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Roviditések jegyzéke

AA aldoszteron antagonista/eplerenon kezelést kapd csoport

ACC acetil-koenzim A karboxilaz

ACEI angiotenzin-konvertalé enzim inhibitor/perindopril kezelést kapd
csoport

AU optikai denzitas arbitralis egységekben kifejezve

BB B-blokkold/bisoprolol kezelést kapo csoport

BPM iités/perc (beat per minute)

CON negativ kontroll csoport

DBP diasztolés vérnyomas

D-CON pozitiv kontroll csoport

DOX doxorubicin

DNPH dinitrofenil hidrazin

DTT dithiothreitol

EF ejekcids frakceio

Finax maximalis Ca*-aktivalta erd

FoxO1 Forkhead box protein O1

Fpassive Ca?" mentes kornyezetben mért passziv erd

HR szivfrekvencia

HRP torma peroxidaz

IVRT izovolumetrias relaxacios ido

kirmax erd regeneralodas sebességi allandoja

pACC foszfo-acetil koenzim A karboxildz

PB/PBS fosztat puffer

pCaso az izometrids erd Ca’*-érzékenysége
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1. Bevezetés

A daganatos betegségek globalisan a masodik leggyakoribb haldloknak szdmitanak, jollehet,
bizonyos fejlett orszagokban az onkoldgiai betegségek mortalitdsa mar meghaladta a
kardiovaszkularis halalozast'?. Az utobbi idében a modern onkoterapia rendkiviili fejlédésen
esett at; széles korben elérhetévé valtak a célzott-, illetve immunterapids lehetéségek.
Ugyanakkor a hagyomanyos kemoterapidnak még mindig jelentds szerepe van bizonyos
daganatok kezelésében. Az antraciklinek csaladjaba tartozé doxorubicin (DOX) az egyik
legelterjedtebb kemoterapias szer, melyet kiilonbozéd hematologiai és szolid tumoros
megbetegedésekben alkalmaznak. Ez a szer azonban jelentds, kumulativ doézisfiiggd
kardiotoxikus mellékhatasokkal bir, mely rontja a betegek ¢letmindségét, és noveli a
hospitalizaciot™*. Bar a molekula mellékhatdsainak kivédésére iranyuld intézkedések
sz¢éleskort, intenziv kutatds targyat képezik mind allatkisérletes, mind pedig human kisérleti

elrendezésben, a mai napig nem rendelkeziink megfelelé prevencids stratégiaval a

kardiotoxicitds megeldzésére nézve.

Az utdbbi években szamos klinikai allasfoglalds jelent meg a kiilonb6z6 onkoterapiak
kardiovaszkularis szovodményeinek gyakorlati ellatdsaval kapcsolatban. Ezek legf6képpen a
kardiovaszkularis rizikofaktorok elézetes meghatarozasat helyezték elétérbe a kemoterapia
alkalmazasa eldtt, valamint ajanlasokat fogalmaztak meg az onkoldgiai betegekben kialakuld
kardiotoxicitds monitorozdsara vonatkozdan. Ugyanezen utmutatdsokban javaslatokat tettek a
nagy kardiovaszkularis rizikdval rendelkezd betegek kemoterapia elétti preventiv kezelésével
kapcsolatban. Ugyanakkor a tarsbetegségekt6l mentes, kis kardiovaszkularis rizikdju vagy
rizikdmentes egyének esetében nem keriiltek megallapitasra hasonld iranyelvek a prevencios

lehetdségekre nézveS.

Fontos ugyanakkor hangsulyozni, hogy az antraciklin kemoterapia altal okozott

kardialis mellékhatasok és kovetkezményes szivelégtelenség az esetek egy jelentds részében
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csak késon kertil felfedezésre. Mivel az eldrehaladott stddiumban inditott bazis szivelégtelenség
terapia sokszor mar nem képes a kialakult karosodasokat visszaforditani, felmeriil, hogy az
antraciklin kardiotoxicitds bizonyos megel6zési lehetdségeinek bevezetése a szélesebb, kis
kardiovaszkularis rizik6ja populéciodban is kivanatos volna. Ahhoz, hogy fel tudjuk térképezni
a DOX okozta kardiomiopatia megeldzésében hatékony gyogyszeres kezelési stratégiakat,
mindenképpen sziikség van olyan allatmodellekre, melyek jol mintazzdk a human onkoterapids
gyakorlatot, valamint lehetdséget teremtenek a kiilonb6zd prevencios lehetdségek in vivo és in

vitro hatasainak vizsgalatara’.

2. Irodalmi attekintés

2.1. A doxorubicin tulajdonsagai, molekularis hatasai

A DOX az antraciklinek csalddjaba tartozo antibiotikum, melyet a Streptomyces peucetius
baktérium termel. Szerkezetét tekintve egy tetraciklin vazbol ¢és a hozzd kapcsolodd
aminosavbol 4ll6 vegyiilet; jelentds lipofil tulajdonsaggal és hosszu féléletiddvel bir®”. A
szemikinon vazon beliil talalhaté kinon gytirti (1. dbra B gytir(i) kulcsfontossag a vegyiilet

hatasat tekintve’.

COCH,OH
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H o
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1. dabra. A doxorubicin szerkezeti képlete. A szemikinon gyurli (B) felelds a reaktiv oxigén gyokdk kialakulasaért.

Forras: Singal és mtsai’.



Erds tumorellenes aktivitasa miatt az 1960-as években felfedezett molekula igéretes
onkoterapias szernek bizonyult, azonban hamar nyilvanvalova valt, hogy komoly kardiotoxikus
mellékhatdsokkal rendelkezik!®. Utobbiak pontos patomechanizmusa a mai napig nem

tisztazott, jollehet, ezen a teriileten mindmaig intenziv kutatas zajlik.

Feltételezések szerint a DOX mind a tumorsejtekben, mind a szivizomsejtekben azonos
modon, reaktiv oxigén gyokok (ROS) termelddésén keresztiil vezet sejtkarosodashoz, azonban
ezen oxigén gyokok forrasa nem teljesen feltart. Az egyik hipotézis szerint a DOX komplexet
képez a DNS kettds spirallal, igy gatolva a topoizomeraz IIf enzimet, ami DNS kettds szal
toréshez vezet. Ezen folyamat kdvetkezménye a p53 tumorszupresszor fehérje aktivalodasa, a
mitokondridlis diszfunkcid6 megjelenése, valamint kovetkezményes reaktiv oxigén gyok
képzddés. A masik elmélet szerint a DOX szemikinon vaza reakcioba 1ép a Fe**-ionokkal,
ezaltal szabadgyokok képzddnek, melyek lipid peroxidacion és/vagy protein karbonilacion

keresztiil sejthalalhoz vezetnek!'!"!>.

Mindezeken felil a DOX megzavarhatja a szivizomsejtek Ca®'- és energia
homeosztazisat, illetve a miokardiumban el6fordulé antioxidans enzimek mennyiségének
csokkenését is elSidézheti. Ezen folyamatok végiil apoptdzishoz vezethetnek!'#!!7,
Ultrastrukturalis szinten a fentebb emlitett molekularis hatdsoknak szamos kovetkezménye jon
1étre, melyek jellegzetesek a DOX okozta kardiomiopatidra: miofilamentum karosodés, Z-vonal

degeneracid, a szarkoplazmatikus retikulum szétesése, a mitokondriumok szétesése, kromatin

dsszecsapzodas a sejtmagban!?,

2.2. A doxorubicin terapias felhasznalasa, akut és kronikus mellékhatasok

Annak ellenére, hogy a DOX erds kardiotoxicitdssal bir, napjainkban is fontos szerepet tolt be

az onkologiai betegek terdpidja soran. A DOX széles korben hasznalt szernek szémit



emlédaganatban, limfomaban és szarkdmaban szenvedd felndttek korében, valamint

gyermekkori hematolégiai malignitasok esetében®’.

Tekintettel a kezelt betegek kozott nagy ardnyban kialakuldé kardiomiopatidra,
manapsag a DOX terdpids dozisa jelentds csokkentést igényelt. Bar a klinikai gyakorlatban
alkalmazott maximadlis kumulativ dézis 400 mg/m?-re redukalédott, ezen dozis alkalmazasakor
is kb. 3-5%-os eséllyel johet 1étre kardiomiopatia. Amennyiben az onkoterdpia soran mégis
dozisemelésre van sziikség, és a DOX kumulativ mennyisége eléri az 550 mg/m>-t, a
szivelégtelenség kialakulasanak esélye 7-26%-ra nd, mig 700 mg/m-es dozis esetén a

kardiomiopatia incidenciéja elérheti akar a 18-48%-ot is*.

A bal kamra diszfunkci6 kialakuldsa mellett a DOX kezelésnek egyéb mellékhatasai is
lehetnek. Az akut hatds soran EKG eltérések alakulhatnak ki (ST-szakasz és T hullam
valtozasok, QT szakasz megnytlés, szupraventrikularis aritmiak) a betegek kevesebb mint 1%-
dban; ezen hatasok reverzibilisnek tekinthetdek*. Korai, illetve késéi hatasként kell
megemliteni a tiineteket okozo szivelégtelenséget, mely akar egy éven beliil, vagy néhany év
mulva, adott esetben pedig ugynevezett ,late-onset” moddon, akar 15 év mulva is
jelentkezhet*?!. Egy korabbi olasz tanulmany szerint a DOX mar a kemoterapiat kovetd fél
éven beliil tiinetmentes karosoddsokat okoz, melyek csak évek multin manifesztdlédnak??.
Emiatt kulcsfontossagi a DOX okozta kardiomiopatia korai felismerése, valamint az iddben
elinditott kardioszupportiv terdpia, mellyel mérsékelhetdek a szivelégtelenség tlinetei, annak
progresszioja. Ezzel szemben egy késébbi stadiumban diagnosztizalt szivelégtelenség kezelése

komoly nehézséget jelent a klinikai gyakorlatban®**,

2.3. A doxorubicin okozta kardiotoxicitas megeldzési stratégiai

Az antraciklinek okozta szivelégtelenség évtizedek ota intenziv kutatdsok fokuszéban all.
Szamos probalkozas tortént megfeleld prevencidés modszerek kifejlesztésére, pl. a DOX okozta

kardiotoxicitds kapcsan. Az utdébbi években tobb onkokardiologiai témaju Utmutatds is
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napvilagot latott, melyek hangsulyozzdk az onkologusok ¢és kardiologusok kozotti
kommunikacio fontossagat, valamint a tobblépcsds dontéshozatali folyamatot. Ennek soran
mindenképpen meg kell hatarozni az antraciklin okozta kardiotoxikus mellékhatasok
kifejléddésének rizikojat. Emelkedett rizikonak tekinthetd, ha a beteg korabban mar antraciklin
terapian esett at. Ebben az esetben mindenképpen szdmolni kell az élethosszig tarté kumulativ
dozissal. Tovabbi rizikofaktor, ha a beteg nd, és/vagy meglévd kardiovaszkularis betegsége
van, magas vérnyomassal rendelkezik, korabban kemoterapian vagy mellkasi irradiacion esett
at. A betegek ¢életkora szintén fontos: amennyiben a beteg 18 év alatti vagy 60-65 év feletti,
fontoldra kell venni més kemoterapias kezelési protokoll alkalmazasat vagy szoros megfigyelés

mellett sziikséges adagolni a DOX terapiatS.

Egy masik megeldzési stratégia a DOX dozisanak optimalizacidja. Az egyszeri,
nagyobb mennyiség beadasanak gyakorlatat mindinkabb atveszi a 3 hetente alkalmazott, lassu,
6 ora alatt beadott infuziés adagolds, mellyel el lehet keriilni a DOX magas
valamint a kezelés utdn néhany évvel megjelend kardiomiopatia megjelenését a betegekben.
Mivel azonban a DOX kumulativ dézisfliggd mellékhatassal bir, a hosszutavii megel6zés

szempontjabol nem jelentett igazi elérelépést9’25'27.

Korabban torténtek probalkozasok DOX analdgok eldallitasara is. Bar eddig kb. 2000
ujabb molekula latott napvildgot, daganatellenes aktivitdsukat figyelembe véve érdemben egyik
sem bizonyult hatdsosabbnak a DOX-ndl, vagy nem rendelkezett alacsonyabb kardiotoxikus

mellékhatassal?®

. Az utdbbi években megjelent liposzomalis DOX formulaciok szintén intenziv
kutatas targyat képezik, azonban ezek koziil csak néhany jutott tovabb a biztonsagossagi €s
klinikai hatékonységi vizsgalatokon®. Ezek koziil egyik a liposzomalis, pegilalt DOX, melynek

a hagyomanyosan alkalmazott DOX-hez képest tobb elonye is ismert. Egyrészt a liposzomalis

formula megakadalyozza, hogy a DOX a szivbe, illetve a gasztrointesztinalis rendszerbe jusson,



ugyanakkor a tumor mikrokdrnyezetének kdszonhetden a daganatos régioban hatékonyabban
képes disulni, mint a szabad DOX°. Ezen tulajdonsigai miatt a liposzomalis DOX
daganatellenes aktivitdsa tovabb novelhetd a maximalis tolerdlt doézis alkalmazasa esetén,
ugyanakkor nem kell szdmolni nagyobb mértékii kardiotoxicitassal®. Ugyan mar tdbb
tanulméany igazolta, hogy a liposzomalis formuldcié alkalmazisa mellett kevesebb a
kardiotoxikus mellékhatés a szabad DOX forméhoz képest®!*4, annak hasznélata egyelére csak
a nagy kardiovaszkularis rizikéju betegek kezelési protokolljéba épiilt be**°. Tovabba, ezen
formulaciokat leginkabb monoterapia vagy limitalt szami kombinalt kemoterapids protokoll

keretében alkalmazzak.

A fenti megeldzési stratégiakon tilmenden a kemoterdpia mellé adott szupportiv
kezelések alkalmazésa is hamar kutatési célpontta valt. T6bb vitamint és gydgyszerhatéanyagot
is kiprobaltak a DOX okozta szivelégtelenség megeldzésére allatkisérletekben, valamint human
vizsgalatok soran, azonban az eredmények nem voltak teljes mértékben egybehangzoak. Az E-
vitamin példaul hatdsosnak bizonyult a DOX okozta kardiomiopatia megelézésére
ragcsalokban, ugyanakkor nyulakban ¢és kutydkban nem tudtdk megerdsiteni ezen
eredményeket®>3’. Ezzel szemben a C-vitamin mind egerekben, mind tengerimalacokban

sikeresen csokkentette a DOX okozta szivelégtelenség eldfordulasat®.

A vaskelator tulajdonsagti dexrazoxan (ICRF-187) nemcsak kutyakban végzett
kisérletek sordn, hanem human vizsgalatokban is hatékonyan képes volt megelézni a DOX
okozta kardiomiopatia kialakuldsat, tovabba lehetdvé tette magasabb dozisu DOX terapia

alkalmazasat is onkologiai betegekben'>4!

. A dexrazoxan tovabbi elénye, hogy nem
csokkenti a DOX daganatellenes aktivitasat*>*. Jollehet, kordbban tobb allatkisérletbdl és
klinikai vizsgéalatbdl szarmaz6 eredmény is alatdmasztotta a dexrazoxdn protektiv hatasat, a

gyogyszer dozisat limitalja annak mielotoxikus mellékhatasa, mely nagy aranyban fordul el a

kezelt betegekben*>*4.
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A fentiek mellett kardiovaszkularis gyogyszerekkel is torténtek probalkozasok a DOX
kardiotoxicitdsanak csokkentésére és megeldzésére nézve. Ezen szerek egyike a probucol, ami
egy LDL-koleszterinszintet csdkkentd gyogyszer, mely patkdnyokban novelte az allatok
¢lettartamat a DOX kezelés alatt, normalizalta a kardialis funkciot és csokkentette az aszcitesz
kialakuldsat*>. A multban tovabbi, a napi gyakorlatban hasznalt gyoégyszerek is az
allatkisérletek és klinikai tanulméanyok fokuszéaba keriiltek. Vizsgaltak példaul a B-blokkolok,
angiotenzin-konvertalé enzim- (ACE) gatlok, sztatinok illetve angiotenzin receptor blokkolok
hatasait. Ezen eredmények egyeldre nem bizonyultak teljesen egybehangzonak, igy a jovében
tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére, hogy ezen szerek a klinikai gyakorlatban
is valoban alkalmasak-e a DOX okozta kardiomiopétia megelézésére®*°. Emiatt tovabbra is
sziikséges megfeleld allatkisérleti protokollok kidolgozasa, melyek soran (ellentétben a huméan
klinikai vizsgalatokkal) nemcsak az allatok in vivo paraméterei, hanem azok szovetei és

cellularis preparatumai is jol vizsgalhatova valnak.

A korabban végzett allatkisérleti elrendezéseknek sajnos tobb hidnyossaga is felmeriilt
amultban. Egyrészt az egyszeri, esetlegesen tobbszori adagolasu, nagydozisi DOX nem csupan
kardiotoxikus, hanem egyéb szervekre iranyuld mellékhatasokkal is bir (mint pl. a
gasztrointesztinalis rendszer), ami befolyasolhatja a kisérletek eredményét’*’. Hasonloképpen
problémat jelenthet a DOX beadasi modja, mely legtobb esetben intraperitoneélisan tortént, ami
nem modellezte megfeleléen a human intravénas onkoterdpias protokollokat. A kisérletek
iddtartama a legtobb esetben tul révidnek bizonyult, ami miatt az igynevezett ,,late-onset”,
kés6n jelentkezd kardiomiopatia modellezése nem volt kivitelezhetd’. Ezen aspektusok mellett
az allatkisérletek tervezése soran azt is fontos volna figyelembe venni, hogy mig a klinikai
gyakorlatban a néi nem hajlamosité tényezdként szerepel a DOX okozta kardiomiopatia
létrejottére, ragesalok esetében a him dallatok érzékenyebbek Ilehetnek az antraciklin

kemoterapiara”?'“**-2, Ezek alapjan a klinikumban alkalmazott, DOX alapt onkoterdpia okozta
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kardiomiopatia adekvat modellezéséhez a jovében elkeriilhetetlen, hogy az allatkisérletek soran
eréfeszitések torténjenek a kemoterdpia intravénas alkalmazasara, a kardioprotektiv kezelés

profilaktikusan torténé elinditasara, valamint az allatok hosszabb tava utankovetésére’.
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3. Ceélkituzések

Kutatasaink soran a kovetkezo kérdésekre kerestik a valaszt:

e FEgy humdn onkoterapiat modellez0 transzlacidos ragcsaldé modellben a DOX
alkalmazésa utdn mennyi idé mulva alakul ki szivelégtelenség?
e Milyen folyamatok allnak a DOX okozta szivelégtelenség hatterében ebben az
allatmodellben?
e Egy profilaktikusan alkalmazott, kombinalt szivelégtelenség terapia jelent-e barmiféle
elényt a DOX kardiotoxicitasaval szemben?
= Melyek a terapia in vivo hatésai?
= Melyek az in vitro hatasok?
e Milyen hatdsai vannak a DOX kezelés utan 1 honappal adott kombindlt szivelégtelenség
terapianak?
= [nvivo és in vitro hatdsok.
e Profilaktikusan alkalmazva a BB, ACEI ¢és AA gyb6gyszercsoportok koziil melyik
rendelkezik a legeldnydsebb hatdsokkal a DOX kardiomiopatia megelézésében?

= [n vivo és in vitro hatasok.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Allatkisérlet a kombinalt szivelégtelenség terapia optimalis idézitésének

megallapitasara

Az allatkisérletekhez 7-8 hetes him patkanyokat (TOXI-COOP Zrt.) rendeltiink, melyeket
néhany hetes akkomodacios idé utan, 12 hetesen vontunk kisérletbe. A patkanyokat 12 6ra
vilagos / 12 oOra sotét valtakozd ciklusokban tartottuk, allanddé homérséklet (20-25°C) és
paratartalom (55+£10%) mellett. A kisérletek megfelelnek az allatvédelmi rendelkezéseknek, és
a kovetkezd engedély szamokon vannak nyilvan tartva: DEMAB/2016/13-M  és

DEMAB/2018/15.

Az akkomodécios 1d6 utan a patkanyokat a 2. dbra szerinti csoportokba osztottuk. A
D-CON, PRE ¢s POST csoportok allatainak farokvéndjaba DOX-t [Doxorubicin ,,Ebewe” 2
mg/ml ampulla] adagoltunk 6 ciklusban, alkalmanként 1,5 mg/kg dézisban a kisérlet 8., 11.,
14., 17., 20. és 23. napjan, mig a CON csoport ugyanezen napokon intravénas fiziologias
sooldatot kapott. Az intravénds kezelések feliiletes szedacioban torténtek intramuszkularis
ketamin:xylazin kombinacid alkalmazéséaval (50 mg/kg ketamin [Calypsol 50 mg/ml ampulla,

Richter Gedeon Nyrt.], 5 mg/kg xylazin [CP-xylazin 2%-o0s oldat, Medicus Pharma Kft.]).

A PRE csoport allatai a DOX beadast megel6zden egy hétig fokozatosan feltitralt, majd
fenntarté dozisban alkalmazott kombinalt szivelégtelenség terapiat kaptak (2,5 mg/kg
bisoprolol [Concor, Merck], 2 mg/kg perindopril [Prenessa, KRKA], 6,25 mg/kg eplerenon
[Inspra, Pfizer]). A gyogyszereket poritottunk, majd a dézisnak megfeleléen egy tigynevezett
vivéanyagban (mucilago hydroethylcellulosi) feloldva, gyomorszonda segitségével juttattuk be

az allatok gyomraba. A gyogyszerek feltitralasi protokolljat az 1. tdblazat mutatja.
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l.nap | 2.nap | 3.nap | 4.nap | S.nap | 6.nap | 7.nap

Bisoprolol 1,25 mg/kg 2,5 mg/kg
Perindopril 1 mg/kg 2 mg/kg
Eplerenone | 1,5625 mg/kg 3,125 mg/kg 6,25 mg/kg

1. tablazat. A profilaktikusan alkalmazott gyogyszerek feltitralasanak protokollja

A CON ¢s D-CON allatok a kisérlet teljes ideje alatt, a POST allatok pedig a kisérlet
51. napjaig gyogyszermentes vivOanyagot (,,placebo”) kaptak gyomorszondan at. A POST
allatoknak az 52. naptol kezdve 1 héten at titralt, majd fenntart6 dozisban alkalmazott harmas
gyogyszerkombinaciot adagoltuk a PRE csoportban alkalmazott mennyiségben. Ezzel a
jelenlegi human gyakorlatot jellemz6, konvencionalisan iddzitett szivelégtelenség terapia

hatasait kivantuk modellezni.

CON 000000 0 Sooldat
D-CON XXXXXX A DOX
Placebo
PRE AAXAXAXAX . H BB
POST XXXXXX ! " ACEI
Napok : B AA
sl ) T T I |
0 8 23 39 51 80
Echo BP BP Echo Echo
BP HR HR
HR

2. dabra. A kombindcios kezelés kisérleti elrendezése. Minden csoport 6 ciklus intravénas DOX kezelésben
részesiilt (a CON csoport kivételével, melynél fizioldgias sooldatot alkalmaztunk). A profilaktikus
gyogyszerterapiat a PRE csoportban 1 héttel a DOX expozicio elott inditottuk, mig a POST csoportban az
52. napon. A gyogyszermennyiségeket mindkét esetben egy hét alatt titraltuk fel a fenntartd dézisokra.
Vérnyomas- ¢és szivfrekvencia méréseket (BP, HR) a kisérlet 0., 7. és 39. napjan végeztiink.

Szivultrahangos vizsgalat (Echo) a kisérlet 0., 51. és 80. napjan késziilt.
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A kisérlet kezdetén kontroll vérnyoméasmérést végeztiink tigynevezett farokmandzsettas
modszerrel (CODA non-invaziv vérnyomasmérd rendszer, Kent Scientific Corporation,
Torrington, CT, USA), melyet a kisérlet 7. és 39. napjan ismételtiink meg. A vérnyomasmérés
a 39. nap utdn nem volt lehetséges, mivel a farokvénaba beadott DOX helyileg a farok
kisebesedését, szklerézisat okozta, ezaltal megbizhatatlannd téve a  tovabbi

vérnyomasméréseket.

Az éllatokban echokardiografias vizsgalatokat végeztiink a kisérlet kezdetén, majd az
51. és 80. napon, mély anesztézidban (100 mg/kg ketamin és 10 mg/kg xylazin kombinacidja).
A vizsgalat soran paraszterndlis hosszmetszeti M-mod felvételeket készitettiink a szisztolés
paraméterek meghatdrozasara. A diasztolés ¢és a Doppler alapu szisztolés paraméterek
vizsgalatahoz 4 tiregli felvételeket hasznaltunk, mig a strain paraméterekhez egy rovid felvételt
készitettlink ugyanebbdl a metszetbdl. A strain paraméterek méréséhez technikai okokbol csak
a bal kamra szeptuménak bazalis és kozépso részét tudtuk felhasznalni. Az echokardiografids
vizsgalatokat a General Electric Vivid E9 (General Electric, Fairfield, CT, USA) ultrahang
késziilékével végeztiik egy specidlis, ragesalokhoz hasznalhato ultrahang fej segitségével (14.1

MHz, i113L, General Electric).

Az utols6 echokardiografias vizsgalatot kovetden az allatokat intreaperitonedlisan
alkalmazott tiopentallal (100 mg/kg) thlaltattuk, majd azok szerveit kimetszettiik,

mélyfagyasztottuk foly€¢kony nitrogénben, majd —70°C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.

4.2.  Allatkisérlet a profilaktikus gyogyszerek individualis hatisainak megallapitasara

Az eldz6 kisérletsorozatban felhasznalt allatokkal azonos korti egyedek wjabb csoportjait a
korabban leirt kontroll vérnyomasmérések és szivultrahangos vizsgalatokat kdvetden az alabbi
gyogyszerelési kezelésekben részesitettiik: a BB csoport 2,5 mg/kg bisoprololt, az ACEI
csoport 2 mg/kg perindoprilt, mig az AA csoport 6,25 mg/kg eplerenont kapott gyomorszondan

keresztiil, specidlis vivéanyagban feloldva. A gyogyszereket a DOX kezelést megel6z6 1 hét
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alatt titraltuk fel a fenntartd dozisig, és azokat a teljes kisérlet soran alkalmaztuk. A CON és D-

CON csoportok allatai a koradbban leirtak szerint voltak kezelve (3. dbra).

CON 000000 0 Soéoldat
D-CON XXXXXX A DOX
Placebo
BB Y\ v\ VA VAVAVAY H BB
ACEI XXX ACEI
AA 00K " AA
Napok  ——; | | | |
0 8 23 39 51 80
Echo BP BP Echo Echo
BP HR HR
HR

3. abra. Kisérleti elrendezés a profilaktikus gyogyszerek individudlis hatisainak megallapitasara. Az
allatok a CON csoport kivételével 6 ciklus DOX-t kaptak intravénasan. A CON allatok farokvénaiba
ugyanezen idépontokban fiziologias sooldatot injektaltunk. A gyogyszeres kezelések mindegyikét az
els6 DOX injekcid el6tt inditottuk el folyamatos, 1 hétig tartd feltitralas mellett. Vérnyomas- és
szivfrekvencia méréseket (BP, HR) a kisérlet 0., 7. és 39. napjan végeztiink. Szivultrahangos vizsgalatok

(Echo) a 0., 51. és 80. napokon torténtek.

A vérnyomas- €s szivfrekvencia méréseket a 7. €s 39. napon, mig az echokardiografias
vizsgélatokat az 51. és 80. napokon ismételtiik meg. Az allatok tiopentallal (100 mg/kg) torténd
tulaltatasa utan a szerveket kimetszettiik, majd folyékony nitrogénben mélyfagyasztottuk, €s a
késobbi felhasznalasig —70 °C-on taroltuk. A tiidé egy darabjat kimetszettiik, megmértiik annak
,hedves” sulyat, majd 60°C-on, 24 6rdn at torténd szaritast kdvetden meghataroztuk a ,,szaraz”
sulyt is. Az allatokbdl nativ vérmintat vettiink, majd centrifugéalast kdvetéen (1500 G, 15 perc)

a szérumokat a tovabbi vizsgalatokig —70°C-on taroltuk.
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4.3. Szovettan

A bal kamra szabad falabol egy darabot Shandon™ Cryomatrix-ba (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA) agyaztunk, majd abbol 15 um vastag kriosztatos metszeteket készitettiink.
A targylemezek szaritdsa utan a sejtmagokat Mayer’s féle hemalummal festettiik 10 percig,
majd kékités utan 0,1% -os pikrosziriusz vords festékkel mutattuk ki a fibrotikus szovetet.
Izopropil alkohollal torténé mosast kdvetden a metszeteket dehidraltuk, majd DPX-szel (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) rogzitettilk. A targylemezekrdl reprezentativ fényképeket
készitettiink Olympus BX-50-es mikroszkép segitségével 40x-es nagyitdson. A kapillaris
denzitas és a fibrotikus teriiletek kiértékelését ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA) programmal végeztiik. A fibrotikus teriiletek ardnyat az Image] program
,,Colour Threshold” funkcidjaval hataroztuk meg. A kapillaris denzitas értékeléséhez olyan
reprezentativ felvételeket hasznaltunk, melyeken a miokardium keresztmetszeti felvételei
voltak azonosithatoak, tovabba mentesek voltak a festési miitermékektdl. Igy hataroztuk meg a
kapillarisok abszolut szamat és dssz-teriiletét a képeken lathatd szivizomszovet teljes felszinére

normalizalva.

4.4. TUNEL esszé

Az apoptozis soran létrejové DNS fragmentacié kimutatdsara TUNEL esszét végeztlink, mely
sordn a terminalis, deoxynukleotid transzferaz enzim specialis, fluoreszcens festékkel jelolt
deoxynukleotidokat kot a fragmentalt DNS szabad 3° végéhez, ezéltal a fragmentalt DNS
részek fluoreszcens mikroszkoppal kimutathatoak. A modszer soran a kriosztatos metszeteket
elészor 4%-os jéghideg formalinnal fixaltuk 4°C-on 45 percig. Etanol:ecetsav 2:1 aranyu
oldataval végzett, —20°C-on 5 percig tartd utofixalast kovetden a metszeteket pH=6-0s citrat
pufferben forraltuk, majd 20 percig szobahémérsékleten hiitottiik. Az egyes 1épések kozott 2x5
percig tarto, fosztat pufferben (PBS) torténd mosast alkalmaztunk. A metszeteket ezutan 1 6ran

keresztiil nedves kamraban inkubaltuk 37°C-on Tdt-vel. Ujabb mosas utan a sejtmagokat DAPI
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(4°, 6-diamidino-2-fenilindol) festékkel tettiik 1athatéva, majd Mowiol-lal torténd rogzités utan
a szOvetmintdkat Zeiss Axioskop mikroszkoppal vizsgaltuk. Az apoptotikus sejtmagok lila
szinnel jelentek meg a kék és vords csatorndk Osszevonasa miatt, mig a kék foltok a nem
apoptotikus sejtmagoknak felelnek meg. Az apoptotikus sejtmagok szamat a Tdt-re vald

pozitivitas és az Ossz sejtmagszam aranyaban hatdroztuk meg.

4.5. Elektronmikroszkopia

A mintael8készités egy korabban kozolt protokoll®* modositasaval tortént. A bal kamra szabad
falanak egy darabjat jéghideg, 4% paraformaldehidet és 3% glutaraldehidet tartalmaz6 fixald
elegyben inkubaltuk egy ¢éjszakan at 4°C-on. A szovetblokkokat ezutdn haromszor mostuk 0,1
M foszfat pufferrel (PB), majd ozmium-tetroxid oldatban inkubaltuk, és dehidralas utan
DURCUPAN™ ACM gyantaba dgyaztuk. A mintakbol 50 nm vastagsagi metszetek késziiltek,
melyeket uranil acetattal és Reynold’s-féle 6lom citrattal kontrasztoztunk. A metszetekrol
reprezentativ fényképek késziiltek, melyeket denzitometriai analizisnek vetettlink alé ugy, hogy
a vizsgald eldl elrejtettik az egyes allatcsoportok azonositdsahoz sziikséges adatokat.
Csoportonként 10-13 felvételt valasztottunk ki, 3000x-es nagyitason, melyeket Imagel
programmal elemeztiink hattérdenzitasra €s expozicidra torténd normalizalds mellett. A
hattérdenzitds meghatarozésara szivizomszovettdl mentes teriiletek, mig expozicié kontrollra
latszolag intakt szarkomerek atlagdenzitasai szolgaltak. A denzitometriai elemzésbdl kizartuk
a felvételeken 1évo sejtmagokat ¢és fixalasi melléktermékeket, majd szabad kézzel
korberajzoltuk a kielemezendd teriileteket. Ezutdn hataroztuk meg az egyes teriiletek

kiterjedésére sulyozott dtlagdenzitdsokat az alabbi szummacios képlet alapjan:

SUM((X-Y)/Z * Ax)

, ahol X egy szabadkézzel korberajzolt szivizomsejt teriilet atlagdenzitdsa, Y a hattér

atlagdenzitasa, Z az intakt szarkomerek atlagos denzitdsa és Ax az adott szivizomsejt teriilet
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kiterjedésének aranya a képeken lathatd szivizomszovet teljes felszinéhez képest. A DOX
kemoterapia okozta ultrastrukturalis karosoddsok, mint a miofibrillolizis, a vakoulizacio és a
mitokondridlis dezintegracid egyarant alacsonyabb denzitometrids értékekhez vezettek

Osszehasonlitva az egészséges miokardiumban mért értékekkel.

4.6.  Izolalt, permeabilizalt szivizomsejtekben végzett eromérések

Ezen kisérletsorozatot a mar korabban kozolt modszertan szerint®*>¢ végeztiik. Az izolalt,
membranjatol megfosztott szivizomsejtet két végét egy elektromdgneses motorhoz és egy
erdmérdhoz rogzitettiik rovartlik segitségével. A szivizomsejtek szarkomerhosszat 2,2 um-re
allitottuk be a prepardtumok 15°C-os izolalo oldatban (10 mM KCl, 2 mM etilén-glikol-
tetraacetat /EGTA/, 1 mM MgCl,, 0,1 M ATP, 100 mM imidazol; pH 7,0, Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) torténd manipulalasaval (az alacsony homérséklet a preparatumok
stabilitasat segitette eld). Ezutan kivaltottuk a preparatumok ismételt aktivalt (aktivalod oldatok:
10 mM BES, 37,34 mM KCl, 6,24 mM MgCl,, 7 mM Ca*"-EGTA, 6,99 mM ATP, 15 mM
kreatin-foszfat; pH 7,2) és relaxalt allapotat (relaxalé oldat: 10 mM BES, 37,11 mM KCl, 6,41
mM MgCly, 7 mM EGTA, 6,94 mM ATP, 15 mM kreatin-foszfat; pH 7,2 ) azok kiilonb6z6
izometrids erdt. A kiilonbozé Ca?’- koncentricidkat az aktivalé és relaxald oldatok keverésével
allitottuk el6. Minden oldat 0,5 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid, 40 pM leupeptin és 10 uM E-
64 proteaz inhibitort tartalmazott. Rogzitettiik a keresztmetszeti teriiletre normalizalt Ca?*-
aktivalta maximalis- (Fmax) és Ca*'-fiiggetlen passziv erdt (Fpassziv), valamint a Ca**-erd
Osszefiiggés értékeinek modositott Hill egyenlettel torténd illesztését kovetden kifejeztiik az
izometrias eré Ca?"-érzékenységét (pCaso). A preparatumok aktivalé oldatban 1étrejott steady-
state allapotat kovetden alkalmazott, hossztengely mentén torténd pillanatszerli bemozgatés
(,,slack test”) lehetové tette az erd uUjdonképzddés sebességi allanddjanak (kirmax)
meghatarozasat.
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4.7. A kontraktilis fehérjék oxidativ statuszanak vizsgalata (Oxyblot)

A fehérje karbonil csoportok kimutatasanak alapjéul a Balogh és munkatarsai®® 4ltal kordbban
hasznalt Oxyblot Protein Oxidation Detection Kit szolgalt. A moddszer sordn a szivizom
mintakat az erdmérésekhez hasznalt protokoll szerint izolaltuk, majd 1mM natrium-hipoklorit
oldat (pozitiv kontroll 1), illetve Fenton reagens (50 pm FeSO4, 6mM aszkorbinsav és 1,5 mM
H>O» tartalmu oldat; pozitiv kontroll 2) 30 percig torténd felhasznalasaval pozitiv kontrollokat
hoztunk létre. A pozitiv kontroll mintdkat 4°C-on, 1 percig, 1000 G-n centrifugaltuk, majd az
Osszes mintat egy specialis mintapufferben (8 M urea, 0,75 mM dithiothreitol [DTT], 4 M
thiourea, 3% natrium-dodecil-szulfat [SDS], 10 uM E64, 40 uM leupeptin 50 mM Tris-base
tartalmt pH=4-es oldatban, 10% glycerol és 0,5% bromofenol hozzaadasaval) szolubilizaltuk.
Egy ora vortex kezelést kovetden a mintakat 25°C-on, 5 percig, 10 000 G-n centrifugaltuk, majd
a felliluszobol fehérjemérést végeztiink dot-blot alapti mddszerrel, fehérje standardként bovine
szérum albumint (BSA) haszndlva. A mintakat 3 mg/ml-es koncentracidra higitottuk, majd
dinitrofenil-hidrazinnal (DNPH) derivatizaltuk 15 percig szobahdémérsékleten. A reakcid
neutralizdlasa utan a mintdkat 10% SDS-poliakrilamid tartalma gélekre vittiik fel, majd kb. 1
oran keresztiil 150 V-on, gélenként 30 mA aramerdsség mellett futtattuk oket. A fehérjék
nitrocellul6z membranra torténd blottolasa 100V-on tortént 90 percig. A membranok
blokkolasa, az els6dleges ¢s masodlagos antitestek felvitele és inkubalasi ideje a gyarto altal
megadott protokoll szerint tortént. A fehérjesavokat Westernbright ECL kittel (Advansta, San
Jose, CA, USA) hivtuk eld6 MF-ChemiBIS 3.2 (DNR Bio-Imaging Systems, Jeruzsalem, Izrael)
gél dokumenticids rendszer segitségével, majd normalizalast végeztiink az 0Ossz-fehérje
mennyiségre. A fehérjék teljes mennyiségét szuper-szenzitiv membranfestd kittel (UD-

GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd., Debrecen, Magyarorszag) mutattuk ki.

21



4.8. A kontraktilis fehérjék foszforilacios statuszanak meghatarozasa

A foszforilacids statusz meghatirozasidhoz ProQ™ Diamond gél festéket (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) alkalmaztunk. A szivizommintakat az Oxyblot modszertan szerint
izolaltuk, 1x-es Laemmli pufferrel (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) higitottuk, majd 1
oran keresztiil vortexeltiik. A fehérje koncentraciok meghatdrozasa a korabbiakban leirt dot-
blot alapti modszerrel tortént. Az oldatokat 50 mg/ml fehérje koncentraciora higitottuk, majd
10%-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattuk az Oxyblot médszertannal leirt koriilmények kozott.
A fehérje savokat ezutdn ProQ™ Diamond gél festék alkalmazasaval vizualizaltuk a gyarto
altal megadott protokoll szerint. A savokat a kordbban emlitett fehérje dokumentacios
rendszerrel hivtuk eld, majd Comassie festést kovetden normalizalast végeztiink az 6ssz-fehérje

mennyiségre.

4.9. Western immunoblot a mitokondrialis fehérjék meghatarozasahoz

A bal kamra szabad faldnak egy darabjat az izolalt, permeabilizalt szivizomsejt méréseknél
hasznalt izolalé oldatban mechanikusan feltartuk, majd szonikaltuk 10 madasodpercig.
Centrifugalas utan (szobahd, 10 perc, 1000 G) 80 pl feliiluszéhoz 20 pl 5x-6s mintapuffert
(50% glicerin, 10% SDS, 310 mM Tris-HCI pH=6,8, 100 mM DTT, 0,01% bromofenol kék) és
blot alapti modszerrel hataroztuk meg. 8%-os SDS-poliakrilamid gélre 50 pg fehérjét vittiink
fel, majd az Oxyblotnal leirt futtatasi koriilmények utan nitrocelluldz membranra blottoltuk
(szintén az Oxyblotnal leirtak szerint). 1 6rdn at tartd6 1% BSA-t tartalmazo TBST oldattal
torténd blokkolas utdn a membranokat az alabbi, nyulban termeltetett elsédleges antitestekkel
inkubaltuk 1:1000 higitasban, egy ¢jszakan keresztiil, 4°C-on: anti-acetil koenzim-A karboxildz
(ACC), anti-foszfo ACC, anti-peroxiszéma proliferator-aktivalt receptor-gamma koaktivator 1
o (PGCla), anti-Forkhead box protein O1 (FoxO1) (Cell Signaling Technology, Boston, MA,

USA). A membranokat ezutan TBST-vel mostuk, majd anti-nytl IgG specifikus masodlagos
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antitesttel inkubaltuk (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; higitas: 1:40 0000)
szobahOmérsékleten 1 6ran at. A fehérje sdvok eldhivasa az Oxyblot mddszernél leirtakhoz
hasonloan tortént. Ezutan a membranokat anti-B-aktin antitesttel (Sigma Aldrich, St.Louis, MO,
USA) inkubéltuk 1 6ran keresztiil szobahdn, majd a savokat eldhivtuk. Az eredeti fehérje

savokat a B-aktin jelolésekre normalizaltuk.

4.10. Western immunoblot a kaszpaz-3 fehérje kimutatasahoz

A fagyasztott szivizom mintakbol kb. 100 mg mennyiséget tartunk fel mechanikusan 200 pl
izolal6 oldatban, majd a korabban leirtak szerint®” mértiik a fehérje koncentraciot. A mintakbol
35 pg fehérjét vittiink fel ugynevezett TGX Stain-Free™ 12%-os akrilamid gélekre, illetve 4-
20%-0s Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein gélekre (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA), melyeket 120 V-on 1-1,5 oraig futtatunk. A géleket ezek utdin UV fénnyel
exponaltuk, amely soran a gél trihalo csoportjai kovalensen kotddtek a fehérjék triptofan
oldallancaihoz. Ezek utin a fehérjéket 100V alkalmazasdval 1 o6ran at blottoltuk at a
membranra, majd egy Gjabb, rovid UV fénnyel torténd besugarzassal eléhivtuk a fluoreszcens
szignalt, amely a teljes fehérje mennyiségét mutatta. Ezutdn a membranokat 5%-os zsirmentes
tejport tartalmazd, 0,1% TBST oldattal blokkoltuk. A mintat nyulban termeltetett anti-kaszpaz-
3 elsddleges antitesttel (1:500 higitasban, Cell Signaling Technology, Boston, MA, USA)
inkubaltuk tovabb egy éjszakan keresztiil 4°C-on. A membranok TBST-vel torténd haromszori
mosasa utan anti nyal, HRP konjugalt méasodlagos antitest oldatban 1,5 6ran keresztiil szobahén
folytattuk tovabb a reakcidt, majd Gjabb mosast kovetden Clarity Western ECL szubsztratot
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) hasznélva hivtuk el6 a fehérje sdvokat az ajanlott
protokoll alapjan (ChemiDoc Touch, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Az el6hivott
savokat a teljes fehérje mennyiségre normalizaltuk Image Lab™ 5.2.1 programot hasznalva

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
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4.11. Adatelemzés és statisztika

Az izolalt, permeabilizalt szivizomsejt erdmérések soran LabVIEW Data Acquisition alapu
programmal (Myo; National Instruments, Austin, TX, USA) regisztraltuk és értékeltiik a Ca>*-
indukélta erdket. Az adatpontokat a tovabbiakban Origin 6.0 (Originlab Corporation,
Northampton, MA, USA) programmal abrazoltuk. A biokémiai mérések soran eldhivott fehérje
savokat az ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA), valamint a
MagicPlot (MagicPlot Systems, Saint Petersburg, Russia) szoftverekkel értékeltiik. Egy allat
mintdjabol tobb mérést végeztiink, majd az értékeket atlagolva megkaptuk az adott allatra
jellemzd paramétert. Ezek utdn az allatok egyes paramétereit csoportonként is atlagoltuk,
amelybdl egy tigynevezett ,,atlagok atlaga” érték keletkezett, reprezentdlva a kezelési csoportra
vonatkozo értéket. Ezen atlagolasi mddszer azonban nem volt alkalmazhaté a kovetkezd
paraméterekre: testsuly, testtdmeg index, strain vizsgalatok. Az abrdkon és a tablazatokban
feltiintetett elemszdmok a csoporton beliili 4llatok elemszdmat reprezentdlja, mig az
abraszOvegben az allat azonositokon beliili mérések szdmat is feltiintettiik. A feltiintetett,
allatcsoportokra jellemz6 értékeket atlag + az atlag standard hibaja formatumban adtuk meg.
A tulélés szempontjabdl a csoportokat atfogd log-rank probaval, valamint annak
lehetséges paronkénti valtozataival hasonlitottuk dssze. A tobbi kisérleti eredményt Kruskal-
Wallis multivariacids analizissel, majd Student-féle t-teszttel vagy Wilcoxon-féle rangdsszeg
probaval vizsgaltuk az adatok eloszlasatol fliggden. A statisztikai szignifikanciat P<0,05 értékre
allitottuk be. A statisztikai elemzéseket Stata programcsomag segitségével végeztiik (StataCorp

LLC. 2017, Stata Statistical Software; Release 15. Collage Station, TX, USA).
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5. Eredmények:

5.1. Kisérlet a Kkombinalt szivelégtelenség terapia optimalis idé6zitésének

megallapitasara

A kemoterapia hatasara a pozitiv kontroll csoport (D-CON) allatainak talélése szignifikansan
alacsonyabb volt a negativ kontrollhoz (CON) képest (P=0,0247), mig a DOX-t megel6zden
elinditott profilaktikus gyogyszeres kezelés a PRE csoportban szignifikdnsan jobb tulélést
eredményezett (P=0,0207) a D-CON csoporthoz viszonyitva. Az 52. napt6l kezdve, amikor a

POST csoport gyogyszeres kezelését elinditottuk, az allatok talélése nem valtozott (4. abra).
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4. dbra. Az dllatok tulélésének szazalékos eloszlasa. A DOX kezelés hatasara a D-CON allatok talélése
szignifikansan csokkent a CON csoporthoz képest, ezzel szemben a PRE kezelés szignifikansan novelte
az allatok tulélését a D-CON allataihoz képest. A POST csoport talélése a kombinacios kezelés
elinditasat kovetden a tovabbiakban mar nem valtozott. *: P<0,05 a CON csoporthoz képest, +: P<0,05

a D-CON csoporthoz képest, §: P<0,05 a PRE csoporthoz képest. Statisztika: log-rank proba.

A CON allatok teststilya folyamatosan ndtt a kisérlet sordn, mig a tobbi, DOX
kezelésben részesiild csoportok allatainak teststilya jelentdésen alacsonyabb maradt a CON

csoporthoz képest (P<0,0018) (5. abra).
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5. dbra. Az dllatok testsulydanak alakuldisa a kisérlet soran. A CON allatok testsulya folyamatosan
gyarapodott a kisérlet alatt, mig a DOX kezelt allatok testsilya nem valtozott a kisérlet kezdetéhez
képest. n=7-8 allat/csoport. Allatonként 1 mérés. *: P<0,05 a CON csoporthoz képest, +: P<0,05 a D-
CON csoporthoz képest, §: P<0,05 a PRE csoporthoz képest, ~: P<0,05 a CON csoporthoz képest, #:

P<0,05 a kisérlet 0. napjahoz képest. Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg proba.

A vérnyomas eredmények kiértékelése sordn a D-CON és a POST csoport adatait
osszevontuk, mivel a 39. napig a két csoport identikusnak volt tekintheté (a POST csoport
allatai csak az 52. naptol részesiiltek gyogyszeres kezelésben). Ezen 6sszevont csoportban a
DOX megndvelte az allatok szivfrekvencia (HR) értékeit a CON csoporthoz képest (464+19
vs. 406x11 iités per perc (BPM), P=0,0193). Ezzel szemben a PRE kezelés szignifikansan
csokkentette a szisztolés- (SBP), valamint a diasztolés vérnyomast (DBP) a D-CON+POST
csoporthoz képest (115+5/85+6 és 146+6/110+4 Hgmm, sorrendben), tovabba csokkentette a
szivfrekvencia értékeket (3477 BPM) a CON ¢és D-CON+POST csoportokhoz képest

(P=0,0074 ¢és P=0,0029, sorrendben) (6. abra).
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6. dabra. Az dllatok vérnyomas értékei a kisérlet alatt. A PRE csoport allatainak szisztolés (A) és
diasztolés vérnyomas értékei (B) szignifikansan alacsonyabbnak adodtak a D-CON+POST csoporthoz
képest, mig a szivfrekvencia értékek minden mas csoporttal Gsszehasonlitva mutattak jelentds
csokkenést (C). n=allat/csoport, allatonként 5 mérés. *: P<0,05 a CON csoporthoz képest, +: P<0,05 a
D-CON csoporthoz képest, §: P<0,05 a PRE csoporthoz képest, *: P<0,05 a CON csoporthoz képest, #:

P<0,05 a kisérlet 0. napjahoz képest. Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg proba.

A szivultrahangos vizsgalatok soran szignifikansan alacsonyabb ejekcios frakciot (EF)
figyeltiink meg a kisérlet végén a D-CON csoportban a CON allataihoz viszonyitva (66,4+3,6%
¢s 84+1,3%, sorrendben, P=0,0043). A profilaktikus kombindcios kezelés ezzel szemben
megOrzott EF-t mutatott (81,3+2%), mely jelentdsen kiillonbozott a D-CON és a POST csoport
EF értékeitdl (72+3,4%; P=0,0046 a D-CON, P=0,0237 a POST csoporthoz viszonyitva). A

POST kezeléssel nem volt kivédheté a DOX okozta EF csokkenés (3. abra, A panel).
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Egyik kezelés sem volt képes kivédeni az izovolumetrids kontrakcios id6 (IVRT) DOX
okozta enyhe megnyuldsat, mely a POST és CON csoportok esetében szignifikansnak bizonyult
(34,1£1,3, illetve 27,8+1,4 ms, sorrendben, P=0,006) (7. dbra B panel). A longitudindlis strain
rate S elnevezési szisztolés paraméter esetében mérsékelt foka csokkenés volt megfigyelhetd
a DOX kezelést kapo allatokban. Ez a valtozas azonban a PRE csoportban jelentdsen kisebbnek

adodott, mint a D-CON csoportban (—4,1+0,3, illetve —3,5+0,4, P=0,0321) (7. abra C panel).
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7. dbra. Szivultrahangos paraméterek. A D-CON allatokban jelent6sen csokkent EF-t mértiink, mig a
profilaktikus kezelésben részesiilo PRE csoportban ez a valtozas nem volt megfigyelhetd. Ugyanakkor
a POST kezelésben részesiilo allatok esetében nem sikertilt kivédeni a DOX indukalta EF csokkenést
(A). Az IVRT DOX okozta megnyulasat egyik kezelés sem tudta megakadalyozni (B). A DOX kezelt
allatokban csokkent longitudinalis szisztolés strain rate volt megfigyelhetd, amely valtozas
mérsékelhetonek bizonyult a PRE kezelés alkalmazasaval (C). n=allat/csoport, allatonként 3 mérés,

kivéve a strain mérés soran (1 mérés/allat). *: P<0,05 a CON csoporthoz képest, +: P<0,05 a D-CON
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csoporthoz képest, §: P<0,05 a PRE csoporthoz képest, *: P<0,05 a CON csoporthoz képest, #: P<0,05

a kisérlet 0. napjahoz képest. Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg proba.

A miokardiumban [étrejové fibrozis kimutatdsara pikrosziriusz vOrds festést
hasznaltunk kriosztatos metszeteken. A reprezentativ felvételeket a 8. abra A panelje mutatja.
A fibrotikus régio a szovetben piros szinnel latszodik. A fényképek kvantitativ analizise alapjan
a DOX kezelt csoportokban jelentésen nagyobb mértékii fibrozis volt megfigyelhetd (>10%) a
CON csoport allataihoz képest (P<0,0433), mely valtozads egyik kezelés hatdsara sem volt
érdemben kivédhetd (8. dbra B panel). A kapillarisok abszolut szaméban, valamint azok teriilet

aranyaban nem talaltunk jelentds kiilonbségeket a csoportok kozott (8. abra C és D panel).
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8. dabra. Szovettan. A metszetekrol pikrosziriusz festést koveten késziilt reprezentativ felvételeken a
fibrozis piros szinnel jelenik meg (A). A DOX kezelés hatasara minden csoportban megfigyelhet6 volt
a nagyobb mértékii fibrozis (B). A D-CON és POST csoportok esetében csokkenés kovetkezett be a
kapillaris szamban (C) és a kapillaris teriilet aranyban (D) a CON ¢és PRE csoportokhoz képest, azonban

egyik kiilonbség sem volt szignifikdns. n=allat/csoport, allatonként 9 kép a fibrozis mérésekhez, 3
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kép/allat a kapillaris mérésekhez. Statisztika: Wilcoxon-féle rang6sszeg proba. A szamok a P értéket

jelolik. NS=nem szignifikans.

Elektronmikroszkopos vizsgalataink sordn megdrzott miokardidlis ultrastruktirat
talaltunk a CON csoport allatainak szivizom mintaiban, mig a D-CON csoportban a DOX
kezelésre jellemzd karosodasok 4abrazolodtak, wgymint miofibrillolizis, vakuolizacio,
mitokondridlis karosodas, Z-vonal degeneracio és sejtmag kromatinallomany szétcsapzodas. A
késObbi stadiumban inditott szivelégtelenség terapiaban (POST) részesiil6 allatok miokardiuma
hasonld sériiléseket mutatott, némileg megdrzottebb mitokondrium megjelenéssel. A PRE
kezelésben részestild allatok szivizma ezzel szemben mentes volt a DOX okozta sériilések nagy
részEtdl, csupan néhany teriileten jelent meg kismértékii miofibrillolizis (9. dbra A panel).
Kvalitativ megfigyeléseinket kvantitativ modon, denzitometriai elemzéssel is alatdmasztottuk,
mely sordn a magasabb denzitometrids érték nagyobb mértékben megdrzott ultrastruktarat
jelképezett. Osszhangban a vizualisan latott képpel, a D-CON és a POST csoportok
alacsonyabb denzitometrids értékeihez képest a PRE csoportban jelentdsen magasabb értékek
adodtak, azaz ebben a csoportban nagyobb mértékben megdrzott miokardialis ultrastruktira

volt igazolhat6 (P=0,0176 illetve P=0,033, sorrendben) (9. 4bra B panel).
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9. dbra. Elektronmikroszkopos eredmények. Reprezentativ felvételek az allatok miokardiumabol. A
D-CON csoportban a DOX kezelésre jellemzO ultrastrukturalis sériilések figyelhetéek meg:
miofibrillolizis (d), vakuolizacioé (c, nyil), mitokondrialis karosodas (c, nyilhegy), Z-vonal degeneracio
(b, d, nyil) és kromatin sériilés (a, nyil) (A). A denzitometriai méréseink soran nagyobb mértékben
meg0brzott ultrastruktirat (magasabb denzitometrias értékeket) talaltunk a CON és a PRE csoportokban

a D-CON ¢és a POST csoportokhoz képest (B). AU= optikai denzitas arbitralis egységekben kifejezve.
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n=allat/csoport, allatonként 1-6 kép a denzitometrias mérések esetén. Statisztika: Wilcoxon-féle

rangdsszeg proba. A szamok a P értéket jelolik. NS=nem szignifikéns.

Az izolalt, permeabilizalt szivizomsejteken torténd erdmérések soran nem észleltlink
szignifikans kiilonbséget a Ca’’-érzékenység, a maximalis Ca**-aktivalta aktiv vagy a Ca?'-
fliggetlen passziv erfkben a csoportok kozott. Az aktin-miozin ciklus sebességi allanddja, a
ki,max paraméter értékében bekovetkezd csokkenés azonban minden DOX kezelt csoportban
megfigyelhet6 volt (2.16+0,20, 2,63+0,42, 2,04+0,08 a D-CON, PRE ¢és POST csoportokban,

sorrendben, 4,41+0,26 a CON csoportban, P<0,0433) (10. abra).
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10. abra. Erémérések izoldlt, permeabilizdlt szivizomsejtekben. A Ca>*-érzékenységben (A, C), a Ca*'-
fiiggd aktiv (E) és a Ca**-fliggetlen passziv er6ben (F) nem talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott. A
Kirmax paraméterben jelentds mértékii csokkenés volt megfigyelheté minden DOX kezelt csoportban (B,

D). n=éllat/csoport, allatonként 2-4 szivizomsejt. Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg proba. A

szamok a P értéket jelolik. NS=nem szignifikans.

Az apoptdzis vizsgalataink soran emelkedett TUNEL-pozitiv sejtmag ardnyt talaltunk a D-
CON csoportban a CON dallatokhoz képest (12,75+£2,35% ¢és 4,85+1,18%, sorrendben,
P=0,0209), mely nem volt jellemzd a masik két DOX kezelt csoportra (1,79+0,63%, P=0,0209

a PRE esetében a D-CON-hoz viszonyitva, mig 3,62+1,77%, P=0,0433 a POST éllatoknal a D-
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CON csoporthoz viszonyitva). A Western immunoblot mérések emelkedett relativ kaszpaz-3
mennyiséget igazoltak a D-CON csoportban a CON dallatokhoz képest (0,85+0,12 optikai
denzitas arbitralis egységekben kifejezve [AU], illetve 0,58+0,06 AU, P=0,05), mely a PRE
kezelésben részesiild csoport esetében nem volt megfigyelhetd (0,59+0,05 AU, P=0,089 a D-
CON csoporthoz viszonyitva). Ugyanakkor a POST éllatok mintdiban szintén emelkedett
relativ kaszpdz-3 szintek igazolddtak (0,72+0,01 AU, P>0,9999 a D-CON-hoz viszonyitva,

P=0,0321 a PRE csoporthoz viszonyitva). (11.4bra).
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11. dabra. Apoptozis vizsgalatok. A TUNEL-essz¢é reprezentativ felvételei. K&k szinnel az Osszes
sejtmag, piros szinnel az apoptotikus (TUNEL pozitiv) sejtmagok lathatéak. Az Gsszevont felvételeken
lila szinnel abrazoltuk a két csatorna 6sszevont képét (A). A D-CON csoportban a TUNEL+ sejtmagok
megemelkedett szazalékos aranyat észleltik a CON csoporthoz képest, mig a PRE és POST
csoportokban ez a valtozas nem volt megfigyelhetd (B). A Western immunoblot soran emelkedett relativ
kaszpaz-3 fehérje mennyiségek igazolodtak a D-CON csoportban, mig a PRE csoportban alacsony
maradt ezen fehérje szintje. AU= optikai denzitas arbitralis egységekben kifejezve, RI=relativ intenzitas.
n=allat/csoport, 8 kép/allat a TUNEL-essz¢ esetében, 3-5 mérés/allat a Western immunoblot soran.

Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg proba. A szamok a P értéket jelolik.
33



A mitokondridlis diszfunkcié molekularis hatterének feltarasa érdekében tovabbi
Western immunoblot vizsgéalatokat végeztiink. A sejtek energiaszenzor hdlozatdnak tagjai
koziil a PGCla, az acetil-koenzim A karboxilaz (ACC), valamint utobbi foszforilalt formdjanak
(p-ACC) relativ mennyiségét hataroztuk meg a szivizomszovet lizdtumokban. Méréseink
alapjan a DOX kezelés hatasara csokkent a PGCla szintje a CON csoporthoz képest (0,41+0,1,
0,36+0,11, 0,28+0,07, illetve 0,96+0,17 AU a D-CON, PRE, POST és CON csoportokban,
sorrendben, P<0,009) (12.4bra A és B panel). A p-ACC/ACC ardnyban nem taldltunk
szignifikans mértékli emelkedést a D-CON csoportban a CON-hoz képest (1,36+0,18, illetve

0,89£0,24, P=0,0881) (12. 4bra B panel).

A miokardialis fehérjék foszforilacios statuszanak kimutatdsahoz ProQ™ Diamond
gélfestést hasznaltunk, mely soran a foszfo-troponin I (P-Tnl) magassagaban (~31 kDa)
megjelend fehérje sav relativ mennyiségében nem talaltunk szignifikans emelkedést a D-CON

csoportban a tobbi csoporthoz képest (12. abra C panel).

A miokardidlis fehérjék oxidativ statuszdnak vizsgalatakor nem taldltunk jelentds

kiilonbséget a csoportok kdzott.
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12. dabra. Biokémiai vizsgdlatok. Minden DOX kezelt csoportban jelentdsen csdokkent PGCla szint volt
megfigyelhetd (A). A p-ACC/ACC ardny tekintetében a D-CON csoportban megemelkedett, de

statisztikailag jelentésen nem kiillonb6z6 szinteket mértink a CON csoporthoz képest (B).
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Hasonloképpen nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét a P-Tnl paraméterben mért emelkedés
mérteke a D-CON csoportban a PRE csoporthoz képest (C). AU= optikai denzitas arbitralis
egységekben kifejezve, RI=relativ intenzitas. n=allat/csoport, 1 mérés/allat. Statisztika: Wilcoxon-féle

rangdsszeg proba. A szamok a P értéket jelolik. NS=nem szignifikéns.

5.2. Kisérlet a profilaktikus gyogyszerek individualis hatasainak megallapitasara

Az eldz6 vizsgalatunk mintajara ujabb kisérletsorozatot terveztiink, melyben a profilaktikusan
alkalmazott gydgyszerek individudlisan kifejtett hatasait vizsgaltuk. Vizsgalataink soran a
profilaktikus ACEI kezelésben részesiil6 csoport allatainak szisztolés és diasztolés vérnyomasa
jelentdsen alacsonyabbnak adodott a tobbi csoportéhoz képest (101,9+5,49/74,65+4,58 az
ACEI csoportban, 131,16+6,39/100,53+5,45, 157,69+6,07/117,94+4,08,
136+9,65/108,85+7,32, 135,38+6,39/93,62+6,53 Hgmm, P=0,0037/P=0,0027,
P=0,0012/P=0,0012, P=0,0083/P=0,0014, P=0,0015/P=0,0421 a CON, D-CON, BB ¢és AA
csoportokban, sorrendben). Ezzel szemben a DOX kezelés szignifikans mértékben megndvelte
a szisztolés vérnyomdst a CON csoporthoz viszonyitva (157,69+6,07, illetve 131,16+6,39

Hgmm, sorrendben, P=0,0129).
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13. dbra. Az dllatok vérnyomds értékei. A D-CON csoport allatainak szisztolés vérnyomasértéke
emelkedést (A), mig az ACEI csoport allatainak szisztolés- (A) és diasztolés vérnyomasértékei (B)
jelentds csokkenést mutattak a tobbi csoporthoz képest. A szivfrekvencia mérések soran a BB csoport
értékei szignifikansan alacsonyabbnak adoédtak (C). r=allat/csoport, 5 mérés/allat. Statisztika:
Wilcoxon-féle rangdsszeg proba. *: P<0,05 a CON csoporthoz képest, +: P<0,05 a D-CON csoporthoz

képest, §: P<0,05 a BB csoporthoz képest. *: P<0,05 az ACEI csoporthoz képest, “: P<0,05 az AA
csoporthoz képest.

Az allatok testsulyaban bekdvetkezd valtozasok hasonlonak adodtak, mint az el6z6
kisérletsorozatunkban: a CON csoportban folyamatosan nétt, mig a DOX kezelésben részesiild
csoportokban nem valtozott az allatok teststlya a kisérlet kezdépontjahoz képest. Mindezen
eredmények a CON ¢és a DOX kezelt csoportok végponti testsilydnak szignifikans

kiilonbségéhez vezettek (P<0,0001).
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14. dbra. Az dllatok testsulyanak viltozasa a kisérlet alatt. A CON csoport allatainak testsulya
folyamatosan nétt, mig a DOX kezelt allatoké nem valtozott a kisérlet kezd6pontjahoz képest.
n=allat/csoport, 1 mérés/allat. Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg proba. *: P<0,05 a CON csoporthoz
képest, +: P<0,05 a D-CON csoporthoz képest, §: P<0,05 a BB csoporthoz képest. *: P<0,05 az ACEI

csoporthoz képest, “: P<0,05 az AA csoporthoz képest.

A D-CON allatok tual¢élése jelentdsen alacsonyabbnak adddott a CON csoporthoz képest
(P=0,0205), mig a BB és ACEI kezelésben részesiilo allatok tulélése érdemben javult, bar ezen

valtozas jelen allatszdm mellett volt statisztikailag szignifikans (P=0,0683, illetve P=0,0691).
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15. abra. Az dllatok tulélése. A D-CON csoportban jelentdsen alacsonyabb volt a tilélés a DOX kezelés
hatasara, mig a BB és ACEI kezelések hatasara az allatok tilélése érdemben javult. Statisztika: log-rank

proba.
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A tiidd szovetek nedves, illetve szaraz tdmegeinek aranya szignifikansan alacsonyabbak
voltak a BB és ACEI csoportokban D-CON-hoz viszonyitva (3,67+0,17, 3,89+0,22, 4,51+0,16,

sorrendben; P=0,0045, illetve P=0,0436, sorrendben) (16. abra).
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16. abra. Tiidé nedves/szaraz aranyok. A BB és ACEI csoportokban szignifikansan alacsonyabb
értékek voltak megfigyelhetdek a D-CON csoporthoz képest. n=allat/csoport, 1 mérés/allat. Statisztika:

Wilcoxon-féle rangdsszeg proba. A szamok a P értéket jelolik.

Az echokardiografias mérések csokkent EF-t igazoltak a D-CON allatokban a CON
csoporthoz képest (71,08+1,69%, illetve 79,19+1,73% sorrendben, P=0,0046). Ezen valtozas
kivédhetdnek bizonyult a profilaktikus BB kezelés alkalmazasaval (78+2,28%, P=0,0357 a D-
CON csoporthoz viszonyitva), viszont a profilaktikus AA terdpidval nem (68,88+2,23%,
P=0,4717 a D-CON csoporthoz viszonyitva). Habar az ACEI csoportban szignifikans EF
csokkenés volt megfigyelhetd a kiindulasi értékekhez képest (P=0,0022), a végponti EF értéke
jelen allatszam mellett nem kiilonb6zott szignifikans mértékben a CON csoport értékétol
(P=0,0586) (17. abra A panel). A DOX kezelésben részesiilé csoportokban jelentdsen megnyult
IVRT értékek igazolodtak a negativ kontroll allatokhoz képest, fiiggetleniil a profilaktikusan
alkalmazott kezelésektol (33,88+4,41, 38,17+1,8, 30,93+1,73, 34,6+1,58, illetve 24,63+1,59 a
D-CON, BB, ACEI, AA, illetve CON csoportokban, P=0,0343, P<0,0001, P=0,0165, illetve
P=0,0003 a CON csoporthoz viszonyitva, sorrendben) (17. dbra B panel). A diasztolés strain

rate eredményeket a jobb vizsgalhatosag érdekében a kiindulési értékekre normalizaltuk. A D-
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CON csoportban jelentds diasztolés strain rate csokkenés volt megfigyelheté a BB és ACEI

allatokhoz viszonyitva (17. dbra C panel).
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17. abra. Echokardiogrdfias eredmények. Szignifikans mértékben csokkent a D-CON, ACEI és AA
allatok EF értéke, mig a BB csoportban ezen valtozas megelézhetének bizonyult (A). Az IVRT DOX
okozta megnyulasat egyik kezelés sem volt képes kivédeni (B). A D-CON csoportban a diasztolés strain
rate jelentds csokkenése volt megfigyelhetd (C). n=éllat/csoport, 3 mérés/allat az EF és az IVRT
esetében, 1 mérés/allat a strain rate E esetében. Statisztika: Wilcoxon-féle rangésszeg proba. *: P<0,05
a CON csoporthoz képest, +: P<0,05 a D-CON csoporthoz képest, §: P<0,05 a BB csoporthoz képest.

~: P<0,05 az ACEI csoporthoz képest, *: P<0,05 az AA csoporthoz képest.

Az dllatok szivizom szdvetébdl ezuttal is végeztiink fibrézisra iranyuld, valamint
elektronmikroszkopos vizsgalatokat. A pikrosziriusz vords festés soran jelentdsen nagyobb
mértéki fibrozis abrazolodott a D-CON és AA csoportok mintaiban a CON csoporthoz képest
(14,62+1,06, 13,88+1,16, illetve 8,8+1,51%, sorrendben, P=0,0223, illetve P=0,0374,
sorrendben), mig a BB ¢és ACEI kezelésben részesiilo allatok mintdiban ez a valtozas jelentds
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mértékben kivédhetd volt (10,8+0,99, illetve 11,12+0,79%, sorrendben, P=0,0152, illetve
P=0,0321 a D-CON csoporthoz viszonyitva, sorrendben) (18. abra A-B panelek). A kapillaris
terlilet ardnyok vizsgalata soran nem talaltunk érdemi, szignifikans kiilonbségeket a csoportok

kozott (18. abra C panel).
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18. dbra. Szovettan. A) Reprezentativ metszetek az allatok szivizom mintaibol pikrosziriusz voros
festést kovetoen, melyeken a fibrozis piros szinnel jelenik meg. B) A fibrotikus teriiletek kvantitativ
vizsgalatanak eredménye. Mig a D-CON ¢és AA csoportokban jelentésen megndvekedett fibrozis
lathato, ennek mértéke a BB ¢és ACEI kezelésekkel csokkenthetd volt. C) A kapillarisok teriilet
aranyaban nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kozott. n=allat/csoport, 9 kép/allat a fibrozis

esetében, 1-5 kép a kapillaris teriilet arany esetében. Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg proba.
Elektronmikroszkopos vizsgalataink sordn a korabbi kisérleteink kapcsan latott, DOX
okozta karosodasok abrazoldédtak a D-CON allatok miokardiumaban: miofibrillolizis,
vakuolizacid, mitokondridlis karosodas, Z-vonal degeneracid ¢€s sejtmag kromatindllomany
szétcsapzddas (19. abra A panel). Ezen ultrastrukturélis sériilések csokkent denzitometrias

értékeket eredményeztek a D-CON csoportban (0,77+0,05, illetve 0,96+0,04 a D-CON ¢és a
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CON csoportokban, sorrendben, P=0,0285). A karosodasok jelentés részét barmely
profilaktikus kezelés képes volt kivédeni (1,02+0,03, 0,98+0,03 és 0,96+0,04 a BB, ACEI ¢és
AA csoportokban, sorrendben, P=0,0062, P=0,009, illetve P=0,0472, sorrendben, a D-CON
allataihoz viszonyitva) (19. abra B panel). Jellemzden az 0Osszes csoportbdl szadrmazd
miokardiumban talaltunk apoptotikus sejtmagokat, azonban ezek nem bizonyultak kvantitative
kiértékelhetonek. A sejtmagok szintjében végzett szivizomsejt &tmérd meghatarozasok jelentds
hipertrofiat igazoltak az AA csoportban a CON csoporthoz képest (19,65+1,19, illetve
15,42+0,57 um, sorrendben, P=0,0043), mig ez a paraméter az ACEI csoportban szignifikansan
kisebbnek adodott (14,49+0,87 pum, P=0,0163 az AA csoporthoz viszonyitva) (19. abra C

panel).
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19. dbra. Elektronmikroszkdpia. A) Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek az allatok

miokardiumabol. B) Az elektronmikroszkopos képek denzitometriai elemzése alacsony értéket
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eredményezett a D-CON csoportban, mig a profilaktikus kezelések ezt a valtozast sikeresen kivédték.
C) Az AA csoportban mintaiban jelentds szivizomsejt hipertrofia abrazolddott, mig az ACEI csoportban
mért szivizomsejt atmérék szignifikansan kisebbnek adodtak. AU=optikai denzitas arbitralis
egységekben kifejezve. n=allat/csoport, 1-3 kép/allat a denzitometriai elemzések soran, 2-5 kép/allat a
szivizomsejt atmérd mérések soran. Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg proba. A szamok a P értéket
jelolik.

A TUNEL essz¢ soran megnovekedett TUNEL pozitiv sejtmag szdm igazolodott a D-
CON csoportban (17,36+2,72%), ami jelentdsen kiillonbozott az Osszes tobbi csoporttol
(5,65+0,92, 8,49+0,44, 7,19+0,53, 6,71£1,09%; P=0,0027, P=0,0223, P=0,0043, P=0,0101 a
CON, BB, ACEI és AA csoporthoz viszonyitva, sorrendben) (20. dbra A-B panelek). A
kaszpaz-3 relativ mennyisége minden DOX kezelt csoportban magasabbnak adodott a CON
allataihoz képest (2,42+0,21, 1,87+0,13, 1,83+0,21, 2,46+0,24, illetve 1,09+0,05 a D-CON,
BB, ACEI, AA ¢és CON csoportokban, sorrendben, P=0,0062 a D-CON, BB ¢s ACEI
csoportokban a CON-hoz viszonyitva, mig P=0,0106 az ACEI és a CON csoportok kozatt).
Ugyanakkor a BB ¢és ACEI csoportok esetében jelentds mérséklodés volt megfigyelhetd a
relativ fehérje mennyiség emelkedésben a D-CON vagy AA csoportokhoz képest (20. dbra C

panel).
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20. abra. Apoptozis vizsgalat. A) Reprezentativ felvételek az allatok miokardiumabol. A kék szin a DAPI
festéssel ellatott Gsszes sejtmagot, a piros szin az apoptotikus sejtmagokat jeloli. B) Szignifikansan
emelkedett TUNEL pozitiv sejtmag szamot talaltunk a D-CON csoportban, mely eltérést a profilaktikus
kezelésekkel meg lehetett elozni. €) A kaszpaz-3 fehérje relativ mennyisége szignifikansan
magasabbnak adodott a DOX kezelésben részesiild csoportokban a CON allataihoz viszonyitva.
Ugyanakkor a fehérje mennyiség emelkedés a BB ¢s ACEI csoportokban jelentdsen alacsonyabb
mértékii volt a D-CON vagy AA csoportokhoz képest. AU= optikai denzitas arbitralis egységekben
kifejezve, RI=relativ intenzitéas. n=allat/csoport, 12 kép/allat a TUNEL essz¢é, 2-4 mérés/allat a kaszpaz-
3 Western immunoblot esetében. Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg proba. A szamok a P értéket
jelolik.

Az izolalt, permeabilizalt szivizomsejtekben végzett mechanikai mérések sordn nem
talaltunk kiilonbséget az egyes csoportokbol szarmazé sejtpreparatumok Ca’*-érzékenységében
(21. abra A-B panel). Ugyanakkor a kimax paraméter szignifikansan csokkenést mutatott a DOX
kezelésben részesiilo 0Osszes csoportban a CON csoporthoz képest (2,16+0,19, 1,7+0,1,
1,99+0,11, 1,53+0,11, illetve 4,51+0,31 1/s a D-CON, BB, ACEI, AA és CON csoportokban,

sorrendben, P=0,0209) (21. abra C panel). Az AA kezelésben részesiilé allatokbdl szarmazo
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szivizomsejtek aktiv erejében szignifikans csokkenés volt megfigyelheté a negativ kontroll
csoporthoz képest (11,88+0,64, illetve 15,59+1 kN/m?, sorrendben, P=0,0433), mig a BB-val
kezelt csoport szivizomsejtjeinek passziv erejében nem taldltunk szignifikdns emelkedést a

CON csoporthoz (1,3+0,16, illetve 0,97+0,18 kN/m?, sorrendben, P=0,0833) (21. abra D-E

panel).
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21. dbra. Izoldlt, permeabilizdlt szivizomsejtekben végzett erémérések. A szivizomsejtek Ca*'-
érzékenységében nem mutatkoztak szignifikans kiilonbségek (A és B). A DOX kezelésben részesiilt
allatok miokardiumabol izolalt szivizomsejtek kimax paraméterében szignifikans csokkenés volt
megfigyelhetd, melyet érdemben egyik kezelés sem befolyasolt (C). Az abszolut aktiv erd jelentdsen
kisebbnek adodott AA csoportban (D), mig a passziv eré enyhén emelkedést mutatott a BB csoportban

(E). pCasj=az izometrids eré Ca’'-érzékenysége, kumnx=az erd regeneralodas sebességi allanddja.
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n=allat/csoport, 2-3 kardiomiocita/allat. Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg proba. A szamok a P
értéket jelolik. NS=nem szignifikans.

Biokémiai vizsgélataink sordn megprobaltuk feltarni a miokardium ultrastrukturalis
karosodasanak okait. Meghataroztuk a szivizomsejtek energia hdztartdsdban kulcsfehérjeként
nyilvantartott PGCla, FoxO1, ACC, valamint utobbi foszforilalt forméajanak (p-ACC) szintjeit
Western immunoblot segitségével. A DOX kezelésben részesiilé csoportokban alacsony
PGCla relativ fehérjemennyiségeket azonositottunk az alkalmazott profilaktikus kezelésektol
fiiggetleniil (0,49+0,11, 0,41+0,05, 0,44+0,08, 0,39+0,09, illetve 1,26+0,3 AU a D-CON, BB,
ACEI AA, illetve CON csoportokban, sorrendben, P=0,064, P=0,0455, P=0,0321, P=0,0152,
sorrendben, a CON csoporthoz viszonyitva) (22. abra A panel). A D-CON csoportban enyhe
csokkenés volt megfigyelheté a FoxOl1 relativ mennyiségében, ez azonban nem bizonyult
statisztikailag szignifikansnak (0,17+0,03, illetve 0,294+0,05 AU a D-CON, illetve a CON
csoportokban, sorrendben, P=0,0633) (22. dbra B panel). A pACC/ACC aranyaiban nem

talaltunk szignifikdns kiilonbséget a csoportok kozott (22. abra C panel).
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22. abra. Western immunoblot. Minden DOX kezelésben részesiilo csoport esetében csokkent PGCla
szintek voltak megfigyelhetéek (A). A D-CON csoportban enyhe csokkenés volt megfigyelheté a
FoxO1 fehérje relativ mennyiségében a CON allatokhoz képest (B). A pACC és ACC aranyaiban nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség a csoportok kozott (C). AU= optikai denzitas arbitralis egységekben
kifejezve, RI=relativ intenzitas. n= allat/csoport, 1-4 mérés/allat. Statisztika: Wilcoxon-féle rangdsszeg

proba. A szamok a P értéket jeldlik.
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6. Megbeszélés

A DOX okozta kardiomiopatia napjainkban is Iényeges, megoldasra vard problémanak szamit.
A teriileten zajlo intenziv kutatas ellenére jelenleg sem rendelkeziink még egységes allasponttal
a DOX kardiotoxicitas megeldzésére vonatkozdéan. Bar a kordbban végzett klinikai
tanulmanyok egy része tamogatta bizonyos preventiv gyodgyszeres protokollok alkalmazasat,
foként nagy rizikdju betegekben, ezen intézkedések szélesebb korben torténd érvényesitése
elott fontos, hogy megértsiik a DOX okozta szivelégtelenség soran alkalmazott kardioprotektiv
gyogyszerek pontos hatdsmechanizmusait. Emiatt elengedhetetlen megfeleld transzlacios
allatmodellek létrehozasa, melyekben egyarant jol tanulmanyozhatéak a DOX miokardialis

hat4sai, valamint a kardioprotektiv gyogyszerelések in vivo és in vitro fizioldgias hatasai is’.

Kisérleteink soran sikeresen modelleztik a human onkoterapias protokollokbodl
szarmaztatott DOX kemoterapiat patkanyban, igy vizsgalhatova valtak mind a DOX, mind az
alkalmazott kardioprotektiv gydgyszerek hosszutava hatésai. Kisérleti elrendezésiink megfelel
a korabban kozolt ajanlasoknak’: a) kis dozist DOX-t alkalmaztunk intravénéasan, tobb
ciklusban, tobb héten keresztiil, b) az alkalmazott preventiv gyogyszereket gyomorszondan
keresztiil per os adagoltuk, c) a kemoterapiat kdvetden hosszutava utankovetést alkalmaztunk,
d) célzottan vizsgaltuk az alkalmazott szivelégtelenség terapidk profilaktikus iddzitésének

szerepét, valamint az egyes gydgyszerkomponensek izolalt hatésait.

A vizsgalatunkban hasznalt B-blokkolé bisoprolol, ACE-gatld perindopril ¢és
aldoszteron antagonista eplerenon mar korabbi szivelégtelenséget vizsgald tanulmanyokban is
bizonyitottdk hatdsukat. Mindhdrom gyodgyszer hatékonyan javitotta a csokkent EF-val bir6
betegek hospitalizacios és mortalitasi rizikojat’®%?, mely tényezék kiemelt figyelmet
érdemelnek a DOX okozta szivelégtelenségben is*1"6°, Tekintve, hogy az Eurdpai Kardiologiai
Térsasdg Gtmutatasa alapjan mindharom gyogyszercsoport IA ajanldssal rendelkezik a csokkent

EF-val biro betegek kezelésében, ezek a vegyliletek az onkologiai betegek kardioprotektiv
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crer

betegek esetében jelenleg is ajanlott a kemoterapia mellett kardiovaszkuldris szupportiv terapia
alkalmazésa. Ugyanez azonban nem mondhat6 el egyelére a kis kardiovaszkularis rizikdju
betegekro13®. Egy korabban megjelent meta-analizis szerint a p-blokkolok esetében 70%-os, az
ACE-gatlok esetében 90%-os relativ rizikd csokkenés volt megfigyelhetd a szivelégtelenség
kialakulasara nézve*®. Ezen adatokbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a betegek kemoterépia eldtt
torténd hemodinamikai paramétereinek optimalizalasaval, illetve a megfelel6 neurohormonalis

kornyezet biztositdsaval mérsékelni lehet a DOX okozta szivizomsejt kdrosodast®,

Korabbi human tanulményokban mar részletesen vizsgéltdk a profilaktikus terapiak
kombinacids alkalmazasanak hatdsait. A carvedilol és az enalapril kombinacidjanak
alkalmazéasaval csokkent a mortalitas vagy a szivelégtelenség, valamint a mortalités,
szivelégtelenség vagy a 45% alatti EF kombinalt végpontjainak eléfordulasa gyogyszeres
prevencidban részesiild, malignus hemopétiaban szenvedé betegeknél®. Ezen eredményekkel
Osszhangban az altalunk vizsgalt allatmodellben a profilaktikus kombinacios kezelés (PRE)
jelentdsen javitotta az allatok tulélését a D-CON csoporthoz képest, tovabba megdrzott maradt
a bal kamrai EF. In vivo vizsgélataink sordn az EF-ban tapasztalt DOX okozta csdkkenés a
pozitiv kontroll (D-CON) csoportban az 1. hdnapban még nem volt szignifikans, viszont a DOX
expoziciot kdvetd 2. honapban mar jelentds EF romlés volt megfigyelhetd a kezdeti allapothoz
képest. Ez a hatas még figyelemreméltobb lehet akkor, ha egy esetleges pozitiv szelekcidval is
kalkuldlunk, ami a D-CON csoport allatainak 2. hénapra bekovetkezd jelentés mértéki
mortalitadsabol fakadhat (adatsorunk csak a legszivosabb, taléld D-CON allatok EF értékeit

tartalmazza).

Korabban allatkisérletes koriilmények kozott kimutattdk, hogy a carvedilol és az
enalapril egyarant mérsékelni tudta a DOX okozta kardiotoxikus mellékhatdsokat. Bizonyos

human vizsgalatokban mégis egymasnak ellentmondo6 eredmények sziilettek®7°, Kisérleteink
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sordn bizonyitani tudtuk, hogy hasonldan a profilaktikusan alkalmazott kombinalt gyogyszeres
kezeléshez, az izolalt BB kezelés eldsegiti a bal kamrai EF megdrzését. Ezen hatas hatterében
kimutattuk a csokkent mértékii miokardidlis fibrozist, a szivizomsejtek ultrastruktirdjanak
megOrzését, valamint azok apoptdzisanak jelentds csokkenését. Habar az ACEI csoportban
megfigyelhetd volt némi EF csokkenés a kezdeti értékhez képest, azonban ez a kiilonbség nem
adodott szignifikdnsnak, viszont in vitro szinten ez a kezelés is képes volt megdrizni a
szivizomsejtek ultrastrukturajat, valamint csokkenteni a miokardiumban el6forduld apoptdzist

és fibrozist.

Kordbban az AA tipusu gyogyszerek koziil a spironolaktonnal sziilettek pozitiv
eredmények a kardiotoxikus mellékhatasok kikiiszobolésére mind allatkisérletes, mind klinikai
tanulmanyokban’!72, Az 4ltalunk vélasztott eplerenon, mely szintén egy AA tipusu gyogyszer,
a korabbi Aallatkisérletes elrendezésekben ellentmond6d eredményekhez vezetett a
kardioprotekciot tekintve”>7#. Jelen kisérletiinkben a profilaktikusan alkalmazott eplerenon, bar
nem szignifikdns mértékben, de ndvelni tudta az allatok talélését, ugyanakkor nem volt képes

megelézni a DOX okozta EF csokkenést és fibrozist.

Kisérleteink sordan a szisztolés funkci6 DOX okozta csokkenése mellett diasztolés
diszfunkcio is megjelent, ami az IVRT paraméter ndvekedésében, valamint a diasztolés strain
rate csokkenésében nyilvanult meg. Mig az elébbi paraméter érdemben nem volt befolyasolhato
egyik alkalmazott kardioprotektiv kezeléssel sem, fiiggetleniil annak tipusatdél vagy
1d6zitésétdl, a diasztolés strain rate egyedi profilaktikus gyogyszerek mellett megfigyelhetd
normalizalédasa arra utal, hogy bizonyos kardioprotektiv kezelésekkel a szisztolés

diszfunkciohoz hasonldan enyhitheté a DOX okozta diasztolés diszfunkcid is.

Reprezentdland6d azon klinikai megfigyelést, hogy a DOX okozta szivelégtelenség
gyakran mar csak egy kés6i stddiumban keriil felfedezésre, kisérleteink elsé felében
létrehoztunk egy olyan allatcsoportot, melynél a kombinalt szivelégtelenség terapia csak egy
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honappal a DOX kezelés befejezését kovetden, mar a manifeszt szivelégtelenség stadiumaban
keriilt elinditasra (POST). Erdekes modon ezen csoportban az allatok tilélése jol tikrozte a
szupportiv terapia elinditasanak iddzitését, hiszen a protektiv kezelés bevezetése utan mar nem
tapasztaltunk tovabbi elhullast. /n vitro kisérleteink alapjan azonban ezen késoi kezelés sem
volt képes kivédeni az dallatok bal kamrai EF-jdnak jelentds mértékli csdkkenését,
miokardiuménak  ultrastrukturalis  kdrosodasat, valamint a kaszpaz-3  szintjének
megemelkedését a profilaktikusan alkalmazott kombindlt kezeléssel szemben. Ezen

eredményeink a kardioprotektiv terapia idézitésének fontossagara hivjak fel a figyelmet.

Szintén a korai megeldzést hangstlyozza egy korabbi allatkisérletes tanulmany,
melyben mar 1 héttel a DOX kezelés befejezését kovetden kardialis fibrozist talaltak nyulakban.
Ebben a modellben a szisztolés diszfunkcié még nem volt tetten érhetd echokardiografias
vizsgalatokkal, azonban megndvekedett bal kamrai atmérdk jelentek meg, valamint
foszforilacids statusza is. Ugyanakkor ebben a korai stadiumban még nem volt valtozas az
izolalt, permeabilizalt szivizomsejtek Ca®*-érzékenységében, illetve aktiv és passziv erejében a
DOX-t kapé és a kontroll csoportok kozott”>. Az izolalt szivizomsejtekben végzett
erdméréseink sordn mi sem taldltunk eltérést a CON ¢és a D-CON allatokbol nyert
sejtpreparatumok aktiv és passziv ereje, valamint azok Ca**-érzékenysége kozott. Erre részben
magyarazatot adhat az a tény, hogy az erdmérések soran kizardlag csak intakt
szivizomsejtekben van lehetdség aktivacios-relaxéacios ciklusokat rogziteni, ami egyfajta
pozitiv szelekciot jelenthet a mérési eredményeinkre nézve. ElImondhatd ugyanakkor, hogy az
izolalasok sordn jellemzden kevesebb mérésre alkalmas szivizomsejtet talaltunk a D-CON
csoport allatainak mintaiban az egészséges patkanyokéval oOsszevetve. Mindezek ellenére

kimutattuk, hogy a kemax paraméter értéke a DOX hatasara jelentdsen csokken, ami arra utal,
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hogy a DOX expozicidnak kitett allatokban zavart szenved az aktin-miozin keresztkotési ciklus

kinetikdja, ami nem befolyasolhat6 egyik gyogyszeres kezeléssel sem.

A DOX egyik f6 hatdsa a ROS képzés, mely nem csak a tumorsejteket érinti. Kozismert,
hogy a szivizomsejtek kiilondsen érzékenyek az oxidativ stresszre, igy nem meglepd, hogy a
DOX kemoterdpia sordn kifejezett szivizomsejt sériilések figyelhetéek meg. A
mitokondriumok elektron-transzport lancanak megzavarasaval a DOX fokozott szuperoxid
gyok képzddéshez vezet, mely jellegzetes ultrastrukturdlis valtozasokat eredményez a
miokardiumban: a mitokondriumok megduzzadnak, illetve mielinszeri képzédmények
jelennek meg benniik’®’®. Az 4ltalunk létrehozott, hossza utankdvetésii modellben szintén
megfigyelhetd volt a mitokondriumok DOX hatédséra torténd ultrastrukturalis karosodasa, mely
a belsé membranok integritdsanak megszakaddsaval, valamint specialis strukturdk, ugynevezett
,vakudlumok” megjelenésével volt jellemezhetd (utdébbiak feltehetdleg koradbban
mitokondriumok voltak). A DOX tovabbi ultrastrukturalis karosité hatasaval dsszefiiggésben a
D-CON csoportban a miofibrillumok szétesése, valamint a Z-vonalak degradécidja volt
megfigyelhetd a karosodott szivizomsejtek sejtmagjainak helyenként észlelhetd apoptotikus
megjelenése mellett. Ezen ultrastrukturalis eltéréseket a profilaktikus kezelések, egyedileg vagy
kombinacioban alkalmazva is sikeresen kivédték, szemben a késdbbi idépontban elinditott

kombinalt terapiaval.

Kisérleteink aldtdmasztottdk a szivizomsejtek energiahaztartdsdban fontos szerepet
jatszo, a mitokondridlis biogenezis aktivatoraként szamon tartott PGCla fehérje
mennyiségének korabbrol ismert DOX okozta csdkkenését is”-8!. Ugyanakkor ezt a valtozast
sem az individualisan, sem pedig a kombinadcidban alkalmazott kezelések nem voltak képesek
megelézni. Ez arra is enged kovetkeztetni, hogy az alkalmazott terapids protokollok
valdsziniileg nem avatkoznak bele a DOX daganatellenes hatasaiba, hanem a sziv funkcidjanak

tamogatasaval jarulnak hozzé a kardiotoxicitds megel6zéséhez.
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A DOX a fokozott ROS produkci6 altal, de akdr 6nmagaban is a kaszpdz-3 fehérje
aktivaciojahoz, ezaltal pedig apoptozishoz vezethet’®32. Kisérleteinkben még joval a DOX
expoziciot kovetden is emelkedett volt a kaszpaz-3 fehérje relativ mennyisége a D-CON
csoportban, tovabba a sejtmagok fokozott TUNEL-pozitivitasa is megfigyelheté volt a
miokardiumban. Ezen eredményekkel &sszhangban a D-CON csoport allatainak
szivizommintaiban nagyobb mértékili fibrézis volt jelen. Mind az apoptozist, mind a fibrozis
mértékét sikeriilt érdemben csokkenteni a profilaktikusan alkalmazott BB és ACEI kezeléssel,
ami arra utal, hogy ezen gyogyszerek elsddleges hemodinamikai hatasaik mellett egyéb,

molekularis szinten megvalosulo jotékony hatasokkal is birhatnak.

Osszességében elmondhatéd, hogy kisérleteinkkel igazoltuk mind a kombinacidban,
mind pedig az egyedileg alkalmazott profilaktikus BB és ACEI gyodgyszerek elonyeit a DOX
okozta kardiomiopatia megelézésére nézve. Feltételezhetéen ezek a szerek a korabbi
hipotézishez® hiven képesek olyan kedvezd hemodinamikai paramétereket teremteni, melyek
segitenek a szivnek a DOX okozta karos hatasok kompenzalasaban. Emellett valosziniisithetd,
hogy ezen gyogyszerek egyéb kedvezd tulajdonsagokkal is rendelkeznek, melyek tetten
érhetdek pl. a szivizomsejtek apoptdzisanak mérséklésében. Eredményeink megerdsitésére és
human gydgyaszatban torténd alkalmazaséara tovabbi klinikai vizsgalatok sziikségesek. Fontos
azonban megjegyezni, hogy a standardizalt koriilmények kdzott nyert eredményeink timpontot
jelenthetnek a késoObbi vizsgalatokhoz, eldsegitve a DOX kardiotoxicitds molekularis

folyamatainak mélyebb megismerését.
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7. A disszertacio legfontosabb eredményei, uj tudomanyos megallapitasok

e [étrehoztunk egy doxorubicin-kardiomiopatia kisallatmodellt, amely jol mintazza a
human onkologiai gyakorlatot, és megfelel a nemrég megjelent transzlacios kisérletek
elvégzésére  alkalmas  experimentalis  modellekkel  szemben  tdmasztott
kovetelményeknek.

e A modellben a kés6i idOpontban alkalmazott kombinalt szivelégtelenség-terapia
(POST) jol reprezentélja azt a klinikai gyakorlatot, ahol a kardioprotektiv kezelés csak
az ejekcios frakcio romlasat kovetden indul el, ami a hosszatavu klinikai prognézis
szempontjabol kedvezdtlennek mondhato.

e A profilaktikusan inditott kombinalt szivelégtelenség terapia képes megeldzni az
ejekcids frakcid doxorubicin okozta csokkenését, ezaltal jelentésen ndveli az allatok
tulélését.

e In vitro méréseink azt igazoljak, hogy a profilaktikus kombinalt kezelés szintén
megelézi a miokardium ultrastrukturalis kéarosodasait, valamint csokkenti az
apoptotikus sejtmagok szamat.

e Az egyedileg alkalmazott bisoprolol kezelés képes megelézni az ejekcids frakcio
romlasat, csokkenti a fibrotikus teriilet nagysagat a miokardiumban, elésegiti az
ultrastruktira megdrzését, tovabba csokkenti az apoptotikus sejtmagok szamat.

o Az egyedileg alkalmazott perindopril kezelés nem képes kivédeni az ejekcids frakcio
romlasat, viszont hozzajarul a miokardialis ultrastruktira megérzéséhez, egyarant
csokkentve a fibrotikus teriilet nagysagat és az apoptotikus sejtmagok szamat.

e Az eplerenon kezelés egyedileg alkalmazva sem az ejekcios frakcid csokkenést, sem a
miokardialis fibrozist nem képes mérs€kelni, azonban a szivizom ultrastrukturalis

karosodasait a szer jelentés mértékben enyhiti.
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e Egyetlen kardioprotektiv kezelés sem képes megelézni a PGCla fehérje
mennyiségének csokkenését, ami a doxorubicin egyik daganatellenes hatasanak, azaz a

csokkent mértékli mitokondrialis biogenezisnek az alapja.
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8. Osszefoglalas

A doxorubicin (DOX) okozta kardiomiopatia még napjainkban is megoldatlan problémanak
szamit a klinikai gyakorlatban. Bar a DOX-kardiotoxicitds megeldzésére korabban szamos
allatkisérletes €s klinikai vizsgalat is irdnyult, ezidaig nem kertiilt be érdemi preventiv stratégia
a kis kardiovaszkularis rizikoval rendelkezd onkoldgiai betegek kezelésére vonatkozo

ajanlasokba.

Kisérleteink soran olyan patkanymodellt hoztunk 1étre, mely jol reprezentalta a human
onkoterapias protokollt. Ezaltal vizsgalhatova valtak a kardioldgiai gyakorlatban hasznalt
szivelégtelenség gyodgyszerek (BB, ACEIL, AA) egyedi, valamint kombindcioban torténd
alkalmazasanak hatdsai a DOX okozta kardiomiopatia megeldzésének szempontjabol, kiillonds
tekintettel a terapia idozitésére. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a kombinalt, profilaktikusan
alkalmazott szivelégtelenség terapia hatdsara megelézhetd a DOX okozta EF csokkenés, a
miokardialis ultrastruktara 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 kiillon-kiilon vizsgalva megallapithatd, hogy az EF megérzéséhez a BB
kezelés, az apoptdzis mérsékléséhez pedig foként a BB és az ACEI kezelés, mig az
ultrastrukturdlis karosodasok kivédéséhez mindhdrom gyodgyszeres terapia (BB, ACEIL AA)
hozzajarult; igy a legnagyobb tulélési elény a BB ¢és az ACEI terapidban részesiild csoportokban

volt megfigyelhetd.

Osszességében elmondhat6, hogy a kemoterdpia elétt inditott BB vagy ACEI kezelés,

illetve ezek kombindcidja jelentdsen enyhithetik a DOX okozta miokardiélis karosodast.
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9. Summary

Doxorubicin- (DOX) induced cardiomyopathy is still an unresolved clinical problem in
oncological patients. Although several animal experiments and clinical trials have investigated
possible approaches to the treatment of DOX cardiotoxicity, current guidelines include no

substantive preventive strategy for oncological patients at a low risk of cardiovascular disease.

In the course of our experiments, we developed a rat model which closely mimicked
human oncotherapeutic protocols. Thus, the effects of single or combined heart failure
medications (BB, ACEI, AA) for preventing DOX-induced cardiomyopathy could be
examined, with special respect to the timing of treatments. According to our results, the
prophylactic application of combined heart failure therapy prevented the DOX-induced
reduction of EF, damage in the myocardial ultrastructure, as well as cardiomyocyte apoptosis,
which eventually led to the better survival of the animals. In contrast, combination therapy
applied only at a later stage did not exert these beneficial effects. When examining the effects
of the individual components of prophylactic therapy, the best effect on EF could be achieved
by BB treatment, while the higher apoptotic activity could be partially reduced by both BB or
ACEI treatments. At the same time, the myocardial ultrastructure was successfully conserved

by all three drugs. Thus, the highest survival rate could be observed in the BB and ACEI groups.

Taken together, our results suggest that both bisoprolol and perindopril, or preferably
the combination of these drugs could potentially attenuate DOX cardiotoxicity when

commenced before chemotherapy.
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