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UvoD

Cytostaticka terapie nadorového onemocnéni neni rozhodné nikterak
popularni zalezitosti. Nejen, ze se v pfipadé této skupiny IéCiv jedna témérF vzdy o
vaznou diagnézu, avsak je nutno fici, Ze jde i o velkou zatéz organismu z hlediska
expozice prevazné toxickych xenobiotik. Vyskytuje se zde mnoho nezadoucich
pomeérné velice rozsahla a proto je z ni nutno vybirat pravé ta IéCiva, ktera jsou pro
dany druh onemocnéni nejvyhodnéjSi a nejméné toxicka. Za poslednich dvacet let
doSlo k vyraznému pokroku objevenim novych cytostatik a také zménou strategie a
jejich davkovani.

Toxicita cytostatik se obvykle rozdélue na hematologickou a
nehematologickou. Zatimco hematologickou toxicitu Ize dnes pomérné dobfe I1éCebné
zvladnout, problémem zlstava toxicita nehematologicka. Ta se tyka predevsim jater,
mohou zpuUsobit antracykliny.

Jiz vroce 1964 popsal americky védec David A. Karnofsky zavislost mezi
chronickym podavanim daunorubicinu a vznikem srde¢niho selhani. Toxicky u€inek
na srdce se mulze projevit jako akutni, subakutni nebo chronicky. Byla popsana i
takzvana pozdni kardiotoxicita, ktera se objevuje za 5 az 20 let po |éCbé témito
cytostatiky. To se tyka hlavné lidi, ktefi byli v détském véku léCeni na maligni
onemocnéni.

O kardiotoxicité antracyklin bylo jiz napsano mnoho publikaci, ale i pfesto
vSak stalé zlstava fada nedofeSenych otazek, které bude nutno v budoucnu
zodpovedét, napf. presna definice kardiotoxicity, mechanismus Kkardiotoxicity,
optimalni diagnosticky a monitorovaci pfistup i moznosti idealni prevence.

Tématem mé prace bylo studium endotelialni dysfunkce. Mym vyzkumnym
zamérem konkrétné bylo prozkoumat imunohistochemickymi metodami expresi
bunénym adheznich molekul na povrchu aortalniho oblouku u experimentalniho

kraliciho modelu pfi expozici antracyklinovymi cytostatiky.



1 FYZIOLOGICKA FUNKCE ENDOTELU

O endotelu se dlouho dobu myslelo, Ze je pouhou inertni vrstvou pfipominajici
semipermeabilni celofan, ktera kryje povrch cévni stény a zajistuje jeji permeabilitu.
Kratce poté, co William Harvey objevil krevni obéh v roce 1628, popsal Malphigi
systém cévni sité v téle jako oddéleny systém od ostatnich tkani. Pozdéji v 19. stoleti
von Reckingausen prohlasil, Ze cévy nejsou jen provrtané skulinky skrz tkané, ale ze
to jsou samostatné celky utvofené z vlastnich bunék. V roce 1896 pfichazi Starling
s teorii kapilarniho systému, kde endotel je selektivhé propustna bariéra, ktera je po
cely Zivot konstantni ve své propustnosti, ktera je pozdéji roku 1891 doplnéna
Heidenhahnem, Zze na endotelovych burnkach dochazi téz k aktivnimu transportu. Na
vyznamu pfidaly Paladovy histologické studie cévni stény s vyuZzitim elektronového
mikroskopu v roce 1953, jakoz i fyziologicka pozorovani Gowana v roce 1959, ktera
jednoznacné prokazala interakce mezi endotelem a Ilymfocyty. To doslova
vyprovokovalo vinu nejriznéjSich dalSich studii, diky nimz je dnes endotel vidén jako
slozity, dynamicky a heterogenni systém umoziujici vyluCovaci, syntetické,

metabolické a imunologické funkce (Fishman, 1982).

1.1 Zakladni funkce endotelu

Jednou ze zakladnich funkci endotelu je zajisténi fizené propustnosti mezi krvi
a okolnimi tkanémi. Endotel kontroluje prostup jak pro bunétné elementy, tak pro
nebunécné krevni komponenty. Nebunécné komponenty vyuzivaji pro svou cestu jak
paracelularni, tak transcelularni transportni mechanismy. Prostup krevnich elementu
(pfedevSim leukocytld) je realizovan pomoci vazoadhezivnich molekul, kterych
endotel na svém povrchu exprimuje celou fadu. Migrace leukocytd zagina aktivaci
a interakci selektinG, tyto interakce zprostfedkovavaji prvotni kontakt leukocytd (L-
selektiny) s aktivovanym endotelem (E-selektiny, event. P-selektiny), a pfechazi do
tzv. rolovani leukocytd podél endotelialnich bunék. Nasleduje vazba mezi integriny
na povrchu leukocytd (LFA-1, MAC-1) a pfislusnymi adhezivnimi molekulami na

povrchu endotelidlnich bunék (ICAM-1, VCAM-1). Tato vazba je silngjsi, dochazi



k adhezi leukocytu. Treti faze - transmigrace leukocytu do subendotelidlnich prostor -
je zprostfedkovana dalSimi adhezivnimi molekulami (PECAM-1) a cytokiny (MCP-1).

Druhou ulohou endotelu je kontrola optimalniho prutoku krve cévou. (viz
Tabulku 1.) Endotel syntetizuje celou fadu latek s vazoaktivnim ucinkem. Mezi
ktera je specificky aktivovana smykovym napétim krevniho proudu (shear stress),
hypoxii a celou fadou pusobki. NO ma mohutny vazodilatacni ucinek, inhibuje
expresi adhezivnich molekul, adhezi aagregaci trombocytd a apoptozu
endotelialnich bunék. Brzdi také migraci myocytd z medie, jejich proliferaci
a transformaci v sekreCni buriky. Mezi dalSi vazodilatacni faktory produkované
endotelem se fadi prostacyklin. Prostacyklin pusobi aditivné k ucinku NO, je
uvolhovan za obdobnych situaci, jejich ucinek se také navzajem potencuje. Tretim
vazodilatatné pulsobicim faktorem je Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor
(EDHF), jehoz hlavni biologickou ulohou je pravdépodobné vazodilatace
v koronarnim fecisti. Tyto chemicky znacné odliSné slouCeniny nejsou skladovany
v intracelularnich granulich. Jejich biologické ucinky jsou zprostfedkované diky
specifickym receptorim na hladkosvalovych bunkach cévy, bud spusténim rychié
biochemické kaskady nebo na urovni genetické transkripce. Oxid dusny je tvofen
nepretrzité, ale jeho produkce je regulovana velkym mnozstvim fyzikalné-chemickych
podnétu, zatimco ostatni zminéné mediatory jsou tvofeny primarné v zavislosti na

zménach vnéjsSiho prostredi.

K zachovani rovnovahy vznika v endotelu nékolik latek s vazokonstrik€nim
pusobenim. Nejvyznamnéjsi jsou endoteliny - v endotelu je produkovan endotelin-1.
Vedle podnétl, které vedou i k uvolnéni NO (napfiklad bradykinin, angiotenzin II,
shear stress), stimuluji syntézu endotelinu-1 nékteré aterogenni proteiny (trombin)
nebo lipoproteiny (oxidovany LDL). Vintaktnich cévach plsobi endotelin-1
bimodalné - vazokonstrikéni ucinek je mirnén souc€asnou stimulaci produkce NO
a prostacyklinu. PIlna vazokonstrikce se objevi az pfi poSkozeni endotelu. Endotelin-1
také stimuluje proliferaci myocytu v cévni sténé. Na povrchu endotelu je také vazan
angiotenzin konvertujici enzym a endotel mize prostfednictvim zmény jeho aktivity

ovliviiovat hladiny angiotezinu Il a bradykininu.



DalSi funkci endotelu je zajisténi integrity cévniho fecisté. Intaktni endotel je
dokonale nesmacivym povrchem. Uz pfi deskvamaci endotelialnich bunék dochazi
k absorpci von Willebrandova faktoru (VWF), ktery prostfednictvim desti¢kovych -
receptorl aktivuje adhezi trombocytl, jez se vazou na subendotelialné lokalizovana
vlakna kolagenu. Poté dochazi k jejich aktivaci a degranulaci, coz vede k uvolnéni
fady dalSich proagregacné a vazokonstrikéné pusobicich latek. Prostfednictvim
destiCkovych receptort llb/llla a fibrinogenu desti¢ky agreguji. Primarni, desti¢kova
faze hemokoagulace je doprovazena sekundarni hemostazou, na jejimz konci je
pfeména fibrinogenu trombinem v nerozpustny fibrin. | tato faze je ovlivnitelna
endotelem. Endotel vaze na svém povrchu antitrombin Ill, ktery inaktivuje trombin,
a vznikly komplex je z cirkulace odstranén. Endotel také produkuje trombomodulin.
Komplex trombomodulin-trombin ma uz omezenou schopnost $tépit fibrinogen, navic
aktivuje protein C, ktery - v komplexu s proteinem S - inaktivuje faktory Va a Vlla,
a tim inhibuje koagulaci. Endotel kontroluje navic i fibrinolyzu. Kli€ovym enzymem
Stépicim molekuly fibrinu je plazmin. Ten vznika z cirkulujiciho plazminogenu
pusobenim tkanového aktivatoru plazminogenu (t-PA). Ten naopak muze byt
inhibovan svym inhibitorem (PAI-1). Jak t-PA, tak PAI-1 jsou Vv endotelu
syntetizovany a mohou byt v rizném poméru uvolfiovany (Mizia-Stec et al 2003).

Endotel mulze zasahovat ido reparativhich procesi a angiogeneze.
Reparativni pochody v cévni sténé jsou kontrolovany fadou cytokinid. Mezi rlustové
faktory a cytokiny endotelialniho plvodu jsou fazeny napfiklad transformuijici rastovy
faktor beta, fibroblastovy rlastovy faktor, destickovy rustovy faktor, interleukin-1
a endotelin-1. Tyto mitogeny stimuluji rist bunék hladké svaloviny, jejich migraci do
subendotelialniho prostoru z medie s naslednou hyperplazii intimy, a hypertrofii cévni
stény. Naopak velmi vyznamnym antimitogenem je NO, ktery inhibuje proliferaci
bunék hladké svaloviny a zabrarnuje hypertrofii cévni stény (Miller & Cappuccio
2002).



Tabulka €.1 - Vasoregulacni ptsobky vytvarené endotelem

Pasobek

NO (oxid
dusny)

PGI,
(prostacyklin)

PAF
(trombocyty
aktivujici
faktor)

ET-1
(endothelin-
1)

Typ

slouéeniny

volny radikal

eikosanoid

fosfolipid

peptid tvofen
21 AK

Jeji
prekursor

L-arginin

kyselina
arachidonova

kyselina
arachidonova

Hlavni

ucinek

vasodilatace

vasodilatace

vasokonstrikce

preproendotelin  vasokonstrikce
1 (203 AK)

Ostatni
ucinky

udrzuje bazalni
cévni tonus;
inhibuje adhezi
leukocytl,
inhibuje adhezi,
aktivaci a
agregaci
desti¢ek a
zaroven
podporuje jejich
desagregaci;
inhibuje
proliferaci
hladkosvalovych
bunék cévy
blokuje  nanos
krevnich
destiCek a jejich
shlukovani
napomaha
adhezi
leukocytl na
povrchu
endotelu
podporuje
proliferaci
hladkosvalovych
bunék cévy,
moduluje UGc&inky
ostatnich
plUsobku

1.2 Interakce mezi krevnimi elementy a cévni sténou

Zpusob
sekrece

parakrinni,
deponovan v
konstitutivni
formé,
indukovan
trombine,ADP,
bradykininem,
substanci P,
muscarinovymi
agonisty,
mechanickym
napinanim,
cytokiny

parakrinni,
indukovan

v mistech
cévni odchylky
Juxtakrinni,
indukovany

parakrinni,
indukovany
hypoxii,
mechanickym
napinanim a
ischemii

Endotelialni buriky, kromé toho, Ze se vyznamné podileji na mechanismu

krevniho srazeni, obsahuji také na svém povrchu makromolekuly, tzv. bunééné

adhezivni molekuly (zkratka CAM cellular adhesion molecules), které napomahaji

fyziologické migraci leukocytl skrz cévni sténu do konkrétnich tkani a organd. Tato

migrace je pak umocnéna a zacilena na popud nejriznéjSich marker( zanétu napf.

interleukint IL-6 Ci IL-8. V posledni dobé se ukazalo, ze tyto ,cévni prichody“ hraji

téZ urcitou roli pfi adhezi trombocytu a erytrocytl.



Volné plovouci leukocyty a krevni destiCky mohou pfilnout ke specifickym
oblastem endotelu nebo k odhalenym subendotelialnim soucastem anebo k sobé
navzajem pfi imunitnim ,dozoru® ¢i zanétlivém procesu. Tyto buné&né interakce jsou
nezbytnym pfedstupném pro spusténi hemostatické kaskady Ci tzv. fyziologického
zanétlivého procesu. Na druhou stranu nekontrolované ulpivani leukocytl a
trombocytl na sténé cévni pfispiva k rozvoji zanétlivého procesu &i trombotizaci.

Pranik se realizuje pomoci bunéénych adhezivnich molekul (viz téz kapitolu 3).
Proces probiha pfevazné v postkapilarnich venulach, kde jsou mensi unasivé krevni
proudy (shear stress). Oba typy krevnich elementl, leukocyty i trombocyty interaguji
S cévni sténou resp. bunéénymi adhezivnimi molekulami a pronikaji pfes ni.

Tento vicekrokovy proces zahrnuje:

(1) vychozi vratné uskupeni leukocyt-bunécna adhezivni molekula

(3

(4) rozprostfeni se na povrchu endotelu a postupna emigrace z cévy

)

(2) aktivace endotelové burky
) vytvofeni ireverzibilniho komplexu a zakotveni v endotelu
)

Adhesion of leukocytes through endothelial
cellular adhesion molecules (CAM)s:
ICAM-1 and ICAM-2
VCAM-I
MadCAM-1
= Transendothelial Migration through
expression of;
Te.rhering\ AC‘:":_';_F"‘-‘" Fggé'[‘}'l
i ~. and firm AM-
Iniravascular ’ Roliing @ adhesion VCAM-I
Extravascular Activation of EC " Chemotaxis
Upregulation of Selecting \

Synthesis of Chemokines
Synthesis of PAF

Obrazek 1. - Fyziologicka interakce leukocytu s endotelem. Leukocytarni
adheze a migrace skrz cévni sténu vyskytujici se béhem zanétu prevazné
v postkapilarnich venulach, kde jsou nejslabsSi unasivé krevni proudy

(Blankenberg et al 2003).
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2 DYSFUNKCE ENDOTELU

Endotelialni dysfunkce je definovana jako funkéni poSkozeni endotelu,
charakterizované predevsim zvySenou propustnosti cévni stény, nerovnovahou mezi
vazoaktivnimi, hemokoagulaénimi a proliferaci inhibujicimi, resp. stimulujicimi
pusobky. Kromé selektivniho zvySeni permeability se projevuje sklonem
k vazospasmu, resp. nedostateCnou vazomotorickou odpovédi na endotel-
dependentni podnét (nékdy dokonce paradoxni vazokonstrikci), tendenci k tromboze
a nedostateCnou inhibici  subendotelialni  proliferace. Pfedstavuje Casnou,
morfologicky némou fazi aterosklerézy, ale podili se i na vyvoji morfologicky zfejmych
aterosklerotickych |ézi a pfispiva ke klinické manifestaci ateroskler6zy. Hraje rovnéz
dulezitou roli v patogenezi hypertenze, srde¢niho selhani, renalniho selhani,

komplikaci diabetes mellitus, sepse a dalSich chorob (Busse & Fleming 1996).

Existuje fada pfiCin endoteliani dysfunkce. VétSina z nich jsou znamé rizikové
faktory ateroskler6zy. Mezi hlavni pfiiny patfi arterialni hypertenze,
hyperlipoproteinemie (zejména hypercholesterolemie a pfedevsSim zvySena hladina
LDL, pficemz nejnebezpelnéjsSi jsou oxidované Ci glykované LDL), hyperglykémie,
hyperinzulinemie, hypoxie, hyperhomocysteinemie, Kkoufeni, ionizujici zafeni,
cytostatika, starnuti, imunokomplexy a rGzné infekce. Je ziejmé, ze napfiklad
u diabetu pulsobi navzajem nékolik rizikovych faktort, které vznik endotelialni
dysfunkce akceleruji. Ktémto systémovym faktorim se mohou pfidat lokalné
pusobici faktory, jako jsou turbulence krevniho toku (bifurkace cévy, jeji mensi fixace
k okoli), vrozené nebo ziskané cévni anomalie ¢&i intravaskularni vykony

(angioplastika) (Zoccali 2006).

Endotelialni dysfunkce se podili na vyvoji jak €asnych, tak i pozdnich fazi
aterosklerozy. Sama jeji pfitomnost ibez morfologicky prokazatelnych
aterosklerotickych 1ézi je dnes akceptovana jako inicialni faze aterosklerotického
procesu. Dysfunkéni endotel umoznuje vySsi prunik aterogennich lipidd. ZvySenou
expresi adhezivnich molekul a produkci nékterych cytokini usnadriuje také kumulaci
monocytl v cévni sténé, jejich pfeménu v makrofagy a pénové buriky. Nedostate¢na

produkce NO vede k uplatnéni Fady rustovych faktoru, stimulujicich bufiky hladkého
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svalstva k migraci do subendotelialnich prostor a k produkci extracelularni vazivové
komponenty aterosklerotickych Iézi. Uz v téchto fazich, kdy morfologické zmény cévy
nejsou pfitomné, anebo jsou hemodynamicky nevyznamné, se muze Kklinicky
manifestovat pfitomny sklon k vazospasmim, napfiklad formou mikrovaskularni

anginy pectoris €i tranzitorni mozkové ischemie (amaurosis fugax).

| v pozdéjSich fazich endotelialni dysfunkce akceleruje vyvoj aterosklerézy.
Podili se na kumulaci makrofagl a pénovych bunék v aterosklerotickém platu,
a prostfednictvim metaloproteinaz, které mohou rozruSovat fibrézni Cepic¢ku platu,
zvySuje jeho vulnerabilitu. Nedostate¢na produkce NO, prostacyklinu a dalSich
pusobkl inhibujicich adhezi a agregaci destiCek, a naopak zvySena exprese von
Willebrandova a tkanového faktoru navozuji protrombogenni stav. Tak muze ruptura
i hemodynamicky nevyznamného platu s nasedajici trombozou vést k rychlému
uzavieni tepny zvlasté, kdyz endotelialni dysfunkci provazi snizena fibrinolyza.
K uplnému uzavéru tepny muze také pfispét uz zminény zvySeny sklon

k vazospasmum.

Pfedpoklada se, Ze detekce endotelialni dysfunkce by mohla pfispét
k identifikaci zatim asymptomatického jedince se zvySenym rizikem manifestace
aterosklerézy. To by umoznilo jeho Casnou dispenzarizaci a eventualni zahgjeni
preventivnich opatfeni scilem pozastavit nebo dokonce navodit regresi
aterosklerotického procesu, a oddalit tak jeho klinickou manifestaci (Corrado et al
2005).
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3 ADHEZNi MOLEKULY

Adhezni molekuly jsou latky proteinového charakteru, které jsou exprimované
na povrchu v8ech tkani organismu. Nepusobi pouze jako pasivni lepivé soucastky,
ale ucCastni se také prfenosu signalt mezi burikami a podili se tak na interakci bunék s
okolnim prostfedim. Adhezni molekuly se uc€astni fizeni fady fyziologickych déju,
jako jsou embryogeneze, bunécny rlst a diferenciace, hojeni ran, €i obnova tkani.
Uplatnuji se ale také pfi patologickych procesech, kde se napf. podileji na interakcich

mezi slozkami imunitniho systému (Joseph-Silverstein & Silverstein 1998).

Podle strukturnich vlastnosti je mizeme rozdélit na 4 zakladnich skupin. Jsou to

selektiny, integriny, imunoglobulinova skupina a kadheriny.

3.1 Selektiny

Jsou znamy 3 zakladni typy L (leukocytarni), E (endotelialni), P (destiCkové).
Strukturou jsou to proteiny obsahujici na svém N-konci lektinovou nebo lecitinovou
doménu, ktera se ucastni interakce s pfisluSnymi ligandy (nejCastéji sacharidovymi)
Viz nasledujici obrazek. Obecné maji vyznam pfi pocCatecnich fazich zachycovani

leukocytl na endoteliich.
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L-selectin
NH,— Leetin E6F ( X <> —COOH

E-selectin
NH, tsetin. E6r (OO0 —COOH

P-selectin
NH, -{tsetin. E6F ( (O OOOOOO0O —COOH

EGF Epidermal growth factor-like domain
) Complementary regulatory-like modules
{»  Transmembrane sequence
Cyloplasmic seguence

Obrazek 2. — Struktura selektini — EGF je oblast epidermalniho ristového

faktoru, O komplementarni regulacni usek, cytoplasmaticka cast,

transmembranova cast
3.1.1 TypL

Ma schopnost rozeznavat sacharidové struktury exprimované na
endotelialnich bunkach v postkapilarnich venulach lymfatickych uzlin, ma vyznam pro
,homing“ (usidlovani) lymfocytd do lymfatickych uzlin. Zachyti se postupné na
endotelialnich bunkach ,high endothelial venules” = HEV a protahnou se mezi nimi
do vlastni lymfoidni tkané

3.1.2 Typ E

Je exprimovan pouze na endotelu, ktery je aktivovan zanétlivymi cytokiny

(TNF-a, INF-y...) tj. hlavné bunikami které pokryvaji aterosklerotické Iéze (bohaté na

14



lipidy) u lidi. Dale rozeznava sacharidové struktury na povrchu granulocytu a

trombocytl. U zvifecich modelu je exprese E-selektinu nizSi nez exprese P-selektinu.

3.1.3 Typ P

Nachazi se v Q. denznich granulich destiCek a Weibel-Paladeho téliscich
endotelidlnich bunék, podili se na adhezi (rolovani) trombocytd a neutrofill
k aktivovanému endotelu a je exprimovan pouze na ném jesté pfed akumulaci

makrofagl v intimé cév, tj. v asnych stadiich aterogeneze.

3.2 Integriny

Jejich strukturu tvofi transmembranové glykoproteiny se dvéma nekovalentné
asociovanymi podjednotkami a a B, obsahuji N-konec, transmembranovou oblast a
cytoplazmaticky konec. Dodnes je popsano nejméné 16 a podjednotek a 8 f
podjednotek, které mohou vytvofit az 20 heterodimernich kombinaci. Exprimuji se na
leukocytech, trombocytech i endotelu (Albelda 1993).

H,N
NH,
a chain
: plasma membrﬁ.ne
HOOC COOH

Obrazek 3. — Struktura integrini — na alfa retézci je jeden disulfidicky mustek,

na beta retézci chybi, oba N-konce jsou situovany vné buriky
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Jejich funkce spociva vtom, Ze vazi slozky mezibunéné hmoty, kolagen,

fibronektin a laminin. Z hlediska vztahu k ateroskler6ze jsou méné vyznamné.

3.2.1 B1 tzv. VLA (very late antigens) integriny

a4p1 (VLA-4, CD49d/CD29) — vytvari vazbu s VCAM-1

3.2.2 B2 integriny, zvané téz leukocytarni integriny

alLp2 (LFA-1, CD11a/CD18) — vytvafi vazbu s ICAM-1

Integriny jsou zasadni pro vytvofeni pevné a stabilni vazby leukocytd k
endotelu v misté zanétlivé reakce a jsou exprimovany konstitu¢né, ale ve dvou

konformacnich stavech, které se vyznamneé liSi afinitou ke svym ligandim.

3.3 Imunoglobulinova skupina

Tato skupina adhezivnich molekul je rozsahla rodina povrchovych bunécnych
molekul, ktera predstavuje 50% vSech povrchovych molekul leukocytu. Jde o latky
glykoproteinového charakteru tvofené opakujicimi se |g doménami z beta fetézca.
Zprostfedkovavaji jak homofilni (vazba adhezivni molekuly v jedné burfice na stejnou
molekulu ve druhé), tak heterofilni interakce (vazba adhezivni molekuly v jedné
bunce na neidentickou molekulu ve druhé burnce (Mareckova et al 1999). Patfi sem
cela fada adhezivnich molekul jako antigenné specifické receptory T a B lymfocytl
TCR, BCR, koreceptory T lymfocytd CD4 a CD8, které jsou dulezité pro jejich
spravnou funkci pfi imunitnich reakcich.

Z hlediska vztahu k ateroskler6ze jsou nejvyznamnéjSimi zastupci vascular
cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1)

a platelet cell adhesion molecule-1 (PECAM-1).
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3.3.1 Struktura afunkce VCAM-1 a ICAM-1

Strukturné jsou obé adhezivni molekuly transmembranovymi glykoproteiny
obsahujici N-konec, sérii Ig domén s disulfidickymi mustky, transmembranovou

oblast a cytoplazmaticky konec (obrazek nize).

NH,

Ig like domains

plasma mambranea

Obrazek 4. — Struktura VCAM-1 — hlavni ¢éast s IG doménami a disulfidickymi

mustky je situovana vné buriky

VCAM-1 ma 7 extracelularnich domén, pficemz domény 1 a 4 jsou specificka
vazebna mista pro vazbu a,B; integrinu (VLA-4) a nékdy pro vazbu asf7 integrinu
(Springer, 1994). ICAM-1 ma 5 extracelularnich domén, pficemz domény 1 a 3 jsou
specificka vazebna mista pro vazbu a3, integrinu (LFA-1), respektive pro vazbu
aumB2 integrinu (Mac-1), které jsou exprimovany na leukocytech (Diamond,
Springer,1993) ICAM-1 muze interagovat s fadou dalSich molekul jako jsou C3b,
fibrinogen a bakterialni lipopolysacharid. Jak VCAM-1 tak ICAM-1 se podili na
stabilizaci vazby leukocytu k endotelu a podili se tedy na jejich diapedezi. VCAM-1
zfejmé navic selektivné vychytava mononuklearni leukocyty protoze ty na rozdil od

neutrofild exprimuji a4 integriny (Cybulsky, 1999).
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3.3.2 Exprese VCAM-1 a ICAM-1

VCAM-1 i ICAM-1 jsou exprimovany endotelialnimi burikami, makrofagy a
hladkosvalovymi bufikami (Ann Jang, 1994). Studie na kralicich a mySich prokazaly,
ze VCAM-1 je endotelialnimi bufikami exprimovan jesté pfed akumulaci makrofagu a
T lymfocytd to v oblastech které jsou predispozi¢ni ke vzniku lézi, pfiCemz lokalizace
téchto mist je Casto ovlivnéna hemodynamickymi vlastnostmi pfedevSim shear
stresem. ICAM-1 je exprimovan ve stejnych oblastech jako VCAM-1, ale exprese
ICAM-1 je pozorovana i v oblastech s nizkou pravdépodobnosti vyskytu
aterosklerotickych lézi (liyama, 1999). U malych aterosklerotickych lézi je VCAM-1 i
ICAM-1 exprimovan predevSim endotelialnimi burikami, pfiéemz VCAM-1 je
exprimovan i hladkosvalovymi burikami, které pfiléhaji k aterosklerotické lézi. U
pokrocilejSich aterosklerotickych |ézi je VCAM-1 i ICAM-1 exprimovan vétsSinou
bunék, které se nachazeji v intimé cév. Pfesto se ukazuje, ze VCAM-1 je exprimovan
pfedevSim v oblastech vyskytu lézi, zatimco ICAM-1 je exprimovan endotelialnimi
burikami i mimo aterosklerotickou lézi.

Exprese téchto adhezivnich molekul je ovliviiovana fadou faktort, které se
uplatiuji i v patogenezi aterosklerézy. Hypercholesterolemie a oxidované LDL (Khan,
1995) a diabetes (Vlassara, 1995) zvySuji expresi jak ICAM-1, tak VCAM-1. Také
koufeni (Powell, 1998), hyperhomocysteinemie (Loscalzo, 1996), hemodynamicky
stres (nizky shear stress) zvySuji expresi VCAM-1 a ICAM-1 (Wapola, 1995).
Exprese obou téchto molekul je také indukovana zanétlivymi cytokiny jako TNF-a
nebo IL-1 (Marui, 1993).

3.3.3 PECAM

Exprimovan konstituéné na klidovém cévnim endotelu, leukocytech,
trombocytech, podili se na angiogenezi a na transmigraci leukocyti do

subendotelialnich prostoru.
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3.4 Kadheriny

Predstavuji hlavni strukturalni glykoproteiny, které tvofi adherentni
mezibunécné spoje zvané zonula adhaerens (adherens junctions). Jsou tvofeny péti
extracelularnimi doménami, jejichz vazba je stabilizovana vapenatymi ionty,

transmembranovou oblasti a cytoplazmatickou doménou.

Obecné se podili na diferenciaci, proliferaci a migraci bunék, na angiogenezi a
na reparaci poskozené tkané. Ve vztahu k ateroskler6ze maji nejvétsi vyznam

epitelialni (E)-kadherin a vaskularni-endotelialni (VE)-kadherin.

3.4.1 Epitelialni (E)-kadherin

Ma zasadni vliv na normalni embryogenezi a morfogenezi. V onkologii se
poukazuje na vztah mezi sniZzenou expresi, poruSenim funkce E-kadherin-
kateninovych komplext a zvySenou invazivnosti nadorl a rizikem vzniku metastaz.
Ve vztahu k aterogennimu procesu bylo zjisténa exprese E-kadherinu v lidskych
aterosklerotickych Iézich u bunék, které se transformovaly na pénové buriky, coz ma

za nasledek agregaci téchto pénovych bunék a formovani lipidového jadra.

3.4.2 Vaskularni-endotelialni (VE)-kadherin

VE je exprimovan cévnim endotelem témér u vSech typla cév. Je nutny pro
normalni angiogenezi. Je zasadni pro udrzovani normalni permeability cévniho
endotelu. Dulezitym zjisténim bylo, Zze trombin, histamin, TNF-qa, interferon-y ¢i
hemodynamicky stres destabilizuji kadherin-kateninové komplexy a zpUsobuji
zvySeni permeability endotelu, &imz pfispivaji ke vzniku endotelialni dysfunkce
(Bobryshev et al 1999).
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4 ANTRACYKLINOVE ANTINEOPLASTICKE LATKY

Onkologicka 1écba je Casto provazena Fadou vedlejSich nezadoucich ucinkd,
které mohou zkomplikovat a nékdy i zmaifit jeji vysledny efekt. Zavaznou komplikaci
je poskozeni srdce neboli kardiotoxicita. | kdyZ se nevyskytuje tak ¢asto jako napf.
hematologicka toxicita, hepatotoxicita nebo nefrotoxicita, nelze ji vzhledem k moznym
fatalnim komplikacim podcenovat. NejCastéjSimi projevy kardiovaskularni toxicity
jsou arytmie, zmény krevniho tlaku, srdecni selhani, ischémie myokardu a
perikarditida. VétSina téchto komplikaci probiha akutné, tj. objevuji se v prabéhu
léCby nebo bezprostfedné po jejim ukonceni. Vyjimecné postaveni mezi cytostatiky
zaujimaji antracykliny se svoji chronickou a pozdni kardiotoxicitou, ktera se muize

projevit az s Casovym odstupem po ukonceni léCby.

Antracyklinova antibiotika jsou jedny z nejuzivanéjSich cytostatik.
V Sedesatych letech byl zhub Streptomyces peucetilus a Streptomyces
ceruleorubidus izolovan daunorubicin (téz zvany daunomycin, rubidomycin) a vzapéti
na to i dosud nejvyznamnégjsSi antracyklinovy derivat — doxorubicin (adriamycin).
Jedna se o latky tvofené ztetracyklického aglykonu a glykosidicky vazaného
aminocukru daunosaminu. Oba derivaty se liSi pouze jednou hydroxylovou skupinou
na C14 (obr. nize), nicméné je mezi nimi znacny rozdil v indikacnim spektru.
Chinonova c&ast aglykonu (kruh B) ma zasadni vyznam pro tvorbu volnych

kyslikovych radikalt redoxni cyklizaci (Gewirtz 1999).
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Obrazek 5. - Chemicka struktura antracyklinu (R= -OH doxorubicin, R= H

daunorubicin).

4.1 Mechanismus cytostatického ucinku

Navzdory tomu, Ze antracyklinova antineoplastika jsou v mediciné pouzivana
témeér ftficet pét let, stadle neni pIné vyjasnén jejich mechanismus ucinku.
Protinadorovy ucCinek téchto léCiv je patrné vysledkem pomérné slozitych déju
odehravajicich se v maligné transformované burice. Porozuméni mechanismu
cytostatického ucinku je dullezité nejen s ohledem na co nejefektivngjsi uziti téchto
latek, ale téz pro vyvoj protektivné pusobicich latek. Mechanismus protektivniho

pusobeni by nemél interferovat s mechanismem protinadorového ucinku.

4.1.1 Interkalace

Jeden z mechanismu cytostatického plsobeni antracyklinovych cytostatik je
interkalace, resp. ,vmezefeni’ IéCiva do DNA. Tento jev je zaloZzen na nekovalentni
vazbé cytostatika (vodikové mustky, van der Waalsovy sily, elektrostatické a
hydrofobni interakce) k DNA. U antracyklini dochazi k vmezefeni specificky mezi
pary C-G bazi. Vznikly komplex DNA-antracyklin nasledné potlaCuje transkripci a

replikaci DNA. V souCasné dobé je role interkalace v klinickém uc€inku
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antracyklinovych cytostatik do urcité miry zpochybriovana. Ukazuje se, ze k tomuto
déji dochazi vyznamnou meérou az pfi vysokych - Kklinicky irelevantnich -

koncentracich cytostatika (Dunkern 2003).

4.1.2 Inhibice topoisomerazy Il

Topoisomerazy jsou jaderné enzymy, které se podileji téméFf na vSech
biologickych dé&jich kde figuruje dvojSroubovice DNA (replikace, transkripce,
rekombinace a chromosom utvarejici déje). Topoizomeraza | se navaze na jeden
fetézec DNA, ktery doCasné rozpoji, dojde k uvolnéni nadmérné torze a opét ke
spojeni. DoCasné rozpojeni umozni replikacni proces. Topoizomeraza Il se vaze na
oba fetézce DNA, zpuUsobi jejich pferuseni i spojeni a umozni separaci chromozomu
pfi mitéze (Elbl, 2002). Topoisomeraza Il je pak jako jedina z celé této rodiny
enzymu naprosto nezbytna pro zivot. Antracykliny pravdépodobné vytvareji stabilni
ternarni komplex topoisomeraza Il — DNA a tak inhibuji zpétné spojeni obou viaken
DNA. Dusledkem je kumulace zloml na dvojSroubovici DNA s naslednou indukci
programované bunécné smrti - apoptézy (Dunkern 2003, Lothstein 2001). Exprese
antiapoptotickych proteinli mize byt jednim z faktord urlujicich rezistenci nadoru

vuci chemoterapii antracyklinovymi antineoplastiky.

4.1.3 Tvorba volnych kyslikovych radikalt

Existuji dva zakladni mechanismy vzniku kyslikovych radikald: 1) redoxni

cyklizaci a 2) tvorbou komplexu s ionty Zeleza (Keizer 1990).

1) Redukci chinonového kruhu NADPH dependentni oxidoreduktazou
vznika semichinonovy kruh, ktery v podobé radikalu reakci s kyslikem
dava vznik superoxidu -(02)- popfipadé s peroxidem vodiku vznik
hydroxylovym radikaldm -OH za katalyzy zelezem.

2) Vazbou na ADP a zelezo vznika perferylovy komplex, ktery se rozpada
za uvolnéni peroxidu vodiku .

lonty Zeleza maji kliCovou Ulohu v tvorbé toxickych kyslikovych radikald, protoze

maji schopnost jak pfijimat, tak uvolfovat elektrony dle rovnic (Elbl, 2002):
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Fe** + +(0y) — Fe** + O,

Fe*" + H,0, — *OH + OH™ + Fe*'

Do jaké miry vS8ak fakticky pfispiva produkce volnych kyslikovych radikala
(ROS) k protinadorovému pusobeni, neni zcela jasné. Z dostupnych informaci se
zda, Ze ROS se ucastni na protinadorovém efektu antracyklini spiSe minoritng, na
rozdil od kardiotoxicity, kde patrné hraji velmi vyznamnou ulohu (Keizer 1990,
Gewirtz 1999). Podrobné jsou tedy zminéné mechanismy diskutovany v oddilu

vénujicimu se kardiotoxicité.

4.2 Zpusob podani a farmakokinetika antracyklinu

Antracykliny se podavaji intravenézné. Ostatni zpusoby podani (napf.
intraperitonealni) jsou uzivany pouze experimentalné, nebo ve zvlastnich pfipadech
(terapie nadoru peritonea) (Rossi 2003). Vyjimkou je novéjsi derivat idarubicin, u
néhoz je také mozna peroralni aplikace. Po intravenéznim podani se antracyklinova
antibiotika rychle distribuuji do celého téla, zvlasté pak do ledvin, sleziny, jater, plic a
srdce. Tato léCiva se podstatnou mérou vazi na intracelularni komponenty (v€etné
DNA). Distribu¢ni objem doxorubicinu je vys§i nez 25 I/kg. Antracykliny patrné
nepronikaji skrz hematoencefalickou bariéru, ale pronikaji placentarni barierou do
plodu a také do matefského mléka.

K biotransformace antracyklind dochazi zvelké d&asti vjatrech za ucasti
cytoplazmatickych enzymu aldo-keto reduktaz. Vznikaji alkoholické metabolity
(doxorubicinol, daunorubicinol atd.) s mnohem niZSi cytostatickou aktivitou, ovSem se
znacnym toxickym potencialem. Uvedeny typ biotransformace se uplatfiuje i v jinych
tkanich (napf. myokard); alkoholické metabolity se zde mohou aktivné podilet na
organove toxicité. Dale dochazi k hydrolyze glykosidické vazby prostfednictvim
NADP-reduktazy, konjugaci s kyselinou glukuronovou a sulfatem.

VétSina davky (40-50 %) je z organismu vylouCena jatry, a to z poloviny
v nezménéné podobé. Pouze menSi ¢ast 1€Civa je vylouCena z organismu ledvinami.
Pokles plazmatickych hladin nejuzivanéjSiho doxorubicinu se odehrava ve 3 fazich
s polocasy eliminace t1/2a = 4,8 min, t1/23 = 2,6 h a t1/2y = 48 h (Danesi 2002).
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4.3 Indikace a davkovani antracyklinu

Maly rozdil ve struktufe mezi daunorubicinem a doxorubicinem se ukazal byt
zasadni pro jejich klinické uplatnéni. Podstata toho jevu ovSem zatim nebyla
vysvétlena. Daunorubicin je témér vyhradné uzivan v kombinacni terapii akutni
myeloblastické Ci lymfoblastické leukémie, v davce 45-60 mg/m2.den. Naproti tomu
doxorubicin ma spektrum indikaci podstatné SirSi. Uziva se i v Ié€bé mnohocetného
myelomu, Hodkinovych i nehodkinovych lymfomu, jakoZ i u celé fady solidnich
tumortd (karcinom prsu, vaje¢nik, malobunécny karcinom plic a sarkom mékkych
tkani). Doxorubicin se vétSinou podava v kombinacnim chemoteraputickém rezZimu.
Byva aplikovan jedenkrat za 3 tydny v davce cca 60-75 mg/m2, formou pomalého
bolusu ¢&i kratkodobé (popf. kontinualni) infuze. VSechny antracykliny je nutné
podavat pfisné intravendézné, nebot paravendzni aplikace zplsobuje obavanou

nekrozu a zanét v okolni tkani (Klener 1996, Jensen 2003).

4.4 Extrakardialni nezadouci a toxické ucinky antracyklinu

Antracykliny, podobné jako vSechna ostatni cytostatika, vykazuji pouze relativni
selektivitu svého cytostatického u€inku. Nasledkem toho provazi cytostatickou terapii
fada nezadoucich uCinkGd. Pro antracykliny je charakteristicka vyznamna
myelosuprese, jez mdze vyrazné ovliviiuje davku podaného légiva. Ubytek leukocytd
je nejmarkantnéjSi druhy tyden po aplikaci s upravou ve c¢tvrtém tydnu terapie.
Trombocytopenie a anémie se vyvijeji obdobné, ale jsou vétSinou méné vyrazné.
Bylo pozorovano, ze pokles leukocytli po podani doxorubicinu ma vyznamny vztah
k AUC IéCiva a podobné byla nalezena korelace mezi AUC doxorubicinolu a
poklesem neutrofild a trombocytd (Danesi 2002). Jako u dalSich cytostatik se
pfechodné vyskytuje nauzea, zvraceni, mukositida a alopécie. V misté podani byva
obCas pozorovano zarudnuti, které je v podstaté lokalni benigni alergickou reakci a
nemélo by byt zaménovano za nahodné paravenodzni podani. Zfidka se vyskytuje
Jflash* v obli€eji, horeCka, konjuktivitida, koZzni a nehtové pigmentace (Klener 1996).
Mutagenni a karcinogenni potencial byl prokazan na laboratornich modelech
(Goodman 2001). U hlodavct a kraliki pouzivanych v preklinickych experimentech

byla zaznamenana pomérné vyrazna nefrotoxicita antracyklini. Ackoliv podstata
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tohoto jevu nebyla dosud vysvétlena, nékteré prace dokumentuji podil ROS na tomto
druhu toxicity. Zmény v ledvinach byvaji charakterizovany jako degenerace epithelii
proximalniho a distalniho tubulu se znamkami nekrozy i apoptézy a s pfitomnosti

Vv,

komplikaci terapie antracykliny v humanni mediciné (Herman 1988).
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5 ANTRACYKLINOVA KARDIOTOXICITA

Prvni zminky o kardiotoxickém plsobeni antracyklini se objevily jiz kratce po
jejich zavedeni do klinické praxe (Lefrak 1973). Kardiotoxické pusobeni
antracyklinovych cytostatik se do zna¢né miry vymyka nezadoucim uc€inkim bézné
sledovanych u jinych cytostatik. Nespecifita cytotoxického pusobeni se nejCastgji
projevi na rychle proliferujicich tkanich (napf. kostni dfen, sliznice aj.). Kardiotoxicitu,
ackoliv vétSinou méné zavaznou, vSak pozorujeme i u nékterych jinych cytostatik
(napf. mitoxantron, bleomycin, cyklofosfamid, cisplatina, busulfan). V posledni dobé
poutaji odbornou pozornost informace o vyznamném Kkardiotoxickém puUsobeni
trastuzumabu - nového cytostatika uzivaného v |éEbé nadoru prsu. Protoze
antracykliny jsou vétSinou podavany v kombinaci s dalSimi protinadorovymi I&€Civy, je
nutné vénovat potencialnimu negativnimu vlivu dalSich farmak na srdecni funkci
znacnou pozornost (Perez 2004). Kardiotoxicita antracyklini se ukazala byt
vyznamnym omezenim jejich klinického uziti, a proto je moznost redukce tohoto

zavazného nezadouciho uginku intenzivné studovana.

Existuje mezinarodni zdravotnickou organizaci sestavena obecna klasifikace

kardiotoxicity, ktera je schematicky znazornéna v tabulce €. 2.
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Tabulka ¢€.2 — Klasifikace kardiotoxicity dle WHO

Projevy  Stupen 0 Stupen 1 Stupei 2 Stupen 3 Stupen 4
Srdeéni Zadné Tranzientni Rekurentni VyZadujici VyZadujici
arytmie asymptomatické, nebo [éCbu monitoraci, ve

bez nutnosti perzistujici, bez spojeni
léCby nutnosti IéCby s hypotenzi
nebo
komorovou
tachykardii
Srdecni Bez Asymptomaticka Asymptomaticka Symptomaticka Tézké srdecni
funkce poruchy dysfunkce dysfunkce dysfunkce selhavani
(pokles EF o (pokles EF vice  (selhavani) nezvladnutelné
méné nez 20%) nez 20% zvladnutelna terapii
bazalni terapii
hodnoty)
Srdecni zadna Nespecifické Asymptomatické Angina pectoris  Akutni infarkt
ischémie zmény viny T zményviny Ta  bez evidence myokardu
useku ST (s infarktu
podezienim na myokardu
ischémii)
Perikardialni  zadné Asymptomaticky Symptomaticky = Symptomaticky Symptomaticky
zmény vypotek vypotek vypotek vypotek
reagujici na vyzadujici vyZzadujici
diuretika drenaz chirurgicky
zakrok

5.1 Obecna charakteristika antracyklinové kardiotoxicity

Pro tuto toxicitu je jsou spole€nymy rysy vysoka organova specifita, kumulativni
charakter, existence rizikovych a podplrnych faktord. Histopatologické loziskové
nalezy. Co se tyCe kontraktilni dysfunkce, dochazi z poc€atku k reverzibilnimu
poskozeni, po delSi expozici uz nasleduje poskozeni ireverzibilni. V kazdém pfipadé
je moznost prevence poskozeni kardioprotektivnim dexrazoxanem.

Na urovni kardiomyocytu dochazi k riznym dé&jum vedoucim k jeho poskozeni.
At uz je to expozice volnym kyslikovym radikaliim, zvySena hladina intracelularniho
vapniku Ci inhibice syntézy protein(. DalSi faktorem je snizena hladina ATP a
uvolnéni vazoaktivnich latek. V neposledni fadé tu dochazi k pfimému poskozeni
bunéCnych struktur a zasahim do pfirozenych imunitnich déju alkoholovymi
metabolity — hl. doxorubicinolem (Elbl, 2002).
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5.2 Typy antracyklinové kardiotoxicity

Vzhledem k nastupu a charakteru klinickych projevu Ize rozdélit antracyklinovou
kardiotoxicitu na akutni, subakutni, chronickou a pozdni. Nicméné existuji riuzné

nazory na vhodnost tohoto déleni (Elbl 2002).

5.2.1 Akutni kardiotoxicita

Projevy akutni toxicity byvaji patrné nékolik hodin po podani IéCiva. NeCastéji se
projevuji jako pfechodné, mirné a obvykle subklinicky probihajici zmény rytmu.
Byvaji popisovany jako nespecifické zmény na EKG kfivce — pfedevSim useku ST a
viny T, snizena QRS voltaz a/nebo prodlouzeni QT intervalu. Udavan je také vyskyt
sinusové, supraventrikularni, komorové a junkéni tachykardie (Shan 1996).
pfipady komorovych arytmii, nebo vznik nahlého infarktu myokardu. Akutni poruchy
rytmu vSak nejevi zavislost na podané davce, davkovacim schématu a patrné ani

nemaji vztah k rozvoji antracyklinové kardiomyopatie (Allen 1992, Elbl 2002).

5.2.2 Subakutni kardiotoxicita.

Vznik subakutni toxicity byva pozorovan v pribéhu dnu az tydni od zacatku
podavani antracyklind. Obecné patfi mezi vzacnéji se vyskytujici typ toxicity a ¢astéji
je pfipisovan daunorubicinu. V literatufe byl popsan vznik akutniho srde¢niho
selhani, myokarditidy, eventualné tzv. ,myokarditis-perikarditis syndrom®, ktery maze
vyjimecné koncit i smrti (Allen 1992, Gharib 2002, Elbl 2002). Histopatologické
zmény v myokardu pokusnych zvifat i u lidi pfipominaji do urCité miry zmény
vyvolané akutnim podanim katecholaminu nebo histaminu. Byva pfitomna zvySena
eosinofilie myocytd, granulace cytoplazmy, ukladani hyalinniho materialu,
polymorfonuklearova a lymfocytarni infiltrace v intersticiu (Kantrowitz, 1984). Ani pro

subakutni toxicitu se bohuzel nepodafilo uspokojivé definovat rizikové faktory.

5.2.3 Chronicka toxicita

Chronicka kardiotoxicita patfi mezi nejobavanéjSi nezadouci ucinky

antracyklinovych antineoplastik a vyznamné omezuje jejich klinické uziti. Je
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charakterizovana vyvojem globalni dysfunkce levé srde¢ni komory se znamkami
méstnani v zavislosti na kumulativni davce I|éCiva (Shan 1996, Danesi 2002).
Z poslednich informaci se zda, Ze systolické dysfunkci pfedchazi dysfunkce
diastolicka (tj. srde¢ni selhani s normalni ejekéni frakci) (Bu'Lock 1999, Tjeerdsma
1999). Zobrazovaci metody €asto odhali vznik ireverzibilni dilatacni kardiomyopatie;
u déti byl vzacné popsan vznik restrikCniho typu kardiomyopatie. Histopatologicky
nalez u pacientl s antracyklinovou kardiomyopatii je v principu shodny se zménami
indukovanymi chronickym podavanim antracyklini u experimentalnich zvifat. Zmény
jsou fokalniho charakteru a postihuji pfedevSim levou komoru a mezikomorové
septum. Tato lokalizace pravdépodobné souvisi se zatézi a metabolickou aktivitou
téchto &asti myokardu. Casné zmény jsou pozorovany piedevsim jako vakuolarni
degenerace predstavovana distenzi sarkotubularniho systému. Dale je popisovana
ztrata myofibril, nejdfive Caste€na, posléze uplna. V pokrocilych stadiich dochazi
zna¢nou mérou k nekréze myocytl s progresi intersticialni fibrozy (Kantrowitz, 1984).
Z aktualnich informaci vyplyva, Ze vedle nekrozy se na vzniku antracyklinové
kardiomyopatie patrné podili také programovana bunétna smrt — apoptoza
(Nakamura, 2000).

5.2.4 Pozdni kardiotoxicita

Se zasadnim zlepSenim prognézy détskych malignit se stava pozdni
kardiotoxicita antracyklin vaznym zdravotnickym problémem. Pozdni kardiotoxicita
antracyklinli se rozviji po jednom roce po ukonceni chemoterapie antracykliny a
Casto probiha dlouhou dobu skryté. K manifestaci pozdni antracyklinové
kardiotoxicity dochazi obvykle za 2-20 let, tedy mnohdy az v produktivnim véku
pacientl, ktefi v détstvi prodélali protinadorovou I|éCbu. Nalez na srdci byva
charakterizovan dilatacni kardiomyopatii. Stejné jako chronicka kardiotoxicita, tak i
kardiotoxicita pozdni zavisi na celkové kumulativni davce. Ze srovnani deseti
détskych klinickych studii vyplynulo, Ze v obdobi sledovani 1-20 let (pramér 15,3
roku) od ukonceni chemoterapie obsahujici antracykliny, mélo subklinické znamky
kardiotoxicity 14-74 % pacientd, klinické znamky 5-19 % pacientd a fatalni
komplikace byla pozorovana v 1,3 -1,5 % pfipadu (Elbl 2002).
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5.3 Rizikové faktory antracyklinové kardiotoxicity

| vIécbé takto toxickymi slouCeninami se jesté mohou vyskytovat rizikové
faktory, které se jesté navic vyrazné liSi mezi podanim dospélym jedincim a podani
détem.

DosazZena kumulativni davka je prvnim a vyznamnym rizikovym faktorem. Nizsi
davky antracyklini nebo jejich dlouhodobé infuzni podani maji nizsi riziko akutniho
poskozeni myokardu. Riziko dale roste s vékem pacienta, vyrazné se zvySuje hlavné
u pacientd nad 65 let véku. S tim souvisi i poSkozeni srdce jinym onemocnénim,
napfiklad hypertenze, diabetes mellitus, ischemicka choroba srdecCni €i chlopenni
vady. Vyrazné rizikova a to v jakémkoliv véku je souCasna radioterapie mediastina.
Toxicitu zvySuje také interakce s nékterymi dalSimi cytotoxickymi IéCivy -
cyklofosfamid, bleomycin, mitoxantron, vinkristin ¢i amsakrin.

Détsky myokard je velmi citlivy na toxické plsobeni antracyklind. Zvlasté vysoké
riziko je u déti pod 3 roky véku. Jinak zde plati i vSechny faktory zminéné doposud.
Co je zde ale navic je to, Zze na vznik kardiotoxicity ma vliv i pohlavi ditéte. Dlvod,
pro€ je CastéjSi vyskyt kardiotoxicity u divek, neni doposud plné objasnéno. Jednou
z moznosti je vySSi procento tukové tkané u divek oproti stejné starym chlapcum a
protoZe se antracykliny Spatné deponuji v tukové tkani, zvySuje se tak u divek jeho
nabidka tkanim ostatnim, tj. mimo jiné i pro srdce. Déle jsou zde i intersexualni

rozdily ve farmakokinetice (Elbl 2002).

5.4 Diagnostika kardiotoxicity antracyklinu

Pro vC€asny zachyt rozvoje srdeCniho poskozeni ma zasadni vyznam
dostupnost pfesnych a citlivych diagnostickych metod. Pfed zapoCetim chemoterapie
je tfeba mit nastroj k rozpoznani vlivu rizikovych faktord. V pribéhu |éCby je tfeba
individualizovat terapii dle monitorovani. Zvlastni pozornost vyZaduji pacienti |éCeni
vy8Simi davkami antracyklini, nebo s pfitomnosti rizikovych faktord. Monitorovani
srde¢ni funkce by nemélo koncit s ukonfenim chemoterapie, protoze v€asna
diagn6za je velmi dualezita pro volbu uc¢inné a bezpeéné terapie (Elbl 2002).

Dulezitym faktorem je téz invazivnost, spolehlivost a technicka a ekonomicka
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naro¢nost metody. Pfehled metod pro diagnostiku a monitorovani srdecni funkce
(uzivanych at’ uz klinicky nebo experimentalné) je uveden v tabulce €. 3.
Tabulka €. 3 - Pfehled metod pro diagnézu, monitorovani a predikci vzniku

antracyklinové kardiomyopatie

INVAZIVNI METODY

METODA PARAMETR
Endokardialni biopsie (EMB) Stupen poskozeni dle Skaly
Billinghamoveé
Intraventrikularni méreni tlaku dP/dtmax, dP/dtmin,
NEINVAZIVNI METODY - funkéni vysetieni
Echokardiografie | M-mode, 2D SYSTOLICKE PARAMETRY
(popf. s uzitim Ejekéni frakce levé komory (LVEF %)
echokontrastu) Frakéni zkraceni levé komory (FS %)
Doppler DIASTOLICKE PARAMETRY
Trasmitralni pratok | E/A, E, A, ,acceleration time®,
,decceleration time"

Radionuklidova ventrikulografie (RNV) | LVEF %

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) | LVEF %

Polykardiografie PEP/LVET (pomér preejekéni periody
k vypuzovaci dobé levé komory)
Elektrokardiografie (EKG) QT. interval, QRS voltaz

NEINVAZIVNI METODY - biochemické vysetieni

Stanoveni plazmatické koncentrace

troponinu
- Troponin T ¢ TnT (normalni rozmezi 0,01- 0,03
- Troponin | pmol/l)

c Tnl (normailné do 0,05 pymol/l)

Stanoveni plazmatické koncentrace
natriuretickych peptidu

- NT-proANP ¢ NT-proANP (normainé do 1,13 nmol/l)
- NT-proBNP ¢ NT-proBNP (normaini rozmezi 1.0 -
13.3
pmol/l)

Endokardialni biopsie je zlatym standardem v diagnostice antracyklinové
kardiomyopatie s obecné dobrou selektivitou a senzitivitou. Nicméné z charakteru
této metody vyplyva i jeji hlavni nevyhoda — invazivni charakter. U onkologickych
pacientu, ktefi jsou leckdy v celkové neuspokojivém stavu, je vykon endokardialni
biopsie také Casto téZzko proveditelny. PfedevSim vSak nelze tuto metodu uzivat

opakované, coz je jednim ze zakladnich pozadavku pro predikci a v€asny zachyt a
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kardiotoxicity. Problémy téZz mohou vzniknout nespravnou volbou mist odbéru
bioptickych vzorku (Benvenuto 2003, Elbl 2002).

Invazivné |ze stanovit i parametry srdecni funkce. Lze méfit nitrokomorovy tlak
k ur€eni parametrd dP/dtmax (parametr kontraktility levé komory) a dP/dtmin
(parametr schopnosti relaxace a poddajnosti levé komory). Tyto pfFistupy jsou dnes
uzivany v experimentalnich studiich.

Obecné se dnes dava prednost neinvazivnim metodam umoziujicim snadnou
kontrolu v libovolnych ¢asovych intervalech. Jednim z nejCastéji hodnocenych
parametrd funkéniho stavu levé komory je ejekéni frakce levé komory (LVEF %)
hodnocena bud echokardiograficky nebo pomoci radioventrikulografie.

Echokardiografické vysSetfeni funkce srdce je velmi Setrné k pacientovi a
kladem je i jeho relativné nizka cena. Na druhou stranu ne vSichni pacienti jsou dobfe
vySetfitelni (napf. kvali obezité). Pfi uréeni LVEF ma radioventrikulografie ve srovnani
s echokardiografii ponékud nizSi selektivitu i senzitivitu. Tato metoda pacienta
zatézuje radiaci a je také nakladnéjsi. Pfi méfeni ejekéni frakce je tfeba mit na
zieteli, Zze LVEF je ovlivnéna srdecni frekvenci, preloadem a afterloadem.
V souCasné dobé je echografické hodnoceni LVEF bézné uzivanou metodou jak
v klinické praxi tak v preklinickych experimentech. Nicméné nékteré studie naznacuiji,
Ze tento parametr nemusi byt pfiliS citlivy v diagnéze €asného srdecniho selhani
(Benvenuto 2003, Elbl 2002).

Dopplerovska echokardiografie umoznuje sledovat i zmény diastolické srdecni
funkce. Opakované byly u pacientt lé€enych antracykliny pozorovany ¢asné zmény
transmitralniho toku krve, aniz by byla sniZzena LVEF. Tato pozorovani odpovidaji
koncepci tzv. diastolické dysfunkce s normalni ejekéni frakci. Parametry
transmitralnino toku tedy pravdépodobné mohou slouzit k Casné predikci
kardiotoxicity antracyklinii. Ke zvySeni citlivosti echokardiografie se nékdy téz uziva
jeji zatézove varianty (cvieni, dobutamin) (Elbl 2002, Bountioukos 2003).

Pfedevsim v minulosti bylo ke klinickému hodnoceni systolické funkce levé
komory uzivano téz polykardiografické méreni (fonokardiografie, elektrokardiografie,
karoticka sfygmografie). Mezi sledované parametry patfil index PEP/LVET - pomér
preejekéni periody k vypuzovaci dobé levé komory (Al-Ismail 1978, Al-Ismail 1979).
Dnes mlze tato metoda pro svou finanéni a technickou nenaro€nost najit misto

v preklinickém vyzkumu (Klimtova 2002, Siminek 2003). Uplatnéni maze naijit i 24h
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méfeni EKG, kde bylo pozorovano napf. prodlouzeni intervalu QTc. Hodnoceni QTc
ma ovSem velmi nizkou citlivost i specifitu.

Znacna pozornost je v posledni dobé vénovana biochemickym markerim
srde¢niho poskozeni — troponinim a natriuretickym peptiddm. Troponin T a | jsou
soucasti kardiomyocytalniho tropomyosinu a jsou uvoliovany do krevniho obéhu pfi
poskozeni myocytu z ruznych pficin (infarkt myokardu, myokarditis, nezadouci uc€inky
I&Civ aj.). Na experimentalnich modelech bylo ovéfeno, Ze stanoveni obou troponind
muaze byt cennym ukazatelem srde¢niho posSkozeni zplsobeného antracykliny
(Herman 1998, Herman 2001, SimGnek 2003). Prakticky vyznam opakovaného
stanoveni hladiny troponinu pro ¢asny zachyt a predikci antracyklinové kardiotoxicity
vyplyva z nékolika klinickych studii (Auner 2003, Lipshultz 1997). DalSimi moznymi
markery jsou natriuretické peptidy: atrialni natriureticky peptid (ANP) a mozkovy
natriureticky peptid (BNP). Tyto peptidy jsou secernovany srdec¢ni tkani sini a komor
v zavislosti na tlakovém ¢i objemovém pretizeni. V praxi se stanovuji jejich N-
terminalni formy (NT-proANP, NT-proBNP). Je znamo, Ze zvy$ené hladiny téchto
biomarkert ¢asto souvisi s rozvojem diastolické dysfunkce pfi normalni ejekéni frakci
(Elbl 2002). Klinickych studii zatim nebylo provedeno mnoho, ale z dostupnych
informaci se zda, Ze se jedna o citlivy marker, ktery mize reflektovat jiz subklinicky

probihajici zmény srdecni funkce (Okumura 2000, Snowden 2000, Nousiainen 2001).
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6 CIiL PRACE

Cilem této rigordzni prace bylo detekovat zmény endotelialni exprese VCAM-1
a ICAM-1 ve sténé aortalniho oblouku kralikl, kterym bylo podavano antracyklinové
cytostatikum. Pro zobrazeni exprese téchto adheznich molekul byly vyuzity

imunohistochemické metody.
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7 EXPERIMENTALNI CAST

7.1 ZVIRATA A PREDEPSANA DIETA

Pokusna zvirata: kralici, samci

Podminky: zvifata byla umisténa ve vivariu LF HK UK a krmena standardni
laboratorni dietou. Zachazeni se zviraty se fidilo dle "Guide for the care and use of
laboratory animals" (1996). Uziti laboratornich zvifat pro ucely tohoto pokusu bylo
schvaleno Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani Lékarské fakulty v Hradci
Kralové.

Pouzita léc¢iva a chemikalie: pro ucely pokusu byly uzity tyto latky: ketamin
(Narketan inj., Vétoquinol, Svycarsko), pentobarbital (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Némecko), fyziologicky roztok (Natrium chloratum sol. isotonica, Biotika, Slovenska
republika), daunorubicin (Daunoblastina, Pharmacia, Italie), dexrazoxan (Cardioxane,

Chiron B.V., Nizozemsko).

Schéma pokusu: pokusna zvifata byla randomizovana do 2 skupin:

kontrolni skupina (n=8, fyziologicky roztok, 1 ml/kg, i.v.);

daunorubicinova skupina (n=11, daunorubicin, 3 mg/kg, i.v.);

Latky byly aplikovany jednou tydné, po dobu 10 tydnd. Studované parametry
odvozené z echokardiografického byly méfeny pfed prvnim podanim (pocCatecni
hodnota) a dale v 8., 9., 10. tydnu a na konci experimentu. Studie byla ukonena 5.-
7. den po posledni aplikaci, kdy byly studovany pfipadné hemodynamické zmény
pomoci invazivnich méfeni. Po ukonenim pokusu byla pokusna zvife utracena
pfedavkovanim pentobarbitalem a nasledné byly odebrany jednotlivé tkané pro

histologické vySetreni.
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Hodnocené parametry srdecni funkce:

e Parametry ziskané neinvazivné

— LVEF = ejekéni frakce levé komory (echokardiograficky, parasternalni
zobrazeni levé komory v dlouhé ose), vypocteno ze vztahu:
LVEF = 100 x (EDV-ESV) / EDV, kde EDV je enddiastolicky objem LK a
ESV endsystolicky objem

— FS = fractional shortening (frakéni zkraceni) vyjadfuje pomér mezi
enddiastolickym rozmérem levé komory (Dd) a endsystolickym
rozmérem levé komory (Ds) dle vztahu FS = 100 x (Dd — Ds) / Dd [%)]

e Parametry ziskané invazivné — intraventrikularni méreni tlaku

— index dP/dtmax, tj. maximalni vzestup tlaku vlevé komoie v
isovolumické fazi systoly a index dP/dtmin, tj. maximalni pokles tlaku v
levé komore v isovolumické fazi diastoly. Méfeni bylo provedeno po
katetrizaci levé komory cestou a. carotis pomoci Mikro-Tip Pressure
Catheter (tzv. Millarav katetr), ADI Powerlab/8SP, software Chart.

e Histologické hodnoceni: srdce (transverzalni fez L a P komorou srdecni)

— po fixaci tkani ve 4% formalinu a pfipravé parafinovych feza (6 um)
bylo provedeno barveni pomoci hematoxylin-eosinu a Massonovy
modfe. Pro hodnoceni endotelidlni exprese adheznich molekul byly
odebrany vzorky aortalniho oblouku. Tyto segmenty se ponofily do
OCT media (Leica, Praha, Ceska republika), nasledné byly zmrazeny v
tekutém dusiku a uskladnény pfi — 80°C. Vlastni vySetfeni bylo
provedeno pomoci svételné mikroskopie.

Hmotnost zvirat a celkova mortalita

— zvifata byla vazena jednou tydné pred aplikaci latek, hmotnostni

prirastek byl hodnocen pro ur€eni celkového stavu pokusnych zvitat.
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7.2 IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemicka a stereologicka analyza byla provedena v 1 cm dlouhych
segmentech arteria karotis communis ministra. Vzorky se ponofily do OCT smési,
nasledné byly zamrazeny v kapalném dusiku a uloZeny v ledni¢ce pfi —80 stupnich
Celsia. Na zmrazovacim mikrotomu byly poté nakrajeny série pricnych fezd o
tloustce 7um a ty byly pfeneseny na sklicka pfedem upravené v roztoku Zelatiny.
Rezy se nechaly oschnout a pak se na 20 minut vioZily do roztoku acetonu
uchovavaného v —20 stupnich Celsia. Timto procesem doslo k fixaci ezl a jejich
lepSi adhezi na podlozni sklicko. Poté se Ffezy vlozily do 0,3% roztoku peroxidu
vodiku v PBS (15 minut), ¢imz se zablokovala endogenni peroxidazova aktivita.
Pfed inkubaci fezl s primarni protilatkou bylo nutné jesté zablokovat nespecificka
vazebna mista, proto se fezy na 30 minut ponofily do roztoku 10% goat séra v PBS
(sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko). 1 hodinu se pak inkubovaly s primarni
protilatkou pfi pokojové teploté. Po oplachu v PBS se fezy inkubovaly se sekundarni
protilatkou- goat anti-mouse IgG (DAKO En Vision+(tm), Carpinteria, USA). K tomu,
aby navazané protilatky mohly byt zobrazeny, se pouzZil diaminobenzidin (DAB
substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA). Pro kontrolni sklicka byl

zvolen stejny postup, ale misto primarni protilatky se pouzil roztok BSA.

Byly pouzity nasledujici primarni protilatky:
e Mouse anti-human PECAM-1 (ready to use) Dakocytomation, Denmark
e Mouse anti-rabbit VCAM-1 (Rb1/9) (fedéni 1/20) (laskavé poskytnuto Dr.
M.l.Cybulsky)
e Mouse anti-rabbit ICAM-1 (Rb2/3) (fedéni 1/10) (laskavé poskytnuto Dr.

M.l.Cybulsky)
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8 VYSLEDKY

8.1 Hodnoceni kardiotoxicity
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Obrazek 6. - LVEF ejekcni frakce levée komory, M-méd zaznam byl porizen
kolmo na mezikomorou prepazku pod urovni cipu mitralni chlopné pomoci GE
Vingmed CFM 800A vybaveného standardni 7,5 MHz pediatrickou sondou;

vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software Osiris.
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Obrazek 7. - Frakéni zkraceni (FS) v prubéhu pokusu. Statisticka vyznamnost
(parovy t-test P<0,001) ve srovnani s: k - kontrolni; dau 06 — daunorubicinovou

skupinou pred 1. aplikaci.
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Obrazek 8. - dP/dtmax - parametr kontraktility levé komory dP/dtmin -
parametr schopnosti relaxace a poddajnosti levé komory. Statisticka

vyznamnost (ANOVA, P<0,001) kontrola ve srovnani s daunorubicinou

skupinou.

Tabulky dat ke grafium:

LVEF (%)
kontrola |dau 06
81,7| 81,33636
80,4875| 64,00909

FS (%)
kontrola dau 06

43,35| 42,1125
42,94545455 | 30,07273

Skupina

Millar (kPa/s) dP/dtmax | dP/dtmin
kontrola 06 1158,331 | -949,315
DAU 06 773,6288| -731,726
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8.2 Imunohistochemické barveni v oblasti aortalniho sinu

Sténa cévy nevykazovala Zadné znamky patologie. Imunohistochemické
barveni prokazalo pouze velmi slabou expresi obou adheznich molekul. Z kazdé
skupiny bylo hodnoceno 8 zvifat a z kazdého zvifete 5 Ffezl aortalnim obloukem tedy
celkové 40 fezu v kontrolni a daunorubicinové skupiné. Exprese VCAM-1 nebyla
nalezena u Zadného zvifete z kontrolni ani daunorubicinové skupiny. Exprese ICAM-
1 byla u 3 zvifat z kontrolni skupiny (viz obr. 9). Exprese ICAM-1 byla také nalezena
u 4 zvirfat v daunorubicinové skupiné. Barveni bylo velmi podobné u obou skupin.

Jednalo se pouze o slabou expresi endotelialnimi burikami (viz obr. 10).

o

Obrézek 9. - Endotelidlni exprese ICAM-1 u kontrolni skupiny zvirat. Sipky
ukazuji na hnédou barvu, ktera je ditkazem detekce ICAM-1 exprese. ZvétsSeni
100x.
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Obrazek 10. - Endotelialni exprese ICAM-1 u daunorubicinové skupiny zvirat.

Sipky ukazuji na detekce ICAM-1 exprese. Zvétseni 100x.

8.3 Stereologicka analyza exprese

Stereologicka analyza exprese nebyla provadéna vzhledem ke statisticky

nevyznamné expresi obou bioadheznich molekul VCAM i ICAM.
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9 DISKUSE

Onkologicka IéCba je Casto provazena fadou vedlejSich nezadoucich uc&inku,
které mohou zkomplikovat a nékdy i zmafit jeji vysledny efekt. Zavaznou komplikaci
je poskozeni srdce neboli kardiotoxicita. | kdyZ se nevyskytuje tak Casto jako napfr.
hematologicka toxicita, hepatotoxicita nebo nefrotoxicita, nelze ji vzhledem k moznym
fatalnim komplikacim podcenovat. NejCastéjSimi projevy kardiovaskularni toxicity
jsou arytmie, zmeény krevniho tlaku, srdecCni selhani, ischémie myokardu a
perikarditida. VétSina téchto komplikaci probiha akutné, tj. objevuji se v prabéhu
IéCby nebo bezprostfedné po jejim ukonceni. Vyjimecné postaveni mezi cytostatiky
zaujimaji antracykliny se svoji chronickou a pozdni kardiotoxicitou, ktera se muize
projevit az s Casovym odstupem po ukonceni léCby.

Antracyklinova antibiotika jsou jedny z nejuzivanéjSich cytostatik. Antracykliny,
podobné jako vSechna ostatni cytostatika, vykazuji pouze relativni selektivitu svého
cytostatického ucinku. Nasledkem toho provazi cytostatickou terapii fada
nezadoucich ucinkd. Pro antracykliny je charakteristicka vyznamna myelosuprese,
jez muze vyrazné ovliviiuje davku podaného IéCiva. U hlodavcl a kralika
pouzivanych v preklinickych experimentech byla zaznamenana pomérné vyrazna
nefrotoxicita antracykling.

Prvni zminky o kardiotoxickém pusobeni antracyklini se objevily jiz kratce po
jejich zavedeni do Kklinické praxe (Lefrak 1973). Kardiotoxické pusobeni
antracyklinovych cytostatik se do znacné miry vymyka nezadoucim u€inkim bézné
sledovanych u jinych cytostatik. Kardiotoxicita antracykliniG se ukazala byt
vyznamnym omezenim jejich klinického uZziti, a proto je moznost redukce tohoto
zavazného nezadouciho U¢inku intenzivné studovana. Jednim z mechanizmd, ktery
je intenzivné studovan ve vztahu k rozvoji kardiotoxicity je tvorba volnych kyslikovych
radikalt. Neni zcela jasné, jestli produkce volnych kyslikovych radikali (ROS) k
protinadorovému pulsobeni,. Z dostupnych informaci se zda, Zze ROS se ucastni na
protinadorovém efektu antracyklint spiSe minoritné, na rozdil od kardiotoxicity, kde
patrné hraji velmi vyznamnou ulohu (Keizer 1990, Gewirtz 1999).

Adhezni molekuly VCAM-1 i ICAM-1 hraji dllezitou roli v rozvoji zanétlivé

reakce a uplatiuji se také v patogenezi ruznych patologickych stavi. Jsou
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exprimovany endotelialnimi burikami, makrofagy a hladkosvalovymi burikami (Ann
Jang Y. 1994).

Exprese téchto adhezivnich molekul je ovliviiovana fadou faktort, které se
uplatiuji v patogenezi aterosklerozy, diabetu mellitu ale i dalSich onemocnéni. Bylo
prokazano, Ze hypercholesterolemie, oxidacni stres, koufeni (Powell JT 1998),
hyperhomocysteinemie (Loscalzo J. 1996), hemodynamicky stres (nizky shear
stress) zvySuji expresi VCAM-1 a ICAM-1 (Wapola PL 1995). Exprese obou téchto
molekul je také indukovana zanétlivymi cytokiny jako TNF-a nebo IL-1 (Vlassara H.
1995).

Cilem této rigordzni prace bylo zjistit, zda dlouhodobé podavani daunorubicinu
vede kromé signifikantnich zmén na srdci také k rozvoji endotelialni exprese, kterou
je mozné na morfologické urovni sledovat diky expresi adheznich molekul VCAM-1 a
ICAM-1.

Vysledky prokazaly jasnou indukci kardiotoxickych zmén, které byly potvrzeny
jak funkénimi tak morfologickymi metodami. DoSlo ke snizeni ejekéni frakce levé
komory, a ke sniZeni kontraktilita levé komory na konci pokusu (dP/dtmax).

Studium imunohistochemického barveni adheznich molekul vSak neprokazala
indukci jejich exprese v aortalnim oblouku. Exprese VCAM-1 nebyla pozorovana ani
u kontrolni a ani u daunorubicinové skupiny. Naproti tomu slaba exprese ICAM-1 byla
pozorovana u kontrolni skupiny. Nicméné témér stejna intenzita exprese byla
nalezena také po dlouhodobém podavani daunorubicinu. Vysledky této pilotni studie
tedy naznacuji, Ze dlouhodobé podavani daunorubicinu sice vede Kk rozvoji
patologickém zmén v myokardu, nicméné nevede ke zvySené expresi adheznich
molekul VCAM-1, ICAM-1, které jsou povazovany za standardni morfologické

markery rozvoje endotelialni dysfunkce.
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10 ZAVER

Tato rigorézni prace predstavuje pilotni studii, ktera se zaméfila na studium
mozné indukce endotelialni dysfunkce po dlouhodobém podavani cytostatiku
daunorubicinu u kraliciho modelu pro studium chronické kardiotoxicity.

Byla prokazana jasna indukce patologickych zmén na srdci po podavani
daunorubicinu, které byly doprovazeny snizenim snizeni ejek¢ni frakce levé komory
a snizenim kontraktility levé komory.

Imunohistochemicka analyza neprokazala indukci endotelialni exprese VCAM-
1 ani u kontrolni a ani u daunorubicinové skupiny.

Imunohistochemicka analyza prokazala slabou endotelialni expresi ICAM-1 u
obou skupin zvirat.

Bohuzel nebyl zaznamenan témér zadny rozdil v intenzité barveni ICAM-1
mezi kontrolni a daunorubicinovou skupinou.

Vysledky této rigorézni prace neprokazaly rozvoj endotelialni dysfunkce po

chronickém podavani daunorubicinu u kralika.
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