIBILNI INHIBICE TOPOIZOMERAZY I1

Dexrazoxan, stejné tak jako fada zastupct skupiny bisdioxopiperazinii patii mezi
tzv. ,katalytické* inhibitory Top2. DEX se reverzibilné¢ véaze na enzym v blizkosti
vazebného mista pro ATP, blokuje jeho hydrolyzu a zastavuje tak katalyticky cyklus Top2.

V tomto stavu mé& molekula Top2 uzavienou horni ,N-branu®, zatimco spodni ,,DNA-
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brana“ obsahuje jesté nerozstépena vldkna DNA (Obr. 7). SniZeni aktivity Top2 poté vede
k zastaveni bunécné replikace a nasledné k potlaceni nadorového rastu, avSak na rozdil od
ANT a ostatnich topoizomerasovych jedl pasobenim DEX nedochdzi ke kumulaci

dvojitych zlomii v DNA (Andoh a Ishida 1998; Classen a kol. 2003; Tanabe a kol. 1991).

ICRF-187

l

et e )
t

O
) .L.-;ﬂll'i.'-“t ik
S

——

G-segment * ATP

—
Obr. 7 Schématicky nakres inhibi¢niho piisobeni dexrazoxanu (ICRF-187) na molekulu topoizomerazy

IIp. T-segment - ,transportni“ segment DNA vazajici se na ,,N-branu“, G-segment - $tépena ¢ast DNA
v ,,ATP-brané¢*“. Pievzato z Classen a kol. (2003).

1.4.1.5 HODNOCENI KARDIOPROTEKTIVNIHO UCINKU DEXRAZOXANU
V EXPERIMENTALNICH PODMINKACH

Z velkého mnozstvi experimentdlnich in vitro praci jsou pro studium
kardioprotektivnich mechanizmii pfinosné zejména studie provedené na izolovanych
kardiomyocytech s uzitim klinicky relevantnich koncentraci ANT. Napi. Sawyer a kol.
(1999) ukézali na dospélych potkanich kardiomyocytech, ze preinkubaci bunék s DEX je
mozné piedejit oxida¢nimu stresu, poSkozeni mitochondrii a programované bunééné smrti
navozenych klinicky relevantnimi davkami DOX (0,1 - 2 umol/l). Naopak pii podéani
supraterapeutické davky DOX (> 10 umol/lI) neméla jiz preinkubace s DEX Zadny efekt na
ochranu pfed nekrotickou bunéénou smrti. Také Hasinoff a kol. (2003) pozorovali stejny
protektivni ucinek preinkubace DEX na izolovanych neonatilnich kardiomyocytech
vystavenych piisobeni DOX. Stejnd skupina nicméné prokézala, ze preinkubace bunék
s ADR-925 (aktivnim metabolitem DEX) neni schopna navodit stejny ¢i podobny uc¢inek
jako DEX, coz bylo vysvétlovano nizkou lipofilitou metabolitu a tudiZ omezenou penetraci
do intracelularniho prostoru (Hasinoff a kol. 2003).

VéEtsi vyznam pii hodnoceni kardioprotektivniho G¢inku DEX ma uziti in vivo
experimentalnich modeld, které umoznuji opakované podani ANT a komplexni studium
rozvoje poskozeni myokardu za obdobnych podminek jako v klinické praxi. Prvni prace
z této oblasti byla publikovana jiz koncem 70. let minulé¢ho stoleti (Herman a kol. 1979)

tykajici se ¢aste¢ného omezeni akutni toxicity ANT. Stejna skupina déle publikovala fadu
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praci vyuzivajici jak zdrava zvifata (mys, potkan, kiecek, kralik, pes a miniprase), tak
1 zvifata se zvySenym kardiovaskularnim rizikem jako jsou spontanné hypertenzni potkani
(ptehled vybranych studii vizTab. 1) (Herman a Ferrans 1998). Tyto studie zcela jasné
dokumentuji kardioprotektivni potencial DEX, ktery je zfejmy ze vSech hodnocenych
parametrl - od pfeziti pokusnych zvitat, funkéni parametry srdce, histopatologicky nalez
az po koncentrace biomarkert srde¢niho poskozeni. Ze vSech dostupnych informaci se zda,
ze protektivni ucinek je dlouhodoby a ze se tedy nejednd pouze o zpomaleni ¢i docasné
odsunuti rozvoje srdecniho poskozeni (Herman a kol. 1988c). Bylo téz zjisténo, ze DEX
vykazuje tim vétsi kardioprotektivni U€inky, ¢im bezprostiednéji je podan pred ANT
(optimalné 30 minut pfedem nebo soucasné s aplikaci ANT). Pozd¢jsi podani dexrazoxanu

po aplikaci vede k sniZzeni protektivniho u¢inku (Herman a Ferrans 1993).

Tab. 1 Pi‘ehled vybranych studii hodnoticich kardioprotektivni i¢inek dexrazoxanu na tirovni in vivo.

Species ANT s‘:‘::‘(am';‘/’lf;"i s‘:‘é;'(am';‘/’lf;"i Studie
Mys /S(F))Ix " qga:):ggry 30 Ji'?rgg‘}\m Alderton a kol. 1992
Potkan DOX 3 i'sv'a’ ;I?kzj,”y‘ 60 mﬁg;p‘;;" ANT Kvétina a kol. 1997
Potkan DAU 25 é‘;;)l::azd”y' %0 mfnoi)’;r'ga' ANT Cusack a kol. 2006
SHR DOX E ’1; a ::I‘Ikt:g:’y %0 mizns;;);g - ANT Herman a kol. 1988a
SHR EPI 15 1"2";;”’;:;?”"' %0 m?no;J’F'g L ANT Dardir a kol. 1989
Kralik DAU 3.2 i"’é’ ;;"f;;tyd”y’ 1320'5:11?:[:3225/;:\:\1? Herman a kol. 1981
Kralik DAU 3.2 i"’é‘ ;;“T(Z;Wd”y‘ %0 mizns;p’;r'g L ANT Herman a Ferrans 1993
Kralik DAU 3 ’1 ;‘ a:D)l(ll(t:g?y %0 m?no;p’;r‘ga’ ANT Simutnek a kol. 2004
Miniprase DOX 16 i'vé' ;:“iz;tydny, 30 n':iiysp;FgZ.ANT Herman a Ferrans 1983
Pes DOX 175, i‘\;’a1p)l(ilf:c? tydny, %0 mlznsplr;/d ANT Herman a kol. 1985
Pes DOX 175 ’;‘g‘s:oxéznaﬂtyd”y' 15 m|2nsp:’;/d ANT Herman a kol. 1988¢

1.4.1.6 HODNOCENI KARDIOPROTEKTIVNIHO UCINKU V KLINICKYCH STUDIICH

Vyznamny kardioprotektivni €¢inek DEX vii¢i chronické ANT kardiotoxicité byl
za poslednich 20 let dokumentovan celkem 18 rozsdhlymi klinickymi studiemi (Tab. 2), ve
kterych nebyl zaznamenan zadny signifikantni rozdil v kardioprotektivni odpovédi mezi
détmi a dospélymi, mezi jednotlivymi derivaty ANT nebo schématy podani. Podani DEX
spolu s ANT signifikantné zabranilo rozvoji srde¢ni dysfunkce (echokardiograficky

hodnocené frakéni zkraceni ¢i ejekéni frakce), zméndm na EKG zaznamu
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a kardiovaskularni mortalité. Zaroven kombinace s DEX umoznila pouziti vysSich
kumulativnich davek ANT bez zvySeni kardiovaskularnich rizik, coz se napft. u pacientek
s pokroc¢ilym nadorem prsu projevilo lepsi odpovédi na protinddorovou 1écbu (Speyer
a kol. 1992). Ze studie Elbla a kol. (2006) je patrna schopnost DEX chranit myokard i proti
pozdnimu néstupu chronické ANT kardiotoxicity u pacientl, ktefi piezili nadorové
onemocnéni v détském veku. Stejné zavéry je mozné ucinit i z jinych studii (Armstrong
a kol. 2009; Lipshultz a kol. 2010; Oeffinger a kol. 2006; Zerra a kol. 2013). Ze studie
Lipshultz a kol. také vyplyva, ze 5 let po ukonceni chemoterapie je protektivni schopnost
DEX vys$si u divek nez chlapct. Z rozsdhlych metaanalyz klinickych studii je patrny
signifikantni vliv  DEX na snizeni celkové kardiotoxicity pii protinddorové 1&¢bé

0 72 - 76 % (Seymour a kol. 1999; van Dalen a kol. 2011).

1.4.1.7 RIZIKO NEGATIVNIHO OVLIVNENI PROTINADOROVE LECBY PRI POUZITI
DEXRAZOXANU

Moznost ovlivnéni protinadorového ucinku ANT predstavuje od pocatku pouzivani
DEX velmi diskutované téma. Recentni metaanalyza preklinickych studii s DEX
nezaznamenala negativni ovlivnéni protinddorové aktivity ANT, navic v fad¢ studii byl
prokazan vyrazny synergicky vliv DEX na protinddorovou aktivitu ANT (Hellmann
a Rhomberg 2010). Stejnych vysledkl bylo dosazeno i v klinickych studiich, s vyjimkou
¢asti studie publikované Swain a kol. (1997a), kterd vyznamn¢ zasahla do osudu uziti DEX
v klinické praxi.

Vtéto studii byly publikovany vysledky dvou randomizovanych, dvojité
zaslepenych a placebem kontrolovanych studii III. faze klinického hodnoceni DEX (studie
¢islo 088001 a 088006). Vysledky obou studii se vyznamné liSily v jednom z parametra
odpovédi nddoru na lécbu — v tzv. mife objektivni odpovédi (objective response rate,
ORR). Zatimco v prvni studii (n = 190) nebyl shleddn Zadny vliv poddvani DEX na ORR
(p = 0,63) a primérné hodnoty byly v DEX skupiné spiSe vyssi (54 % vs. 49 %), v druhé
studii (n =204) byla ORR signifikantné nizsi oproti placebové skuping (47 % vs. 61 %,
p =0,019). Pti nasledné analyze téchto dat ovSem bylo zjisténo, Ze hodnoty ORR ziskané
uobou skupin v prvni studii (¢. 088001) a u DEX skupiny ve studii ¢. 088006 lze
s ohledem na pfedchozi data povaZovat za obvykld. Naopak hodnotu ORR 61 % ve
skupiné dostavajici placebo lze v dané situaci povazovat za necekané vysokou (Swain
a Vici 2004). Ani jedna z téchto studii navic neshledala vyznamny vliv DEX na zadny

z dalSich parametrii spé$nosti protinadorové 1écby jako je celkova doba pteziti nebo cas
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do progrese onemocnéni. Tyto skutecnosti vyznamné zpochybniuji interpretaci vysledka
studie 088006, a to tim spiSe, Ze tyto zavéry neodpovidaji vysledkim zadné z dosud
provedenych metaanalyz randomizovanych klinickych studii, které jasné konstatuji, Ze
neexistuje zadny dukaz, Zze by DEX vyznamné ovliviioval protinadorovy ucinek
chemoterapie obsahujici ANT (Harake a kol. 2012; van Dalen a kol. 2011; Zerra a kol.
2013). Ani tato nova fakta nicméné nezmeénila postoj fady odbornikii a odbornych
spolecnosti a vySe zminéné argumenty jsou bohuzel casto zminovany jako argument proti

uziti DEX jako kardioprotektiva.

1.4.1.8 RIZIKO VZNIKU SEKUNDARNICH MALIGNIT PRI POUZITI DEXRAZOXANU

Riziko vyssi Cetnosti rozvoje sekundarnich malignit bylo poprvé zminéno v praci
Tebbi a kol. (2007), ktera naznacila statisticky vyznamné zvySeni incidence sekundarnich
malignit u détskych pacientt 1écenych kombinaci DOX a jinych chemoterapeutik s DEX
jako kardioprotektivem. Ve zminéné studii byla zjisténd vyssi standardizovand mira
vyskytu (tzv. standardized incidence rate) dalSich malignich novotvari za dobu 4 let
(42 vs. 10; p = 0,0231). Nasledné diskuze, studie a rozsahlé metaanalyzy tyto zavéry ale
nepotvrdily (Barry a kol. 2008; Hellmann 2007; Lipshultz a kol. 2010; van Dalen a kol.
2011) a zpochybnily vypovidajici schopnost této studie. Nicméné regulatorni autority
v Evrop¢ a USA (EMEA a FDA) vzaly vySe uvedené potencialni riziko v potaz pfi
rozhodovéni o uziti DEX u déti a kontraindikovaly jeho pouziti u vSech déti do 18 let (SPC
Cardioxane 2012).

1.4.1.9 NEZADOUCI UCINKY DEXRAZOXANU

Pti klinickém uziti DEX je nutné pocitat s jeho mirnym cytostatickym u¢inkem,
ktery ovSem muze predstavovat vyznamny zdroj nezadoucich ucinkl, opakované
popisovanych v klinickych  studiich. Klinicky vyznamny je pfedevSim jeho
myelosupresivni potencial. Pfi podani s dal§imi cytostatiky je nutné zvaZovat i moZny
synergismus tohoto u¢inku (Wiseman a Spencer 1998). Kromé& téchto zavaznych
nezadoucich u¢inkti mize navodit mnozstvi méné zdvaznych nezadoucich ucinku, které

vSak nijak vyznamné neovlivituji jeho pouziti (SPC Cardioxane 2012).

34



Uvod

Tab. 2 Pi‘ehled Kklinickych studii hodnoticich kardioprotektivni u¢inek dexrazoxanu.

. Pacienti . . ANTykum Pomér Vliv na
SLIID (-#+DEX) | Nader | Typ studie el (-+DEX) ANT:DEX | terapii
Speyer a kol. 1992 150 1) CaM rnd, nb FDC 441/500 20:1 ne
pey : (74176) : :
. 10 (1) .
Bu’Lock a kol. 1993 (5/5) razné n-rnd, FI D 439/925 10:1 ne
Kolaric a kol. 1995 212 CaM n-rnd, FlI FDC - /311 20:1 ne
Jeli¢ a kol. 1995 35 CaM n-rnd FDC nespec. 20:1 ne
Wexler a kol. 1996 38 () ESF rnd DVC 310/410 20:1 ne
’ (18/20) '
Venturini a kol. 1996 160 CaM rnd FEC 713/702 10:1 ne
’ (78/82) ’
Lemez a MareSova 8-13:1°AY
1996 7 rAML n-rnd DAU/MX - /650 40-60:1"% ne
. rnd, db, plc,F- . ano/ne
Swain a kol. 1997b 534 CaM I FDC nespec. 10:1 204/190
Swain a kol. 1997a 201 CaM rnd, plic?, Flll FDC nespec. 10-20:1 ne
' (99/102") - Pe pec. :
o 30 (I) D/E/ 309/340°PAY | 20:1PPAY
Schiavetti a kol. 1997 (15/15) S n-rnd DAU 270/280F 10:1E ne
129 CaM+S
Lopez a kol. 1998 (66/63) TS rmd, nb E 880/960 6,25:1 ne
Sparano a kol. 1999 25 CaM n-rnd, FI D+P - /360 10:1 ne
Michelotti a kol. 2000 127 CaM rnd E - 1720 10:1 ne
’ (64/63) ’
Lipshultz a kol. 2004, 206 (1) .
2010 (101/105) ALL rnd D 300/300 10:1 ne/ne
108
Elbl a kol. 2006 (40/68) AxL n-rnd C+D/DAU 250/277 20:1 ne
75 (1) D/ .
Elbl a kol. 2005 (29/53) AxL, S n-rnd DAU 208/234 20:1 ne
164
Marty a kol. 2006 (79/85) CaM rnd, FllI, nb D/E 608/669 10:1 ne
de Matos Neto a kol. 55 (1) D+ .
2006 (37/18) oS n-rnd <Pt 345/405 20:1 ne

I — déti; CaM - karcinom prsu, ESF — nador z rodiny Ewingovych sarkomt, rAML — relaps akutni myeloidni
leukémie, S — sarkom, OS — osteosarkom, STS — sarkom meékkych tkani, ALL - akutni lymfocytarni
leukémie, AxL - rizné akutni leukémie; (n-)rnd - (ne)randomizovana studie, F - faze klinické studie, nb -
nezaslepena studie, db - dvojité zaslepenad studie, plc - placebo; # - placebo od kumulativni davky
doxorubicinu 300 mg/m? nahrazeno dexrazoxanem; D - doxorubicin, C - cyklofosfamid, FDC — 5-fluoruracil
+ doxorubicin + cyklofosfamid, DVC - doxorubicin + vinkristin + cyklofosfamid, FEC - 5-fluoruracil +
epirubicin + cyklofosfamid, MX — mitoxantron, P - paklitaxel, xPt — cisplatina a karboplatina; ANTgyy -
primérna kumulativni davka ANT v mg/m”.

1.4.1.10 UZITI DEXRAZOXANU V SOUCASNE KLINICKE PRAXI

I pfes dobie zdokumentované benefity plynouci z uziti DEX a absenci solidnich
dikazi o vyznamnych rizicich spojenych s jeho uzitim, je nazor odborné vetejnosti na $irsi
uziti tohoto kardioprotektiva stale nejednotny (Walker a kol. 2013). V poslednim
doporuceni American Society for Clinical Oncology je pouziti DEX doporuceno po
individudlnim zvaZzeni lékafe u pacientek s metastazujicim karcinomem prsu nebo
u pacientd s jinymi malignitami pouze pokud kumulativni davka pfesahne 300 mg/mg’

DOX nebo 540 mg/m” EPI (Hensley a kol. 2009). Naproti tomu existuje obecn& uznavany
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konsenzus, ze kazdd ANT davka predstavuje riziko a Ze neexistuje zadnd ,,bezpecna“
davka ANT (Ewer a Yeh 2006; Menna a kol. 2012). Podobné tak vSechny provedené
klinické studie i jejich nasledné metaanalyzy (Lipshultz a kol. 2010; Moghrabi a kol. 2007;
Swain a Vici 2004; van Dalen a kol. 2011) jednozna¢né potvrdily pfinos podavani DEX
bez snizeni ANT protinddorové odpovédi a jeho podani od prvni davky ANT jako
optimalni, coz potvrdila i fada experimentalnich studii (Herman a Ferrans 1998).

V Ceské republice je DEX pouzivan s vy$e uvedenymi omezenimi a je registrovan
pro prevenci chronické kumulativni ANT kardiotoxicity u pacientli s pokrocilym
metastazujicim nadorem lécenych DOX nebo EPI, ktefi prodélali predchozi 1é€bu ANT.
DEX se obvykle podava v 10 - 20nasobné davee k davee ANT, tedy 500 - 1000 mg/m? pil
hodiny pted aplikaci ANT. Dostupnost DEX pro ochranu myokardu pediatrickych pacientii
léCenych ANT se jesté zhorSila na zaklad¢é stanoviska FDA a EMEA k potencialnimu
riziku vyssiho vyskytu sekundarnich malignit, ktery vedl ke kontraindikaci DEX v této
populaci (SPC Cardioxane 2012). Sila dikazl pro tato opatieni regulatort je sporna a toto
rozhodnuti se jevi jako zna¢né kontroverzni. Na druhou stranu, ve svétle existence novych
dat, pftislibili zodpovédni zastupci obou agentur piehodnoceni tohoto rozhodnuti (Walker

2012).

1.4.2 ANTIOXIDANTY A ZHASECE VOLNYCH KYSLIKOVYCH RADIKALU JAKO
KARDIOPROTEKTIVA

Vyzkum farmakologické kardioprotekce byl vzhledem k pievladajicimu nazoru
o vyznamu ROS orientovdn jiZz od pocatku zejména na zhaSeCe ROS a antioxidanty.
Bohuzel dosazené vysledky tady in vitro 1 in vivo studii jsou jen obtizné pienositelné do
klinické praxe, protoze uzivaly neadekvatni experimentdlni modely (akutni modely ANT
kardiotoxicity s podanim jediné supraterapeutické nebo dokonce celé kumulativni
kardiotoxické davky v jedné aplikaci). Vysledky dosazené za téchto podminek jsou pak
Casto protichtdné k tém, které byly ziskdny na relevantngjSich chronickych modelech
(Ammar a kol. 2011; Herman a kol. 1985; Popelova a kol. 2009; Saad a kol. 2001; Yoda
a kol. 1986).

Vitamin E (o-tokoferol) patii mezi jednu z nejznaméjSich latek vyznacujici se
silnymi antioxidacnimi uc€inky, relativné nizkou toxicitou a dobrym prinikem do
kardiomyocytt. Tato latka opakované vykazovala na akutnich modelech protektivni G¢inky
proti ANT navozenému poskozeni srdce a zlepSeni celkového pieziti (Myers a kol. 1976;

Wang a kol. 1980). Pfi uziti vitaminu E na relevantnich modelech chronick¢é ANT
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kardiotoxicity vSak byly zjiStény zadné nebo minimalni kardioprotektivni uc€inky
(Berthiaume a kol. 2005; Breed a kol. 1980; Milei a kol. 1986; Van Vleet a Ferrans 1980b)
a taktéz pii kontrolovanych klinickych studiich nebyla zaznamendna signifikantni
kardioprotekce (Dorr 1996; Legha a kol. 1982a).

Dalsi studovanou latkou byl N-acetylcystein, u kterého byly pozorovany in vivo
jisté kardioprotektivni ucinky pfi podani vysokych dévek (2000 mg/kg) na akutnim modelu
ANT kardiotoxicity (Doroshow a kol. 1981). Avsak pii pouziti klinicky relevantnéjSich
koncentraci (140 - 200 mg/kg) nebyl schopen =zabrénit rozvoji chronick¢é ANT
kardiotoxicity (Herman a kol. 1985; Unverferth a kol. 1981) a stejn¢ negativné dopadly
i randomizované klinické studie, kde téz nebyl pozorovan zadny kardioprotektivni ti¢inek
(Dresdale a kol. 1982; Myers a kol. 1983).

Ptirodni latky ze skupiny flavonoidii a jejich semi- a syntetick¢ derivaty
predstavovaly dalsi intenzivné studované kandidaty na potenciadlni kardioprotektiva.
Latky flavonoidni struktury vykazuji ptimé i nepfimé antioxida¢ni ucinky. Nejvyznamng;jsi
kardioprotektivni Uc¢inky byly popsany u semisyntetickych flavonoidnich derivati
frederinu a 7-monohydroxyethylrutosidu (monoHER). Tyto latky opakované prokazaly
protektivni G¢inek nejenom v in vitro (Kaiserova a kol. 2007), ale i v relevantnich in vivo
experimentech. TaktéZz nebylo pozorovano jejich negativni ovlivnéni protinadorového
pusobeni DOX (van Acker a kol. 2000, 2001). Nicméné dlouhodobé&;jsi studie ukéazaly na
kratkodoby charakter (< 6 mésicll) kardioprotektivniho t¢inku monoHER (Bruynzeel
akol. 2007b) a ani nasledni klinickd studie neprokizala vyznamny kardioprotektivni
ucinek (Bruynzeel a kol. 2007a).

Kardioprotektivni Gc¢inek byl pozorovan i u probukolu, dnes jiZ obsolentniho
hypolipidemika, ktery vykazuje znacné antioxidacni schopnosti. V in vivo experimentech
dokézal probukol ochranit myokard pokusnych potkand pfed opakovanou expozici DOX
(Li a kol. 2000; Siveski-Iliskovic a kol. 1994), aniZ by interferoval s jeho protinadorovou
aktivitou (Siveski-Iliskovic a kol. 1995). Probukol ale miize signifikantné zvySovat
celkovou clearance DOX, coZz by mohlo vést jak k snizeni kardiotoxicity, tak 1 jeho
protinddorové uc¢innosti (El-Demerdash a kol. 2003). Ackoliv bylo néasledné publikovano
nekolik védeckych studii o kardioprotektivnim tc¢inku probukolu (Ludke a kol. 2009), pro
kone¢né¢ zhodnoceni potencidlu této latky bude potieba dal§i studium, zejména se
zaméfenim na dlouhodobé modely chronické kardiotoxicity a mozné ovlivnéni

farmakokinetiky ANT.
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U melatoninu byl sledovan wurcity kardioprotektivni ucinek proti nizkym
kumulativnim davkdm DOX, vyjadfeny zejména potlacenim apoptézy. Nicméné pilotni
studie naznacily, ze potlaceni apoptézy by se mohlo uplatnit i v nddorové tkani a ovlivnit
tak vysledny cytostaticky ucinek (Aydemir a kol. 2010).

S ohledem na mozny vyznam Nrf2 signalni kaskady je nutné zminit, Ze doposud
nebyl systematicky studovan kardioprotektivni ucinek tzv. nepfimych antioxidanti, které
aktivuji Nrf2 kaskadu. U tady 1€Civ, kde lze z literarnich udaji ocekavat aktivaci Nrf2
kaskady (napt. flavonoidni latky), nebyl nakonec s pouzitim relevantniho modelu
chronické ANT kardiotoxicity zaznamendn piesvédcivy kardioprotektivni Uc¢inek (viz
vyse). Nicméné piima souvislost mezi ucinnou aktivaci protektivni Nrf2 kaskady

a kardioprotekei vii¢i ANT kardiotoxicité vyzaduje dalsi studium.

1.4.3 SELEKTIVNi CHELATORY ZELEZA

Protoze intracelularni chelatace iontd zeleza patii mezi hlavni teorie
kardioprotektivniho U¢inku DEX, byla velka pozornost vénovana studiu selektivnich
biokompatibilnich chelatorti Zeleza. Pro ucinnou kardioprotekci je totiz mnohem
vyhodnéjsi ptimo zabranit vzniku ROS, neZ je néasledné relativné obtizné€ zhaset. Nejcastéji
pouzivany chelator Zeleza v klinické praxi, deferoxamin (DFO), ale nebyl schopen
navodit vyznamnou kardioprotekci na osvédéeném experimentalnim modelu (Herman
akol. 1994), coz bylo vysvétlovano jeho omezenym prinikem do kardiomyocytl
a kratkym biologickym polo€asem. Dalsi vyzkum se tedy zamé&fil pfedev§im na lipofilné;si
intracelularni chelatory Zeleza, jakymi jsou derivaty aroylhydrazonii a deferipron.

Aroylhydrazony (napf. salicylaldehydisonikotinoylhydrazonu - SIH, pyridoxal
2-chlorbenzyoylhydrazon — PIH a pyridoxal 2-chlorbenzyoylhydrazon - 0-108) jsou
ucinnymi a selektivnimi cheldtory ionti Zeleza v podminkéch jak in vitro, tak 1 in vivo.
Narozdil od EDTA vS8ak vzniknuv$i komplexy nevykazuji redoxni aktivitu a nevedou
k nasledné tvorbé ROS (Buss a kol. 2002; Horackova a kol. 2000). Aroylhydrazony se
navic vyznacuji nizkou toxicitou, malou molekulou s dostate€nou lipofilitou umoznujici
vyborny prinik do bunc¢k (Buss a kol. 2002) a zejména vynikajicimi antioxida¢nimi
vlastnostmi (Bhattacharya a kol. 1997; Hermes-Lima a kol. 2000; Horackova a kol. 2000;
Simtnek a kol. 2005). Derivaty aroylhydrazonti byly v nasi laboratofi studovany na
modelu chronické ANT kardiotoxicity u kralika s riznym €asovym odstupem od podani
DAU a v riznych davkéch: PIH (25 a 50 mg/kg, i.p., 60 minut), o-108 (10 a 25 mg/kg, i.p.,
30 minut) a SIH (0,5, 1 a 2,5 mg/kg, iv., 10 minut). U vSech studovanych latek byl
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pozorovan urcity signifikantni kardioprotektivni wc€inek =z hlediska srde¢ni funkce,
morfologie a celkového pteziti, nicméné pouze pii nizkych davkach chelatorg.
Pouhé 2,5nasobné zvysSeni davek vedlo ke ztraté kardioprotektivniho u¢inku u ptezivsich
zvifat, a to bez ohledu na strukturu aroylhydrazonii, zptsob aplikace i ¢asovy odstup od
podani cytostatika (Simtinek a kol. 2005; Stérba a kol. 2006, 2007). Absence davkové
zévislosti protektivniho i¢inku byla nasledné prokazana i v podminkach in vitro (Simtinek
a kol. 2008).

Deferipron je peroralné ucinny chelator zeleza pronikajici do kardiomyocyti, ktery
je v soucasnosti registrovan pro lécbu stavii spojenych s pfetizenim organizmu Zelezem
(Fisher a kol. 2013). Komplexy deferipronu se zelezem nepodstupuji redoxni cyklizaci
a nevytvaii tak ROS. Kardioprotektivni U€¢inky deferipronu viici ANT kardiotoxicité byly
opakované popsany v in vitro experimentech. V praci Link a kol. (1996) byl vyznamny
protektivni ucinek pozorovan pouze u kardiomyocytii pretizenych Zelezem, zatimco
toxicita ANT nebyla u intaktnich kardiomyocyti deferipronem vyznamné ovlivnéna.
Slibné protektivni u¢inky naznaovala i studie provedend na izolovanych sinich, nicméné
s uzitim supraterapeutickych koncentraci ANT (Xu a kol. 2006). Taktéz s uZzitim
relevantniho in vivo modelu chronické ANT kardiotoxicity byla v nasi laboratofi jasné
demonstrovana absence vyznamného kardioprotektivniho potencidlu v terapeuticky
vyuzitelném davkovacim rozmezi (Popelovd a kol. 2008). Je tedy mozné, Ze samotna
chelatace iontd Zzeleza nemusi byt jedinym urcujicim faktorem pro uspéSnou

kardioprotekci.

1.4.4 BETA-BLOKATORY

Beta-blokatory jsou dnes nedilnou soucasti 1écby srde¢niho selhani rizné etiologie
véetné toho navozeného ANT kardiotoxicitou. Nékteré studie ovS§em naznacuji, Ze by tyto
latky mohly chrénit i pfed samotnym vznikem kardiotoxicity. Experimentalné i v klinické
praxi byly bez uspéchu testovany atenolol (Oliveira a kol. 2004) nebo metoprolol
(Georgakopoulos a kol. 2010). Naznak kardioprotektivniho uUcCinku byl zaznamenéan
na izolovaném potkanim srdci za pouZiti nebivololu (de Nigris a kol. 2008).

Nejznaméjsi latkou v této souvislosti je karvedilol, ktery se od ostatnich beta-
blokatorti odliSuje zejména svymi antioxida¢nimi u€inky. V experimentalnich podminkach
dokazal karvedilol signifikantné snizit DOX navozenou mortalitu a srdeni dysfunkci
u potkanli (Matsui a kol. 1999) a zabranit rozvoji charakteristickych histopatologickych
znamek ANT kardiotoxicity (Oliveira a kol. 2004). Na H9c2 myoblastech karvedilol
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signifikantné¢ snizil ANT navozenou toxicitu, oxidac¢ni stres a potlacil apoptdzu
(Spallarossa a kol. 2004). Na stejné bunécéné linii byla dokumentovana i schopnost
karvedilolu parcidln¢ inhibovat mitochondridlni komplex I a zvySovat tak odolnost bunky
k oxida¢nimu poSkozeni zejména pii reperfuznim poskozeni (Sgobbo a kol. 2007).
Pilotni randomizovana klinickd studie hodnotila ucinek dlouhodobého podavani
karvedilolu (12,5 mg/den po 6 mésicl) u pacientd lécenych relativné vysokymi
kumulativnimi davkami DOX (= 520 mg/m”) a EPI (= 780 mg/m?®) (Kalay a kol. 2006).
Byla pozorovana signifikantni schopnost karvedilolu zabranit jak systolické, tak
i diastolické srde¢ni dysfunkci navozené ANT. Nicméné dalsi vyzkum a klinické studie
bude jesté¢ nutné doplnit pro konené zhodnoceni téchto slibnych kardioprotektivnich

ucinka.

1.4.5 ANORGANICKE DUSICNANY/DUSITANY

V posledni dobé je znacnd pozornost veénovana kardioprotektivnim ucinkiim
anorganickych dusitanti (nitritG) a dusi¢nand (nitratll). Tento ucinek byl pomérné dobie
popsan na modelu ischemicko-reperfuzniho poskozeni (Calvert a Lefer 2009).
Podstata kardioprotektivniho plsobeni stile neni zcela vysvétlena, ale predpoklada se
reverzibilni S-nitrosylace klicovych myokardialnich protein s naslednou zménou jejich
funkce zprostfedkovanou uvolnénim NO. Spekuluje se o reverzibilni inhibici komplexu I
vedouciho ke zpomaleni prichodu elektroni dychacim fetézcem, omezeni tvorby ROS,
aktivace guanylatcyklazy ¢i proteinkinazy G (Burwell a kol. 2009; Sgobbo a kol. 2007).
Nedavno uvefejnénd publikace v jednom z nejprestiznéjSich kardiologickych casopisit
popisovala protektivni u¢inky anorganického dusi¢nanu podavaného s dietou vii¢i DOX
navozenému akutnimu poSkozeni myokardu u mysi (Zhu a kol. 2011). Piredpoklada se, Ze
dietou podavané anorganické dusi¢nany jsou preménovany pusobenim mikroflory v GIT
na dusitany, které jsou pak zodpovédné za kardioprotektivni ucinky. Ackoliv tato studie
rozpoutala Cetné debaty o moznosti klinického vyuZiti této strategie, jeji vyznam pro

klinicky relevantnéjsi chronické formy kardiotoxicity ¢i klinickou praxi neni dosud znam.

1.4.6 ACE-INHIBITORY

Zpravy o mozném protektivnim Uc€inku inhibitorti angiotenzin konvertujiciho
enzymu (ACEi) pfinesla studie hodnotici G¢inek téchto 1éCiv u pacientd se zvySenymi
plazmatickymi koncentracemi srde¢niho troponinu I po vysokoddvkované chemoterapii

ANT, kde byl enalapril nasazen mésic po ukonceni chemoterapie (Cardinale a kol. 2006).

40



Uvod

U téchto pacientll doslo k signifikantnimu snizeni vyskytu systolické dysfunkce. Naopak
pilotni klinicka studie ukazala, ze profylaktické podéavani enalaprilu jiz od zacatku ANT
chemoterapie nemélo signifikantni vliv na rozvoj kardiotoxicity (Georgakopoulos a kol.
2010). Z dostupnych informaci tedy neni jisté, zda ACEi pouze nezpomaluji progresi ANT

navozenych zmén.

1.47 OSTATNI LATKY

Pilotni klinickd studie realizovand na malém pocCtu pacientl srovnavajici
kardioprotektivni ucinky trimetazidinu s DEX (Tallarico a kol. 2003) naznacila, ze by
ucinek trimetazidinu na omezeni diastolické dysfunkce nemusel byt nizs$i nez u DEX.
Nicméné¢ interpretace této studie je vzhledem k pouzité metodice obtizna.
Naopak experimentalni studie pouzivajici chronicky model ANT kardiotoxicity nezjistila
zadny protektivni u€inek (Perletti a kol. 1989).

Potencialn¢ kardioprotektivni Uc¢inek tady dalSich latek byl hodnocen in vivo
s uzitim opakovaného podani ANT ve zrychlenych schématech (podani celé kumulativni
davky v priabéhu nékolika dnli) nebo ve vysokych davkach. Tyto vysledky bude nutno
ovéfit s uzitim standardnich chronickych modelti a klinickych studii, které umozni
formulovat jednoznaéné zavéery. To plati napiiklad o Ginku erytropoetinu (Hamed a kol.
2006; Chen a kol. 2007), trombopoetinu (Li a kol. 2006), sildenafilu (Das a kol. 2010;
Fisher 2005), tadalafilu (Koka a kol. 2010) ¢i rimonabantu - antagonisti kanabinoidnich
CB1-receptorti (Mukhopadhyay a kol. 2010).

V pribéhu  poslednich 40 let bylo publikovano nepfeberné mnoZstvi
experimentalnich studii pojednavajicich o kardioprotektivnim uc¢inku Siroké palety latek
s prevazné antioxida¢nim u€inkem na akutnim modelu ANT kardiotoxicity: od vitaminu C
(Fujita a kol. 1982), vitaminu A (Tesoriere a kol. 1994) a erdosteinu (Fadillioglu a kol.
2003), ptes riizné zastupce flavonoidi a jejich derivaty (Chlopcikova a kol. 2004a, 2004b;
MojziSova a kol. 2009; Psotova a kol. 2004; Sadzuka a kol. 1997), kurkumin (Venkatesan
1998), az po extrakt ze semen grepu (Bagchi a kol. 2003) ¢i vyzralého ¢esneku (Alkreathy
a kol. 2010). Nicméné klinickd relevance téchto vysledkli bez podpory dalSich studii

s uzitim relevantnich modelil je velmi sporna.
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Cile dizerta¢ni prace:

Studium poskozeni myokardu levé komory navozeného opakovanym podavanim
daunorubicinu pokusnym zvifatim a sledovani rozvoje tohoto poSkozeni v obdobi

po ukonceni expozice cytostatikem (tzv. follow up).

Studium molekularnich mechanizmti souvisejicich s rozvojem chronické
antracyklinové kardiotoxicity se zaméfenim na oxidacéni stres, poSkozeni
mitochondrii a studium ulohy protektivni signalni kaskddy fizené Nrf2

a mitochondrialni biogeneze.

Studium kardioprotektivni Gc¢innosti dexrazoxanu vuc¢i chronické antracyklinové
kardiotoxicit¢ pfi jeho podani skazdou davkou antracyklinu (Casna
kardioprotektivni intervence), nebo pti zahdjeni jeho podavani dle soucasnych
doporuceni az po piekroc¢eni kumulativni davky antracyklinu 300 mg/m2 (odlozena

kardioprotektivni intervence).

Studium molekularnich aspekt kardioprotektivniho ucinku dexrazoxanu pii jeho
uziti v obou studovanych schématech podani na experimentalnim modelu chronické

antracyklinové kardiotoxicity.
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3.1 Pokusna zvirata

Jako pokusna zvifata byli pouziti samci kralika Cin¢ily velké (dodavatel Velaz,
Kole¢ u Kladna, Ceské republika) o podate¢ni hmotnosti ~ 3,5 kg a staii 3 mésictl. Kralici
byli ustajeni ve vivariu Lékaiské fakulty v Hradci Kralové za standardnich podminek
(teplota 15 - 21°C, vlhkost vzduchu 50 — 60 %, 12hodinovy svételny cyklus), s volnym
ptistupem k pitné vodé a standardni laboratorni dieté. Veskerd manipulace s pokusnymi
zvifaty byla provadéna v souladu s platnou legislativou o praci s laboratornimi zviraty
ajejich ochran¢ proti tyrani a schvalena Odbornou komisi pro zajiStovani dobrych

zivotnich podminek pokusnych zvitat pii Lékatské fakulté v Hradci Kralové.

3.2 Pouzita léCiva a chemikalie

Léciva pouzivand v pribéhu in vivo experimentu byla ziskdna jako hromadné
vyrabéné l1écivé pripravky prostiednictvim Iékdrenské distribucni sité: daunorubicin
(Daunoblastina, Pfizer, Italie), dexrazoxan (Cardioxane, Novartis, SV}'/carsko), ketamin
(Narketan, Vétoquinol AG, Svycarsko), midazolam (Midazolam Torrex, Torrex Chiesi
Pharma, Rakousko) a fyziologicky roztok (Natrium chloratum, Biotika, Slovenska
republika).

Chemikalie pouZzivané pro jednotlivé analyzy byly v odpovidajici Cistoté a kvalité
vyzadované pro HPLC, Western blot, PCR ¢i ostatni molekularn¢é biologické stanoveni.
Pokud neni uvedeno jinak, pouZzité chemikalie byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich (MO,
USA).

3.3 Anestezie

Anestezie byla pouZivana pro veSkeré experimentdlni procedury vcetné aplikace
latek a odbéri krve. Pro echokardiografické méieni, aplikace latek a odbéry vzorka krve
byla zvolena lehkd kombinovana anestezie ketamin (30 mg/kg, im.) a midazolam
(5 mg/kg, im.). Pro zav€retné invazivni hemodynamické vySetieni byla pouzita
chirurgickd pentobarbitalovd anestezie (30 mg/kg, i.v.) titrovand individudlné pii
soucasném monitorovani saturace krve kyslikem pomoci pulsni oxymetrie (Nonin 8500A,
Nonin Medical, MI, USA) a podavani kysliku pro dychani maskou. Pentobarbital byl téz

pouzit pro pfedavkovani zvifat na konci pokusu.
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3.4 Navozeni chronické antracyklinové Kkardiotoxicity u kralika s
naslednym sledovanim zvirat po ukonceni podavani cytostatika

(follow up)

Chronickd ANT kardiotoxicita byla navozena u pokusnych kraliki opakovanym
podavanim daunorubicinu (DAU, 3 mg/kg, vzdy 1x tydné po 10 tydnt, n = 27) (Gersl
akol. 1996; Siminek a kol. 2004). Jednotlivi davka DAU odpovidala = 50 mg/m’,
tj. kumulativni davka dosaZena v experimentu byla ~ 500 mg/m”. Kontrolni skupina
dostavala fyziologicky roztok ve stejném schématu (K, 1 ml/kg, n = 19). Latky byly
aplikovany intravenozné do v. auricularis marginalis , v ptipadé DAU pomoci kanyly (BD
Neoflon IV Catheter 24 G, Becton Dickenson, Velkd Britanie). Tyden po posledni aplikaci
latek (tj. na zacatku 11. tydne) byla zvitata v obou skupinach randomizovana k provedeni
hemodynamického vySetfeni a usmrceni, nebo k dal§imu 10tydennimu sledovani
tzv. follow up (FU) (DAU FU, n =11 a K FU, n = 10). Echokardiografické vySetfeni bylo
provedeno na zacatku pokusu, pied 7. — 10. aplikaci latek a kazdy tyden v obdobi FU
s vyjimkou 18. a 20. tydne. Ve stejnych intervalech byla odebirdna i krev pro stanoveni
plazmatickych koncentraci srde¢niho troponinu T. Piehledné schéma modelu chronické

ANT kardiotoxicity je na Obr. 8.
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Navozeni chronické ANT kardiotoxicity Follow up

Obr. 8 Schéma navozeni chronické ANT kardiotoxicity u kralika a nasledného sledovani follow up.
Cervené injekce predstavuji aplikaci DAU, oranzova Sipka randomizaci zvitfat. E — echokardiografické

vySetfeni; T — stanoveni koncentrace srde¢niho troponinu T v plazmé; I — invazivni hemodynamické
vySetieni srdce.

3.5 Studium c¢asné a odloZzené kardioprotektivni intervence pomoci
dexrazoxanu
Pro studium kardioprotektivnich G¢inkii DEX byl pouzit vySe uvedeny model
chronické ANT kardiotoxicity u krélika s ndslednym sledovanim po ukonceni expozice
latkami. DEX byl pokusnym zvifatim (n = 31) podavéan v davce 60 mg/kg, ip., vzdy
30 min pfed podanim DAU ve dvou schématech, které odpovidaji Casné a odloZené
kardioprotektivni intervenci. Ve schématu casné kardioprotekce (viz obr. 2A) bylo

podéavani dexrazoxanu zahéjeno od prvni davky DAU (DDy, n = 16), zatimco v odlozeném
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schématu (viz obr. 2B) byl DEX podavan az od 7. davky DAU (DD, n = 15), tj. po
prekrogeni kumulativni davky ~ 300 mg/m® DAU. Tyden po posledni aplikaci latek byla
zvifata z obou skupin opét rozd€lena. Prvni ¢ast zvifat byla ur¢ena k hemodynamickému
vysetieni srdce a usmrceni, zatimco druha ¢ast byla sledovéana dalsich 10 tydnt (DD; FU,

n =8 a DD7 FU, n = 8). Pfehledné schéma tohoto pokusu je uvedeno na Obr. 9.
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Obr. 9 Schéma pokusu studia ¢asné a odloZené kardioprotektivni intervence pomoci dexrazoxanu vici
chronické ANT Kkardiotoxicité u kralika s naslednym sledovanim zviirat po ukonéeni expozice latkami
(follow up). Cervené injekce predstavuji aplikaci DAU, zelené aplikaci DEX, oranzova Sipka randomizaci
zvifat. E — echokardiografické vySetfeni; T — stanoveni koncentrace srde¢niho troponinu T v plazmg;
I — invazivni hemodynamické vySetieni srdce.

3.6 Preziti zvirat a hodnoceni celkové toxicity

Celkova toxicita podavanych latek a jejich kombinace byla hodnocena pomoci
parametrl, jako jsou zmeéna télesné hmotnosti pokusnych zvifat v pribéhu experimentu
(hodnoceno tydn¢), napadné zmény v piijmu potravy nebo chovani (hodnoceno denng¢).
Pteziti pokusnych zvitat bylo hodnoceno v priib&hu podavani latek standardnim zplisobem,
zatimco v priitbéhu nésledného sledovani zvifat po ukonceni expozice (FU) byl pokus
ukoncen dle pfedem definovaného kritéria, tj. pfi poklesu frakéniho zkraceni levé komory
(LVFS) pod 20 %. Tento piistup byl zvolen z divodu snizeni poctu piipadnych
pfedcasnych thynil zvifat pro dekompenzované srde¢ni selhdni v obdobi FU a ptipadné
ztraty vzorku myokardu pro pldnované analyzy. Hodnota LVFS byla zvolena na zakladé¢
dlouhodobych ptedchozich zkuSenosti nasi laboratofe, které indikovaly vysokou
pravdépodobnost predcasného uthynu pii poklesu tohoto parametru systolické srdecni

funkce pod stanovenou mez.
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3.7 Pitva a odbér vzorki

Po ptfedavkovani, nebo po predCasném thynu pokusnych zvitat byla provedena
pitva. Béhem pitvy byly sledovany znamky méstnavého srdecniho selhdni, jako je
pritomnost vypotku v dutiné bifisSni a hrudni a mnozstvi perikardidlniho vypotku.
Srdce bylo neprodlené vyjmuto a kratce retrogradné proplachnuto ledovym fyziologickym
roztokem. Po zvéazeni srdce byly odebrany 2 transverzalni fezy levé a pravé komory pro
histopatologické vysSetieni. Zbytek LK byl Sokové zmrazen v tekutém dusiku a uschovan
pii -80°C. Myokard LK byl nasledn¢ homogenizovan pod tekutym dusikem a jednotlivé
vzorky skladovany pfti -80°C do provedeni jednotlivych analyz.

3.8 Neinvazivni hodnoceni srde¢ni funkce

Srde¢ni funkce byla u pokusnych =zvifat sledovdna neinvazivné pomoci
echokardiografického vysetieni v pfedem stanovenych intervalech. K vySetfeni byl pouzit
echokardiograficky systétm Vivid 4 vybaveny 10 MHz sondou (GE Healthcare,
Velka Britanie). Levy parasternalni ptistup byl zvolen pro zobrazeni levé komory (LK)
v dlouh¢ akratké ose a vlastni vySetfeni LK probihalo vtzv. M-médu pii soucasné
kontrole vySetfované roviny pomoci dvourozmérného zobrazeni. V pribéhu vSech méfeni
bylo téZ orienta¢né sniméno standardni koncetinové EKG pomoci subkutanné umisténych
jehel. Na zakladé vyhodnoceni M-méd zaznamu byl stanoven rozmér LK na konci systoly
(LVESD) a konci diastoly (LVEDD) a tyto parametry byly pouzity pro vypocet frakéniho
zkraceni levé komory (LVFES) podle piislusné rovnice (3). Pro vyhodnoceni byly vybrany
nejméné tfi nezavislé zaznamy a na kazdém z nich byly hodnoceny nejméné ¢tyfi srdecni

cykly.

LVEDD — LVESD

LVES (%) = LVEDD

100 (3)

3.9 Invazivni hodnoceni srdecni funkce

Na konci pokusu bylo v chirurgické anestézii provedeno invazivni hemodynamické
vySetieni srdce. Po preparaci a. carotis sinistra byl do LK zaveden Mikro-Tip katetr (2.3F,
Milar Instruments, TX, USA) pro pfesné a piimé hodnoceni zmén tlaku v pribcéhu
srde¢niho cyklu. Katetr byl piipojen k sbérné stanici PowerLab/8SP (ADInstruments,

Australie)  vybavené  specidlnim  softwarem  Chart 5.4.2  (ADinstruments)
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umoziujici vypocet maximalnich zmén tlaku v isovolumické fézi systoly a diastoly
aurCeni indexi systolické (dP/dty.x) a diastolické (dP/dty;,) funkce LK.
Pomoci polyetylenové kanyly napojené na senzor MLTO0380/D (ADInstruments) byl
soucasn¢ méten krevni tlak ve vypreparované a. femoralis dextra. Zaznam invazivniho
hemodynamického vysSetfeni byl proveden po nalezité stabilizaci zvifete po preparaci

(cca 15 min).

3.10 Stanoveni srde¢niho troponinu T

Vzorky krve pro stanoveni koncentrace srde¢niho troponinu T v plazmé byly
v pribéhu experimentu odebirany za. auricularis centralis a na konci pokusu
z vypreparované a. femoralis. Koncentrace srdecniho troponinu T byly méfeny
v heparinizované plazmé pomoci komerc¢né dostupného kitu Elecsys Troponin T hs assay
kit (Roche Diagnostics, Svycarsko). Limit pro kvantifikaci byl 0,003 pg/l.
Stanoveni koncentrace srde¢niho troponinu T bylo provedeno ve spolupraci
s Ing. Jaroslavou Vavrovou, PhD. v akreditované laboratoi Ustavu klinické biochemie

a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

3.11 Histolologické vySetieni srdce

Srde¢ni tkan odebrand v prabchu pitvy byla fixovana v neutrdlnim 4% formalinu po
3 dny a poté zalita do parafinovych blokt, ze kterych byly ptipraveny série fezi o tloust'ce
6 um. Tyto preparaty byly barveny dle standardnich histologickych postupii pomoci
hematoxylinu a eosinu (H&E) a Massonovym modrym trichromem a hodnoceny s uzitim
svételného mikroskopu. Reprezentativni snimky byly pofizeny pomoci mikroskopu
Olympus BX 51 (Japonsko) vybaveného digitalni kamerou DP 70 (Olympus, Japonsko)
a softwarem Quick Photo Camera 2.3 (Promicra, CR). Morfologické vysetieni bylo
provedeno ve spolupraci s doc. MUDr. Yvonou Mazurovovou, CSc. (Ustav histologie

a embryologie, LFHK UK).

3.12 Uprava vzorku pro stanoveni markeri oxidaéniho stresu

Pro stanoveni markerti oxida¢niho stresu byl pouzit vzorek myokardu (60 — 70 mg),
ktery byl homogenizovan s 500 ul ledového lyzac¢niho pufru (25mM Tris; 0,1 % (V/V)
Triton X-100; pH 7,6) s pouzitim termomixéru po dobu 20 min (Theromixer Comfort,

Eppendorf, 1400 ot./min, 4°C). Homogenat byl nasledn¢ centrifugovan (1000x g, 10 min,
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4°C) a supernatant uschovan pii -80°C do vlastniho stanoveni. V pfipad¢ stanoveni
jednotlivych forem glutathionu bylo nutné ziskany supernatant pied vlastnim stanovenim
zbavit proteind, proto bylo 100 pl supernatantu smichdno s 200 pl 10% (m/V)
metafosforecné kyseliny a po promichani byl vzorek inkubovan 10 min pii 4°C.
Vzorky byly nasledné znovu centrifugovany (15000x g, 10 min, 4°C) a vysledny
supernatant byl rozd€len pro stanoveni jednotlivych forem glutathionu a uschovan pfi -

80°C.

3.13 Stanoveni malondialdehydu

Jako marker lipoperoxidace v myokardu LK bylo pouzito stanoveni celkového
koncentrace malondialdehydu (MDA), ktera byla stanovena pomoci modifikované metody
dle Pilze a kol. (2000). Stanoveni je zaloZzené¢ na derivatizacni reakci MDA s 2,4-
dinitrofenylhydrazinem poskytujici produkt, ktery je selektivné detekovan pomoci HPLC
s UV detekci. Vlastni analyza jednotlivych markerdt pomoci HPLC metody byla
realizovana Ing. Milo§em Hrochem, PhD. na Ustavu farmakologie, LFHK UK.

Pted stanovenim bylo 250 pl tkanového supernatantu hydrolyzovano pomoci 50 pl
6M NaOH po dobu 30 min pii 60°C. Po ochlazeni na ledu byly vzorky deproteinovany
pomoci 125 pl 35% (V/V) HCIO4 a centrifugovany (9400x g, 10 min, 4°C). Nasledovala
derivatizace 250 ul takto pfipraveného supernatantu s 25 pl SmM  24-
dinitrofenylhydrazinu po dobu 10 min vtemnu. Vznikly produkt 1-(2,4-
dinitrofenyl)pyrazol byl stanovoven na HPLC systému Agilent (CA, USA) vybaveného
UV/VIS detekei. Separace latek probihala pti 30°C na koloné¢ EC Nucleosil Cig (125 x 4,6
mm / 5 pm; Machery-Nagel, Némecko) s pfedkolonou EC Nucleosil Cig (8 x 4 mm /5 pm;
Macherey-Nagel, Némecko). Mobilni fazi tvofila smés acetonitril/voda/kyselina octova
380/620/2 (v/v/v) o pH 3,4. Rychlost pritoku byla 1,0 ml/min a detekce na UV/VIS
detektoru probihala pfi vlnové délce A=310 nm. Jako standard byl pouzit

tetrabutylamonium malondialdehyd.

3.14 Stanoveni jednotlivych forem glutathionu

Mnozstvi redukované (GSH) a oxidované (GSSG) formy glutathionu v myokardu
bylo stanoveno HPLC metodou podle Kand’ara a kol. (2007). Stanoveni je zalozeno na
derivatizacni reakci GSH s o-ftaldialdehydem (OPA) poskytujici produkt, ktery je

selektivné detekovan pomoci HPLC vybavené fluorescen¢nim detektorem. Vlastni analyza
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jednotlivych forem glutathionu pomoci HPLC metody byla realizovdna Ing. MiloSem
Hrochem, PhD. na Ustavu farmakologie, LFHK UK.

Pro stanoveni GSH bylo 50 pl supernatantu vzorku smichano s 1 ml 0,2% (m/v)
EDTA. Pro derivatizaci bylo pouzito 20 ul takto pfipraveného vzorku, ke kterému bylo
ptidano 300 pl 0,2% (m/v) EDTA a 20 ul 0,1% (m/v) OPA. Celd sm¢s byla inkubovéana
30 min ve tmé za laboratorni teploty. V pfipadé stanoveni GSSG bylo nejprve nutné
odstranit ze vzorku pfitomny GSH, proto bylo 200 ul vzorku smichéno s 200 pl 40mM N-
ethylmaleimidu a inkubovano 30 min ve tmé pfi laboratorni teploté. Po ukonceni inkubace
bylo ke vzorku ptidano 750 ul 0,2M NaOH. Z této smesi bylo odebrano 20 pl a pouzito pro
derivatizacni reakci s 300 pl 0,2M NaOH a 20 pul 0,1% (m/v) OPA. Reakce opét probihala
30 min ve tmé¢ za laboratorni teploty.

Produkty derivatizacnich reakci byly analyzovany pomoci HPLC systému
Shimadzu (Japonsko) vybaveného fluorescenénim detektorem. Separace latek probihala pii
37°C na kolon¢ Supelco Discovery Cis (150 x 4,0 mm / 5 pm; Supelco, Sigma-Aldrich)
a predkolony Supelco Discovery Cis (20 x 4,0 mm / 5 pm; Supelco). Mobilni fazi tvotila
smés methanol/fosfatovy pufr: 15/85 (v/v), pH 6,0. Rychlost priitoku byla 0,5 ml/min
a fluorescencni detektor byl nastaven na excitaci pii vinové délce A=350 nm a emisi pii

vlnové délce Aen=420 nm.

3.15 Priprava homogenatu pro stanoveni aktivity enzymi

Pro stanoveni aktivity enzymi uvedenych v kapitole 3.16 — 3.18 byl pouzit
celotkanovy homogenat, ktery byl pfipraven homogenizaci myokardu LK v ledovém
lyza¢nim pufru (50 mg/ml; 5 mM HEPES, 1 mM EGTA, 1 mM DTT a 0,1 % (v/v) Triton
X-100, pH 8,7) po dobu 60 min v termomixéru (Eppendorf, 1400 ot./min a 4°C). Vzorky
byly nasledné centrifugovany (800x g, 5 min, 4°C) a supernatant uschovan pfti -80°C do

doby stanoveni.

3.16 Stanoveni aktivity glutathionperoxidazy a glutathionreduktazy
Aktivity glutathionperoxidazy (GPx) a glutathionreduktazy (GR) byla stanoveny
pomoci enzymatickych reakci vyuzivajicich pfeménu specifického substratu danymi
enzymy za redukce NADPH a mnozstvi vznikajiciho redukovaného NADP' bylo
kvatntifikovano spektrofotometricky (Esworthy a kol. 2001; Mannervik 2001).
Stanoveni bylo realizovano ve spolupraci s Mgr. Annou Jirkovskou, PhD. z Katedry

biochemickych véd, FAF UK.
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Pro stanoveni aktivity GPx bylo 20 pl vzorku smichdno se 170 pl reakéni smési
obsahujici 1 mM GSH, 0,2 mM NADPH, 11,25 mM NaN3; a 1 U /ml GR v 0,IM
fosfatovém pufru o pH 7,0. Smés byla promichana a nechana 10 min pii laboratorni teploté
a reakce byla nastartovana piidavkem 10 pl 0,25 mM H,0,. Zména absorbance pii 340 nm
po dobu 5 min byla sledovana na spektrofotometru TECAN Infinite M200 (Tecan,
Rakousko). V ptipadé stanoveni GR byla reakce zahajena jiz ptidavkem 20 pl vzorku do
180 ul reak¢ni smési obsahujici pouze 1 mM GSSG a 0,1 mM NADPH v 0,1M fosfatovém
pufru o pH 7,0. Nartst absorbance vznikajicitho NADP" byl sledovéan stejnym zptisobem
jako pfi stanoveni GPx. Enzymovéa aktivita byla vypocitana jako relativni zména
absorbance za 1 min, pfepocitana na obsah proteinu ve vzorku a vyjadiena jako relativni

zmeéna vzhledem ke kontrole.

3.17 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferazy

Komeréné dostupny kit SensoLyte GST Activity Assay Fluorimetric Kit (Anaspec,
CA, USA) byl pouzit pro stanoveni aktivity glutathion-S-transferazy (GST) dle navodu
poskytnutého vyrobcem. Principem stanoveni je konjugace nefluoreskujiciho substratu
s GSH dodanych v kitu plsobenim GST ze vzorku za vzniku fluoreskujiciho produktu.
Fluorescence produktu byla detekovéna pfi excitaéni vinové délce A=390 nm a emisni

vlnové délce A.,=480 nm pomoci piistroje Tecan M200 Pro (Tecan, Rakousko).

3.18 Stanoveni aktivity citratsyntazy

Aktivita citratsyntazy byla stanovena spektrofotometrickou metodou dle De Sousa
(1999) zaloZenou na enzymatické reakci citratsyntazy katalyzujici tvorbu kyseliny
citronové z acetyl-CoA a oxalacetatu. Pro stanoveni byl pouzit celotkanovy homogenat
z myokardu LK viz sekce 3.15. Stanoveni bylo provedeno ve spolupréci s PharmDr. Olgou
Len¢ovou, PhD. (Ustav farmakologie, LFHK UK).

Reakéni smés tvotilo 8 pul homogenatu, 2 pul 30mM acetyl-CoA a 2 ul 10mM 5,5¢-
dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) v prostiedi 178 pl 1M Tris-HCl pufru
o pH 8.,0. Reakce byla nastartovana pfidanim 10 pul 10mM oxalacetdtu a zména absorbance
byla méfena v 10sekundovém intervalu po dobu 1,5 min pii vinové délce 412 nm na
pfistroji Tecan M200 Pro (Tecan, Rakousko). Vysledna aktivita byla vypocitana ze zmény

absorbance za minutu a vyjadfena jako relativni zména vzhledem ke kontrole.

52



Prehled pouzitych metod

3.19 Stanoveni respirac¢ni aktivity mitochondrii myokardu levé komory

Respiracni aktivita mitochondrii byla stanovovana v celotkdnovém homogenatu
Cerstvého myokardu LK pomoci vysokouc¢inné respirometrie ve spolupraci s Mgr. Pavliou
Stafikovou, PhD. a prof. MUDr. Zuzanou Cervinkovou, CSc. z Ustavu fyziologie, LFHK
UK.

Cerstva tkan myokardu LK byla homogenizovana pomoci Potter-Elvehjem
homogenizatoru s teflonovym pistem a sklenénou zkumavkou (P-LAB, Ceska republika)
v ledovém pufru obsahujicim 25 mM sachar6zu, 75 mM sorbitol, 100 mM KCI, 10 mM
H;3POy4, 5 mM Mg Clp, 10 mM Tris, 20 mM EDTA a 1 mg/ml hovézi sérovy albumin
(BSA). Homogenat byl ptefiltrovan pies hrubé nylonové sito. Méfeni probihalo na piistroji
Oroboros 2K (Oroboros, Rakousko) v respiracnim pufru MiR05 (Oroboros) pii 30°C
a spotieba kysliku byla vyhodnocena pomoci programu DatLab 4.1 (Oroboros). Respiracni
aktivita méfend jako spotieba kysliku byla nastartovana v prosttedi 10mM glutamatu,
2,5mM malatu a ImM ADP. Pro inhibici komplexu I byl pouzit rotenon (vysledna
koncentrace 1uM), pro aktivaci komplexu II byl pouzit sukcinat (vyslednad koncentrace
10mM). Stav vnéjsi mitochondridlni membrany po homogenizaci byl hodnocen pfidavkem
10uM roztoku cytochromu c, ktery vyvolal = 69% narist spotieby O,, coZ odpovidalo
¢asteCnému, ale predpokladanému poskozeni membrany vyskytujici se stejnou mérou ve
vSech experimentalnich skupinach. Aktivita cytochrom-c-oxidazy (COX) byla hodnocena
v samostatném pokusu, kdy byl jako substrat pro reakci pouzit 10 uM cytochrom c, jako
umély donor elektronlt 0,5 mM N,N,N,N-tetramethyl-p-fenylendiamin (TMPD) a 2 mM
askorbat jako regeneracni systém pro redukovany TMPD. Vysledky byly korigovany na

miru autooxidace chemikalii a vyjadieny relativné vzhledem ke kontrole.

3.20 Stanoveni aktivity mitochondrialniho komplexu I ve frakei bohaté
na mitochondrie

Aktivita mitochondridlniho komplexu I (NADH:ubichinon oxidoreduktaza) byla
stanovena také ve frakci celotkdnového homogenatu bohatého na mitochondrie pfipravené
z myokardu LK pomoci spektrofotometrické metody podle Janssena a kol. (2007)
s mensimi modifikacemi pro stanoveni v 96jamkovém formatu.

Vzorek myokardu byl homogenizovan pomoci Potter-Elvehjem homogenizatoru
s teflonovym pistem a sklenénou zkumavkou (P-LAB, Cesk4 republika) v 10nasobku
ledového pufru obsahujicim 20 mM HEPES, 1 mM EGTA, 70 mM sachar6zu a 210 mM
mannitol, pH 7,2. Hrubé zbytky tkan¢ a bunéénych membran byly odstranény centrifugaci
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(600x g, 10 min, 4°C) a supernatant byl dale znovu centrifugovan (16 000x g, 10 min,
4°C). Ziskana peleta byla resuspendovéana v ledovém 25 mM fosfatovém pufru (pH 7,4)
a mitochondridlni membrana byla naruSena pomoci ultrazvuku (4 x 5 impulzf, 60% vykon,
0,5 cyklu; UP100H, Hielscher Ultrasonic, Némecko).

Cerstvé piipraveny homogenat byl pouZit pro stanoveni aktivity komplexu 1. 20 pl
homogenatu bylo smichéno se 159 pl reakéni smési obsahujici 3 mg/ml BSA, 160 uM 2,6-
dichloroindofenol (DCIP), 60 uM decylubichinon, 2 uM antimycin a 2 mM KCN v 25mM
fosfatovém pufru (pH 7,4). Pro odliSeni specifické aktivity komplexu I od nespecifické
oxidace NADH byl ke kazdému vzorku ptfidan 1 pul 800uM rotenonu nebo stejné mnozstvi
fostatového pufru. Reakce byly iniciovany piidanim 20 pl 160uM NADH a absorbance
byla sledovéna v 30s intervalech po dobu 5 min pfi vlnové délce 570 nm (Microplate
Reader Model 680, Bio-Rad, CA, USA). Aktivita byla definovadna jako pokles absorbance
za 1 min a specificka aktivita komplexu I byla stanovena jako ¢ast namétené aktivity
citlivd na rotenon. Nespecificka aktivita, kterd neni ovlivnéna rotenonem byla nizsi nez
10 - 15%, coz dokumentuje odpovidajici pfipravu subcelularni frakce a nastaveni analyzy.
Vysledky byly pfepocitany na obsah proteinu a vyjadieny jako relativni zména vzhledem

ke kontrole.

3.21 Priprava nuklearni frakce z homogenatu levé komory

Nukleédrni frakce byla ziskana z myokardu LK podle Dignamova protokolu (1983).
Tkan byla homogenizovana v ledovém pufru A (100 mg/ml; 10 mM HEPES, 1,5 mM
MgCl,, 10 mM KCl, 0,5 mM DTT, 0,005 % NP40 (v/v) a 4% sm¢s inhibitori protedz
(Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Germany), pH 7,9) po dobu 20 min
v termomixéru pii 1400 ot./min a 4°C. Po centrifugaci (3 000x g, 10 min, 4°C) byla peleta
resuspendovana ve Ctyfnasobku hmotnosti vzorku ve smési tvofené z 93,5 % ledovym
pufrem B (5 mM HEPES, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, 0,5mM DTT, 26 % (v/v)
glycerol, pH 7,9) a z 6,5 % 4,6M NaCl. Suspenze byla opakované¢ homogenizovdna na
ledu ultrazvukem (UP100H, Hielscher Ultrasonic, Némecko) a nechana inkubovat 30 min
na ledu. Po centrifugaci (16 000x g, 20 min, 4°C) byl supernatant zamrazen pii -80°C do

vlastniho stanoveni.
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3.22 Stanoveni mnoZzstvi transkripéné aktivni formy Nrf2 v nuklearni
frakci

Mnozstvi transkripéné aktivni formy Nrf2 v nukledrni frakci bylo stanoveno
pomoci komercéné dostupného DNA vézajiciho ELISA kitu TransAM Nrf2 (Active Motif,
CA, USA) dle doporuceni vyrobce. Principem tohoto kitu je navazani aktivni formy Nrf2
na specifické¢ dvouietézcové oligonukleotidy (odpovidajici sekvenci ARE) ukotvené na
povrch jamek. Nrf2 je pak detekovdana pomoci specifické protilatky s néslednou
spektrofotometrickou kvantifikaci komplexu pii vinové délce 450 nm. Stanoveni bylo
provedeno ve spolupraci s PharmDr. Olgou Len¢ovou, PhD. (Ustav farmakologie, LFHK
UK).

3.23 Izolace nukleovych kyselin a RT-qPCR analyza

Celkovd RNA zmyokardu LK byla izolovdna pomoci fenol-chloroformové
extrakce pomoci komeréné dostupného TRI Reagent (Sigma-Aldrich) dle doporuceni
vyrobce. Koncentrace izolované RNA byla stanovena na pfistroji NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, DE, USA). Ziskand RNA byla piepsana
reverzni transkripci do cDNA s pouzitim High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, CA, USA) dle doporuceni vyrobce s uzitim piistroje 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems). Relativni kvantifikace exprese cilovych gent (Tab. 3) byla
stanovena na pristroji 7500HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) ve
»Hfast® rezimu pomoci individualné navrZzenych a komeréné dostupnych qPCR reakci
(Generi Biotech, CR; Applied Biosystems) a TagMan Fast Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems). Reakce probihala s 30 ng cDNA v 50 cyklech s ¢asové-teplotnim
profilem: pocatecni denaturace 3 min pii 95°C, denaturace 5 s pi1 95°C
a annealing/elongace 25 s pii 60°C. Exprese cilovych genl byla normalizovana na expresi
referencniho genu HPRTI1 za pouziti Pfafflovy metody (2001). Pro stanoveni zmény
v poméru obsahu mtDNA/nDNA byla izolovana celkovd DNA z myokardu LK pomoci
DNeasy Blood&Tissue Kit (Qiagen, CA, USA) na pfistroji QIAcube (Qiagen).
Koncentrace izolované DNA byla stanovena na pfistroji NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, DE, USA). Komercné dostupné qPCR kity
(Generi Biotech) pro geny kodované mtDNA (NDI1, ND4, COX1) byly vyuzity
ke stanoveni relativniho mnozstvi mtDNA a vysledné mnozstvi bylo vztazeno na pocet
kopii genu pro leptin, ktery je koédovan nDNA, za pouziti Pfafflovy metody.
Vybér hodnocenych i referencnich gent pro tuto analyzu probihal ve spolupraci s Generi
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Biotech. Reakce probihala s 10 ng DNA v 50 cyklech s casové-teplotnim profilem:

pocatecni denaturace 3 min pii 95°C, denaturace 10 s pii 95°C a annealing/elongace 30 s

pii 60°C.

Tab. 3 Piehled pouzitych komer¢né dostupnych qPCR Kitii.

qPCR kity produkované Generi Biotech
Zkratka Nazev genu Nazev qPCR kitu Referenéni sekvence U;T::;?:Lv
ALAS1 ALAS1 ocALAS1_Q4 XM_002713234.1 exon7 / exon 8
ANT1 ADT1 ocADT1_Q3 ENSOCUG00000002594 exon3/ exon 4
BVR A BLVRA ocBLVRA_Q2 XM_002713681.1 exon7 / exon 8
COxX1 COoxX1 0cCOX1_Q2 AJ001588.1 mtDNA
COX4 COXx4I1 ocCOX411_Q1 NM_001170882.1 exon3/ exon4
FTL FTL ocFTL_Q2 NM_001101688.1 exon2 / exon3
GCLC GCLC OcGCLC_Q1 XM_002714508.1 exon11/exon12
HO1 HO1 ocHO1_Q1 XM_002711415 exon2 / exon3
HPRT1 (rzfl.:’gRJr:e) ocHPRT1_Q3 NM_001105671 exon6 / exon7
Lep LEP ocLEP_Q1 NM_001163069.1 exon2
MnSOD SOD-2 0ocSOD2_Q2 L28808 exon3/ exon4
Myoglobin MB ocMB_Q2 ENSOCUT00000028727 exon1/exon2
ND1 ND1 ocND1_Q1 AJ001580 mtDNA
ND4 ND4 ocND1_Q2 AJ001588.1 mtDNA
NDUFS2 NDUFS2 ocNDUFS2_Q1 XM_002715157.1 exon12/ exon14
NOX2 CYBB ocCYBB_Q3 NM_001082100.1 exon11/exon 12
NOX4 NOX4 ocNOX4_Q2 XM_002708641.1 exon16 / exon17
NQO1 NQO1 ocNQO1_Q2 XM_002711667.1 exon5 / exon6
NRF1 NRF1 ocNRF1_Q2 NC_013675 exon7 / exon8
Nrf2 NFE2L2 ocNFE2L2_Q1 XM_002712306.1 exon2 / exon3
PRX3 PRDX3 ocPRDX3_Q2 XM_002718686.1 exon4 / exon5
smtCK RSMTCK ocRSMTCK_Q2 NM_001163070 exon7 / exon8
TFAM TFAM ocTFAM_Q1 XM_002718363.1 exon2 / exon3/
exon4
qPCR kity produkované Applied Biosystems
Zkratka Nazev genu Nazev qPCR kitu Referencni sekvence U;:::?:Lv
HIF1a HIF1A 0c03398632 NM_001082782.1 exon6 / exon?

3.24 Analyza dele¢nich mutaci mtDNA

Pritomnost dele¢nich mutaci a rozsahlych zmén v mtDNA byla stanovena metodou
LongRange PCR s (5'-
GGACTCTACTCGGGGATGA-3" a 3'-GGGTGTAGTTGTCTGGGTCTC-5") (Generi
Biotech, CR) a komer&né dostupnym kitem QIAGEN LongRange PCR kit (Qiagen, CA,

individudlné navrZzenymi a optimalizovanymi primery

USA) podle postupu vyrobce. Principem reakce byla amplifikace vybraného tuseku
mtDNA mezi 5487 — 14946 bp, kde se vyskytuji tzv. bézné delecni mutace (common
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deletions) a vétSina dalSich rozsadhlych zmén v DNA. Vysledkem PCR reakce je produkt
o délce 9460 bp odpovidajici = 55 % celkové délky mtDNA. Reakce probihala
v 35 cyklech s ¢asové-teplotnim profilem: pocatecni denaturace 3 min pti 93°C, denaturace
15 s pii 93°C, annealing 30 s pii 61,5°C, extenze 10,5 min pii 68°C a zavéreCna extenze
12 min pii 68°C. Vysledné produkty PCR reakce byly separovany pomoci elektroforézy
(90 V, 40 — 60 min) s uzitim 1% agar6zového gelu pomoci a vizualizovany pomoci
ethidium bromidu. Pro urceni velikosti produktu byly pouzity standardy GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (Fermentas, Litva). Stanoveni bylo provedeno ve spolupréci s firmou Generi

Biotech.

3.25 Western blot analyza HIF1a v nuklearni frakei

Hodnoceni zastoupeni mnozstvi HIFla v nuklearni frakci myokardu LK (viz
kapitola 3.21) bylo provedeno jeho imunodetekci specifickou protilatkou po piedeslé
separaci jednotlivych proteini ve vzorku jednorozmérnou elektroforézou. Vzorek byl
nejprve smichan v poméru 1:1 se smési tvotici v poméru 9:1 Laemmli Sample Buffer (Bio-
Rad, CA, USA) a B-merkaptoetanolem (Bio-Rad) a nasledné inkubovan 5 min pii 95°C.
Pro separaci proteinli byly pouZity ptedpfipravené 15jamkové gely TGX AnykD Mini-
PROTEAN (Bio-Rad). Nanaska proteinu byla 15 pg na jamku a separace probihala za
konstantniho napéti 200 V pii 240 mA cca 40 min. Jako standard molekulové hmotnosti
byl pouzit Precision Plus Protein Kaleidoscope Standard (Bio-Rad). Po skonceni
elektroforézy byly proteiny pieneseny na PVDF membranu (Pall Corporation, NY, USA)
pomoci pfistroje Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) pfi
konstantnim proudu 200 mA a napéti 25 V po dobu 1 hod. Po pieneseni proteini byla
membrana blokovéana 24 hod v 5% roztoku odtu¢néného suseného mléka (Blotting-Grade
Blocker; Bio-Rad) v TBS pufru (2 mM Tris, 1,37 mM NaCl; Bio-Rad) s 0,1 % Tween-20
(Bio-Rad) a nasledné€ inkubovana s mySi priméarni monoklondlni protilatkou anti-HIFla
(Abcam, UK; tedéni 1:150, 24 hod, 4°C) a jako sekundarni protildtka byla pouzita kozi
protilatka proti mySimu IgG konjugovana s kienovou peroxiddzou (DakoCytomation,
Dansko, fedéni 1:1000, 1 hod pfii laboratorni teploté). Chemiluminiscen¢ni detekce byla
provedena pomoci BM Chemiluminiscence Blotting Substrate kit (Roche Diagnostics,
Svycarsko) a filmi CL-XPosure Film (Thermo Fisher Scientific MA, USA) na
automatickém vyvolavacim pfistroji Optimax X-Ray Film Processor (Protec

Medizintechnik, Némecko). NanaSka proteinu na gel byla kontrolovdna Ponceau S
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barvenim PVDF membrany a denzitometrickd kvantifikace relativniho mnozstvi proteinu

byla provedena s uzitim programu Quantity One (Bio-Rad).

3.26 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu v piipravenych homogenatech byla stanovena pomoci
komeréniho kitu Bicinchonic Acid Protein Assay Kit (Sigma-Aldrich) dle navodu vyrobce.
Metoda je zaloZena na redukci Cu®* na Cu” ionty proteiny pii 37°C v alkalickém prostiedi.
Vzniklé Cu’ ionty jsou chelatovany bicinchoninovu kyselinou za tvorby barevnych
komplexti, které jsou nasledné¢ spektrofotometricky stanoveny pii 562 nm na piistroji
Tecan M200 Pro (Tecan, Rakousko).

Pfitomnost latek chelatujicich dvojmocné ionty v homogeniza¢nich pufrech muze
interferovat se stanovenim koncentrace proteind, a proto bylo nutné proteiny v téchto
vzorcich nejprve precipitovat podle postupu uvedeného vyrobcem. Vzorky byly nejprve
inkubovany s0,15% (m/v) deoxycholdtem sodny a poté precipitovany 72% (m/v)
trichloroctovou kyselinou. Vysrazené proteiny byly solubilizovany 5% (m/v) roztokem

dodecylsulfatu sodného v 0,1M NaOH.

3.27 Statisticka analyza vysledku

Jestlize neni uvedeno jinak, data jsou prezentovana jako jednotlivé hodnoty
s vyznatenym primérem ¢i  medidnem skupiny, nebo jako krabi¢kovy graf
s interkvartilovym rozmezim, medidnem a 5. - 95. percentilem (GraphPad Software, CA,
USA). Krabickovy graf, ktery dobie popisuje distribuci dat ve skupiné bez ohledu na
charakter dat, byl upfednostnén pied znazornénim jednotlivych hodnot pii zobrazeni
vétSstho mnoZstvi skupin ve studii s dexrazoxanem sohledem na piehlednost
prezentovanych vysledkl. Statistickd analyza dat byla provedena v statistickém programu
SigmaStat 3.5 for Windows (Systat Software, CA, USA). Statisticka signifikance byla
urcena na hladin€ p < 0,05. Pro porovnani jednotlivych skupin mezi sebou byla pouZita
jednofaktorova analyza rozptylu (One Way ANOVA) nebo jeji neparametricka modifikace
(Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks). Pro porovnani parovych dat v ramci jedné
skupiny byl pouzit parovy t-test nebo Wilcoxonliv parovy test pro data s nenormalnim
rozlozenim. Ke stanoveni vztahu mezi jednotlivymi naméfenymi parametry byla pouzita

Pearsonova parametrickd nebo Spearmanova neparametricka korela¢ni metoda.
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4 VYSLEDKY
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4.1 Studium poSkozeni srdce vyvolané chronickou antracyklinovou
kardiotoxicitou a jeho dalSi vyvoj po ukonceni expozice cytostatikem

(follow up)

4.1.1 HODNOCENi CELKOVE TOXICITY

Vsechna zvifata v kontrolni skupin¢ se dozila planovaného konce experimentu
(Obr. 10A) a dobfte prospivala po celou dobu studie, coz je dokumentovano signifikantnim
ptiristkem télesné hmotnosti zvirat (Obr. 10B). Naproti tomu bylo v pribéhu podéavani
DAU zaznamenano 5 ptedcasnych thynt (5 z 27 zvitat, Obr. 10A) a zvifata jevila zndmky
zhorSeného zdravotniho stavu (napi. snizena pohybova aktivita a omezeny piijem potravy)
s minimalnim a nesignifikantnim pfirastkem télesné hmotnosti (Obr. 10B). V prabchu
obdobi po expozici DAU (tzv. follow up) se zdravotni stav téchto zvifat vyznamné
nezlep$il — naopak ve vétSin¢ pripadd se dale zhorSoval a na zaklad¢ pravidelného
echokardiografického vySetfeni muselo byt 9 z 11 zvifat (Obr. 10A) pfedcasné ukonceno
podle protokolu studie (pokles LVFS pod 20 %). Tyto hodnoty systolické srde¢ni funkce
obvykle indikuji dekompenzované srde¢ni selhdani s moznosti necekaného predcasného

uhynu zvifat a ztraty vzorku myokardu.

A Preziti zvirat B Prirtistek télesné hmotnosti
. Preziti i Preziti + FS>20 O+ DAU g SR
1 : O KFU # Kk
: 1254
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20O KFU . !
4@ DAUFU : §
0 1 T T : 1 T 1 1 75 L] : 1
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* Aplikace latek _ Followup  aplikace fatek . Fol g
Tyden Aplikace latek Tyden ollow up

Obr. 10 Preziti zviiat (A) a priristek télesné hmotnosti (B) v pribéhu pokusu. Preziti do 11. tydne bylo
sledovano standardnim zptisobem, zatimco v obdobi FU byl pokus u jednotlivych zvifat ukonéen pii poklesu
frakéniho zkraceni LK pod 20 %. Vysledky jsou prezentovany jako primér skupiny + SEM. Statistickd
signifikance v ramci dané skupiny (parovy ¢-test, p < 0,01) v porovnani s pocateéni hodnotou (#) nebo
hodnotou na konci podavani latek ($). Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,01) v porovnani s kontrolni
skupinou (k). PZH FU — posledni zaznamenana hodnota v obdobi nasledného sledovani zvifat po expozici
(follow up). ,,Preziti + FS > 20 — preziti zvifat spliujici kritérium dané protokolem studie (frakéni zkraceni
LK vétsi nez 20 %).

Pti pitvé zvifat z DAU skupiny byly pozorovany makroskopické zndmky vyrazné
kardiovaskularni toxicity, jako je dilatace srde¢nich oddilii (zejména LK) a obéhového

mestnani, tj. pritomnost ascitu ¢i hydrothoraxu (pfesahujicich v nékterych ptipadech
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175 ml). Tyto nélezy byly napadné zejména u zvifat pred€asné uhynulych ¢i ukoncenych
podle protokolu studie pro pokles LVFS pod 20 %. Znamky ob&hového méstnani byly také
cetnéjsi v obdobi nasledného sledovani po expozici DAU, nez v prubéhu samotného
navozeni chronické ANT kardiotoxicity. Naptiklad vyznamny hrudni vypotek (> 1,0 ml),
byl ptitomen u 55 % zvifat nasledné sledovanych po expozici DAU, zatimco v prubehu
navozeni chronické ANT kardiotoxicity to bylo pouze 13 %. V kontrolni skupiné pitva

neodhalila zddné vyznamné odchylky od normalni anatomie srdce.

4.1.2 HODNOCENI SRDECNi FUNKCE

Echokardiografické vySetfeni odhalilo signifikantni pokles frakéniho zkraceni LK
na konci podavani DAU (o 26,5 % oproti vychozim hodnotam, p < 0,001), ktery se dale
prohluboval v néasledném obdobi FU (az na = 50 % pavodnich hodnot, p < 0,001;
Obr. 11A). Kontrolni skupina se naproti tomu vyznacovala normdalnimi hodnotami
systolické srde¢ni funkce, které se béhem pokusu vyznamné neménily (Obr. 11A).
Na konci podavani cytostatika nebyl rozmér LK na konci diastoly vyznamné ovlivnén

podavanim DAU, nicméné signifikantni dilatace byla patrna v obdobi FU (Obr. 11B).

A Frakéni zkraceni LK B Rozmér LK na konci diastoly
50 . 2.0 :
| O K :
40+ 1.94 1+ DAU : #$k
O KFU
301 1.891 48 DAUFU
® O K #$k £
204 {1} DAU : 1.74
-©- KFU
%1 3 pauru Ly
0 ; : : 15 ' : :
1 11 PZH FU 1 11 PZH FU
Aplikace latek Tyden Follow up Aplikace latek Tyden Follow up

Obr. 11 Echokardiograficky stanovené (A) frakéni zkraceni LK a (B) rozmér LK na konci diastoly.
Data prezentovana jako pramér skupiny £ SEM. Statistickd signifikance v ramci dané skupiny (parovy -
test/Wilcoxontiv parovy test, p < 0,01) v porovnani s poéatecni hodnotou (#) nebo hodnotou na konci
podavani latek ($). Statisticka signifikance (ANOVA, p <0,01) v porovnani s kontrolni skupinou (k). PZH —
posledni zaznamenana hodnota.

Vyrazné sniZeni systolické funkce bylo patrné i pfi katetrizacnim vySetfenim LK,
kde byl index kontraktility (dP/dtm,x) na konci podavani DAU o 41,5 % niz§i v porovnani
s kontrolni skupinou (p < 0,001) a v nasledujicim obdobi po expozici DAU byl patrny

pokles tohoto parametru o 62,3 % (p < 0,001; Obr. 12A). Diastolickd funkce LK
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hodnocené dle indexu dP/dty,;, byla po podavani DAU ovlivnéna obdobné¢ jako systolicka
funkce (Obr. 12B).
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Obr. 12 Katetriza¢ni vySetieni (A) systolické (dP/dt,,,) a (B) diastolické funkce LK (dP/dt,;,).
Statisticka signifikance (ANOVA) v porovnani s kontrolni skupinou: *** (p <0,001).

4.1.3 HODNOCENIi PLAZMATICKYCH KONCENTRACI SRDECNIHO TROPONINU T

Plazmatické koncentrace srdecniho troponinu T byly signifikantné zvySené jiz

v pribé¢hu podavani DAU (Obr. 13) a se zvySujici se kumulativni ddvkou cytostatika

vytrvale narGstaly. Nejvyssi koncentrace byly zaznamenany 1-2 tydny po posledni aplikaci

DAU av obdobné mife pretrvavaly az do 13. tydne, kdy zacaly postupné klesat.

V kontrolni skupiné nebyl zaznamendn signifikantni nardst koncentrace srde¢niho

troponinu T a hodnoty byly po celou dobu experimentu tésné nad detekénim limitem.
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Obr. 13 Koncentrace srdec¢niho troponinu T v plazmé. Statistickd signifikance (ANOVA) v porovnani
s kontrolni skupinou: *** (p <0,001), ** (p<0,01) a * (p <0,05).
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4.1.4 HODNOCENI OXIDACNIHO STRESU A ANTIOXIDACNI OCHRANY V MYOKARDU LEVE
KOMORY

Stanoveni koncentrace malondialdehydu v myokardu LK (marker lipoperoxidace)
odhalilo signifikantni nartast po podavani DAU (Obr. 14A) s dal§i vyznamnou progresi
1 v nasledujicim obdobi FU (34,7% néartst oproti hodnotam v 11. tydnu, p < 0,001).
Korela¢ni analyza naznacila vyznamny vztah individualnich hodnot tohoto parametru
s parametrem systolické srde¢ni funkce LK, jakoz i dal$imi markery kardiotoxicity

(p < 0,05), nicmén¢ tésnost tohoto vztahu byla relativné slaba (R =-0,417; Obr. 14B).
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Obr. 14 (A) Hodnoceni lipoperoxidace myokardu LK a (B) korela¢ni analyza lipoperoxidace s mirou
poskozeni systolické funkce LK. Statisticka signifikance (ANOVA) mezi jednotlivymi skupinami: ***

(p <0,001).

Dal§im markerem oxida¢niho stresu hodnocenym v této studii byla oxidovana
a redukovand forma glutathionu. MnoZstvi oxidovaného glutathionu v myokardu LK bylo
po opakovaném podavani DAU zvysSeno (Obr. 15A) a tato zména zlstala signifikantni
v porovnani s kontrolni skupinou i v nasledném obdobi po expozici DAU (FU). OvSem
soucasn¢ s tim bylo pii poddvani DAU zvySeno 1 mnozstvi redukovaného glutathionu v LK
(Obr. 15B), takze vysledny pomér GSSG/GSH (Obr. 15C) nebyl jak na konci podavani

DAU, tak ani v priibéhu nésledného obdobi FU signifikantné zménén.
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A Oxidovany glutathion B Redukovany glutathion C Pomér GSSG/GSH
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Obr. 15 (A) HPLC stanoveni mnoZstvi glutathionu v myokardu LK a (B) vysledny pomér oxidované
a redukované formy glutathionu. Statisticka signifikance (ANOVA) v porovnani s kontrolni skupinou: **
(p<0,01) a*** (p<0,001).

Podavani DAU nemélo vyznamny vliv ani na aktivitu vEtSiny enzymi

glutathionového systému. Aktivita glutathoin-S-transferazy (GST; Obr. 16A)
a glutathionreduktazy (GR; Obr. 16B) nevykazovala zadné zmény v disledku podavani
DAU. Aktivita glutathionperoxidazy (GPx) téz nebyla vyznamné ovlivnéna na konci
podavani DAU, zatimco v obdobi po ukonceni expozice byla aktivita tohoto enzymu mirné

zvySena (Obr. 16C).
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Obr. 16 Stanoveni aktivity (A) glutathion-S-transferazy (GST), (B) glutathionreduktizy (GR)

a (C) glutathionperoxidazy (GPx). Statistickd signifikance (ANOVA) v porovnani s kontrolni skupinou:

*(p<0,05).

Naopak podavani DAU mélo signifikantni vliv na genovou expresi NADPH
oxidazy (NOX), kterd je zndmym zdrojem ROS v fad¢ kardiovaskularnich onemocnéni.
Exprese kli€ovych myokardialnich izoforem NOX (NOX2 a NOX4) byla na trovni mRNA
~ 7,5x vys§i oproti kontrolni skupiné a tato zména ziistala vyznamnd i v nasledujicim
obdobi FU, pficemz v ptipadé¢ NOX4 byla primérnd exprese az ~ 13nasobné¢ vyssi nez

v kontrolni skupiné€ (Obr. 17A,B).
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Obr. 17 Relativni exprese NADPH-oxiddz (NOX) v myokardu LK: (A) NOX2 a (B) NOX4. Statisticka
signifikance (ANOVA) v porovnani s kontrolni skupinou: * (p < 0,05) a *** (p <0,001).

Hodnoceni genové exprese Nrf2 jako klicové molekuly koordinujici odpoved
bunck na oxidacni stres neukazalo Zadnou zménu v disledku podédvani DAU (Obr. 18A).
Obdobné¢ nebyla zaznamendna vyznamna zména transkripéné aktivni formy Nrf2
v nukleédrni frakci po podavani DAU v prabéhu celého pokusu (Obr. 18B). Tyto vysledky
naznacuji, Ze Nrf2 signalni drdha neni v disledku navozeni chronické DAU kardiotoxicity

vyznamn¢ aktivovana.
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Obr. 18 (A) Relativni genova exprese Nrf2 a (B) mnoZstvi jeho transkripéné aktivni formy v nuklearni
frakei myokardu LK.
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Analyza genové exprese vybranych cilovych genti Nrf2 signalni kaskady
neprokazala zadnou koordinovanou odpovéd na opakované podavani DAU v obou
hodnocenych  intervalech  pokusu. Napfiklad genova  exprese  cytosolické
superoxiddismutazy (CuZnSOD; Obr. 19A) a katalytické podjednotky vy-glutamyl-
cysteinligazy (GCLC; Obr. 19B) nevykazovala zadné zmény. V ptipadé¢ mitochondrialni
formy superoxiddismutizy (MnSOD; Obr. 20A) a NADPH:chinonoxidoreduktdza 1
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(NQOT; Obr. 20B) bylo naopak pozorovano signifikantni snizeni genové exprese v obou

sledovanych obdobich.
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Obr. 19 Relativni genova exprese (A) cytosolické superoxiddismutazy (CuZnSOD) a (B) katalytické
podjednotky y-glutamylcysteinligazy (GCLC).
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Obr. 20 Relativni genova exprese (A) mitochondridlni superoxiddismutizy (MnSOD)
a (B) NADPH:chinonoxidoreduktazy 1 (NQO1). Statisticka signifikance (ANOVA) v porovnani
s kontrolni skupinou: ** (p <0,01) a *** (p <0,001).

Naproti tomu genova exprese hemoxygenazy 1, kterd tézZ patii mezi cilové geny
Nrf2, byla signifikantné zvySena v obou sledovanych intervalech (Obr. 21). VySe uvedena
data ale naznacuji, Ze exprese tohoto genu je regulovana jinym zpusobem nez
prostfednictvim Nrf2. Korelaéni analyza genové exprese jednotlivych zastupcti Nrf2
signalni kaskady s parametrem LVFS ukazala signifikantni korelaci (p < 0,001) pouze
u poslednich tfi zminénych genti (MnSOD, NQO1 a HOI) s relativné tésnou zavislosti
(Obr. 22).
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Obr. 21 Relativni genova exprese hemoxygenazy 1 (HO1). Statisticka signifikance (ANOVA) v porovnani
s kontrolni skupinou: *** (p < 0,001).
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Obr. 22 Korelaéni analyza relativni exprese (A) mitochondridlni superoxiddismutazy (MnSOD),

(B) NADPH:chinonoxidoreduktazy 1 (NQO1) a (C) hemoygenazy 1 s mirou poSkozeni systolické

funkce LK (LVFS).

4.1.5 HODNOCENI MITOCHONDRIALNIHO POSKOZENi A RESPIRACNI AKTIVITY
Poskozeni mitochondrii v disledku podavani DAU bylo patrné jiz na konci jeho

podavani a stejné tak i v obdobi po expozici ANT. SniZena aktivita citratsyntazy o = 20 %

(p < 0,05) v obou sledovanych intervalech poukézala na DAU navozeny pokles mnozstvi

mitochondrii v myokardu LK (Obr. 23).
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Obr. 23 Aktivita citratsyntazy odraZejici mnoZstvi mitochondrii v myokardu LK. Statisticka signifikance
(ANOVA) v porovnani s kontrolni skupinou: * (p < 0,05).

S uzitim vysokoucinné respirometrie bylo v. myokardu LK zjisténo signifikantni
poskozeni mitochondridlni respiracni aktivity vlivem opakovaného podavani DAU, a to
zejména v obdobi FU (Obr. 24). Zatimco enzymaticka aktivita komplexu I a II byla
signifikantné snizena pouze v obdobi FU (Obr. 24A, B), aktivita komplexu IV byla snizena
jiz na konci podavani DAU a pfetrvavala na stejné Grovni 1 béhem nasledného obdobi FU

(Obr. 24C).
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Obr. 24 Respirometrické stanoveni aktivity (A) komplexu I, (B) komplexu II a (C) komplexu IV
v celotkaniovém homogenatu myokardu LK. Statistickd signifikance (ANOVA) mezi jednotlivymi
skupinami: ** (p < 0,01).

Aktivita komplexu I byla také stanovena ve frakci homogenatu LK obohaceného
o mitochondrie, kde se podafilo odhalit signifikantni pokles v enzymatické aktivité
komplexu I jiz na konci poddvani studovanych latek (o 34,1 %, p < 0,001) a obdobny
deficit byl zjistén 1 v obdobi FU (Obr. 25).
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Obr. 25 Aktivita komplexu I v homogenatu myokradu LK obohaceném o mitochondrie. Statisticka
signifikance (ANOVA) v porovnani s kontrolni skupinou: *** (p <0,001).

4.1.6 HODNOCENi MITOCHONDRIALNI BIOGENEZE

Ackoliv vyse uvedené vysledky jasné dokumentovaly poSkozeni mitochondridlnich
funkei po chronické expozici DAU, nebyla pozorovéna aktivace endogenni protektivni
odpovédi formou zvysené aktivity mitochondrialni biogeneze. Hodnoceni genové exprese
PGCla, klicového reguldtoru mitochondrialni biogeneze, nepfineslo zadné dikazy
o zvySené expresi tohoto faktoru vlivem podavani DAU v zddném z hodnocenych obdobi
(Obr. 26A). Nicméné v obdobi FU byl pozorovan mirny, ale signifikantni néartst genové
exprese PGCla v kontrolni skuping; tento vzestup nebyl nalezen u zvifat, kterym byl
predtim podavan DAU. Z tohoto diivodu byl identifikovan vyznamny rozdil mezi kontrolni
a DAU skupinou v obdobi FU (p < 0,05). Obdobny trend byl také zjistén u dalsiho ¢lena
kaskady mitochondridlni biogeneze, nuklearniho respiracniho faktoru 1 (NRF1), kde byl
relativni rozdil oproti kontrole jest¢ vyznamngjsi (Obr. 26B). Dalsi zastupce kaskady
mitochondrialni biogeneze, mitochondrialni transkripéni faktor A (TFAM), vykazoval
vyrazné ovlivnéni DAU jiz na konci jeho podavani. Exprese tohoto dilezitého faktoru byla

v obou obdobich vyrazné¢ snizena o = 50 % (p < 0,001; Obr. 26C).
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Obr. 26 Relativni genova exprese (A) klicového regulatoru mitochondridlni biogeneze PPAR-y
koaktivatoru 1-a (PGCla) a jeho cilovych transkripénich faktori (B) nuklearniho respira¢niho
faktoru 1 (NRF1) a (C) mitochondriidlniho transkripéniho faktoru A (TFAM). Statisticka signifikance
(ANOVA) mezi jednotlivymi skupinami: * (p < 0,05), ** (p <0,01) a *** (p <0,001).

Opakované podavani DAU mélo vyznamné negativni vliv na expresi klicovych
podjednotek jednotlivych komplext dychaciho fetézce. Bylo pozorovdno vyznamné
sniZeni exprese téchto proteinti bez odhledu na to, zda jsou kodovany nDNA nebo mtDNA.
V ptipadé mitochondridlné kédovanych podjednotek komplexu I bylo mozné pozorovat
jisty trend ke sniZeni exprese podjednotky ND1 jiz na konci experimentu, ale statistické
signifikance tento ucinek dosahl az v obdobi FU (Obr. 27A). Naproti tomu byla exprese
podjednotky ND4 byla vyrazné a signifikantné snizena jiz na konci podavani DAU
(0 =40 %) a v nasledujicim obdobi FU pokles exprese nadale pokracoval (Obr. 27B).
Nuklearné¢ kodovanad podjednotka NDUFS2 vykazovala vyrazny pokles genové exprese
v obou sledovanych intervalech obdobné jako mtDNA kodovand podjednotka ND4

(Obr. 27C).
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Obr. 27 Hodnoceni zmén v genové expresi podjednotek komplexu I dychaciho Fetézce. Relativni
exprese mitochondrialné kédovanych podjednotek (A) ND1, (B) ND4 a (C) nuklearné kodované
podjednotky NDUFS2. Statisticka signifikance (ANOV A) mezi jednotlivymi skupinami: * (p < 0,05) a ***
(p £0,001).
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Taktéz podjednotky komplexu IV vykazovaly sniZenou expresi po podavani DAU.
Exprese mitochondridln¢ kédované podjednotky COX1 byla signifikantné snizena jiz na
konci podavani DAU a tento ucinek pietrvaval i v obdobi FU (Obr. 28A). Ackoliv snizeni
exprese nuklearné¢ kodované COX4AlIl vykazovalo statistickou signifikanci az v obdobi
FU (Obr. 28B), ocividny trend ke snizeni exprese této podjednotky byl patrny jiz na konci

podavani cytostatika.
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Obr. 28 Hodnoceni zmén v genové expresi podjednotek komplexu IV dychaciho Fetézce. Relativni
exprese (A) mitochondrialné kédované podjednotky COX1 a (B) nuklearné kédované podjednotky
COX4AI1. Statisticka signifikance (ANOVA) v porovnani s kontrolni skupinou: *** (p < 0,001).

Kromé podjednotek dychaciho fetézce byla negativné ovlivnéna i exprese dalSich
proteinii dulezitych pro energeticky metabolismus kardiomyocytii. Napiiklad genova
exprese mitochondridlni formy kreatinkinazy (smtCK) byla vyrazné sniZena jiz na konci
podavani DAU (o 45 %, p< 0,001) a dalsi snizeni jesté¢ nasledovalo v obdobi FU, které
doséhlo az na 38 % (p< 0,001) pivodnich hodnot (Obr. 29).
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Obr. 29 Relativni genova exprese mitochondridlni formy kreatinkinazy (smtCK). Statisticka signifikance
(ANOVA) v porovnani s kontrolni skupinou: *** (p <0,001).
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Pfi stanoveni relativniho mnozstvi mtDNA vSak nebyl shledan vyznamny pokles
tohoto parametru na konci opakovaného podavani DAU. Pomér mtDNA/nDNA vykazoval

signifikantni pokles az v obdobi FU (Obr. 30).
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Obr. 30 Relativni pomér mnoZstvi mtDNA/nDNA. Statistickd signifikance (ANOVA) v porovnani
s kontrolni skupinou: * (p < 0,05).
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4.2 Studium Kkardioprotektivniho ucinku dexrazoxanu vuéi chronické
antracyklinové Kkardiotoxicité pri jeho podani s kazdou davkou
cytostatika a pri odlozeném podani dle soucasnych Kklinickych
doporuceni

4.2.1 HODNOCENI CELKOVE TOXICITY

Podavani DEX v obou pouzitych schématech dokazalo G¢inné zabranit pred¢asnym
uhyniim, které¢ se vyskytly v pribc¢hu opakovaného podavanim DAU (0 vs. 19 %).
Stejné tak vSechna zvifata, kterym byl podavan DEX, dozila planovaného konce obdobi
FU a nevykazovala napadné vnéj$i znamky zhorSené¢ho zdravotniho stavu. Tyto vysledky
vyrazné kontrastujici se skupinou dostavajici samotny DAU, kde musela byt vétSina zvirat
(82 %) predcasné ukoncena podle protokolu studie z diivodu zavazného poklesu systolické
srde¢ni funkce pod piedem stanovenou mez (LVFS < 20 %) indikujici dekompenzované
srde¢niho selhdni s vysokou pravdépodobnosti pfedcasného uhynu. Pii pitvé zvifat
dostavajicich DEX také nebyly pozorovany zadné zndmky méstndni krve ¢i vyrazna
remodelace srdce, coz bylo opét v protikladu k nalezim zvifat, kterym byl podévan
samotny DAU.

Podavani DEX s kazdou ddvkou DAU vedlo v porovnani s kontrolni skupinou
k signifikantné niz§imu piirastku télesné hmotnosti na konci prvni etapy pokusu a ziskané
vysledky byly velmi blizké skupiné se samotnym DAU (Obr. 31). Pouziti odloZené
kardioprotektivni intervence vedlo ve stejné etapé pokusu k mirnému ptirtistku hmotnosti,
ktery byl vyznamné vyS§i neZ u samotného DAU. Pokusnd zvifata s ¢asnou
kardioprotektivni intervenci vSak zaznamenala vyznamny pfiristek télesné hmotnosti
v nadchézejicim obdobi FU, pfi¢emz tyto hodnoty byly vyznamné vys$s$i nez v DAU
skuping. Naopak vysledky zvitat s odlozenou kardioprotektivni intervenci nezaznamenaly
v tomto intervalu zadné zmény v porovnani s pfedchozim obdobim a rozdil oproti DAU

skupiné jiZ nedosahoval statistické signifikance.
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Obr. 31 Prirdstek télesné hmotnosti. Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,05) v porovnani
s (k) kontrolni a (d) DAU skupinou. Statisticka signifikance v ramci dané skupiny (parovy t-test, p < 0,05)
v porovnani s hodnotou na konci podavani latek (#).
4.2.2 HODNOCENi FUNKCE LEVE KOMORY

V obou schématech podavani DEX bylo dosazeno ur¢itého stupné kardioprotekce
proti poskozeni srdce vyvolaného opakovanym podavanim DAU. Vyrazné lepSich
vysledkd bylo ovSem dosazeno pii uziti ¢asné kardioprotektivni intervence, nebot’ v tomto
schématu DEX zcela zabranil zavaznému poskozeni systolick¢ funkce LK, jak
dokumentovalo echokardiografické (Obr. 32) i katetrizacniho vysetfeni (Obr. 33A).
Tento uCinek byl jasné patrny i v nasledném obdobi FU, kdy se parametry systolické
funkce nelisily od kontrolnich hodnot a byly vyznamné vyssi nez v DAU skuping.
Naopak pfi uziti odloZené kardioprotektivni intervence byly oba hodnocené parametry
systolické funkce LK na konci podavani signifikantné niz8i nez v kontrolni skupiné
(Obr. 32 aObr.33A) a vyznamny rozdil byl zachovan i v nasledujicim obdobi FU.
Z vysledkl bylo ov§em patrno, Ze pokles systolické srde¢ni funkce neni tak zavazny jako
u zvitat dostavajich samotny DAU. Naproti tomu oba rezimy kardioprotektivni intervence
vykazovaly stejnou schopnost omezit postizeni diastolické funkce LK navozené¢ DAU
(Obr. 33B). Reprezentativni zdznamy echokardiografického a katetrizaéniho vySetfeni jsou

prezentovany v Obr. 34 a Obr. 35.
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Frakéni zkraceni LK
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Obr. 32 Echokardiografické vysetreni systolické funkce LK. Statisticka signifikance v rdmci dané skupiny
(parovy t-test, p < 0,05) v porovnani s pocatecni hodnotou (*) nebo hodnotou na konci podavani latek
(#) v ramci dané skupiny. Statistickd signifikance (ANOVA, p < 0,05) v porovnani s (k) kontrolni, (d) DAU
skupinou a ¢asnou DEX intervenci (1). PZH — posledni zaznamenana hodnota.
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Obr. 33 Katetriza¢ni vySetieni (A) systolické (dP/dt,,,) a (B) diastolické funkce LK (dP/dt,;,).
Statisticka signifikance (ANOVA, p <0,05) v porovnani s kontrolni skupinou (k) a DAU skupinou (d).

4.2.3 HODNOCENi PLAZMATICKYCH KONCENTRACI SRDECNIHO TROPONINU T

Podani DEX vobou schématech dokazalo vyznamné sniZit plazmatické
koncentrace srdecniho troponinu T (¢TnT) vyvolané podavanim DAU a protektivni G¢inek
byl patrny i v prubéhu nasledného obdobi FU. Nicméné podavani DEX od prvni davky
DAU zcela zabranilo nariistu plazmatickych koncentraci ¢TnT a v pribchu celych
20 tydnt pokusu byly koncentrace téméf identické s kontrolnimi hodnotami. Pokud byl ale
DEX podéavan az od 7. davky DAU, kdy plazmatické koncentrace cTnT odpovidaly
koncentracim v DAU skupiné, bylo G¢inné zabranéno pouze dalSimu masivnimu naristu
koncentraci cTnT v plazmé a po zbylou ¢ast experimentu byly koncentrace signifikantné

vy$$i nez v kontrolni skuping i skupiné s ¢asnou kardioprotektivni intervenci (Obr. 36).

75



Vysledky
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Obr. 34 Reprezentativni zaznamy echokardiografického vySetieni LK v M-médu u jednotlivych
skupin. LVEDD - rozmér levé komory na konci diastoly, LVESD — rozmér levé komory na konci systoly.
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Obr. 35 Reprezentativni zaznamy katetriza¢niho vySetieni levé komory. Horni ¢ast zaznamu (modra
kiivka) zobrazuje tlaky v LK, dolni ¢ast (Cervena kiivka) zobrazuje hodnoty indexu dP/dt,.x a dP/dt;,.

76



Vysledky

Plazmatické koncentrace srdeéniho troponinu T
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Obr. 36 Koncentrace srde¢niho troponinu T v plazmé. Statistickh (ANOVA, p < 0,05) v porovnani
s kontrolni skupinou (k), DAU skupinou (d) a casnou DEX intervenci (1).

4.2.4 HISTOPATOLOGICKE VYSETRENI MYOKARDU LEVE KOMORY

Histologické vySetfeni myokardu levé komory na konci podavani DAU odhalilo
Castd a pomérné rozsahla loziska patologickych zmén v myokardu LK a mezikomorového
septa. Naleziim dominovaly charakteristické degenerativni zmény kardiomyocytl
vyjadiené jako rizné stupné ztraty myofibril (od pocateCnich az po témer kompletni) ¢i
vakuolizace cytoplazmy (Obr. 37Ba). V oblastech myokardu s pokrocilymi
degenerativnimi zménami se zacinala rozvijet ndhradova fibroza jako soucast repara¢niho
procesu. V obdobi FU byly nalezeny obdobné degenerativni zmény kardiomyocyti
(Obr. 37BDb), ale jejich Cetnost se jevila byt o néco nizsi, zatimco nadhradova fibréza pattila
mezi hlavni zmény pozorované v tomto obdobi zvIasté u zvitat, kterd prezila celé obdobi
FU.

Podavani DEX spolu s DAU dokazalo zabranit nebo alespont snizit vyskyt vyse
uvedenych charakteristickych degenerativnich zmén v kardiomyocytech (ztrata myofibril,
vakuolizace cytoplazmy) navozenych expozici DAU a stejné tak i snizit vyskyt fibrozy
(Obr. 37C, D). Podstatné vyznamnéjsiho protektivniho tc¢inku bylo ale dosaZeno s uZitim
Casné kardioprotektivni intervence, kdy morfologicky obraz na konci podavani kombinace
léciv fakticky odpovidal néalezu u kontrolnich vzorki (Obr. 37A). Degenerativni zmény
kardiomyocyti zde bud’ zcela chybély, nebo se vyskytovaly pouze velmi zfidka (n¢kolik
malo izolovanych kardiomyocytl) a vzdy byly v porovndni s DAU skupinou jen velmi
malo vyjadiené (Obr. 37C). V obdobi FU nebyla v této skupiné¢ zaznamenana zadna
progrese a morfologicky obraz byl opét velmi blizky kontrolni skupiné s naprosto

minoritnim zastoupenim kardiomyocytli vykazujici degenerativni zmény (Obr. 37D).
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Obr. 37 Histologické hodnoceni zmén v myokardu LK. Kontrolni skupina snormalni morfologii
myokardu na konci podavani latek (Aa) a v nasledném obdobi FU (Ab). (Ba) Charakteristické degenerativni
zmény myokardu vyvolané opakovanym podavanim DAU reprezentované rozsahlou ztratou kardiomyocytd,
desorganizaci myofibril, cytoplazmatickou vakuolizaci (*) a poc¢inajici ndhradovou fibrézou (x) progredujici
v nasledném obdobi FU (Bb) az do formy jemnych jizev (xx). Casna kardioprotekce pomoci DEX (C)
dokazala zachovat témét normalni strukturu myokardu s pouze ojedin¢lymi znamkami pocinajici degenerace
kardiomyocytti (|). Podobny nalez byl patrny i v nasledujicim obdobi FU (D) s pouze ojedinélymi piipady
ztraty myofibril a cytoplazmatické vakuolizace (A ). (E) Odlozena kardioprotektivni intervence pomoci DEX
m¢éla za nasledek cetné a vyrazné degenerativni zmény kardiomyocytt (*) s prevladajici nahradovou fibrézou
(x) 1 v pokrocilych stadiich (xx) jiz na konci podavani latek. Pokrocila nahradova fibréza pak zcela
dominovala histologickym naleziim v této skupiné béhem obdobi FU (F).

Naopak podavani DEX vrezimu odlozené kardioprotektivni intervence prokazatelné
nedokézalo G€inné zabranit rozvoji degenerativnich zmén navozenych DAU (Obr. 37E, F).

Jiz na konci podavani IéCiv bylo v myokardu patrno mnozstvi kardiomyocytl
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s charakteristickymi patologickymi zménami a vyznamné nahradova fibréza. V nasledném
obdobi byly degenerativni zmény v kardiomyocytech ponékud méné patrné, nicméné
nahradova fibréza byla vyrazné Castéjsi nez v DAU skupiné ve stejném intervalu (FU;

Obr. 37F).

4.2.5 HODNOCENI OXIDACNIHO POSKOZENI A ANTIOXIDACNI OCHRANY V MYOKARDU
LEVE KOMORY

Hodnoceni koncentraci MDA v myokardu LK na konci podavéni 1é¢iv ukéazalo, ze
zadna z kardioprotektivnich intervenci pomoci DEX nebyla schopna U¢inné zabranit
narastu lipoperoxidace, kterou navodilo opakované podavani DAU (Obr. 38). Navzdory
vyse popsanému vynikajicimu stupni ochrany myokardu pti uziti ¢asné kardioprotektivni
intervence byl narist lipoperoxidace potlaen pouze casteéné a nesignifikantng.
Ve skupiné s odlozenym podévanim DEX pak nebyla v tomto intervalu znatelnd zadna
znamka protekce pifed navozenim lipoperoxidace vlivem podavani DAU.
Naopak protektivni u¢inek DEX byl pomérné dobie patrny v nésledujicim obdobi FU, kdy
bylo navic mozné pozorovat i vyznamny rozdil mezi ucinkem casné a odlozené

kardioprotektivni intervence.
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Obr. 38 Hodnoceni lipoperoxidace myokardu LK. Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,05)
v porovnani s (k) kontrolni, (d) DAU skupinou a ¢asnou DEX intervenci (1).

Pti hodnoceni poméru oxidovaného a redukovaného glutathionu v myokardu LK
nebyl zaznamenan zadny vliv kombinace podavanych 1é¢iv (DEX + DAU) na tento
parametr v obou sledovanych intervalech a vysledky se podobné jako u DAU skupiny
vyznamné neliSily od kontrolni skupiny (Obr. 39A). Nicméné piitomnost urcitého
oxidacniho inzultu po podavani DAU byla potvrzena signifikantné zvySenym mnozstvim

oxidovaného glutathionu, zejména pak v obdobi FU (Obr. 39B), kterému bylo mozné
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zabranit podavanim DEX. V tomto ohledu se Castd kardioprotektivni intervence pomoci
DEX opét jevila jako G€inngjsi, nebot’ zde byl zaznamenén vyznamny rozdil oproti DAU

skuping, coz ale nebyl ptipad odlozen¢ho podani DEX.

A Pomér GSSG/GSH B Oxidovany glutathion
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Obr. 39 (A) Pomér oxidované a redukované formy glutathionu (GSSG/GSH) v myokardu LK a (B)
mnoZstvi oxidované formy glutathionu (GSSG) v myokardu LK. Statisticka signifikance (ANOVA, p <
0,05) v porovnani s (k) kontrolni a (d) DAU skupinou.

r

Podavani DEX bylo také schopno zabranit vyraznému zvySeni exprese
nejvyznamnéjSich myokardidlnich izoforem NADPH oxiddz (NOX2 a NOX4)
indukovanych opakovanym podavani DAU. Casna kardioprotektivni intervence byla
schopnd zcela a dlouhodobé¢ zabranit zvySeni exprese obou gentl, zatimco odloZeny rezim

podani DEX byl schopen zabranit témto zménam pouze ¢astecné (Obr. 40A, B).
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Obr. 40 Relativni genova exprese NADPH oxidaz v myokardu LK: (A) NOX2 a (B) NOX4. Statisticka
signifikance (ANOVA, p < 0,05) v porovnani s (k) kontrolni, (d) DAU skupinou a ¢asnou DEX intervenci

(1).

Navzdory vySe zminénym dikaziim o pfitomnosti oxidacniho inzultu, nebylo

u studovanych skupin (s vyjimkou odloZené kardioprotektivni intervence na konci pokusu)
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zaznamenana zména v mnozstvi transkripéné aktivni formy proteinu Nrf2 (Obr. 41A).
Ve shodé s tim nebyla zjiSténa ani vyznamna aktivace cilovych genii pro Nrf2 u zadné
z experimentalnich skupin, a to vcetné vySe zminéné skupiny s odlozenou
kardioprotektivni intervenci pomoci DEX. Naopak fada ze studovanych gent jako
MnSOD, peroredoxin 3 a NQO1 (NADPH:chinonoxidoreduktdza 1) vykazovala snizenou
expresi v disledku podavani DAU a kardioprotekce pomoci DEX dokdzala zamezit témto

zménam, zejména pii uziti casné kardioprotektivni intervence (Obr. 41C-D).
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Obr. 41 (A) MnozZstvi transkripéné aktivni formy Nrf2 v nuklearni frakci. Relativni genova exprese
jeho cilovych geni: (B) mitochondridlni superoxiddismutizy (MnSOD), (C) peroxiredoxinu 3
a (D) NADPH:chinonoxidoreduktazy 1 (NQO1) v myokardu LK. Statisticka signifikance (ANOVA,
p <0,05) vporovnani s (k) kontrolni, (d) DAU skupinou, ¢asnou DEX intervenci (1) a (#) v porovnani
s hodnotami na konci podavani latek v dané skupiné.
4.2.6 HODNOCENI EXPRESE GENU SPOJENYCH S AKTIVITOU HEMOXYGENAZY 1

Jedinym cilovym genem Nrf2 signalni kaskady, jehoZ exprese byla indukovana
v disledku podavani DAU, byla hemoxygendza 1 (HO1) vykazujici signifikantné
zvysenou expresi i v pribéhu obdobi FU. Casna kardioprotektivni intervence vsak

dokazala tomuto zvySeni exprese zcela zabranit, a to v obou studovanych Casovych
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intervalech. Pfi pouziti odlozeného schématu podavani DEX byla exprese HO1 ale
vyznamné vys$i nez v kontrolni skupin€¢ a dosahovala obdobnych hodnot jako v DAU
skuping. V nésledujicim obdobi pak doslo pouze k mirnému snizeni exprese uvedeného
genu (Obr. 42). Velmi podobné vysledky byly zjistény i v pfipad¢€ genové exprese dalSich
proteinli spojenych s degradaci hemu, biliverdinreduktazy A (BVR A) a lehkych fetézct
feritinu (FTL, Obr. 43A, B). Zména genové exprese S-aminolevuldtsyntdzy 1 (ALAS]1),
ktera je klicovym enzymem pro regulaci syntézy hemu, byla v disledku podavani DAU
regulovana opacné. Podani DEX spolu s DAU dokézalo témto zménam zabranit, ale stejné
jako v ptipadé proteinl spojenych s degradaci hemu bylo lepsich vysledkti dosazeno pii
uziti casné kardioprotektivni intervence (Obr. 43C). Opakované podani DAU téz vedlo
k signifikantnimu snizeni exprese myoglobinu, jako jednoho z nejvyznamnéjSich
hemoproteini obsaZenych v myokardu LK, a tyto zmény pietrvavaly i v obdobi FU.
Ob¢ kardioprotektivni intervence pomoci DEX zabranily vyznamnému poklesu tohoto
parametru, nicméné i zde bylo dosazeno lepsich vysledkii pii podavani DEX s kazdou

davkou cytostatika (Obr. 43D).
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Obr. 42 Relativni genova exprese hemoxygenazy 1 v myokardu LK. Statisticka signifikance (ANOVA,
p <0,05) v porovnani s (k) kontrolni, (d) DAU skupinou a ¢asnou DEX intervenci (1).
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Obr. 43 Hodnoceni genové exprese enzymi spojenych s degradaci hemu. Relativni exprese
(A) biliverdinreduktazy A (BVR A), (B) lehkych Fetézca feritinu (FTL) a (C) y-aminolevulatsyntazy 1
(ALAS1) a (D) myoglobinu. Statistickd signifikance (ANOVA, p < 0,05) v porovnani s (k) kontrolni,
(d) DAU skupinou a ¢asnou DEX intervenci (1).

Analyza ziskanych vysledkli nenaznacovala, Ze by regulace exprese HO1 byla
zprostiedkovana prostfednictvim Nrf2 signdlni kaskaddy a zaroven nebyly zjiStény zadné
znamky zanétlivé reakce, které by naznaCovaly moznou regulaci prostfednictvim NF-«xB.
Pozornost proto byla déale zamétena na ulohu HIFla jako dal§tho vyznamného
transkripcniho reguldtoru exprese HO1. Stanovenim genové exprese HIF1a bylo zjiSténo
jeho vyrazné zvySeni vtomto parametru vlivem podavani DAU, které pietrvavalo
1 v nasledujicim obdobi FU (Obr. 44A). Stejné tak bylo zvySeno i mnozZstvi proteinu HIF1a
v nuklearni frakci (Obr. 44B) v obou sledovanych intervalech. Poddvani DEX v obou

schématech dokazalo shodné témto zménam zabranit.
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Obr. 44 Relativni genova exprese (A) HIFla v myokardu LK a (B) stanoveni relativniho mnozZstvi
proteinu HIFla v nuklearni frakci v homogenatu myokardu LK. Nanaska proteinu na gely byla
kontrolovana barvenim PVDF membrany pomoci Ponceau S. Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,05)
v porovnani s (k) kontrolni a (d) DAU skupinou.

4.2.7 HODNOCENI MITOCHONDRIALNIHO POSKOZENI A PROCESU MITOCHONDRIALNI
BIOGENEZE

Hodnoceni aktivity citratsyntazy (Obr. 45) jako markeru mnozstvi mitochondrii
v tkédni prokdzalo, Ze poddvani DEX od prvni davky DAU umoznilo zcela piedejit poklesu
mnozstvi mitochondrii v myokardu LK v disledku podavéni cytostatika. Tento i¢inek byl
zachovan bez naznaku zmény i v obdobi FU, coz naznacuje dlouhotrvajici ochranu téchto
organel pomoci DEX pted toxickymi U¢inky DAU. Naopak pii pouZiti odloZené
kardioprotektivni intervence byla protektivni U€innost DEX niz8§i a vysledky jiz
nevykazovaly signifikantni rozdil v porovnani se skupinou, které byl poddvan samotny
DAU.

Casna kardioprotektivni intervence byla u¢inngj§i i pfi ochrané pted poklesem
exprese podjednotek komplexu I a IV dychaciho fetézce navozenym DAU. Tento Uc¢inek
byl jasné patrny jak u podjednotek kédovanych mitochondridlnim (ND4 a COXI1), tak
i nuklearnim (NDUFS2 a COX4AIl) genomem (Obr. 46). Casnad kardioprotektivni
intervence pomoci DEX témto negativhim zméndm zabranila ucinn€ji nez odloZena
intervence, nebot’ u zddné z podjednotek nedoslo k vyznamnému poklesu genové exprese
avysledky byly téméf ve vSech pfipadech piiznivéjsi nez po podavani ve skupiné se

samotného DAU.
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Obr. 45 Hodnoceni aktivity citratsyntazy v myokardu LK. Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,05)
v porovnani s (k) kontrolni, (d) DAU skupinou a ¢asnou DEX intervenci (1).
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Obr. 46 Hodnoceni relativni genové exprese mitochondridlné a nuklearné kédovanych podjednotek
komplexu I a IV dychaciho fetézce. Relativni exprese (A) mitochondrialné (ND4) a (B) nuklearné
(NDUFS2) kodované podjednotky komplexu I. Relativni exprese (C) mitochondridlné (COX1)
a (D) nuklearné (COX4AIl) kédované podjednotky komplexu IV. Statisticka signifikance (ANOVA,
p <0,05) v porovnani s (k) kontrolni skupinou, (d) DAU skupinou a (#) v porovnani s hodnotami na konci
podavani latek v dané skupiné.

Kardiotoxicita navozena DAU byla téz spojena s poklesem genové exprese dalSich

mitochondridlnich  proteini  spojenych s  energetickym metabolismem  buiky
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(napf. adeninnukleotidtranslokdzy 1; ANT1), a to zejména v obdobi FU (Obr. 47).
Obé kardioprotektivni intervence hodnocené v této studii pak byly schopny ucinné zabranit

tomuto poklesu v obdobi FU.
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Obr. 47 Relativni genova exprese adeninnukleotidtranslokazy (ANT1) v myokardu LK. Statisticka
signifikance (ANOVA, p < 0,05) v porovnani s (k) kontrolni a (d) DAU skupinou.

Protoze genova exprese studovanych mitochondridlnich proteinti je kontrolovana
prostfednictvim kaskddy mitochondridlni biogeneze a konkrétn€ pomoci transkripénich
faktori jako NRF1 a TFAM, byla v této studii hodnocena i genovou expresi téchto
klicovych regulatori. Zatimco v obdobi FU byla exprese obou studovanych transkripénich
faktorti vyrazné snizend v dusledku podavani DAU (Obr. 48), signifikantni zména na konci
podavani cytostatika byla zjiSt€éna pouze v ptipadé TFAM. Obé kardioprotektivni

intervence pomoci DEX pak témto zmé&nam dokazaly zabrénit.
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Obr. 48 Hodnoceni mitochondrialni biogeneze v myokardu LK - relativni genova exprese

(A) nuklearni respira¢niho faktoru 1 (NRF1) a (B) mitochondridlniho transkripéniho faktoru A
(TFAM). Statisticka signifikance (ANOVA, p < 0,05) v porovnani s (k) kontrolni a (d) DAU skupinou.
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4.2.8 HODNOCENi POSKOZENI MITOCHONDRIALNI DNA

Analyza relativniho poméru kopii mitochondridlni a nuklearni DNA (Obr. 49)
neshledala vyznamnou zménu tohoto parametru na konci podavani DAU a stejné vysledky
byly ziskany analyzou vzorki myokardu od zvifat s Casnou kardioprotektivni intervenci.
Nicméné pii uziti odlozeného podani DEX byl piekvapivé zjistén pokles relativniho
mnozstvi mtDNA. Podévani samotného cytostatika se na poklesu relativniho mnoZzstvi
mtDNA vyznamnéji projevilo az v ndsledném obdobi FU, kterému byl DEX podany
s kazdou davkou DAU schopen ucinn¢ zabranit. Odlozena kardioprotektivni intervence jiz

nebyla tak G¢inna.
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Obr. 49 Relativni pomér mnoZstvi mitochondridlni a nuklearni DNA v myokardu LK. Statisticka
signifikance (ANOVA, p < 0,05) v porovnani s (d) DAU skupinou a (#) v porovnani s hodnotami na konci
podavani latek v dané skuping.

ProtoZze ptedeslé prace spojovaly toxicitu DAU s indukci tzv. béZnych dele¢nich
mutaci v mtDNA, pozornost byla také zaméfena na moZnost, Ze mechanizmus
kardioprotektivniho t¢inku je zaloZen na ochrané pied témito mutacemi. Pomoci tzv. long-
range PCR a separace produktu na agar6zovém gelu nebyly vSak po podani DAU
detekovany Z4adné dele¢ni zmény v mtDNA izolované z myokardu LK a podavani DEX

v obou schématech nemélo na tyto vysledky zadny vliv (Obr. 50).
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Obr. 50 Analyza dele¢nich mutaci v mitochondrialnim genomu v myokardu LK. Porovnani produktt
tzv. long-range PCR reakce amplifikujici 9460 bp dlouhy tsek mtDNA na agarézovém gelu a nasledna
vizualizace pomoci ethidium bromidu. Pro urceni velikosti produktu byl pouzit standard GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (GR). V ptfipad¢ vyskytu tvz. bé€znych dele¢nich mutaci (common deletions), nebo jinych
delecnich zmén v analyzovaném useku mtDNA by byl kromé zékladniho PCR produktu detekovan i PCR
produkt o vyznamné niz§im mnozstvi paru bazi (bp).
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Kardiotoxicita zplsobend antracyklinovymi (ANT) antibiotiky ptedstavuje jiz
bezmala pil stoleti zavazny klinicky problém, ktery je od svého pocatku predmétem
intenzivniho interdisciplinarniho vyzkumu. Ackoliv jeji nasledky jsou velmi vazné, ANT
stale zaujimaji vyznamné postaveni v moderni onkologické 1écbé, a to zejména diky své
vysoké terapeutické ucCinnosti a §ifi protinddorového spektra. SpiSe nez jejich postupné
vytlatovani z klinické praxe lze v poslednim desetileti sledovat tendenci k jejich uziti
v kombinaci s nov¢jSimi protinadorovymi latkami, jako jsou napt. biologicky cilena 1éciva.
I v téchto kombinacich je vSak nutné mit na paméti riziko kardiotoxicity, protoze néktera
biologicky cilena protinadorova léCiva vykazuji také urcity kardiotoxicitni potencial
(napf. trastuzumab, sunitinib, sorafenib, bortezomib, cafilzomib). V monoterapii je riziko
kardiotoxicity téchto novych 1é¢iv relativn€ nizké a jimi zptisobend srdecni dysfunkce ma
dle dostupnych informaci spiSe pfechodnou povahu (Force a kol. 2007). Nicméné pii
vzajemné kombinaci téchto 1é¢iv miize i pii relativné nizkych kumulativnich davkach ANT
dochazet k t¢zkému poskozeni myokardu LK s nédslednym rozvojem vézného srde¢niho
selhani. Nejzndméjsi ptipad potenciace ANT kardiotoxicity je kombinace ANT
s trastuzumabem pii 16cbé HER2 pozitivniho metastazujiciho karcinomu prsu. Tato 1écba
sice vyznamn¢ zvySuje Sanci pacientek na pteziti nddorového onemocnéni, ale zaroven
muze vyznamn¢ zvysit riziko ireverzibilni kardiotoxicity a srde¢niho selhani (Gianni a kol.
2007).

Z téchto divodl je ziejmé, pro¢ se odborny zijem o ANT kardiotoxicitu
nezmenSuje, ale naopak se piesouva 1 k subklinickym znamkam posSkozeni myokardu,
které dle dostupnych dat (Oeffinger a kol. 2006) mize zasadnim zplsobem ovlivnit
dlouhodobou kardiovaskularni morbiditu a mortalitu této populace pacientd. Se zvySujicim
se mnozstvim pacientl, ktefi jsou i diky 1é€bé ANT schopni dosdhnout dlouhodobé
kompletni remise, je kladen na tyto zavazné pozdni nasledky protinadorové 1éCby stale
vétsi diraz (Ewer a Ewer 2010). Specifickou skupinou takovychto pacientti jsou déti
1é¢ené ANT, nebot poskozeni myokardu zpusobené protinddorovou lécbou v détském
véku mlze vyznamnym zplsobem determinovat riziko srdecniho selhdni a dalSich
kardiovaskularnich onemocnéni v dospélosti (Chen a kol. 2011; Lipshultz a kol. 2008;
Scully a Lipshultz 2007).

Navzdory nckolika dekddam klinického a experimentalniho vyzkumu ANT
kardiotoxicity se doposud nepodafilo na molekularni Grovni piesné popsat mechanizmy,
které za rozvoj kardiotoxicity zodpovidaji. Jednou z moznych pfi¢in je patrné€ i vyznamna

heterogenita pouZzivanych experimentdlnich modelli a zejména Casté upfednostiovani
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akutnich modelti s podanim vysokych supraterapeutickych davek na ukor dlouhodobych
Ackoliv i v podminkach akutniho modelu 1ze nalézt vyznamné poskozeni myokardu, neni
jisté, zda hlavni mechanizmus zodpovédny za tuto toxicitu odpovidd mechanizmu
pozorovanému u chronickych modeltt ANT kardiotoxicity a u pacientll v klinické praxi
(Gianni a kol. 2008; Stérba a kol. 2013). Protichtidné vysledky experimenti hodnoticich
kardioprotektivni G€inky fady antioxida¢né ucinnych latek (Berthiaume a kol. 2005; Breed
a kol. 1980; Dorr 1996, Herman a kol. 1994; Legha a kol. 1982b; Popelova a kol. 2008)
v zé&vislosti na pouZzitém akutnim ¢i chronickém modelu spiSe napovidaji, ze tomu tak neni.
Klinicka relevance dat ziskanych na akutnich modelech je proto sporna, nebot’ k tézkému
akutnimu pfedavkovani ANT v klinické praxi nedochazi a pienositelnost vysledkia do
oblasti chronické ANT kardiotoxicity je ofividné velmi nejista.

Pro studium chronické ANT kardiotoxicity a ziskéani klinicky relevantnich vysledki
je tedy zasadni uziti vhodného experimentalniho modelu. Volba ANT podle dostupnych
udajii nema vliv na charakter dosazené¢ho poskozeni, nebot’ chronickd ANT kardiotoxicita
je povazovéna za tzv. ,skupinovy ucinek® spolecny vSem ANT zavedenym do klinické
praxe (Minotti 2010). Tato hypotéza je téz podpoifena totoznym kardioprotektivnim
uc¢inkem DEX u vSech ANT studovanych v klinickych i experimentalnich podminkéch
(Gianni a kol. 2007). Z hlediska vyznamu volby pouzitého experimentdlniho modelu je
také dualezité, ze chronickd ANT kardiotoxicita vykazuje shodné funkéni, morfologické
a biochemické znaky u riznych species experimentalnich zvifat a ze tyto nalezy odpovidaji
pozorovanim z klinické praxe (Herman a Ferrans 1998).

V této dizertacni praci byl pouzit osvéd¢eny model chronické ANT kardiotoxicity
navozené daunorubicinem u kralika, ktery je dlouhodobé zaveden na naSem pracovisti
(Gersl a Hrdina 1994; Simiinek a kol. 2004). Uvedené ANT cytostatikum je podavano
v 10 jednotlivych, klinicky relevantnich davkach (3 mg/kg; ~ 50 mg/m®) s tydennimi
rozestupy mezi davkami tak, aby mohlo byt 1é€ivo vylou€eno z organizmu a nedochéazelo
k jeho nezddouci kumulaci v organizmu. Zéiroven dané¢ davkovaci schéma poskytuje
Casovy prostor pro reakci myokardu i celého organizmu a urcitou stabilizaci pied dalsi
expozici cytostatikem. Uvedeny model byl v této dizertani praci rozsifen o sledovani
pokusnych zvifat o dalSich 10 tydni po ukonceni expozice, tzv. follow up (FU).
Ackoliv chronickd ANT kardiotoxicita se mtize v klinické praxi déle rozvijet i mésice po
ukonceni chemoterapie, v literatufe existuje jen velmi malo experimentalnich praci, které

se studiem tohoto obdobi zabyvaji (Herman a kol. 1988b; Lebrecht a kol. 2003). Dle
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dostupnych informaci nebylo studium tohoto obdobi u DAU kardiotoxicity u kralika dosud
realizovano. Vyhodou tohoto prodlouzeni je moznost hodnotit nasledny vyvoj cytostatikem
navozenych zmén a moznost zapojeni kompenzacnich mechanizmu. Toto experimentalni
uspotradani navic umoznuje 1 dobie urcit charakter kardioprotektivniho tc¢inku studované
latky a odlisit skute¢nou dlouhodobou ochranu myokardu od pouhého zpomaleni ¢i
odsunuti rozvoje kardiotoxicity v ¢ase.

V souladu s oekavanim a piedchozimi vysledky nasi vyzkumné skupiny (Gersl a
Hrdina 1994; Popelova a kol. 2009; Simiinek a kol. 2004) bylo zjiiténo, Ze podavani DAU
v uvedeném schématu vede k signifikantnimu rozvoji systolické dysfunkce jiz v prubc¢hu
obdobi aplikace latek. Nicméné vysledky z obdobi nasledného sledovani ukazuji, ze u
vétSiny pokusnych zvifat dochazi k dal§i progresi smérem k méstnavému srde¢nimu
selhani. V obdobi podavani latek byla proto také pozorovana relativné nizka mortalita a
znamky dilatace LK a obéhového méstnani byly vyznamné méné Casté, coz je patrné z
provedenych echokardiografickych vySetfeni i1 pitevnich nélezi. Naopak v obdobi
nasledného sledovani zvifat po ukonceni expozice DAU byla jasné zjisténa signifikantni
dilatace a tézkd dysfunkce LK s cetnymi zndmkami meéstnavého srdecniho selhani.
U vétsiny zvifat byl proto pokus ukoncéen dle protokolu studie v rizné fazi tohoto obdobi
pro tézky stupen srde¢niho selhani (FS <20 %), ktery dle zkuSenosti nasi laboratoie byva
spojen s vysokou pravdépodobnosti pfedCasného Uhynu, a tudiz 1 ztritou vzorku
myokardu. Tyto vysledky také dokumentuji, Ze s uzitim signifikantni kumulativni davky
cytostatika dochdzi u kralika k poSkozeni myokardu, které je evidentné ireverzibilni
a u vetSiny vySetfovanych zvifat vyrazné prekro€ilo kontraktilni rezervu myokardu i jeho
kompenzaéni mechanizmy (Jirkovsky a kol. 2012).

Pouziti vysoce citlivého stanoveni srdecniho troponinu T v plazmé pomoci nové
generace ELISA kitu pak umozZnilo sledovat dynamiku rozvoje poskozeni myokardu.
K vyznamnému vzestupu koncentraci tohoto biomarkeru v plazmé dochazelo jiz od
5.tydne pokusu, ktery dale pokracoval v pribéhu podavani ANT, coz koresponduje
s kumulativnim charakterem chronické ANT kardiotoxicity. Je téZ zajimavé, Ze zvySené
koncentrace tohoto biomarkeru v plazmé ptetrvavaly i mnoho tydnu po ukonceni expozice
DAU, coz naznacuje, ze degenerativni proces v kardiomyocytech pokracoval déle i po
posledni davce cytostatika a Ze tento d¢j pravdépodobné souvisi s progresi dysfunkce LK
béhem nasledného obdobi FU.

Vznik ANT kardiotoxicity je nejCastéji spojovan s indukci oxidacniho stresu

apfimym oxida¢nim poSkozenim jednotlivych biomolekul kardiomyocytd, které vede
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k naslednému rozvoji charakteristickych degenerativnich zmén a spuSténi signalizace
vedouci k apoptotické bunécné smrti (Menna a kol. 2012). V této dizertacni praci byl
zjistén vyrazny vzestup markeru lipoperoxidace (MDA) v myokardu LK na konci
podavani ANT, ktery se dale zvySoval v obdobi po ukonceni expozice cytostatikem.
Toto pozorovani naznacuje, ze nezanedbatelnd cast peroxidaéniho poskozeni lipidi
probihd az po vylouceni ANT z organizmu, tj. dle vSeho az sekundarné¢ bez ptimého
pusobeni ANT. Zdroj volnych radikalti, ktery za tuto skutecnost zodpovida, nelze ze
ziskanych dat spolehlivé dovodit, nicméné lze spekulovat o pravdépodobné tucasti
poskozenych mitochondrii (zejména unik elektront z komplexu I a III dychaciho fetézce).
Déle by se na tomto jevu mohla podilet indukce exprese enzyml produkujicich ROS
(NOX2 a NOX4) ¢i naopak snizend exprese antioxidacnich enzym (napt. MnSOD, NQO1
a peroxiredoxin 3).

Ackoliv byla zjisténa vyznamnd asociace mezi markerem myokardidlni
lipoperoxidace a mirou systolické dysfunkce, nizky korelacni koeficient svéd¢i pouze
o velmi slabé zavislosti, kterd nenaznacuje pifimou exekutivni roli peroxida¢niho poskozeni
lipidi myokardu LK vrozvoji ANT kardiotoxicity, jak je pfedpoklddano ve vétSiné
dostupné literatury (Keizer a kol. 1990; Minotti a kol. 2004; Stérba a kol. 2013).
Z metodického hlediska je tfeba zdiraznit, Ze v naSem ptipadé bylo pouzito selektivniho
a analyticky presného a spravného stanoveni MDA jako typického markeru
lipoperoxidace. Tato metoda netrpi zndmymi nedostatky starSiho ale stidle uZivaného
stanoveni tzv. latek reagujicich s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS) (Pilz a kol. 2000).
Ptitomnost oxida¢niho inzultu vyvolaného podavanim DAU naznacuje také pozorované
zvySené mnozstvi oxidovaného glutathionu pietrvavajici i v obdobi po ukonceni aplikace
cytostatika. AvSak absence jakékoliv zmény v poméru oxidované a redukované formy
glutathionu (GSSG/GSH) svéd¢i o tom, ze funkéni antioxidacni kapacita glutathionového
systému patrné neni podavanim DAU negativné ovlivnéna a je v podstaté kompetentni.
Proti pfimé ucasti dysfunkcniho glutathionového systému v rozvoji funkéniho poskozeni
LK své&dci i1 zavery provedenych korelacnich analyz, které nenaSly Zadnou souvislost mezi
danym poskozenim a pomérem GSSG/GSH. Toto pozorovani patrné¢ do znacné miry
zpochybiiuje 1 patogeneticky vyznam oxida¢niho stresu na rozvoji chronické ANT
kardiotoxicity, nebot za téchto podminek by ke zméné v inkriminovaném poméru
GSSG/GSH mélo dojit. Tyto vysledky ovSem odpovidaji zavérim nasi neddvné prace
hodnotici G¢inek DAU kardiotoxicity na homeostdzu glutathionu v podminkéch in vitro

ain vivo (Vavrova a kol. 2011). Také v této studii nebyl nalezen Z4dny vliv ANT na
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klicovy pomér GSSG/GSH, ackoliv byla pro analyzu pouzita zcela odliSnd metoda
(enzymaticka metoda vs. HPLC stanoveni pouzité v této dizertacni praci). V praci Vavrova
a kol. (2011) jsme také prokazali, ze deplece glutathionu in vitro neméla zadny vliv na
toxicitu ANT viici H9¢2 kardiomyoblastiim, zatimco stejna latka znacné zvysila toxicitu
navozenou peroxidem vodiku. Vysledky obou téchto praci tak mohou vysvétlit absenci
kardioprotektivniho ucinku acetylcysteinu na modelech chronické ANT kardiotoxicity
(Herman a kol. 1985), jakoz i v klinickych studiich (Dresdale a kol. 1982).

V piipadé vyznamného oxidacniho stresu lze piedpokladat aktivaci antioxidacni
a cytoprotektivni kaskady fizené pomoci Nrf2. Vyznamny oxida¢ni inzult totiz modifikuje
SH skupiny cysteinovych zbytkti v proteinu KEAP, ktery za normalnich okolnosti vaze
Nrf2 v cytoplazmé a slouZi tak jako represor jeho transkripéni aktivity. Po uvolnéni Nrf2
z vazby na KEAP a translokaci Nrf2 do jadra dochazi k indukci exprese cilovych genil
kédujicich vyznamné antioxidacni a cytoprotektivni proteiny (Baird a Dinkova-Kostova
2011). V nasSich experimentech jsme vSak po opakovaném podavani ANT nezjistili Zadnou
aktivaci Nrf2 a stejné tak ani zvySenou expresi jeho cilovych genil. Naopak u fady z nich
(napt. MnSOD, NQOI a peroxiredoxin 3) jsme pozorovali vyznamn¢ snizeni exprese, coZ
naznacuje, ze Nrf2 signalni kaskada nehraje vyznamnou tlohu v rozvoji chronické ANT
kardiotoxicity. Lze samozifejm¢ uvazovat i o Casnéj$i aktivaci této kaskady v rozmezi
hodin ¢i nékolika prvnich dnli po poddni ANT, coz v této praci nebylo s ohledem na
pouzité schéma experimentu studovano. Nicméné nase pilotni data (dosud nepublikované
vysledky) nenaznacuji ani tuto variantu. Je tedy mozné, Ze bud’ oxida¢ni inzult navozeny
ANT nedosahuje takové intenzity, aby spustil protektivni kaskadu fizenou Nrf2, nebo
oxidaéni  stres  primarn¢  probihd v nékterém  zbunéénych  kompartmentl
(napf. v mitochondriich) s minimalnim pfesahem na Uroven celé buiiky, coZ s ohledem na
dostupné informace nelze vyloucit. Dalsi studium by se téZ mohlo zaméfit na moznou roli
proteinu BACH-1, ktery inhibuje transkripéni aktivitu Nrf2 a jeho zvySend exprese by
pfipadné mohla antagonizovat G€inky cytostatikem aktivovaného Nrf2.

Mitochondrie jsou zndmym zdrojem i cilem pro volné kyslikové radikaly za
normalnich i1 patologickych podminek (Sarddo a kol. 2008; Wallace 2003). ANT maji
vyznamnou afinitu k této organele diky své vazbé na kardiolipin — negativné nabity
fosfolipid lokalizovany na vnitfni mitochondrialni membrané. Navic komplex I dychaciho
fetézce predstavuje patrné nejvyznamnéjsi katalyzator redoxni cyklizace ANT v myokardu
(Doroshow a Davies 1986). V neposledni fadé¢ komplex I a nékteré dal§i soucasti

dychaciho fetézce obsahuji Fe-S proteiny s redoxné aktivnimi ionty zeleza (Halliwell
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a Gutteridge 2007). Také v nasi nedavné proteomické studii jsme s uzitim naseho modelu
chronické ANT kardiotoxicity navozené u kralika nalezli nejvice zmén prave
v mitochondrialnich proteinech (Stérba a kol. 2011). Zvlast napadné bylo snizené
mnozstvi nékolika podjednotek komplexu I, coz by mohlo potvrzovat domnénku, ze prave
tento komplex muze byt nejen zdrojem ROS, ale i cilem pro jejich toxické plisobeni.
S ohledem na vySe zminéné poznatky nelze tedy vyloucit relativni kompartmentalizaci
oxida¢niho stresu do mitochondrii, coz muze vysvétlovat, pro¢ nebyla pozorovana
koordinovana odpovéd Nrf2/KEAP komplexu, ktery je lokalizovan v cytoplazmé.
Ve zminéné proteomické studii byl zjistén i vyznamny pokles v zastoupeni klicovych
transportnich protein pro makroergni fosfaty, které zajistuji jejich transport
z mitochondridlniho matrix do cytoplazmy, coZ spolu s dalSimi pracemi (Cheneval a kol.
1983; Tokarska-Schlattner a kol. 2006, 2007) naznacuje zasadni postizeni mitochondridlni
bioenergetiky.

V nasSich pozorovédnich jsme také odhalili vyznamnou poruchu mitochondridlni
respirace na urovni komplexu I, Il a IV. V ptipad€ prvnich dvou komplext bylo ovSem pii
respirometrickém stanoveni zjiSténo signifikantni sniZzeni jejich aktivity az v pribéhu
nasledného sledovani po ukonceni expozice DAU. Na druhou stranu byla snizena aktivita
komplexu I zjisténa jiz na konci expozice pfi enzymatickém stanoveni jeho aktivity
v tkdnové frakci bohaté na mitochondrie. Tento vysledek vice odpovida literarnim tdajim
(Ohkura a kol. 2003) a vySe zminénym vysledkiim, které jsme na nasem modelu ziskali
v piedchozi proteomické studii (Stérba a kol. 2011). Diéivodem pro rozdilné vysledky obou
téchto stanoveni aktivity komplexu I by mohla byt urcita limitace plynouci z provedeni
respirometrické analyzy v celotkdiiovém homogenatu. UZiti izolovanych mitochondrii by
pro tuto analyzu mohlo byt vhodnéjsi, nicméné i tento pfistup skytd fadu problému
spojenych s procesem izolace mitochondrii (napf. neproporciondlni zastoupeni
subsarkolemalni populace mitochondrii po izolaci €1 ztrata mitochondrii poskozenych
toxicitou v pribéhu izolace). Optimdlni by patrné bylo stanoveni respirace
v permeabilizovanych vldknech myokardu, coZz by mohlo byt zvazeno pii dalSich
experimentech. Lze tedy shrnout, Ze dysfunkce respira¢niho fetézce a potazmo celé
bunécné energetiky nebyla v obdobi po ukonceni expozice ANT nijak kompenzovana
a naopak se v pribehu nasledného sledovani spise zhorSovala.

Pozorované poskozeni oxidacni fosforylace provazejici rozvoj ANT kardiotoxicity
je vsouladu s pfedchozimi studiemi, které popisovaly sniZzeni mnoZstvi podjednotek

dychaciho fetézce v myokardu LK (Lebrecht a kol. 2003, 2007; Stérba a kol. 2011).
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Pficina tohoto jevu ovSem zlistdva nejasna. Mohlo by se jednat o pfimé poskozeni téchto
proteind oxidacnim stresem indukovanym v bezprostiedni blizkosti podjednotek dychaciho
fetézce s naslednym odstranénim poSkozenych proteinti pomoci ubikvitin-proteasomového
systému, nebo by k tomuto jevu mohla piispivat zména transkripni regulace exprese
podjednotek jednotlivych komplexti. Naptiklad Lebrecht a kol. (2003) opakované spojoval
tento d¢j s poskozeni mtDNA delecnimi mutacemi a naslednym negativnim ovlivnénim
exprese podjednotek komplexu I kodovanych mitochondridlnim genomem. Vysledky
uvedené v této dizertaCni praci ovSem naznacuji, ze tento mechanizmus patrn¢ nehraje
v rozvoji ¢asnych forem chronické ANT kardiotoxicity zasadni roli. V naSich podminkéch
totiz doSlo nejenom ke snizeni exprese mitochondridlné koédovanych podjednotek, ale
1 téch kdédovanych nukledrnim genomem. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky nasi
predchozi proteomické studie (Stérba a kol. 2011), kde jsme téZ identifikovali snizené
zastoupeni podjednotek dychaciho fetézce kodovanych nDNA.

Protoze ptedchozi prace zdaraznovaly vyznamnou ulohu poskozeni mtDNA
prostfednictvim tzv. béZznych delecnich mutaci (common deletions) (Lebrecht a kol. 2003,
2007, 2010), které mohou byt navozeny oxida¢nim stresem nebo starnutim, zaméfili jsme
se v nasich experimentech 1 na moznou ucast tohoto mechanizmu. Ve studii s DEX jsme se
proto pokusili vyskyt dele¢nich mutaci v mtDNA hodnotit pfimo pomoci PCR amplifikace
dlouhého useku mtDNA, ve kterém se tento druh delecnich mutaci typicky vyskytuje.
Ziskané vysledky pak ukdzaly, Ze chronickda ANT kardiotoxicita nemusi byt spojena se
vznikem béznych deleci v mtDNA ani jinych rozsahlych mutacnich zmén v analyzovaném
useku. Pouzita gelova analyza vSak miiZe trpét nizsi citlivosti pfi detekci minoritné se
vyskytujicich tsekit mtDNA postizenych mutaci. Pro dosazeni biologického vyznamu by
ovSem takova mutace musela byt v mitochondrialnim genomu pomérné hojné zastoupena
(min. 50 %) (Greaves a kol. 2012; Chinnery a Hudson 2013), a proto je pomérné malo
pravdépodobné, ze by zistala neodhalena z divodu nizké citlivosti pouzité metody.
Na zakladé naSich vysledki nemtizeme nicméné vyloucit indukci jinych mutaci mtDNA,
které nelze zvolenou metodou postihnout. PouZzitd metoda by mohla mit nejistou
vypovidajici hodnotu pro detekci deleci zasahujici oblast, kde se vazou primery pro PCR
reakci. Ackoliv se vétSina popsanych deleCnich mutaci vyskytuje v tseku mtDNA
studovaném v této praci, nelze vyloucit moznost vyskytu ANT navozenych mutaci mimo
tuto oblast. PouZzitd metoda téz neumoziuje odhaleni bodovych mutaci a oxida¢niho

poskozeni v mtDNA a tyto jevy tedy vyzaduji dal$i studium.
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V naSich pokusech jsme také zjistili pokles relativniho zastoupeni mtDNA
v myokardu LK, nicmén¢ tento jev byl vyznamny az v nasledném obdobi po ukonceni
expozice DAU, tedy v dobé, kdy jiz byla ANT kardiotoxicity zna¢n€ rozvinuta a sniZena
exprese mtDNA 1 nDNA kodovanych podjednotek dychaciho fetézce. Nase vysledky proto
naznacuji, ze poskozeni mtDNA patrn¢€ nehraje ustfedni ulohu v ¢asné fazi rozvoje ANT
kardiotoxicity. Protoze Lebrecht a kol. (2003) pouzili podstatné niz$i kumulativni davku
(7 mg/kg DOX) a podstatn¢ delsi dobu nasledného sledovani (7 mésicit), je mozné, ze
uvedené déje mohou spisSe souviset s rozvojem pozdnich forem ANT kardiotoxicity, ktera
se rozviji az po delsi dobé.

Protoze bylo zjisténo relativné koordinované snizeni exprese mitochondridlnich
proteind, zajimali nds faktory zodpovédné za tyto zmény. Jednou z nejvyznamnéjSich
moznosti, jak mize byt exprese téchto proteinli regulovana, je proces mitochondrialni
biogeneze. S ohledem na zjevné poskozeni struktury a funkce mitochondrii by bylo mozné
po ukonceni expozice ANT ocekavat aktivaci této drahy, kterd by kompenzovala deficit
navozeny ANT toxicitou. Zadny naznak koordinované aktivace mitochondridlni biogeneze
ale nebyl v naSich experimentech pozorovan. Naopak u n€kolika zakladnich ¢lenil této
kaskady byla zjisténa tendence k poklesu exprese clenti regulujicich tuto kaskadu
v dtsledku podavani DAU, zejména v obdobi po ukonceni expozice ANT. Nejvyznamng;jsi
sniZeni exprese, které se jako jediné vyznamné projevilo jiz na konci podavani DAU, bylo
pozorovano v pifipad€ transkripéniho faktoru TFAM. Tento transkripéni faktor je
zodpovédny za koordinaci exprese podjednotek dychaciho fetézce kodovanych nuklearnim
a mitochondrialnim genomem. Vedle toho se TFAM podili na udrZzovani poctu kopii
mtDNA v kardiomyocytech a je mozné, Ze vyznamny relativni pokles mtDNA v obdobi po
ukonceni expozice cytostatikem muze se sniZzenou expresi TFAM souviset. Klicové
regulatory celé kaskady, PGCla a nuklearni respiracni faktor 1 (NRF1) vykazovaly mensi
zménu, kterd se projevila pfi porovnani s kontrolni skupinou v obdobi FU. Je tfeba
poznamenat, ze pii vzadjemném porovnani obou sledovanych intervalii byl v kontrolni
skupiné v obdobi FU zaznamenan mirny vzestup exprese u fady clent kaskady
mitochondrialni biogeneze, jakoZ i u nékterych gent fizenych touto cestou. Nelze vyloucit,
pozorovand zména u téchto kontrolnich zvirat mize souviset s dalsi zatézi zvirat spojenou
s vyznamnym prodlouzenim pokusu a stafim pokusnych zvitat. Je tedy mozné, Ze se jedna
o urcitou mirnou adaptaci myokardu na tyto podminky. Skupina zvifat, které byl podavan
DAU, vSak v obdobi FU reagovala zcela odlisné€, coz determinovalo signifikantni rozdil

oproti odpovidajici kontrolni skupin¢€. Vzhledem k tomu, Ze mitochondridlni funkce byla
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pfedchozim podavanim DAU jiz vyznamné poskozena, je mozné, ze by se tento relativni
deficit mitochondridlni biogeneze v obdobi FU mohl podilet na progresi kardiotoxicity
a srdecniho selhani pravé diky nemoznosti adekvatni kompenzace tohoto poskozeni.
Vice informaci o uloze mitochondridlni biogeneze a hlavné jeji regulaci v ANT
kardiotoxicité by téZ mohlo pfinést studium exprese dalSich zédkladnich ¢lent této kaskady
jako PGCIB ¢i NRF2, i kdyz o jejich konkrétni uloze pti regulaci mitochondridlni
biogeneze je zatim jen omezené mnozstvi informaci. Pro podrobnéjsi studium regulace této
kaskady by bylo téZ vhodné studovat uvedené¢ zmény i na urovni proteinu, véetné moznych
post-translacnich modifikaci, nebot’ zde je mozné oCekéavat jesté t€sn¢jsi vztah k funkci
celé¢ kaskady. Faktickou piekdzkou pro realizaci tohoto planu byl ovSem objektivni
nedostatek vhodnych protilatek pouzitelnych k imunodetekci u kralika. Nicméné lze
ptedpokladat, Ze cilené studium genové exprese n¢kolika ¢lent kaskady, u kterych dochazi
na transkripéni tirovni k vyznamné sekvencni regulaci, jakoz i cilovych mitochondrialnich
proteinii miize poskytnout dilezitou informaci o funkci celé kaskady. Tento pfistup je také
v kardiovaskularnim vyzkumu mitochondrialni biogeneze Casto uZivan (Garnier a kol.
2009; Rimbaud a kol. 2009; Zhang a kol. 2012).

Dosud publikované studie se vénovaly vyznamu mitochondridlni biogeneze ve
vztahu k ANT kardiotoxicité spiSe okrajove, v fadé ptipadi bez kvantitativni analyzy a se
zaméfenim na akutni expozici myokardu vysokym supraterapeutickym davkam. Navic tyto
studie vedly k nejednotnym a Casto spiSe protichidnym zavéram (Marechal a kol. 2011;
Miyagawa a kol. 2010). Naopak pomérné zasadni prace vrhajici nové svétlo na vyznam
této kaskady pro rozvoj chronické ANT kardiotoxicity byla zvefejnéna aZ po publikaci
naSich vysledkd (Jirkovsky a kol. 2012). Skupina prof. Yeha (MD Anderson Cancer
Center, Texas, USA) ve své studii publikované v prestiznim odborném casopise Nature
Medicine (Zhang a kol. 2012) prezentovala data, kterd spojuji ANT navozené poSkozeni
nuklearniho genomu kardiomyocytii s poruchou mitochondridlni biogeneze a rozvojem
mitochondrialniho poSkozeni. Ptestoze je tato prace prilomova a byla velmi dobte pfijata
odbornou vetejnosti (Sawyer 2013), detaily tohoto procesu nejsou znamy a jisté si
zasluhuji dal$i studium. V piipad¢ platnosti této hypotézy by bylo mozné uvaZovat
o farmakologické aktivaci mitochondridlni biogeneze jako perspektivni kardioprotektivni
strategii. Mezi 1éCiva, kterd jsou timto u€inkem zndmad, patii napiiklad osvédcené
arelativné bezpecné antidiabetikum metformin, které tuto drdhu aktivuje prostiednictvim

AMP-kindzy (Ventura-Clapier a kol. 2008). Zda-1i metformin nebo jiné¢ experimentalné
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uzivané induktory mitochondridlni biogeneze maji vyznamny potencidl v ochrané
myokardu pfed ANT kardiotoxicitou, bude tfeba zjistit v dalSich experimentech.

Nase studie tedy potvrdila, Ze rozvinutd chronickd ANT kardiotoxicita pfedstavuje
ireverzibilni poskozeni myokardu, které progresivné smétfuje k dilataci LK a tézkému
srde¢nimu selhani, coz je v souladu s udaji z klinické praxe. Moznosti 1é€by tohoto stavu
jsou velmi omezené a progndza pacientd je i pres intenzivni 1é¢bu srde¢niho selhdni
nepfiznivad (Menna a kol. 2012; Minotti 2010). Nejvyhodnéjsi strategii je tedy vzniku této
komplikace ptedchazet. Bézné uplatiiovanou strategii je omezeni kumulativni davky
cytostatika na 300-450 mg/m?. Toto opatfeni vyznamné sniZilo incidenci t&Zkych forem
srde¢niho selhdni, nicméné¢ dnes se soudi, ze v praxi neexistuje zadna zcela bezpecna
kumulativni davka ANT (Ewer a Yeh 2006; Menna a kol. 2012). Navic ANT
kardiotoxicita vykazuje vyznamny stupeni inter-individuélni variability, kterd znemoznuje
pausalizaci kardiovaskuldrnich rizik a znesnadniuje U¢innou ochranu myokardu pied
vaznou toxicitou. Stejn¢ tak neni absolutni shoda na tom, zda podani ANT infuzi
vyznamn¢ snizuje riziko kardiotoxicity (Minotti 2010). Dle soucasnych klinickych
doporuceni je individudlni riziko kardiotoxicity u jednotlivych pacienti kontrolovano
pomoci monitorovani systolické srdecni funkce a v ptipadé potfeby je mozné upravit
chemoterapeuticky plan. K tomuto ucelu se uziva vySetieni srde¢ni funkce pomoci
echokardiografie nebo radionuklidové ventrikulografie. Oba tyto pfistupy jsou pomérné
dobte dostupné a spolehlivé, ovsem dle prevladajiciho ndzoru jsou pomérné malo citlivé,
aproto odhali az pokrocilejsi stadia toxicity. Vyssi citlivost by mohlo poskytnout
hodnoceni diastolické funkce levé komory (také pomoci echokardiografie) ¢i stanoveni
biomarkeri kardiotoxicity (plazmatické koncentrace srde¢niho troponinu T/I ¢ NT-
proBNP), nicméné klinickd doporuceni pro vySetieni téchto parametrii v kazdodenni praxi
a interpretace ziskanych vysledkll z hlediska predikce rizika kardiotoxicity a ovlivnéni
1écebného planu se v soucasnosti v Evrop€ 1 USA teprve pfipravuji.

Mezi nejperspektivng)si strategie ochrany myokardu pfed ANT kardiotoxicitou
v klinické praxi patfi farmakologické kardioprotekce. Podstatnym problémem, ktery
omezuje raciondlni vyvoj ucinnych kardioprotektivnich 1éCiv, je neznalost ptesného
spouStéciho mechanizmu ANT kardiotoxicity. Tradi€ni ndzor na mechanizmus
kardiotoxicity zdiraziioval roli ANT navozeného oxidacniho stresu a ptimého oxidaéniho
poskozeni biomolekul kardiomyocytd. Je proto logické, Ze jiz z pocatku zacaly byt
studovany klasické antioxida¢ni latky jako potencialni kardioprotektiva (Stérba a kol.

2013). S pouzitim in vitro experimentll a akutnich modelt byl zji$tén kardioprotektivni
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ucinek u rady téchto latek - napft. acetylcystein (Doroshow a kol. 1981), vitamin E (Myers
a kol. 1976; Wang a kol. 1980) nebo ruzné derivaty flavonoidi (Bast a kol. 2007).
Studium téchto latek na klinicky relevantnéjSich modelech chronické ANT kardiotoxicity
vsak vedlo k negativnim nalezim a k obdobnym vysledkiim také dospély pilotni klinické
studie (Dorr 1996; Dresdale a kol. 1982; Herman a kol. 1985; Legha a kol. 1982a).
Tento pomémé zasadni rozpor ve vysledcich kardioprotektivnich ucinki zndmych
antioxidantli a zhaseci ROS v zavislosti na uzitém experimentalnim modelu naznacuje, ze
mechanizmus akutni toxicity navozeny vysokymi ddvkami ANT se mlze podstatné liSit od
chronické toxicity vyvolané opakovanym podanim klinicky relevantnich davek ANT
v pribéhu tydni a mésicii. Z vyznamného protektivniho ucinku antioxidanti vaci akutné
podanym vysokym davkdm ANT se dad usuzovat, Ze by zde mohla byt role oxida¢niho
stresu podstatné vyznamnéjsi, nez pii opakovaném podani klinicky relevantnich davek
cytostatika.

Protoze vyzkum kardioprotektivnich G€inkli antioxidantti a zhaseci ROS nepfinesl
oc¢ekavany uspéch, dalsi smér vyzkumu se zaméfil na cheldtory zeleza. Tyto latky by
mohly pfi ochrané¢ myokardu pfed ANT navozenym oxidacnim stresem uplatnit jinou
a mozna perspektivngjsi strategii. Chelatotvorné latky by totiz mohly vyvazanim volnych
(. katalyticky aktivnich) iontl zeleza piredejit produkci hydroxylovych radikald, které
patii mezi nejreaktivn&jsi a nejtoxictéjsi formy ROS (Keizer a kol. 1990; Simiinek a kol.
2009; Stérba a kol. 2013). Tato strategie se zdala byt efektivnéjsi nez relativné obtizné
zhaSeni vysoce reaktivnich forem ROS jiz vzniklych v myokardu. Studované chelatory
Zeleza jako deferoxamin (al-Harbi a kol. 1992; Saad a kol. 2001) nebo deferipron (Xu
a kol. 2006) vykazovaly protektivni piisobeni proti ANT v in vitro experimentech, ale pfi
pouziti relevantniho modelu chronické ANT kardiotoxicity nebyl zjiStén Zadny
kardioprotektivni i¢inek (Herman a kol. 1994; Popelova a kol. 2008). Nase laboratot také
v minulosti zkoumala kardioprotektivni G€inek aroylhydrazonovych chelatort zeleza (PIH,
SIH a 0-108). Ackoliv tyto latky vykazovaly vyznamny protektivni UCinek proti
modelovému oxidaénimu stresu navozenému u izolovanych kardiomyocytii inkubaci
s peroxidem vodiku, mely pouze omezeny kardioprotektivni ucinek vi¢i ANT
kardiotoxicité in vitro (Simtnek a kol. 2008) a in vivo (Stérba a kol. 2006, 2007) bez
zjevné davkove zavislosti.

Jedinou latkou s jasné prokdzanym kardioprotektivnim uc¢inkem vii¢i chronické
ANT kardiotoxicity v experimentalnich i klinickych podminkach tak ziistdva dexrazoxan

(DEX, ICRF-187). LéCivo, které bylo paradoxné vyvijeno jako protinadorove tc¢inna latka,
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na jejiz kardioprotektivni t€¢inek se pfislo pozdéji a pouhou ndhodou pii kombinaci s ANT
(Creighton a Birnie 1969). V pribéhu nasledného vyzkumu bylo zjisténo, ze DEX je
v organizmu (patrn¢ i uvnitt kardiomyocytil) metabolizovan na metabolit ADR-925, ktery
je chemickou strukturou velmi blizky zndmé chelatacni latce EDTA. V tomto obdobi téz
ziskala na popularit¢ hypotéza vysvétlujici vznik chronické ANT kardiotoxicity
prostfednictvim oxidac¢niho stresu, na jehoz vzniku maji vyznamny podil redoxaktivni
ionty zeleza (Keizer a kol. 1990). Protoze dalsi prace potvrdily, ze ADR-925 chelatuje
volné ionty zeleza a je schopen tyto ionty odnimat z komplexu s ANT (Buss a Hasinoff
1993), stal se brzy tento mechanizmus nejcitovanéj$im vysvétlenim kardioprotektivniho
ucinku DEX (Chabner a kol. 2006). Pii podrobnéjsi resSerSi najdeme v literature jen malo
pfimych diikazii podporujicich tuto teorii. Napiiklad Rajagopalan a kol. (1988) s uzitim
izolovaného perfundovaného srdce dle Langendorffa ukazali, ze DEX (25 uM) inhiboval
produkci hydroxylovych radikali navozenou DOX (1 uM). Nicméné mira produkce
hydroxylovych radikali v této studii nezavisela na koncentraci cytostatika (v rozmezi
0,1 -25 uM DOX) a vysledky byly signifikantni pouze 10. - 15. minutu po reperfuzi, coz
muze sniZzovat vyznam tohoto pozorovani pro chronickou ANT kardiotoxicitu. Lebrecht
a kol. (2007) pak popsal, ze podavani DEX (8 mg/kg/tyden) zabranilo vzestupu TBARS
v myokardu potkanti, kterym byl aplikovan DOX (0,8 mg/kg/tyden po 7 tydnill) a nasledné
pozorovani 37 tydnd. Timto zpisobem pak autofi vysvétlovali vyse diskutovanou ochranu
mtDNA pied dele¢nimi mutacemi. V tomto pokusu byl ovSem oxidacni stres hodnocen
pouze pomoci TBARS, cozZ je metoda dobie zndma svymi limitacemi, a pouze za dlouhou
dobu po ukoncené expozici. Uvedené schéma (nizkd kumulativni ddvka) a velmi dlouha
doba sledovani navic spiSe odpovidd pozdnimu typu chronické ANT kardiotoxicity.
Piesnd Uloha oxidac¢niho stresu v DEX navozené protekci proti ¢asné formé chronické
ANT kardiotoxicity proto zlstala pomérné nejasna.

Ackoliv kardioprotektivni ucinek DEX byl bezpecné prokazan v celé tadé
kontrolovanych klinickych studii, ve kterych byl podavan od prvni davky ANT, soucasna
klinickd doporuceni omezuji jeho uZiti pouze na pacienty, u kterych byla ptekrocena
rizikova kumulativni davku ANT 300 mg/m* (Hensley a kol. 2009). Toto doporuéeni bylo
pfijato odbornymi spole¢nostmi v navaznosti na publikaci vysledkl tieti faze klinického
hodnoceni DEX (Swain a kol. 1997a), kde byl u jedné z provedenych studii nalezen
negativni vliv DEX na protinddorovou ucinnost pouzitych ANT. Tyto vysledky byly velmi
prekvapivé, nebot’ Zadny dalsi parametr uspéSnosti protinddorové 1é€by nebyl vyznamné

ovlivnén a tyto nalezy téZ nebyly vsouladu s paralelné¢ probihajici studii s témét
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identickym uspofadanim. Pozd¢&jsi analyza téchto dat naznadila, Ze k tomuto vysledku
doslo diky neobvykle vysoké odpovédi u skupiny s placebem, kterd neodpovidala
pfedchozim nélezim (Swain a Vici 2004; van Dalen a kol. 2011). Také posledni
metanalyza vSech provedenych kontrolovanych studii jasn¢ konstatovala, Zze zde nejsou
dikazy o statisticky vyznamném vlivu DEX na odpovéd nddoru na chemoterapii
obsahujici ANT (van Dalen a kol. 2011; Zerra a kol. 2013). Klinickd doporuceni ovsem
zustavaji beze zmény, navzdory tomu, ze je ¢im dal vice akceptovan néazor, Ze urcitému
ultrastrukturadlnimu poskozeni dochazi s kazdou davkou ANT (Ewer a Yeh 2006; Menna
a kol. 2012).

V dal§i casti této dizertatni prace jsme se proto zabyvali hodnocenim
kardioprotektivniho uc¢inku DEX pifi jeho podéni skazdou davkou ANT (Casna
kardioprotektivni intervence) v porovnani s poddnim DEX dle soucasnych doporucenti,
tj. po piekroceni kumulativni davky DAU 300 mg/m” (odloZena kardioprotektivni
intervence). Stejn¢ jako v prvni Casti této dizeratni prace, i zde byla pokusnd zvirata
randomizovéana pro ukonceni pokusu tyden po posledni aplikaci latek, zatimco zbytek
zvitat byl pozorovan dalSich 10 tydn a vysledky byly porovnany s kontrolni a DAU
skupinou. Ziskané vysledky potvrdily, Ze obé schémata podani DEX jsou schopna zabranit
rozvoji tézkého srde¢niho selhani. Tento zavér byl potvrzen zejména kompletnim prezitim
zvitat do konce pokusu (vCetné nésledného sledovani) a absenci vyraznych zmén
v pitevnich nalezu. Tyto néalezy samoziejmé ostfe kontrastovaly s vysledky dosaZenymi
u zvifat, kterd dostavala samotny DAU. Neinvazivni 1 invazivni vySetfeni systolické
srdecni funkce ovSem identifikovalo vyznamny rozdil mezi uzitymi schématy.
Casna kardioprotektivni intervence byla schopna kompletné zabranit rozvoji systolické
dysfunkce, zatimco odloZené schéma podani vykazovalo vyznamné niz8§i GCinnost.
Hodnoceni téchto parametri v obdobi po ukonceni expozice myokardu ANT pak jasné
potvrdilo, ze kardioprotekce navozena DEX je dlouhodobd, nebot’ v piipadé casné
intervence nedochazi k Zadné zméné systolické funkce a hodnoty se viibec nelis§i od
kontrolni skupiny. Na druhou stranu nalezy u odloZené kardioprotektivni intervence
poukazuji na pretrvavajici charakter postizeni systolické funkce, coZz potvrzuje, Zze zmény
navozené DAU jsou ireverzibilni. Pfekvapivé vSak obé schémata podani DEX poskytovala
obdobné¢ signifikantni protektivni ucinek na diastolickou funkci levé komory hodnocenou
katetrizacn¢, coz ponc¢kud odporuje publikovanému piedpokladu, Ze pii rozvoji ANT
kardiotoxicity diastolicka dysfunkce ptedchazi systolické dysfunkei (Bu’Lock a kol. 1993;

Menna a kol. 2012). Pfi sledovani zmén v pfirtistku télesné hmotnosti byly zaznamenany
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vyznamné rozdily mezi pouzitymi schématy. V prib¢hu aplikace latek méla zvitata
dostavajici DEX s kazdou davkou DAU vyznamné niz$i piirdstek télesné hmotnosti
odpovidajici samotné DAU skupin€, zatimco pii odlozené kardioprotektivni intervenci byl
vahovy pfirtistek vyznamné vyssi nez v DAU skuping. V nasledném obdobi FU se vSak
situace obratila a zvifata po ¢asné DEX intervenci vykazovala vyznamny pfiristek télesné
hmotnosti, zatimco zvifata dostavajici DEX v odlozeném schématu stagnovala.
Popsané negativni ovlivnéni télesné hmotnosti ve skupiné zvirat s Casnou kardioprotektivni
intervenci by mohlo souviset s nékterymi nezadoucimi u¢inky DEX (SPC Cardioxane
2012), kter¢ by mohly v kombinaci s DAU pfedstavovat dal§i zaté¢z pro organizmus.
Nicméné tyto ucinky jsou vSak reverzibilni, jak dokladd i v této praci pozorovany
vyznamny naruast télesné hmotnosti v obdobi po ukonceni expozice. Absence pozitivniho
vyvoje télesné hmotnosti v obdobi FU ve skupiné s odlozenou kardioprotektivni intervenci
by mohla souviset s nedostatecnou kardioprotektivni u¢innosti toho ptistupu.

Hodnoceni plazmatickych koncentraci srdecniho troponinu T, slouziciho jako velmi
citlivy marker srde¢niho poSkozeni, nesporné potvrzuje enormni kardioprotektivni
potencial DEX pfi podani s kazdou davkou ANT. Pfi pouziti Casného schématu nedoslo
v pribé¢hu podavani latek k zddnému vyznamnému vzestupu tohoto markeru ani po
ukonceni expozice DAU. Vysledky odlozené kardioprotektivni intervence pak zietelné
dokladaji, 7e expozice myokardu davkam do 300 mg/m® DAU je u kralika spojena
s vyznamnym poskozenim myokardu. Nicméné nasazenim DEX od zminéné kumulativni
davky bylo mozné zamezit progresi tohoto poskozeni, a to i1 v pribéhu nasledného
dlouhodobého sledovani po ukonceni expozice obéma latkam. Kardioprotektivni potencial
DEX byl dale podpofen a doplnén vysledky histologického nalezu myokardu LK.
Casna kardioprotektivni ~intervence dovedla témé& kompletné zabranit typickym
histopatologickym zménam navozenym DAU. Podstatné hors$i vysledky ovSem byly
nalezeny u zvifat s odloZzenou kardioprotektivni intervenci, 1 kdyZ celkova mira poskozeni
nebyla tak zavazna jako pii podani samotného ANT. Pozorované degenerativni zmény
v kardiomyocytech tak byly méné Casté nez na konci podavani samotného DAU, zatimco
proces hojeni reprezentovany nahradovou fibr6zou byl mnohem vyraznéjsi. Z daného lze
usuzovat na to, Ze odloZené podani DEX zabranilo nastupu dalSich degenerativnich zmén
aumoznilo c¢astetné odhojeni nejvyznamnéjSich degenerativnich zmén navozenych
v piechozim obdobi a tento d&j byl zavrSen v obdobi FU.

Tyto poznatky pak dokresluji vySe diskutované funkéni zmény a potvrzuji

predpoklad, Ze chronickd ANT kardiotoxicita vznikd postupnou kumulaci pfevazné
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ireverzibilnich ultrastrukturalnich zmén v kardiomyocytech, které se klinicky projevi az po
prekroceni kontraktilni rezervy a schopnosti kompenzacnich a repara¢nich mechanizmut
jim Celit. Pfestoze DEX vykazuje neobycejny kardioprotektivni ucinek vici toxicité ANT,
je evidentné pti svém odlozeném nasazeni pouze schopen zabranit dalsi progresi poskozeni
smérem k srdecnimu selhani. Kralici se zdaji byt ke kardiotoxicit¢ ANT pomérné vnimavi
(Herman a kol. 1981), a proto lze ocekavat, ze stupenn poskozeni myokardu by byl
v klinické praxi pfi nasazeni DEX od uvedené kumulativni davky ANT spiSe mén¢
vyrazny. Tyto vysledky ale jasné¢ ukazuji, ze s uzitim doporucené¢ho odlozeného
kardioprotektivniho schématu mize dochazet pfinejmenSim k subklinickym zndmkém
poskozeni myokardu, které se mohou vyznamné projevit na budouci kardiovaskularni
morbidité¢ a mortalité pacientl ptfezivSich nddorové onemocnéni (Oeffinger a kol. 2006).
Vzhledem ktomu, Ze v soucasnosti neexistuje zadny solidni dikaz o vyznamném
ovlivnéni ucinnosti ANT chemoterapie pusobenim DEX, Ize konstatovat, ze souCasna
doporuceni pro uziti DEX v klinické praxi by zasluhovala dal$i diskuzi a eventudlni
pfehodnoceni. NaSe vysledky dokumentuji, ze doporuovana odlozenéd kardioprotektivni
intervence pomoci DEX neni z kardiovaskularniho hlediska optimalni a neumoZznuje plné
vyuzit kardioprotektivni potencidl tohoto I1éCiva. Odbornd diskuze na toto téma
v soucasnosti dale probiha a tento problém byl pro svou zavaznost vybran mezi hlavni
témata letoSni konference (Prevention of Chemotherapy-induced Cardiotoxicity) potadané
Oddélenim kardiologie, MD Anderson Cancer Center v Houstonu.

Dexrazoxan lze povazovat za kli¢ k pochopeni podstaty chronické ANT
kardiotoxicity a analyza vzorki myokardu s téméf tiplnou a ¢aste¢nou protekei by mohla
pomoci identifikovat mechanizmy, na kterych je ochrana myokardu pomoci DEX
zalozena. Hodnoceni lipoperoxidace ukazalo, Ze vynikajici ochrana myokardu DEX jen
malo souvisi s mirou lipoperoxidace na konci podéavani latek, coz ptili§ nesvéd¢i o pfimém
a kauzalnim vztahu tohoto jevu ke kardiotoxicité, kterd je ve stejném obdobi v DAU
skuping jiz evidentni. V nasi pfedchozi studii jsme dokonce za obdobnych podminek
nenalezli Zadnou asociaci mezi témito parametry (Popelova a kol. 2009). Tento vyznamny,
1 kdyz velmi malo tésny vysledek analyzy vztahu lipoperoxidace a systolické dysfunkce
LK ziskany v této dizertacni praci mohl byt zptisoben ptitomnosti dat z obdobi FU, ktera
predchozi prace neobsahovala. V obdobi nasledujicim po ukonceni expozice hodnocenym
latkdm byl totiz pozorovan vyznamny u¢inek DEX na lipoperoxidaci myokardu, obdobné
jako u nartistu oxidovaného glutathionu. Tento nélez by mohl naznacovat, ze prooxida¢ni

zmény maji spiSe pozdni a mozna téZ sekundarni charakter, nez aby byly pfimymi
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a primarnimi determinanty rozvoje poSkozeni myokardu v €asnéjSich fazich rozvoje
kardiotoxicity. Na tomto protektivnim ucinku by se mohla uplatnit schopnost DEX
prechazet tad¢ patologickych jevl (naptf. zvysSené expresi NOX, sniZzené expresi
antioxidacnich enzymt ¢i poskozeni mitochondrii), které by tento nasledny oxidacni stres
mohly vysvétlit. Odlozend kardioprotektivni intervence byla v prevenci vySe zminénych
patologickych jevii méné ucinnd, coz by mohlo vysvétlovat i vys$i hodnoty markert
oxida¢niho stresu.

Déle jsme zjistili, Ze v zavislosti na uzitétm schématu podavani byl DEX
v myokardu LK schopen zabranit ANT navozené aktivaci genové exprese HO1 a dalSich
enzymd a proteinti spojenych s degradaci hemu, pficemz zaroven inhiboval i negativni vliv
cytostatika na mitochondridlni syntézu hemu. Z téchto divodl patrné nebyla vyznamné
ovlivnéna exprese hemoproteinu myoglobinu v myokardu LK v DEX skupindch. Exprese
HOl mize byt aktivovana oxidacnim stresem prostfednictvim Nrf2 kaskady (Baird
a Dinkova-Kostova 2011), av$ak nase vysledky na tento mechanizmu regulace neukazuyji.
Proto jsme se zaméfili na HIFla jako dalSiho z dilezitych transkripénich faktort, ktery
muze indukovat expresi HO1 v myokardu. Nase vysledky ukazuji, Ze exprese HIF1a je pfi
opakovaném podavani ANT zvySena a protekce pomoci DEX tomuto jevu predchazi.
O tloze tohoto transkripéniho faktoru jakoz i HO1 v ANT kardiotoxicité¢ se vi pomérné
malo, nicméné obecné se v kardiomyocytech predpokldda jejich adaptacni ¢i protektivni
ucinek (Peers a Steele 2011). Experimentaln€ navozené snizeni ¢i zvySeni aktivity téchto
proteinl prostfednictvim cilené genetické ¢i farmakologické intervence by mohlo pfinést
cenné informace o funkénim vyznamu téchto proteind pro molekularni patogenezi
chronické ANT kardiotoxicity a ochrany myokardu pfed ni.

Vysledky této dizertacni prace téZ prokazaly, Ze podani DEX mulZe ochranit
mitochondrie pted jejich poSkozenim navozenym ANT, pfi¢emz mira tohoto ucinku opét
vyznamné zavisi na schématu podani. Casnad kardioprotektivni intervence zabranila
poklesu mnozZstvi mitochondrii 1 relativné pozdéjSimu poklesu zastoupeni mtDNA
v myokardu LK, zatimco uéinek odlozené intervence byl mén& vyznamny. Casné podani
DEX také zabranilo poruse exprese podjednotek komplexii dychaciho fetézce kddovanych
nuklearnim 1 mitochondrialnim genomem, ale vysledek odloZené intervence byl opét méné
presvédCivy. Na rozdil od studie Lebrechta a kol. (2007) jsme ovSem nepotvrdili, Ze by
kardioprotektivni i¢inek DEX souvisel s protekci mitochondridlni DNA pfed navozenim
tzv. béznych dele¢nich mutaci. Protoze DEX pfedeSel i zméndam v expresi transkripéniho

faktoru TFAM a v obdobi FU 1 NRF1, nelze vyloucit, Ze kardioprotektivni G¢inek je spojen
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s prevenci poruchy v mitochondridlni biogenezi. Podrobnéjsi pochopeni tohoto mozného
ucinku DEX ovSem vyzaduje dalsi experimenty.

Ziskané vysledky souhrnné poukazuji na fakt, Ze kardioprotekce pomoci DEX
nemusi byt pfimo zavisla na celkovém oxidacnim stresu v myokardu a dele¢nich mutaci
v mtDNA, jak je uvadéno v literatuie. Proti tomuto mechanizmu ucinku také sveédci
nékolik teoretickych argumentti. Pfedevsim je znamo, ze komplex metabolitu DEX s ionty
zeleza je obdobn¢ jako komplex tohoto kovu s EDTA redoxné aktivni, takze neni jisté, zda
by chelatace iontl zeleza ucinné inhibovala produkci ROS (Diop a kol. 2000). Také bylo
demonstrovano, ze semichinonovy ANT radikdl mutze katalyzovat redoxni cyklizaci
komplexu racemického ADR-925 (ICRF-198) sionty zeleza, coz také podstatne
zpochybiiuje piimy antioxidacni i¢inek DEX u ANT kardiotoxicity (Thomas a Aust 1986).
Nedavna studie pak poukézala na to, ze DEX by mohl chranit kardiomyocyty pfed ANT
prostiednictvim indukce HIFla (Spagnuolo a kol. 2011), coz si i vzhledem k nasim
pozorovanim zasluhuje dal$i pozornost. Tento ucinek by mohl souviset s chelataci ionti
zeleza metabolitem DEX, nebot je zndmo, Ze chelatacni latky jsou schopny
1 v normoxickych podminkich indukovat HIFla na zdkladé inhibice Fe-dependetnich
prolylhydroxylaz (Triantafyllou a kol. 2006). Nékteré dalsi prace pak zpochybnily i cely
koncept DEX jako proléCiva chelatacné ucinné latky coby hlavniho nositele
kardioprotektivniho u¢inku (Hasinoff a Herman 2007). Naptiklad skupina prof. Hasinoffa
publikovala vysledky, které ukazuji, Ze pfedpokladany aktivni metabolit na rozdil od
parentni latky nechrdni izolované kardiomyocyty pfed toxicitou ANT (Hasinoff a kol.
2003). Absence tohoto Uc¢inku byla vysvétlovana nizkou schopnosti ADR-925 penetrovat
do bunék s ohledem na svoji vysokou hydrofilitu. Stejni autofi vSak pozdé¢ji nepiimo
prokazali prinik ADR-925 do kardiomyocytl a jeho protektivni G¢inek viici hypoxicko-
reoxygenaénimu poskozeni (Hasinoff a Herman 2007). Doposud vSak nebyla provedena
7zadna studie hodnotici kardioprotektivni uc¢inky metabolitu ADR-925 na relevantnim
modelu chronické ANT kardiotoxicity. V na$i laboratofi v soucasnosti probihaji pilotni
pokusy zamétené na tuto problematiku, jeZ by mohly v budoucnu pomoci odhalit skute¢ny
vyznam metabolitu a parentni latky v protekci pfed ANT kardiotoxicitou.

Ackoliv je ziejmé, Ze fada recentnich vysledki neodpovida tradi€né piijimanym
hypotézam, do nedavné doby bylo dostupno pouze velmi malo alternativnich teorii, které
by zpochybiiovany pavodni koncept mohly nahradit ¢i vyznamné doplnit.
Kli¢ové informace pfinesla studie Zhang a kol. (2012), kterd pomoci unikatniho modelu

geneticky modifikované mysi jasné ukédzala na dilezitost topoizomerazy IIf v ANT
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kardiotoxicité. Podminéna delece tohoto genu v kardiomyocytech totiz G¢inn¢ zabranila
rozvoji chronické ANT kardiotoxicity. Tento i¢inek byl spjat s prevenci ANT navozeného
genotoxického stresu v jadie kardiomyocytl, poruchou mitochondridlni biogeneze
v kardiomyocytech a inhibici apoptdézy kardiomyocyti. Je tedy mozné, ze ANT
dominantné zastoupen v kardiomyocytech a dalSich terminaln¢ diferencovanych bunkéch.
Tento uc¢inek by mohl byt nezavisly na protinadorovém tcinku ANT, nebot’ zde je hlavnim
cilem odlisna izoforma tohoto enzymu (Top2a), kterd je hojné exprimovana nadorovymi
bunikami, jakoz i normalnimi rychle proliferujicimi butikami organizmu.

Uvedené poznatky mohou mit bezprostfedni vztah k porozuméni nejen
mechanizmim vzniku chronické ANT kardiotoxicity, ale 1 kardioprotektivniho uc¢inku
DEX. Jak bylo uvedeno vySe, DEX vykazuje urcité antiproliferacni Gcinky, které byly
vysvétleny inhibi¢énim t¢inkem lé¢iva na Top2 (Tanabe a kol. 1991). DEX stejné jako
dalsi latky ze skupiny ,katalytickych® inhibitord Top2f dokaze snizovat jeji aktivitu
v buiikach reverzibilnim zastavenim jejiho katalytického cyklu, ¢imz se odliSuje od
plusobeni topoizomerazovych jedl, jakymi jsou napf. ANT (Andoh a Ishida 1998).
Predchozi prace také prokazaly, Ze expozice potkanich myoblasti H9c2 DEX vede
k depleci Top2b na trovni proteinu prostfednictvim proteazomového systému (Lyu a kol.
2007). Relativni depleci proteinu Top2B by se pak mohlo v kardiomyocytech ptedejit
poskozeni DNA vzniklé vzdjemnym plisobenim ANT s Top2p. Ackoliv uvedené pokusy
byly zatim provedeny pouze na proliferujicich H9¢c2 buikéach, které se od terminalné
diferencovanych kardiomyocytti v fadé aspektd podstatné li§i (napf. exprimuji ob¢
izoformy Top2), uvedend data naznacuji, Ze by se dany mechanizmus mohl vyznamnou
mérou podilet na kardioprotektivnim u¢inku DEX. Farmakologicky ucinek DEX by se
totiz ve vysledku mohl podobat recentné publikované deleci tohoto genu, coz bylo jasné
spojeno s odolnosti myokardu vi¢i ANT kardiotoxicit¢ (Zhang a kol. 2012).
Predpokladany vztah DEX kardioprotekce a inhibice Top2 podporuji 1 zévéry studie
Martin a kol. (2009), kde byl na modelu chronické ANT kardiotoxicity studovan velmi
blizky derivat DEX (ICRF-161), ktery ma spojovaci fetézec mezi dioxopiperazinovymi
cykly prodlouzeny o jeden uhlik. Tato latka je také metabolizovana na chelatacni
metabolit, ktery odnimé ionty Zeleza z komplexu s ANT obdobné¢ jako ADR-925, nicméné
na rozdil od DEX nevykazuje parentni latka ICRF-161 inhibi¢ni vliv na topoisomerazu.
V chronickém experimentu bylo zjiSténo, ze ICRF-161 nebyl schopen navodit vyznamny

stupen kardioprotekce, coz kontrastovalo s presvéd¢ivym ucinkem DEX.
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Z diskuze vysledkd ziskanych vramci této dizertacni prace a v kontextu
soucasnych literarnich poznatkd také vyplyva fada neujasnénych otazek, které by mohly
byt pfedmétem dalsSiho studia. Do této oblasti patii nedostatek informaci o metabolizaci
DEX uvnitf kardiomyocytii a dosud necharakterizovany c¢asovy profil koncentraci ADR-
925 v myokardu po podani DEX. Neni vylouceno, Ze pravé tento aspekt mize byt pro
kardioprotektivni t¢inek zdsadni, nebot’ ANT jsou v myokardu pfitomny fadu hodin az
dnii po aplikaci ANT. Tyto poznatky by téZ umoznily analyzu vztahu farmakokinetiky
a farmakodynamiky parentni latky a metabolitu. Dostupnost téchto dat dlouhou dobu
omezoval nedostatek vhodnych analytickych metod, které by umoznily realizaci
uvedenych experimentti. Diky mezioborové spolupraci mame nyni k dispozici validovanou
metodu pro stanoveni parentni latky i metabolitu v plazmé, tkéani, izolovanych buiikdch
a bunééném mediu (Kovatikova a kol. 2013); odpovidajici in vivo a in vitro studie
v soucasné dobé& probihaji. Pilotni vysledky zin vitro studii potvrzuji, ze inkubace
primarnich kardiomyocytd s ADR-925 umoziuje dosdhnout jeho vyznamnych
intracelularnich koncentraci, které jsou srovnatelné nebo vys$i nez po inkubaci bunék
s DEX. Data z in vivo experimentu pak ukazuji, ze parenterdlnim poddnim ADR-925 lze
dosdhnout u kralika po dobu 6-12 h vyrazné vyssich ¢i srovnatelnych koncentraci ADR-
925 nez po podani DEX. Dalsi fazi, ktera by mohla vyrazné¢ pomoci objasnit ulohu
metabolitu DEX, bude studium kardioprotektivnich u¢inkt této latky na Grovni in vitro a in
vivo (pilotni faze téchto experimentl jiz byla zahdjena). DalSim ukolem bude zjistit, zda
podani DEX snizuje mnozstvi Top2p v izolovanych kardiomyocytech a v myokardu zvifat
za podminek, pfi kterych toto 1é¢ivo navozuje kardioprotektivni ucinek. Prvni data
naznacuji, Ze by tomu tak mohlo byt, ale vzhledem k zasadnimu vyznamu téchto vysledkt
bude nutné pockat na dokonceni vSech experimentl. Studiem kardioprotektivnich t¢inkt
ruznych derivati DEX a ADR-925 by pak bylo moZné definovat i vztah sktruktury
a ucinku, ktery zatim u DEX nebyl popsan.

Vysledky dosazené v ramci této dizertacni prace poskytuji nové dulezité poznatky
o molekularnich dé&jich, které souvisejici srozvojem chronické ANT kardiotoxicity.
Kardioprotektivni uc¢inek DEX si zasluhuje dal§i studium, nebot muze byt klicem
k pochopeni mechanizml zodpovédnych za rozvoj ANT kardiotoxicity a mohl by pfispét

k vyvoji novych u€innych strategii pro ochranu myokardu pfed timto poskozenim.
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Opakované podavani daunorubicinu vedlo k rozvoji systolické dysfunkce, ktera
v obdobi nasledné¢ho sledovani po ukonceni expozice cytostatikem (follow up)
progredovala do méstnavého srdecniho selhani spojeného s vyznamnou dilataci levé
komory. Tato data tedy potvrzuji, Ze poSkozeni myokardu antracykliny je do znacné
miry ireverzibilni.

Vzestup plazmatickych koncentraci srdecniho troponinu T pozorovany v priab&hu
podéavani daunorubicinu doklada postupné poskozeni kardiomyocytii v zavislosti na
kumulativni ddvce cytostatika, zatimco pretrvavajici zvySené koncentrace
v ndsledném obdobi nasvédcuji tomu, ze toxické poSkozeni myokardu pokracuje
1 n¢kolik tydnl po ukonceni expozice daunorubicinem.

Podavani daunorubicinu bylo spojeno s prooxidacnim piasobenim v myokardu,
zvlasté pak v obdobi po ukonceni expozice daunorubicinem, nicmén¢ malo té€sna ¢i
chybéjici asociace markeri oxidacniho stresu s parametry toxicity nenasvédCuje
pfimé exekutivni uloze globalniho oxidacniho stresu v rozvoji chronické
antracyklinové kardiotoxicity.

Chronicka daunorubicinova kardiotoxicita nebyla spojena s koordinovanou aktivaci
antioxidacni a cytoprotektivni drahy fizené Nrf2; tento transkripéni faktor patrné
nesehrdva vyznamnou roli v rozvoji toxického poskozeni myokardu antracykliny.
Daunorubicinem navozené poskozeni mitochondrii, oxida¢ni fosforylace a snizeni
exprese podjednotek komplext dychaciho fetézce, jakoz i1 dalSich mitochondrialnich
proteinli nebylo provazeno aktivaci protektivni kaskady mitochondridlni biogeneze.
Naopak byly patrné znamky uUtlumu této drahy, zvlast¢ v prib&hu nésledného
sledovani, coz by mohlo souviset s progresi toxického poSkozeni a rozvojem
srde¢niho selhani v tomto obdobi.

Obé schémata podavani dexrazoxanu dokazala zabranit rozvoji téZkych forem
méstnavého srdecniho selhani a pfed€asnym thynim pokusnych zvifat, nicméné
ucinnost obou kardioprotektivnich intervenci byla vyznamné odli$na.

Casna kardioprotektivni intervence pomoci dexrazoxanu byla schopna zcela zabranit
vzniku degenerativnich zmén v myokardu, vzestupu srde¢nich troponini T v plazmé
a rozvoji systolické 1 diastolické dysfunkce levé komory.

Odlozena kardioprotektivni intervence pomoci dexrazoxanu (od kumulativni davky
300 mg/m® daunorubicinu) byla proti tomu vyznamné méné G&innd z hlediska

vétSiny studovanych parametrti. Ziskané vysledky dokumentuji, Ze tento pfistup
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pouze brani dalsi progresi uvedenych zmén smérem k méstnavého srde¢niho selhani,
nicméné myokard jiz mize trpét vyznamnym subklinickym poskozenim.
Kardioprotektivni ucinek dexrazoxanu nebyl asociovdn s vyznamnou zménou
markeru oxidac¢niho stresu na konci expozice daunorubicinem, nicmén¢ signifikantni
ucinek dexrazoxanu na lipoperoxidaci myokardu byl pozorovan az v obdobi po
ukonceni expozice cytostatikem. Tato data napovidaji tomu, Ze mechanizmus
kardioprotektivniho ucinku dexrazoxanu nemusi piimo souviset s ochranou pied
oxidacnim stresem navozenym daunorubicinem a ze tento d¢j mlze mit spise
sekundarni vyznam v rozvoji chronické antracyklinové kardiotoxicity.

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

Dexrazoxan byl schopen zabrdnit daunorubicinem navozenému poskozeni
mitochondrii a porucham v expresi podjednotek dychaciho fetézce kodovanych
nukledrnim 1 mitochondridlnim genomem. Vysledky této prace nepodporuji
hypotézu, Zze by mechanizmus kardioprotektivniho G¢inku dexrazoxanu byl zaloZen
na prevenci poskozeni mitochondrialni DNA ptfed tzv. béznymi delecemi
navozenymi opakovanym podavanim antracykling.

Odlozena kardioprotektivni intervence dle souc¢asnych klinickych doporuceni muze
byt proto z hlediska kardiovaskularniho rizika suboptimalni a evidentné nedovoluje
plné€ vyuzit kardioprotektivni potencial dexrazoxanu. Vzhledem k tomu, Ze dostupné
informace nepotvrzuji negativni vliv dexrazoxanu na protinddorovy ucinek
antracyklint v klinické praxi, data obsazena v této dizertacni praci by mohla pfispét
k odborné diskuzi o optimalizaci schématu podani dexrazoxanu.

Kardioprotektivni U¢inek dexrazoxanu si zasluhuje dalsi studium, nebot” miize byt
klicem k pochopeni mechanizmi zodpovédnych za rozvoj antracyklinové
kardiotoxicity a mohl by pfispét k vyvoji novych ucinnych strategii pro ochranu

myokardu pted timto poskozenim.
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Chronické antracyklinova (ANT) kardiotoxicita je vyznamnym klinickym problémem,
ktery miize mit podstatny vliv na morbiditu a mortalitu pacientl piezivSich nadorové
onemocnéni. Dexrazoxan (DEX) je jedinym kardioprotektivem, u kterého byl jasné popsan
kardioprotektivni uc¢inek na experimentalnich modelech 1 v kontrolovanych klinickych
studiich. Navzdory intenzivnimu vyzkumu vSak pfesna patogeneze chronické ANT
kardiotoxicity a molekularni mechanizmus kardioprotektivniho uc¢inku DEX nejsou
znamy. Soucasnd doporuceni navic predpokladaji uziti tohoto kardioprotektiva nikoliv
s kazdou davkou ANT, ale teprve po piekro&eni rizikové kumulativni davky 300 mg/m’.

Cilem této prace tedy bylo studium funk¢nich, morfologickych a molekularnich zmén
spjatych s rozvojem chronické ANT kardiotoxicity a jejich nasledny vyvoj po ukonceni
expozice ANT. Pozornost byla vénovéna zejména oxidacnimu stresu a mozné uloze
protektivni antioxidacni drahy fizené Nrf2, jakoz i mitochondridlnimu poskozeni a reakci
kaskady mitochondridlni biogeneze. Chronickd ANT kardiotoxicita byla u kralik
navozena daunorubicinem (DAU, 3 mg/kg, 1x tydné po 10 tydnt). Na konci podavani
latek byla zvifata randomizovéana pro ukonceni pokusu, nebo pro nasledné sledovani po
dalSich 10 tydni. Podavani DAU navodilo signifikantni systolickou dysfunkci jiZ na konci
expozice cytostatikem, pficemz v nasledujicim obdobi byla pozorovana dal§i progrese
smérem k méstnavému srdeCnimu selhani a dilataci levé komory. ZvySeni srdecnich
troponintl T v plazmé pokracovalo 1 n¢kolik tydni po ukonceni expozice DAU, coz svédci
pro pokracujici poskozeni kardiomyocytl. Ackoliv v myokardu byly detekovany zndmky
oxidacniho inzultu, jejich velmi omezena ¢i zadnd asociace s parametry funkéniho
poSkozeni myokardu nenasvédcuje piimé exekutivni uloze oxida¢niho poskozeni
v patogenezi chronické ANT kardiotoxicity. Opakované podavani DAU nebylo spojeno
s aktivaci antioxida¢ni signalni drahy fizené Nrf2 a ziskand data nasvéd¢uji tomu, Ze Nrf2
nehraje v rozvoji této toxicity vyznamnou ulohu. Podavani DAU navodilo vyrazné
poskozeni mitochondrialnich funkci, coZz ale nebylo provazeno aktivaci mitochondrialni
biogeneze. Naopak v obdobi po ukonéeni expozice DAU byly pozorovany zndmky utlumu
této drahy, coZ by mohlo souviset s progresi srde¢niho poskozeni v tomto obdobi.

Dals$im cilem pak bylo s uzitim vySe uveden¢ho modelu porovnat kardioprotektivni
ucinek DEX pfi jeho podani s kazdou davkou ANT (Casna kardioprotektivni intervence)
nebo pifi podani dle doporuceného schématu (odloZena kardioprotektivni intervence).
DEX (60 mg/kg) byl podavan pied kazdou davkou DAU, ¢ az od 7. davky DAU
(kumulativni davka cca 300 mg/m?®). Ob& schémata podavani DEX dokazala zabranit
rozvoji tézkych forem méstnavého srde¢niho selhani a predasnym thynim pokusnych
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zvitat, nicmén¢ ucinnost obou kardioprotektivnich intervenci byla vyznamné odli$na.
Z vétSiny hodnocenych parametri bylo zjevné, ze casna kardioprotektivni intervence
dosahovala podstatné lepsich vysledkt. V této skupiné nebyly zaznamenany v pribéhu
podavani ani po ukonceni expozice DAU zadné zmény systolické ¢i diastolické funkce,
nedoSlo k vyznamnému zvySeni plazmatickych koncentraci srde¢niho troponinu T
a morfologie myokardu vétSiny zvifat se prakticky neliSila od kontrolni skupiny.
Naproti tomu odlozena kardioprotektivni intervence byla schopna pouze zabranit dalsi
progresi subklinického myokardidlniho poskozeni smérem k méstnavému srde¢nimu
selhdni. Ziskana data také nenaznacovala, ze by kardioprotektivni u¢inek DEX byl pfimo
zavisly na ochrané¢ myokardu pied oxidacnim stresem vyvolanym opakovanou expozici
DAU. Casné podani DEX také piedeslo poskozeni mitochondrii a poruse exprese
podjednotek dychaciho fetézce kddovanych mitochondridlnim i1 nuklearnim genomem; tato
protekce nesouvisela s ochranou myokardu pied tzv. béznymi delecemi v mitochondrialni
DNA.

Vysledky této dizertacni prace piinesly novy ndhled do mechanisml zodpovidajicich
za rozvoj chronické ANT kardiotoxicity a pfispivaji k odborné diskuzi o optimalizaci
schématu podévani DEX. Kardioprotektivni u¢inek DEX si zasluhuje dalsi studium, nebot
muze byt kli¢em k pochopeni molekuldrni patogeneze ANT kardiotoxicity a mohl by

ptispét k vyvoji novych u€innych strategii pro ochranu myokardu pted timto poskozenim.
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Summary

Chronic anthracycline (ANT) cardiotoxicity is an important clinical issue which can
have a substantial impact on morbidity and mortality of cancer survivors. Dexrazoxane
(DEX) is the only agent with clearly evidenced cardioprotective effects in both
experimental models and clinical trials. Despite intensive research, precise pathogenesis of
chronic ANT cardiotoxicity and molecular mechanisms of cardioprotective effects of DEX
remain unknown. Current clinical guidelines recommend not to use DEX from the

beginning of ANT therapy, but instead only from the cumulative ANT dose of 300 mg/m?2.

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

Another aim of this thesis was to use the above described experimental model to
compare the cardioprotective effects of DEX when administered from the very first ANT
dose (early cardioprotective intervention) compared to the administration following current
guidelines (delayed cardioprotective intervention). DEX (60 mg/kg) was administered

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

based on the common mtDNA deletions prevention.

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

strategies for protection of the heart from this toxicity.

117



Seznam pouZzité literatury

9 SEZNAM POUZITE LITERATURY

118



Seznam pouZzité literatury

Airoldi M., Amadori D., Barni S., Cinieri S., De Placido S., Di Leo A., Gennari A.,
Iacobelli S., Ionta M.T., Lorusso V., Lotrionte M., Marchetti P., Mattioli R.,
Minotti G., Pronzato P., Rosti G., Tondini C.A., Veronesi A. 2011. Clinical activity
and cardiac tolerability of non-pegylated liposomal doxorubicin in breast cancer: a
synthetic review. Tumori 97(6):690—692.

al-Harbi M.M., al-Gharably N.M., al-Shabanah O.A., al-Bekairi A.M., Osman A.M.,
Tawfik H.N. 1992. Prevention of doxorubicin-induced myocardial and
haematological toxicities in rats by the iron chelator desferrioxamine. Cancer
Chemother. Pharmacol. 31(3):200-204.

Alderton P.M., Gross J., Green M.D. 1992. Comparative Study of Doxorubicin,
Mitoxantrone, and Epirubicin in Combination with ICRF-187 (ADR-529) in a
Chronic Cardiotoxicity Animal Model. Cancer Res. 52(1):194 —201.

Aleman B.M.P., van den Belt-Dusebout A.W., De Bruin M.L., van ’t Veer M.B., Baaijens
M.H.A., de Boer J.P., Hart A.A.M., Klokman W.J., Kuenen M.A., Ouwens G.M.,
Bartelink H., van Leeuwen F.E. 2007. Late cardiotoxicity after treatment for
Hodgkin lymphoma. Blood 109(5):1878—-1886.

Alkreathy H., Damanhouri Z.A., Ahmed N., Slevin M., Ali S.S., Osman A.-M.M. 2010.
Aged garlic extract protects against doxorubicin-induced cardiotoxicity in rats.
Food and Chemical Toxicology 48(3):951-956.

Allen A. 1992. The cardiotoxicity of chemotherapeutic drugs. Semin. Oncol. 19(5):529—
542.

Ammar E.-S.M., Said S.A., Suddek G.M., El-Damarawy S.L. 2011. Amelioration of
doxorubicin-induced cardiotoxicity by deferiprone in rats. Canadian Journal of
Physiology and Pharmacology 89269-276.

Andoh T., Ishida R. 1998. Catalytic inhibitors of DNA topoisomerase II. Biochim.
Biophys. Acta 1400(1-3):155-171.

Arai M., Tomaru K., Takizawa T., Sekiguchi K., Yokoyama T., Suzuki T., Nagai R. 1998.
Sarcoplasmic reticulum genes are selectively down-regulated in cardiomyopathy
produced by doxorubicin in rabbits. J. Mol. Cell. Cardiol. 30(2):243-254.

Armstrong G.T., Liu Q., Yasui Y., Neglia J.P., Leisenring W., Robison L.L., Mertens A.C.
2009. Late mortality among 5-year survivors of childhood cancer: a summary from
the Childhood Cancer Survivor Study. J. Clin. Oncol 27(14):2328-2338.

Auel B., Goldschmidt H., Geer T., Moehler T.M., Platzbecker U., Naumann R., Blau I.,
Hénel M., Knauf W., Niickel H., Salwender H.-J., Scheid C., Weisel K.,
Gorschliiter M., Glasmacher A., Schmidt-Wolf [.G.H., German Refractory
Myeloma Study Group 2012. Treatment with Thalidomide and Cyclophosphamide
(TCID) is Superior to Vincristine (VID) and to Vinorelbine (VRID) Regimens in
Patients with Refractory or Recurrent Multiple Myeloma. Indian J Hematol Blood
Transfus 28(2):67-76.

Aydemir S., Ozdemir 1., Kart A. 2010. Role of exogenous melatonin on adriamycin-
induced changes in the rat heart. Eur Rev Med Pharmacol Sci 14(5):435-441.

Bagchi D., Sen C.K., Ray S.D., Das D.K., Bagchi M., Preuss H.G., Vinson J.A. 2003.
Molecular mechanisms of cardioprotection by a novel grape seed proanthocyanidin
extract. Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of
Mutagenesis 523-524(0):87-97.

Bachur N.R., Gordon S.L., Gee M.V. 1977. Anthracycline antibiotic augmentation of
microsomal electron transport and free radical formation. Mol. Pharmacol.
13(5):901-910.

Baird L., Dinkova-Kostova A.T. 2011. The cytoprotective role of the Keapl-Nrf2
pathway. Arch. Toxicol. 85(4):241-272.

119



Seznam pouZzité literatury

Barry E.V., Vrooman L.M., Dahlberg S.E., Neuberg D.S., Asselin B.L., Athale U.H.,
Clavell L.A., Larsen E.C., Moghrabi A., Samson Y., Schorin M.A., Cohen H.J.,
Lipshultz S.E., Sallan S.E., Silverman L.B. 2008. Absence of secondary malignant
neoplasms in children with high-risk acute lymphoblastic leukemia treated with
dexrazoxane. J. Clin. Oncol 26(7):1106—-1111.

Barta J., Téth A., Edes 1., Vaszily M., Papp J.G., Varré A., Papp Z. 2005. Calpain-1-
sensitive myofibrillar proteins of the human myocardium. Mol. Cell. Biochem.
278(1-2):1-8.

Basser R.L., Sobol M.M., Duggan G., Cebon J., Rosenthal M.A., Mihaly G., Green M.D.
1994. Comparative study of the pharmacokinetics and toxicity of high-dose
epirubicin with or without dexrazoxane in patients with advanced malignancy. J.
Clin. Oncol. 12(8):1659-1666.

Bast A., Haenen G.R.M.M., Bruynzeel A.M.E., Vijgh W.J.F. 2007. Protection by
flavonoids against anthracycline cardiotoxicity: from chemistry to clinical trials.
Cardiovasc Toxicol 7(2):154-159.

Batist G., Ramakrishnan G., Rao C.S., Chandrasekharan A., Gutheil J., Guthrie T., Shah
P., Khojasteh A., Nair M.K., Hoelzer K., Tkaczuk K., Park Y.C., Lee L.W. 2001.
Reduced cardiotoxicity and preserved antitumor efficacy of liposome-encapsulated
doxorubicin and cyclophosphamide compared with conventional doxorubicin and
cyclophosphamide in a randomized, multicenter trial of metastatic breast cancer. J.
Clin. Oncol. 19(5):1444-1454.

Berry G.J., Jorden M. 2005. Pathology of radiation and anthracycline cardiotoxicity.
Pediatr Blood Cancer 44(7):630—637.

Berthiaume J.M., Oliveira P.J., Fariss M.W., Wallace K.B. 2005. Dietary vitamin E
decreases doxorubicin-induced oxidative stress without preventing mitochondrial
dysfunction. Cardiovasc. Toxicol. 5(3):257-267.

Bhattacharya M., Ponka P., Hardy P., Hanna N., Varma D.R., Lachapelle P., Chemtob S.
1997. Prevention of Postasphyxia Electroretinal Dysfunction with a Pyridoxal
Hydrazone. Free Radical Biology and Medicine 22(1-2):11-16.

Billingham M.E., Mason J.W., Bristow M.R., Daniels J.R. 1978. Anthracycline
cardiomyopathy monitored by morphologic changes. Cancer Treat Rep 62(6):865—
872.

Blanco J.G., Sun C.-L., Landier W., Chen L., Esparza-Duran D., Leisenring W., Mays A.,
Friedman D.L., Ginsberg J.P., Hudson M.M., Neglia J.P., Oeffinger K.C., Ritchey
A K., Villaluna D., Relling M.V., Bhatia S. 2012. Anthracycline-related
cardiomyopathy after childhood cancer: role of polymorphisms in carbonyl
reductase genes--a report from the Children’s Oncology Group. J. Clin. Oncol.
30(13):1415-1421.

Boucek R.J., Miracle A., Anderson M., Engelman R., Atkinson J., Dodd D.A. 1999.
Persistent effects of doxorubicin on cardiac gene expression. J. Mol. Cell. Cardiol
31(8):1435-1446.

Breed J.G.S., Zimmerman A.N.E., Dormans J.A.M.A., Pinedo H.M. 1980. Failure of the
Antioxidant Vitamin E to Protect against Adriamycin-induced Cardiotoxicity in the
Rabbit. Cancer Res. 40(6):2033 —2038.

Bruynzeel A.M.E., Niessen H.W.M., Bronzwaer J.G.F., van der Hoeven J.J.M., Berkhof J.,
Bast A., van der Vijgh W..F., van Groeningen C.J. 2007a. The effect of
monohydroxyethylrutoside on doxorubicin-induced cardiotoxicity in patients
treated for metastatic cancer in a phase II study. Br. J. Cancer 97(8):1084—1089.

120



Seznam pouZzité literatury

Bruynzeel A.M.E., Vormer-Bonne S., Bast A., Niessen H.W.M., Vijgh W.J.F. 2007b.
Long-term effects of 7-monohydroxyethylrutoside (monoHER) on DOX-induced
cardiotoxicity in mice. Cancer Chemother Pharmacol 60(4):509-514.

Bu’Lock F.A., Gabriel H.M., Oakhill A., Mott M.G., Martin R.P. 1993. Cardioprotection
by ICRF187 against high dose anthracycline toxicity in children with malignant
disease. Br Heart J 70(2):185—188.

Burwell L.S., Nadtochiy S.M., Brookes P.S. 2009. Cardioprotection by metabolic shut-
down and gradual wake-up. J. Mol. Cell. Cardiol 46(6):804—810.

Buss J.L., Hasinoff B.B. 1993. The one-ring open hydrolysis product intermediates of the
cardioprotective agent ICRF-187 (dexrazoxane) displace iron from iron-
anthracycline complexes. Agents Actions 40(1-2):86-95.

Buss J.L., Hermes-Lima M., Ponka P. 2002. Pyridoxal isonicotinoyl hydrazone and its
analogues. Adv. Exp. Med. Biol. 509205-229.

Calvert J.W., Lefer D.J. 2009. Myocardial protection by nitrite. Cardiovasc. Res.
83(2):195-203.

Capranico G., Tinelli S., Austin C.A., Fisher M.L., Zunino F. 1992. Different patterns of
gene expression of topoisomerase II isoforms in differentiated tissues during
murine development. Biochim. Biophys. Acta 1132(1):43-48.

Cardinale D., Colombo A., Sandri M.T., Lamantia G., Colombo N., Civelli M., Martinelli
G., Veglia F., Fiorentini C., Cipolla C.M. 2006. Prevention of High-Dose
Chemotherapy—Induced Cardiotoxicity in High-Risk Patients by Angiotensin-
Converting Enzyme Inhibition. Circulation 114(23):2474 —2481.

Carver J.,, Desai C. 2010. Chapter 5. Cardiovascular Toxicity of Antitumor
Drugs:Dimension of the Problem in Adult Settings., In: Minotti G. (Ed.)
Cardiotoxicity of Non-Cardiovascular Drugs. 1st ed. Padstow: John Wiley & Sons,
2010. ISBN: 9780470772744

Classen S., Olland S., Berger J.M. 2003. Structure of the topoisomerase II ATPase region
and its mechanism of inhibition by the chemotherapeutic agent ICRF-187. Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100(19):10629—-10634.

Clinical Trials Search. National Cancer Institute at the U. S. National Institute of Health
[databaze online]. Posledni rev.: 12. 6. 2013. [cit.: 9. 10. 2013] Dostupné z:
http://www.cancer.gov/clinicaltrials/search/results?protocolsearchid=12068699

Cortés-Funes H., Coronado C. 2007. Role of anthracyclines in the era of targeted therapy.
Cardiovasc. Toxicol. 7(2):56—60.

Creighton A.M., Birnie G.D. 1969. The effect of bisdioxopiperazines on the synthesis of
deoxyribonucleic acid, ribonucleic acid and protein in growing mouse-embryo
fibroblasts. Biochem. J. 114(4):58P.

Cusack B.J., Gambliel H., Musser B., Hadjokas N., Shadle S.E., Charlier H., Olson R.D.
2006. Prevention of chronic anthracycline cardiotoxicity in the adult Fischer 344 rat
by dexrazoxane and effects on iron metabolism. Cancer Chemotherapy and
Pharmacology 58517-526.

Cvetkovi¢ R.S., Scott L.J. 2005. Dexrazoxane : a review of its use for cardioprotection
during anthracycline chemotherapy. Drugs 65(7):1005-1024.

Danesi R., Fogli S., Gennari A., Conte P., Del Tacca M. 2002. Pharmacokinetic-
pharmacodynamic relationships of the anthracycline anticancer drugs. Clin.
Pharmacokinet. 41(6):431-444.

Dardir M., Herman E.H., Ferrans V.J. 1989. Effects of ICRF-187 on the cardiac and renal
toxicity of epirubicin in spontaneously hypertensive rats. Cancer Chemother.
Pharmacol. 23(5):269-275.

121



Seznam pouZzité literatury

Das A., Durrant D., Mitchell C., Mayton E., Hoke N.N., Salloum F.N., Park M.A., Qureshi
I., Lee R., Dent P., Kukreja R.C. 2010. Sildenafil increases chemotherapeutic
efficacy of doxorubicin in prostate cancer and ameliorates cardiac dysfunction.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 107(42):18202—-18207.

Davies S.M. 2012. Getting to the Heart of the Matter. J. Clin. Oncol. 30(13):1399-1400.

De Matos Neto R.P., Petrilli A.S., Silva C.M.C., Campos Filho O., Oporto V.M., Gomes L.
de F.G., Paiva M.G., Carvalho A.C.C., Moisés V.A. 2006. Left ventricular systolic
function assessed by echocardiography in children and adolescents with
osteosarcoma treated with doxorubicin alone or in combination with dexrazoxane.
Arq. Bras. Cardiol. 87(6):763-771.

De Nigris F., Rienzo M., Schiano C., Fiorito C., Casamassimi A., Napoli C. 2008.
Prominent cardioprotective effects of third generation beta blocker nebivolol
against anthracycline-induced cardiotoxicity using the model of isolated perfused
rat heart. European Journal of Cancer 44(3):334-340.

De Sousa E., Veksler V., Minajeva A., Kaasik A., Mateo P., Mayoux E., Hoerter J., Bigard
X., Serrurier B., Ventura-Clapier R. 1999. Subcellular creatine kinase alterations.
Implications in heart failure. Circ. Res. 85(1):68-76.

DeAtley S.M., Aksenov M.Y., Aksenova M.V., Jordan B., Carney J.M., Butterfield D.A.
1999. Adriamycin-induced changes of creatine kinase activity in vivo and in
cardiomyocyte culture. Toxicology 134(1):51-62.

Decorti G., Candussio L., Klugmann F.B., Strohmayer A., Mucci M.P., Mosco A., Baldini
L. 1997. Adriamycin-induced histamine release from heart tissue in vitro. Cancer
Chemother. Pharmacol. 40(4):363-366.

Deweese J.E., Osheroff N. 2009. The DNA cleavage reaction of topoisomerase II: wolf in
sheep’s clothing. Nucleic Acids Res. 37(3):738-748.

Dignam J.D., Martin P.L., Shastry B.S., Roeder R.G. 1983. Eukaryotic gene transcription
with purified components. Meth. Enzymol. 101582—598.

Diop N.K., Vitellaro L.K., Arnold P., Shang M., Marusak R.A. 2000. Iron complexes of
the cardioprotective agent dexrazoxane (ICRF-187) and its desmethyl derivative,
ICRF-154: solid state structure, solution thermodynamics, and DNA cleavage
activity. J. Inorg. Biochem. 78(3):209-216.

Doroshow J.H. 1983. Anthracycline antibiotic-stimulated superoxide, hydrogen peroxide,
and hydroxyl radical production by NADH dehydrogenase. Cancer Res.
43(10):4543.

Doroshow J.H., Davies K.J. 1986. Redox cycling of anthracyclines by cardiac
mitochondria. II. Formation of superoxide anion, hydrogen peroxide, and hydroxyl
radical. Journal of Biological Chemistry 261(7):3068.

Doroshow J.H., Locker G.Y., Ifrim 1., Myers C.E. 1981. Prevention of doxorubicin cardiac
toxicity in the mouse by N-acetylcysteine. Journal of Clinical Investigation
68(4):1053.

Dorr R.T. 1996. Cytoprotective agents for anthracyclines. Semin. Oncol. 23(4 Suppl
8):23-34.

Dresdale A.R., Barr L.H., Bonow R.O., Mathisen D.J., Myers C.E., Schwartz D.E., d’
Angelo T., Rosenberg S.A. 1982. Prospective randomized study of the role of N-
acetyl cysteine in reversing doxorubicin-induced cardiomyopathy. Am. J. Clin.
Oncol. 5(6):657—663.

Dunkern T.R., Wedemeyer 1., Baumgirtner M., Fritz G., Kaina B. 2003. Resistance of p53
knockout cells to doxorubicin is related to reduced formation of DNA strand breaks
rather than impaired apoptotic signaling. DNA Repair (Amst.) 2(1):49-60.

122



Seznam pouZzité literatury

Elbayoumi T.A., Torchilin V.P. 2009. Tumor-specific anti-nucleosome antibody improves
therapeutic efficacy of doxorubicin-loaded long-circulating liposomes against
primary and metastatic tumor in mice. Mol. Pharm. 6(1):246-254.

Elbl L. 2002. Poskozeni srdce protinadorovou lécbou. 1st ed.. Praha: Grada Publishing,
2002. ISBN: 8024702401.

Elbl L., Hrstkova H., Tomaskova 1., Blazek B., Michalek J. 2005. Long-term serial
echocardiographic examination of late anthracycline cardiotoxicity and its
prevention by dexrazoxane in paediatric patients. Eur. J. Pediatr. 164(11):678—684.

Elbl L., Hrstkova H., Tomaskova 1., Michalek J. 2006. Late anthracycline cardiotoxicity
protection by dexrazoxane (ICRF-187) in pediatric patients: echocardiographic
follow-up. Support Care Cancer 14(2):128-136.

El-Demerdash E., Ali A.A., Sayed-Ahmed M.M., Osman A.-M.M. 2003. New aspects in
probucol cardioprotection against doxorubicin-induced cardiotoxicity. Cancer
Chemother. Pharmacol. 52(5):411-416.

Esworthy R.S., Chu F.-F., Doroshow J.H. 2001. Analysis of Glutathione-Related Enzymes,
in: Bus, J.S., Costa, L.G., Hodgson, E., Lawrence, D.A., Reed, D.J. (Eds.), Curr.
Protoc. Toxicol. doi: 10.1002/0471140856.tx0701s00

Ettinger D.S., Jotte R., Lorigan P., Gupta V., Garbo L., Alemany C., Conkling P., Spigel
D.R., Dudek A.Z., Shah C., Salgia R., McNally R., Renschler M.F., Oliver J.W.
2010. Phase II study of amrubicin as second-line therapy in patients with platinum-
refractory small-cell lung cancer. J. Clin. Oncol. 28(15):2598-2603.

Ewer M.S., Benjamin R.S. 2006. Chapter 2. Doxorubicin cardiotoxicity: Clinical Aspects,
Recognition, Monitoring, Treatment and prevention. In: Ewer, M.S., Yeh, E.
(Eds.), Cancer and the Heart. 1st ed.. Hamilton: BC Decker, 2006. ISBN:
9781550092684.

Ewer M.S., Ewer S.M. 2010. Cardiotoxicity of anticancer treatments: what the cardiologist
needs to know. Nat. Rev. Cardiol. 7(10):564-575.

Ewer M.S., Yeh E. 2006. Cancer and the heart. 1st ed.. Hamilton: BC Decker, 2006. ISBN:
9781550092684.

Fadillioglu E., Yilmaz H.R., Erdogan H., Sogut S. 2003. The activities of tissue xanthine
oxidase and adenosine deaminase and the levels of hydroxyproline and nitric oxide
in rat hearts subjected to doxorubicin: protective effect of erdosteine. Toxicology
191(2-3):153-158.

Ferrara F., Schiffer C.A. 2013. Acute myeloid leukaemia in adults. The Lancet
381(9865):484-495.

Findlay M., Minckwitz G. von, Wardley A. 2008. Effective oral chemotherapy for breast
cancer: pillars of strength. Ann. Oncol. 19(2):212-222.

Fisher P.W. 2005. Phosphodiesterase-5 Inhibition With Sildenafil Attenuates
Cardiomyocyte Apoptosis and Left Ventricular Dysfunction in a Chronic Model of
Doxorubicin Cardiotoxicity. Circulation 111(13):1601-1610.

Fisher S.A., Brunskill S.J., Doree C., Chowdhury O., Gooding S., Roberts D.J. 2013. Oral
deferiprone for iron chelation in people with thalassaemia. Cochrane Database Syst.
Rev. 8CD004839.

Fogli S., Nieri P., Breschi M.C. 2004. The role of nitric oxide in anthracycline toxicity and
prospects for pharmacologic prevention of cardiac damage. The FASEB Journal
18(6):664.

Force T., Krause D.S., Van Etten R.A. 2007. Molecular mechanisms of cardiotoxicity of
tyrosine kinase inhibition. Nat. Rev. Cancer 7(5):332-344.

123



Seznam pouZzité literatury

Forrest G.L., Gonzalez B., Tseng W., Li X., Mann J. 2000. Human carbonyl reductase
overexpression in the heart advances the development of doxorubicin-induced
cardiotoxicity in transgenic mice. Cancer Res. 60(18):5158-5164.

Franco V.I., Henkel J.M., Miller T.L., Lipshultz S.E. 2011. Cardiovascular effects in
childhood cancer survivors treated with anthracyclines. Cardiol. Res. Pract.
2011:134679, p.13. doi: 10.4061/2011/134679.

Fujita K., Shinpo K., Yamada K., Sato T., Niimi H., Shamoto M., Nagatsu T., Takeuchi T.,
Umezawa H. 1982. Reduction of Adriamycin Toxicity by Ascorbate in Mice and
Guinea Pigs. Cancer Res. 42(1):309 -316.

Gambliel H.A., Burke B.E., Cusack B.J., Walsh G.M., Zhang Y.L., Mushlin P.S., Olson
R.D. 2002. Doxorubicin and C-13 deoxydoxorubicin effects on ryanodine receptor
gene expression. Biochem. Biophys. Res. Commun. 291(3):433-438.

Garnier A., Zoll J., Fortin D., N’Guessan B., Lefebvre F., Geny B., Mettauer B., Veksler
V., Ventura-Clapier R. 2009. Control by Circulating Factors of Mitochondrial
Function and Transcription Cascade in Heart Failure / CLINICAL PERSPECTIVE.
Circ. Heart Fail. 2(4):342 —350.

Geisberg C.A., Sawyer D.B. 2010. Mechanisms of anthracycline cardiotoxicity and
strategies to decrease cardiac damage. Curr. Hypertens. Rep 12(6):404-410.
Georgakopoulos P., Roussou P., Matsakas E., Karavidas A., Anagnostopoulos N.,
Marinakis T., Galanopoulos A., Georgiakodis F., Zimeras S., Kyriakidis M.,
Ahimastos A. 2010. Cardioprotective effect of metoprolol and enalapril in
doxorubicin-treated lymphoma patients: a prospective, parallel-group, randomized,

controlled study with 36-month follow-up. Am. J. Hematol 85(11):894—-896.

Gersl V., Bajgar J., Krs O., Hrdina R., Palicka V., Mazurova Y. 1996. Changes in
cholinesterase activities after daunorubicin administration to rabbits. Hum Exp
Toxicol 15(10):834—-838.

Gersl V., Hrdina R. 1994. Noninvasive polygraphic cardiac changes in daunorubicin-
induced cardiomyopathy in rabbits. Sb Ved Pr Lek Fak Karlovy Univerzity Hradci
Kralove 37(2):49-55.

Gewirtz D.A. 1999. A critical evaluation of the mechanisms of action proposed for the
antitumor effects of the anthracycline antibiotics adriamycin and daunorubicin.
Biochem. Pharmacol. 57(7):727-741.

Gharib M.1., Burnett A.K. 2002. Chemotherapy-induced cardiotoxicity: current practice
and prospects of prophylaxis. Eur. J. Heart Fail. 4(3):235-242.

Gianni L., Herman E.H., Lipshultz S.E., Minotti G., Sarvazyan N., Sawyer D.B. 2008.
Anthracycline Cardiotoxicity: From Bench to Bedside. J. Clin. Oncol.
26(22):3777-3784.

Gianni L., Salvatorelli E., Minotti G. 2007. Anthracycline cardiotoxicity in breast cancer
patients: synergism with trastuzumab and taxanes. Cardiovasc. Toxicol. 7(2):67—
71.

Goormaghtigh E., Huart P., Brasseur R., Ruysschaert J.M. 1986. Mechanism of inhibition
of mitochondrial enzymatic complex I-III by adriamycin derivatives. Biochim.
Biophys. Acta 861(1):83-94.

Goormaghtigh E., Huart P., Praect M., Brasseur R., Ruysschaert J.M. 1990. Structure of the
adriamycin-cardiolipin complex. Role in mitochondrial toxicity. Biophys. Chem.
35(2-3):247-257.

Greaves L.C., Reeve A.K., Taylor R.W., Turnbull D.M. 2012. Mitochondrial DNA and
disease. J. Pathol. 226(2):274-286.

Halliwell B., Gutteridge J.M.C. 2007. Chapter 2: The chemistry of free radicals and related
“reactive species”, in: Halliwell B., Gutteridge J.M.C. (Eds.) Free Radicals in

124



Seznam pouZzité literatury

Biology and Medicine. 4th ed.. Oxford: Oxford University Press, 2007. ISBN:
9780198568698

Hamed S., Barshack 1., Luboshits G., Wexler D., Deutsch V., Keren G., George J. 2006.
Erythropoietin improves myocardial performance in doxorubicin-induced
cardiomyopathy. Eur. Heart J. 27(15):1876—1883.

Harake D., Franco V.I., Henkel J.M., Miller T.L., Lipshultz S.E. 2012. Cardiotoxicity in
childhood cancer survivors: strategies for prevention and management. Future
Cardiol. 8(4):647-670.

Hasinoff B.B., Herman E.H. 2007. Dexrazoxane: how it works in cardiac and tumor cells.
Is it a prodrug or is it a drug? Cardiovasc. Toxicol. 7(2):140—144.

Hasinoff B.B., Schroeder P.E., Patel D. 2003. The metabolites of the cardioprotective drug
dexrazoxane do not protect myocytes from doxorubicin-induced cytotoxicity. Mol.
Pharmacol. 64(3):670—678.

Hellmann K. 2007. Dexrazoxane-Associated Risk for Secondary Malignancies in Pediatric
Hodgkin’s Disease: A Claim Without Evidence. J. Clin. Oncol. 25(29):4689 —4690.

Hellmann K., Rhomberg W. 2010. Razoxane and Dexrazoxane - Two Multifunctional
Agents, 1Ist ed.. Dordrecht: Springer Netherlands, 2010, p. 167-213.
ISBN: 9789048191673

Hensley M.L., Hagerty K.L., Kewalramani T., Green D.M., Meropol N.J., Wasserman
T.H., Cohen G.I.,, Emami B., Gradishar W.J., Mitchell R.B., Thigpen J.T., Trotti
A., von Hoff D., Schuchter L.M. 2009. American Society of Clinical Oncology
2008 Clinical Practice Guideline Update: Use of Chemotherapy and Radiation
Therapy Protectants. J. Clin. Oncol. 27(1):127 —145.

Herman E., Ferrans V. 1998. Preclinical animal models of cardiac protection from
anthracycline-induced cardiotoxicity. Semin. Oncol. 25(4):15-21.

Herman E.H., Ardalan B., Bier C., Waravdekar V., Krop S. 1979. Reduction of
daunorubicin lethality and myocardial cellular alterations by pretreatment with
ICRF-187 in Syrian golden hamsters. Cancer. Treat. Rep. 63(1):89-92.

Herman E.H., el-Hage A., Ferrans V.J. 1988a. Protective effect of ICRF-187 on
doxorubicin-induced cardiac and renal toxicity in spontaneously hypertensive
(SHR) and normotensive (WKY) rats. Toxicol. Appl. Pharmacol. 92(1):42-53.

Herman E.H., Ferrans V.J. 1983. Influence of vitamin E and ICRF-187 on chronic
doxorubicin cardiotoxicity in miniature swine. Lab. Invest. 49(1):69-77.

Herman E.H., Ferrans V.J. 1993. Timing of treatment with ICRF-187 and its effect on
chronic doxorubicin cardiotoxicity. Cancer Chemother. Pharmacol. 32(6):445-449.

Herman E.H., Ferrans V.J., Jordan W., Ardalan B. 1981. Reduction of chronic
daunorubicin cardiotoxicity by ICRF-187 in rabbits. Res. Commun. Chem. Pathol.
Pharmacol. 31(1):85-97.

Herman E.H., Ferrans V.J., Myers C.E., Van Vleet J.F. 1985. Comparison of the
Effectiveness of (+-)-1, 2-Bis (3, 5-dioxopiperazinyl-1-yl) propane (ICRF-187) and
N-Acetylcysteine in Preventing Chronic Doxorubicin Cardiotoxicity in Beagles.
Cancer Res. 45(1):276.

Herman E.H., Ferrans V.J., Young R.S., Hamlin R.L. 1988b. Pretreatment with ICRF-187
allows a marked increase in the total cumulative dose of doxorubicin tolerated by
beagle dogs. Drugs Exp Clin Res 14(9):563-570.

Herman E.H., Ferrans V.J., Young R.S.K., Hamlin R.L. 1988c. Effect of Pretreatment with
ICRF-187 on the Total Cumulative Dose of Doxorubicin Tolerated by Beagle
Dogs. Cancer Res. 48(23):6918 —6925.

125



Seznam pouZzité literatury

Herman E.H., Zhang J., Ferrans V.J. 1994. Comparison of the protective effects of
desferrioxamine and ICRF-187 against doxorubicin-induced toxicity in
spontaneously hypertensive rats. Cancer Chemother. Pharmacol. 35(2):93—100.

Hermes-Lima M., Ponka P., Schulman H.M. 2000. The iron chelator pyridoxal
isonicotinoyl hydrazone (PIH) and its analogues prevent damage to 2-deoxyribose
mediated by ferric iron plus ascorbate. Biochim. Biophys. Acta 1523(2-3):154-160.

Hochster H., Liebes L., Wadler S., Oratz R., Wernz J.C., Meyers M., Green M., Blum
R.H., Speyer J.L. 1992. Pharmacokinetics of the cardioprotector ADR-529 (ICRF-
187) in escalating doses combined with fixed-dose doxorubicin. J. Natl. Cancer
Inst. 84(22):1725-1730.

Hood D.A., Adhihetty P.J., Colavecchia M., Gordon J.W., Irrcher I., Joseph A.-M., Lowe
S.T., Rungi A.A. 2003. Mitochondrial biogenesis and the role of the protein import
pathway. Med. Sci. Sports Exerc. 35(1):86-94.

Horackova M., Ponka P., Byczko Z. 2000. The antioxidant effects of a novel iron chelator
salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone in the prevention of H202 injury in adult
cardiomyocytes. Cardiovasc. Res. 47(3):529.

Hoyano Y., Furukawa Y., Oguchi T., Kasama M., Imamura H., Chiba S. 1996. Acute
presynaptic inhibition by doxorubicin of negative chrono- and inotropic responses
to parasympathetic nerve stimulation in isolated, blood-perfused dog atrium. J.
Cardiovasc. Pharmacol. 27(1):37-41.

Chabner B.A., Amrein P.C., Druker B., Michaelson M.D., Mitsiades C.S., Goss P.E., Ryan
D.P., Ramachandra S., Richarson P.G., Supko J.G., Wilson W.H. 2006. Chapter 51:
Antineoplastic Agents. In: Brunton LL (Ed.), Goodman & Gilman’s The
Pharmacological Basis of Therapeutics. 11th ed.. New York: McGraw-Hill, 2006.
ISBN: 9780071422802

Chen B., Peng X., Pentassuglia L., Lim C.C., Sawyer D.B. 2007. Molecular and cellular
mechanisms of anthracycline cardiotoxicity. Cardiovasc. Toxicol 7(2):114—121.

Chen B., Zhong L., Roush S.F., Pentassuglia L., Peng X., Samaras S., Davidson J.M.,
Sawyer D.B., Lim C.C. 2012. Disruption of a GATA4/Ankrd]l signaling axis in
cardiomyocytes leads to sarcomere disarray: implications for anthracycline
cardiomyopathy. PLoS ONE 7(4):e35743.

Chen M.H., Colan S.D., Diller L. 2011. Cardiovascular disease: cause of morbidity and
mortality in adult survivors of childhood cancers. Circ. Res 108(5):619-628.
Cheneval D., Miiller M., Carafoli E. 1983. The mitochondrial phosphate carrier
reconstituted in liposomes is inhibited by doxorubicin. FEBS Lett. 159(1-2):123—

126.

Chevion H., Jiang Y., Har-El R., Berenshtein E., Uretzky G., Kitrossky N. 1993. Copper
and iron are mobilized following myocardial ischemia: possible predictive criteria
for tissue injury. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90(3):1102—-6.

Chinnery P.F., Hudson G. 2013. Mitochondrial genetics. Br. Med. Bull. 106135-159.

Chlop¢ikova S., Psotova J., Miketova P., Sousek J., Lichnovsky V., Simének V. 2004a.
Chemoprotective effect of plant phenolics against anthracycline-induced toxicity on
rat cardiomyocytes. Part II. caffeic, chlorogenic and rosmarinic acids. Phytother
Res 18(5):408—413.

Chlopcikova S., Psotova J., Miketova P., Simanek V. 2004b. Chemoprotective effect of
plant phenolics against anthracycline-induced toxicity on rat cardiomyocytes. Part
I. Silymarin and its flavonolignans. Phytother. Res. 18(2):107-110.

Ito H., Miller S.C., Billingham M.E., Akimoto H., Torti S.V., Wade R., Gahlmann R.,
Lyons G., Kedes L., Torti F.M. 1990. Doxorubicin selectively inhibits muscle gene

126



Seznam pouZzité literatury

expression in cardiac muscle cells in vivo and in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 87(11):4275-4279.

Jang Y.M., Kendaiah S., Drew B., Phillips T., Selman C., Julian D., Leeuwenburgh C.
2004. Doxorubicin treatment in vivo activates caspase-12 mediated cardiac
apoptosis in both male and female rats. FEBS Lett. 577(3):483—490.

Janssen A.J.M., Trijbels F.J.M., Sengers R.C.A., Smeitink J.A.M., van den Heuvel L.P.,
Wintjes L.T.M., Stoltenborg-Hogenkamp B.J.M., Rodenburg R.J.T. 2007.
Spectrophotometric Assay for Complex I of the Respiratory Chain in Tissue
Samples and Cultured Fibroblasts. Clinical Chemistry 53(4):729-734.

Jeli¢ S., Radulovi¢ S., Neskovi¢-Konstantinovi¢ Z., Kreaci¢ M., Ristovi¢ Z., Bosnjak S.,
Milanovi¢ N., Vuleti¢ L. 1995. Cardioprotection with ICRF-187 (Cardioxane) in
patients with advanced breast cancer having cardiac risk factors for doxorubicin
cardiotoxicity, treated with the FDC regimen. Support Care Cancer 3(3):176—182.

Jeyaseelan R., Poizat C., Baker R.K., Abdishoo S., Isterabadi L.B., Lyons G.E., Kedes L.
1997. A novel -cardiac-restricted target for doxorubicin. J. Biol. Chem.
272(36):22800.

Jirkovsky E., Popelova O., Ktivakova-Staitkkova P., Vavrova A., Hroch M., Haskova P.,
Br¢akova-Dolezelova E., Micuda S., Adamcova M., Simtnek T., Cervinkova Z.,
Gersl V., Stérba M. 2012. Chronic anthracycline cardiotoxicity: molecular and
functional analysis with focus on nuclear factor erythroid 2-related factor 2 and
mitochondrial biogenesis pathways. J. Pharmacol. Exp. Ther. 343(2):468—478.

Jones R.L., Swanton C., Ewer M.S. 2006. Anthracycline cardiotoxicity. Expert. Opin.
Drug. Saf. 5(6):791-809.

Kaiserova H., Simtnek T., van der Vijgh W.J.F., Bast A., Kvasnickova E. 2007.
Flavonoids as protectors against doxorubicin cardiotoxicity: Role of iron chelation,
antioxidant activity and inhibition of carbonyl reductase Biochim. Biophys. Acta
1772(9):1065-1074.

Kalay N., Basar E., Ozdogru I., Er O., Cetinkaya Y., Dogan A., Inanc T., Oguzhan A.,
Eryol N.K., Topsakal R., Ergin A. 2006. Protective effects of carvedilol against
anthracycline-induced cardiomyopathy. J. Am. Coll. Cardiol. 48(11):2258-2262.

Kand’ar R., Zakova P., Lotkova H., Kucera O., Cervinkova Z. 2007. Determination of
reduced and oxidized glutathione in biological samples wusing liquid
chromatography with fluorimetric detection. J. Pharm. Biomed. Anal. 43(4):1382—
1387.

Keizer H.G., Pinedo H.M., Schuurhuis G.J., Joenje H. 1990. Doxorubicin (adriamycin): a
critical review of free radical-dependent mechanisms of cytotoxicity. Pharmacol.
Ther. 47(2):219-231.

Kiyomiya K., Matsuo S., Kurebe M. 2001. Mechanism of specific nuclear transport of
adriamycin: the mode of nuclear translocation of adriamycin-proteasome complex.
Cancer Res. 61(6):2467-2471.

Klener P., Klener P. jr. 2010. Nova protinadorova léciva a 1écebné strategie v onkologii,
Ist ed.. Praha: Grada Publishing, 2010. ISBN: 9788024769882

Klugmann F.B., Decorti G., Candussio L., Grill V., Mallardi F., Baldini L. 1986. Inhibitors
of adriamycin-induced histamine release in vitro limit adriamycin cardiotoxicity in
vivo. Br. J. Cancer 54(5):743-748.

Koka S., Das A., Zhu S.-G., Durrant D., Xi L., Kukreja R.C. 2010. Long-Acting
Phosphodiesterase-5  Inhibitor = Tadalafil ~ Attenuates Doxorubicin-Induced
Cardiomyopathy without Interfering with Chemotherapeutic Effect. J. Pharmacol.
Exp. Ther. 334(3):1023-1030.

127



Seznam pouZzité literatury

Kolaric K., Bradamante V., Cervek J., Cieslinska A., Cisarz-Filipcak E., Denisov L.E.,
Donat D., Drosik K., Gershanovic M., Hudziec P. 1995. A phase II trial of
cardioprotection with Cardioxane (ICRF-187) in patients with advanced breast
cancer receiving 5-fluorouracil, doxorubicin and cyclophosphamide. Oncology
52(3):251-255.

Kovatikova P., Pasakova-Vrbatova L., Vavrova A., Stariat J., Klimes J., Simanek T. 2013.
Development of LC-MS/MS method for the simultaneous analysis of the
cardioprotective drug dexrazoxane and its metabolite ADR-925 in isolated
cardiomyocytes and cell culture medium. J. Pharm. Biomed. Anal. 76243-251.

Kratz F., Elsadek B. 2012. Clinical impact of serum proteins on drug delivery. J. Control.
Release 161(2):429-445.

Kurata T., Okamoto 1., Tamura K., Fukuoka M. 2007. Amrubicin for non-small-cell lung
cancer and small-cell lung cancer. Invest. New Drugs 25(5):499-504.

Kvétina J., Grossmann V., Svoboda Z., Safarova M. 1997. Preclinical comparison of bis-
diketopiperazine-propane (dexrazoxane) and bis-diketopiperazine-ethane (antimet)
on the adriamycin-cardiotoxic effect. Neoplasma 44(2):97-99.

Lagouge M., Larsson N.-G. 2013. The role of mitochondrial DNA mutations and free
radicals in disease and ageing. J. Intern. Med. 273(6):529-543.

Langer S.W., Sehested M., Jensen P.B. 2009. Anthracycline extravasation: a
comprehensive review of experimental and clinical treatments. Tumori 95(3):273—
282.

Lebrecht D., Geist A., Ketelsen U.-P., Haberstroh J., Setzer B., Walker U.A. 2007.
Dexrazoxane prevents doxorubicin-induced long-term cardiotoxicity and protects
myocardial mitochondria from genetic and functional lesions in rats. Br. J.
Pharmacol. 151(6):771-778.

Lebrecht D., Kirschner J., Geist A., Haberstroh J., Walker U.A. 2010. Respiratory chain
deficiency precedes the disrupted calcium homeostasis in chronic doxorubicin
cardiomyopathy. Cardiovasc. Pathol. 19(5):e167—174.

Lebrecht D., Kokkori A., Ketelsen U.-P., Setzer B., Walker U.A. 2005. Tissue-specific
mtDNA lesions and radical-associated mitochondrial dysfunction in human hearts
exposed to doxorubicin. J. Pathol. 207(4):436-444.

Lebrecht D., Setzer B., Ketelsen U.-P., Haberstroh J., Walker U.A. 2003. Time-Dependent
and Tissue-Specific Accumulation of mtDNA and Respiratory Chain Defects in
Chronic Doxorubicin Cardiomyopathy. Circulation 108(19):2423-2429.

Lebrecht D., Walker U.A. 2007. Role of mtDNA lesions in anthracycline cardiotoxicity.
Cardiovasc. Toxicol. 7(2):108—113.

Lefrak E.A., Pitha J., Rosenheim S., Gottlieb J.A. 1973. A clinicopathologic analysis of
adriamycin cardiotoxicity. Cancer 32(2):302-314.

Legha S.S., Benjamin R.S., Mackay B., Yap H.Y., Wallace S., Ewer M., Blumenschein
G.R., Freireich E.J. 1982a. Adriamycin therapy by continuous intravenous infusion
in patients with metastatic breast cancer. Cancer 49(9):1762—-1766.

Legha S.S., Wang Y.M., Mackay B., Ewer M., Hortobagyi G.N., Benjamin R.S., Ali M.K.
1982b. Clinical and pharmacologic investigation of the effects of alpha-tocopherol
on adriamycin cardiotoxicity. Ann. N. Y. Acad. Sci 393411-418.

Lemez P., MareSova J. 1996. Protective effects of cardioxane against anthracycline-
induced cardiotoxicity in relapsed acute myeloid leukemias. Neoplasma 43(6):417—
419.

Leonard R.C.F., Williams S., Tulpule A., Levine A.M., Oliveros S. 2009. Improving the
therapeutic index of anthracycline chemotherapy: Focus on liposomal doxorubicin
(Myocet™). The Breast 18(4):218-224.

128



Seznam pouZzité literatury

Levitt G. 1999. Cardioprotection. Br. J. Haematol.106(4):860—869.

Li J.-J., Di G.-H., Tang L.-C., Yu K.-D., Hu Z., Liu G.-Y., Lu J.-S., Wu J., Han Q.-X.,
Shen Z.-Z., Shao Z.-M. 2011. Adjuvant therapy of breast cancer with pirarubicin
versus epirubicin in combination with cyclophosphamide and 5-fluorouracil. Breast
J 17(6):657-660.

Li K., Sung R.Y.T., Huang W.Z., Yang M., Pong N.H., Lee S.M., Chan W.Y., Zhao H., To
M.Y., Fok T.F., Li C.K., Wong Y.O., Ng P.C. 2006. Thrombopoietin Protects
Against In Vitro and In Vivo Cardiotoxicity Induced by Doxorubicin. Circulation
113(18):2211 —2220.

Li T., Danelisen 1., Bello-Klein A., Singal P.K. 2000. Effects of probucol on changes of
antioxidant enzymes in adriamycin-induced cardiomyopathy in rats. Cardiovasc.
Res. 46(3):523.

Lim C.C., Zuppinger C., Guo X., Kuster G.M., Helmes M., Eppenberger H.M., Suter T.M.,
Liao R., Sawyer D.B. 2004. Anthracyclines induce calpain-dependent titin
proteolysis and necrosis in cardiomyocytes. J. Biol. Chem. 279(9):8290-8299.

Link G., Tirosh R., Pinson A., Hershko C. 1996. Role of iron in the potentiation of
anthracycline cardiotoxicity: identification of heart cell mitochondria as a major
site of iron-anthracycline interaction. J. Lab. Clin. Med. 127(3):272-278.

Liochev S.I. 1999. The mechanism of “Fenton-like” reactions and their importance for
biological systems. A biologist’s view. Met. Ions. Biol. Syst. 361-36.

Lipshultz S.E., Alvarez J.A., Scully R.E. 2008. Anthracycline associated cardiotoxicity in
survivors of childhood cancer. Heart 94(4):525-533.

Lipshultz S.E., Colan S.D., Gelber R.D., Perez-Atayde A.R., Sallan S.E., Sanders S.P.
1991. Late cardiac effects of doxorubicin therapy for acute lymphoblastic leukemia
in childhood. N. Engl. J. Med 324(12):808-815.

Lipshultz S.E., Rifai N., Dalton V.M., Levy D.E., Silverman L.B., Lipsitz S.R., Colan
S.D., Asselin B.L., Barr R.D., Clavell L.A., others 2004. The effect of dexrazoxane
on myocardial injury in doxorubicin-treated children with acute lymphoblastic
leukemia. N. Engl. J. Med. 351(2):145-153.

Lipshultz S.E., Scully R.E., Lipsitz S.R., Sallan S.E., Silverman L.B., Miller T.L., Barry
E.V., Asselin B.L., Athale U., Clavell L.A., Larsen E., Moghrabi A., Samson Y.,
Michon B., Schorin M.A., Cohen H.J., Neuberg D.S., Orav E.J., Colan S.D. 2010.
Assessment of dexrazoxane as a cardioprotectant in doxorubicin-treated children
with high-risk acute lymphoblastic leukaemia: long-term follow-up of a
prospective, randomised, multicentre trial. Lancet Oncol. 11(10):950-961.

Lopez M., Vici P., Di Lauro K., Conti F., Paoletti G., Ferraironi A., Sciuto R., Giannarelli
D., Maini C.L. 1998. Randomized prospective clinical trial of high-dose epirubicin
and dexrazoxane in patients with advanced breast cancer and soft tissue sarcomas.
J. Clin. Oncol. 16(1):86 —92.

Ludke A.R.L., Al-Shudiefat A.A.-R.S., Dhingra S., Jassal D.S., Singal P.K. 2009. A
concise description of cardioprotective strategies in doxorubicin-induced
cardiotoxicity. Can. J. Physiol. Pharmacol. 87(10):756—-763.

Luo X., Evrovsky Y., Cole D., Trines J., Benson L.N., Lehotay D.C. 1997. Doxorubicin-
induced acute changes in cytotoxic aldehydes, antioxidant status and cardiac
function in the rat. Biochim. Biophys. Acta 1360(1):45-52.

Lyu Y.L., Kerrigan J.E., Lin C.-P., Azarova A.M., Tsai Y.-C., Ban Y., Liu L.F. 2007.
Topoisomerase [If-Mediated DNA Double-Strand Breaks: Implications in
Doxorubicin Cardiotoxicity and Prevention by Dexrazoxane. Cancer Res.
67(18):8839 —8846.

129



Seznam pouZzité literatury

Maeda H., Wu J., Sawa T., Matsumura Y., Hori K. 2000. Tumor vascular permeability and
the EPR effect in macromolecular therapeutics: a review. J. Control. Release 65(1-
2):271-284.

Malisza K.L., Hasinoff B.B. 1995a. Production of Hydroxyl Radical by Iron(III)-
Anthraquinone Complexes through Self-Reduction and through Reductive
Activation by the Xanthine Oxidase/Hypoxanthine System. Arch. Biochem.
Biophys. 321(1):51-60.

Malisza K.L., Hasinoff B.B. 1995b. Doxorubicin Reduces the Iron(IIT) Complexes of the
Hydrolysis Products of the Antioxidant Cardioprotective Agent Dexrazoxane
(ICRF-187) and Produces Hydroxyl Radicals. Arch. Biochem. Biophys.
316(2):680—-688.

Malisza K.L., Hasinoff B.B. 1996. Inhibition of anthracycline semiquinone formation by
ICRF-187 (dexrazoxane) in cells. Free Radic. Biol. Med. 20(7):905-914.

Mannervik B. 2001. Measurement of Glutathione Reductase Activity, in: Bus, J.S., Costa,
L.G., Hodgson, E., Lawrence, D.A., Reed, D.J. (Eds.), Curr. Protoc. Toxicol. doi:
10.1002/0471140856.tx0702s00.

Marechal X., Montaigne D., Marciniak C., Marchetti P., Hassoun S.M., Beauvillain J.C.,
Lancel S., Neviere R. 2011. Doxorubicin-induced cardiac dysfunction is attenuated
by ciclosporin treatment in mice through improvements in mitochondrial
bioenergetics. Clin. Sci. 121(9):405-413.

Martin E., Thougaard A.V., Grauslund M., Jensen P.B., Bjorkling F., Hasinoff B.B.,
Tjernelund J., Sehested M., Jensen L.H. 2009. Evaluation of the topoisomerase II-
inactive bisdioxopiperazine ICRF-161 as a protectant against doxorubicin-induced
cardiomyopathy. Toxicology 255(1-2):72-79.

Marty M., Espie M., Llombart A., Monnier A., Rapoport B.L., Stahalova V. 2006.
Multicenter randomized phase III study of the cardioprotective effect of
dexrazoxane (Cardioxane®) in advanced/metastatic breast cancer patients treated
with anthracycline-based chemotherapy. Ann. Oncol. 17(4):614.

Matsui H., Morishima 1., Numaguchi Y., Toki Y., Okumura K., Hayakawa T. 1999.
Protective effects of carvedilol against doxorubicin-induced cardiomyopathy in
rats. Life Sciences 65(12):1265-1274.

Menna P., Paz O.G., Chello M., Covino E., Salvatorelli E., Minotti G. 2012. Anthracycline
cardiotoxicity. Expert Opinion on Drug Safety 11 Suppl 1S21-36.

Michelotti A., Venturini M., Tibaldi C., Bengala C., Gallo L., Carnino F., Mastro L.D.,
Lionetto R., Montanaro E., Rosso R., Conte P. 2000. Single agent epirubicin as first
line chemotherapy for metastatic breast cancer patients. Breast Cancer Res. Treat.
59133-139.

Milei J., Boveris A., Llesuy S., Molina H.A., Storino R., Ortega D., Milei S.E. 1986.
Amelioration of adriamycin-induced cardiotoxicity in rabbits by prenylamine and
vitamins A and E. Am. Heart J. 111(1):95-102.

Minotti G. 2010. Cardiotoxicity of Non-Cardiovascular Drugs, 1st ed. Padstow: John
Wiley & Sons ,2010. ISBN: 9780470772744. doi: 10.1002/9780470660379
Minotti G., Menna P., Salvatorelli E., Cairo G., Gianni L. 2004. Anthracyclines: molecular
advances and pharmacologic developments in antitumor activity and cardiotoxicity.

Pharmacol. Rev 56(2):185-229.

Miura T., Muraoka S., Ogiso T. 1994. Adriamycin-Fe(3+)-induced inactivation of rat heart
mitochondrial creatine kinase: sensitivity to lipid peroxidation. Biol. Pharm. Bull.
17(9):1220-1223.

Miyagawa K., Emoto N., Widyantoro B., Nakayama K., Yagi K., Rikitake Y., Suzuki T.,
Hirata K. 2010. Attenuation of Doxorubicin-Induced Cardiomyopathy by

130



Seznam pouZzité literatury

Endothelin-Converting Enzyme-1 Ablation Through Prevention of Mitochondrial
Biogenesis Impairment. Hypertension 55(3):738 —746.

Moghrabi A., Levy D.E., Asselin B., Barr R., Clavell L., Hurwitz C., Samson Y., Schorin
M., Dalton V.K., Lipshultz S.E., Neuberg D.S., Gelber R.D., Cohen H.J., Sallan
S.E., Silverman L.B. 2007. Results of the Dana-Farber Cancer Institute ALL
Consortium Protocol 95-01 for children with acute lymphoblastic leukemia. Blood
109(3):896 —904.

Mojzisova G., Sari§sky M., Mirossay L., Martinka P., Mojzi§ J. 2009. Effect of Flavonoids
on Daunorubicin-induced Toxicity in H9c2 Cardiomyoblasts. Phytother. Res.
23(1):136-139.

Mouridsen H.T., Langer S.W., Buter J., Eidtmann H., Rosti G., De Wit M., Knoblauch P.,
Rasmussen A., Dahlstrom K., Jensen P.B., others 2007. Treatment of anthracycline
extravasation with Savene (dexrazoxane): results from two prospective clinical
multicentre studies. Ann. Oncol. 18(3):546.

Mross K., Maessen P., van der Vijgh W.J., Gall H., Boven E., Pinedo H.M. 1988.
Pharmacokinetics and metabolism of epidoxorubicin and doxorubicin in humans. J.
Clin. Oncol. 6(3):517-526.

Muindi J.R.., Sinha B.K., Gianni L., Myers C.E. 1984. Hydroxyl radical production and
DNA damage induced by anthracycline-iron complex. FEBS letters 172(2):226—
230.

Mukhopadhyay P., Rajesh M., Batkai S., Patel V., Kashiwaya Y., Liaudet L., Evgenov
0.V., Mackie K., Haskoé G., Pacher P. 2010. CB1 cannabinoid receptors promote
oxidative stress and cell death in murine models of doxorubicin-induced
cardiomyopathy and in human cardiomyocytes. Cardiovasc. Res. 85(4):773 —784.

Myers C. 1998. The role of iron in doxorubicin-induced cardiomyopathy. Semin. Oncol.
25(4 Suppl 10):10-14.

Myers C., Bonow R., Palmeri S., Jenkins J., Corden B., Locker G., Doroshow J., Epstein S.
1983. A randomized controlled trial assessing the prevention of doxorubicin
cardiomyopathy by N-acetylcysteine. Semin. Oncol. 10(1 Suppl 1):53-55.

Myers C.E., McGuire W., Young R. 1976. Adriamycin: amelioration of toxicity by alpha-
tocopherol. Cancer Treat. Rep. 60(7):961-962.

Nabeebaccus A., Zhang M., Shah A.M. 2011. NADPH oxidases and cardiac remodelling.
Heart. Fail. Rev. 16(1):5-12.

Nagami K., Yoshikawa T., Suzuki M., Wainai Y., Anzai T., Handa S. 1997. Abnormal
beta-adrenergic transmembrane signaling in rabbits with adriamycin-induced
cardiomyopathy. Jpn. Circ. J. 61(3):249-255.

Nagasawa K., Fumihara T., Ohnishi N., Yokoyama T. 1999. Contribution of the nucleoside
transport system to doxorubicin transport in HL60 cells but not in mononuclear
cells. Jpn. J. Cancer Res. 90(7):781-787.

Nagasawa K., Nagai K., Ohnishi N., Yokoyama T., Fujimoto S. 2001. Contribution of
specific transport systems to anthracycline transport in tumor and normal cells.
Curr. Drug Metab. 2(4):355-366.

Nakamura T., Ueda Y., Juan Y., Katsuda S., Takahashi H., Koh E. 2000. Fas-mediated
apoptosis in adriamycin-induced cardiomyopathy in rats: In vivo study. Circulation
102(5):572-578.

Nousiainen T., Vanninen E., Jantunen E., Remes J., Ritanen E., Vuolteenaho O.,
Hartikainen J. 2001. Neuroendocrine changes during the evolution of doxorubicin-
induced left ventricular dysfunction in adult lymphoma patients. Clin. Sci.
101(6):601-607.

131



Seznam pouZzité literatury

O’Brien M.E.R., Wigler N., Inbar M., Rosso R., Grischke E., Santoro A., Catane R.,
Kieback D.G., Tomczak P., Ackland S.P., Orlandi F., Mellars L., Alland L.,
Tendler C. 2004. Reduced cardiotoxicity and comparable efficacy in a phase III
trial of pegylated liposomal doxorubicin HCl (CAELYX/Doxil) versus
conventional doxorubicin for first-line treatment of metastatic breast cancer. Ann.
Oncol. 15(3):440—449.

Oeffinger K.C., Mertens A.C., Sklar C.A., Kawashima T., Hudson M.M., Meadows A.T.,
Friedman D.L., Marina N., Hobbie W., Kadan-Lottick N.S., others 2006. Chronic
health conditions in adult survivors of childhood cancer. N. Engl. J. Med.
355(15):1572-1582.

Ohkura K., Lee J.D., Shimizu H., Nakano A., Uzui H., Horikoshi M., Fujibayashi Y.,
Yonekura Y., Ueda T. 2003. Mitochondrials complex I activity is reduced in latent
adriamycin-induced cardiomyopathy of rat. Mol.Cell. Biochem. 248(1):203-208.

Oliveira P.J., Bjork J.A., Santos M.S., Leino R.L., Froberg M.K., Moreno A.J., Wallace
K.B. 2004. Carvedilol-mediated antioxidant protection against doxorubicin-induced
cardiac mitochondrial toxicity. Toxicol. Appl. Pharmacol. 200(2):159-168.

Olson L.E., Bedja D., Alvey S.J., Cardounel A.J., Gabrielson K.L., Reeves R.H. 2003.
Protection from doxorubicin-induced cardiac toxicity in mice with a null allele of
carbonyl reductase 1. Cancer Res. 63(20):6602—6606.

Olson R.D., Boerth R.C., Gerber J.G., Nies A.S. 1981. Mechanism of adriamycin
cardiotoxicity: evidence for oxidative stress. Life Sci. 29(14):1393—-1401.

Olson R.D., Li X., Palade P., Shadle S.E., Mushlin P.S., Gambliel H.A., Fill M., Boucek
R.J. Jr, Cusack B.J. 2000. Sarcoplasmic reticulum calcium release is stimulated and
inhibited by daunorubicin and daunorubicinol. Toxicol. Appl. Pharmacol.
169(2):168-176.

Onrust S.V., Lamb H.M. 1999. Valrubicin. Drugs Aging 15(1):69-75; discussion 76.

Pacher P., Beckman J.S., Liaudet L. 2007. Nitric oxide and peroxynitrite in health and
disease. Physiol. Rev. 87(1):315-424.

Pai V.B., Nahata M.C. 2000. Cardiotoxicity of chemotherapeutic agents: incidence,
treatment and prevention. Drug Saf. 22(4):263-302.

Pan S.S., Bachur N.R. 1980. Xanthine oxidase catalyzed reductive cleavage of
anthracycline antibiotics and free radical formation. Mol. Pharmacol. 17(1):95-99.

Park 1.Y., Kim E.J., Park H., Fields K., Dunker A.K., Kang C. 2005. Interaction between
cardiac calsequestrin and drugs with known cardiotoxicity. Mol. Pharmacol.
67(1):97-104.

Peers C., Steele D.S. 2011. Carbon monoxide: A vital signalling molecule and potent toxin
in the myocardium. J. Mol. Cell. Cardiol. 52(2):359-65.

Perletti G., Monti E., Paracchini L., Piccinini F. 1989. Effect of trimetazidine on early and
delayed doxorubicin myocardial toxicity. Arch Int Pharmacodyn Ther 302280-289.

Pessah I.N., Durie E.L., Schiedt M.J., Zimanyi 1. 1990. Anthraquinone-sensitized Ca2+
release channel from rat cardiac sarcoplasmic reticulum: possible receptor-
mediated mechanism of doxorubicin cardiomyopathy. Mol. Pharmacol. 37(4):503—
514.

Pfaffl M.W. 2001. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT—
PCR. Nucleic Acids Res. 29(9):e45.

Piekarski M., Jelinska A. 2013. Anthracyclines still prove effective in anticancer therapy.
Mini Rev. Med. Chem. 13(5):627-634.

Pigram W.J., Fuller W., Hamilton L.D. 1972. Stereochemistry of intercalation: interaction
of daunomycin with DNA. Nat. New Biol. 235(53):17-19.

132



Seznam pouZzité literatury

Pilz J., Meineke 1., Gleiter C.H. 2000. Measurement of free and bound malondialdehyde in
plasma by high-performance liquid chromatography as the 2,4-
dinitrophenylhydrazine derivative. J. Chromatogr. B. Biomed. Sci. Appl.
742(2):315-325.

Piquereau J., Caffin F., Novotova M., Lemaire C., Veksler V., Garnier A., Ventura-Clapier
R., Joubert F. 2013. Mitochondrial dynamics in the adult cardiomyocytes: which
roles for a  highly specialized cell?  Front.  Physiol.  4:102.
doi: 10.3389/fphys.2013.00102

Pollakis G., Goormaghtigh E., Delmelle M., Lion Y., Ruysschaert J.M. 1984. Adriamycin
and derivatives interaction with the mitochondrial membrane: O2 consumption and
free radicals formation. Res. Commun. Chem. Pathol. Pharmacol. 44(3):445-459.

Popelova O., Stérba M., Haskova P., Siminek T., Hroch M., Gunéova L, Nachtigal P.,
Adamcova M., GerSl V., Mazurova Y. 2009. Dexrazoxane-afforded protection
against chronic anthracycline cardiotoxicity in vivo: effective rescue of
cardiomyocytes from apoptotic cell death. Br. J. Cancer 101(5):792-802.

Popelova O., Stérba M., Simtnek T., Mazurova Y., Gun&ova 1., Hroch M., Adamcova M.,
Gersl V. 2008. Deferiprone Does Not Protect against Chronic Anthracycline
Cardiotoxicity in Vivo. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics
326(1):259-269.

Poster D.S., Penta J., Marsoni S., Bruno S., Macdonald J.S. 1980. Bis-diketopiperazine
derivatives in clinical oncology: ICRF-159. Cancer Clin Trials 3(4):315-320.
Psotova J., Chlopcikova S., Miketova P., Hrbac J., Simanek V. 2004. Chemoprotective
effect of plant phenolics against anthracycline-induced toxicity on rat
cardiomyocytes. Part III. Apigenin, baicalelin, kaempherol, luteolin and quercetin.

Phytother Res 18(7):516-521.

Rajagopalan S., Politi P.M., Sinha B.K., Myers C.E. 1988. Adriamycin-induced free
radical formation in the perfused rat heart: implications for cardiotoxicity. Cancer
Res. 48(17):4766—4769.

Ranek M.J., Wang X. 2009. Activation of the ubiquitin-proteasome system in doxorubicin
cardiomyopathy. Curr. Hypertens. Rep. 11(6):389-395.

Regev R., Yeheskely-Hayon D., Katzir H., Eytan G.D. 2005. Transport of anthracyclines
and mitoxantrone across membranes by a flip-flop mechanism. Biochem.
Pharmacol. 70(1):161-169.

Rimbaud S., Sanchez H., Garnier A., Fortin D., Bigard X., Veksler V., Ventura-Clapier R.
2009. Stimulus specific changes of energy metabolism in hypertrophied heart. J.
Mol. Cell. Cardiol 46(6):952-959.

Robert J., Gianni L. 1993. Pharmacokinetics and metabolism of anthracyclines. Cancer
Surv. 17219-252.

Rubin E.H., de Alwis D.P., Pouliquen I., Green L., Marder P., Lin Y., Musanti R., Grospe
S.L., Smith S.L., Toppmeyer D.L., Much J., Kane M., Chaudhary A., Jordan C.,
Burgess M., Slapak C.A. 2002. A phase I trial of a potent P-glycoprotein inhibitor,
Zosuquidar.3HCI trihydrochloride (LY335979), administered orally in combination
with doxorubicin in patients with advanced malignancies. Clin. Cancer Res.
8(12):3710-3717.

Saad S.Y., Najjar T.A., Al-Rikabi A.C. 2001. The preventive role of deferoxamine against
acute doxorubicin-induced cardiac, renal and hepatic toxicity in rats.
Pharmacological Research 43(3):211-218.

Sadzuka Y., Sugiyama T., Shimoi K., Kinae N., Hirota S. 1997. Protective effect of
flavonoids on doxorubicin-induced cardiotoxicity. Toxicology Letters 92(1):1-7.

133



Seznam pouZzité literatury

Sardao V.A., Oliveira P.J., Holy J., Oliveira C.R., Wallace K.B. 2008. Morphological
alterations induced by doxorubicin on H9¢2 myoblasts: nuclear, mitochondrial, and
cytoskeletal targets. Cell Biology and Toxicology 25(3):227-243.

Sasaki T., Ueno S., Hara Y., Uchide T., Temma K. 2010. Antimuscarinic action of
doxorubicin does not involve free-radical formation in isolated guinea pig hearts.
Can. J. Physiol. Pharmacol. 88(1):77-81.

Sawyer D.B. 2013. Anthracyclines and heart failure. N. Engl. J. Med. 368(12):1154—1156.

Sawyer D.B., Fukazawa R., Arstall M.A., Kelly R.A. 1999. Daunorubicin-induced
apoptosis in rat cardiac myocytes is inhibited by dexrazoxane. Circulation research
84(3):257.

Scully R.E., Lipshultz S.E. 2007. Anthracycline cardiotoxicity in long-term survivors of
childhood cancer. Cardiovasc. Toxicol 7(2):122—128.

Seymour L., Bramwell V., Moran L.A. 1999. Use of dexrazoxane as a cardioprotectant in
patients receiving doxorubicin or epirubicin chemotherapy for the treatment of
cancer. The Provincial Systemic Treatment Disease Site Group. Cancer Prev
Control 3(2):145-159.

Seymour L.W., Ferry D.R., Kerr D.J.,, Rea D., Whitlock M., Poyner R., Boivin C.,
Hesslewood S., Twelves C., Blackie R., Schatzlein A., Jodrell D., Bissett D.,
Calvert H., Lind M., Robbins A., Burtles S., Duncan R., Cassidy J. 2009. Phase II
studies of polymer-doxorubicin (PK1, FCE28068) in the treatment of breast, lung
and colorectal cancer. Int. J. Oncol. 34(6):1629-1636.

Sgobbo P., Pacelli C., Grattagliano 1., Villani G., Cocco T. 2007. Carvedilol inhibits
mitochondrial complex I and induces resistance to H202 -mediated oxidative insult
in H9C2 myocardial cells. Biochim. Biophys. Acta 1767(3):222-232.

Shankar S.M., Marina N., Hudson M.M., Hodgson D.C., Adams M.J., Landier W., Bhatia
S., Meeske K., Chen M.H., Kinahan K.E., Steinberger J., Rosenthal D. 2008.
Monitoring for cardiovascular disease in survivors of childhood cancer: report from
the Cardiovascular Disease Task Force of the Children’s Oncology Group.
Pediatrics 121(2):e387-396.

Schiavetti A., Castello M.A., Versacci P., Varrasso G., Padula A., Ventriglia F., Werner
B., Colloridi V. 1997. Use of ICRF-187 for prevention of anthracycline
cardiotoxicity in children: preliminary results. Pediatr Hematol Oncol 14(3):213—
222.

Schroeder P.E., Davidson J.N., Hasinoff B.B. 2002. Dihydroorotase catalyzes the ring
opening of the hydrolysis intermediates of the cardioprotective drug dexrazoxane
(ICRF-187). Drug Metab. Dispos. 30(12):1431-1435.

Singh R.B., Chohan P.K., Dhalla N.S., Netticadan T. 2004. The sarcoplasmic reticulum
proteins are targets for calpain action in the ischemic-reperfused heart. J. Mol. Cell.
Cardiol. 37(1):101-110.

Sirova M., Kabesova M., Kovar L., Etrych T., Strohalm J., Ulbrich K., Rihova B. 2013.
HPMA Copolymer-Bound Doxorubicin Induces Immunogenic Tumor Cell Death.
Curr. Med. Chem. .

Siveski-Iliskovic N., Hill M., Chow D.A., Singal P.K. 1995. Probucol protects against
adriamycin cardiomyopathy without interfering with its antitumor effect.
Circulation 91(1):10.

Siveski-Iliskovic N., Kaul N., Singal P.K. 1994. Probucol promotes endogenous
antioxidants and provides protection against adriamycin-induced cardiomyopathy
in rats. Circulation 89(6):2829-2835.

Skovsgaard T., Nissen N.I. 1982. Membrane transport of anthracyclines. Pharmacol. Ther.
18(3):293-311.

134



Seznam pouZzité literatury

Sokolove P.M., Shinaberry R.G. 1988. Na+-independent release of Ca2+ from rat heart
mitochondria. Induction by adriamycin aglycone. Biochem. Pharmacol. 37(5):803—
812.

Solaini G., Ronca G., Bertelli A. 1985. Studies on the effects of anthracyclines on
mitochondrial respiration in vitro. Drugs Exp Clin Res 11(2):115-121.

Solass W., Kerb R., Miirdter T., Giger-Pabst U., Strumberg D., Tempfer C., Zieren J.,
Schwab M., Reymond M.A. 2013. Intraperitoneal Chemotherapy of Peritoneal
Carcinomatosis Using Pressurized Aerosol as an Alternative to Liquid Solution:
First Evidence for Efficacy. Ann. Surg. Oncol. .

Solem L.E., Henry T.R., Wallace K.B. 1994. Disruption of Mitochondrial Calcium
Homeostasis Following Chronic Doxorubicin Administration. Toxicology and
Applied Pharmacology 129(2):214-222.

Solem L.E., Wallace K.B. 1993. Selective Activation of the Sodium-Independent,
Cyclosporine A-Sensitive Calcium Pore of Cardiac Mitochondria by Doxorubicin.
Toxicology and Applied Pharmacology 121(1):50-57.

Spagnuolo R.D., Recalcati S., Tacchini L., Cairo G. 2011. Role of hypoxia-inducible
factors in the dexrazoxane-mediated protection of cardiomyocytes from
doxorubicin-induced toxicity. Br. J. Pharmacol. 163(2):299-312.

Spallarossa P., Garibaldi S., Altieri P., Fabbi P., Manca V., Nasti S., Rossettin P.,
Ghigliotti G., Ballestrero A., Patrone F., Barsotti A., Brunelli C. 2004. Carvedilol
prevents doxorubicin-induced free radical release and apoptosis in cardiomyocytes
in vitro. Journal of Molecular and Cellular Cardiology 37(4):837-846.

Sparano J.A., Speyer J., Gradishar W.J., Liebes L., Sridhara R., Mendoza S., Fry D.,
Egorin M.J. 1999. Phase I trial of escalating doses of paclitaxel plus doxorubicin
and dexrazoxane in patients with advanced breast cancer. J. Clin. Oncol.
17(3):880-886.

SPC Adriblastina. Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv [databaze online]. Posledni rev.: 4. 11.
2009. [cit.: 9. 10. 2013] Dostupné z: http://www.sukl.cz/modules/medication/
detail.php?code=0042271&tab=texts

SPC Cardioxane. Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv [databdze online]. Posledni rev.: 18. 4.
2012. [cit.: 9. 10. 2013] Dostupné z: http://www.sukl.cz/modules/medication/
detail.php?code=0021908&tab=texts

SPC Daunoblastina. ADC ¢iselnik [databaze online]. Posledni rev.: listopad 2006. [cit.: 9.
10. 2013] Dostupné z: http://www.adcc.sk/web/humanne-lieky/spc/daunoblastina-
spc-5105.html

SPC Daunoxome. DataPharm [databaze online]. Posledni rev.: 14. 3. 2013. [cit.: 9. 10.
2013] Dostupné z: http://www.medicines.org.uk/emc/medicine/27507/SPC/
DaunoXome+Injection+2mg+ml+Concentrate+for+Solution+for+Infusion/

SPC Farmorubicin. Statni ustav pro kontrolu 1€¢iv [databaze online]. Posledni rev.: 9. 12.
2009. [cit.: 9. 10. 2013] Dostupné z: http://www.sukl.cz/modules/medication/detail.
php?kod=0040124

SPC Novantrone. U. S. Food and Drug Administration [databaze online]. Posledni rev.:
bfezen 2012. [cit.: 9. 10. 2013] Dostupné z: http://www.accessdata.fda.gov/drugsat
fda docs/label/2012/019297s0351bl.pdf

SPC Valstar. U. S. Food and Drug Administration [databdze online]. Posledni rev.: srpen
2011. [cit.: 9. 10. 2013] Dostupné z: http://www.accessdata.fda.gov/drugsat
fda docs/label/2011/020892s0131bl.pdf

SPC Zavedos. Statni ustav pro kontrolu lé¢iv [databaze online]. Posledni rev.: 8. 8. 2012.
[cit.: 9. 10. 2013] Dostupné z: http://www.sukl.cz/modules/medication/detail.
php?code=0001181&tab=texts

135



Seznam pouZzité literatury

Speyer J.L., Green M.D., Zeleniuch-Jacquotte A., Wernz J.C., Rey M., Sanger J., Kramer
E., Ferrans V., Hochster H., Meyers M. 1992. ICRF-187 permits longer treatment
with doxorubicin in women with breast cancer. J. Clin. Oncol. 10(1):117 —127.

Suter T.M., Ewer M.S. 2013. Cancer drugs and the heart: importance and management.
Eur. Heart J. 34(15):1102—-1111.

Swain S.M., Vici P. 2004. The current and future role of dexrazoxane as a cardioprotectant
in anthracycline treatment: expert panel review. J. Cancer Res. Clin. Oncol.
130(1):1-7.

Swain S.M., Whaley F.S., Gerber M.C., Ewer M.S., Bianchine J.R., Gams R.A. 1997a.
Delayed administration of dexrazoxane provides cardioprotection for patients with
advanced breast cancer treated with doxorubicin-containing therapy. J. Clin. Oncol.
15(4):1333 —1340.

Swain S.M., Whaley F.S., Gerber M.C., Weisberg S., York M., Spicer D., Jones S.E.,
Wadler S., Desai A., Vogel C., Speyer J., Mittelman A., Reddy S., Pendergrass K.,
Velez-Garcia E., Ewer M.S., Bianchine J.R., Gams R.A. 1997b. Cardioprotection
with dexrazoxane for doxorubicin-containing therapy in advanced breast cancer. J.
Clin. Oncol. 15(4):1318 —1332.

Szegezdi E., Fitzgerald U., Samali A. 2003. Caspase-12 and ER-stress-mediated apoptosis:
the story so far. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1010186—194.

Simtinek T., Klimtova L., Kaplanova J., Mazurova Y., Adamcova M., Stérba M., Hrdina
R., Gersl V. 2004. Rabbit model for in vivo study of anthracycline-induced heart
failure and for the evaluation of protective agents. Eur. J. Heart Fail. 6(4):377-387.

Simanek T., Klimtova L, Kaplanova J., Stérba M., Mazurova Y., Adamcova M., Hrdina
R., Gersl V., Poiika P. 2005. Study of daunorubicin cardiotoxicity prevention with
pyridoxal isonicotinoyl hydrazone in rabbits. Pharmacological research 51(3):223—
231.

Simianek T., Stérba M., Popelova O., Adamcovd M., Hrdina R., Gersl V. 2009.
Anthracycline-induced cardiotoxicity: overview of studies examining the roles of
oxidative stress and free cellular iron. Pharmacol Rep 61(1):154-171.

Simtinek T., Stérba M., Popelova O., Kaiserovd H., Adamcova M., Hroch M., Haskova P.,
Porika P., Gersl V. 2008. Anthracycline toxicity to cardiomyocytes or cancer cells
is differently affected by iron chelation with salicylaldehyde isonicotinoyl
hydrazone. British Journal of Pharmacology 155(1):138-148.

Stérba M., Popelova O., Lenco J., Fucikovéa A., Brédkova E., Mazurova Y., Jirkovsky E.,
Simtnek T., Adamcova M., Mi¢uda S., Stulik J., Gersl V. 2011. Proteomic insights
into chronic anthracycline cardiotoxicity. J. Mol. Cell. Cardiol. 50(5):849-862.

Stérba M., Popelova O., Simtnek T., Mazurova Y., Pota¢ova A., Adamcova M., Guncova
I., Kaiserova H., Palicka V. Ponka P. 2007. Iron chelation-afforded
cardioprotection against chronic anthracycline cardiotoxicity: a study of
salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH). Toxicology 235(3):150—-166.

Stérba M., Popelova O., Simtnek T., Mazurova Y., Potacova A., Adamcova M., Kaiserova
H., Ponika P., Gersl V. 2006. Cardioprotective Effects of a Novel Iron Chelator,
Pyridoxal 2-Chlorobenzoyl Hydrazone, in the Rabbit Model of Daunorubicin-
Induced Cardiotoxicity. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics
319(3):1336—-1347.

Stérba M., Popelova O., Vavrova A., Jirkovsky E., Kovatikova P., Gersl V., Simanek T.
2013. Oxidative stress, redox signaling, and metal chelation in anthracycline
cardiotoxicity and pharmacological cardioprotection. Antioxid. Redox Signal.
18(8):899-929.

136



Seznam pouZzité literatury

Tallarico D., Rizzo V., di Maio F., Petretto F., Bianco G., Placanica G., Marziali M.,
Paravati V., Gueli N., Meloni F., Campbell S.V. 2003. Myocardial Cytoprotection
by Trimetazidine Against Anthracycline-Induced Cardiotoxicity in Anticancer
Chemotherapy. Angiology 54(2):219 —227.

Tan C., Tasaka H., Yu K.P., Murphy M.L., Karnofsky D.A. 1967. Daunomycin, an
antitumor antibiotic, in the treatment of neoplastic disease. Clinical evaluation with
special reference to childhood leukemia. Cancer 20(3):333-353.

Tanabe K., lkegami Y., Ishida R., Andoh T. 1991. Inhibition of topoisomerase II by
antitumor agents bis(2,6-dioxopiperazine) derivatives. Cancer Res. 51(18):4903—
4908.

Taylor P.R.A., White J.M., Prescott R.J., Angus B., Galloway M.J., Jackson G.H., Lessells
AM., Lucraft HH., Summerfield G.P., Proctor S.J., Scotland And Newcastle
Lymphoma Group 2006. The addition of oral idarubicin to a
chlorambucil/dexamethasone combination has a significant impact on time to
treatment failure but none on overall survival in patients with low grade non-
Hodgkin’s lymphoma: Results of the Scotland and Newcastle Lymphoma Group
randomized NHL VIII trial. Leuk. Lymphoma 47(11):2321-2330.

Tebbi C.K., London W.B., Friedman D., Villaluna D., De Alarcon P.A., Constine L.S.,
Mendenhall N.P., Sposto R., Chauvenet A., Schwartz C.L. 2007. Dexrazoxane-
associated risk for acute myeloid leukemia/myelodysplastic syndrome and other
secondary malignancies in pediatric Hodgkin’s disease. J. Clin. Oncol. 25(5):493—
500.

Temma K., Akera T., Chugun A., Ohashi M., Yabuki M., Kondo H. 1992. Doxorubicin: an
antagonist of muscarinic receptors in guinea pig heart. Eur. J. Pharmacol.
220(1):63-609.

Tesoriere L., Ciaccio M., Valenza M., Bongiorno A., Maresi E., Albiero R., Livrea M.A.
1994. Effect of vitamin A administration on resistance of rat heart against
doxorubicin-induced cardiotoxicity and lethality. J. Pharmacol. Exp. Ther.
269(1):430-436.

Thomas C., Vile G.F., Winterbourn C.C. 1993. The hydrolysis product of ICRF-187
promotes iron-catalysed hydroxyl radical production via the Fenton reaction.
Biochem. Pharmacol. 45(10):1967-1972.

Thomas C.E., Aust S.D. 1986. Release of iron from ferritin by cardiotoxic anthracycline
antibiotics. Arch. Biochem. Biophys. 248(2):684—689.

Thompson K.L., Rosenzweig B.A., Zhang J., Knapton A.D., Honchel R., Lipshultz S.E.,
Retief J., Sistare F.D., Herman E.H. 2010. Early alterations in heart gene
expression profiles associated with doxorubicin cardiotoxicity in rats. Cancer
Chemother. Pharmacol 66(2):303-314.

Tokarska-Schlattner M., Dolder M., Gerber 1., Speer O., Wallimann T., Schlattner U. 2007.
Reduced creatine-stimulated respiration in doxorubicin challenged mitochondria:
particular sensitivity of the heart. Biochim. Biophys. Acta 1767(11):1276—1284.

Tokarska-Schlattner M., Zaugg M., Zuppinger C., Wallimann T., Schlattner U. 2006. New
insights into doxorubicin-induced cardiotoxicity: the critical role of cellular
energetics. J. Mol. Cell. Cardiol. 41(3):389—405.

Triantafyllou A., Liakos P., Tsakalof A., Georgatsou E., Simos G., Bonanou S. 2006.
Cobalt induces hypoxia-inducible factor-lalpha (HIF-1alpha) in HeLa cells by an
iron-independent, but ROS-, PI-3K- and MAPK-dependent mechanism. Free Radic.
Res. 40(8):847-856.

Trifilio S., Zhou Z., Mehta J., Czerniak C., Pi J., Greenberg D., Koslosky M., Pantiru M.,
Altman J. 2013. Idarubicin appears equivalent to dose-intense daunorubicin for

137



Seznam pouZzité literatury

remission induction in patients with acute myeloid leukemia. Leuk. Res.
37(8):868-871.

Twelves C.J., Dobbs N.A., Gillies H.C., James C.A., Rubens R.D., Harper P.G. 1998.
Doxorubicin pharmacokinetics: the effect of abnormal liver biochemistry tests.
Cancer Chemother. Pharmacol. 42(3):229-234.

Ueno M., Kakinuma Y., Yuhki K., Murakoshi N., Iemitsu M., Miyauchi T., Yamaguchi L.
2006. Doxorubicin induces apoptosis by activation of caspase-3 in cultured
cardiomyocytes in vitro and rat cardiac ventricles in vivo. J. Pharmacol. Sci.
101(2):151-158.

Unger C., Hiring B., Medinger M., Drevs J., Steinbild S., Kratz F., Mross K. 2007. Phase |
and pharmacokinetic study of the (6-maleimidocaproyl)hydrazone derivative of
doxorubicin. Clin. Cancer Res. 13(16):4858—4866.

Unverferth D.V., Magorien R.D., Unverferth B.P., Talley R.L., Balcerzak S.P., Baba N.
1981. Human myocardial morphologic and functional changes in the first 24 hours
after doxorubicin administration. Cancer Treat Rep 65(11-12):1093-1097.

Van Acker F.A., van Acker S.A., Haenen G.R., Bast A., van der Vijgh W.J. 2000. In vitro
screening of antitumour agents for cardiotoxicity by means of isolated mouse left
atria. Anticancer Res. 20(6B):4483—4487.

Van Acker F.A.., Hulshof J.W., Haenen G.R.M.., Menge W.M.P.., van der Vijgh W.J..,
Bast A. 2001. New synthetic flavonoids as potent protectors against doxorubicin-
induced cardiotoxicity. Free Radical Biology and Medicine 31(1):31-37.

Van Dalen E.C., Caron H.N., Dickinson H.O., Kremer L.C. 2011. Cardioprotective
interventions for cancer patients receiving anthracyclines. Cochrane Database Syst
Rev (6):CD003917.

Van Dalen E.C., Michiels E.M., Caron H.N., Kremer L.C. 2010. Different anthracycline
derivates for reducing cardiotoxicity in cancer patients. Cochrane Database Syst
Rev (5):CD005006.

Van Dalen E.C., van den Brug M., Caron H.N., Kremer L.C.M. 2006. Anthracycline-
induced cardiotoxicity: Comparison of recommendations for monitoring cardiac
function during therapy in paediatric oncology trials. European Journal of Cancer
42(18):3199-3205.

Van Vleet J.F., Ferrans V.J. 1980a. Clinical and pathologic features of chronic adriamycin
toxicosis in rabbits. Am. J. Vet. Res. 41(9):1462—1469.

Van Vleet J.F., Ferrans V.J. 1980b. Clinical observations, cutaneous lesions, and
hematologic alterations in chronic adriamycin intoxication in dogs with and without
vitamin E and selenium supplementation. Am. J. Vet. Res. 41(5):691-699.

Van Vleet J.F., Ferrans V.J., Weirich W.E. 1980. Cardiac disease induced by chronic
adriamycin administration in dogs and an evaluation of vitamin E and selenium as
cardioprotectants. Am J Pathol 99(1):13-42.

Vévrova A., Popelova O., Stérba M., Jirkovsky E., HaSkova P., Mertlikova-Kaiserova H.,
Ger§l V., Sim@inek T. 2011. In vivo and in vitro assessment of the role of
glutathione antioxidant system in anthracycline-induced cardiotoxicity. Arch.
Toxicol 85(5):525-535.

Venkatesan N. 1998. Curcumin attenuation of acute adriamycin myocardial toxicity in rats.
Br J Pharmacol 124(3):425-427.

Ventura-Clapier R., Garnier A., Veksler V. 2008. Transcriptional control of mitochondrial
biogenesis: the central role of PGC-1a. Cardiovascular Research 79(2):208 —217.

Ventura-Clapier R., Garnier A., Veksler V., Joubert F. 2011. Bioenergetics of the failing
heart. Biochim. Biophys. Acta 1813(7):1360-1372.

138



Seznam pouZzité literatury

Venturini M., Michelotti A., Del Mastro L., Gallo L., Carnino F., Garrone O., Tibaldi C.,
Molea N., Bellina R.C., Pronzato P., Cyrus P., Vinke J., Testore F., Guelfi M.,
Lionetto R., Bruzzi P., Conte P.F., Rosso R. 1996. Multicenter randomized
controlled clinical trial to evaluate cardioprotection of dexrazoxane versus no
cardioprotection in women receiving epirubicin chemotherapy for advanced breast
cancer. J. Clin. Oncol. 14(12):3112 -3120.

Visscher H., Ross C.J.D., Rassekh S.R., Barhdadi A., Dubé M.-P., Al-Saloos H., Sandor
G.S., Caron H.N., Dalen E.C. van, Kremer L.C., Pal H.J. van der, Brown A.M.K_,
Rogers P.C., Phillips M.S., Rieder M.J., Carleton B.C., Hayden M.R. 2012.
Pharmacogenomic Prediction of Anthracycline-Induced Cardiotoxicity in Children.
JCO 30(13):1422-1428.

Von Hoff D.D., Layard M.W., Basa P., Davis H.L. Jr, Von Hoff A.L., Rozencweig M.,
Muggia F.M. 1979. Risk factors for doxorubicin-induced congestive heart failure.
Ann. Intern. Med 91(5):710-717.

Vyzula R. 2013. Modra kniha Ceské onkologické spoleénosti. 17th ed.. Brno: Masarykiv
onkologicky ustav, 2013. ISBN: 9788086793269

Walker D.M.. Dexrazoxane exposure and risk of secondary acute myeloid leukemia in
pediatric cancer patients. [konference online] In 2012 ASCO Annual Meeting.
Virtual Meeting: Oral Abstract Session: Cancer Prevention/Epidemiology Track.
[cit. 9. 10. 2013] Abstract no.: 1504. Dostupné z: http://meetinglibrary.asco.org/
content/71330

Walker D.M., Fisher B.T., Seif A.E., Huang Y.-S.V., Torp K., Li Y., Aplenc R. 2013.
Dexrazoxane use in pediatric patients with acute lymphoblastic or myeloid
leukemia from 1999 and 2009: analysis of a national cohort of patients in the
Pediatric Health Information Systems database. Pediatr Blood Cancer 60(4):616—
620.

Wallace K.B. 2003. Doxorubicin-induced cardiac mitochondrionopathy. Pharmacology &
toxicology 93(3):105-115.

Wallace K.B. 2007. Adriamycin-induced interference with cardiac mitochondrial calcium
homeostasis. Cardiovasc Toxicol 7(2):101-107.

Wang J.C. 1998. Moving one DNA double helix through another by a type II DNA
topoisomerase: the story of a simple molecular machine. Q. Rev. Biophys.
31(2):107-144.

Wang J.C. 2002. Cellular roles of DNA topoisomerases: a molecular perspective. Nat. Rev.
Mol. Cell Biol. 3(6):430-440.

Wang Y.M., Madanat F.F., Kimball J.C., Gleiser C.A., Ali M.K., Kaufman M.W., van Eys
J. 1980. Effect of vitamin E against adriamycin-induced toxicity in rabbits. Cancer
Res. 40(4):1022-1027.

Watanabe M., Tsutsui K., Tsutsui K., Inoue Y. 1994. Differential expressions of the
topoisomerase II alpha and II beta mRNAs in developing rat brain. Neurosci. Res.
19(1):51-57.

Wexler L.H., Andrich M.P., Venzon D., Berg S.L., Weaver-McClure L., Chen C.C.,
Dilsizian V., Avila N., Jarosinski P., Balis F.M., Poplack D.G., Horowitz M.E.
1996. Randomized trial of the cardioprotective agent ICRF-187 in pediatric
sarcoma patients treated with doxorubicin. J. Clin. Oncol. 14(2):362 —-372.

Wiseman L.R., Spencer C.M. 1998. Dexrazoxane. A review of its use as a cardioprotective
agent in patients receiving anthracycline-based chemotherapy. Drugs 56(3):385—
403.

Wojnowski L., Kulle B., Schirmer M., Schliiter G., Schmidt A., Rosenberger A., Vonhof
S., Bickeboller H., Toliat M.R., Suk E.-K., Tzvetkov M., Kruger A., Seifert S.,

139



Seznam pouZzité literatury

Kloess M., Hahn H., Loeffler M., Niirnberg P., Pfreundschuh M., Triimper L.,
Brockmoller J., Hasenfuss G. 2005. NAD(P)H oxidase and multidrug resistance
protein genetic polymorphisms are associated with doxorubicin-induced
cardiotoxicity. Circulation 112(24):3754-3762.

Wu X., Hasinoff B.B. 2005. The antitumor anthracyclines doxorubicin and daunorubicin
do not inhibit cell growth through the formation of iron-mediated reactive oxygen
species. Anticancer Drugs 16(1):93-99.

Xu L., Jin L., Pan H., Zhang A., Wei G., Li P., Lu W. 2006. Deferiprone protects the
isolated atria from cardiotoxicity induced by doxorubicin. Acta Pharmacol Sin
27(10):1333-1339.

Xu X., Persson H.L., Richardson D.R. 2005. Molecular pharmacology of the interaction of
anthracyclines with iron. Molecular pharmacology 68(2):261.

Yamaoka M., Yamaguchi S., Suzuki T., Okuyama M., Nitobe J., Nakamura N., Mitsui Y.,
Tomoike H. 2000. Apoptosis in rat cardiac myocytes induced by Fas ligand:
priming for Fas-mediated apoptosis with doxorubicin. J. Mol. Cell. Cardiol.
32(6):881-889.

Yoda Y., Nakazawa M., Abe T., Kawakami Z. 1986. Prevention of doxorubicin
myocardial toxicity in mice by reduced glutathione. Cancer Res. 46(5):2551.

Zerra P., Cochran T.R., Franco V.I, Lipshultz S.E. 2013. An expert opinion on
pharmacologic approaches to reducing the cardiotoxicity of childhood acute
lymphoblastic leukemia therapies. Expert Opinion on Pharmacotherapy
14(11):1497-1513.

Zhang S., Liu X., Bawa-Khalfe T., Lu L.-S., Lyu Y.L., Liu L.F., Yeh E.T.H. 2012.
Identification of the molecular basis of doxorubicin-induced cardiotoxicity. Nat.
Med. 18(11):1639—-1642.

Zhao Y., McLaughlin D., Robinson E., Harvey A.P., Hookham M.B., Shah A.M.,
McDermott B.J., Grieve D.J. 2010. Nox2 NADPH Oxidase Promotes Pathologic
Cardiac Remodeling Associated with Doxorubicin Chemotherapy. Cancer Res
70(22):9287-9297.

Zhu S.-G., Kukreja R.C., Das A., Chen Q., Lesnefsky E.J., Xi L. 2011. Dietary nitrate
supplementation protects against Doxorubicin-induced cardiomyopathy by
improving mitochondrial function. J. Am. Coll. Cardiol 57(21):2181-2189.

140



Priloha I

10 PRIiLOHA 1

SEZNAM ODBORNYCH PUBLIKACI

141



Priloha I

Seznam odbornych publikaci

Puvodni ¢lanky (celkem - 6. jako prvni autor - 2, kumulativni IF = 23.757):

Jirkovsky E, Popelova O, Kiivakova-Stankova P, Vavrova A, Hroch M, Haskova P,
Bréakova-Dolezelova E, Micuda S, Adamcova M, Simtnek T, Cervinkova Z, Gersl
V, Stérba M. Chronic anthracycline cardiotoxicity: molecular and functional analysis
with focus on nuclear factor erythroid 2-related factor 2 and mitochondrial

biogenesis pathways. J Pharmacol Exp Ther. 2012 Nov,;343(2):468-78. IF = 3,891

Jirkovsky E, Lencova-Popelova O, Hroch M, Adamcova M, Mazurova Y, Vavrova
J, Mi¢uda S, Simtnek T, Gersl V and Stérba M. Early and delayed cardioprotective
intervention with dexrazoxane show different potential for prevention of chronic
anthracycline cardiotoxicity and reveal molecular events involved. Toxicology. 2013
Sep 15;311(3):191-204. IF = 4,017

Bendova P, Mackova E, Haskova P, Vavrova A, Jirkovsky E, Stérba M, Popelova O,
Kalinowski DS, Kovaiikova P, Vavrova K, Richardson DR, Simtinek T. Comparison
of Clinically Used and Experimental Iron Chelators for Protection against Oxidative
Stress-Induced Cellular Injury. Chem Res Toxicol. 2010 Jun 21;23(6):1105-14. IF =
4,140

Nachtigal P, Stérba M, Popelova O, Vecetova L, Kudlackova Z, Jirkovsky E, Gersl
V. Daunorubicin does not induce immunohistochemically detectable endothelial
dysfunction in rabbit aorta and femoral artery. Histol Histopathol. 2011
May;26(5):551-62. 1F = 2,502

Vavrova A, Popelova O, Stérba M, Jirkovsky E, Haskova P, Kaiserovd H, Gersl V,
Simtinek T. In vivo and in vitro assessment of the role of glutathione antioxidant
system in anthracycline-induced cardiotoxicity. Arch Toxicol. 2011 May,;85(5):525-
35. IF =4,041

Stérba M, Popelova O, Lenco J, Fu¢ikova A, Br¢dkova E, Mazurova Y, Jirkovsky E,
Siminek T, Adamcova M, Micuda S, Stulik J, Gersl V. Proteomic insights into
chronic anthracycline cardiotoxicity. J Mol Cell Cardiol. 2011 Jan 31. 50(5):849-62.
IF = 5,166

Prehledové ¢lanky (celkem 1, jako prvni autor (0, kumulativni IF=7,189):

Stérba M., Popelova O., Vavrova A., Jirkovsky E., Kovatikova P., Gersl V.,
Siminek T. Oxidative stress, redox signaling and metal chelation in anthracycline

cardiotoxicity and pharmacological cardioprotection. Antioxid Redox Signal. 2013
Mar 10;18(8):899-929. IF = 7,189

142



Priloha 11

11 PRIiLOHA 11

Jirkovsky E, Popelova O, Ktivakova-Staitkova P, Vavrova A, Hroch M, Haskova
P, Bréakova-Dolezelova E, Mi¢uda S, Adamcova M, Siminek T, Cervinkova Z, Ger3l V,
Stérba M. Chronic anthracycline cardiotoxicity: molecular and functional analysis with
focus on nuclear factor erythroid 2-related factor 2 and mitochondrial biogenesis pathways.
J Pharmacol Exp Ther. 2012 Nov,;343(2):468-78

143



Priloha 111

12 PRIiLOHA II1

Jirkovsky E, Lencova-Popelovda O, Hroch M, Adamcova M, Mazurova Y,
Vavrova J, Mi¢uda S, Simtnek T, Gersl V and Stérba M. Early and delayed
cardioprotective intervention with dexrazoxane show different potential for prevention of

chronic anthracycline cardiotoxicity and reveal molecular events involved. Toxicology.
2013 Sep 15;311(3):191-204.

155



