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Souhrn

Tato disertacni prace je komentovanym souborem 3 plivodnich praci publikovanych v mezinarodnich
odbornych cCasopisech. V prvni ¢éasti se zabyvd experimentdlnim studiem kardiotoxicity
proteazomovych inhibitorti (PI) bortezomibu a karfilzomibu, coz jsou biologicky cilena 1é¢iva pro
1é¢bu hematologickych malignit spojovana s potencialnim rizikem kardiotoxicity a srde¢niho selhani.
Jelikoz se PI také novéji uzivaji v kombinaci s antracykliny (ANT), u kterych je riziko toxického
poskozeni myokardu dobife popsano, jednim z hlavnich cili bylo prozkoumat kardiovaskuldrni
bezpecnost této kombinace. K této problematice byla v podminkach in vitro ziskana rozdilna data v
zavislosti na zvoleném experimentalnim modelu (primarni kardiomyocyty izolované z novorozenych
vs. dospélych potkanti, NVCM vs. AVCM). Oba PI vyznamné zvysovaly cytotoxicitu ANT u NVCM,
ale nikoliv u AVCM, 1 piesto ze inhibice aktivity proteazomu byla u AVCM po expozici PI vyraznéjsi.
Oba PI poddvané in vivo v maximalni tolerované ddvce v kombinaci s ANT nemély vyznamny
negativni vliv na parametry chronické ANT kardiotoxicity na in vivo modelu u kralika. Podani PI
navodilo vyznamnou ale relativné¢ kratkodobou inhibici aktivity proteazomu v myokardu, coz by
mohlo vysvétlit absenci negativniho vlivu téchto 1é¢iv na poruchu proteinové homeostazy
pozorovanou v myokardu po chronickém podavani ANT. Celkové se tedy zda, ze kardiotoxicky
potencial obou studovanych PI je alespont u mladych dospélych zvitat omezeny a ziskané diukazy
nenasvédCuji tomu, Ze by tato léCiva vuvedenych podminkach vyznamné zvySovala riziko
kardiotoxicity a chronického selhdni navozené ANT.

Inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEi) se dle n¢kterych zdroju jevi jako potencialné
slibna 1éc¢iva, kterd by mohla chranit myokard pted indukci chronické ANT kardiotoxicity pii jejich
uziti v primarni prevenci (tj. pfi podavani v prubéhu celé¢ chemoterapie ANT). Cilem druhé ¢asti bylo
prozkoumat tuto hypotézu na experimentalnim modelu zejména s ohledem na G€innost této intervence
v obdobi nésledného sledovani po dokonceni chemoterapie ANT (tzv. follow up, FU). Na in vivo
modelu u krélika bylo zjiSténo, Ze podavani klinicky relevantnich davek perindoprilu (ACEi) ma na
rozvoj chronické ANT kardiotoxicity rizny vliv v zavislosti na délce FU. Tyden po dokonceni
chronického podavani ANT byla v kombina¢ni skupiné pozorovana kompletni prevence ¢i vyrazné
snizeni vétSiny hodnocenych parametrii kardiotoxicity. Nicméné po 3-10 tydnech FU bylo patrné
vyznamné zhorSeni vétSiny sledovanych parametri kardiotoxicity, véetn€ vyskytl uhyni v disledku
tézkych forem srdec¢niho selhdni. Pokracovani podavani perindoprilu i v pribéhu prodlouzeného FU
zabranilo pfed¢asnym tthynlim, ale nezvrétilo trend zhorSeni vétSiny parametrii kardiotoxicity ve FU.
Tyto vysledky se liSily od uc¢inku klinicky uzivaného kardioprotektiva DEX, ktery navodil
v pfedchozich experimentech na stejném modelu s 10tydennim FU G¢innou a velmi stalou protekci
myokardu. Tato studie také ukazala, Ze benefit navozeny ACEi v primarni prevenci ANT
kardiotoxicity je na rozdil od DEX z velké ¢asti pouze docasny, coZ miZe souviset s absenci vlivu
ACEi1 na ANT navozené¢ a TOP2B-dependentni poskozeni DNA a aktivaci bunééné odpovedi na
poskozeni DNA (DDR, DNA damage response) v myokardu.

Ve treti Casti byly zkoumany mechanismy kardioprotektivniho tuc¢inku klinicky u¢inného
kardioprotektiva DEX. Farmakokinetické experimenty prokdzaly, Ze exogenni podani
predpokladaného aktivniho metabolitu DEX (ADR-925) s chelatacnimi u¢inky muze navodit stejné
nebo vyssi koncentrace této latky in vitro v NVCM a in vivo v myokardu kralika, nez jaké jsou
zjistitelné po podani parentni latky. Nicméné exogenni podani ADR-925 nemélo na rozdil od DEX
zadny protektivni G€inek vici ANT kardiotoxicité in vitro ani in vivo. Parentni molekula DEX ovSem
inhibuje rekombinantni TOP2B in vitro v koncentracich, kdy toto 1é¢ivo navozuje kardioprotektivni
ucinky a také depletuje tento enzym in vitro v NVCM a in vivo v myokardu kralika a brani ANT
navozenému poskozeni DNA. Spojeni u¢inné kardioprotekce navozené DEX s ovlivnénim TOP2B
bylo téz podpoteno experimenty s diastereoizomery nového derivatu DEX. Tyto vysledky hovoti
proti platnosti tradi¢ni hypotézy vysvétlujici protekei proti ANT kardiotoxicité navozenou DEX
chelata¢nimi vlastnostmi jeho metabolitu ADR-925 a naopak podporuji vztah parentni molekuly
DEX ke katalytické inhibici TOP2B a prevenci ANT navozeného poskozeni DNA.



Summary Title: Anthracycline cardiotoxicity and study of new pharmacological cardioprotectants

This Ph.D. thesis is a commented collection of 3 original articles published in international journals.
The first part deals with cardiotoxicity of proteasome inhibitors (PI) bortezomib and carfilzomib,
which are biologically targeted drugs with a suspected risk of cardiotoxicity and heart failure (HF).
As PIs are now being combined with anthracycline (ANT) anticancer drugs, which are well known
for their damaging impact on the heart, a special attention was paid to this potentially risky
combination. /n vitro experiments with primary cardiomyocytes yielded different results depending
on the employment of either neonatal or adult rat cardiomyocyte model (NVCM and AVCM,
respectively). In particular, both PIs significantly increased toxicity of ANTs to NVCM, but not to
AVCM, even though they inhibited proteasome activity in AVCM even more effectively. Both Pls
administered in maximally tolerated doses in combination with ANT did not have a significant impact
on the development of chronic ANT cardiotoxicity and HF in rabbits. Both PIs induced significant
but relatively short-lived inhibition of proteasome activity in the heart, which might explain why they
did not have a significant impact on a protein homeostasis impairment found in hearts with chronic
ANT cardiotoxicity. Hence, the experimental data show that the combination of PIs with ANTs is not
accompanied by an exaggerated risk of cardiotoxicity and HF at least in young adult animal
cardiomyocytes and hearts.

Inhibitors of angiotensin-converting enzyme (ACEi1) have been recently hypothesized to be promising
cardioprotective agents for prevention of the ANT-induced damage to the heart when used in primary
prevention settings (i.e., throughout whole chemotherapy). This part aimed to address this question
in animal experiments with focus on long-term outcomes of this intervention in post-treatment follow-
up (FU). Using the model of chronic ANT cardiotoxicity in rabbits it was revealed that different
benefits can be attributed to administration of clinically relevant doses of ACEi perindopril depending
on the length of post-treatment FU. A week after the last ANT dose, perindopril administration seemed
to completely overcome or markedly reduced most of the parameters describing toxic damage,
including degenerative changes induced in cardiomyocytes. However, after additional 3—10-week
FU, most of these cardiotoxicity parameters significantly deteriorated including occurrence of cases
of end-stage HF with premature deaths. Continued administration of perindopril in the FU prevented
cases of severe HF and related mortality but did not reverse the apparent trend for waning of benefits
in the FU. These results were strikingly different from those obtained previously on the same rabbit
model with clinically used DEX, where a sustained and robust cardioprotection was observed even
after 10-week FU. Therefore, mechanistic differences in cardioprotective effects of these two drugs
were studied. In sharp contrast to DEX, neither perindopril nor its active metabolite affected the
activity of recombinant topoisomerase II beta (TOP2B) and prevented p53-mediated DNA damage
signalling induced in the heart by a single ANT dose. Unlike DEX, ACEi provided largely only
temporal benefits in the primary prevention of chronic ANT cardiotoxicity which may relate to their
inability to prevent ANT induced and TOP2B-dependent DNA damage and related signalling in the
myocardium.

In the last part of this thesis, mechanisms of cardioprotective effects of clinically used
cardioprotectant DEX were investigated. Pharmacokinetic experiments showed that exogenous
administration of the main DEX metabolite possessing metal chelating properties (ADR-925) induced
even higher concentrations of this agent in vifro in NVCM and in vivo in rabbit’s hearts than after
administration of parent DEX. However, in head-to-head comparison with DEX, administration of
ADR-925 did not show any cardioprotective potential both in vitro in NVCM and in vivo in rabbits.
However, it was observed that parent DEX inhibited the activity of the recombinant TOP2B in vitro
and depleted the same enzyme both in vitro in NVCM and in vivo in rabbit heart under the conditions
it provides cardioprotective effects. Furthermore, DEX was also shown to protect cardiomyocytes
against ANT-induced DNA damage. The mechanistic link towards TOP2B was further strengthened
by experiments performed with diastereoisomers of a new derivative of DEX. Hence, these results
supported a new mechanistic paradigm that attributes clinically effective cardioprotection against
ANT cardiotoxicity to interactions with TOP2B, but not metal chelation.



1 Uvod

1.1 Antracykliny

Objev antracyklini (ANT) ptispél k vyznamnému prialomu v onkologické 1é¢bé v druhé poloving 20.
stoleti. Zatazeni téchto 1é¢iv do chemoterapeutickych rezima vyznamné zvysilo uspéSnost 1¢cby fady
hematologickych i solidnich nadorti u déti i dospélych. Ackoliv v nasledujicich desetiletich doslo
v této terapeutické oblasti k dramatickym zménam (zejména diky uvedeni biologicky cilené
protinadorové 1écby do klinické praxe), zistavaji tato 1€civa i dnes zdkladnim kamenem 1é¢by tady
malignit (Kiss et al., 2022). Divodem je piedevsim jejich vysokd u¢innost u mnoha nadorovych
onemocnéni a spiSe nez jejich vytlaceni z klinické praxe 1ze pozorovat jejich kombinaci s biologicky
cilenou lécbou k dosazeni maximalni terapeutické odpoveédi (Kiss et al., 2022). Piikladem je
kombinace ANT s trastuzumabem u HER2 pozitivniho karcinomu prsu (Mohan et al., 2018) nebo
kombinace s proteazomovymi inhibitory (napt. s bortezomibem) v 1é¢bé MM (Terwilliger et al.,
2017).

DOX OH DAU OH
NH, NH;

Obr. 1. Chemicka struktura antracyklinovych antineoplastik. DOX, doxorubicin; DAU, daunorubicin.

Mechanismus protinddorového ucinku ANT nebyl ani po pul stoleti vyzkumu uspokojivé objasnén.
Za hlavnich mechanismus protinadorového ucinku je jiz delsi dobu povazovéna inhibice enzymu
topoizomerazy II alfa (TOP2A) (Chen et al., 2013; van der Zanden et al., 2021). Enzym TOP2
katalyzuje vznik dvouietézcovych zlomli v DNA, ¢imz umoziuje feSeni piirozenych topologickych
problému vyskytujicich se b&hem replikace a transkripce v DNA. Proliferujici nddorové bunky
exprimuji zejména TOP2A, ktera je uinkem ANT ireverzibiln€ inhibovana. ANT plisobi na TOP2A
jako tzv. topoizomerazové jedy, tj. vedou ke vzniku stabilniho ternarniho komplexu ANT-TOP2A-
DNA s néslednou indukci permanentni dvojitych zlom v DNA (Chen et al., 2013; van der Zanden
etal., 2021). Vznik dvojitych zlomt spousti buné¢nou signalizaci reagujici na poSkozeni DNA (DDR,
DNA damage response), kde centralni ulohou hraje tumor supresorovy protein p53. V disledku jeho
aktivace dojde k zdstavé bunécného cyklu a indukci apoptotické bunééné smrti. Nové§jsi studie
naznacuji, Ze mechanismus protinddorového ucinku miize byt komplexnéjsi a jeho vyznamnou
soucasti mize byt i poSkozeni chromatinové struktury vypuzenim histonii z nukleazomu (van der
Zanden et al., 2021), coZ moZna ¢aste¢né souvisi s dlouho zndmou schopnosti ANT interkalovat (tj.
vmezetit se) do DNA mezi pary bazi prostfednictvim planarniho aglykonu. Samotna interkalace ¢i
oxidacni stres maji v klinicky relevantnich davkach pro protinddorovy ucinek spiSe maly vyznam
(van der Zanden et al., 2021).

Pouziti ANT v klinické praxi je stejné jako u vétSiny cytostatik omezeno fadou akutnich neZadoucich
ucinkdl a toxicit, které jsou ale vétSinou reverzibilni a zvladnutelné aktivni podplrnou 1écbou.
Obavané jsou dlouhodobé komplikace 1éCby, které mohou mit vyznamny dopad na morbiditu,
mortalitu a kvalitu zivota pacientil dlouhodobé piezivajicich nddorové onemocnéni.

1.2 Antracyklinova kardiotoxicita

Kardiotoxicita je specifickou komplikaci protinadorové 1é€by ANT s vyznamnym dopadem na jejich
uziti v klinické praxi (Zamorano et al., 2016; Sawicki et al., 2021). MiZe se manifestovat fadou



klinickych projevii, od navozeni ptechodnych poruch rytmu, ptes aseptické myokarditidy a
perikarditidy az po rozvoj dilatacni Ci restriktivni kardiomyopatie a chronického srde¢ni selhani
(CHSS).

Z klinického hlediska jsou nejvyznamnéjsi chronické formy ANT kardiotoxicity, které jsou vlastni
vSem klinicky uzivanym lé¢iviim této skupiny (jedna se o tzv. class effect) a rozvijeji se pomalu
v pribéhu mésici az nékolika let po chemoterapii (tzv. Casny a opozdény typ chronické
kardiotoxicity). Na rozdil od akutnich forem chronické kardiotoxicity zavisi na kumulativni davce
ANT a je do znacné miry ireverzibilni (Ewer et al., 2015). Z histopatologického hlediska je
popisovano typické degenerativni poskozeni kardiomyocyti (zejména levé komory a
mezikomorového septa) se ztratou myofibril a vakuolizaci cytoplazmy (Billingham et al., 1978).
Vedle nekrotické bunécné smrti se zde uplatnuje 1 programovana bunécéna smrt — apoptoza, ale patrné
1 dalsi formy programované smrti (Dadson et al., 2020; Sawicki et al., 2021). Uvedené zmény vedou
k rozvoji dilatacni (pfipadné restriktivni) kardiomyopatie a CHSS, které je z velké ¢asti ireversibilni
a omezen¢ odpovidajici na dostupnou lécbu (Ewer et al., 2015). ANT kardiotoxicita je typickym
piikladem typu I srdecni dysfunkce navozené protinadorovou IléCbou (Ewer et al., 2015)
vykazujici vyznamné rozdily oproti typu II spojenym s biologicky cilenou 1é¢bou.

1.2.1 Mechanismy vzniku chronické antracyklinové kardiotoxicity

Molekularni patogeneze chronické ANT kardiotoxicity stale neni objasnéna. V minulosti pfevazovala
hypotéza vysvétlujici ANT navozené poskozeni myokardu pomoci pifimého a/nebo nepiimého
navozeni oxida¢niho stresu (Minotti et al., 2004). V posledni dob¢ je stale astéji zminovana interakce
ANT sbeta izoformou enzymu TOP2 (TOP2B) vedouci k poskozeni DNA kardiomyocyti
(Vejpongsa et al., 2014; Dadson et al., 2020; Sawicki et al., 2021). Dalsi hypotézy poukazuji na ANT
indukovanou dysregulaci ubikvitin-proteazomového systému (UPS) (Kumarapeli et al., 2005;
Dimitrakis et al., 2012), naruSeni mitochondridlni bioenergetiky prostfednictvim poSkozenim
mitochondridlni DNA, poruchu homeostazy Ca** &i exprese proteinii myofibril (Renu et al., 2018).
V fad¢ piipadli ale zlstava nejasné, zdali se zminované mechanismy uplatiuji 1 v klinicky
vzniku chronické ANT kardiotoxicity nebo spiSe o jeji nasledek, poptipadé jiz o disledek indukce
CHSS.

1.2.1.1 Oxidacni poSkozeni myokardu

Nejcastéji citovanou teorii mechanismu vzniku chronické ANT kardiotoxicity je hypotéza stavici do
poptedi vyznam oxidac¢niho stresu a oxidacniho poskozeni myokardu (Doroshow, 1983; Simunek et
al., 2009). ANT mohou navodit oxidacni stres prostfednictvim redoxni cyklizace svého aglykonu.
Chinonova ¢ast aglykonu muize byt enzymaticky redukovédna za vzniku semichinonového radikalu,
ktery po interakci s kyslikem vede k tvorbé superoxidu (Doroshow, 1983). Dale tato molekula
dismutuje na peroxid vodiku (spontanné¢ nebo podstatné efektivnéji za katalyzy superoxid
dismutazou). V pfitomnosti volnych iontli Zeleza pak mohou vznikat je$té podstatné reaktivnéjsi a
toxi¢téjsi hydroxylové radikaly (Minotti et al., 2004; Simunek et al., 2009), a to jednak z peroxidu
vodiku prostfednictvim tzv. Fentonovy reakce a pak také po utvoteni komplexu iontl Zeleza s ANT
aglykonem. Komplex ANT-Fe je totiz redoxné znacné aktivni a mize za fyziologickych podminek
cyklicky produkovat jak superoxid, tak i ptimo hydroxylové radikaly. Spojenim téchto teorii vznikla
tzv. ,,ROS and iron* hypotéza vzniku ANT kardiotoxicity (obr. 2), ktera byla nasledné jesté posilena
objevenim kardioprotektivniho ucinku léc¢iva dexrazoxanu (DEX) (Minotti et al., 2004; Simunek et
al., 2009), jez mize prostfednictvim svého metabolitu odnimat volné ionty Zeleza z tohoto komplexu.
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Obr. 2. Antracyklinem zprostiredkovana tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) s ucasti volnych ionti Zeleza (tzv.
»ROS and iron hypothesis“). Kruh C aglykonu mtize byt redukovan flavoproteinovymi enzymy (Fp, zejména komplexem
I dychaciho fetézce v mitochondriich), ¢imz vznikaji semichinonové radikaly. Ty po interakci s kyslikem davaji vznik
superoxidového aniontu (0,"), jez nasledné dismutuje na peroxid vodiku (H,O,) za katalyzy superoxiddismutazou (SOD).
Volné ionty zeleza pak mohou katalyzovat tvorbu hydroxylovych radikali (*OH) jednak z peroxidu vodiku (H,O,) tzv.
Fentonovou reakci a pak také po tvorb& komplexu s aglykonem ANT. Komplex ANT-Fe’" miZe byt redukovan
enzymaticky ¢i glutathionem (GSH) a pfi nasledné reakci s kyslikem vznikaji superoxidové anionty, zatimco po reakci
s peroxidem vodiku jsou tvofeny ptfimo hydroxylové radikaly.

1.2.1.2 TOP2B-dependentni poSkozeni myokardu

TOP2B je dominantni izoformou enzymu TOP2 v dospélych terminalné diferencovanych
kardiomyocytech, pticemz izoforma TOP2A zde neni téméf exprimovana (Vejpongsa et al., 2014).
Souvislost mezi vznikem ANT kardiotoxicity a TOP2B byla nejprve navrzena na zakladé€ in vitro
pokusti provedenych na bunééné linii H9¢2 (Lyu et al., 2007; Deng et al., 2014). Zavéry této studie
se ukazaly byti spornymi predev§im diky zvolenému bunécnému modelu. Nejenze se H9¢2 bunky
fenotypem znac¢né 1i8i od primarnich kardiomyocytt, ale na rozdil od kardiomyocyti také diky aktivni
proliferaci exprimuji jak TOP2B, tak 1 TOP2A (Lenco et al., 2015). Pro pochopeni vyznamu interakce
ANT s TOP2B byla priilomovou praci studie Zhang et al. (2012) dokazujici Ze, delece genu pro
TOP2B v kardiomyocytech dovede zabranit rozvoji ANT kardiotoxicity v kardiomyocytech in vitro
1in vivo na modelu chronické ANT kardiotoxicity na mySim modelu. V této studii bylo také ukazano,
ze tato interakce vede k poskozeni DNA kardiomyocytt, aktivaci DDR, apoptotické bunééné smrti a
poskozeni transkripéni regulace mitochondridlni biogeneze s ndslednym vznikem mitochondridlni
dysfunkce a sekundarné 1 k produkci ROS (obr. 3). Ac¢koliv se tato teorie dockala pozitivniho piijeti
odbornou vetejnosti, stale zde existuje fada nejasnosti. Neékteré zdroje také uvadéji, ze aktivace DDR
v myokardu neni primarné TOP2B dependentni, ale je zavisla na ANT indukované tvorbé ROS
(Huang et al., 2011).
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Obr. 3. Schématické zobrazeni hypotézy vzniku antracyklinové (ANT) kardiotoxicity stavici do popiedi
topoizomerazu II beta (TOP2B). ANT puisobi v jadie kardiomyocytii na TOP2B jako topoizomerazovy jed, coz vede
k poskozeni DNA dvojitymi zlomy a aktivaci bunééné odpovédi na poskozeni DNA (DDR), ktera je koordinovana
zejména tumor supresorovym genem p53 (p53). Timto zplsobem je navozena apoptoticka signalizace ale také
transkripéni zmény vedouci k porus$e mitochondrialni biogeneze, jejiz hlavnim regulatorem je tzv. peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 - alpha (PGCla). Dlouhodoba porucha transkripce
mitochondridlnich proteinti z nukledrni i mitochondrialni DNA pak vede k poskozeni struktury i funkce mitochondrii,
sekundarni produkci volnych kyslikovych radikald (ROS) a poruse tvorby ATP. Tyto déje pak mohou ustit v degenerativni
zmény kardiomyocytll a v neprogramovanou i programovanou bunéénou smrt kardiomyocyt. Volné upraveno dle
Vejpongsa and Yeh, 2014.

1.2.1.3 Dysregulace proteazomu

V eukaryotickych buiik4ch je ubikvitin-proteazomovy systém (UPS, obr. 4) hlavni cestou pro cilenou
ATP-dependentni degradaci nezadoucich proteini, at’ uz mutovanych, oxidovanych, $patn¢ slozenych
nebo jiz nepotiebnych (Hershko et al., 1998).

Ubikvitinace cilového proteinu Rozpoznani proteazomem a degradace

19S Proteazom

265

Proteazom 20S Proteazom

19S Proteazom

Obr. 4. Ubikvitinace proteinu uréeného k degradaci, jeho Stépeni 26S proteazomem a struktura proteazomu. A.
Protein urceny k degradaci je oznacen molekulou ubikvitinu (3stupiiovy proces katalyzovanymi enzymy E1-E3).
Polyubikvitinovany protein je rozpoznan a rozlozen prostfednictvim 26S proteazomu (volné upraveno dle Wang and
Maldonado, 2006). B. Struktura 26S proteazomu.

Tyto proteiny musi byt oznaceny malym proteinem ubikvitinem, aby mohl byt vznikly komplex
nasledné rozpoznavan multienzymovym komplexem — 26S proteazomem. Tzv. ubikvitinace vyZaduje
3 postupné kroky, které jsou katalyzovany 3 rtiznymi tfidami enzymt (E1 az E3, obr. 4A), k dosaZeni
polyubikvitinovaného produktu. V prvnim kroku je ubikvitin enzymaticky aktivovan pomoci enzymu
El. Nasledné je aktivovany ubikvitin pfenesen na enzym E2, se kterym je konjugovan. Poslednim
krokem je pfeneseni ubikvitinu na cilovy protein pomoci enzymu E3 (ubikvitin-protein ligaza). Tento



proces se n¢kolikrat opakuje, dokud nevznikne polyubikvitinovy fetézec, ktery je nasledné rozpoznan
regulacnimi podjednotkami 19S proteazomu (obr. 4B) o tvaru prstence s vikem. Proteolyticka
kapacita je pak spojena s20S proteazomem, coz je struktura o tvaru dutého valce, a jeho
podjednotkami B1, B2 a BS s aktivitou podobnou kaspdze (tzv. caspase-like, C-L), trypsinu (tzv.
trypsin-like, T-L) a chymotrypsinu (tzv. chymotrypsin-like, CT-L). Podjednotka B5 spojend s CT-L
aktivitou je primarnim cilem inhibitorG proteazomu uzivanych v protinadorové 1écbé (Dou et al.,
2014). Protein urceny k degradaci je pii prichodu proteazomem 20S S$tépen na jednotlivé
oligopeptidy.

Kardiomyocyty jsou fyziologicky trvale vystaveny intenzivni zatézi, ktera zvysuje riziko poskozeni
mnoha proteint kliCovych pro zajisténi jejich adekvatni struktury a funkce (Christians et al., 2012).
Insuficience UPS vede k nedostatecné kontrole kvality proteinii, coZ mize samo o sob¢ vyustit v
poskozeni kardiomyocytli, mj. i tzv. proteotoxicitou kumulujicich se agregatii Spatn¢ slozenych
proteinil, a/nebo piimo v jejich bunénou smrt (Shukla et al., 2019; Maejima, 2020). Efektivni
kontrola kvality proteintt diky UPS je pro kardiomyocyty zasadni, protoze tyto termindlné
diferencované¢ builkky vykazuji minimalni schopnost regenerace, je tedy nutné zajistit jejich
dlouhodobé pieziti, coz je do zna¢né miry zajiSténo i1 kontinualni selektivni obménou poskozenych
proteinii prostfednictvim UPS (Maejima, 2020). Toxické poSkozeni myokardu ANT ptedstavuje
vyrazny zasah do proteinové homeostazy myokardu a neni vylouceno, Ze by tento proces mohl mit
podil v patogenezi degenerativnich zmén kardiomyocytti navozenych pravé ANT (Kumarapeli et al.,
2005; Dimitrakis et al., 2012). Z dostupnych informaci také vyplyva, Zze ANT mohou vyznamné
zasahovat do exprese a funkce jednotlivych sloZzek UPS v myokardu — naptiklad zvySuji expresi E3
ligaz a proteazomovych podjednotek a zvysuji proteolytickou aktivitu proteazomu (Kumarapeli et al.,
2005; Liu et al., 2008; Sterba et al., 2011; Sishi et al., 2012).

1.2.2 Kombinace antracyklinii s dalSimi potencidlné kardiotoxickymi lécivy

Riziko vzniku ANT kardiotoxicity je také vyznamné kodeterminovdano kombinaci s dal§imi
protinadorovymi lé€ivy s toxickym ucinkem na myokard, a to i téch, které maji samy o sobé
kardiotoxicky potencidl spiSe omezeny. Z klasickych chemoterapeutik byly ze zvyseni rizika
kardiotoxicity podeziivany napf. taxany (Minotti et al., 2004). Vyznamnéjsi se nakonec ukézala
kombinace ANT s nékterymi biologicky cilenymi 1éCivy, u kterych se riziko kardiotoxicity ptivodné
viibec nepiedpokladalo. Prekvapiveé vyrazné zvyseni srdecni dysfunkce bylo pozorovano v prvnich
studiich pfi soucasném podavani ANT s trastuzumabem, coZ je monoklonalni protilatka protilatka
proti extracelularni ¢asti lidského epidermalniho rGstového faktoru (HER2). Tento problém byl
z velké Casti vyfesen sekvencnim podavanim téchto 1é€iv, diky cemuz riziko srde¢ni dysfunkce kleslo
na klinicky pfijatelnou urovenn (Ewer et al., 2015). Nicméné existuji obavy, Ze riziko zvySeni
kardiotoxického potencialu ANT by se mohlo tykat 1 dalSich biologicky cilenych 1é€iv, které byly
asociovany s rizikem srdecni dysfunkce.

1.2.2.1 Kombinace s proteazomovymi inhibitory

Proteazomové inhibitory (PI) jsou moderni biologické 1é¢iva, kterd jsou indikovana ptevazné v 1€€be
mnohocetného myelomu (MM) a lymfomu z pla§tovych bunck. V rychle délicich se nadorovych
bunikach selektivni inhibice proteazomu vede k vyvolani bunécné smrti prostiednictvim mnoha
mechanismi (Wang et al., 2021). Inhibice NF-kB vede k inhibici jeho transkripéni aktivity a down-
regulaci mnoha proneoplastickych drah. Aktivace drahy JNK vede k aktivaci kaspdz a indukci
apoptozy. Apoptotickd signalizace je téZ podpoifena inhibici degradace proapoptotickych proteinii
(Bim, BID a Bax), zvySenim exprese proteinu NOXA a indukei stresu endoplazmatického retikula.

PI jsou v uvedenych indikacich velmi G¢inné a prodluzuji dobu pteziti pacientd bez progrese
onemocnéni 1 jejich celkové preziti. V zavislosti na pokrocilosti onemocnéni se voli ze zastupct této
skupiny 1é¢iv — na pocatku pievazné reverzibilni bortezomib, pti progresi ireverzibilni karfilzomib ¢i
nove¢ji peroralné podavany ixazomib (Wang et al., 2021).



Navzdory zésadni roli UPS ve vSech bunkéch v organismu jsou klinicky uzivané PI pomérné dobie
tolerovany s omezenym spektrem zavaznych nezadoucich u¢ink (Wang et al., 2021). Nicmén¢ tato
skupina 1é¢iv je spojovana se zvySenym vyskytem kardiovaskularnich nezadoucich uédinkii,
véetné kardiotoxicity a dysfunkce levé komory (LK) typu II (Agunbiade et al., 2019). Celkové
riziko toxického posSkozeni myokardu a navozeni srde¢niho selhani je stale predmétem debat, stejné
tak do jaké miry se toto riziko lisi u jednotlivych PI a jaké faktory predeterminuji pacienty k této
toxicit¢ (Agunbiade et al., 2019).

Vliv experimentalnich i klinicky uzivanych PI na myokard byl studovan v n€kolika experimentalnich
studiich. Opakované podavani bortezomibu navodilo srdecni dysfunkci u potkana (Nowis et al., 2010)
a negativni vliv na myokard byl popsan i u nékterych experimentalné uzivanych PI (Tang et al., 2010;
Herrmann et al., 2013). Na druhou stranu experimentalné podavané PI vykazovaly i urcité protektivni
ucinky — napf. vuci ischemicko-reperfuznimu poskozeni myokardu ¢i tlakovému pietizenim LK
(Campbell et al., 1999; Pye et al., 2003). V in vitro studiich bortezomib vykazoval vyznamnou
toxicitu na H9c2 myoblastech a kardiomyocytech izolovanych zkomorového myokardu
novorozené¢ho potkana (NVCM) (Nowis et al., 2010). Nasledn¢ byla také dal§imi autory popsana
vyznamna toxicita jak bortezomibu, tak i karfilzomibu in vitro u NVCM (Hasinoff et al., 2017).
Prekvapivé ale nebyla zadna vyznamna toxicita bortezomibu pozorovana na kardiomyocytech
izolovanych z myokardu dospélého potkana (AVCM) (Nowis et al., 2010).

U rezistentnich/relabujicich forem onemocnéni se ukazala G¢innou kombinaéni 1é¢ba PI s ANT
(napt. DOX ¢i DAU) (Sonneveld et al., 2008; Bertaina et al., 2017; Terwilliger et al., 2017). Protoze
se jednd o kombinaci dvou protinddorovych 1é¢iv s potencialnim kardiotoxicitnim potencidlem,
kardiovaskularni bezpecnost této kombinace si zasluhuje pozornost, tim spiSe, ze dle dostupnych
informaci se UPS patrn¢ podili na odstranéni poskozenych myokardidlnich proteind pti rozvoji ANT
kardiotoxicity (Kumarapeli et al., 2005; Dimitrakis et al., 2012). Nebylo mozné vyloucit, Ze by PI
mohly ptisobit piinejmensim aditivné k ANT kardiotoxicité, nebo dokonce, ze by tuto kardiotoxicitu
mohly potencovat. Z publikovanych klinickych studii ovSem ke kardiovaskularni bezpecnosti této
kombinace neni dostatek informaci. Obecné se pouze doporucuje obezietnost a ptipadné
upiednostnéni lipozomalnich forem ANT chemoterapeutik. V experimentalnich podminkach bylo
zjisténo, ze v embryondlnich kardiomyocytech inhibice CT-L aktivity asociované s podjednotkou B35,
ktera je cilem pro klinicky uzivané PI, vede ke zvyseni toxicity ANT. V dalSich studiich provedenych
na NVCM bylo téz pozorované zvySeni cytotoxicity ANT v kombinaci s PI (Nowis et al., 2010;
Hasinoft et al., 2017). Ale nejsou k dispozici zadna data ohledné cytotoxicity této kombinace viici
kardiomyocytiim izolovanym z myokardu dospélych zvifat, navzdory tomu, ze se tato kombinace
klinicky pouziva témét vyhradné u dospélych (pfevazné starSich) pacientii. K dispozici také nebyla
zadna studie, kterd by zkoumala vliv PI na rozvoj chronické ANT kardiotoxicity na zavedeném
experimentalnim in vivo modelu u dospélych pokusnych zvifat.

1.3 Opatreni vyuzZivana k omezeni antracyklinové kardiotoxicity

Toxické poskozeni myokardu ANT je do znacni miry ireverzibilni a obtizn€ odpovida na 1écbu, proto
je nejvyhodngjsi toxicité pfedchazet. Mezi rutinné uplatilovana opatfeni patii monitorovani pacienta
a omezeni celkové kumulativni davky ANT (Ewer et al., 2015). Nicmén¢ je zndmo, Ze neexistuje
naprosto ,.bezpena“ kumulativni ddvka ANT, protoze kazdé podani téchto l1é¢iv predstavuje urcité
subklinické poSkozeni myokardu (Ewer et al., 2015), které se ovSem muze klinicky projevit na
kardiovaskularni morbidité a mortalité pacienti dlouhodobé piezivajicich nadorové onemocnéni.
Dalsi snahou o snizeni riziko ANT kardiotoxicity je vyuziti Iékovych forem pro cilenou distribuce
ANT do nadoru, ¢imz se snizi expozice myokardu ANT. V soucasnosti jsou klinicky dostupné LP
s lipozomaln¢ enkapsulovanym DOX a DAU. (Minotti et al., 2004), které jsou ale schvéleny jen
v nékterych z mnoha indikaci ANT.



1.3.1 Farmakologicka kardioprotekce vici antracyklinové kardiotoxicité

Ackoliv v této oblasti bylo publikovano velké mnozstvi experimentalnich praci s nadéjnymi
pozitivnimi vysledky, jejich ptfenositelnost do klinicky relevantnéjSich podminek se ukazala byt
problematicka (Stérba et al., 2013).

1.3.1.1 Antioxidanty a cheldtory Zeleza

Z. antioxidantui byly mezi prvnimi latkami studovan vitamin E a acetylcystein. Ob¢ latky vykazovaly
signifikantni kardioprotektivni G€inky na akutnich in vivo modelech s uzitim jedné supraterapeutické
davky ANT, ale na klinicky relevantnéjSich chronickych experimentalnich modelech vykazovaly tyto
latky velmi malou & dokonce Zadnou kardioprotekci (shrnuto ve (Stérba et al., 2013)). Absence
vyznamného kardioprotektivniho potencidlu vyplynula také z prospektivnich randomizovanych
kontrolovanych studiich (RCT) (Stérba et al., 2013). Podobné byla studovana fada piirodnich &
semisyntetickych flavonoidt, ale jen malo znich bylo hodnoceno na modelu chronické ANT
kardiotoxicity. Jednou z mala vyjimek byl 7-monohydroxyethyl-rutosid, u které¢ho byl nejdiive
popsan vyznamny protektivni u¢inek, ale nasledné bylo zjisténo, ze tento ucinek neni dlouhodoby
v experimentu ani v klinickych podminkach (Bruynzeel et al., 2007a; Bruynzeel et al., 2007b).

Z chelatacnich latek byl zkouman kardioprotektivni uG¢inek u nékolika klinicky dostupnych
selektivnich intracelularnich chelatori volnych iontl Zeleza, které uzivaji u onemocnéni spojenych
s pretizenim organismu Zelezem jako je napft. B-talasemie. Kromé dostate¢né selektivity je pro tato
1é¢iva dilezitd stabilita vzniklych komplext se zelezem a jejich nizka redoxni aktivita, coz znamena,
ze takto vazané ionty zeleza nemohou participovat na tvorbé ROS. Deferoxamin a deferipron, coz
jsou klinicky uZzivéana lé¢iva spliujici tyto pozadavky, vykazovaly urcité zajimavé kardioprotektivni
ucinky in vitro a na modelech akutni ANT kardiotoxicity in vivo, ale jejich hodnoceni na zavedenych
a DEX-validovanych modelech chronické ANT kardiotoxicity ale kardioprotektivni potencidl
nepotvrdilo (Herman et al., 1994; Popelova et al., 2008). Zatimco v piipad¢ deferoxaminu by mohl
problém souviset s hydrofilnim charakterem molekuly a nizkou penetraci do kardiomyocytti, tento
argument nemuze vysvétlit absenci uc¢inku u deferipronu, ktery dobfe pronika i do subcelularnich
kompartmentii véetné mitochondrii. Casteény kardioprotektivni u¢inek (oviem s paradoxni
davkovou) zavislosti byl pozorovan u experimentalnich aroylhydrazonovych chelatorti zeleza
(shrnuto v Stérba et al. (2013)).

1.3.1.2 Dexrazoxan (DEX, ICRF-187)

Dexrazoxan (DEX; ICRF-187) je jedinym léCivem s jasn& prokdzanym kardioprotektivnim G¢inkem
vuci klinicky relevantnim formam ANT kardiotoxicity jak v riznych experimentalnich modelech (in
vitrolin vivo), tak v klinickych studiich (Stérba et al., 2013). Uginky DEX byly usp&né
reprodukovany v rtuznych laboratofich suzitim celé Skaly rtznych experimentalnich modelt
zahrnujici rGznd species (mys, potkan, kiecek, kralik, pes). Bylo zjiSténo, ze pro kardioprotektivni
ucinek je dilezité podani DEX pied/nebo nejpozdéji spolu s ANT a optimalni pomér davek DEX
a ANT je 10-20:1 (Cvetkovic et al., 2005; Stérba et al., 2013). Kardioprotektivni u¢inek DEX byl
potvrzen v mnoha klinickych studiich nezavisle na véku, pohlavi, typu karcinomu a lé¢ebnému
schématu (Reichardt et al., 2018). Diky prevenci nastupu ANT toxicity v myokardu také DEX
poskytuje dlouhotrvajici kardioprotektivni €inek (Jirkovsky et al., 2013; Reichardt et al., 2018).

DEX je tradi¢né povazovan za prolécivo, které je v organismu metabolizovano hydrolyzou obou
dioxopiperazinovych cykll na aktivni metabolit ADR-925 (obr. 6) (Hasinoff et al., 1998). Uvedené
cykly jsou hydrolyzovany dihydropyrimidindzou a dihydroorotazou se vznikem dvou hydrolytickych
meziproduktli (B a C). Predpoklada se, ze findlni metabolit ADR-925 chrani kardiomyocyty pied
ANT kardiotoxicitou prostiednictvim vyvazani volnych iontl Zeleza a jejich odnéti z komplexu
s ANT (Hasinoff et al., 1998). Tento mechanismus je tradicn€ uvadén v odborné literature (Cvetkovic
et al., 2005; Stérba et al., 2013) a lze ho nalézt i v platnych SmPC lé&ivého piipravku obsahujicich
dexrazoxan (SmPC Cyrdanax®). Nicméné je tfeba podotknout, Ze v literatufe pro potvrzeni této



teorie chybi pfimy diikaz, a proto nelze vyloucit, Ze by mohlo jit o nahodnou koincidenci. Objevily
se také pochybnosti, jestli je DEX prolécivem, jak se uvadi v literatuie (Hasinoff et al., 2007). Také
je tteba také zminit, Ze na rozdil od chelatorti Zeleza pouzivanych u onemocnéni spojenych
s pfetizenim organismu zelezem (viz vyse) je komplex ADR-925 s ionty Zeleza stale vyznamné
redoxné aktivni (Thomas et al., 1993). V neposledni fadé€ tento mechanismus nekoresponduje s novéji
navrzenou teorii ANT kardiotoxicity, kterda predpokladd, ze primarnim pfic¢inou je interakce ANT
s TOP2B a uloha oxida¢niho stresu je pouze sekundarni. Ackoliv nékteré in vitro prace (Lyu et al.,
2007; Deng et al., 2014) spojovaly kardioprotektivni u€inek DEX s inhibici TOP2B, tyto poznatky
byly ziskdny pouze na proliferujicich H9c2 myoblastech, které na rozdil od termindlné
diferencovanych kardiomyocyti ve skutecnosti exprimuji obé izoformy TOP2 (TOP2A i TOP2B),
pricemz ob¢ jsou vyznamné ovlivnény ANT. Spojeni kardioprotekce s TOP2B tedy bylo stale velmi
nejisté. Nékteii jini autofi pak vyznam TOP2B pro kardioprotekci DEX piimo zpochybiiuji a navrhuji
alternativni mechanismy ucinku (McCormack, 2018).
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Obr. 6. Chemicka struktura dexrazoxanu (DEX) a jeho bioaktivace na chelata¢né aktivni metabolit ADR-925. B,
C — hydrolytické meziprodukty vzniklé otevienim jednoho cyklu. DHPéaza — dihydropyrimidindza, DHOaza —
dihydroorotaza.

Prestoze kardioprotektivni i¢inky DEX jsou dolozeny mnoha klinickymi studiemi, toto 1é¢ivo se
v soucasné klinické praxi uzivé jen velmi omezené. Diivodem je zejména obava z nezddoucich
ucinkd. DEX mutze v kombinaci ANT navodit myelosupresi (Reichardt et al., 2018). DalSimi
zminovanymi potencialnimi neZadoucimi U€¢inky DEX je riziko ovlivnéni protinddorové u€innosti a
riziko vzniku sekundérnich malignit. Obavy z téchto nezadoucich UCinkli a souvisejici predbézna
opatrnost mély na osud klinického uziti DEX velky dopad, ackoliv pro vyznamnou asociaci téchto
komplikaci s DEX neexistuji piesvédcivé dikazy (Reichardt et al., 2018; Simmons, 2019).
V soucasnosti podavani DEX doporuceno jen u déti 1 dospélych 1é€enych ANT pouze po piekrocni
kumulativni davky (300 mg/m? u DOX), coz vede k velmi malému uZiti v klinické praxi (vyssi
kumulativni davky ANT se dnes uZivaji jen u malého procenta pacientil). Navzdory dikazim i
recentnim odbornym diskusim ziistavaji tato doporuceni pro klinickou praxi nezménéna (Simmons,
2019).

1.3.1.3 Léciva pouZivand k neurohormondlni blokadé u CHSS

V posledni dekadé se zajem odborné vetejnosti postupné piesunul ke klinicky uzivanym lé€iviim, jez
1ze bezpecné pouzit i u pacientti [éCenych ANT. Nejvétsi pozornost byla vénovana 1é¢iviim uzivanych
pro neurohormonalni blokadu pti lé€bé CHSS typu HFrEF (srde¢ni selhdni se snizenou ejekéni frakci)
— inhibitorim angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEi), blokatorim receptori AT1 pro
angiotensin II (sartanim), p-blokatorim a antagonistim mineralokortikoidnich receptori.
Tato 1é¢iva jsou pilifem terapie HFrEF bez ohledu na jeho etiologii, v€etné CHSS navozeného
podanim ANT (Zamorano et al., 2016). Jejich komplexni farmakologické ucinky, které ziejmé
zahrnuji 1 inhibici oxidacniho stresu v myokardu, zdnétu a prevenci patologické remodelaci
myokardu, vzbudily zijem o vyuziti jejich potencidlu jednak v sekundarni prevenci ANT
kardiotoxicity (tj. pfi nasazeni v prubéhu ¢i po dokonceni chemoterapie ANT pii detekci prvnich
znamek kardiotoxicity), tak i v primarni prevenci (tj. podani pted prvni ddvkou ANT a pokracovani
1é¢by po celou dobu chemoterapie ANT).



Americkd spolecnost pro klinickou onkologii (ASCO) ve svych doporucenich pro prevenci a
monitorovani srde¢ni dysfunkce u dospé€lych pacientii Iécenych ANT (Armenian et al., 2017) zmifnuje
moznost uziti téchto 1é¢iv u pacientti s vysokym rizikem rozvoje srde¢ni dysfunkce, ackoliv pfipousti,
ze pro toto doporuceni zatim nejsou k dispozici dostatecné ditkazy. Podobné recentni piehledova
prace zabyvajici se pacientkami s karcinomem prsu lécenych ANT (Brown et al., 2020) uvadi, ze i
kdyz nékteré malé klinické studie naznacuji, ze ACEi a B-blokatory by mohly byt u¢inné v primarni
prevenci ANT kardiotoxicity, z dostupnych dat nelze zatim formulovat jednoznacny zavér.

Ze skupiny B-blokatori byly na experimentalnich modelech ANT kardiotoxicity ziskany pomérné
zajimavé vysledky u karvedilolu (Matsui et al., 1999). Toto 1éCivo je znamo svymi piimymi
antioxida¢nimi ucinky, které byly davany do souvislosti s jeho kardioprotektivnim potencidlem vaci
ANT kardiotoxicité. Klinické studie s B-blokatory vedly ke smisenym vysledkim. Prvni pilotni
studie, kterd vyuzila karvedilol pro primarni prevenci ANT kardiotoxicity u pacientl s relativné
vysokymi kumulativnimi davkami ANT zaznamenala vyrazny signifikantni benefit z hlediska
prevence systolické dysfunkce (hlavnim sledovanym parametrem byla LVEF) (Kalay et al., 2006).
Naproti tomu v nov¢jsi studii s vét§im souborem pacientii nebyl u tohoto 1é¢iva zaznamenan zadny
benefit (Avila et al., 2018) a obdobné vysledky byly popsany ve studii s jinym zastupcem této skupiny
- metoprololem (Gulati et al., 2016).

ACEIi jako kardioprotektiva vii¢i chronické ANT kardiotoxicité. ACEi jsou po dlouhou dobu
uzivany u pacientli s ANT navozenou srde¢ni dysfunkci (Zamorano et al., 2016). Studie Cardinale et
al. (2006) ukazala, Ze by tato 1éCiva mohla byt G¢innéd 1 v sekunddrni prevenci, a to u pacientl
vykazujicich subklinické poSkozeni myokardu. V této studii byl hodnocen ucinek enalaprilu u
pacientil, kteti podstoupili 1é€bu vyssimi ddvkami ANT a bylo u nich zjisténo zvySeni srdecniho
troponinu [ v plazmé (1éCba enalaprilem byla zahajena mésic po chemoterapii a trvala 1 rok).
Podavani enalaprilu u téchto pacientl snizilo koncentrace srdecniho troponinu I v plazm¢ a zabranilo
poklesu systolické funkce LK. Tyto velmi zajimavé vysledky vyvolaly zna¢nou odezvu a podnitily
hypotézu, ze by ochranné G¢inky ACEi na myokard mohly byt vyuzitelné jiz v primdrni prevenci
ANT-indukované kardiotoxicity s cilem zabrénit ¢i vyznamné omezit samotné navozeni této toxicity.

Hypotéza o potencidlnim kardioprotektivnim ucinku ACEi (¢i sartan(l) v primdrni prevenci vuci
chronické ANT kardiotoxicité¢ byla testovana v nékolika RCT, avSak s pomérné heterogennimi
vysledky. Neddavné meta-analyzy téchto klinickych dat nasly urcity pozitivni protektivni vliv ACEi
vuci ANT navozené systolické dysfunkci (Vaduganathan et al., 2019), avSak Cetnd omezeni a
problémy zjisténé v téchto studiich nedovolily vyvodit silné zaveéry pro klinickou praxi. Rozdily v
primarnich studovanych parametrech (vétSinou LVEF) byly v téchto studiich mezi studovanymi
skupinami casto velmi malé (napf. pouze 1,8 % ve studiit PRADA, (Gulati et al., 2016)), pomérné
variabilni, a ne vzdy statisticky signifikantni. Jednotlivé studie se také mezi sebou podstatné liily
populac¢nimi charakteristikami (vcetné celkové podané kumulativni davky ANT ¢i kombinacemi
s dals§imi kardiotoxickymi 1éCivy jako je napf.trastuzumab). Nasledné sledovani pacientli po
chemoterapii (FU, follow up) bylo typicky casové velmi omezené a ACEi zde byly podavany az do
konce FU. Posledni zminovany fakt mohl mit vliv na ziStény rozdil mezi skupinami pfi
echokardiografickém vySetieni systolické funkce LK, coz také bylo diskutovano v odborné literature
(van der Meer et al., 2016). Z provedenych studii nebylo zfejmé, zdali potencidlni ptinos zjiStény
v nékterych téchto studiich bude zachovan i po vysazeni ACEi. Nebylo také jasné, zda ACEi mohou
skutecné uc€inné zabranit navozeni toxicity ANT a tim zajistit robustni a trvalou kardioprotekci, nebo
pouze moduluji obecnéjsi patofyziologické procesy uplatitujici se na nizsich tirovnich a tim inhibuji
progresi jiz navozeného poskozeni myokardu smérem k srde¢nimu selhani. V sou€asnosti se odborna
vefejnost pfiklani k teorii, Ze primarnim krokem patogeneze ANT kardiotoxicity je TOP2B-
dependentni poskozeni DNA kardiomyocytd, ale neni ziejmé, jestli ACE1 mohou mit na tyto inicialni
mechanismy poskozeni myokardu néjaky vliv. V této oblasti bylo také provedeno relativné velké
mnoZstvi experimentalnich studii (shrnuto (Sobczuk et al., 2020)). Ty ale vedly k velmi heterogennim
vysledkiim a z dostupnych dat nebylo mozné nalézt odpoveédi na vySe uvedené otazky.



2

Cile disertacni prace

Cile této disertacni prdace byly nasledujici:

1.

Experimentalni studium kardiotoxického potencialu dvou klinicky uzivanych PI (reverzibilniho
bortezomibu a ireverzibilniho karfilzomibu) se zaméfenim na jejich kombinaci s ANT a
ovlivnéni rizika rozvoje srde¢niho selhani. Studovany byly také mechanismy téchto ucinkl
zejména s ohledem na aktivitu proteazomového systému a bunéCnou signalizaci spojenou
s poruchou proteinové homeostazy.

Experimentalni studium kardioprotektivnich ucinklit ACEi perindoprilu v primarni prevenci
chronické ANT kardiotoxicity na modelu u kralika se zaméfenim na ucinnost této intervence
pfinéasledném sledovani pokusnych zvirat po chemoterapii s/bez dalsiho podavani perindoprilu.
Studovany byly také molekularni mechanismy s diirazem na ovlivnéni ANT navozené¢ DDR
signalizace v myokardu pfi porovnani s klinicky uzivanym DEX.

Experimentalni hodnoceni mechanismu u¢inku kardioprotektiva DEX, zejména s ohledem na
ulohu jeho chelatacné aktivniho metabolitu ADR-925 a interakci parentni latky (a jejich
metabolitil) s enzymem TOP2B.
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3 Vysledky

3.1 Komentare k publikovanym pracim

Publikace é. 1:

Pokornd Z., Jirkovsky E., Hlavackova M., Jansova H., Jirkovska A., Lencova-Popelova O., Brazdova
P, Kubes J., Sotdakova-Kasparova D., Mazurova Y., Adamcova M., Vostatkova L., Holzerova K., Kolar
E, Simunek T, Sterba M. In vitro and in vivo investigation of cardiotoxicity associated with

anticancer proteasome inhibitors and their combination with anthracycline. Clin Sci (Lond). 2019
Aug 27:133(16):1827-1844. Prijato k publikaci 13. 8. 2019. IF>09 = 5,223 (Q1),; Al1S2019 = 1,327

()

Tato prace se zabyvala studiem kardiotoxicity PI uzivanych v 1é¢bé MM, a to reverzibilné ptisobiciho
bortezomibu a ireversibilniho karfilzomibu. Cytotoxicita obou zkoumanych PI byla hodnocena in
vitro na kardiomyocytech izolovanych z myokardu novorozeného a dospélého potkana (NVCM a
AVCM), a to jak pfi expozici bun¢k samotnym PI, tak i pfi jejich kombinaci s klinicky relevantnimi
koncentracemi daunorubicinu (DAU) jako modelového ANT. S uzitim NVCM byla pozorovana
cytotoxicita obou PI v koncentracich kolem jejich maximalni koncentrace v plazmé a také statisticky
vyznamné zvyseni cytotoxicity DAU. Vysledky ziskané na AVCM byly ale odlisné. Bortezomib
v terapeuticky relevantnich koncentracich nenavodil statisticky signifikantni cytotoxicitu, zatimco

vvvvvv

nezvysil cytotoxicitu navozenou DAU u AVCM, a to navzdory tomu, Ze inhibice chymotrypsin-like
(CT-L) aktivity proteazomu, ktera je hlavnim cilem pro oba PI, byla inhibovana u AVCM jesté
vyraznéji neZ u NVCM. Mimo to byla u AVCM inhibovana 1 trypsin-like T-L aktivita proteazomu,
coz nebylo vyznamné u NVCM. Zajimavym zjisténim z téchto pokusu také bylo, ze bazalni CT-L a
T-L aktivity proteazomu se mezi t€émito typy primarnich kardiomyocytl podstatné lisi.

Na in vivo modelu chronické ANT kardiotoxicity navozené opakovanym podavanim DAU dospélym
samcum kralika (3 mg/kg, i.v., 1x tydné po 10 tydni) bylo studovano, jestli bude mit maximalné
tolerovand davka obou PI v kombinaci s DAU vyznamny vliv na zdvaznost ANT kardiotoxicity.
Z vysledki plyne, ze kombinace obou PI s DAU neméla vyznamny vliv na funk¢ni, morfologické,
biochemické a molekularni aspekty chronické ANT kardiotoxicity. V myokardu LK zvifat, kterym
byl chronicky podavan DAU, byly zjistény vyznamné zmény molekuldrnich markeri poruchy
proteinové homeostdzy (napif. zvySena exprese GRP78 a HSP70 ¢i zvySené zastoupeni
polyubikvitinovanych proteinti). Nicméné kombinace DAU s obéma PI v chronickém experimentu
na tyto zmény neméla zddny vyznamny vliv. Chronicka ANT kardiotoxicita byla tézZ spojend s indukeci
T-L aktivity proteazomu v myokardu LK, ale kombinace DAU s PI tento nélez nijak neovlivnila.
Stanoveni aktivity proteazomu v myokardu LK 2 h po akutnim podani obou PI kralikiim potvrdilo
vyznamnou inhibici CT-L aktivity, ktera je hlavnim cilem pro oba PI, zatimco vliv na T-L aktivitu
nebyl vyznamny. Nicméné 24 h po podani obou PI se CT-L aktivita proteazomu v myokardu vratila
k ptivodnim hodnotam. Relativné kratkodoby uc¢inek obou PI na aktivitu proteazomu v myokardu a
absence jejich u€inku na T-L aktivitu proteazomu, ktera je u ANT kardiotoxicity vyznamné
indukovana, by mohly vysvétlit pro¢, oba PI nezvySuji riziko ANT kardiotoxicity a CHSS na
experimentalnim modelu u kralika.

Podil studenta na komentované praci: Studentka je prvni autorkou této publikace a spolu se
$kolitelem (doc. Stérbou) méla hlavni podil na designu experimenti realizovanych v této publikaci,
intepretaci a zpracovani vétSiny vysledkll, jakoZ 1 sepisovani manuskriptu. Z hlediska realizace
experimentl méla kli¢ovy podil na provadéni vétSiny in vivo experimentil v této praci (prace
s pokusnymi zvitaty, podavani zkoumanych 1é¢iv, odbéry vzorka pro dalsi analyzy), dale pak na
invazivnim hodnoceni funkce LK a molekularnich analyzach z myokardu (stanoveni aktivity
proteazomu ve vzorcich z in vitro a in vivo experimentll, stanoveni exprese na urovni mRNA metodou
qRT-PCR a na urovni proteinu metodou Western Blot).
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Publikace ¢. 2:

Pokornd Z., Kollarova-Brazdova P, Lencova-Popelova O., Jirkovsky E., Kubes J., Mazurovad Y.,
Adamcova M., Holeckova M., Palicka V., Siminek T., Stérba M. Primary prevention of chronic
anthracycline cardiotoxicity with ACE inhibitor is temporarily effective in rabbits, but benefits wane
in post-treatment follow-up. Clin Sci (Lond). 2022 Jan 14,136(1):139-161. Prijato k publikaci 8. 12.
2021. IF2020 = 6,124 (Q1),; A1S2020 = 1,568 (Q1)

V této praci byly experimentdlné¢ hodnoceny kardioprotektivni w€inky ACEi perindoprilu
podavaného v primarni prevenci chronické ANT kardiotoxicity (tj. pfi jeho podavani pied prvni
davkou ANT a dale v pribéhu celé chemoterapie). Tyto ucinky byly hodnoceny na in vivo modelu
chronické ANT kardiotoxicity u kralika. Tato studie byla zaméfena zejména na hodnoceni ptipadného
kardioprotektivniho benefitu z podavani ACEi v obdobi nésledného sledovani zvifat po ukonceni
chemoterapie ANT (3-10 tydnt, tzv. follow up — FU). Chronickd ANT-kardiotoxicita byla indukovana
DAU (3 mg/kg/tyden po dobu 10 tydnti). Perindopril byl nasazen 1 tyden pted prvni davkou DAU a
podavan p.o. v klinicky relevantnich davkach (0,05 mg/kg/den) po celou dobu chronického podéani
DAU v pitné vodé. Tyden po posledni ddvce DAU byl ve skupiné se souCasnym podavanim
perindoprilu zaznamenan vyrazny benefit v porovnani se skupinou se samotnym DAU. Podani
perindoprilu zcela zabranilo pfedCasnym thyniim navozenym DAU, zvySeni plazmatickych hladin
srde¢niho troponinu T (cTnT) a pfedeslo vzniku ¢i vyznamné omezilo systolickou dysfunkci LK
indukovanou DAU. Podani perindoprilu téz efektivné snizilo degenerativni zmény
v kardiomyocytech navozené DAU. Protektivni Gi€inek perindoprilu do zna¢né miry korespondoval s
inhibici DAU navozenych zmén v expresi proteinit zanétlivé reakce, proteinti dulezitych pro
hospodafteni s vapnikem a volnymi kyslikovymi radikaly.

Zjistény piinos podavani perindoprilu byl ale vyznamné nizsi pii nasledném 3tydennim sledovani
pokusnych zvitat po ukonceni podavani DAU. Po vysazeni perindoprilu doslo k vyznamnému
vzestupu koncentraci ¢cTnT v plazmé, rozvoji degenerativnich zmén v kardiomyocytech a poklesu
systolické funkce LK. VétSina molekularnich parametrti studovanych v myokardu LK se téZ pfiblizila
vysledkim pozorovanym ve skupin¢ se samotnym DAU. ZvySeni davky perindoprilu (na 0,1
mg/kg/den) nemélo na zménu v FU Zadny pozitivni vliv. Pfi del$Sim (10tydennim) FU bez podavani
morfologickym poskozenim myokardu, znamkami obéhového méstnani jakoz 1 mortalitou souvisejici
s CHSS. Nasledné podavani perindoprilu i v obdobi FU tento trend nezvratilo, ale zabranilo rozvoji
uhynt. Tato data ukazala, Ze protektivni G€inek perindoprilu vii¢i chronické ANT kardiotoxicité neni
trvaly, coz jasné kontrastuje s u¢inkem DEX, ktery v pfechozi studii nasi skupiny na stejném modelu
s 10tydennim FU bez dalsi nasledné 1écby navodil velmi robustni a dlouhotrvajici ochranu bez
jakékoliv progrese ve FU.

Proto byly studovany také mechanismy, které by mohly vysvétlit rozdilné vysledky kardioprotekce
vuci ANT kardiotoxicité¢ pomoci ACEi1 a DEX. Na rozdil od DEX perindopril ani jeho aktivni
metabolit nemél zadny vliv na aktivitu TOP2B enzymu in vitro. V kontrastu s t¢inkem DEX
perindopril také vyznamné nechranil myokard in vivo pfed DAU navozenou a p53-zprotiedkovanou
DDR signalizaci v myokardu kralika. Absence Gi¢inku perindoprilu na TOP2B-depedentni poskozeni
DNA a naslednou DDR v myokardu by mohla vysvétlit pro¢ toto 1é¢ivo nenavozuje dlouhodobé
ucinnou protekci myokardu pfed ANT kardiotoxicitou.

Podil studenta na komentované praci: Studentka je prvnim autorem této publikace a spolu se
$kolitelem (doc. Stérbou) méla hlavni podil na designu experimenti realizovanych v této publikaci,
intepretaci a zpracovani vétSiny vysledki a sepisovani manuskriptu. Z hlediska realizace experimenti
méla klicovy podil na provadeéni chronickych in vivo experimentil v této praci (prace s pokusnymi
zvitaty, podavani zkoumanych 1é€iv, odbéry vzorkl pro dalsi analyzy), dale pak na invazivnim
hodnoceni funkce LK a molekularnich analyzach myokardu z téchto experimentl (stanoveni exprese
na urovni mRNA metodou qRT-PCR a proteinu metodou Western Blot).
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Publikace €. 3:

Jirkovsky E., Jirkovska A., Bavlovi¢ Piskackova H., Skalicka V., Pokornd Z., Karabanovich G.,
Kollarova-Brazdova P, Kubes J., Lencova-Popelova O., Mazurova Y., Adamcova M., Lyon A. R., Roh
J., Simiinek T, Stérbovai-Kovariikova P, Stérba M. Clinically translatable prevention of anthracycline
cardiotoxicity by dexrazoxane is mediated by topoisomerase Il beta and not metal chelation. Circ
Heart Fail. 2021; Oct 14:e008209. Prijato k publikaci 17. 8. 2021. IF2020 = 8,846 (Q1); AI1S2020 =
3,335 (D1/Q1)

Tato prace byla zaméfena na objasnéni mechanismt t¢inku DEX. Nejdfive byla zkoumana uloha
jeho chelatacniho metabolitu ADR-925 prostiednictvim farmakokineticky fizeného studia jeho
kardioprotektivnich G¢inkli po exogennim podani in vitro a in vivo. Z vysledkl téchto experimentt
vyplynulo, Ze exogenni podani ADR-925 navozuje stejné nebo vyssi koncentrace této latky v NVCM
(in vitro) 1 v myokardu kralika (in vivo), nez jaké vznikaji pfirozenou metabolickou pfeménou po
podani klinicky uzivanych davek DEX. Na rozdil od podani parentniho DEX, ov§em exogenni podéani
ADR-925 nemélo zadné protektivni ucinky vici ANT kardiotoxicité. Infuzni podani ADR-925
kralikim v kombinaci s DAU nemélo na rozdil od podani DEX zadny vliv na systolickou dysfunkci
LK, toxické poskozeni myokardu a predcasné uhyny v disledku CHSS navozené podavanim DAU.
Ani zvyseni expozice myokardu podanim dal$i davky ADR-925 po kazdé aplikaci DAU nemélo
zadny vyznamny vliv na rozvoj ANT kardiotoxicity. Vysledky téchto experimentli tedy zpochybniuji
tradi¢ni hypotézu vysvétlujici kardioprotektivni G€inky DEX chelatacni aktivitou jeho metabolitu
ADR-925. Dalsi experimenty pak také ukazaly, Ze je velmi nepravdépodobné, aby tento ucinek byl
spojen s jeho prechodnymi metabolity B a C, které maji hydrolyticky otevieny jenom jeden
dioxopiperazinovy kruh.

Série dalSich experimentl naopak ukazala, Ze by za kardioprotektivni i¢inek DEX mohla zodpovidat
interakce jeho parentni molekuly s enzymem TOP2B. Na rozdil od metaboliti DEX je jeho parentni
molekula U¢innym katalytickym inhibitorem TOP2B in vitro v koncentracich, které odpovidaji
plazmatickym koncentracim navozujicim kardioprotektivni ti€¢inek v experimentu i v klinické praxi.
DEX (ale nikoliv jeho metabolity) také indukuji depleci enzymu TOP2B v NVCM in vitro a
myokardu kralika in vivo za podminek, kdy toto 1é¢ivo navozuje kardioprotektivni ucinky. DEX na
rozdil od jeho metabolitu také chranil NVCM in vitro pted poSkozenim DNA navozenym DAU. Vztah
kardioprotektivniho u€inku DEX k inhibici TOP2B byl také podpofen experimenty s jeho novym
ethylmethyl derivatem (EDM). Tato latka tvoii dva diastereoizomery (EDMa a EDMb), jejichz
metabolity maji téméf shodnou schopnost odnimat ionty zeleza z komplexu s ANT. Tyto
diastereoizomery se ale podstatné li§i ve schopnosti chranit NVCM in vitro pted cytotoxicitou ANT
a tento Uc¢inek dobie koreloval s jejich rozdilnou schopnosti inhibovat enzym TOP2B.

Vysledky této studie zasadn& zpochybnily souvislost kardioprotektivnich ucinki DEX s jeho
chelataénim metabolitem ADR-925 a naopak naznacuji vztah parentni molekuly k interakci s TOP2B.

Podil studenta na komentované praci: Studentka je spoluautorkou této publikace a ve spolupraci s
prvnim autorem (Dr. Jirkovsky) se vyznamné podilela na realizaci in vivo farmakokinetickych a
farmakodynamickych experimentl (prace s pokusnymi zviraty, podavani zkoumanych 1éciv, odbéry
vzorkl pro dalsi analyzy), na invazivnim hodnoceni funkce LK a interpretaci ziskanych vysledkd.
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4 Diskuse

Ve vysledcich prezentovanych v Publikaci €. 1 bylo zjisténa relativné mirna ale signifikantni
cytotoxicita reverzibilniho inhibitoru PI bortezomibu vici kardiomyocytiim izolovanym z myokardu
novorozené¢ho potkana (NVCM), nicméné bez moznosti dosazeni ICso 1 pii uziti vyznamné
supraterapeutickych koncentraci 1éciva. Tyto vysledky se liSily od dat publikovanych v ptechozi praci
(Nowis et al., 2010), kde bortezomib na stejném modelu (NVCM potkana) navodil podstatné
vyrazné€j$i cytotoxicitu. V této publikaci byla také prezentovana vysoka cytotoxicita bortezomibu na
bunééné linii H9¢2. Nicméné¢ tyto nalezy je tieba interpretovat velmi opatrné diky limitacim tohoto
bunécného modelu — proliferace H9¢c2 bunék muize vést k vyznamnému uplatnéni antiproliferacniho
a proapoptotického ucinku PI (podobné jako v naddorovych buiikach) a molekularni fenotyp téchto
bunék se od primarnich kardiomyocyti (véetné NVCM) podstatné 1isi (Lenco et al., 2015). Vysledky
ziskané s NVCM v Publikaci ¢. 1 ale pomérné dobtfe odpovidaji vysledkiim publikovanym v jiné
praci uzivajici tento bunéény model (Hasinoff et al., 2017). V ptipadé kardiomyocytl izolovanych z
komorového myokardu dospélého potkana (AVCM) jsme nezjistili vyznamnou cytotoxicitu
bortezomibu v klinicky relevantnich koncentracich, coz je ve shodé s daty z publikace Nowis et al.
(2010). Tento poznatek nebyl ve zminéné praci fadné diskutovan a zavéry této publikace byly
odvozeny pouze z experimentll provedenych na NVCM a HO9c2 linii, kterd se fenotypem blizi
myoblastiim, ackoliv se tato 1é¢iva pouzivaji témét vyhradné u dospélych pacienti.

Opakované podani samotnych PI u kréalika nenavodilo Zadné znamky kardiotoxického plisobeni.
Pouzité davky byly pfitom velmi podobné davkam pouzitym ve studiu embryo-fetalni toxicity u
kralika (Bray, 2012). Nicméné je mozné, ze expozice myokardu mohla byt v monoterapii PI
submaximalni, protoze davkovani téchto 1é€iv bylo v nasich pokusech primarné odvozeno od jejich
tolerability v kombinaci s ANT. Jelikoz bylo zjisténo, Ze se efektivni inhibice proteazomu v
myokardu po podani PI relativné rychle navraci k pivodnim hodnotam, absence toxického poskozeni
myokardu v monoterapii PI u mladych zdravych zvifat nemusi byt pifekvapujici. V publikaci Nowis
et al. (2010) byla ale u bortezomibu podavaného 3x tydné na modelu potkana pozorovana vyznamna
dysfunkce LK. Stejné podéani bortezomibu v nasich podminkach ale vedlo k ¢asnym thynim z
extrakardidlnich pfi¢in bez vyznamnych zndmek kardiotoxicity, coz svéd¢i o vyznamné
supraterapeutické expozici. V dalsi studii (van Hees et al., 2008) nebyla pozorovana srde¢ni
dysfunkce in vivo na modelu u potkana pti podani bortezomibu 2x tydné a ani opakované podéani
tohoto lé¢iva mySim s xenotransplataci lidskych nadorovych bunék nevedlo k navozeni kardiotoxicity
pfi expozici zajist'ujici vyznamny protinddorovy ucinek (LeBlanc et al., 2002). Tyto udaje naznacuji,
ze kardiotoxicita obou studovanych PI je v monoterapii v klinicky relevantnich davkach u mladych
dospélych pokusnych zvifat spiSe omezena.

Pravdépodobnost vzniku kardiotoxicity vedouci k CHSS je v klinické praxi u téchto 1éCiv stale
pfedmétem debat. Nekteré RCT hodnotici terapii bortezomibem v indikaci MM neshledaly rozdil ve
vyskytu CHSS oproti kontrolni skupiné (Richardson et al., 2005) a srde¢ni selhdni bylo jen velmi
ziidka diivodem pro pferuseni l1é¢by(Koulaouzidis et al., 2017). Podobné vysledky vyplynuly
v ptipad¢ bortezomibu i1 ze systematického review a nésledné meta-analyzy (Xiao et al., 2014). V
ptipadé€ karfilzomibu byl v tfeti fazi klinického hodnoceni zaznamenén vyssi vyskyt kardiotoxicity a
srde¢ni dysfunkce neZz u bortezomibu (Chari et al.,, 2018). Nicméné nckteré meta-analyzy
naznacovaly, Ze celkovy vyskyt kardiotoxicity (zvlasté jejich zavaznych forem) je stale pomérné
nizky (Chari et al., 2018). Echokardiografické hodnoceni systolické srde¢ni funkce také neodhalilo
zadné statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou pacientli Ié¢enou bortezomibem a karfilzomibem
(Russell et al., 2015). Posthoc analyza uvedenych dat ovSem naznacila moznost zvySeného rizika
kardiotoxicity a srde¢ni dysfunkce u pacientii vysSiho v€ku s preexistujicim kardiovaskuldrnim
onemocnénim (Chari et al., 2018). Zde je tfeba poznamenat, Ze ndmi prezentovanad experimentalni
data, stejné tak jako vSechny ostatni experimentéalni vysledky v literatufe, se tykala vyhradn€ mladych
zdravych laboratornich zvifat.

Ackoliv PI nenavozovaly vyznamnou kardiotoxicitu v myokardu zdravych kralika, pfi soucasném
rozvoji toxického poskozeni myokardu ANT by mohl byt vysledek odliSny, proto jsme se na tuto
hypotézu zaméfili. V podminkéch in vitro bylo ovSem zjiSténo, Ze se mohou podstatné liSit data
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ziskana s uzitim primérnich kardiomyocytl izolovanych z myokardu novorozeného a dospélého
potkana (tj. NVCM a AVCM). Kombinace obou IP (v koncentracich kolem jejich cmax v plazmé)
s klinicky relevantnimi koncentracemi ANT vedla k signifikantnimu nértstu toxicity u NVCM, coz
odpovida vysledkiim publikovanym v literatufe (Nowis et al., 2010; Hasinoff et al., 2017). Nicmén¢
stejny pokus provedeny na AVCM v Publikaci ¢.1 Zadné vyznamné ovlivnéni toxicity ANT
nezaznamenal a vysledna cytotoxicita byla podobna jako u samotného ANT. Tyto vysledky byly
velmi dobfe reprodukovatelné a nezéavislé i na pouzité metod¢ stanoveni cytotoxicity. Diivodem
téchto vysledkl také nemohla byt absence vyznamnych inhibi¢nich ucinkii na aktivitu proteazomu u
AVCM, protoze naSe pokusy prokazaly paradoxné jeste¢ vyraznéjsi efekt nez u NVCM (vcetné
ovlivnéni T-L aktivity). Zaroven byly v téchto experimentech poprvé popsany podstatné rozdily v
bazéalni tedy fyziologické proteazomové aktivit¢ (CT-L a T-L) mezi obéma typy primarnich
kardiomyocytl, coz by mohlo kodeterminovat nékteré rozdilné vysledky pozorované na téchto in
vitro modelech v naSich experimentech. Protoze se tato 1éCiva uzivaji pouze u dospélych pacientt,
upfednostnéni NVCM modelu pfed AVCM patrné zkreslilo (nadhodnotilo) realné riziko
kardiotoxicity plynouci z kombinace ANT a PI ve vétSin€ predchozich publikaci.

Co se tyCe kardiotoxicity kombinace PI a ANT in vivo nejsou mimo nasSi publikaci v literatufe
dostupné zadné informace. Pfedlozena studie doklad4, Ze oba PI pii podani v maximalné tolerované
davce s ANT (na osvéd€eném modelu chronické ANT kardiotoxicity) nevede ke zhorSeni toxického
poskozeni myokardu. A to navzdory tomu, ze podani téchto 1é¢iv vedlo k signifikantni inhibici CT-L
aktivity proteazomu v myokardu pokusnych zvifat. Pfitom samotné podani ANT vedlo k indukci
exprese proteinti signalizujicich poruchou homeostdzy proteind a byla zjiSténa i indukce aktivity
samotného proteazomu (nicméné pouze T-L aktivity, ktera neni obéma PI in vivo v myokardu
vyznamn¢ ovlivnéna). Tyto nalezy lze zfejmé interpretovat jako adapta¢ni zmény v UPS reagujici na
toxické poskozeni myokardu ANT, které ale v danych podminkach nedostacuji k udrzeni optimalni
proteinové homeostazy. V tomto kontextu se muze jevit pon¢kud paradoxni, ze podani PI na tyto d¢je
ani celkovy fenotyp ANT kardiotoxicity nemélo zadny vliv. Moznym vysvétlenim by mohl byt
pfechodny charakter ovlivnéni proteazomu v myokardu po podani obou PI (s normalizaci do 24
hodin), cozZ je rdmcové v souladu s literaturou o ti€inku PI na zdravé tkdné€ (Yang et al., 2011). Dal$im
moznym faktorem je absence vyznamného vlivu obou PI na T-L aktivitu proteazomu, kterd je
chronickou ANT kardiotoxicitou indukovéna.

Nelze vyloucit, Ze by vyssi expozice myokardu témto PI by mohla vést k vyznamnéjSimu dopadu na
ANT kardiotoxicitu. Nicmén& ANT navozené posSkozeni myokardu kréalika bylo v nasich podminkach
pomérn¢ vyrazné (u Casti zvifat to dokonce vedlo k terminélni fazi CHSS s pfed¢asnymi tthyny). V
pfipadé vyznamné Ucasti proteazomu na patogenezi ANT kardiotoxicity by tedy bylo ocekéavatelné,
Ze by 1 mensi expozice PI mohla mit vyznamny dopad na zavaZnost kardiotoxicity. ProtoZe k tomu
mensi a/nebo pouze sekundarni roli. Ziskané vysledky by také mohly naznacovat, Ze oba klinicky
uzivané PI také neovliviiuji zdvaznost CHSS bez ohledu na jeho etiologii a nékteré informace
z literatury by tomu také napovidat (van Hees et al., 2008).

Riziko vyznamného zvyseni zavaZznosti chronické ANT kardiotoxicity se tedy pii kombinaci s PI jevi
jako relativné nizké, pfinejmensim u mladych dospélych jedinci. Klinickd evidence k této
problematice pochézejici z RCT je stale velmi omezend. V publikovanych studiich nebylo hlaseno
vyznamné zvySené riziko CHSS oproti skupin€ se samotnym ANT, ale tyto studie na nebyly na
hodnoceni rizika kardiotoxicity designovany, coZ mize mit na ziskana data podstatny vliv. Také je
treba vzit v potaz, Ze v nékterych téchto studiich byly uZity lipozomalni ANT, u kterych je riziko
kardiotoxicity nizsi diky cilené distribuci ANT do nadorii (Sonneveld et al., 2008).

Dalsi dvé studie, jez jsou soucasti tohoto komentovaného souboru jsou zaméteny na problematiku
farmakologické ochrany myokardu vici chronické ANT kardiotoxicité. Prvni z téchto praci se
zaméfuje na studium kardioprotektivnich U¢inktt ACEi pfi jejich podani v primarni prevenci
chronické ANT-kardiotoxicity na experimentalnim modelu u krélika. Druha prace si kladla za cil
objasnéni mechanisml kardioprotektivnich U¢inka klinicky uZzivaného kardioprotektiva DEX.
Zatimco vétSina praci jakoz 1 platné SmPC uvadéji, Ze DEX navozuje kardioprotekci prostiednictvim
chelatace iontl Zeleza a prevenci ANT indukované tvorby ROS v myokardu (SmPC Cyrdanax®;
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Cvetkovic et al., 2005; Stérba et al., 2013), tedy tzv. nespecificky mechanismus ucinku
zprostiedkovany fyzikalné-chemickymi vlastnostmi jeho metabolitu, nékteré novéjsi teorie zminuji
moznost specifické interakce ANT s TOP2B jako cilovou molekulou (Deng et al., 2014). Jiné prace
ale souvislost mezi kardioprotekci DEX a TOP2B interakci zpochybnuji (McCormack, 2018). DEX
se v dnesni v klinické praxi bohuzel uziva jen velmi omezen¢ a zadné jiné kardioprotektivum se do
klinick¢é praxe zatim nedostalo. Proto se fada autori zameéfila na zkoumdni potencialné
kardioprotektivnich u¢inkt zavedenych skupin 1é¢iv jako jsou ACEi a dalsi 1é¢iva uzivana pro 1écbu
CHSS typu HFrEF. K tomuto zajmu podstatné ptispéla data o mozném protektivnim ucinku téchto
1€¢iv pii uziti v sekundarni prevenci ANT kardiotoxicity u rizikovych pacientt s elevaci srde¢nich
troponini po chemoterapii obsahujici ANT (Cardinale et al., 2006). Ackoliv bylo provedeno i n¢kolik
klinickych studii s poddvanim ACEi v priméarni prevenci (tj. pifi podavani v prubéhu celé
chemoterapie), stale neni zfejmé, jestli tato 1écba piedchézi poskozeni myokardu, tj. zabranuje
indukci primarniho toxického poskozeni, nebo jenom mirni jeho progresi smérem k detekovatelné ¢i
klinicky manifestni ANT-kardiotoxicité. S timto souvisi otdzka, jak moc je takova kardioprotekce
dlouhodobé ucinna (i po vysazeni 1écby ACEi).

Pti studiu kardioprotektivnich u¢inktit ACEi v Publikaci ¢. 2 byla zjiSténa fada novych informaci.
Prvnim zajimavym zjiSténim bylo, Zze podani ACEi v primarni prevenci mize mit v obdobi
postupného rozvoje ANT kardiotoxicity piekvapiveé vyrazny vliv na vétSinu studovanych parametrti.
Tyden po ukonceni podavavani ANT (tj. jiz po vysazeni ACEi a jeho majoritniho vyloudeni z
organismu) byl jasné patrny benefit z 1écby ACEi, a to nejen na rozvoj systolické dysfunkce LK a
obehové meéstnani s predCasnymi uhyny, ale inhibovan byl evidentné i rozvoj degenerativniho
poskozeni kardiomyocytl. ZjiStény pozitivni vliv ACEi na ANT toxicitu by mohl korespondovat s
n¢kterymi nadéjnymi nélezy z experimentalnich studii bez dostate¢ného nasledného sledovani
pokusnych zvitat (Sobczuk et al., 2020). Vysledky dale naznacuji, Ze tento u¢inek ACEi by mohl
souviset s ovlivnénim molekularnich mechanismii pfinejmensim ¢aste¢né regulovanych systémem
renin-angiotensin aldosteron (RAAS). Konkrétné by to mohla byt inhibice zanétlivé reakce, prevence
dysregulace hemostazy vapniku a ROS, zmirnéni poruchy mitochondridlni biogeneze a inhibice
patologické remodelace extracelularni matrix.

Nicmén¢ z nasledného 3-10tydenniho sledovani zvifat po chemoterapii DAU bez dal§iho podévani
ACE:I bylo ziejmé, Ze dochdzi vyznamnému oslabeni vySe popsaného benefitu podani ACEi, veetné
vyskytu tézkych forem CHSS s pfedCasnymi thyny. Tento trend byl ziejmy z vétSiny hodnocenych
parametrl (v€etn€ degenerativnich zmény v kardiomyocytech) a nebylo jej mozné ovlivnit zvySenim
davky ACEi. Benefit z podadvani ACEi1 v primarni prevenci ANT kardiotoxicity tedy neni staly a mize
se liSit v zavislosti na délce nasledného sledovéani po ukonceni chemoterapie. Tento zajimavy nalez
zatim nebyl v literatute jasn€ popsan. Nutno dodat, Ze vétSina experimentalnich praci se dlouhodobym
sledovanim pokusnych zvifat po ukonceni chronického podavani ANT nezabyvala a kdyZ byl FU
zahrnut v designu studie, tak byl ¢asto kratky (napft. 2 tydny od posledni ddvky ANT (Boutagy et al.,
2020). V literatufe byly také popsany smiSené ¢i nesignifikantni vysledky tykajici se ii¢inku ACE:i ¢i
sartant v primarni prevenci ANT navozené dysfunkce LK s rizn€ dlouhym FU (Vaynblat et al., 2002;
Sobczuk et al., 2020). Neni vylouceno, ze se téchto vysledcich jiz mohl odrazet snizujici se benefit z
podavani ACEi s odstupem od ukonceni chronického poddvani ANT a délka zvolené¢ho FU pak mohla
mit vyznamny vliv na velikost zjiSténého piinosu v téchto studiich.

Jestli je vySe uvedeny fenomén platny 1 pro klinické uziti ACEi v primérni prevenci ANT
kardiotoxicity zatim neni zfejmé. VéEtSina dosud provedenych klinickych studii sledovala pacienty po
ukonceni chemoterapie jen po omezenou dobu, a navic byl ACEi vZdy podavan az do samého konce
studie. Neni vyloucené, ze by komplexni u¢inek ACEi mohl kodeterminovat relativné maly rozdil v
LVEF zjistény oproti kontrolni skupiné bez ACEi v téchto studiich, coZz bylo téz diskutovano v
literatute (van der Meer et al., 2016). U¢inky navozené naslednym podavanim ACEi i v obdobi FU
byly studovany i v nasi praci (Publikace €. 2). Dal$i podadvani ACEi kralikiim ale evidentné nezvratilo
trend ve zhorSeni vétSiny parametri ve FU, nicméné byla patrna inhibice progrese do té¢Zkych forem
CHSS, coz zabranilo pied¢asnym uhynlim pokusnych zvifat. Zde se ale pravdépodobné mohly
uplatnit dobfe znamé ucinky ACEi vuci progresi CHSS a patologické remodelaci myokardu bez
ohledu na primarni etiologii patologického stavu.
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Vysledky nasi prace ukazuji, ze kardioprotekce indukovana ACEi a DEX se od sebe vzijemné
zasadné 1i8i. V piedchozi praci nasi skupiny (Jirkovsky et al., 2013) zajistilo podavani DEX (ptfed
kazdou davkou ANT) na totozném experimentalnim modelu témét kompletni kardioprotekcei, a to jak
na konci chronického podavani ANT, tak i po 10 tydnech FU. Dokonce i parcialni protekce navozena
DEX na témze modelu pfi zahajeni podavani tohoto 1éCiva az po dosazeni kumulativni davky ANT
300 mg/m? (tj. od 7. davky DAU) nedoznala Zadnych zmén v pribéhu FU. Kardioprotektivni udinek
DEX je tedy zjevné velmi staly bez ohledu na odstup od dokonceni chemoterapie, coz plyne i z dalsi
experimentalni prace (Lebrecht et al., 2007) s jesté delsim FU (30 tydnt). Udaje o dlouhodobém
benefitu z &by DEX jsou také dostupné z klinickych studii (Reichardt et al., 2018).

Dalsi publikace v tomto souboru komentovanych praci (Publikace ¢. 3) byla zaméfena na studium
mechanisma kardioprotektivnich u¢inktt DEX. Sérii farmakokineticky fizenych in vitro a in vivo
experimentll s exogennim podanim domnélého aktivniho metabolitu ADR-925 bylo dosazeno
vysledkl, které vyvraci hypotézu, ze kardioprotektivni G¢inky DEX vychézeji z chelatac¢nich
vlastnosti jeho hlavniho metabolitu. Tyto vysledky ale pomérmné dobie zapadaji do celé fady informaci
dostupnych v literatufe. Kardioprotektivni potencidl ADR-925 nebyl pozorovan ani v ptedchozi in
vitro praci (Hasinoff et al., 2003), avsSak tento vysledek byl davan do zdanlivé logické souvislosti
s hydrofilnim charakterem této molekuly, jez by mohl zpisobit nizkou penetraci ADR-925
sarkolemou do kardiomyocytl. NaSe vysledky ale vyvrétily tento pfedpoklad, jelikoZ intracelularni
expozice byla po inkubaci kardiomyocytti s ADR-925 jesté vétsi nez po inkubaci s DEX. Také je tfeba
pfipomenout, Ze ADR-925 tvoii s volnymi ionty Zeleza komplexy, kterou jsou stale redoxné aktivni
(Thomas et al., 1993), coz je v rozporu s predpoklddanou ochranou myokardu pied oxida¢nim
poskozenim navozenym ANT. Tyto vysledky také osvétluji, pro¢ v ptfedchozich pokusech lipofilngjsi
derivaty ADR-925 se snadnéjs$i penetraci do intracelularniho kompartmentu kardiomyocytu
nevykazovaly zadny kardioprotektivni potencidl (Jirkovska-Véavrova et al., 2015). Tyto vysledky také
pomohly vysvétlit, pro¢ fada derivati DEX neméla zadnou kardioprotektivni aktivitu, ackoliv mohly
byt podobné jako DEX metabolizované na chelatujici metabolity blizké ADR-925 (Martin et al.,
2009; Jirkovska-Vavrova et al., 2015; Jirkovska et al., 2021; Pokorna et al., 2022). Ve svétle téchto
vysledkd je také zfejmé, pro¢ u€innéjsi a selektivnéjsi chelatory zeleza, které tvofi redoxné¢ inaktivni
komplexy s témito ionty (napf. deferoxamin ¢i deferipron) neposkytovaly podobny kardioprotektivni
ucinek jako DEX (Herman et al., 1994; Popelova et al., 2008).

V komentované praci (Publikce ¢. 3) byl navrzen i alternativni mechanismus kardioprotektivniho
ucinku DEX, a to katalytickd inhibice TOP2B prostiednictvim parentni molekuly DEX. Tento Gi¢inek
nesouvisi s konkrétni optickou izomerii molekuly DEX a mlZe se uplatnit za klinicky relevantnich
koncentraci a podminek. DEX také navozuje depleci TOP2B v kardiomyocytech in vitro a in vivo,
coz je zieym¢ nasledek inhibice této molekuly zprostiedkovany aktivitou UPS (Deng et al., 2014).
Zdali pro uc¢innou kardioprotekci staci pouze katalytickd inhibice TOP2B nebo je nutna i deplece
tohoto enzymu v kardiomyocytech, neni prozatim jasné. Souvislost mezi kardioprotektivnimi Gi¢inky
DEX a inhibici TOP2B bylo dale v této praci potvrzeno prostiednictvim analyzy G€inkl ethylmethyl
derivdt DEX (oznaCovaného EMD), protoze vyznamné odliSny protektivni potencial jeho
diastereoizomeri vici ANT kardiotoxicité koreloval s jejich schopnosti inhibovat TOP2B (chelatacni
schopnosti jejich metabolitli byly pfitom témét totozné). Souvislost kardioprotektivniho Uc¢inku s
inhibici TOP2B také vyplynula z hodnoceni kardioprotektivniho t¢inku derivati DEX v ptechozich
studiich. VétSina 1 velmi malych obmén chemické struktury DEX vedla ke ztrat€ inhibice TOP2B a
ve vSech ptipadech vedlo ke ztraté kardioprotektivniho u€inku in vitro 1 in vivo (Martin et al., 2009;
Jirkovska-Vavrova et al., 2015; Kollarova-Brazdova et al., 2020; Jirkovska et al., 2021). Naopak
derivat DEX s vys§i inhibi¢ni Gi¢innosti viici TOP2B, nez DEX byl nésledné také shledan ¢innéj$im
kardioprotektivem viici ANT kardiotoxicité in vitro 1 in vivo (Jirkovska et al., 2021; Kollarova-
Brazdova et al., 2021).

Z recentnich vysledkli obecné vyplyva, ze kardioprotektivni i¢inek DEX je zaloZen na interakci
parentniho 1é¢iva s TOP2B vedouci k tzv. katalytické inhibici aktivity tohoto enzymu bez poskozeni
DNA. Timto mize byt tento enzym chranén pred ufinkem ANT, ktery by jinak jako tzv.
topoizomerazovy jed navodil poSkozeni DNA vyustujici v dvojité zlomy. Tento nalez byl potvrzen v
Publikaci €. 3 stanovenim fosforylace histonu H2AX, coZ je marker poSkozeni DNA. Tato teorie
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odpovida vysledkim hodnoceni DDR v myokardu po akutnim podani ANT v Publikaci ¢.2. Zde
podani DEX pied ANT velmi efektivné zabranilo ANT indukované aktivaci DDR signalizaci v
myokardu kralika za podminek, kdy toto 1é¢ivo plisobi kardioprotektivné v chronickém experimentu.
Recentni prace nasi skupiny také ukdzala, ze inhibi¢ni Gc¢inek derivati DEX viici ANT indukované
DDR v myokardu velmi dobfe koreluje s jejich kardioprotektivni Gi€innosti vici chronické ANT
kardiotoxicité (Kollarova-Brazdova et al., 2021). ProtoZe stejny i€¢inek DEX 1ze ocekavat i na TOP2A
v nadorovych buiikach, vyvstava otdzka, jestli DEX a jeho derivaty stejnym mechanismem nemohou
chranit i nadorové bunky pred toxicitou ANT. Vysledky prezentované v Publikaci ¢. 3, dalsi vysledky
nasi skupiny (Jirkovské et al., 2021; Kollarova-Brazdova et al., 2021) i data publikovéna jinymi
autory (Pearlman et al., 2003) tuto obavu nepotvrzuji. Mechanistické vysvétleni téchto nalezt si ale
vyzada dalsi studium.

Vsechna tato data velmi dobfe koresponduji s prulomovou praci, ktera prokéazala, Ze podminéna
geneticka delece TOP2B v kardiomyocytech zabraniuje indukci ANT kardiotoxicity (Zhang et al.,
2012). Kardioprotekce DEX tedy ziejmée smétuje piimo k inicidlnimu kroku vedoucim k indukci ANT
kardiotoxicity, proto piedchazi navozeni toxicity a poskytnuty benefit je evidentné trvaly. Naopak
ACEi, ktery dle vysledkti prezentovanych v Publikaci 2 nemé na TOP2B zadny ucinek, neovliviiuje
ANT navozenou DDR signalizaci v myokardu po podani ANT, a proto poskytuje pouze doCasny
benefit, ktery je patrné zaloZen na ovlivnéni nizSich urovni patogeneze rozvijejiciho se toxického
poskozeni a srdecni dysfunkce. Tomu ze ACEi neovliviiuji primarni pfi¢iny ANT kardiotoxicity by
mohly odpovidat i vysledky klinické studie ICOS ONE (Cardinale et al., 2018). Zde totiz uziti ACE1
v priméarni a sekundarni prevenci vi¢i ANT kardiotoxicité¢ vedlo k identickym vysledkim, coz
znamena, Ze ovlivnéni inicidlnich mechanismii pro uGcinek téchto 1éCiv ziejmé neni klicové.
Pokracovani klinické studie PRADA (Heck et al., 2021) pak piineslo velmi zajimavou informaci o
tom, ze plivodné zjiStény maly, ale statisticky vyznamny benefit plynouci z uziti sartanu v primarni
prevenci ANT kardiotoxicity (Gulati et al., 2016), zcela vymizel pfi nasledném dlouhodobém
sledovani téchto pacientli (Heck et al., 2021). Tyto vysledky by mohly odpovidat sniZzujicim se
kardioprotektivnim uc¢inkiim ACEi ve FU u zvifat v nasich pokusech (Publikace ¢.2). Pii hodnoceni
kardioprotektivniho potencialu ACEi, sartanti a dalSich 1éCiv uzivanych pro lé€bu HFrEF v
experimentu i klinické praxi je ztejmé velmi dilezité zaméfit se na vysledky této intervence s delSim
casovym odstupem od ukonceni chemoterapie ANT. Pro definitivni klinické zavéry o roli ACEi v
primarni prevenci chronické ANT kardiotoxicity je tfeba vice dat z RCT (Vaduganathan et al., 2019).
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5 Zavéry

Vysledky této prace naznacuji, Ze klinicky uZzivané PI (bortezomib a karfilzomib) poddvané v
monoterapii vykazuji jen velmi omezené znamky kardiotoxicity in vitro a in vivo u mladych
dospélych pokusnych zvifat a z nich izolovanych primdrnich kardiomyocyti (AVCM). V téchto
podminkach také oba studované PI nezvysuji riziko kardiotoxicity ANT, a to i1 piesto, ze aktivitu
proteazomu v myokardu mohou vyznamné inhibovat a samotnd ANT kardiotoxicita vede k poruchdm
funkce UPS. Vys$§i toxicitu ovSem navozuji studované PI vic¢i primarnim neonatalnim
kardiomyocytim (NVCM), a to zejména v kombinaci s ANT, coz je v souladu s dostupnou
literaturou. Vzhledem k tomu, Ze se tato 1é¢iva uzivaji pouze u dospélych pacient, tak tyto alarmujici
vysledky maji ziejmeé omezeny klinicky vyznam. Uvedené rozdily v citlivosti mezi AVCM a NVCM
mohou souviset s rozdilnou fyziologickou aktivitou proteazomu jednotlivych podjednotek. Tato prace
nenaznacuje, ze by riziko kardiotoxicity plynouci z kombinace téchto protinddorovych IéCiv u
mladych dospélych jedincti bylo vyssi nez v monoterapii ANT.

V dalsi praci byla pozornost vénovana studiu kardioprotektivnich u¢inkt DEX a ACEi v primarni
prevenci chronické ANT kardiotoxicity in vivo. Zde bylo zjisténo, ze ACEi mohou ve vétsSing
studovanych parametrii navodit vyznamny kardioprotektivni u¢inek v obdobi postupného rozvoje
chronické kardiotoxicity. Tento benefit se pfitom neomezuje jen na inhibici remodelace myokardu a
funkénich aspekti ANT toxicity ¢i mortalitu spojenou s pokro¢ilym CHSS. ACEi také mohou
inhibovat rozvoj ANT indukovanych degenerativnich zmén kardiomyocytl. Nicméné tento benefit je
ve vSech aspektech docCasny a vyznamné sldbne pii nasledném sledovani pokusnych zvirat po
ukonceni chemoterapie véetné mozZnosti vyskytu t€zkych forem CHSS vyust'ujici v pfedcasny thyn
pokusnych zvifat. Tuto tendenci nelze G€inné zvratit zvySenim davky ACEi ani delSim podavanim
toho 1é¢iva ve FU po ukonceni podavani ANT. Uvedend zjisténi také jasné poukazuji na vyznam
nasledného sledovani pro adekvatni zhodnoceni kardioprotektivniho potencidlu ACEi v primérni
prevenci chronické ANT kardiotoxicity.

Kardioprotektivni U¢inky ACEi se tedy vyznamné 1i§i od DEX, ktery navozuje robustni
a dlouhodobou kardioprotekci vii¢i ANT kardiotoxicité. Divodem jsou patrné odliSné mechanismy
ucinku obou lé€iv. DEX zfejmé ucinkuje prostfednictvim katalytické inhibice TOP2B v
kardiomyocytech, kde ptfedchazi ANT-navozenému poskozeni DNA a indukci DDR signalizace v
myokardu, coz odpovida novéjsi hypotéze o mechanismu vzniku ANT kardiotoxicity. Ziskané dikazy
také jednoznaéné¢ hovoii proti vyznamné uloze chelatatnich metabolith DEX v navozeni
kardioprotektivniho u¢inku DEX. Tato zjiSténi zpochybiiuji nejen dosud pievladajici mechanismus
kardioprotektivniho u¢inku DEX, ktery pfedpokladd vyvazani voln¢ho zeleza z komplexu s ANT
prostiednictvim metabolith DEX, ale i platnost tradi¢ni teorie vzniku ANT kardiotoxicity
zduraziujici roli volnych ionti Zeleza a tvorby ROS (tzv. ,,ROS and iron “ hypotéza). Tento nalez by
téZ mohl wvysvétlit, pro¢ se selektivngjSich chelatory Zeleza neuplatnily v prevenci ANT
kardiotoxicity. ACEi neovliviiuji TOP2B dependentni poSkozeni myokardu navozené ANT, coZ by
mohlo vysvétlovat méné UcCinnou, a pfedevSim nestdlou kardioprotekci pozorovanou s uZzitim
perindoprilu v této praci. ACE1 tedy zfejmée ucinkuji jen na nizsi patogenetické mechanismy rozvoje
ANT kardiotoxicity, coz se s ohledem na vysledky této prace jevi celkové méné efektivni.
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