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Souhrn

Tato disertatni prace je komentovanym souborem slozenym ze 3 puavodnich praci
publikovanych v mezindrodnich odbornych casopisech. V prvni C¢asti se zabyva
experimentalnim studiem kardiotoxicity proteazomovych inhibitori (PI) bortezomibu a
karfilzomibu, coz jsou biologicky cilena 1é¢iva pro 1€cbu 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 dobte
popséno, jednim z hlavnich cild bylo prozkoumat kardiovaskularni bezpecnost této
kombinace. K této otazce byla v podminkach in vitro ziskana rozdilna data v zavislosti na
zvoleném experimentalnim modelu (primarnich kardiomyocyty izolované z novorozenych vs.
dospé€lych potkani, NVCM vs. AVCM). Oba PI vyznamné zvySovaly cytotoxicitu ANT u
NVCM, ale nikoliv u AVCM, i piesto Ze inhibice aktivity proteazomu byla u AVCM po
expozici PI jeSt€ vyraznéj$i. Oba PI podavané in vivo v maximalni tolerované davce v
kombinaci s ANT nemély vyznamny negativni vliv na parametry chronické ANT
kardiotoxicity na 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 homeostdzy pozorovanou v myokardu po chronickém
podavani ANT. Celkové se tedy zda, Ze kardiotoxicky potencial obou studovanych PI je
alespon u mladych dospélych zvifat omezeny a ziskané dikazy nenasvédcuji tomu, Ze by tato
1é¢iva v uvedenych podminkach vyznamné zvySovala riziko kardiotoxicity a chronického

selhani navozené ANT.

Inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEi) se dle n¢kterych tdajh z literatury jevi
jako potencidlng slibna 1éCiva, kterd by mohla chranit myokard pted indukci chronické ANT
kardiotoxicity pfi jejich uziti v primarni prevenci (tj. pfi podavani v pribchu celé chemoterapie
ANT). Cilem této ¢asti bylo prozkoumat tuto hypotézu na experimentalnim modelu zejména
s ohledem na uCinnost této intervence v obdobi nasledného sledovani po dokonceni
chemoterapie ANT (tzv. follow up, FU). DalSim cilem bylo popsat pfipadné molekularni
mechanismy, které¢ se na tomto potencialnim benefitu podileji. Na in vivo modelu u kralika
bylo zjiSténo, Ze podavani klinicky relevantnich davek ACEi perindoprilu mé na rozvoj
chronické ANT kardiotoxicity odlisny vliv v zavislosti na délce FU. Tyden po dokonceni
chronického podavani ANT byla v kombinacni skupiné¢ pozorovana kompletni prevence ¢i
vyrazné snizeni vétSiny hodnocenych parametrti kardiotoxicity, a to vcetné¢ zndmek
degenerativniho poskozeni kardiomyocyt. Nicmén¢ po 3 tydnech FU bylo patrné vyznamné

zhorSeni vétSiny sledovanych parametri kardiotoxicity, pficemz zvySeni davky perindoprilu



tomuto vyvoji nezabranilo. Tyto vysledky byly potvrzeny v dalSich experimentech s
prodlouzenim FU na 10 tydnd, kde byla navic popsana dalsi progrese systolické dysfunkce 1
morfologického poskozeni myokardu, vcetné vyskytu uhyni v dasledku tézkych forem
srde¢niho selhani. Nasledné podavani perindoprilu i v pribéhu prodlouzené¢ho FU zabranilo
predCasnym Uhynim a rozvoji tézkych forem srdecniho selhdni, ale nezvratilo trend
postupného snizovani benefitu plynouciho z podavani ACEi. Protoze DEX v ptedchozich
experimentech na stejném modelu zajistil témét kompletni a stalou kardioprotekci (bez
vyznamnych zmén v pribéhu 10tydenniho FU), byly zkoumany mozné mechanismy
vysveétlujici tyto rozdily. Na rozdil od DEX perindopril ani jeho aktivni metabolit nemél vliv
na aktivitu rekombinantni TOP2B in vitro a podani perindoprilu in vivo neovlivnilo p53-
dependentni signalizaci spojenou s bunéénou odpovédi na poskozeni DNA (DDR) v
myokardu kralika po jednordzovém podani ANT. Tato studie také ukazala, Ze benefit navozeny
ACEi v priméarni prevenci ANT kardiotoxicity je na rozdil od DEX z velké casti pouze
docasny, coz mize souviset s absenci vlivu ACEi na ANT navozené a TOP2B-dependentni

poskozeni DNA a aktivaci DDR v myokardu.

Ve treti studii byly zkoumény mechanismy kardioprotektivniho uc¢inku klinicky uzivaného
kardioprotektiva DEX. Farmakokinetické experimenty prokazaly, Ze exogenni podani
predpokladaného aktivniho metabolitu DEX (ADR-925) s chelata¢nimi ti¢inky mtize navodit
stejné nebo vyssi koncentrace této latky in vitro v NVCM a in vivo v myokardu krélika, nez
jakeé jsou zjistitelné po podani parentni latky. Nicméné exogenni podani ADR-925 nem¢lo na
rozdil od DEX Zadny protektivni ti¢inek viici ANT kardiotoxicité in vitro ani in vivo. Parentni
molekula DEX ovSem inhibuje rekombinantni TOP2B in vitro v koncentracich, kdy toto 1é¢ivo
navozuje kardioprotektivni Gi€inky a také depletuje tento enzym in vitro v NVCM a in vivo v
myokardu krélika a brani ANT navozenému poSkozeni DNA. Spojeni G¢inné kardioprotekce
navozené¢ DEX s ovlivnénim TOP2B bylo téz podpotfeno experimenty s diastereoizomery
nového derivatu DEX. Tyto vysledky hovoii proti platnosti tradi¢ni hypotézy vysvétlujici
protekei proti ANT kardiotoxicité navozenou DEX chelatacnimi vlastnostmi jeho metabolitu
ADR-925 a naopak podporuji vztah parentni molekuly DEX ke katalytické inhibici TOP2B a

prevenci ANT navozeného poSkozeni DNA.



Summary

The present Ph.D. thesis is a commented collection of 3 original articles published in respected
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. In 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 PIs 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 ANTSs 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 (ACEi) 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) and possible mechanisms involved herein.
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-week FU, most of these cardiotoxicity parameters significantly deteriorated
which could not be rescued by increased ACEi dose. These results were confirmed in the
experiments with 10-week FU, where further progression of the ANT-induced cardiac damage
occurred in the extended drug-free FU 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 vitro 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 protinadorového ucinku antracyklini (ANT) (Dimarco et al., 1964) pfisp¢l
k vyznamnému prilomu v onkologické 1écbé v druhé poloviné 20. stoleti. Zafazeni téchto
1é¢iv. do chemoterapeutickych rezimti vyznamné zvySilo tUspéSnost 1écby fady
hematologickych i solidnich nadorti u déti i dospélych. Ackoliv v nasledujicich desetiletich
doslo v této terapeutické oblasti k dramatickym zméndm (zejména diky uvedeni do klinické
praxe biologicky cilené protinadorové 1écby), zlistavaji tato 1éCiva i dnes zékladnim kamenem
1é¢by tady malignit (Kiss et al., 2022). Divodem je pfedevsim jejich vysokd uc¢innost u
Sirokého spektra nadord vykazujicich dostatecnou odpovéd na 1écbu a spiSe nez jejich
vytlaceni z klinické praxe lze pozorovat jejich kombinaci s biologicky cilenou lé¢bou

k dosaZeni maximalni terapeutické odpovédi (Cortes-Funes et al., 2007; Kiss et al., 2022).

1.1.1 Historie, chemicka struktura a postaveni v klinické praxi

Antracykliny (ANT) jsou protinadorovymi antibiotiky, kterd byla poprvé izolovana v pribéhu
60. let 20. stoleti z bakteridlnich kultur rodu Streptomyces (sp. peucetius a ceruleorubidus).
Do klinické praxe byly ANT velmi tspé€$n¢ uvedeny v pribéhu nasledujiciho desetileti
(Bloomfield et al., 1972; Blum et al., 1974). Prvnim ANT schvalenym pro uziti v klinické
praxi byl daunorubicin (DAU; nékdy téz zvany daunomycin). Brzy po ném nésledoval
doxorubicin (DOX; také nékdy zvany jako adriamycin dle chranéného nadzvu prvniho lé¢ivého
ptipravku), ktery je nejéastéji klinicky uzivanym ANT viibec. Uspéch obou 1é¢iv v klinické
praxi podnitil dal$i vyzkum v této oblasti, ktery vyustil v implementaci n€kolika dalSich ANT
do klinické praxe (zejména epirubicinu a idarubicinu, 2. generace ANT) (Martins-Teixeira et

al., 2020).

Z hlediska chemické struktury patii ANT mezi glykosidy skladajici se z planarniho
antrachinonového aglykonu a aminocukru daunosaminu. Tetracyklicky antrachinonovy
aglykon je znam svou schopnosti interkalovat mezi sousedni pary bazi DNA. Semichinonova
¢ast se poté muze Ucastnit chelatace volnych iontl Zeleza a redoxni cyklizace s naslednou
tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS). Daunosamin se patrné podili na inhibici enzymu
topoizomerazy II (TOP2) a také na poskozeni struktury chromatinu (Martins-Teixeira et al.,
2020; van der Zanden et al., 2021). DAU se li§i od DOX jedinou hydroxylovou skupinou na
karbonylu navazaném na antrachinonovy aglykon. Epirubicin je epimerem DOX s odliSnou

stereoizomerii hydroxylu na daunosaminu. ANT se zejména diky svému aglykonu jevi jako



pomérné lipofilni latky, ale pti fyziologickém pH maji diky kladnému nédboji na primarnim
aminu daunosaminu spiSe amfifilni charakter (Regev et al., 2005; Martins-Teixeira et al.,

2020).

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

ANT se v klinické praxi pouzivaji zejména v kombinaci s dal§imi cytostatiky (Kiss et al.,
2022). Zatimco se DAU vyznamné uplatnil v 1écbé akutni lymfoblastické a myeloblastické
leukémie, DOX zahrnuje Sirsi spektrum onkologickych indikaci (SmPC Doxorubicin Teva®;
Kiss et al., 2022). DOX je indikovan napt. v 1é€bé karcinomu prsu, non-Hodgkinovych 1
Hodgkinovych lymfomi, mnohocetného myelomu (MM) €i u vzacnych onemocnéni jako jsou
sarkomy kosti a mekkych tkani. Epirubicin se pouziva zejména v terapii karcinomu prsu.
Idarubicin se pouziva v 1é€bé akutni myeloblastické a lymfoblastické leukémie, kde z ¢asti
nahrazuje tradiéné uZzivany DAU. ANT jsou nové kombinovany s fadou modernich biologicky
cilenych 1é¢iv, coZ vedlo ke zvySeni GspéSnosti 1éE€by u jinak obtizné 1é¢itelnych tumort (Hahn
et al., 2021; Kiss et al., 2022). Prikladem je kombinace ANT s trastuzumabem u HER2
pozitivniho karcinomu prsu (Mohan et al., 2018) nebo kombinace s proteazomovymi

inhibitory (napft. s bortezomibem) v 1écbé MM (Terwilliger et al., 2017).

1.1.2 Mechanismus protinadorového ucinku

Mechanismus protinddorového ucinku ANT nebyl ani po pul stoleti vyzkumu uspokojiveé
objasnén. Prvnim navrZzenym mechanismem byla interkalace (tj. vmezefeni) molekuly ANT
do DNA mezi pary bazi (C-G) prostiednictvim planarniho aglykonu vedouci k inhibici
replikace a transkripce DNA nadorovych bunék (Pigram et al., 1972). Tento mechanismus
zfejm€ sam o sob€ hraje pii klinicky relevantnich koncentraci ANT spiSe minoritni tlohu,
nicméné dle novéjSich informaci se muze podilet ¢i pfispivat k dalsSim mechanismiim

protinadorového ucinku téchto 1é¢iv (van der Zanden et al., 2021).



Za hlavnich mechanismus protinddorového ucinku je jiz delSi dobu povazovana inhibice
enzymu topoizomerazy Il alfa (TOP2A) (Chen et al., 2013; van der Zanden et al., 2021).
Topoizomerazy jsou enzymy potiebné k odstranéni topologickych problémil vyskytujicich se
behem replikace a transkripce v DNA. Enzym TOP2 katalyzuje vznik dvoutetézcovych zlomt
v DNA, ¢imz umoznuje feSeni piirozenych topologickych probléma. Proliferujici nadorové
buiky exprimuji zejména TOP2A, kterd je Gi¢inkem ANT ireverzibiln¢ inhibovdna. ANT
pusobi na TOP2A jako tzv. topoizomerazové jedy, tj. vedou ke vzniku stabilniho ternarniho
komplexu ANT-TOP2A-DNA. Protoze nemtize dojit k religaci rozpojenych fetézci DNA, v
kone¢ném disledku dochazi t¢inkem ANT ke vzniku permanentni dvojitych zlomt v DNA
(Chen et al., 2013; van der Zanden et al., 2021). Vznik dvojitych zlomii spousti bunécnou
signalizaci reagujici na poskozeni DNA (DDR, DNA damage response), kde centralni tlohou
hraje tumor supresorovy protein p53. V disledku jeho aktivace dojde k zastavé bunécného
cyklu a indukci apoptotické bunécéné smrti. Novéjsi studie naznacuji, ze mechanismus
protinddorového ucinku muize byt komplexnéjsi a jeho vyznamnou soucdsti mize byt i
poskozeni chromatinové struktury vypuzenim histondl z nukleazomu (van der Zanden et al.,

2021). Oxidaénimu stresu se v protinadorovém ucinku ptisuzuje spisSe mala role (Keizer et al.,

1990).

1.1.3 Davkovani, cesta podani a farmakokinetika antracyklinu

ANT se témét vyhradné podavaji intravendzné vétSinou formou kratké infuze do centralniho
Zilniho vstupu, aby se minimalizovalo riziko lokalniho poSkozeni Zilni stény ¢i extravazace
cytostatika do okolni tkané. Nejcastéji uzivany DOX se podava cyklicky s definovanymi
rozestupy (nejéastéji 21 dni) v davkach 60-75 mg/m?. Po i.v. podani se ANT rychle distribuuji
do vSech tkéni s vyjimkou mozku a varlat. Vysoké koncentrace jsou dosazeny v dobie
prokrvenych tkénich, mezi které patii i myokard (Danesi et al., 2002). ANT se vazi
na intracelularni komponenty (v jadfe na DNA a v mitochondriich na kardiolipin), coZ miize
byt dulezité i s ohledem na riziko rozvoje kardiotoxicity (Nicolay et al., 1984). K poklesu
plazmatické koncentrace eliminacni faze vétSinou dochazi bifazicky, ptfi¢emz druha faze je
typicky podstatné pomalejsi, coZ determinuje relativné dlouhy termindlni polocas eliminace
(kolem 48 h). Vétsina 1éciva je vyloucena zluci do stolice (cca z poloviny v nezménéné
form¢). Hlavni biotransformacni cestou je redukce karbonylu na C13 za tvorby hydroxylovych
metabolitli (napf. doxorubicinol, daunorubicinol) (Danesi et al., 2002). Tyto metabolity maji
nizs8i protinddorovou aktivitu, ale dle nékterych informaci by se mohly podilet na rozvoji ANT
kardiotoxicity (Olson et al., 1988). Parentni ANT jsou i substraty efluxnich transportérti jako
je P-glykoprotein.



1.1.4 Nezadouci u¢inky antracyklini mimo kardiotoxicitu

Pouziti ANT v klinické praxi je stejné jako u vétSiny cytostatik omezeno fadou akutnich
nezadoucich ucinkl a toxicit, které jsou ale vétSinou reverzibilni a zvladnutelné podptrnou
1écbou. Myelosuprese omezujici davku ANT mitize vést k zavazné neutropenii. DalSimi
Castymi NU je mukozitida, nevolnost, zvraceni a alopecie. Obavané jsou dlouhodobé
komplikace 1é¢by, které mohou mit vyznamny dopad na morbiditu, mortalitu a kvalitu Zivota
pacient dlouhodobé piezivajicich nddorové onemocnéni. Mezi vyznamné komplikace patii

riziko sekundarnich malignit a kardiotoxicita.

1.2 Antracyklinova kardiotoxicita

Kardiotoxicita je specifickou komplikaci protinadorové 1é€by ANT s vyznamnym dopadem
na jejich uziti v klinické praxi (Buja et al., 1973; Lefrak et al., 1973; Zamorano et al., 2016;
Sawicki et al., 2021). Muze se manifestovat fadou klinickych projevii, od navozeni
prechodnych poruch rytmu, pies aseptické myokarditidy a perikarditidy az po rozvoj dilatac¢ni
¢i restriktivni kardiomyopatie a chronického srde¢ni selhani (CHSS). Dle starSiho dé€leni lze
rozlisit akutni a chronické formy ANT kardiotoxicity, které se 1i§1 svym nastupem, manifestaci
a klinickym vyznamem (Gharib et al., 2002). Do akutnich forem se zahrnuji subklinické
zmény kardiovaskuldrnich funket, které se objevuji do 48 hodin po podani ANT (¢asto se jedna
o klinicky mélo vyznamné zmény na EKG) (Gharib et al., 2002; Zamorano et al., 2016).
Subakutné byl popsan vznik syndromu myokarditidy—perikarditidy, ktery se ale dnes
vyskytuje jen velmi ziidka (Gharib et al., 2002).

Z klinického hlediska jsou nejvyznamnéjsi chronické formy ANT kardiotoxicity, které jsou
vlastni v§em klinicky uzivanym lé¢iviim této skupiny (jedna se o tzv. class effect) a rozvijeji
se pomalu v pribé¢hu mésict aZ né€kolika let po chemoterapii (tzv. Casny a opozdény typ
chronické kardiotoxicity). Na rozdil od akutnich forem chronickd kardiotoxicity zavisi na
kumulativni davce ANT a je do zna¢né 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; Bristow et al., 1978). Vedle nekrotické bunééné smrti se
zde uplatiiuje 1 programovana bunécna smrt — apoptdza, ale patrné i dalsi formy programované
smrti (Dadson et al., 2020; Sawicki et al., 2021). Uvedené zmény vedou k rozvoji dilata¢ni
(ptipadné restriktivni) kardiomyopatie a CHSS, kter¢ je z velké ¢asti ireversibilni a omezené

odpovidajici na dostupnou lé¢bu (Ewer et al.,, 2015). ANT kardiotoxicita je typickym



prikladem typu I srdecni dysfunkce navozené protinddorovou lécbou (Ewer et al., 2015)

vykazujici vyznamné rozdily oproti typu II spojenym s biologicky cilenou 1é¢bou.

Klinicky vyznam klasifikace ANT kardiotoxicity na akutni, subakutni a chronickou formu je
v posledni dobé zpochybnovan. Symptomy akutni kardiotoxicity se vyskytuji velmi ziidka
a/nebo nejsou vétsinou klinicky vyznamné. Na druhé strané chronickd ANT kardiotoxicita
neni problémem pouze dlouhodobé 1éCby souvisejici s kumulativni davkou ANT, ale
pfedstavuje ur¢ité kontinuum pocinajici s jiz prvni davkou tohoto 1é¢iva. Kazda expozice ANT
patrn¢ predstavuje dil¢i nevratné poskozeni urcitého mnozstvi kardiomyocyta. Toto poskozeni
se klinicky nemanifestuje, dokud se nenakumuluje do urcité kritick¢é miry, kdy dojde
k vyC€erpani funkéni rezervy myokardu. Nasledné po vycerpani kompenza¢ni mechanismu
dojde k manifestaci symptomt (Ewer et al., 2015). Doposud neni ani jasné, nakolik se 1isi
pozdni chronickd kardiotoxicita pozorovana u déti i nékolik let az desetileti po prodélani

chemoterapie od ¢asnych forem chronické kardiotoxicity popisované piedevsim u dospélych.

1.2.1 Mechanismy vzniku chronické antracyklinové kardiotoxicity

Navzdory intenzivnimu experimentdlnimu i klinickému vyzkumu probihajiciho vice nez 40
let, patogeneze chronické ANT kardiotoxicity stale neni objasnéna. V minulosti pfevazovala
hypotéza vysvétlujici ANT navozené poSkozeni myokardu pomoci ptimého a/nebo nepiimého
navozeni oxida¢niho stresu (Thayer, 1977; Minotti et al., 2004a). V posledni dob¢ je stale
Castéji zminovana interakce ANT s beta izoformou enzymu TOP2 (TOP2B) vedouci k
poskozeni DNA kardiomyocytl (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 mitochondrialni
bioenergetiky prostiednictvim poskozenim mitochondridlni DNA, naruseni homeostizy Ca**
a zmény a poruchy exprese proteinli myofibril (Renu et al., 2018). V fadé ptipadl ale zlstava
nejasné, zdali se zminované mechanismy uplatituji i v klinicky relevantnich podminkach
(davkach/koncentracich a schématech podéni) a jedna se o primarni pfi¢inu vzniku chronickeé

ANT kardiotoxicity nebo spiSe o jeji nasledek, poptipadé jiz o diisledek indukce CHSS.

1.2.1.1 Oxidacni poSkozeni myokardu

Nejcastéji citovanou teorii mechanismu vzniku chronické ANT kardiotoxicity je hypotéza
stavici do poptedi vyznam oxida¢niho stresu a oxida¢niho poskozeni myokardu (Thayer, 1977;
Davies et al., 1983; Doroshow, 1983; Wallace, 2003; Simunek et al., 2009). ANT mohou

navodit oxidacni stres prostfednictvim redoxni cyklizace svého aglykonu. Chinonova ¢ast



aglykonu miize byt enzymaticky redukovéana za vzniku semichinonového radikalu, ktery po
interakci s kyslikem vede k tvorbé superoxidu (Thayer, 1977; Doroshow, 1983). Dale tato
molekula dismutuje na peroxid vodiku (spontanné nebo podstatné efektivnéji za katalyzy
superoxiddismutazou). V pfitomnosti volnych iontl zeleza pak mohou vznikat jesté podstatné
reaktivnéjsi a toxictéjsi hydroxylové radikaly (Keizer et al., 1990; Minotti et al., 2004b;
Simunek et al., 2009), a to jednak z peroxidu vodiku prostfednictvim tzv. Fentonovy reakce a
pak také po utvofeni komplexu iontl zeleza s ANT aglykonem. Komplex ANT-Fe je totiz
redoxn¢ zna¢n¢ aktivni a muize za fyziologickych podminek cyklicky produkovat jak
superoxid, tak 1 pfimo hydroxylové radikaly. Spojenim téchto teorii vznikla tzv. ,,ROS and
iron* hypotéza vzniku ANT kardiotoxicity (obr. 2), kterd byla nasledné jest¢ posilena
objevenim kardioprotektivniho ucinku lé¢iva dexrazoxanu (DEX) (Myers, 1988; Hershko et
al., 1993b; Hrdina et al., 2000; Minotti et al., 2004a; Stérba et al., 2013), jez muze
prostfednictvim svého metabolitu odnimat volné ionty Zeleza z tohoto komplexu. Rané studie
ukazaly, Ze pretizeni zelezem zvysuje toxicitu DOX in vitro a in vivo (Hershko et al., 1993a).
Vedle piimé indukce tvorby ROS prostiednictvim molekuly samotného ANT mize mohou
tato 1éCiva prispét k oxida¢nimu stresu v myokardu téZ nepiimo — naptiklad indukci exprese
NADPH oxidaz (NOX), jez katalyzuji vznik superoxidu/peroxidu vodiku, nebo oslabenim
antioxidaéni kapacity kardiomyocytd (napf. snizenim exprese SOD2) (Stérba et al., 2013;

Renu et al., 2018).
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Obr. 2. Antracyklinem zprostiedkovana tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) s u¢asti volnych iontia
Zeleza (tzv. ,,ROS and iron hypothesis*). Kruh C aglykonu mize byt redukovan flavoproteinovymi enzymy
(Fp, zejména komplexem I dychaciho fetézce v mitochondriich), ¢imz vznikaji semichinonové radikaly. Ty po
interakeci s kyslikem davaji vznik superoxidového aniontu (O2"), jez nasledné dismutuje na peroxid vodiku (H>O,)
za katalyzy superoxiddismutazou (SOD). VoIné ionty zeleza pak mohou katalyzovat tvorbu hydroxylovych



radikald (*OH) jednak z peroxidu vodiku (H»0,) tzv. Fentonovou reakci a pak také po tvorbé komplexu s
aglykonem ANT. Komplex ANT-Fe*" miZe byt redukovan enzymaticky & glutathionem (GSH). P#i néasledné
reakci s kyslikem vznikaji superoxidové anionty, zatimco reakci s peroxidem vodiku jsou tvofeny piimo
hydroxylové radikaly.

1.2.1.2 TOP2B-dependentni poSkozeni myokardu

TOP2B je dominantni izoformou enzymu TOP2 v dospélych termindlné diferencovanych
kardiomyocytech, pficemz izoforma TOP2A zde neni téméi exprimovana (Deweese et al.,
2008; Vejpongsa et al., 2014). Souvislost mezi vznikem ANT kardiotoxicity a TOP2B byla
nejprve navrzena na zaklade in vitro pokust provedenych na bunééné linii H9¢2 (Lyu et al.,
2007; Deng et al., 2014). Tato data se ovSem ukazala byt spornd pravé diky zvolenému
bunéénému modelu. Nejenze se H9¢2 buiniky znacné 1isi od primarnich kardiomyocytt, ale na
rozdil od kardiomyocyta také diky aktivni proliferaci exprimuji jak TOP2B, tak i TOP2A
(Lenco et al., 2015). Pro pochopeni vyznamu interakce ANT s TOP2B byla prulomovou praci
studie Zhang et al. (2012) dokazujici zZe, delece genu pro TOP2B v kardiomyocytech dovede
zabranit rozvoji ANT kardiotoxicity v kardiomyocytech in vitro 1 in vivo na mySim modelu
chronické ANT kardiotoxicity (Zhang et al., 2012). V této studii bylo také ukdzano, Ze tato
interakce vede k poSkozeni DNA kardiomyocyti, aktivaci DDR, apoptotické bunécné smrti a
poskozeni transkripéni regulace mitochondridlni biogeneze s naslednym vznikem
mitochondrialni dysfunkce a sekundarn€ i1 k produkci ROS (obr. 3). Ackoliv se tato teorie
dockala pozitivniho ptijeti odbornou vetejnosti, stale zde existuje fada nejasnosti. Napiiklad
neni jasné, zda je tento mechanismus toxicity dominantni a ostatni popsané patogenetické
mechanismy jsou jim podminény, jak vyplyva z vySe uvedené studie, nebo zda se uplatiiuje
soub&zné s dal§imi probihajicimi d&ji. Platnost této hypotézy také nebyla ovéfena u vétsich
laboratornich zvifat mimo hlodavce a v neposledni fad¢ nebyly prozkoumany a definovany
komplexni patogenetické mechanismy vedouci od opakované interakci s TOP2B az k rozvoji
CHSS. Nékteré zdroje také uvadéji, Ze aktivace DDR v myokardu neni primarné¢ TOP2B
dependentni, ale je zadvisla na ANT indukované tvorbé ROS (Huang et al., 2011).
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Obr. 3. Hypotézy patogeneze antracyklinové (ANT) kardiotoxicity stavici do popredi topoizomerazu I1
beta (TOP2B). ANT ptisobi v jadfe kardiomyocytti na TOP2B jako topoizomerazovy jed, coz vede k poskozeni
DNA dvojitymi zlomy a aktivaci bunéné odpovédi na poskozeni DNA (DDR, DNA damage response), ktera je
koordinovéana tumor supresorovym genem p53 (p53). Timto zptisobem je navozena apoptoticka signalizace a
transkripéni zmény vedouci k poruse mitochondridlni biogeneze, jejiz hlavnim regulatorem je PGCla
(peroxisome  proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 — alpha). Porucha transkripce
mitochondrialnich proteinii z nuklearni i mitochondridlni DNA pak vede k poskozeni struktury i funkce
mitochondrii, sekundarni produkei reaktivnich forem kysliku (ROS) a poruse tvorby ATP. Tyto déje pak mohou
vést k degenerativnim zménam a bunééné smrti kardiomyocytl. Volné upraveno dle Vejpongsa and Yeh, 2014.

1.2.1.3 Dysregulace proteazomu
V eukaryotickych bunkéch je ubikvitin-proteazomovy systém (UPS, obr. 4) hlavni cestou pro
cilenou ATP-dependentni degradaci nezddoucich proteinti, at’ uzZ mutovanych, oxidovanych,

Spatné sloZzenych nebo jiz nepotiebnych (Hershko et al., 1998; Lecker et al., 2006).

Ubikvitinace cilového proteinu Rozpoznani proteazomem a degradace

1. krok 2. krok 3. krok

Obr. 4. Ubikvitinace proteinu urceného k degradaci a jeho Stépeni 26S proteazomem. Protein urceny
k degradaci je oznaen molekulou ubikvitinu (3stupniovy proces katalyzovanymi enzymy EI-E3).



Polyubikvitinovany protein je rozpoznan a rozloZen prostednictvim 26S proteazomu. Voln& upraveno dle (Wang
et al., 2006).

Tyto proteiny jsou oznaceny malym proteinem ubikvitinem a vznikly komplex je nasledné
rozpoznadvan multienzymovym komplexem — 26S proteazomem. Ubikvitinace proteinu
uréeného k degradaci vyzaduje 3 postupné kroky k dosazeni polyubikvitinovaného produktu,
které jsou katalyzovany 3 raznymi tfidami enzymu (E1 az E3, obr. 4). V prvnim kroku je
ubikvitin enzymaticky aktivovan pomoci enzymu E1. Nésledné je aktivovany ubikvitin
pfenesen na enzym E2, se kterym je konjugovan. Posledni krok je pfeneseni ubikvitin na
cilovy protein pomoci enzymu E3 (ubikvitin-protein ligaza). Tento proces se nékolikrat
opakuje, dokud nevznikne polyubikvitinovy fetézec, ktery je nasledné rozpoznan regula¢nimi
podjednotkami 19S proteazomu (obr. 5), které maji tvar prstence s vikem. Proteolyticka
kapacita je pak spojena s 20S proteazomem, coz je struktura o tvaru dutého valce, a jeho
podjednotkami B1, B2 a B5 s aktivitou podobnou kaspaze (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 primadrnim cilem inhibitorii proteazomu uZivanych
v protinddorové 1é€bé (Dou et al., 2014). Protein ureny k degradaci je pii prichodu 20S

proteazomem §tépen na jednotlivé oligopeptidy.

195 Proteazom
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Proteazom 20S Proteazom

195 Proteazom

Obr. 5. Struktura 26S proteazomu. 26S proteazom se sklada z 19S proteazomu a 20S proteazomu. Proteazova
aktivita je spojena s podjednotkami B1, 2 a 5 20S proteazomu.

Kardiomyocyty jsou fyziologicky vystaveny trvalé intenzivni zatézi, ktera zvySuje riziko
poskozeni mnoha proteinid klicovych pro zajisténi jejich adekvétni struktury a funkce
(Christians et al., 2012). Insuficience UPS vede k nedostatecné kontrole kvality proteintl, coz
muZe samo o sob¢ vyustit v poSkozeni kardiomyocyta, mj. 1 tzv. proteotoxicitou kumulujicich
se agregatii Spatn¢ slozenych proteinti, a/nebo pfimo v jejich bunéénou smrt (Shukla et al.,
2019; Maejima, 2020). Efektivni kontrola kvality proteinti diky UPS je pro kardiomyocyty

zasadni, protoZe tyto termindlné diferencované bunky vykazuji minimalni schopnost



regenerace, tudiz je nutné zajistit jejich dlouhodobé pieziti, coz je do zna¢né miry zalozeno na
kontinuélni selektivni obméné poSkozenych proteinli prosttednictvim UPS (Maejima, 2020).
V neposledni fadé se UPS ucastni regulace dostupnosti a aktivity celé fady transkripcnich
faktorti se zasadni dilezitosti pro kardiomyocyty za normalniho i patologického stavu.
Toxické posSkozeni myokardu ANT piedstavuje vyrazny zasah do proteinové homeostazy
myokardu a neni vylouceno, ze by tento proces mohl mit podil v patogenezi degenerativnich
zmén kardiomyocytll navozenych pravé ANT (Kumarapeli et al.,, 2005; Dimitrakis et al.,
2012). Z dostupnych informaci také vyplyva, ze ANT mohou vyznamné zasahovat do exprese
a funkce jednotlivych slozek UPS v myokardu — naptiklad zvySuji expresi E3 ligazy a
proteazomovych podjednotek a zvySuji proteolytickou aktivitu proteazomu (Kumarapeli et al.,
2005; Liu et al., 2008a; Sterba et al., 2011; Sishi et al., 2013). Bylo téz publikovano, Ze se
proteazom piinejmensim v nddorovych bunkach také ticastni transportu ANT do bunécného

jédra (Kiyomiya et al., 2001).

1.2.2 Rizikové faktory uplatiiujici se v rozvoji antracyklinové kardiotoxicity

Zavaznost poskozeni myokardu ANT vykazuje vyznamnou interindividudlni variabilitu (Ewer
et al., 2015; Sawicki et al., 2021). Byly definovany rizikové faktory (RF), které pacienty

vvvvvv

tabulce nize.

Rada RF (napt. velikost kumulativni davky, pre-existujici kardiovaskularni onemocnéni) jsou
dobte zdlvodnitelné a opiraji se o konzistentni dikkazy. U n&kterych RF nejsou pficiny zcela
jasné. Dlouhodob¢ se naptiklad uvadi, ze zenské pohlavi predisponuje pacienty k vys$Simu
riziku kardiotoxicity. Z podrobnéjsi analyzy ale vyplynulo, Ze konzistentnéji Ize tento vztah
nalézt pouze u prepubertalnich divek a u zen po menopauze (Cadeddu Dessalvi et al., 2019).
Porovnani vlivu pohlavi na rozvoj ANT kardiotoxicity u dospélého €loveka (ve fertilnim veku)
hlodavcich bylo opakované zjisténo vyznamné vyssi riziko kardiotoxicity u samcl neZ u
samic, pficemz tento rozdil byl do znacné miry sniZzen ovariektomii (Cadeddu Dessalvi et al.,

2019).

Interindividudlni variabilita ve vnimavosti pacienti k ANT zistavd velmi vysokd i po
vylouceni vlivu vySe uvedenych RF. Podstata tohoto klinicky velmi dilezZitého jevu zistava
nejasna. Farmakogenomické analyzy poukdzaly na asociaci miry rizika kardiotoxicity s
polymorfismy nékolika potencidlné souvisejicich gent (Bhatia, 2020) — napi. geny pro

transportéry z rodiny ATP Bing Casette (ABCC5 a ABCB4), pro transportéry z rodiny Solute
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Carrier (SLC28A3, SLC 22A7 a SLC 22A17), karbonyl reduktdzu 3 (CBR3),
glukuronosyltransferazu UGT1A6 nebo Retinoic Acid Receptor Gamma (RARG). Pro
vyhodnoceni vyznamu polymorfismi vyse uvedenych genti pro predikci individuélniho rizika

ANT kardiotoxicity bude potieba provést dalsi studie.

Tab. 1. Rizikové faktory antracyklinové kardiotoxicity.

Rizikovy faktor Specifikace
vék nizky (< 18) nebo naopak vyssi vek (> 65) v dobé diagndzy
pohlavi zenské (u prepubertalnich divek a u zen po menopauze)

celkova kumulativni ddvka  vyssi nez 300 mg/m? doxorubicinu, dramaticky nartist rizika nad
antracyklind 400-450 mg/m?

e u dospélych pacientti kontinudlni infize ziejmé snizuje riziko
délka infize . . . ‘s . ;
oproti bolusovému podani (u déti neprokazano)

genetické predispozice hemochromaté6za, Downiiv syndrom, afroamericky ptivod

komorbidit kardiovaskularni onemocnéni (hypertenze, ischemicka choroba
y srdecni aj.), obezita, diabetes, onemocnéni ledvin a endokrinopatie
radiacni terapie (ozafovani mediastina), kombinace s dal§imi

dalsi terapie protinddorovymi 1é¢ivy

1.2.3 Kombinace antracyklini s dal§Simi potencialné kardiotoxickymi 1é¢ivy

Riziko vzniku ANT kardiotoxicity je také vyznamné kodeterminovano kombinaci s dal§imi
protinadorovymi lé€ivy s toxickym u¢inkem na myokard. Zde je zajimavé, Ze se to mize tykat
1 1é¢iv, které maji samy o sob& kardiotoxicky potencial spiSe omezeny. Z klasickych
chemoterapeutik byly ze zvySeni rizika kardiotoxicity podeziivany napt. taxany (Menna et al.,
2012), nov¢jsi publikace jiz toto riziko vétSinou nezdiraznuji. Vyznamnégjs$i se nakonec
ukdzala kombinace ANT s nékterymi biologicky cilenymi lécivy, u kterych se riziko

kardiotoxicity ptivodné viibec neptedpokladalo.

1.2.3.1 Kombinace s trastuzumabem

Trastuzumab je humanizovana monoklonalni protilatka selektivné blokujici extracelularni ¢ast
receptoru pro lidsky epidermélni ristovy faktor (HER2)(Mohan et al., 2018). Kombinace
trastuzumabu s ANT se ukdzala velmi Gi¢innou u pacientek s HER2 pozitivnim karcinomem
prsu, ale v pilotni studii bylo sekundarné explorativni analyzou poukézano na nasobné zvyseni
rizika dysfunkce LK a CHSS (27 % v kombinacni skupiné¢ se soubéznym podanim
trastuzumabu s DOX vs. 8 % u samotného DOX) (Slamon et al., 2001). Nasledné bylo
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zjisténo, ze pii sekvencnim podanim téchto 1éCiv riziko kardiotoxicity vyrazné klesa na
klinicky akceptovatelnou urovenn (Mohan et al., 2018). Pfedpoklada se, ze mechanismus
kardiotoxicity trastuzumabu je zprostfedkovan blokadou receptoru HER2/neu v myokardu.
Exprese HER2 receptort je u kardiomyocytil fyziologicky vyznamna v embryonalnim vyvoji
srdce a knock-out HER?2 vede k rozvoji dilata¢ni kardiomyopatii a zvysSené citlivosti k ANT
(Mohan et al., 2018). Kardiotoxicita trastuzumabu je zcela odlisného charakteru nez
kardiotoxicita ANT, a proto je Casto klasifikovana jako tzv. typ II kardiotoxicity, ktery je také
z vEtsi ¢asti reversibilni. Kardiotoxicita samotného trastuzumabu je pomérné nizkd a sama o
sob¢ je spiSe ziidka klinickym problémem. Naopak pii soubézné 1€cbé s ANT trastuzumab
potencuje toxicitu téchto cytostatik, protoze zfejmé inhibuje reparacni procesy a snizuje
odolnost kardiomyocytu vi¢i programované i neprogramované bunééné smrti navozené ANT.
HER?2 receptory na kardiomyocytech jsou totiz diileZité pro parakrinni stimulaci neuregulinem
1, coz vede k zvySené rezistenci kardiomyocytl k apoptéze a poSkozeni degenerativnimi
zménami ve stresovych podminkach (Ewer et al., 2015). Sekvenc¢ni podani téchto 1€¢iv do
znaéni miry umoziuje se vyhnout potenciaci toxického poskozeni myokardu, a proto se
v klinické praxi bézn€ tato kombinace léCiv uziva. ANT jsou mimo jiné podavany i
s lapatinibem, ktery inhibuje intracelularni signalizaci vedouci od HER2 receptoru a vykazuje
k trastuzumabu tzv. komplementarni mechanismus ucinku. Z dostupnych informaci se v tomto
pripad¢ riziko kardiotoxicity ale nezdd byt tak vyznamné a jeho uziti omezuji spise jiné

toxicity. (Eiger et al., 2020).

1.2.3.2 Kombinace s proteazomovymi inhibitory

Proteazomové inhibitory (PI) jsou moderni biologicka l1é€iva, ktera jsou indikovana pievazné
v 1é€bé mnohocetného myelomu (MM) a lymfomu z plastovych bunék. Minoritné jsou tato
1é¢iva uzivana v tzv. orphan designacich u folikularniho non-Hodgkinova lymfomu, akutni
lymfoblastické leukémie ¢i neurofibromatozy typu 2 (Wang et al., 2021). V rychle délicich se
nadorovych bunkach selektivni inhibice proteazomu vede k vyvolani bunétné smrti
prostfednictvim mnoha mechanismi (Wang et al., 2021). Inhibice NF-kB vede k inhibici jeho
transkrip¢ni aktivity a down-regulaci mnoha proneoplastickych drah. Aktivace drahy JNK
vede k aktivaci kaspdz a indukci apoptdzy. Apoptoticka signalizace je téz podpotena inhibici
degradace proapoptotickych proteini (Bim, BID a Bax), zvySenim exprese proteinu NOXA a
indukei stresu endoplazmatického retikula (Wu et al., 2020).

PI jsou v uvedenych indikacich velmi t¢inné a prodluzuji dobu pteziti pacientii bez progrese

onemocnéni 1 celkove preziti. V zévislosti na pokrocilosti onemocnéni se voli ze zastupciu této
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terapeutické skupiny 1é¢iv — na pocatku je indikovan pfevdzné reverzibilni bortezomib, pii

progresi ireverzibilni karfilzomib ¢i novéji peroralné podavany ixazomib (Wang et al., 2021).

Navzdory zasadni roli UPS ve vSech bunikach v organismu jsou PI pomérné dobie tolerovany
s omezenym spektrem zavaznych nezadoucich uc¢inki (Wang et al., 2021). Nicmén¢ tato
skupina 1€¢iv je spojovana se zvySenym vyskytem kardiovaskuldrnich nezadoucich uc¢ink,
vcetné kardiotoxicity a dysfunkce levé komory (LK) typu II (Agunbiade et al., 2019; Wu et
al., 2020). Celkové riziko toxického poskozeni myokardu a navozeni srde¢niho selhéni je stale
predmétem debat, stejné tak do jaké miry se toto riziko 1isi u jednotlivych PI a jaké faktory
predeterminuji pacienty k této toxicité (Agunbiade et al., 2019; Wu et al., 2020).

Tab. 2. Pfehled klinicky pouZivanych inhibitori proteazomu.

Utinni latka Farmakodynamika Chemicka Indikace Cesta podani
struktura

bortezomib  reverzibilni inhibitor f5 > 1 > 2 boronat MM a MCL iv. /s.c.
karfilzomib  ireverzibilni inhibitor f5 > 2/p1  epoxyketon MM .

ixazomib reverzibilni inhibitor 5 > 1 boronat MM p.o.

MCL, lymfom plastovych bun¢k; MM, mnohocetny myelom; i.v., intravenozni podani; p.o., peroralni podani;
s.c., subkutanni podani

Vliv experimentalnich 1 klinicky uzivanych PI na myokard byl také studovan v nékolika
experimentalnich studiich. Opakované poddvani bortezomibu navodilo srde¢ni 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 1 urcité protektivni G€inky — napt. vii€i ischemicko-
reperfuznimu poskozeni myokardu ¢i tlakovému pretizenim LK (Campbell et al., 1999; Pye
et al.,, 2003). Vin vitro studiich bortezomib vykazoval vyznamnou toxicitu na H9c2
myoblastech a kardiomyocytech izolovanych z komorového myokardu novorozeného potkana
(NVCM) (Nowis et al., 2010). Nasledné byla také dalSimi autory popsana vyznamna toxicita
jak bortezomibu, tak 1 karfilzomibu in vitro u NVCM (Hasinoff et al., 2017). Pfekvapivé ale
nebyla Zadna vyznamna toxicita bortezomibu pozorovana na kardiomyocytech izolovanych

z myokardu dosp€lého potkana (AVCM) (Nowis et al., 2010).
Klinicky u¢inek bortezomibu je ve schvalenych indikacich pomérné vyrazny, a toto 1éCivo je
Casto léCivem volby v 1. linii onemocnéni. AZ v pokrocilejSich fazich onemocnéni (zpravidla

po progresi onemocnéni navozené farmakorezistenci) je nasazen dalsi zastupce z této skupiny,

tj. karfilzomib ¢i ixazomib (Kiss et al., 2022). U vaznych rezistentnich/relabujicich forem
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onemocnéni se ukazalo jako vyhodné pouziti kombinacni 1é€by téchto 1€¢iv s ANT (napf.
DOX ¢i DAU) (Sonneveld et al., 2008; Bertaina et al., 2017; Terwilliger et al., 2017). Protoze
se jedna o kombinaci dvou protinadorovych 1é¢iv s potencidlnim kardiotoxicitnim
potencialem, kardiovaskularni bezpec¢nost této kombinace si zasluhuje pozornost, tim spise,
ze dle dostupnych informaci se UPS patrné podili na odstranéni poskozenych myokardidlnich
proteinti pii rozvoji ANT kardiotoxicity (Kumarapeli et al., 2005; Dimitrakis et al., 2012).
Nebylo mozné vyloucit, Ze by PI mohly ptlisobit pfinejmensim aditivné k ANT kardiotoxicite,
nebo dokonce, Ze by tuto kardiotoxicitu mohly potencovat. Z publikovanych klinickych studii
ovsem ke kardiovaskularni bezpec¢nosti této kombinace neni dostatek informaci. Obecné se
pouze doporucuje obezietnost a piipadné upfednostnéni lipozomalnich forem ANT
chemoterapeutik (FDA data Velcade®, 2008). V experimentalnich podminkach bylo zjisténo,
ze v embryondlnich kardiomyocytech inhibice CT-L aktivity asociované s podjednotkou PS5,
kterd 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; Hasinoff et al., 2017; Hasinoff et al., 2018). Ale nejsou k dispozici zadna
data ohledné cytotoxicity této kombinace vii€i kardiomyocytim izolovanym z myokardu
dospélych zvifat, navzdory tomu, Ze se tato kombinace klinicky pouzivd témét vyhradné u
dospé€lych (prevazné starSich) pacientd. K dispozici také nebyla zadna studie, kterd by
zkoumala vliv PI na rozvoj chronické ANT kardiotoxicity na zavedeném experimentalnim in

vivo modelu uzivajici dospéla pokusnd zvitata.

1.3 Opatreni vyuzZivana k omezeni antracyklinové kardiotoxicity

Toxické poSkozeni myokardu ANT je do zna¢ni miry ireverzibilni a obtiZzn€ odpovida na 1é¢bu,
proto je nejvyhodnéjsi toxicité piedchazet. Jednim z pfistupli k omezeni kardiotoxicity
v klinické praxi je monitorovani pacienta (Celutkiene et al., 2020; Pudil et al., 2020), které
je zalozeno na spolupraci mezi onkology a kardiology, a mélo by umoznit v€asnou
personalizaci 1é€by na zdklad¢ individualniho posouzeni miry rizika. Sledovéani pacienta je
tradi¢n€ zaloZeno na monitorovani zmén systolické funkce (zejména ejekéni frakci LK, LVEF)
nejcastéji pomoci echokardiografie. Vysetfeni se provadi pied 1écbou, v jejim prubéhu a po
jejim dokonceni. Nicmeéné takto lze detekovat az pomérné vyrazngjsi poSkozeni myokardu
navozené ANT. Citlivéjsi se ukazuji pokrocilé zobrazovaci metody (vySetfeni pomoci
magnetické rezonance nebo tzv. strain echokardiografie) a biomarkery toxického poSkozeni
kardiomyocytl (stanoveni srde¢nich troponinti v plazmé ¢i NT-proBNP) (Celutkiene et al.,

2020; Pudil et al., 2020).
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Bézné uzivanym opatienim ke snizeni rizika ANT kardiotoxicity je omezeni celkové
kumulativni davky ANT, protoZe to je jeden z nejvyznamnéjsi nezavislych prediktorti vzniku
CHSS. V soucasnosti je maximalni kumulativni ddvka omezena na 400-450 mg/m?, pfi¢emz
vétsina protinadorovych rezima preferuje celkové kumulativni davky jesté podstatné nizsi
(<300 mg/m? u DOX) (Kiss et al., 2022). Za t&chto podminek se sice podafilo snizit riziko
vyskytu CHSS s ¢asnym nastupem, zaroven ale v mnoha ptipadech nemusi byt dosazeno
maximalni terapeutické odpovédi. Je také znadmo, Ze neexistuje naprosto ,.bezpecnd*
kumulativni davka ANT, protoze kazdé podani téchto 1€Civ piedstavuje urcité subklinické
poskozeni myokardu (Menna et al., 2012), které¢ se ovSem mulZze klinicky projevit na
kardiovaskularni morbidit¢ a mortalit¢ pacientd dlouhodobé ptezivajicich nadorové

onemocnéni.

Dalsi snahou o snizeni riziko ANT kardiotoxicity je vyuziti 1ékovych forem pro cilenou
distribuce ANT do nadoru, ¢imz se snizi expozice myokardu ANT. V soucasnosti jsou
klinicky dostupné LP s lipozomalné enkapsulovanym DOX a DAU. VétSina dostupnych
informaci u nich potvrzuje nizsi vyskyt kardiotoxicity (Menna et al., 2017). Na druhou stranu
je pro tyto lékové formy typicky vyskyt palmo-plantarnim syndromu (tzv. hand-foot
syndrome), coz je specificky nezddouci ucinek, jez vede k omezenému podavani u ne¢kterych
skupin pacientd. Uziti lipozomalnich ANT je schvaleno jen v nékterych z mnoha indikaci
ANT, castéji u pokrocilych onemocnéni, kde se predpokladd dosazeni vyssi kumulativni

davky.

1.3.1 Farmakologicka kardioprotekce vii¢i antracyklinové kardiotoxicité

Farmakologicka kardioprotekce patfila od pocatku mezi nejstudovanéjsi zplisoby omezeni
ANT kardiotoxicity. Vzhledem k prevladajicimu nazoru o dileZitosti ROS a oxidac¢niho stresu
pfi rozvoji ANT indukovaného poSkozeni myokardu, byl tento vyzkum od pocatku
mechanisticky orientovan zejména na antioxidanty a ,,zhaSece” ROS. Ackoliv v této oblasti
bylo publikovano velké mnoZstvi experimentalnich praci s nadéjnymi pozitivnimi vysledky,
jejich ptenositelnost do klinicky relevantnéjSich podminek se ukazala byt problematicka
(Stérba et al., 2013). Vyznamna pozornost byla upfena i na chelataci iontl Zeleza, protoZe
mohou byt zasadni pro katalyzu vzniku velmi reaktivnich a toxickych hydroxylovych radikald,
vuci kterym by antioxidanty nemusely byt dostatecné protektivné tc¢inné. K popularité této
hypotézy piispélo potvrzeni kardioprotektivniho ucinku lé€iva DEX, ktery je v organismu
metabolizovan na chelata¢né aktivni metabolit podobny EDTA (Myers, 1988; Hershko et al.,

1993b). Mimo to byla navrzena cela fada dalSich molekuldrnich cild pro U¢innou
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kardioprotekci (Renu et al., 2018), ovSem jen Cast téchto vysledki byla ziskana z relevantnich
chronickych in vivo modelit ANT kardiotoxicity a jen velmi mélo z nich lze oznacit za obecné

akceptovatelna.

1.3.1.1 Antioxidanty a cheldtory Zeleza

Z antioxidantl byly mezi prvnimi latkami studovéan 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 ¢i dokonce zadnou kardioprotekci (shrnuto ve
(Stérba et al., 2013). Absence vyznamného kardioprotektivniho potencialu vyplynula také
z prospektivnich randomizovanych kontrolovanych (RCT) studiich (Dresdale et al., 1982;
Legha et al., 1982). Podobné¢ byla studovana fada ptirodnich ¢i semisyntetickych flavonoidi,
ale jen méalo z nich bylo hodnoceno na modelu chronické ANT kardiotoxicity. Jednou z mala
vyjimek byl 7-monohydroxyethyl-rutosid, u kterého byl nejdiive popsadn vyznamny
protektivni G¢inek na modelu chronické ANT kardiotoxicity (van Acker et al., 2000), ale
nasledné bylo zjiSténo, Ze tento ucinek neni dlouhodoby (Bruynzeel et al., 2007b).

Kardioprotektivni u¢inek této latky nebyl potvrzen ani v RCT (Bruynzeel et al., 2007a).

Z chelatacnich latek byl zkouman kardioprotektivni ucinek u nékolika klinicky dostupnych
selektivnich intracelularnich cheldtori volnych ionth Zeleza, které uzivaji u onemocnéni
spojenych s pfetizenim organismu Zelezem jako je napi. P-talasemie. Kromé& dostatecné
selektivity je pro tato 1éCiva diilezitd stabilita vzniklych komplext se zelezem a jejich nizka
redoxni aktivita, coz znamena, Ze takto vdzané ionty Zeleza nemohou participovat na tvorbé
ROS. Deferoxamin a deferipron, coz jsou klinicky uzivana lé€iva spliujici tyto poZadavky,
vykazovaly ur€ité zajimavé kardioprotektivni u€inky 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 kardiomyocytl, tento argument
nemtuize vysvétlit absenci U¢inku u deferipronu, ktery dobtfe pronika i do subcelularnich
kompartmentii v&etné mitochondrii. Casteény kardioprotektivni u¢inek (oviem s paradoxni
davkovou) zavislosti byl pozorovan u experimentalnich aroylhydrazonovych chelatort Zeleza

(Simunek et al., 2005; Sterba et al., 2006).
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1.3.1.2 Dexrazoxan (DEX, ICRF-187)

Dexrazoxan (DEX; ICRF-187) je jedinym léCivem s jasné prokazanym kardioprotektivnim
ucinkem vac¢i klinicky relevantnim formam ANT kardiotoxicity jak v riznych
experimentalnich modelech (in vitro/in vivo)(Herman et al., 1998; Stérba et al., 2013), tak i v
RCT (Reichardt et al., 2018). VétSina dostupnych dat se vztahuje k chronické ANT
kardiotoxicité s Casnym nastupem (tzv. ,.early-onset), ale rostouci mnozstvi klinickych
dikazl naznacuje, ze DEX je také uCinny proti pozdnimu typu kardiotoxicity (tzv. ,,late-

onset) (Chow et al., 2022).

DEX patii bezi bisdioxopiperazinové latky, u kterych jsou dva dioxopiperazinové cykly
spojeny dvouuhlikatym alifatickym fetézcem. Tyto latky byly studovany od 60. let 20. stoleti
se zamerem vyvinout protinddorova 1é€iva. Ackoliv se plivodn€ mélo jednat o proléciva, ktera
by dobie pronikala do nadorovych bunck, kde by uvolnila chelatacni metabolit podobny
kyselin¢ ethylendiamintetraoctové (EDTA) vyvazujici intraceluldrni biogenni ionty (zejména
iontli Zeleza) (Creighton et al., 1969), pozd¢ji bylo zjiSténo Ze za antiproliferacni ucinek
zodpovidé katalytickd inhibice TOP2A (Tanabe et al., 1991). VétSina experimentt a klinickych
studii v onkologii byla provedena srazoxanem (ICRF-159), ktery je racemickou smési
dexrazoxanu a levorazoxanu. Nasledn¢ bylo zjisténo, ze DEX je Iépe rozpustny ve vod¢, coz
umoznuje jeho intravenozni podani (Repta et al., 1976), a proto vétSina studii zamétenych na

kardioprotekci jiz uzivala témét vyhradné DEX.

Kardioprotektivni u€inky DEX vi¢i chronické ANT kardiotoxicité byly jasn€ prokdzany a
uspesné reprodukovany v rtiznych laboratotich s uzitim celé Skaly riznych experimentalnich
modell zahrnujici riiznd species (mys, potkan, kiecek, krélik, pes) (Herman et al., 1998). Bylo
zjisténo, ze pro kardioprotektivni U€¢inek je dilezité podani DEX pfed/nebo nejpozdéji spolu
s ANT a optimalni pomér davek DEX a ANT je 10-20:1(Herman et al., 1993; Herman et al.,
1998). Kardioprotektivni i€¢inek DEX byl potvrzen v mnoha klinickych studiich nezavisle na
veku, pohlavi, typu karcinomu a [é€ebnému schématu (Reichardt et al., 2018). Diky prevenci
nastupu ANT toxicity v myokardu také DEX poskytuje dlouhotrvajici kardioprotektivni
ucinek (Lebrecht et al., 2007b; Jirkovsky et al., 2013).

DEX je tradi¢n€ povazovan za prolécivo, které je v organismu metabolizovano hydrolyzou
obou dioxopiperazinovych cykli na aktivni metabolit ADR-925 (obr. 6) (Hasinoff et al.,
1998). Uvedené cykly jsou hydrolyzovany dihydropyrimidindzou a dihydroorotdzou se
vznikem dvou hydrolytickych meziprodukti (B a C). Predpoklada se, Ze findlni metabolit
ADR-925 chrani kardiomyocyty pfed ANT kardiotoxicitou prostfednictvim vyvazani volnych

iontl Zeleza a jejich odnéti z komplexu s ANT (Hasinoff et al., 1998). Tento mechanismus je
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tradicné uvadén v odborné literatuie (Cvetkovic et al., 2005; Stérba et al., 2013; Sawicki et
al., 2021) a lze ho nalézt i v platnych SmPC 1é¢ivého ptipravku obsahujicich dexrazoxan -
napt. (SmPC Cyrdanax®). Nicméné je tieba podotknout, Ze v literatufe pro tuto teorii chybi
piimy diikaz, a proto nelze vyloucit, ze by mohlo jit ndhodnou koincidenci. Objevily se také
pochybnosti, jestli je DEX prolécivem, jak se uvadi v literatute (Hasinoff et al., 2007). Nutno
také podotknout, Ze na rozdil od chelatorii Zeleza pouzivanych u onemocnéni spojenych
s pretizenim organismu zelezem (viz vySe) je komplex ADR-925 sionty Zeleza stile
vyznamné redoxné aktivni (Thomas et al., 1993). V neposledni fad¢ tento mechanismus
nekoresponduje s novéji navrzenou teorii ANT kardiotoxicity, ktera ptredpoklada, ze
primarnim pficinou je interakce ANT s TOP2B a tloha oxidacniho stresu je pouze sekundéarni.
Ackoliv ne€které in vitro prace (Lyu et al., 2007; Deng et al., 2014) spojovaly kardioprotektivni
ucinek DEX s inhibici TOP2B, tyto poznatky byly ziskany pouze na proliferujicich H9c2
myoblastech, které na rozdil od terminédln¢ diferencovanych kardiomyocytl ve skute¢nosti
exprimuji ob¢ izoformy TOP2 (TOP2A i TOP2B), pfi¢emz ob¢ jsou vyznamné ovlivnény
ANT. Spojeni kardioprotekce s TOP2B tedy bylo stale velmi nejisté. Nékteti jini autofi pak
vyznam TOP2B pro kardioprotekci DEX pifimo zpochybiiuji a navrhuji alternativni
mechanismy u¢inku (McCormack, 2018).
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Obr. 6. Chemicka struktura dexrazoxanu (DEX) a bioaktivace na chelata¢né aktivni metabolit ADR-925.
B, C — hydrolytické meziprodukty vzniklé otevienim jednoho cyklu. DHPaza — dihydropyrimidinaza, DHO4za
— dihydroorotaza.

Ptestoze kardioprotektivni u¢inky DEX jsou doloZeny mnoha klinickymi studiemi (shrnuto v
Reichardt et al. (2018)), toto 1éCivo se v soucasné klinické praxi uziva jen velmi omezené¢.
Diivodem je zejména obava z nezddoucich G¢inkd. DEX miize v kombinaci ANT navodit
myelosupresi, a to byl i jeden z diivodii pro doporuceni snizeni pomér DEX k ANT v klinické
praxi z 20:1 na 10:1(Reichardt et al., 2018). Dal§im zmiflovanym potencidlnim nezddoucim
uc¢inkem DEX je riziko ovlivnéni protinadorové ucinnosti a riziko vzniku sekundarnich

malignit. Obavy z téchto nezadoucich G¢ink a souvisejici pfedbézné opatrnost mély na osud
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klinického uziti DEX velky dopad, ackoliv pro vyznamnou asociaci téchto komplikaci s DEX
s témito 1éCivy neexistuji presvédcivé dikazy (Simmons, 2019).

Podezi'eni na ovlivnéni protinadorové ucinku vzeslo jedné ze dvou klinickych studii faze
odpovédi (ORR; objective response rate) v porovnanim se samotnym DOX (Swain et al.,
1997). Zadny z dalsich parametrt hodnotici terapeuticky G¢inek ale nebyl vyznamné ovlivnén,
véetné celkového preziti, a druhd paralelné probihajici studie s téméf totoznym designem
nenasla zadny vliv na jakykoliv parametr terapeutické ucinnosti. Z divodu piedbézné
opatrnosti bylo ale pouziti DEX v klinické praxi omezeno, a to pouze na dospélé pacienty
1é¢ené vyssimi kumulativnimi davkami (> 300 mg/m? DOX). Ackoliv zadna dalsi klinicka
studie nepotvrdila vyznamny vliv DEX na protinddorovy uc¢inek ANT(van Dalen et al., 2011;
Reichardt et al., 2018), plvodni doporuceni uzivat DEX jen pfi vysokych kumulativnich

davkach ANT zuistalo nezménéno.

Dalsim potencidlnim rizikem spojovanym s uzitim DEX bylo zvySené riziko sekundarnich
malignit. Toto podezieni se objevilo zejména diky studii Tebbi et al. (2007), kterd naznacila,
ze by soucasné podani DEX s DOX (v protokolu obsahujici také rizikovy etoposid) mohlo
zvysit vyskyt sekundarnich malignit u pediatrickych pacientd. Tato studie vzbudila obavy o
poméru risk vs. benefit této 1€cby, coz vyustilo k rozhodnuti EMA o pausalni kontraindikaci
uziti DEX u déti (Reichardt et al., 2018). Toto rozhodnuti Evropské Iékové agentury (EMA)
bylo schvéleno i ptes Cetné limitace v designu studie (Lipshultz et al., 2007). Rozhodnuti EMA
o kontraindikaci DEX v lécbé pediatrickych pacientd bylo zménéno az vroce 2017 po
publikaci dat z novych klinickych studii, které popsaly benefit plynouci z uziti DEX bez

vyznamného zvySeného rizika sekundarnich malignit (Reichardt et al., 2018).

I ptesto je v soucasnosti podavani DEX doporuceno jen u déti i dospélych 1écenych ANT po
prekroéni kumulativni davky (300 mg/m? u DOX), coZ vede k velmi malému uziti v klinické
praxi (vy$$i kumulativni davky ANT se dnes uzivaji jen u malého procenta pacientll).
Navzdory diikaziim i recentnim odbornym diskusim ziistavaji tato doporuceni pro klinickou

praxi nezménéna (Simmons, 2019; Benjamin et al., 2021).

1.3.1.3 Léciva pouZivana k neurohormondlni blokadé u CHSS

ProtoZe vyzkum novych kardioprotektiv pro ochranu myokardu pied ANT kardiotoxicitou
nepfinesl kromé¢ DEX Zadné jiné 1éCivo, které by bylo pouzitelné v klinické praxi, zdjem
odborné vetejnosti se postupné presunul k 1éciviim jiz klinicky uZivanym, jez lze bezpecné

pouzit 1 u pacientll 1éCenych ANT. Nejvetsi pozornost byla vénovana l1é¢iviim uzivanych pro
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neurohormonalni blokadu pti 1écbé CHSS typu HFrEF (srdecni selhani se snizenou ejekéni
frakci) — tedy inhibitoriim angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEi), blokatorim
receptoric AT1 pro angiotensin II (sartantim), pB-blokiatorim a antagonistim
mineralokortikoidnich receptori. Tato 1é¢iva se bézné uzivaji pro 1é¢bu HFrEF bez ohledu
na jeho etiologii, véetné CHSS navozeného ANT (Zamorano et al., 2016). Jejich komplexni
farmakologické tc€inky, které zfejme zahrnuji i inhibici oxida¢niho stresu v myokardu, zanétu
a prevenci patologické remodelaci myokardu, vzbudily zdjem o vyuZiti jejich potencidlu
jednak v sekundarni prevenci ANT kardiotoxicity (tj. pfi nasazeni v pritbehu ¢i po dokonceni
chemoterapie ANT pii detekci prvnich znamek kardiotoxicity), tak i v primarni prevenci (tj.
podani pied prvni davkou ANT a pokracovani 1é¢by po celou dobu chemoterapie ANT)(Vuong
et al., 2022).

Americka spolecnost pro klinickou onkologii (ASCO) ve svych doporucenich pro prevenci a
monitorovani srde¢ni dysfunkce u dospé€lych pacientli Ié¢enych ANT (Armenian et al., 2017)
zminuje moznost uziti téchto 1é¢iv u pacientl s vysokym rizikem rozvoje srdec¢ni dysfunkce,
ackoliv ptipousti, Ze pro toto doporuceni zatim nejsou k dispozici dostatecné diikazy. Podobné
recentni ptehledova prace zamétena na tento problém u pacientek s karcinomem prsu lécenych
ANT (Brown et al., 2020) uzavira, Ze i kdyZ nékteré mal¢ klinické studie naznacuji, ze ACEi
a B-blokatory by mohly byt u¢inné v primarni prevenci ANT kardiotoxicity, z dostupnych dat

nelze zatim formulovat jednozna¢ny zaveér.

Z B-blokatori byly na experimentdlnich modelech ANT kardiotoxicity ziskany pomérné
zajimavé vysledky u karvedilolu (Matsui et al., 1999; Santos et al., 2002). Toto 1é¢ivo je zndmo
svymi piimymi antioxida¢nimi ucinky, které byly davany do souvislosti s jeho
kardioprotektivnim potencidlem vici ANT kardiotoxicité (atenolol podavany za stejnych
podminek ucinny nebyl). Nekteré z téchto studii ale uzivaly intenzivni schémata podani DOX
(3x tydné po 2 tydny) (Matsui et al., 1999), kde ptfenositelnost vysledkli do klinické situace
nikdy nebyla ovéfena. Klinické studie s B-blokatory vedly ke smiSenym vysledkiim. Prvni
pilotni studie, kterd vyuzila karvedilol pro primarni prevenci ANT kardiotoxicity u pacientt
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 podstatné vétsi a novejsi studii s karvedilolem, nebyl
zaznamenan zadny benefit (Avila et al., 2018) a obdobné tomu bylo ve studii s metoprololem

(Georgakopoulos et al., 2010; Gulati et al., 2016).

ACEi jako kardioprotektiva vii¢i chronické ANT kardiotoxicité. ACEi jsou dlouho

uzivany u pacienti s ANT navozenou srde¢ni dysfunkci (Zamorano et al., 2016). Studie
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Cardinale et al. (2006) ukazala, ze by tato 1é¢iva mohla mit misto 1 v sekundarni prevenci u
pacientli vykazujicich subklinické poskozeni myokardu (Cardinale et al., 2006). V této studii
byl hodnocen ucinek enalaprilu u pacientt, kteti podstoupili 1é¢bu vyssimi ddvkami ANT a
bylo u nich zjisténo zvyseni srde¢niho troponinu I v plazmé (Iécba ACEi byla zahajena mésic
po chemoterapii a trvala 1 rok). Podavéani enalaprilu u téchto pacientl snizilo koncentrace
srdecniho troponinu I v plazmé a zabranilo poklesu systolické funkce LK. Tyto velmi zajimavé
vysledky vyvolaly zna¢nou odezvu u odborné veiejnosti a podnitily hypotézu, ze by ochranné
ucinky ACEi na myokard mohly byt vyuzitelné 1 v primarni prevenci ANT-indukované
kardiotoxicity s cilem zabranit ¢i vyznamné omezit samotné navozeni této toxicity (Vuong et

al., 2022).

Hypotéza o potencidlnim kardioprotektivnim ucinku ACEi (¢i sartanll) v primarni prevenci
chronické ANT kardiotoxicity byla testovana v né€kolika RCT s pomérné heterogennimi
vysledky. Neddvné meta-analyzy téchto klinickych dat nasly urcity pozitivni protektivni vliv
ACEi vici ANT navozené systolické dysfunkci (Totzeck et al., 2019; Vaduganathan et al.,
2019), avsak Cetna omezeni a problémy zjisténé v téchto studiich nedovolily vyvodit silné
zavery pro klinickou praxi. Rozdily v primarnich studovanych parametrech (vétSinou LVEF)
byly v téchto studiich mezi studovanymi skupinami ¢asto velmi malé (napt. pouze 1,8 % ve
studii PRADA, (Gulati et al., 2016)), pomérné variabilni, a ne vzdy statisticky signifikantni.
Jednotlivé studie se také mezi sebou podstatné lisily popula¢nimi charakteristikami (véetné
celkové podané kumulativni ddvky ANT ¢i kombinacemi s dal$imi kardiotoxickymi 1é¢ivy
jako je napf. trastuzumab). Nésledné 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 zjistény rozdil mezi skupinami ptfi echokardiografickém
vySetfeni systolické funkce LK, coz také bylo diskutovano v odborné literatufe (van der Meer
et al., 2016). Z provedenych studii nebylo zfejmé, zdali by byl potencidlni piinos zjistény
v nékterych téchto studiich zachovan 1 po vysazeni ACEi. Nebylo také jasné¢, zda ACEi mohou
skute¢né ucinné predchdzet, a tudiz Gplné zabranit navozeni ANT toxicity (a tim zajistit
robustni a trvalou kardioprotekci), nebo pouze moduluji obecnéjsi patofyziologické procesy
uplatniujici se na nizSich trovnich a tim inhibuji progresi jiz navozeného poskozeni myokardu
smérem k srde¢nimu selhani. Cim dal vice je akceptovano, Ze primarnim krokem patogeneze
ANT kardiotoxicity je TOP2B-dependentni poSkozeni DNA kardiomyocyti, ale neni ziejmé,

jestli ACEi mohou mit na tyto inicidlni mechanismy poskozeni myokardu néjaky vliv.

V této oblasti bylo provedeno relativné velké mnozstvi experimentdlnich studii (shrnuto v

Sobczuk et al. (2020)). Ty ale vedly k velmi heterogennim vysledkiim a z dostupnych dat
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nebylo mozné nalézt odpovédi na vysSe uvedené otazky. Pii blizSim prozkoumani je zjevné, ze
bylo provedeno jen malo studii zkoumajici ucinek ACEi v primérni prevenci na klinicky
relevantnim experimentalnim modelu chronické ANT kardiotoxicity s dostatecnym FU po
ukonceni opakovaného podavani ANT. Pozornost také prozatim nebyla vénovana tomu, co se
dé¢je po vysazeni 1écby ACEi po dokonceni chemoterapie. Také neni jasné, jestli se potencialni
kardioprotektivni i€¢inek ACEi 1isi kvalitativné ¢i kvantitativn€ od klinicky uzivaného DEX.
Z4dna z provedenych studii také nezkoumala, jestli ACEi mohou ovlivnit ANT-indukované a

TOP2B-depedetni poskozeni DNA a spusténi DDR signalizace v myokardu.
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2 Cile disertacni prace

Cile této disertacni prace byly nasledujici:

1. Experimentalni studium kardiotoxického potencidlu dvou klinicky uZzivanych PI
(reverzibilniho bortezomibu a ireverzibilniho karfilzomibu) se zaméfenim na jejich
kombinaci s ANT a ovlivnéni rizika rozvoje srdecniho selhani. Studovany byly také
mechanismy téchto U¢inkl zejména s ohledem na aktivitu proteazomového systému a

bunécnou signalizaci spojenou s poruchou proteinové homeostazy.

2. Experimentalni studium kardioprotektivnich U¢inkit ACEi perindoprilu v primarni
prevenci chronické ANT kardiotoxicity na modelu u kralika se zaméfenim na u¢innost
této intervence pii nasledném sledovani pokusnych zvifat po chemoterapii s/bez
dalsiho podavani perindoprilu. Studovany byly také molekularni mechanismy s
dirazem na ovlivnéni ANT navozené DDR signalizace v myokardu v porovnani

s klinicky uZzivanym DEX.

3. Experimentalni hodnoceni mechanismi uG¢inku kardioprotektiva DEX, zejména s
ohledem na ulohu jeho chelata¢né aktivniho metabolitu ADR-925 a interakci parentni

latky a jejich metaboliti s enzymem TOP2B.
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3.2 Komentare k publikovanym pracim

Publikace €. 1:
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Brazdova P, Kubes J., Sotdikova-Kasparova D., Mazurova Y., Adamcova M., Vostatkova L.,
Holzerova K., Kolai F, Simimek T, Stérba M. In vitro and in vivo investigation of
cardiotoxicity associated with anticancer proteasome inhibitors and their combination with
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Prijato k publikaci 13. 8. 2019.
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Tato prace se zabyvala studiem kardiotoxicity dvou PI uzivanych v lébé MM, a to
reverzibilné pulsobiciho 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 bunék samotnym
PI, tak 1 pfi jejich kombinaci s klinicky relevantnimi koncentracemi daunorubicinu (DAU)
jako modelového ANT. Suzitim 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,
nezvysily 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 inhibovéna i
trypsin-like T-L aktivita proteazomu, coZ nebylo vyznamné u NVCM. Zajimavym zji§t€énim
z téchto pokusti také bylo, ze bazalni CT-L a T-L aktivity proteazomu se mezi t€émito typy

primarnich kardiomyocytll podstatné 1isi.

Na in vivo modelu chronické ANT kardiotoxicity navozené opakovanym podavanim DAU
dospelym samciim krélika (3 mg/kg, i.v., 1x tydn€ po 10 tydnll) bylo studovano, jestli bude
mit maximalné tolerovana davka obou PI v kombinaci s DAU vyznamny vliv na zdvaznost
ANT kardiotoxicity. Kombinace obou PI s DAU neméla vyznamny vliv na funkéni,
morfologické, biochemické a molekuldrni aspekty chronické ANT kardiotoxicity. V myokardu

LK zvifat, kterym byl chronicky podavan DAU, byly zjistény vyznamné zmény molekularnich
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markerti poruchy proteinové homeostazy (napt. zvysena exprese GRP78 a HSP70 ¢i zvySené
zastoupeni polyubikvitinovanych proteinil). Nicméné kombinace DAU sobéma PI
v chronickém experimentu na tyto zmény neméla zadny vyznamny vliv. Chronickd ANT
kardiotoxicita byla téz spojena s indukci T-L aktivity proteazomu v myokardu LK, ale
kombinace DAU s PI tento ndlez nijak neovlivnila. Stanoveni aktivity proteazomu
v myokardu LK 2 h po akutnim podéani obou PI kralikiim potvrdilo vyznamnou inhibici CT-L
aktivity, kterd 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 tucinek obou PI na aktivitu proteazomu v myokardu a
absence jejich uc¢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
skolitelem (doc. Stérbou) méla hlavni podil na designu experimenti realizovanych v této
publikaci, intepretaci a zpracovani vétSiny vysledkd, jakoz i1 sepisovani manuskriptu.
Z hlediska realizace experimentl méla kli¢ovy podil na provadéni vétSiny in vivo experimenti
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 myokardu
(stanoveni aktivity proteazomu ve vzorcich z in vitro a in vivo experiment(, stanoveni exprese

na urovni mRNA metodou kvantitativni RT-PCR a na tirovni proteinu metodou Western Blot).
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V této praci byly experimentalné¢ hodnoceny kardioprotektivni u¢inky ACEi perindoprilu
podavaného v primdrni prevenci chronické ANT kardiotoxicity (tj. pfi zahdjeni jeho podani
pred prvni davkou ANT a pokracovani v priabéhu celého podavani ANT). Tyto ucinky byly
hodnoceny na in vivo modelu chronické ANT kardiotoxicity u krélika, jenz byl validovan
v predchozich studiich s uzitim klinicky G¢inného kardioprotektiva dexrazoxanu (DEX). Tato
studie byla zaméfena zejména na hodnoceni pfipadného kardioprotektivniho benefitu
z podavani ACEi v obdobi nasledného sledovani zvitat po ukon¢eni chemoterapie ANT (3-10
tydnd, tzv. follow up — FU). Chronickd ANT kardiotoxicita byla indukovana DAU (3
mg/kg/tyden po dobu 10 tydnil). Perindopril byl podavén p.o. v klinicky relevantnich davkach
(0,05 mg/kg/den) po celou dobu chronického podani DAU v pitné vodé. Tyden po posledni
davce DAU byl ve skupiné se soucasnym podavanim perindoprilu zaznamenan vyrazny
benefit v porovnani se skupinou se samotnym DAU. Podani perindoprilu zcela zabranilo
pfed¢asnym thynim navozenym DAU, zvySeni plazmatickych hladin srde¢niho troponinu T
(cTnT) a predeslo vzniku ¢i vyznamné omezilo systolickou dysfunkei LK indukovanou DAU.
Podani perindoprilu téz efektivné snizilo morfologické poskozeni myokardu navozené DAU,
véetné degenerativnich zmén v kardiomyocytech. Protektivni u¢inek perindoprilu do zna¢né
miry korespondoval s inhibici DAU navozenych zmén v expresi proteint zanétlivé reakce,
proteinti dulezitych pro hospodaieni s vapnikem a volnymi kyslikovymi radikaly, jakoz i

podjednotek komplexti dychaciho fetézce.

Zjistény pfinos podavani perindoprilu byl ale vyznamné niz8i pfi ndsledném 3tydennim
sledovani pokusnych zvifat po ukonceni podavani DAU. Po vysazeni perindoprilu doslo k
vyznamnému vzestupu plazmatickych koncentraci c¢TnT, rozvoji degenerativnich zmén
v kardiomyocytech a poklesu systolické funkce LK. VétSina molekularnich parametri
studovanych v myokardu LK se téz pfiblizila vysledkiim pozorovanym ve skuping se

samotnym DAU. ZvySeni davky perindoprilu (na 0,1 mg/kg/den) nemélo na zménu v FU
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zadny pozitivni vliv. Pti delSim (10tydennim) FU bez podavani 1é¢iv doslo vyznamné progresi
myokardu, znamkami ob&hového meéstnani jakoz i mortalitou souvisejici s CHSS.
Pokracovani podavani perindoprilu i v obdobi FU tento trend nezvratilo, ale zabranilo rozvoji
ptedcasnych uhynii. Tato data ukdzala, ze ucinek perindoprilu na ochranu myokardu ptred
zndmkami chronické ANT kardiotoxicity neni trvaly, coz jasné kontrastovalo s u¢inkem DEX,
ktery v prechozi studii nasi skupiny na stejném modelu s 10tydennim FU bez dalsi 1écby

navodil velmi robustni a dlouhotrvajici ochranu bez jakékoliv progrese ve FU.

Proto byly studovany také mechanismy, které by mohly vysvétlit rozdilné vysledky
kardioprotekce vi¢i ANT kardiotoxicité pomoci ACEi a DEX. Na rozdil od DEX perindopril
ani jeho aktivni metabolit nem¢l Zadny vliv na aktivitu TOP2B enzymu in vitro. V kontrastu
s u¢inkem DEX perindopril také vyznamné nechranil myokard in vivo pfed DAU navozenou
a p53-zprotfedkovanou DDR signalizaci v myokardu kralika. Absence u¢inku perindoprilu na
TOP2B-depedentni poskozeni DNA a naslednou DDR v myokardu by mohla vysvétlit pro¢

toto 1é¢ivo nenavozuje dlouhodobé t¢innou 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 experimentd realizovanych v této
publikaci, intepretaci a zpracovani vétSiny vysledkd a sepisovani manuskriptu. Z hlediska
realizace experimentll méla klicovy podil na provadéni chronickych in vivo experimentli v této
praci (prace s pokusnymi zvifaty, podavani zkoumanych lé¢iv, odbéry vzorkii pro dalsi
analyzy), dale pak na invazivnim hodnoceni funkce LK a molekuldrnich analyzach myokardu
z téchto experimentll (stanoveni exprese na urovni mRNA metodou kvantitativni RT-PCR a

na urovni proteinu metodou Western Blot).
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Publikace ¢. 3:

Jirkovsky E., Jirkovska A., Bavlovic¢ 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., Simimek T., Stérbovi-Kovaiikova 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.
doi:10.1161/CIRCHEARTFAILURE. 120.008209. Prijato k publikaci 17. 8. 2021.

IF 2020 = 8,846 (Q1); AIS2020 = 3,335 (D1/Q1)

Tato prace byla zaméfena na objasnéni mechanismii u¢inku DEX. Nejdfive byla zkoumana
uloha jeho chelata¢niho metabolitu ADR-925 prostiednictvim farmakokineticky fizeného
studia jeho kardioprotektivnich G¢inkii po exogennim podani in vitro a in vivo. Z vysledkli
téchto experimentli vyplynulo, Ze exogenni podani ADR-925 navozuje stejné nebo vyssi
koncentrace této latky v NVCM (in vitro) i v myokardu kralika (in vivo), nez jaké vznikaji
ptirozenou metabolickou pfeménou po podani klinicky uzivanych davek DEX. Na rozdil od
podani parentniho DEX, ov§em exogenni podani ADR-925 nemélo zadné protektivni G€inky
vuci ANT kardiotoxicité. Infuzni poddni ADR-925 kralikiim v kombinaci s DAU nemélo na
rozdil od podani DEX zadny vliv na systolickou dysfunkci LK, toxické poskozeni myokardu
a predCasné thyny 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 experimentil tedy souhrnné zpochybiiuji
tradiéni hypotézu vysvétlujici kardioprotektivni U€inky DEX chelatacni aktivitou jeho
metabolitu ADR-925. Dalsi experimenty pak také ukézaly, ze je velmi nepravdépodobné, aby
tento Ucinek byl spojen s jeho pfechodnymi metabolity B a C, které maji hydrolyticky otevieny

jenom jeden dioxopiperazinovy kruh.

Série dalSich experimenti naopak ukazala, Ze by za kardioprotektivni u¢inek DEX mohla
zodpovidat interakce jeho parentni molekuly s enzymem TOP2B. Na rozdil od metaboliti
DEX je jeho parentni molekula G¢innym katalytickym inhibitorem TOP2B in vitro
v koncentracich, které odpovidaji plazmatickym koncentracim navozujicim kardioprotektivni
ucinek v experimentu 1 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
lé¢ivo navozuje kardioprotektivni uc¢inky. DEX na rozdil od jeho metabolitu také chranil

NVCM in vitro pted poSkozenim DNA navozenym DAU. Vztah kardioprotektivniho G¢inku
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DEX k inhibici TOP2B byl také podpoien experimenty s jeho novym ethylmethyl derivatem
(EDM). Tato latka tvoti dva diastereoizomery (EDMa a EDMD), jejichz metabolity maji témér
shodnou schopnost odnimat ionty Zeleza z komplexu s ANT. Tyto diastereoizomery se ale
podstatné 1i8i ve schopnosti chranit NVCM in vitro pied cytotoxicitou ANT a tento ucinek

dobie koreloval s jejich rozdilnou schopnosti inhibovat enzym TOP2B.

Vysledky této studie zdsadné zpochybnily souvislost kardioprotektivnich ucinktt DEX s jeho
chelatacnim 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 realizaci in vivo
farmakokinetickych a farmakodynamickych experimenti (prace s pokusnymi zvitaty,
podavani zkoumanych 1é€iv, odbéry vzorka pro dalsi analyzy), na invazivnim hodnoceni

funkce LK a interpretaci ziskanych vysledkii.
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4 Diskuse

Kardiotoxicita protinddorové 1éCby predstavuje zdvazny problém, jehoz klinickd relevance
byla paradoxné umocnéna uspéchem onkologické 1écby vedoucim k vyznamného prodlouzeni
zivota pacientli. Se zvySujicim se mnozstvim dlouhodobé ptezivajicich pacientl je nutné
peclivéji sledovat celkové dopady onkologické 1é¢by na morbiditu, mortalitu a kvalitu Zivota
téchto pacientli. Z dostupnych informaci je zjevné, ze dlouhodobé dopady kardiovaskularni
toxicity mohou byt velmi vyznamné (Oeffinger et al., 2006). Z tradi¢nich chemoterapeutik je
riziko kardiotoxicity a CHSS nejcastéji spojovano s ANT, ale dnes je ziejmé, ze kardiotoxicita
se poji i s fadou biologicky cilenych 1é¢iv véetné PI (Ewer et al., 2015; Wu et al., 2020). Z
hlediska reverzibility, histopatologickych zmén v myokardu a dal$ich aspekti se jednéd o
odlisné typy kardiotoxicity. ANT kardiotoxicita se v literatufe oznacuje jako typ I a je
charakterizovana z velké  ¢€asti  nevratnym  poSkozenim  myokardu s typickym
histopatologickym obrazem a sjasnou zavislosti na podané kumulativni davce.
U biologickych 1é¢iv mluvime o typu II kardiotoxicity (Ewer et al., 2015), jez je
charakterizovana poSkozenim myokardu bez typického histopatologického obrazu, které je
pfinejmensim z ¢asti reverzibilni a je na davce patrné nezédvislé. Ackoliv biologicky cilena
1é¢iva maji v monoterapii kardiotoxicky potencidl spiSe omezeny, jejich soucasné podani
spolu s ANT mize pfinést dramatické zvySeni toxického posSkozeni struktury a funkce
myokardu, coZ bylo s ptekvapenim pozorovano v prvnich klinickych studiich se soucasnym

podanim ANT a trastuzumabu (Slamon et al., 2001).

Poznatky o relativnim riziku kardiotoxicity a vzniku CHSS byly u PI a jejich kombinace s
ANT pied publikaci nasi prace (Publikace &. 1) jen omezené. Udaje z nékterych klinickych
studii ukazovaly na mozZné riziko srde¢ni dysfunkce po podavani PI (Koulaouzidis et al., 2017;
Wu et al., 2020). Informace o kardiovaskularni bezpec¢nosti jejich kombinace s ANT v
klinickych podminkach zcela chybély. Bylo tedy moZné pracovat jen s experimentalnimi daty,
a to konkrétné s vysledky z in vitro experimenti, které opakované popisovaly mozné zvyseni
rizika kardiotoxicity pii kombinaci téchto 1é¢iv (Nowis et al., 2010; Hasinoff et al., 2017).
Obavy o kardiovaskularni bezpe€nost 1écby PI téZ podporovaly i informace z literatury o
zasadnim fyziologickém vyznamu UPS pro udrZeni proteinové homeostazy myokardu (Shukla
etal., 2019; Maejima, 2020). Dlouhodobého pieziti téchto termindlné diferencovanych a velmi
specializovanych bunc¢k je do znacné miry podminéno jejich schopnosti efektivné se
vypofadavat s poskozenymi proteiny (napi. oxidaci ¢i pouze Spatnym ,poskladdnim®)
(Christians et al., 2012; Myeku et al., 2018). Dle nékterych nazort je dysregulace UPS také
podstatnou soucasti patogeneze chronické ANT kardiotoxicity (Liu et al., 2008b; Sishi et al.,
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2012; Sishi et al., 2013). Vyznamné zmény ve funkci UPS byly také pozorovany v myokardu
kralika s experimentalné¢ navozenou ANT kardiotoxicitou (Sterba et al., 2011; Lencova-
Popelova et al., 2014). Jini autofi spojuji dysfunkci proteazomu také s patogenezi CHSS a fady
kardiomyopatii (Maejima, 2020).

Ve vysledcich prezentovanych v Publikaci €. 1 bylo zjiSténa relativné mirna ale signifikantni
cytotoxicita reverzibilniho inhibitoru PI bortezomibu vici kardiomyocytiim izolovanym z
myokardu novorozeného potkana (NVCM), nicméné bez moznosti dosdhnout ICsg 1 pfi uziti
vyznamn¢ supraterapeutickych koncentraci 1é¢iva. Tyto nase vysledky se liSily od dat
publikovanych v piechozi praci (Nowis et al., 2010), kde bortezomib na stejném modelu
(NVCM potkana) navodil podstatné¢ vyraznéjsi cytotoxicitu. V této publikaci byla také
prezentovana vysoka cytotoxicita bortezomibu na bunécné linii H9¢2. Nicméné tyto nalezy je
tteba interpretovat velmi opatrné diky fad¢ metodickych limitaci tohoto bunééného modelu —
proliferace téchto bunék muze vést k uplatnéni antiproliferacniho a proapoptotického ucinku
PI (podobné jako v nadorovych buitkach) a molekularni fenotyp téchto bunek se od primarnich
kardiomyocytl (véetné NVCM) podstatné 1isi (Lenco et al., 2015). Vysledky ziskané s NVCM
v Publikaci €. 1 ale pomérné dobte odpovidaji vysledkiim publikovanym v jiné préci uzivajici
tento bunéény model (Hasinoff et al., 2017). V pfipadé kardiomyocytl izolovanych z
komorového myokardu dospé€lého potkana (AVCM) jsme nezjistili vyznamnou cytotoxicitu
bortezomibu v klinicky relevantnich koncentracich, coz je ve shod¢ s publikovanymi daty
(Nowis et al., 2010). Tento poznatek nebyl ve zminéné praci fadné diskutovan a zavéry této
publikace byly odvozeny pouze z experimentli provedenych na NVCM a H9¢c2 linii, ktera se
fenotypem bliZi myoblastiim, ackoliv se tato 1éCiva pouzivaji témét vyhradné u dospélych
pacienti. Cytotoxicita ireverzibilniho karfilzomibu nebyla zatim na AVCM studovana, takze

naSe prace pfinesla v tomto sméru nova data.

Opakované podani PI v monoterapii u kralika nenavodilo Z4dné znamky kardiotoxického
pusobeni. Pouzité davky byly pfitom velmi podobné tém, které byly uzity pro studium
embryo-fetalni toxicity u kralika (Bray, 2012). Nicméné je mozné, Ze expozice myokardu
mohla byt v monoterapii PI submaximalni, protoZze 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
puvodnim hodnotdm, absence toxického posSkozeni myokardu v monoterapii PI u mladych
zdravych zvifat nemusi byt prekvapujici. V piedchozi praci (Nowis et al., 2010) byla ale u
bortezomibu podavaného 3x tydné na modelu potkana pozorovéana vyznamna dysfunkce LK.

Stejni podani bortezomibu v nasich podminkéch kralikiim ovSem vedlo k ¢asnym thyniim z
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extrakardidlnich pficin 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 tydn€ a ani opakované
podani tohoto 1é¢iva mySim s xenotransplataci lidskych nadorovych bunék nevedlo k navozeni
kardiotoxicity pii expozici zajistujici vyznamny protinadorovy ucinek (LeBlanc et al., 2002).
Tyto tdaje naznacuji, ze kardiotoxicita obou studovanych PI je v monoterapii v klinicky

relevantnich davkach u mladych dospé€lych pokusnych zvirat spiSe omezena.

Pravdépodobnost vzniku kardiotoxicity spojené s CHSS je v klinické praxi u PI stale
predmétem debat a kontroverzi. Nékteré RCT zameétfené na terapii MM bortezomibem
neshledaly rozdil ve vyskytu CHSS oproti kontrolni skupiné (Richardson et al., 2005) a srde¢ni
selhani bylo jen velmi zfidka divodem pro preruseni 1é¢by (Koulaouzidis et al., 2017).
Podobné vysledky vyplynuly u bortezomibu 1 ze systematického review a nasledné meta-
analyzy (Xiao et al., 2014). V ptipad¢ karfilzomibu byl v tfeti fazi klinického hodnoceni
zaznamenan vyssi vyskyt kardiotoxicity a srdecni dysfunkce nez u bortezomibu (Chari et al.,
2018). Nicmén¢ nekteré meta-analyzy naznacovaly, ze celkovy vyskyt kardiotoxicity (zvIasté
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 pacientd 1é€enou bortezomibem a karfilzomibem (Russell et al., 2015). Posthoc
analyza uvedenych dat ovSem naznacila moznost zvyseného rizika kardiotoxicity a srde¢ni
dysfunkce u pacientil vys$siho véku s preexistujicim kardiovaskuldrnim onemocnénim (Chari
et al., 2018). Zde je tfeba poznamenat, Ze nami prezentovana experimentalni data, stejné tak
jako vSechny ostatni experimentalni vysledky v literatute, se tykaji vyhradné¢ 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 podminkach in vitro bylo ov§em zjisténo, ze se mohou
podstatné liSit data ziskana s uZitim primarnich kardiomyocytll izolovanych z myokardu
novorozen¢ho a dospélého potkana (tj. NVCM a AVCM). Kombinace obou PI
(v koncentracich kolem jejich cmax v plazmé) s klinicky relevantnimi koncentracemi ANT
vedla k signifikantnimu nértstu toxicity u NVCM, coZ odpovida vysledkiim publikovanym v
literatuie (Nowis et al., 2010; Hasinoff et al., 2017; Hasinoff et al., 2018). ZvySeni toxicity
ANT pii kombinaci s experimentdlné uZivanym inhibitorem PI bylo téZ popséano v literatufe s
uzitim mySich embryonalnich kardiomyocyti (Spur et al., 2016). Nicméné stejny pokus

provedeny na AVCM v Publikaci €.1 Zadné vyznamné ovlivnéni toxicity ANT nezaznamenal
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a vysledna cytotoxicita byla podobna jako u samotného ANT. Tyto vysledky byly velmi dobie
reprodukovatelné a nezavislé i na pouZzité metod¢ stanoveni cytotoxicity. Diivodem téchto
vysledki také nemohla byt absence vyznamnych inhibi¢nich G¢inki na aktivitu proteazomu v
AVCM, protoze nase pokusy prokazaly paradoxné¢ jesté vyrazné€jsi efekt nez v NVCM (vcetné
ovlivnéni T-L aktivity). Zarovenn byly v téchto experimentech poprvé popsany podstatné
rozdily v bazélni (fyziologické) proteazomové aktivite¢ (CT-L a T-L) mezi obéma typy
primarnich kardiomyocytti, coz by mohlo kodeterminovat nékteré rozdilné vysledky
pozorované na téchto in vitro modelech v nasich experimentech. ProtoZe tato 1é¢iva se uzivaji
pouze u dospélych pacientli, upiednostnéni NVCM modelu pied AVCM patrné zkreslilo
(nadhodnotilo) realné riziko kardiotoxicity plynouci z kombinace ANT a PI ve vétSiné

ptedchozich publikaci.

Co se tyce kardiotoxicity kombinace PI a ANT in vivo nejsou mimo nasi publikaci v literatute
dostupné zadné informace. Pfedlozena studie doklada, ze oba PI pfi 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 podéni téchto l1éc¢iv vedlo k
signifikantni inhibici CT-L aktivity proteazomu v myokardu pokusnych zvitat. Pfitom samotna
chronickd ANT vedla k indukci exprese proteini signalizujicich poruchou homeostazy
proteinti a byla zjisténa i indukce aktivity samotného proteazomu (nicméné pouze T-L aktivity,
kterd neni obéma PI in vivo v myokardu vyznamné ovlivnéna). Tyto ndlezy lze ziejmé
interpretovat jako adaptacni zmény v UPS reagujici na toxické poskozeni myokardu ANT,
které ale v danych podminkach nedostacuji k udrzeni optimalni proteinové homeostazy. V
tomto kontextu se miize jevit pon¢kud paradoxni, Ze podani PI na tyto déje ani celkovy fenotyp
ANT kardiotoxicity nemélo Z&dny vliv. MoZznym vysvétlenim by mohl byt pfechodny
charakter ovlivnéni proteazomu v myokardu po podéani obou PI (s normalizaci do 24 hodin),
coz je ramcove v souladu s literaturou o u¢inku PI na zdravé tkané (Yang et al., 2011). Dalsim
moZnym faktorem je absence vyznamného vlivu obou PI na T-L aktivitu proteazomu, ktera je

chronickou ANT kardiotoxicitou indukovana.

Nelze vyloucit, ze by vyssi expozice myokardu témto PI by mohla vést k vyznamnéjSimu
dopadu na ANT kardiotoxicitu. Nicméné ANT navozené poskozeni myokardu kralika bylo v
naSich podminkéach pomérné vyrazné (u ¢asti zvitat to dokonce vedlo k terminalni fazi CHSS
s predCasnymi uhyny). V pfipadé¢ vyznamné ucasti proteazomu na patogenezi ANT
kardiotoxicity by tedy bylo ocekavatelné, ze by i mensi expozice myokardu PI mohla mit
vyznamny dopad na zdvaznost ANT kardiotoxicity. Protoze ktomu nedoslo, je

pravdépodobnéjsi, ze dysfunkce UPS hraje v rozvoji chronické ANT-kardiotoxicity spiSe
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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. V jedné
z publikovanych praci bortezomib podévany 2x tydné v klinicky relevantnich davkach, také
nevykazoval vyznamny vliv na zavaznost CHSS experimentalné navozeného infarktem

myokardu (van Hees et al., 2008).

Riziko vyznamného zvySeni zdvaznosti chronické ANT kardiotoxicity se tedy pii kombinaci
s PI jevi jako relativné nizké, pfinejmensim u mladych dospélych jedincii. Klinické evidence
k této problematice pochazejici z RCT je stale velmi omezena. V publikovanych studiich
nebylo hlaseno vyznamné zvySené riziko CHSS oproti skupiné se samotnym ANT, ale tyto
studie na nebyly na hodnoceni rizika kardiotoxicity designovany, coz mize mit na ziskana
data podstatny vliv. Také je tfeba vzit v potaz, ze v né€kterych téchto studiich byly uzity
lipozomalni ANT, u kterych je riziko kardiotoxicity nizsi diky cilené distribuci ANT do nadort
(Sonneveld et al., 2008).

Dalsi dvé studie, jez jsou soucasti tohoto komentovaného souboru jsou zaméieny na
problematiku farmakologické ochrany myokardu vici chronické ANT kardiotoxicité. Prvni z
téchto praci se zamétfuje na studium kardioprotektivnich u¢inkdt ACEi pii jejich podéani v
primérni prevenci chronické ANT-kardiotoxicity na experimentalnim modelu u kréalika. Druha
prace si kladla za cil objasnéni mechanismii kardioprotektivnich t€¢inkti klinicky uzivaného
kardioprotektiva DEX. Zatimco star§i prace a platné SmPC uvadéji, ze DEX navozuje
kardioprotekci prostiednictvim chelatace iontll Zeleza a prevenci ANT indukované tvorby
ROS v myokardu (SmPC Cyrdanax®), 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 zpochybiiuji
(McCormack, 2018). DEX se v dnesni v klinické praxi bohuzel uziva jen velmi omezené a
zadné jiné kardioprotektivum se do klinické praxe zatim nedostalo. Proto se fada autord
zam¢ftila na zkoumani potencialné kardioprotektivnich G¢inkli zavedenych skupin 1éciv jako
jsou ACEIi a dalsi 1éciva uzivana pro 1é€bu CHSS typu HFrEF. K tomuto zdjmu podstatné
pfispéla data 0 mozném protektivnim ucinku téchto 1éciv pii uziti v sekundarni prevenci ANT
kardiotoxicity u rizikovych pacientl s elevaci srde¢nich troponinli po chemoterapii obsahujici
ANT (Cardinale et al., 2006). Ackoliv bylo provedeno i né€kolik klinickych studii s podavanim
ACEIi v primarni prevenci (tj. pfi podavani v pribéhu celé chemoterapie), stale neni zfejmé,
jestli tato 1écba predchazi poskozeni myokardu, tj. zabranuje indukci priméarniho toxického

poskozeni, nebo jenom mirni jeho progresi smérem k detekovatelné ¢i klinicky manifestni
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ANT-kardiotoxicité. S timto souvisi otazka, jak moc je takova kardioprotekce dlouhodobé
ucinna (i po vysazeni 1é€by ACEi) a do jaké miry se podoba u¢inkim popsanym u klinicky

uzivaného kardioprotektiva DEX.

Pii studiu kardioprotektivnich u¢inkt ACEi v Publikaci ¢. 2 byla zjiSténa fada novych
informaci. Prvnim zajimavym zjisténim bylo, Ze podani ACEi v primarni prevenci mize mit
v obdobi postupného rozvoje ANT kardiotoxicity piekvapivé vyrazny vliv na vétSinu
studovanych parametrti. Tyden po ukonceni podavavani ANT (tj. jiz po vysazeni ACEi a jeho
majoritniho vylou€eni z organismu) byl jasn¢ patrny benefit z [é¢by ACE], a to nejen na rozvoj
systolické dysfunkce LK a ob&hové meéstnani s pfedCasnymi thyny, ale inhibovan byl
evidentn€ i rozvoj degenerativniho poskozeni kardiomyocyti. Zjistény pozitivni vliv ACEi na
ANT toxicitu by mohl korespondovat s nékterymi nadéjnymi nalezy z experimentalnich studii
bez dostate¢né¢ho nésledného sledovani pokusnych zvifat (Sobczuk et al., 2020). NaSe
vysledky dale naznacuji, Ze tento G€¢inek ACE1 by mohl souviset s ovlivnénim molekularnich
mechanismi pfinejmensim Caste¢né regulovanych systémem renin-angiotensin aldosteron
(RAAS) (Ghigo et al., 2016; Forrester et al., 2018; Renu et al., 2018). Konkrétné by to mohla
byt inhibice zanétlivé reakce, prevence dysregulace hemostazy vapniku a ROS, zmirnéni

poruchy mitochondrialni biogeneze a inhibice patologické remodelace extracelularni matrix.

Nicméné¢ z nasledného 3-10tydenniho sledovani zvifat po chemoterapii DAU bez dalsiho
podavani ACEi bylo zfejmé, Ze dochédzi vyznamnému oslabeni vySe popsaného benefitu
podani ACE;i, véetné vyskytu tézkych forem CHSS s predCasnymi thyny. Tento trend byl
zfejmy z vétSiny hodnocenych parametrti (véetné degenerativnich zmény v kardiomyocytech)
a nebylo jej mozné ovlivnit zvySenim davky ACEi. Benefit z poddvani ACEi v primarni
prevenci ANT kardiotoxicity tedy neni stdly a mliZe se liSit v zavislosti na délce nasledného
sledovani po ukonceni chemoterapie. Tento zajimavy nalez zatim nebyl v literatufe jasné
popsan. Nutno dodat, Ze vétSina experimentalnich praci se dlouhodobym sledovanim
pokusnych zvitat po ukonceni chronického podavani ANT nezabyvala a kdyZ byl FU zahrnut
v designu studie, tak byl ¢asto kratky (napt. 2 tydny od posledni davky ANT (Boutagy et al.,
2020)). V literatufe byly také popsany smiSené ¢i nesignifikantni vysledky tykajici se uc¢inku
ACEi ¢i sartanli v primarni prevenci ANT navozené dysfunkce LK s rizné dlouhym FU
(Vaynblat et al., 2002; Hiona et al., 2011; Akolkar et al., 2015; Boutagy et al., 2020). Neni
vylouceno, ze se téchto vysledcich jiz mohl odrazet snizujici se benefit z poddvani ACEi s
odstupem od ukonceni chronického podavani ANT, ale protoze az na fidké vyjimky nebyly
studovany zmény sledovanych parametrti v Case, tento trend nemusel byt rozpoznan. Délka

zvolen¢ho FU, pak mohla mit vyznamny vliv na velikost zjisténého pfinosu v téchto studiich.
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Jestli je vySe uvedeny fenomén platny i pro klinické uziti ACEi v primarni prevenci ANT
kardiotoxicity zatim neni zfejmé. VétSina dosud provedenych klinickych studii sledovala
pacienty po ukonceni chemoterapie jen omezenou dobu, a navic byl ACEi vzdy podavan az
do samého konce studie. Neni vyloucené, ze by komplexni u¢inek ACEi na hemodynamiku
mohl kodeterminovat relativné maly rozdil v LVEF zjistény oproti kontrolni skupiné bez ACEi
v t&chto studiich, coz bylo téZ diskutovano v literatufe (van der Meer et al., 2016). Uginky
navozené pokracovanim podavani ACEi i v obdobi FU po chemoterapii byly studovany i v
nasi praci (Publikace ¢. 2). Dalsi podavani ACEi kralikim ale evidentné nezvratilo trend ve
zhorseni vétSiny parametrit ve FU, nicméné byla patrna inhibice progrese do tézkych forem
CHSS, coz zabrénilo i thyntim pokusnych zvifat. Zde se ale pravdépodobné uplatiiuji dobte
znamé ucinky ACEi vici progresi CHSS a patologické remodelaci myokardu bez ohledu na

primdrni etiologii patologického stavu.

Vysledky nasi prace ukazuji, Ze pfinejmensim za experimentdlnich podminek se
kardioprotekce indukovana ACEi a DEX zasadné¢ 1iSi. V pfedchozi praci provedené nasi
skupinou na totozném modelu u kralika (Jirkovsky et al., 2013) podavani DEX (pied kazdou
davkou ANT) zajistilo téméf kompletni kardioprotekci, a to jak na konci chronického
podavani ANT, tak i po 10 tydnech FU. Dokonce i parcidlni protekce navozena DEX na témze
modelu pii zah4jeni podavéni tohoto 1é¢iva az po dosazeni kumulativni ddvky ANT 300 mg/m?
(4. od 7. davky DAU) nedoznala zadnych zmén v pribehu FU. Kardioprotektivni u¢inek DEX
je tedy zjevné velmi staly bez ohledu na odstup od dokonceni chemoterapie, coz plyne i z dalsi
experimentalni prace (Lebrecht et al., 2007a) s jesté delsim FU (30 tydnid). Udaje o
dlouhodobém benefitu z 1écby DEX jsou také dostupné z klinickych studii (Reichardt et al.,
2018; Chow et al., 2022).

Dalsi publikace v tomto souboru komentovanych praci (Publikace ¢.3) byla zaméfena na
studium mechanismu kardioprotektivnich G¢inktit DEX. Sérii farmakokineticky fizenych in
vitro a in vivo experimentl s exogennim podani domné¢lého aktivniho metabolitu ADR-925
bylo dosazeno vysledk, které odporuji hypotéze, Ze kardioprotektivni u¢inek DEX zavisi na
chelatacnich vlastnostech jeho hlavniho metabolitu. Tyto vysledky ale pomérné dobie zapadaji
do celé tfady informaci dostupnych v literatuie. Kardioprotektivni potencial ADR-925 totiz
nebyl pozorovan ani v ptedchozi in vitro praci (Hasinoff et al., 2003), avSak tento vysledek
byl ddvan do zdanliveé logické souvislosti s hydrofilnim charakterem této molekuly, ktery by
mohl zplsobit nizkou penetraci ADR-925 sarkolemou do kardiomyocytl. Nase vysledky ale
vyvrétily tento pfedpoklad, jelikoz intracelularni expozice byla po inkubaci kardiomyocyt s

ADR-925 jeste vétsi nez po inkubaci s DEX, coz mliZe byt z Casti dano 1 aktivnim transportem

37



ADR-925 do bun¢k (Jirkovsky et al., 2018). Také je tieba pfipomenout, Ze ADR-925 tvoii s
volnymi ionty Zeleza komplexy, kterou jsou stdle redoxné aktivni (Thomas et al., 1993), coz
je v rozporu s piredpokladanou ochranou myokardu pted oxida¢nim poskozenim navozenym
ANT. Tyto vysledky také osvétluji, pro¢ v predchozich pokusech lipofilng;si derivaty ADR-
925 se snadnéjsi penetrujici do intracelularniho kompartmentu kardiomyocytu nevykazovaly
zadny kardioprotektivni potencidl (Jirkovska-Vavrova 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; Kollarova-Brazdova et al., 2020;
Jirkovska et al., 2021). Ve svétle téchto vysledkt je také ziejmé, pro¢ ucinnéjsi a selektivnéjsi
chelatory zeleza, které tvofi redoxné inaktivni komplexy s t€émito ionty (napt. deferoxamin ¢i
deferipron) neposkytovaly podobny kardioprotektivni i€inek jako DEX (Herman et al., 1994;
Popelova et al., 2008).

V komentované praci (Publikce ¢.3) byl navrzen 1 alternativni mechanismus
kardioprotektivniho uc¢inku DEX, a to katalytickd inhibice TOP2B prostfednictvim parentni
molekuly DEX. Tento ucinek nesouvisi s konkrétni optickou izomerii molekuly DEX
(podobné U¢inny je i levorazoxan) a mize se uplatnit za klinicky relevantnich koncentraci a
podminek. DEX také navozuje depleci TOP2B v kardiomyocytech in vitro a in vivo, coz je
ziejmée nasledek inhibice této molekuly zprosttedkovany aktivitou UPS (Deng et al., 2014).
Zdali pro ucinnou kardioprotekei staci pouze katalytickd inhibice TOP2B nebo je nutnd i
deplece tohoto enzymu v kardiomyocytech, neni prozatim jasné. Souvislost mezi
kardioprotektivnimi u€inky DEX a inhibici TOP2B bylo dale v této praci potvrzeno
prostiednictvim analyzy ucinkti ethylmethyl derivait DEX (oznacovaného EMD), protoze
vyznamné odliSny protektivni potencidl jeho diastereoizomerd vici ANT kardiotoxicité
koreloval s jejich schopnosti inhibovat TOP2B (chelata¢ni schopnosti jejich metabolit byly
pritom témeft totozné). Souvislost kardioprotektivniho uc¢inku s inhibici TOP2B také vyplynula
z hodnoceni kardioprotektivniho G€inku derivati DEX v pfechozich studiich. VétSina i velmi
malych obmén chemické struktury DEX vedla ke ztrat€ inhibice TOP2B a ve vSech ptipadech
vedlo ke ztrat¢ kardioprotektivniho ucinku 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 vyssi inhibi¢ni u€innosti vii¢ci TOP2B nez DEX byl nésledné také shledan Gi¢innéjSim
kardioprotektivem vi¢i ANT kardiotoxicite in vitro i in vivo (Jirkovska et al., 2021; Kollarova-

Brazdova et al., 2021).
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Z recentnich vysledkii obecné vyplyva, ze kardioprotektivni u¢inek DEX je zalozen na
interakci parentniho 1é¢iva s TOP2B vedouci k tzv. katalytické inhibici aktivity tohoto enzymu
bez poskozeni DNA. Timto miiZze byt tento enzym chranén pied ucinkem ANT, ktery by jinak
jako tzv. topoizomerazovy jed navodil poskozeni DNA s dvojitymi zlomy. Tento nalez byl
potvrzen v Publikaci €. 3 stanovenim fosforylace histonu H2AX, coz je marker poskozeni
DNA. Tato teorie odpovidé vysledkim hodnoceni DDR v myokardu po akutnim podani ANT
v Publikaci ¢.2. Zde podani DEX pted ANT velmi efektivné zabranilo ANT indukované
aktivaci DDR signalizaci v myokardu kralika za podminek, kdy toto 1éCivo pilisobi
kardioprotektivné v chronickém experimentu. Recentni prace nasi skupiny také ukazala, ze
inhibi¢ni U¢inek derivati DEX viici ANT indukované DDR v myokardu velmi dobie koreluje
s jejich kardioprotektivni uc¢innosti vii¢i chronické ANT kardiotoxicité¢ (Kollarova-Brazdova
et al., 2021). Protoze stejny ucinek DEX Ize ofekavat i na TOP2A v nadorovych butikach,
vyvstava otdzka, jestli DEX a jeho derivaty stejnym mechanismem nemohou chranit 1
nadorové bunky pied toxicitou ANT. Vysledky prezentované v Publikaci €. 3, dalsi vysledky
nasi skupiny (Jirkovska et al., 2021; Kollarova-Brazdova et al., 2021) i data publikovana
jinymi autory (Pearlman et al., 2003) tuto obavu nepotvrzuji. Mechanistické vysvétleni téchto

nalezi si ale vyzada dalsi studium.

Vsechna tato data dobfe koresponduji s prilomovou praci prokazujici, ze podminéna
geneticka delece TOP2B v kardiomyocytech zabraiuje indukci ANT kardiotoxicity (Zhang et
al., 2012). Kardioprotekce DEX tedy zifejmé& smétuje ptimo k inicidlnimu kroku vedoucim k
indukci ANT kardiotoxicity, proto pfedchdzi navozeni toxicity a poskytnuty benefit je
evidentné trvaly. Naopak ACEi, ktery dle vysledkti prezentovanych v Publikaci 2 nema na
TOP2B zadny tcinek, neovliviiuje ANT navozenou DDR signalizaci v myokardu po podani
ANT, a proto poskytuje pouze doCasny benefit, ktery je patrn€ zalozen na ovlivnéni nizsich
urovni patogeneze rozvijejiciho se toxického poskozeni a srde¢ni dysfunkce. Tomu Ze ACEi
neovliviiuji primarni pficiny ANT kardiotoxicity by mohly odpovidat 1 vysledky klinické
studie ICOS ONE (Cardinale et al., 2018). Zde totiz uziti ACEi v primarni a sekundarni
prevenci ANT kardiotoxicity vedlo k identickym vysledkiim, coZ patrné€ znamena, Ze ovlivnéni
inicidlnich mechanisml pro Uc¢inek téchto 1é¢iv neni klicové. Pokracovani klinické studie
PRADA (Extended follow-up) (Heck et al., 2021) pak ptineslo velmi zajimavou informaci o
tom, Ze ptivodné 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 pacienti (Heck et al., 2021). Tyto vysledky by mohly

odpovidat snizujicim se kardioprotektivnim u¢inkiim ACEi ve FU u zvitat v naSich pokusech
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(Publikace ¢.2). Pii hodnoceni kardioprotektivniho potencidlu ACEi, sartani a dalSich 1é¢iv
uzivanych pro 1é€bu HFTEF v experimentu i klinické praxi je zfejme velmi dilezité zaméfit se
na vysledky této intervence s del§im ¢asovym odstupem od ukonceni chemoterapie ANT. Pro
definitivni klinické zavéry o roli ACEi v primarni prevenci chronické ANT kardiotoxicity je

tteba vice dat z RCT (Vaduganathan et al., 2019; Brown et al., 2020; Vuong et al., 2022).
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5 Zavéry

Vysledky této prace naznacuji, ze klinicky uzivané PI (bortezomib a karfilzomib) podavané v
monoterapii vykazuji jen velmi omezené znamky kardiotoxicity in vitro a in vivo u mladych
dospélych pokusnych zvifat a z nich izolovanych primarnich kardiomyocyti (AVCM). V
téchto podminkach také oba studované PI nezvysuji riziko kardiotoxicity ANT, a to i pfesto,
ze aktivitu proteazomu v myokardu mohou vyznamné inhibovat a samotna ANT kardiotoxicita
vede k poruchdm funkce UPS. Vyssi toxicitu ovSem navozuji studované PI vii¢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 pacienti,
tak tyto alarmujici vysledky maji zfejm¢ 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 protinadorovych 1é¢iv u mladych dospélych jedincti bylo vyssi

nez v monoterapii ANT.

V dalsi praci byla pozornost vénovéana studiu kardioprotektivnich uc¢inkit DEX a ACEi v
primarni prevenci chronické ANT kardiotoxicity in vivo. Zde bylo zjisténo, Ze ACEi mohou
ve veétsSingé studovanych parametrti navodit vyznamny kardioprotektivni ucinek v obdobi
postupného rozvoje chronické kardiotoxicity. Tento benefit se pfitom neomezuje jen na
inhibici remodelace myokardu a funkénich aspektii ANT toxicity ¢i mortalitu spojenou s
pokroc¢ilym CHSS. ACEi také mohou inhibovat rozvoj ANT indukovanych degenerativnich
zmén kardiomyocytli. Nicméné tento benefit je ve vSech aspektech docasny a vyznamné
slabne pi1 nasledném sledovani pokusnych zvitat po ukonceni chemoterapie véetné moznosti
vyskytu tézkych forem CHSS vyustujici v pfedcasny tthyn pokusnych zvifat. Tuto tendenci
nelze U¢inn€ zvratit zvySenim davky ACEi ani delSim podavanim toho 1é¢iva ve FU po
ukonceni podavani ANT. Uvedend zjisténi také jasn€é poukazuji na vyznam nésledného
sledovani pro adekvatni zhodnoceni kardioprotektivniho potencialu ACE1 v primarni prevenci

chronické ANT kardiotoxicity.

Kardioprotektivni u¢inky ACEi se tedy vyznamné 1i§i od DEX, ktery navozuje robustni a
dlouhodobou kardioprotekci vi¢i ANT kardiotoxicité. Divodem jsou patrné odliSné
mechanismy ucinku obou 1éc¢iv. DEX ziejmé ucinkuje prostiednictvim katalytické inhibice
TOP2B v kardiomyocytech, kde pfedchdzi ANT-navozenému poskozeni DNA a indukci DDR
signalizace v myokardu, coz odpovidd novéjsi hypotéze o mechanismu vzniku ANT

kardiotoxicity. Ziskané dikazy také jednoznacné hovoii proti vyznamné tloze chelatacnich
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metabolitd DEX v navozeni kardioprotektivniho u¢inku DEX. Tato zjisténi zpochybiuji nejen
dosud pievladajici mechanismus kardioprotektivniho uc¢inku DEX, ktery ptedpoklada
vyvazéani volného zeleza z komplexu s ANT prostfednictvim metaboliti DEX, ale i platnost
tradi¢ni teorie vzniku ANT kardiotoxicity zdtraziujici roli volnych ionti Zeleza a tvorby ROS
(tzv. ,,ROS and iron* hypotéza). Tento nalez by téZ mohl vysvétlit, pro¢ se selektivnéjSich
chelatory Zeleza neuplatnily v prevenci ANT kardiotoxicity. ACEi neovliviiuji TOP2B
dependentni poskozeni myokardu navozené ANT, coz by mohlo vysvétlovat méné ucinnou, a
predevsim nestalou kardioprotekci pozorovanou s uzitim perindoprilu v této praci. ACEi tedy
ziejme 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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