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1. Irodalmi attekintés

1.1. A doxorubicin tulajdonsagai, molekularis hatasai

A doxorubicin (DOX) az antraciklinek csaladjaba tartoz6 antibiotikum, mely egy tetraciklin-
vazbol és a hozzd kapcsolodd aminosavbol all. Erds antitumor-aktivitdsa miatt mar a
felfedezése utan igéretes onkoterdpias szernek bizonyult, azonban hamar kidertlt réla, hogy
jelentés kumulativ dézisfliggd kardiotoxikus mellékhatassal is bir.

A szer hatdsmechanizmusa a tumorsejtekben és a kardiomiocitakban azonos, foként
reaktiv oxigéngyokok (ROS) termelddésén keresztiil torténik, melyek tobbféle modon johetnek
l1étre. Az egyik keletkezési mod, hogy a DOX komplexet képez a DNS kettds szallal, mely
gatolja a topoizomeraz IIf enzimet, és ezzel a DNS kettds spiral torését eredményezi. Ezen
folyamat kovetkezménye a p53 fehérje aktivaléddsa, a mitokondrialis diszfunkci6 1étrejotte,
valamint a ROS termelédése. A masik keletkezési tt sordn a DOX szemikinon véaza és a Fe*'-
ionok keriilnek reakcidba egymassal, mialtal ROS képzddik, lipid peroxidaciot és/ vagy protein
karboniléciot okozva, a folyamat végén pedig apoptozist eredményezve.

A DOX tovabbi kardiotoxikus hatdsa, hogy megzavarja a szivizomsejtek Ca®'- és
energia homeosztazisat, valamint csokkenti a miokardium antioxidans enzimeinek
mennyiségét. Ezen utdbbi folyamatok szintén sejthaldlhoz vezetnek. A miokardium
ultrastrukturdlis  vizsgalatakor a fentebb emlitett molekuldris utvonalak a DOX
szivelégtelenségre jellemz0 mintdzatot mutatnak: miofilamentumok kérosodasa, Z-vonal
degeneracio, a szarkoplazmatikus retikulum és a mitokondrium szétesése, a sejtmagban 1évo
kromatin 0sszecsapzodasa.

1.2. A doxorubicin terapias felhasznalasa, akut és kronikus mellékhatasok
A DOX er0s kardiotoxicitasa ellenére még manapsag is széles korben hasznalatos szer az
onkoldgiai betegek korében. A szivelégtelenség megeldzése érdekében a DOX kumulativ

dozisat lecsdkkentették (maximum 400 mg/m?), mely sordn 3-5%-os a kardiomiopatia



kialakulasanak esélye. Amennyiben dozis emelésre van sziikség, a szdzal¢kos eléfordulés
folyamatosan nd, és elérheti akar a 48%-ot is.

A szivelégtelenség kialakuldsa mellett a DOX-terapidnak akut mellékhatasai is vannak,
mint példaul EKG-eltérések, melyek visszafordithatonak bizonyultak. Ezzel szemben a
kardiomiopatia korai, illetve kés6i hatasként jelenhet meg, vagy ugynevezett ,late-onset”
modon, tehat akdr 15 év mulva. Egyes vizsgalatok szerint a DOX mar kozvetlenill a
kemoterapia utdn tiinetmentes karosoddsokat okoz, melyek majd csak évek multan
manifesztalodnak. Emiatt fontos a DOX okozta szivelégtelenség minél korabbi felfedezése,
mely az id6ben inditott kardioszupportiv terapia alkalmazasaval mérsékelheti a fellépd
kardiomiopatia tiineteit, és annak tovabbi sulyosbodédsat, mig egy késén felfedezett

szivelégtelenség kezelése komoly nehézséget okozhat a klinikai gyakorlatban.

1.3. A doxorubicin okozta kardiotoxicitas megel6zési stratégiai

A témaban folyd intenziv kutatdsok sordn szamos probalkozas tortént a DOX okozta
szivelégtelenség megeldzésére. Az utdobbi néhany évben megjelent onkokardiologiai témaju
utmutatdsok a kardiologusok ¢és onkoldgusok kozotti kommunikacid fontossagat
hangsulyozzak, valamint a tobblépcsds dontéshozatali folyamatot, mely soran felbecsiilhetéek
a DOX okozta kardiomiopatidra hajlamositd tényezOk. Tovabbi megeldzési stratégiaként
emlitheté a DOX do6zisanak optimalizacioja, mely soran az egyszeri, nagyobb dédzis beadasat 3
hetente alkalmazott infuzios adagolds valtotta le. A DOX-analogok eldallitdsa egy tjabb
kisérletnek bizonyult, azonban nem mutatkozott sikeresnek a kardiotoxicitas megel6zésének
szempontjabol. Ezzel szemben a liposzomalis formulék koziil a pegilalt DOX jobban fel tudott
halmozddni a daganatos régioban, mig az egyéb mellékhatasok (mint a gasztrointesztinalis
rendszer karosodasa ¢€s a szivelégtelenség) kivédhetdek voltak. Ezen formulacié azonban csak

a nagy kardiovaszkularis rizikéval rendelkezd betegekben épiilt be a klinikai gyakorlatba,



illetve leginkabb monoterapia vagy limitalt szamt kombinalt kemoterapias protokoll keretében
kertilt alkalmazasra.

A kemoterdpia mellé adott szupportiv terapidk koziil a C- és E-vitaminokat tobb
allatkisérletben is vizsgaltdk, azonban a vizsgélatok ellentétes eredményeket mutattak. A
vaskelator dexrazoxan ezzel szemben a human vizsgéalatokban is hatékonynak bizonyult a DOX
okozta kardiomiopatia megeldzésében, azonban a szer mielotoxikus mellékhatdsa limitalja az
alkalmazast. A kardiovaszkularis gyogyszerek koziil a probucol volt intenziv allatkisérletes
vizsgalatok targya, mig a [-blokkolokkal, angiotenzin-konvertaldé enzim (ACE) gatlo
gyogyszerekkel, sztatinokkal, és angiotenzin receptor-blokkolokkal végzett klinikai
vizsgalatok ellentétes kovetkeztetésekre jutottak. Eppen ezen korabbi eredmények miatt
szlikséges a megfeleld allatkisérletes protokollok kidolgozasa, mely sordn az allatok in vivo
paraméterei €s szovetei is vizsgalhatdak. Egy nemrégiben megjelent ajanlas szerint a megfeleld
allatkisérleti elrendezések tervezéséhez figyelembe kell venni, hogy a nagydozisi DOX nem
csupan kardiotoxikus, hanem egyéb szervekre is kiterjed a mellékhatasa, melyek
befolyasolhatjak a kisérlet kimenetét. Az onkoldgiai gyakorlat modellezéséhez fontos a DOX
intravénas beadasmaodja, illetve a hosszl tava utankdvetés, mellyel hatékonyan modellezhetd a
,late-onset” kardiomiopatia. Tovabbi fontos tényezé az 4llatok nemének megfeleld

kivalasztasa, illetve a kardioprotektiv terapia profilaktikus alkalmazésa.

2.  Célkituzések

Vizsgalatainkban modellezni kivantuk a human onkoterapiaban hasznalt DOX-kemoterapia
kardiotoxikus mellékhatasait him patkdnyokban. Vizsgalni kivantuk tovabba, hogy a
profilaktikusan alkalmazott, kombinalt szivelégtelenség terapia milyen eldnyokkel jarhat egy,
a kemoterdpia utan késObbi fazisban inditott kezeléssel szemben. Végiil a profilaktikus

kombinalt szivelégtelenség terapia egyes elemeit tanulmanyoztuk, hogy egyedileg mennyiben



jérulnak hozza a feltételezett el6nyds hatasok megjelenéséhez a DOX okozta

kardiomiopatidban.

3. Anyagok és modszerek

3.1.  Allatkisérlet a kombinalt szivelégtelenség terapia optimalis idézitésének
megallapitasara

12 hetes him Wistar patkanyokat 4 csoportba osztottunk. A negativ kontroll (CON) csoport
kivételével minden csoport 6 ciklus DOX-injekciot kapott farokvénan keresztiil, feliiletes
szedacioban a kisérlet 8. napjatdl kezdve minden 3. napon. A PRE csoportnak a DOX-beadas
elott 1 hétig fokozatosan feltitralt kombinalt szivelégtelenség-terapiat adagoltunk (2,5 mg/kg
bisoprolol, 2 mg/kg perindopril, 6,25 mg/kg eplerenon) egy ugynevezett vivoanyagban
(mucilago hydroxyethilcellulosi) feloldva, gyomorszonda segitségével, a kisérlet végéig. A
CON ¢s a D-CON allatai a vizsgalat teljes id6tartama alatt, mig a POST csoport a kisérlet 51.
napjaig csak a vivoanyagot kaptak, az 52. naptol kezdve pedig a PRE csoportnal leirt
szivelégtelenség terapiat 1 hét alatt feltitrdlva a maximalis dozisra, szintén a kisérlet végéig.
Szivultrahangos vizsgalatokat végeztiink a 0., az 51. és a 80. napon teljes szedacioban, mig
vérnyomasmérések torténtek a 0., a 7. és a 39. napon ébrenléti allapotban. Az utolséd
szivultrahangos vizsgalat utdn az allatokat talaltattuk, szerveiket kimetszettiik, majd folyékony

nitrogénben fagyasztva -70°C-on taroltuk.

3.2.  Allatkisérlet a profilaktikus gyogyszerek individualis hatasainak megallapitasira
Az ¢el6z6 kisérletsorozatban hasznalt korti és fajtaju allatok ujabb egyedeit 5 csoportba
osztottuk. A DOX-beadasok, a szivultrahangos vizsgalatok és a vérnyomasmérések az el6zo
kisérletsorozathoz hasonléan torténtek. A CON ¢és a D-CON csoportok a korabbiakban
megfelelden per os vivoanyagot, mig a BB csoport 2,5 mg/kg bisoprololt, az ACEI csoport 2

mg/kg perindoprilt, az AA csoport pedig 6,25 mg/kg eplerenont kapott a DOX kezel€s inditasa



elott, 1 hétig a végsd dozisra feltitralva, a kisérlet utols6 napjaig. Az utolséd szivultrahangos
vizsgalat utan az allatokat az el6z0 kisérletsorozat szerint tulaltattuk, majd a szerveket

kimetszettiik, folyékony nitrogénben mély fagyasztottuk, és -70°C-on taroltuk.

3.3. Szovettan

A bal kamra egy darabjat Shandon™ Cryomatrix-ba dgyaztuk, majd 15 pm vastag kriosztatos
metszeteket készitettiink, és festettiik dket Mayer’s féle hemalummal ¢és pikrosziriusz voros
festékekkel. Ezt kovetden a targylemezeket izopropil-alkohollal mostuk, majd a metszeteket
dehidraltuk és DPX-szel lefedtiik. Olympus BX-50-es mikroszkoppal reprezentativ felvételeket

készitettlink, melyeket az ImagelJ nevii programmal értékeltiink ki.

3.4. TUNEL esszé

A kriosztatos metszeteket formalinnal fixaltuk, etanol: ecetsav 2:1 aranyt oldataval utofixaltuk,
majd citrat pufferben forraltuk. A metszeteket inkubaltuk Tdt-vel, a sejtmagokat pedig DAPI
festékkel festettik. Mowiollal torténd rogzités utdn a targylemezeket Zeiss Axioskop

mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.5. Elektronmikroszkopia

A mintael6készités egy korabban lek6zolt protokoll modositasaval tortént. A bal kamra szabad
falanak egy darabjat fixaltuk, mostuk foszfat pufferrel, majd ozmium-tetroxid oldattal
utéfixaltuk. Dehidralas utdn a szovetdarabokat DURCUPAN™ ACM gyantaba 4gyaztuk, majd
50 nm vastag metszeteket készitettiink, melyeket uranil-acetattal és Reynold’s-féle 6lom
citrattal kontrasztoztunk. A metszetekrdl reprezentativ felvételeket készitettiink, melyeken

denzitometriai analizist végeztiink ImageJ program segitségével.

3.6. lzolalt, permeabilizalt szivizomsejtekben végzett er6mérések
Ezen kisérleteinket a kordbban lek6zolt modszertan szerint végeztik. Az izolalt,
membranfosztott szivizomsejtek két végét egy motorhoz és egy erdméréhdz rogzitettiik, és a

szarkomerhosszat 2,2 um-re allitottuk be. A vizsgalatokat 15°C-on végeztiik. Kiilonbozé Ca?*-



cre

rogzitettiik a keresztmetszeti teriiletre normalizalt Ca?*- aktivalta maximalis- és Ca**- fiiggetlen
passziv erdt, valamint meghatdroztuk a Ca®'- érzékenységet. A kardiomiocitik aktivald
oldatban létrejott ugynevezett ,steady-state” allapotat kovetéen alkalmazott hossztengely
mentén torténd pillanatszerli bemozgatas kovetkeztében mérni tudtuk az erd ujra képzddés
sebességi allandojat is.

3.7. A kontraktilis fehérjék oxidativ statuszanak vizsgalata

A fehérje karbonil csoportok kimutatdsanak alapjaul egy korabban lek6zolt modszer szolgalt.
A szovetmintékat az izolalt, permeabilizalt szivizomsejt méréseknél hasznalt protokoll szerint
izolaltuk, majd hypo és Fenton reagenst alkalmazva pozitiv kontroll oldatokat hoztunk Iétre. A
mintakat ezutan specialis mintapufferben szolubilizaltuk, majd 1 o6ra vortexelés utan
centrifugaltuk, és fehérje koncentraciot mértiink dot blot alapu modszerrel, BSA standard
oldatokat hasznalva. A mintakat ezutan 3 mg/ml-es koncentracioja higitottuk, majd dinitrofenil-
hidrazinnal derivatizaltuk. 10%-os SDS poliakrilamid gélen torténd futtatas utan a fehérjéket
nitrocelluldoz membranra blottoltuk. A membranokat ezutan blokkoltuk, valamint inkubaltuk az
elsddleges ¢és masodlagos antitestekkel a gyartd protokollja szerint. A fehérjesavokat
Westernbright ECL kittel hivtuk eld, és az 6ssz fehérje mennyiségre normalizaltuk. Az 6ssz
fehérje mennyiséget specialis szuper-szenzitiv membranfesto kittel tettiik lathatova.

3.8. A kontraktilis fehérjék foszforilacios statuszanak meghatarozasa

A szivizom mintékat az Oxyblot mddszertan szerint izolaltuk, majd 1x-es Laemmli-pufferrel
higitottuk, és vortexeltiik. Az oldatokbol fehérje koncentraciot mértiink a koradbban leirtak
szerint, majd az oldatokat 50 mg/ml koncentraciora higitottuk. A mintdkat ezutan 10%-os SDS-
poliakrilamid gélen futtattuk, majd a fehérjék foszforilacios statuszat ProQ™ Diamond gél

festék alkalmazasaval mutattuk ki a gyartd altal megadott protokoll szerint. A géleket el6hivas



utan Comassie festékkel festettiik, meghatarozva a teljes fehérje mennyiséget. A ProQ savokat

a teljes fehérje mennyiségre normalizaltuk.

3.9. Western immunoblot a mitokondrialis fehérjék meghatarozasahoz

A bal kamra falanak egy darabjat izolal6 oldatban 6sszetortiik, szonikaltuk, majd centrifugaltuk.
A mintakhoz 5x-0s mintapuffert és B-merkaptoetanolt adtunk, majd felforraltuk. Fehérje
koncentraci6 mérés utan 50 pg fehérjét vittiink fel 8%-os SDS-poliakrilamid gélekre, majd
megfuttattuk. Blottolds utan a nitrocellul6z membranokat blokkoltuk, €s az alabbi elsddleges
antitesttel inkubaltuk: anti-acetil koenzim-A karboxilaz (ACC), anti-foszfo ACC, anti-
peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor-gamma koaktivator 1 a, anti- Forkhead box protein
O1. Mosas utan a membranokat masodlagos antitesttel inkubaltuk, majd jabb mosas utan a
fehérje savokat az Oxyblot médszernél leirtak szerint hivtuk el6. Ezutdn a membranokat anti-3
aktin antitesttel inkubaltuk, majd eldhivtuk a sdvokat. Az eredeti fehérje jeloléseket a B-aktin
jelolésekre normalizaltuk.

3.10. Western immunoblot a kaszpaz-3 fehérje kimutatasahoz

A fagyasztott bal kamra mintakat mechanikusan feltartuk, majd fehérjekoncentracidt mértiink.
Ezek utan 35 ug fehérjék vittiik fel ugynevezett TGX Stain-Free™ 12%-os akrilamid gélekre
illetve 4-20%-0s Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein gélekre. Blottolds utian a
membranokat blokkoltuk, majd anti-kaszpaz- 3 ellenes antitesttel inkubaltuk. Masodlagos
antitesttel kovetd inkubdlds utan a savokat eldhivtuk és a teljes fehérje mennyiségre

normalizaltuk.

3.11. Adatelemzés és statisztika

Az izolalt, permeabilizalt szivizomsejt erdméréseket egy LabVIEW Data Acquisition alapu
programmal (Myo) végeztiik és értékeltiik ki. A regisztralt adatpontokat Origin 6.0 programmal
abrazoltuk. A biokémiai vizsgdlatok soran kapott fehérje sdvokat az ImageJ és MagicPlot

programmal értékeltiik ki. Kisérleteink legtobbje soran allatonként tobb mérést végeztiink,



mely értékeket atlagoltuk, ezek képezték a végsod, reprezentativ értékeinket. Ezen modszer alol
kivételt képezett a testsuly, testtomeg index és a strain vizsgalatok.

A statisztikai elemzést Stata programcsomag segitségével végeztiik. A tulélést log-rank
probaval, valamint annak lehetséges paronkénti véaltozataival hasonlitottuk dssze, mig a tobbi
kisérlet eredményeit Kruskal-Wallis multivariacids analizissel, majd Student-féle t-teszttel
vagy Wilcoxon-féle rangdsszeg probaval vizsgaltuk az adatok eloszlasatol fliggéen. A

statisztikai szignifikanciat P<0,05 értékre allitottuk be.

4. Eredmények

4.1. Kisérlet a kombinalt szivelégtelenség terapia optimalis id6zitésének

megallapitasara
A pozitiv kontroll (D-CON) 4allatok talélése alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz képest
(CON), mig a PRE kezelés szignifikansan magasabb tulélést eredményezett. A késoi
kombinacios csoportban (POST) az eredetileg hanyatlo talélési gérbe nem romlott tovabb a
gyogyszeres kezelés elinditdsa utan. Az éllatok teststlya folyamatosan nétt a CON csoportban,
mig minden DOX kezelt 4llatban stagnalt a kisérlet kezddpontjdhoz viszonyitva. A
vérnyomasmérések soran a D-CON és POST allatait 6sszevontuk, mivel a két csoport a 39.
napig ugyanolyan kondiciokkal rendelkezett. Ezen &sszevont csoport allatainak
szivfrekvencidja magasabb volt a CON csoporthoz képest, mig a PRE allatok szisztolés és
diasztolés vérnyomadsa alacsonyabb volt, mint a CON csoporté, szivfrekvencidja pedig a CON
¢s a D-CON+POST éllataihoz képest volt alacsonyabb.

A kisérletink végén végzett szivultrahangos méréseink sordn szignifikdnsan
alacsonyabb ejekcios frakcio (EF) értékeket talaltunk a D-CON csoportban, mig a PRE kezelés
ezt a csokkenést képes volt megelézni. A POST terdpia nem volt hatdssal a DOX indukélta EF

romlasra. A diasztolés paraméterek koziil az izovolumetris relaxacios id6 (IVRT) megnytlasat



tapasztaltuk a DOX altal, melyet egyik kezelés sem volt képes kivédeni. A longitudinalis strain
S szisztolés paraméterben mérsékelt csokkenést figyeltink meg a DOX-terapiat kapd
allatokban, ahol a PRE csoportban a csokkenés kevésbé volt jelentés a D-CON 4éllataihoz
képest.

A szdvettani vizsgalataink soran emelkedett fibrotikus teriilet aranyt talaltunk a DOX-
kezelést kapo allatokban, melyet egyik terapia sem volt képes jelentdsen kivédeni. A szivizom
metszetekben jelenlévd kapillarisok szamaban illetve azok teriilet aranydban nem figyeltiink
meg szignifikans eltérést a csoportok kozott. Ultrastrukturdlis szinten a D-CON csoportban a
DOX kardiomiopdtidra jellemzd kardiomiocita kdrosoddsokat figyeltik meg, melyet csak a
PRE kezelés volt képes kivédeni. A denzitometrids kiértékelés soran a karosodott miokardium
csokkent értéket jelolt, ennek megfeleléen a D-CON csoportban alacsonyabb, mig a PRE
csoportban magasabb denzitometrias értékek voltak megfigyelhetdek.

Izolalt, permeabilizélt szivizomsejteken torténd erdmérések soran nem taldltunk
kiilonbséget a csoportok kozott sem a Ca’'-érzékenység, sem a maximalis Ca’*-aktivalta
passziv vagy Ca®' fiiggetlen passziv er6kben. Az aktin-miozin ciklus sebességi allandoja (i,
max) azonban alacsonyabb volt a DOX kezelést kap6 allatokban, mint a CON csoportban.

A TUNEL-essz¢ emelkedett apoptotikus sejtmag aranyt mutatott a D-CON csoportban
a kontroll allatokhoz képest, mig a két kezelés eredményesen csokkentette az apoptozist. A
kaszpdz-3 fehérje relativ mennyiségének vizsgalatakor emelkedett értékek voltak
megfigyelhetéek a D-CON ¢és a POST csoportokban, mig megtartott volt a PRE allataiban.

Tovabbi Western blot vizsgalatainkkal csokkent PGCla szinteket taldltunk minden
DOX kezelt csoportban az alkalmazott protektiv terdpia ellenére, mig az acetil-koenzim A
karboxilaz és annak foszforilalt forméjanak (pACC/ACC) relativ mennyiségében, valamint a
foszfo-troponin I magassagaban jelentkezd fehérje sav relativ mennyiségében nem taldltunk

kiilonbséget a csoportok kdzott.



4.2. Kisérlet a profilaktikus gyoégyszerek individualis hatasainak megallapitasara
Ezen kisérleti elrendezésiink sordn csokkent szisztolés és diasztolés vérnyomas értékeket
figyeltiink meg az ACEI allataiban a tobbi csoporthoz képest, mig a szivfrekvencia a BB
csoportban volt a legalacsonyabb. A DOX-kezelés ezzel szemben szignifikansan megnovelte a
szisztolés vérnyomast a kontroll csoporthoz képest.

Az allatok testsulya hasonloképpen alakult ezen kisérletsorozat sordn is, mint az
eléz6ben: a DOX-kezelést kapd allatok testsulya nem véltozott, mig a CON csoporté
folyamatosan ndtt. A D-CON 4allatok tulélése ezuttal is jelentdsen alacsonyabb volt a CON
csoporthoz képest, mig a profilaktikusan alkalmazott kezelések tulélésre gyakorolt hatdsdban
nem volt szignifikans kiilonbség a D-CON csoporthoz képest. A tiido szovetek nedves-szaraz
aranyakor alacsonyabb értékek voltak megfigyelhetdek a BB és ACEI csoportokban a D-CON
allataihoz viszonyitva.

A szivultrahangos vizsgélat a korabbiakhoz hasonléan csokkent értékeket mutatott a D-
CON csoportban, mig a BB alkalmazésa haté¢konynak bizonyult a megel6zésben. Az ACEI
csoportban szignifikdns csokkenés volt megfigyelhetd a kezdeti EF értékekhez képest, azonban
a végponti EF nem kiilonbozott jelentésen a CON allatainak értékétol. Az AA kezelés nem volt
képes megelézni a DOX indukalta EF csokkenést. A diasztolés IVRT paraméter minden DOX
kezelt csoportban megnyult az alkalmazott profilaxisok ellenére. A diasztolés strain rate E
paraméter értéke a kezdeti ponthoz viszonyitva szignifikansan csdkkent a D-CON csoportban,
mig a BB és ACEI csoportokban nem volt jelentds valtozas a kiindulasi értékhez képest.

Emelkedett fibrotikus teriilet volt megfigyelheté a D-CON és AA csoportokban, mely
valtozas a BB és ACEI profilaktikus kezelésekkel kivédhetd volt. A miokardium mintakban
el6forduld kapillarisok teriiletében nem volt jelentds kiilonbség a csoportok kozott. A szivizom
ultrastruktirdjanak vizsgalatakor jelentds, DOX indukalta karosodasokat figyeltiink meg a D-

CON Allataiban, mig a profilaktikus kezelések képesek voltak kivédeni ezeket a valtozasokat.



Ezen kvalitativ megfigyeléseinket denzitometriai elemzésekkel is aldtdmasztottuk, ahol a D-
CON csoportban csokkent értékeket, mig a kezelt csoportokban magasabb denzitometriai
értekeket talaltunk. A sejtmag vonaldban mért kardiomiocita atmérdk jelentds hipertrofiat
mutattak az AA csoportban, mig az ACEI csoportban szignifikdnsan alacsonyabb értékeket
mértiink.

Az apoptozis vizsgalatok soran emelkedett TUNEL pozitiv sejtmag aranyt talaltunk a
D-CON csoportban, ami megel6zhetd volt mindegyik profilaktikus kezeléssel, mig a kaszpaz-
3 fehérje mennyiségének emelkedését a BB ¢s az ACEI terapidk voltak képesek kivédeni.

Az izolalt, permeabilizalt kardiomiocita erémérések soran nem mutatkozott kiilonbség
a preparatumok Ca’*-érzékenységében, azonban a ki.max paraméter DOX hatéséara bekovetkez6
csokkenését ezen kisérletsorozatunkban is igazolni tudtuk. A kardiomiocitdk aktiv ereje
csokkent értéket mutatott az AA csoportban a CON allataihoz képest.

A Western blot kisérleteink soran ismét alacsonyabb PGC1a relativ fehérje mennyiséget
talaltunk minden DOX kezelt csoportban, mig a FoxO1 fehérje és a pACC/ACC ardnyokban

nem talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott.

5.  Megbeszélés

A DOX okozta szivelégtelenség manapsag intenziv kutatds targyat képezi, mégsem
rendelkeziink egységes allasponttal a megeldzést tekintve. A prevencios terapidk alkalmazasa
leginkabb a nagy kardiovaszkularis rizikoval rendelkezd betegekben terjedt el, holott egy
kemoterapia mellett alkalmazott kardioprotektiv kezelésbol akar az alacsony rizikoji betegek
is profitdlhatnanak. Ahhoz azonban, hogy széles korben alkalmazasra keriilhessenek a
profilaktikus terapids lehetdségek, fontos a DOX okozta kardiomiopatia alaposabb
megismerése, illetve az alkalmazott protektiv gydgyszerek hatdsmechanizmusanak feltarasa in

vivo €s in vitro szinten.



Kisérleteinkkel sikeresen létrehoztunk egy olyan patkanymodellt, mely modellezi a
humén onkoterapids protokollokat, és megfelel a kordbban kiadott ajanlasoknak: alacsony
dozisu, ismétlodé DOX beadast végeztliink intravéndsan, hosszi tavu utan kovetéssel, a
protektiv gyogyszereket gyomorszondan keresztiil adagoltuk, valamint tobbfajta idépontban és
elrendezésben vizsgaltuk a lehetséges hatdsokat.

Az altalunk valasztott kardioprotektiv gyodgyszerek mindegyike IA ajanléssal
rendelkezik a csokkent EF-val rendelkezd betegekben, mivel javitottdk a betegek
hospitalizacios és mortalitasi rizikojat. Ennél fogva nem csak a nagy kardiovaszkularis rizikdju
betegeknek szarmazhatna elényiik az alkalmazasbol, hanem a kisebb rizikdji pacienseknek is.
Erre mutat rd egy meta-analizis is, mely szerint a B-blokkolok 70%-0s, mig z ACE-gatlok 90%-
os relativ rizik6 csokkenést okozhatnak a szivelégtelenség kialakuldsat tekintve.

Klinikai tanulmanyokban probéalkozasok torténtek a profilaktikus kardioprotektiv
gyogyszerek kombinacidoban torténd alkalmazéasara. Az egyik ilyen volt a carvedilol és az
enalapril egylittese, mely kedvezden befolyasolta a mortalitds vagy szivelégtelenség alkotta
klinikai végpontokat. Ezzel egybehangzonak bizonyult a mi tanulmanyunk PRE csoportja,
mely novelte a tilélést, és megeldzte a DOX okozta EF-csokkenést. Habar a D-CON csoportban
jelentkezd folyamatos EF-csokkenés az elsé honapban még nem volt szignifikans, a masodik
honapra ez a kiilonbség mar lathatd volt. Az adatok ,,torzuldsat” eredményezheti az allatok
folyamatos elhullésa a csoportban, mely miatt egyfajta pozitiv szelekcio jott 1étre.

Ellentmondasos eredmények sziilettek a korabbi dallatkisérletes ¢és human
tanulméanyokban, melyekben a carvedilol és az enalapril hatisait onalldéan vizsgaltak. A mi
modelliinkben a BB terdpia képest volt megeldzni az EF csokkenését, csdkkenteni a fibrozist
¢s a miokardium ultrastruktarajat, és csokkentette az apoptdzist. Az ACEI csoportban ezzel

szemben szignifikdns EF-csokkenés volt megfigyelhetd a kezddponthoz képest, viszont a sziv



ultrastruktirdja megdOrzott maradt, ezzel Osszhangban pedig kisebb mértékii apoptdzis és
fibrozis volt megfigyelhetd a szovetben a D-CON csoporthoz viszonyitva.

Az AA tipusu gyogyszerek koziil korabban a spironolakton bizonyult hatdsosnak a DOX
okozta kardiomiopatidban az allatkisérletes ¢s humdn vizsgalatokban. Ezzel szemben az
eplerenon az Aallatkisérletes elrendezésekben ellentétes eredményeket mutatott. A mi
eredményeink alapjan az eplerenon nem volt képest megdrizni az EF-t és csokkenteni a
fibrozist. A diasztolés funkciok koziil a DOX okozta IVRT megnyuléds nem volt kivédhetd sem
a kombinacids, sem pedig az egyedileg alkalmazott kezelésekkel, mig a diasztolés strain rate a
profilaktikus terapia alkalmazasaval nem valtozott.

POST csoportunk jol reprezentalta a klinikai gyakorlatot, mely soran a DOX okozta
kardiomiopatia felfedezése utan torténik gydgyszeres beavatkozas. Habar az allatok talélése
megtartott maradt a protektiv terapia elinditsa utan, az in vitro paraméterek nem kiilonboztek
a D-CON csoporthoz képest. Ezen eredményeinkkel alatdmasztottuk a kardioprotektiv terapia
iddzitésének fontossagat. Egy masik, nyulakban tortént vizsgalat szintén ezt hangsulyozza. A
szerzOk mar 1 héttel a DOX terapia befejezése utan emelkedett fibrozist figyeltek meg az
allatokban fliggetleniil attol, hogy a szivultrahangos vizsgalatok soran nem talaltak jelentds
kiilonbséget a kezelt és kezeletlen csoportok kdzott. In vitro szinten pedig a titin oridsfehérje
expresszidja ¢s foszforilacios statusza valtozott meg. A szerzék nem talaltak kiilonbséget az
izolalt, permeabilizalt kardiomiocita erOméréseik soran a vizsgalt paraméterekben. Ezzel
Osszhangban voltak a mi modelliinkben talalt eredmények is. Azonban itt is fent all a pozitiv
szelekcid lehetdsége, mivel csak az egészséges kardiomiocitdkat tudtuk a mérésekre
felhasznalni. Ettdl fliggetleniil is megfigyelhetd volt a kimax paraméter csokkenése a DOX
kezelt allatokban, melybdl az aktin-miozin keresztkotési ciklus kinetikdjanak zavarara lehet

kovetkeztetni.



A DOX f6 tumorellenes hatasa a ROS-képzés, mely a kardiomiocitékat is érinti. Mivel
a szivizomsejtek fokozottan érzékenyek az oxidativ stresszre, igy jellegzetes mitokondridlis
elvaltozasok, ¢és egyéb ultrastrukturalis elvaltozasok figyelhetéek meg a miokardiumban a
DOX-expoziciot kovetden. Ezeket az eltéréseket az altalunk valasztott profilaktikus terapiak
mindegyike képes volt kivédeni, amelyre a késébbi idépontban alkalmazott szupportiv terapia
nem volt alkalmas.

Biokémiai vizsgélatainkkal csokkent PGCla szinteket talaltunk a DOX terapids
csoportokban, melyet egyik gyogyszerezési protokoll sem tudott kivédeni. Ez a fehérje a
szivizomsejtek energiahaztartdsdban és a mitokondridlis biogenezisben jatszik fontos szerepet.
Eredményeink arra utalnak, hogy az alkalmazott kardioszupportiv kezelések nem avatkoznak
bele a DOX daganatellenes hatasaiba. A ROS produkcié mellett a DOX kardiomiopatiaban
jellemzd a kaszpaz-3 fehérje mennyiségének ndvekedése is, melyet mi is aldtdmasztottunk a
kisérleteinkkel. Ezzel 6sszhangban emelkedett fibrozist figyeltiink meg a kizarolag DOX-t kapo
allatokban, melyet az egyedileg alkalmazott profilaktikus BB és ACEI kezelések képesek
voltak kivédeni. Ezen eredményiink azt mutatja, hogy a BB és ACEI hatéanyagu gyogyszerek
a kedvezd hemodinamikai hatas mellett molekularis szinten is jotékony hatassal birnak.

Kisérleteinkkel tehat igazolni tudtuk, hogy mind az egyedileg alkalmazott BB és ACEI,
mind pedig a kombinacidjuk (akar AA hatdéanyagokkal kiegészitve) eldnyosek lehetnek a DOX
okozta szivelégtelenség megelézésében, mivel a kordbbi hipotézishez hiven kedvezd
hemodinamikai paramétereket képesek teremteni. Vizsgalataink megerdsitésére azonban

tovabbi klinikai tanulmanyok sziikségesek a human gyogyaszatban torténd alkalmazashoz.
6.  Osszefoglalis

A doxorubicin (DOX) okozta kardiomiopatia még napjainkban is megoldatlan probléméanak

szamit a klinikai gyakorlatban. Bar a DOX-kardiotoxicitds megel6zésére korabban szamos



allatkisérletes ¢és klinikai vizsgalat is irdnyult, ezidaig nem keriilt be érdemi preventiv stratégia
a kis kardiovaszkuléris rizikoval rendelkezd onkoldgiai betegek kezelésére vonatkozd
ajanlasokba.

Kisérleteink soran olyan patkanymodellt hoztunk létre, mely jol reprezentalta a humén
onkoterapias protokollt. Ezaltal vizsgalhatova valtak a kardioldgiai gyakorlatban hasznalt
szivelégtelenség gyogyszerek (BB, ACEI, AA) egyedi, valamint kombinacidoban torténd
alkalmazéasanak hatdsai a DOX okozta kardiomiopatia megeldzésének szempontjabol, kiillonds
tekintettel a terapia idozitésére. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a kombinalt, profilaktikusan
alkalmazott szivelégtelenség terdpia hatdsdra megelézhetd a DOX okozta EF csokkenés, a
miokardidlis ultrastruktira karosodasa, tovabba a szivizomsejtek apoptdzisa, ami végsd soron
az allatok tulélésének javulasat eredményezi. Ezzel szemben a késdi stadiumban alkalmazott
kombinacios kezelés mellett ezen hatdsok nem érvényesiiltek. A harmas gyogyszerprofilaxis
egyes komponenseit kiilon-kiilon vizsgalva megallapithato, hogy az EF megdrzéséhez a BB
kezelés, az apoptdzis mérsékléséhez pedig foként a BB ¢és az ACEI kezelés, mig az
ultrastrukturalis karosodasok kivédéséhez mindhdrom gyogyszeres terapia (BB, ACEI, AA)
hozzajarult; igy a legnagyobb tulélési elony a BB és az ACEI terapidban részesiild
csoportokban volt megfigyelhetd.

Osszességében elmondhatd, hogy a kemoteréapia eldtt inditott BB vagy ACEI kezelés,

illetve ezek kombindcidja jelentdsen enyhithetik a DOX okozta miokardilis karosodast.
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