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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ACE - enzym konwertujacy angiotensyne

ACE?2 — enzym konwertujacy angiotensyn¢ typu 2

ACEI — inhibitor enzymu konwertujgcego angiotensyne

Ang | — angiotensyna |

Ang Il — angiotensyna 11

Ang 1-7 — angiotensyna 1-7

ARB - ang. angiotensin receptor blocker, antagonista receptora angiotensyny Il typu 1

ARNI — ang. angiotensin receptor neprilysin inhibitor, antagonista receptora angiotensyny 11
typu 1i inhibitor neprylizyny

AT-R1 — receptor angiotensyny Il typu 1

AT-R2 — receptor angiotensyny Il typu 2

A5C — projekcja koniuszkowa pigciojamowa

BB — ang. beta-blockers, leki beta-adrenolityczne

BNP — ang. brain natriuretic peptide, moézgowy peptyd natriuretyczny

BP — ang. blood pressure, ci$nienie t¢tnicze

BW — ang. body weight, masa ciata

CO - ang. cardiac output, pojemno$¢ minutowa serca

cTnl —troponina sercowa |

cTnT — troponina sercowa T

CTRCD - ang. cancer therapy-related cardiac dysfunction, dysfunkcja serca zwigzana
Z terapia nowotworow

CTR-CVT - ang. cancer therapy-related cardiovascular toxicity, toksyczno$¢ sercowo-
naczyniowa leczenia przeciwnowotworowego

d —doba

DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy

DOX — doksorubicyna

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EKG — badanie elektrokardiograficzne

ECS - ang. European Society of Cardiology, Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne

ET-1 - endotelina 1

FDA — ang. Food and Drug Agency, Agencja ds. Zywnosci i Lekow

HER2 — ang. human epidermal growth factor receptor 2, receptor ludzkiego czynnika wzrostu

naskorka 2



H&E — barwienie hematoksyling i eozyna

HF — ang. heart failure, niewydolnos¢ serca

HFpEF — ang. heart failure with preserved ejection fraction, niewydolnos$¢ serca z zachowang
frakcja wyrzutowg

HFrEF — ang. heart failure with reduced ejection fraction, niewydolno$¢ serca z obnizong
frakcja wyrzutowa

HIFla — ang. hypoxia-inducible factor 1la, czynnik indukowany hipoksja 1a

HTN — ang. hypertension, nadcisnienie tetnicze

HR — ang. heart rate, rytm serca

HW — ang. heart weight, masa serca

GAPDH - ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, dehydrogenaza aldehydu 3-
fosfoglicerynowego

ICOS - ang. International Cardio-Oncology Society, Migdzynarodowe Towarzystwo
Kardioonkologiczne

IL-1 —interleukina 1

IL-6 — interleukina 6

i.p. — fac. intraperitonealis, podanie dootrzewnowe

IQR — ang. interquartile range, przedziat migdzykwartylowy

LDL — ang. low-density lipoprotein, lipoproteiny o niskiej ggstosci

LV —ang. left ventricle, lewa komora serca

LVEF — ang. left venticle ejection fraction, frakcja wyrzutowa lewej komory serca

LVFS — ang. left venticle fractional shortening, frakcja skracania lewej komory serca

LVIDd — ang. left ventricular internal diameter end-diastole, wymiar koncoworozkurczowy
lewej komory serca

LVIDs — ang. left ventricular internal diameter end-systole, wymiar koncowoskurczowy lewej
komory serca

LVOTd — ang. left ventricular outflow diameter, $rednica drogi odptywu z lewej komory serca
MasR — receptor typu Mas

MHC — ang. myosin heavy chain, fancuchy cig¢zkie miozyny

MMP — ang. matrix metalloproteinases, metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej

MRA — ang. mineralocorticoid receptor antagonist, antagonista receptora dla
mineralokortykoidow

MRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy

NEP — neprylizyna

NEPI — inhibitor neprylizyny
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NaCl — chlorek sodu

NO — tlenek azotu

NP — ang. natriuretic peptides, peptydy natriuretyczne

NPS — ang. natriuretic peptides system, uktad peptydoéw natriuretycznych
NPR — receptor peptyddow natriuretycznych

NPRA — receptor peptyddw natriuretycznych typu A

NPRB — receptor peptydow natriuretycznych typu B

NPRC — receptor peptydow natriuretycznych typu C

NT-proBNP — N-koncowy propeptyd natriuretyczny typu B

NYHA — ang. New York Heart Association, Nowojorskie Towarzystwo Kardiologiczne
MI — ang. myocardial infarction, zawat migs$nia sercowego

M-mode — tryb obrazowania jednowymiarowego

ORR — ang. objective response rate, odsetek obiektywnych odpowiedzi
PBS — buforowana fosforanem sol fizjologiczna

PLAX — projekcja przymostkowa w osi dlugiej

p.0. — podanie dozotadkowe

RAAS — uktad renina-angiotensyna-aldosteron

RT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
SAX — projekcja przymostkowa w osi krotkiej

SD - ang. standard deviation, odchylenie standardowe

SGLT2 - ang. sodium-glucose transport protein 2, kotransporter sodowo-glukozowy 2
SNEP — ang. soluble NEP, wolna posta¢ neprylizyny

SV —ang. stroke volume, objetos¢é wyrzutowa

Top2 — topoizomeraza Il

Top2p — topoizomeraza Il B

TL —ang. tibial length — dtugos¢ kosci piszczelowej

TLR2 — ang. Toll-like receptor 2, receptor Toll-podobny typu 2

TLR4 — ang. Toll-like receptor 4, receptor Toll-podobny typu 4

TNF-a — czynnik martwicy nowotworow o

VS. — tac. versus

VTI — catka predkosci przeptywu w czasie

wg. — wedlug

Wsp. — wspotautorzy

2D — tryb obrazowania dwuwymiarowego

11



STRESZCZENIE

Wstep: Antracykliny to grupa lekow przeciwnowotworowych szeroko wykorzystywanych
w praktyce Kklinicznej, ktorych stosowanie wigze si¢ z ryzykiem wystgpienia
kardiotoksycznosci (AIC), prowadzacej do niewydolno$ci serca z obnizong frakcjg wyrzutowg
(HFrEF). Celem prewencji AIC poszukiwane sg nowe terapic majgce na celu ograniczenie
ryzyka wystapienia tego dzialania niepozadanego, a takze biomarkery pozwalajace na
oszacowanie ryzyka AIC oraz na jego pdzniejsze monitorowanie. W zwiazku z korzystnym
dziataniem nowego potaczenia lekowego: antagonisty receptora angiotensyny Il typu 1
i inhibitora neprylizyny (ARNI) wsrod pacjentow z HFrEF, rola neprylizyny (NEP) oraz jej
wolnej postaci (SNEP) w patogenezie chorob uktadu krazenia cieszy si¢ w ostatnich latach
ponownie zainteresowaniem badaczy. W badaniach w zwierzecych modelach AIC wykazano,
ze zastosowanie ARNI w wysokiej dawce wykazuje dziatanie ochronne przed wystapieniem
dysfunkcji skurczowej lewej komory serca (LV). Nie oceniono jednak, czy dziatanie to
pozostaje obecne przy zastosowaniu nizszych dawek ARNI. Ponadto, dotychczas nie zbadano,
czy w ramach AIC dochodzi do zmian aktywnosci, ekspresji i poziomu NEP w obrebie LV,

a takze czy SNEP moze stanowi¢ uzyteczny biomarker ryzyka wystapienia AIC.

Cel pracy: Pierwszym celem pracy byla ocena zmian aktywnosci, ekspresji i poziomu NEP
w obrgbie LV oraz aktywno$ci i stgzenia SNEP w surowicy zwierzat do$wiadczalnych
w modelu ostrej (Czes$¢ la) oraz przewlektej (Czesc¢ Ib) AIC. Drugi cel pracy stanowila ocena

wplywu zastosowania ARNI w niskiej dawce w zwierzgcym modelu przewlektej AIC.

Material i metody: W badaniu wykorzystano 12-tygodniowe szczury szczepu Sprague-
Dawley (SPRD). Zwierzeta w CzeSci 1a otrzymaly jednorazowg dootrzewnows (i.p.) iniekcje
doksorubicyny (DOX) i zostaty usmiercone w ciagu 24 godzin celem pobrania LV i krwi do
dalszych analiz. Zwierzgta w Czesci 1b oraz Czgsci II otrzymaty cztery iniekcje DOX i.p.
w odstepach tygodniowych i zostaly usmiercone po uptywie tygodnia od ostatniej iniekcji.
W Czesci Il zwierzgtom codziennie podawano ponadto dozotagdkowo (p.0.) ARNI w dawce 20
mg/kg masy ciata. W Czesci 1 badania grupy kontrolne stanowily zwierzeta otrzymujace
iniekcje 0,9% chlorku sodu (NaCl) i.p., natomiast w Czg¢sci 11 — DOX i.p. oraz 0,9% NaCl p.o.
U wszystkich szczurow w 1 i ostatniej dobie doswiadczenia wykonano badanie
echokardiograficzne. Fragmenty LV poddane zostaly ocenie histopatologicznej. W pozostatych
fragmentach LV pochodzacych od zwierzat z Czgsci I zmierzono ekspresje, poziom i
aktywno$¢ NEP, natomiast w surowicy — stezenie SNEP. W surowicy zwierzat z Czesci 11
oceniono dodatkowo st¢zenie sercowej troponiny I (cTnl) oraz N-koncowego propeptydu
peptydu natriuretycznego typu B (NT-proBNP).
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Wyniki: W CzeSci | badania podanie DOX spowodowalo istotne obnizenie
echokardiograficznych parametrow wydolnosci skurczowej LV oraz wystgpienie W jej obrgbie
charakterystycznych dla AIC zmian patomorfologicznych. W modelu ostrej AIC w obregbie LV
zaobserwowano istotnie nizszg aktywno$¢ NEP, natomiast w modelu przewlektej AIC —
istotnie nizszy poziom biatka NEP. Nie zaobserwowano r6znic w §rednich wartosciach stezenia
sNEP w surowicy migedzy grupa kontrolng a doswiadczalng w obu modelach. W modelu ostrej
AIC stezenie SNEP w surowicy wykazywato silng dodatnig korelacje z nasileniem zmian
degeneracyjnych kardiomiocytoéw w badaniu histopatologicznym. W modelu przewlektej AIC
wystapita silna ujemna korelacja miedzy st¢zeniem SNEP w surowicy a objetoscia wyrzutowa
1 pojemnos$cig minutows serca, bez istotnych zaleznos$ci z histopatologicznymi wyktadnikami
uszkodzenia miokardium. Zaleznosci te nie byly obserwowane w grupach kontrolnych.
W Czeéci II, w ostatniej dobie badania, u zwierzat otrzymujacych ARNI zaobserwowano
istotnie wyzsze warto$ci echokardiograficznych parametrow wydolnos$ci skurczowej LV oraz
istotnie mniejsze nasilenie zmian patomorfologicznych w jej obrebie, a takze nizsze stgzenie

cTnl w surowicy, w porownaniu do grupy kontrolne;.

Whioski: DOX wywiera hamujace dziatanie na aktywno$¢ enzymatyczng NEP w LV
w szczurzym modelu ostrej AIC oraz poziom bialtka NEP w szczurzym modelu przewleklej
AIC. W obu modelach zmiany te nie wydaja si¢ wptywaé na stopien nasilenia AIC. W zwigzku
z obserwowanymi zalezno$ciami mig¢dzy stezeniem sNEP w surowicy a nasileniem zmian
degeneracyjnych kardiomiocytow (model ostrej AIC) oraz stopniem obnizenia niektorych
parametrow echokardiograficznych (model przewlekle; AIC) wydaje sig, ze krazaca we krwi
sNEP uczestniczy w procesach patofizjologicznych zwigzanych z rozwojem AIC. Jednak
w $wietle braku zmian w zakresie Srednich wartoséci stezenia SNEP w surowicy zwierzat
otrzymujacych DOX, sNEP nie stanowi prawdopodobnie uzytecznego biomarkera w AIC.
ARNI w niskiej dawce wydaje si¢ mie¢ ochronne dziatanie przed wystapieniem uszkodzenia

migénia sercowego zwigzanego z przewlekla podazg DOX u szczuréw SPRD.

Podsumowanie: W pracy doktorskiej wykazano, ze neprylizyna odgrywa role w rozwoju
zwierzecego modelu kardiotoksycznosci antracyklin. ARNI w niskiej moze mie¢ uzasadnienie
w pierwotne] profilaktyce AIC u pacjentow onkologicznych przy braku tolerancji wysokich

dawek leku.
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ABSTRACT

Introduction: Anthracyclines are a group of widely used anticancer drugs in clinical practice,
the administration of which is associated with the risk of cardiotoxicity (AlIC), leading to heart
failure with reduced ejection fraction (HFrEF). To prevent AIC, new therapies to reduce the
risk of this side effect are sought, as well as biomarkers allowing for assessment of the risk of
AIC and its subsequent monitoring. Due to the beneficial effect of the new drug combination:
angiotensin Il type 1 receptor antagonist and neprilysin inhibitor (ARNI) among patients with
HFrEF, the role of neprilysin (NEP) and its soluble form (SNEP) in the pathogenesis of
cardiovascular diseases has recently attracted the interest of researchers again. In studies in
animal models of AIC the use of ARNI in high doses has been shown to have a protective effect
against the occurrence of left ventricular (LV) systolic dysfunction. However, whether this
effect remains present at lower ARNI doses has not been assessed. In addition, it has not yet
been investigated if there are changes in the activity, expression and level of NEP within the

LV in AIC and whether SNEP may be a useful biomarker for assessing the risk of AIC.

Aims: The first aim was to assess the changes in NEP activity, expression, and protein levels
within the LV, as well as SNEP activity and concentration in the serum of experimental animals
in acute (Part 1a) and chronic (Part Ib) AIC models. The second aim was to assess the

effectiveness of low-dose ARNI in an animal model of chronic AIC.

Material and methods: 12-week-old Sprague-Dawley rats were used in the study. Animals in
Part 1a received one intraperitoneal (i.p.) injection of doxorubicin (DOX) and were sacrificed
within 24 hours for collection of LV and blood for further analysis. Animals in Part 1b and Part
Il received four DOX injections i.p. at weekly intervals and were sacrificed after a week of the
last injection. Animals in Part Il additionally received ARNI at a dose of 20 mg/kg of body
weight by gastric gavage (p.o.), daily. In Part | of the study, the control animals received i.p.
injections of 0.9% sodium chloride (NaCl), while in Part Il — DOX i.p. and 0,9% NaCl p.o.
Echocardiography was performed in all animals on the first and last day of the experiment. LV
fragments were subjected to histopathological evaluation. In the remaining LV fragments from
animals from Part I, NEP expression, activity and protein levels were measured, while in their
serum concentration of SNEP was assessed. In the serum of animals from Part II, the
concentrations of cardiac troponin | (cTnl) and the N-terminal propeptide of B-type natriuretic

peptide (NT-proBNP) were measured.

Results: In Part | of the study the administration of DOX resulted in a significant decrease in
echocardiographic parameters of LV systolic function and the occurrence of

pathomorphological changes characteristic of AIC. In the acute AIC model, significantly lower
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NEP activity was observed within the LV, while in the chronic AIC model - significantly lower
NEP protein levels. There were no differences in mean serum sSNEP concentrations between
the control and experimental groups in both models. In the acute AIC model, the serum
concentration of SNEP showed a strong positive correlation with the severity of degenerative
changes of cardiomyocytes in the histopathological examination. In the chronic AIC model,
there was a strong negative correlation between serum sNEP concentration and stroke volume
and cardiac output. These were not observed in the control groups. In Part 11, on the last day of
the study, animals receiving ARNI had significantly higher values of echocardiographic
parameters of LV systolic function and significantly lower degree of pathomorphological

changes within LV, as well as lower serum cTnl concentrations compared to the control group.

Conclusions: DOX has an inhibitory effect on NEP activity in the LV in a rat model of acute
AIC and NEP protein levels in the LV in a rat model of chronic AIC. In both models, these
changes do not seem to affect the severity of AIC. Due to the observed relationships between
the concentration of sNEP in the serum and the severity of degenerative changes in
cardiomyocytes (acute AIC model) and the degree of decrease in some echocardiographic
parameters (chronic AIC model), it seems that SNEP participates in the pathophysiological
processes associated with the development of AIC. However, given the lack of change in mean
SNEP concentrations in the serum of DOX-treated animals, SNEP is likely not a useful
biomarker in AIC. Low-dose ARNI appears to be protective against the myocardial injury

associated with chronic DOX administration in SPRD rats.

Summary: In this study, it was shown that neprilysin plays a role in the development of an
animal model of anthracycline cardiotoxicity. Low-dose ARNI may be justified in the primary
prevention of AIC in oncological patients who are intolerant to high doses of the drug.

15



1. WSTEP
1.1. Wprowadzenie

Antracykliny to grupa lekow o dziataniu przeciwnowotworowym, wprowadzona do
praktyki klinicznej w potowie XX wieku i szeroko stosowana we wspotczesnej chemioterapii
nowotworow [1]. Wérdéd antracyklin wyrdznia si¢ substancje takie jak daunorubicyna,
epirubicyna, idarubicyna, mitoksantron czy doksorubicyna (DOX) [1]. Leki te wchodzg w sktad
schematow chemioterapeutycznych stosowanych w terapii licznych nowotwordéw litych - raka
piersi [2], pecherza moczowego [3], migsakow kosci [4] i tkanek migkkich [5], a takze
chtoniakow [6-9] czy ostrej biataczki limfoblastycznej [10]. Ze wzgledu na swoj profil
dziatania, antracykliny sa rowniez powszechnie wykorzystywane w onkologii i hematologii
dzieciecej [11, 12]. Co trzecia osoba leczona na nowotwor ztosliwy w dziecinstwie otrzymata
chemioterapi¢ oparta na antracyklinach [13]. Zastosowanie antracyklin wigze si¢ jednak
z wystgpowaniem powaznych dziatan niepozadanych, w tym charakterystycznej dla tej grupy
lekow kardiotoksycznosci (AlIC), ktéra obejmuje szereg powiktan dotyczacych uktadu krazenia
[14]. W swojej typowej postaci AIC prowadzi do postepujacej dysfunkcji skurczowej komor
serca i w efekcie do niewydolno$ci serca z obnizong frakcja wyrzutowa (HFrEF), istotnie
ograniczajac czas przezycia pacjentow po zakonczonym leczeniu onkologicznym [14].
W s$wietle poprawy skutecznosci metod leczenia onkologicznego i rosnacej populacji
pacjentow z historig terapii antracyklinami w przesztosci, problem AIC stanowi powazne
wyzwanie kliniczne bgdace obiektem zainteresowania kardioonkologii.

W celu ograniczenia czestoSci wystepowania AIC prowadzone sa liczne badania
doswiadczalne 1 kliniczne majace na celu blizsze poznanie mechanizmow jej patogenezy oraz
opracowania skutecznych metod prewencji jej rozwoju. Szczegolne zainteresowanie budzi
mozliwo$¢ zastosowania lekow o wlasciwosciach kardioprotekcyjnych, celowanych
w patofizjologiczne procesy lezace u podstawy AIC, celem obnizenia ryzyka wystapienia tego
dziatania niepozadanego. W ostatniej dekadzie, na podstawie pozytywnych wynikéw badania
klinicznego PARADIGM-HF [15], nowa grupa lekow - antagonista receptora angiotensyny Il
typu 1 i inhibitor neprylizyny (ARNI) - wiaczona zostata do standardow postgpowania
w HFrEF [16, 17]. ARNI, poza zahamowaniem dziatania angiotensyny Il (Ang 1), powoduje
takze obnizenie aktywnosci neprylizyny (NEP), enzymu uczestniczacego w proteolizie szeregu
peptydow wazoaktywnych, w tym peptydow natriuretycznych (NP) [17]. Wykazane
w badaniach do$§wiadczalnych oraz klinicznych kardioprotekcyjne dziatanie ARNI wzbudzito
zainteresowanie potencjalng przydatnoscia tego potaczenia lekowego takze w pierwotnej

prewencji AIC.
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1.2. Kardiotoksyczno$¢ antracyklin
1.2.1. Definicja kardiotoksycznosci antracyklin

Miedzynarodowe Towarzystwo Kardioonkologiczne (International Cardio-Oncology
Society, ICOS) opublikowato w 2022 roku konsensus w sprawie ujednolicenia definicji
toksyczno$ci sercowo-naczyniowej zwiazanej z terapig przeciwnowotworowg (CTR-CVT)
[18]. Wsrod powiktan terapii onkologicznej dotyczacych uktadu krazenia wyrdzniono pigé grup
zaburzen: zapalenie mig¢$nia sercowego, zaburzenia rytmu serca, toksyczno$¢ naczyniows,
nadcis$nienie tetnicze (HTN) oraz dysfunkcje serca zwigzang z terapig nowotworow (CTRCD)
[18]. Termin CTRCD obejmuje objawowa niewydolno$¢ serca (HF) oraz bezobjawowa
dysfunkcj¢ skurczowg lewej komory serca (LV) zwiazang z chemioterapia, ktorg na podstawie
wartosci frakcji wyrzutowej lewej komory serca (LVEF) dzieli si¢ dalej na trzy stopnie
zaawansowania, jak przedstawiono w Tabeli 1 [18]. Zgodnie z kardioonkologicznymi
wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego (European Society of Cardiology,
ESC) z 2022 r. preferowang metodg obrazowania W procesie diagnostycznym CTRCD jest

trojwymiarowa echokardiografia przezklatkowa [19].

Tabela 1. Podzial bezobjawowej dysfunkcji skurczowej LV zwigzanej z terapig
przeciwnowotworowg. Opracowano na podstawie wytycznych ESC (2022) [19] oraz ICOS
(2022) [18].

Stopien Charakterystyka

Ciczka Nowe obnizenie LVEF do wartosci <40%

Umiarkowana Nowe obnizenie LVEF >10% do warto$ci 40-49%
LUB
Nowe obnizenie LVEF <10% do wartosci 40-49% wraz z >15% redukcja
GLS LV lub nowym wzrostem stezenia cTn i/lub BNP i/lub NT-proBNP
Lagodna Wartosci LVEF >50%
ORAZ
>15% redukcja GLS LV w stosunku do warto$ci wyjsciowych lub nowy
wzrost stezenia cTn i/lub BNP i/lub NT-proBNP

BNP — mdzgowy peptyd natriuretyczny, ¢Tn — troponiny sercowe, GLS — globalne skurczowe
odksztalcenie podtuzne, LV — lewa komora serca, LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory serca, NT-

proBNP — N-koricowy propeptyd natriuretyczny typu B.

17



W oparciu 0 wymienione wytyczne ICOS (2022), AIC zdefiniowa¢ nalezy jako CTRCD
lub inne formy toksyczno$ci sercowo-naczyniowej (zapalenie migsnia sercowego, zaburzenia
rytmu serca) zwigzane z podaniem chemioterapii opartej o antracykliny. Powiklania te moga
objawi¢ si¢ klinicznie w trakcie lub po zakonczeniu leczenia onkologicznego, a w przypadku
CTRCD, wystepowaé takze w postaci bezobjawowej, wykrytej podczas planowych badan
obrazowych.

1.2.2. Charakterystyka kardiotoksycznosci antracyklin

Kardiotoksyczno$¢ antracyklin wystapi¢c moze po podaniu pierwszej dawki leku,
w trakcie trwania chemioterapii lub po zakonczeniu leczenia onkologicznego [14, 20]. Co
szczegllne dla tego dziatania niepozgdanego, objawy uszkodzenia mig$nia sercowego moga
pojawic si¢ rowniez nawet kilkadziesiat lat od zakonczenia terapii przeciwnowotworowej [21].
W zwigzku z tym, AIC klasycznie dzieli si¢ na dwie kategorie, w zalezno$ci od czasu jej
wystgpienia. Wyrodznia si¢ postac 0strg, ktora typowo pojawia si¢ w ciggu kilku dni od podania
antracyklin w formie ostrej HF, zapalenia mig$nia sercowego, zapalenia osierdzia, badz
zaburzen rytmu serca [14, 22]. Posta¢ przewlekla, wystepujaca po zakonczeniu leczenia
onkologicznego, przyjmuje zwykle form¢ CTRCD, jako stopniowo narastajace ograniczenie
funkcji skurczowej LV [14, 23]. Wyrdznia si¢ przewlekla AIC o wczesnym poczatku,
wystepujaca w ciagu pierwszego roku od zakonczenia leczenia, oraz przewlekta AIC o p6znym
poczatku, ktora wystgpi¢ moze wiele lat po zakonczeniu chemioterapii [20]. W badaniach
przeprowadzonych wsrdd pacjentéw ktorzy otrzymali chemioterapi¢ z udziatlem antracyklin,
poddanych wieloletniemu monitorowaniu LVEF, wykazano, ze u wigkszo$ci z nich CTRCD
wystepuje juz w trakcie pierwszego roku od zakonczenia leczenia [23-26]. W dalszym
przebiegu przewlektej AIC dochodzi do przebudowy toksycznie uszkodzonego migénia
sercowego 1 poglebienia zaburzen kurczliwo$ci, prowadzac do wystapienia kardiomiopatii
rozstrzeniowej i HFrEF [20, 27]. Aktualnie podkresla si¢ zatem, ze podzialt AIC oparty o czas
jej wystapienia jest podzialem sztucznie narzuconym, nie odzwierciedlajgcym przebiegu zmian
patofizjologicznych zachodzacych w obrebie mig$nia sercowego [14].

Ryzyko wystapienia CTRCT zwigzanej z podaniem antracyklin r6zni si¢ w zaleznosci
od rodzaju zastosowanej substancji czynnej. W retrospektywnym badaniu przeprowadzonym
w grupie ponad 28 tysigcy dorostych leczonych w dziecinstwie na nowotwor ztosliwy
wykazano, ze najwyzszym potencjalem kardiotoksycznym, takze po uwzglednieniu réznic
w stosowanych klinicznie dawkach tych chemioterapeutykdw, charakteryzuje si¢ mitoksantron,
ktorego podanie 10-krotnie zwigksza ryzyko wystapienia AIC w poréwnaniu o0d
najpowszechniej stosowanej w tej grupie pacjentow doksorubicyny [13]. W badaniu tym
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wykazano réwniez, ze ryzyko AIC bylo podobne dla epirubicyny 1 DOX, a najnizsze dla
daunorubicyny, z czego ta ostatnia cechowata si¢ jednak nizszg skutecznos$cia dziatania

przeciwnowotworowego w niektorych badaniach klinicznych [28, 29].
1.2.3. Epidemiologia kardiotoksycznosci antracyklin

Wiedza na temat czestosci z jakg wystepuje kardiotoksyczno$¢ antracyklin ulegta
w ostatnich dekadach znacznemu poglebieniu, dzigki zwigkszonej dostepnosci metod
rutynowego monitorowania funkcji skurczowej LV u pacjentéw otrzymujacych leczenie
onkologiczne oraz wprowadzeniu do praktyki klinicznej nowoczesnych metod obrazowania,
takich jak rezonans magnetyczny serca. W jednym z pierwszych retrospektywnych badan
dotyczacych problemu AIC, przeprowadzonym przez Von Hoff i wsp. (1979), czegstosé
wystegpowania tego dzialania niepozadanego, definiowanego jako wystapienie objawoéw HF,
oszacowana zostala na poziomie 2,2% pacjentow [30]. Retrospektywna analiza opublikowana
wiele lat po6zniej przez Swaina i wsp. (2003) wykazata, ze w grupie uczestnikow trzech badan
klinicznych, otrzymujacych chemioterapi¢ opartg na antracyklinach, cz¢sto$¢ wystepowania
CTRCD byta wyzsza i wynosita okoto 5,1% chorych [31]. W badaniach przeprowadzonych
w ostatnich latach przez Cardinale i wsp. (2016) oraz Khan i wsp. (2017) dotyczacych czestosci
wystgpowania CTRCD u pacjentéow poddanych leczeniu antracyklinami wskazano natomiast,
ze dysfunkcja skurczowa LV, oceniana za pomocg echokardiografii przezklatkowe;j,
wystepowata u 10-12% [24, 25]. W metaanalizie uwzgledniajacej 18 prac dotyczacych
toksyczno$ci chemioterapii z udzialem antracyklin Qiu i wsp. (2021) okreslili czgstosé
wystepowania AIC na poziomie 14% wszystkich chorych [32]. Z kolei w pracy Nakayama
1 wsp. (2020), uwzgledniajacej przede wszystkim pacjentéw starszych (mediana wieku 71 lat),
AIC wystepowala z czestotliwosciag 21%, przy czym 12% pacjentéw posiadato objawy HF [26].
Niedawno opublikowane badania przeprowadzone na niewielkich grupach chorych
z wykorzystaniem obrazowania za pomoca rezonansu magnetycznego serca sugeruja jednak,
ze AIC moze dotyczy¢ nawet potowy pacjentow leczonych antracyklinami [33, 34].

Problem kardiotoksycznosci antracyklin szczegdlnie dotkliwie dotyka populacji
pediatrycznych pacjentow onkologicznych. Ogromny postep w leczeniu nowotworow wieku
dziecigcego w ostatnich dekadach spowodowal pojawienie si¢ rosnagcej populacji pacjentow
z wywiadem terapii antracyklinami w dziecinstwie, obcigzonych podwyzszonym ryzykiem
powiktan sercowo-naczyniowych na wiele lat po zakonczeniu leczenia [35, 36].
W retrospektywnej analizie przeprowadzonej przez Mulrooney i wsp. (2009) w grupie ponad
14 tysigcy dzieci leczonych onkologicznie wykazano, ze posiadaja one znacznie podwyzszone

ryzyko wystapienia HF, zawatu migsnia sercowego (MI), zapalenia osierdzia lub patologii
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w obrebie zastawek serca w porownaniu z nieleczonym rodzenstwem [37]. W badaniu tym
zapadalno$¢ na HF po 30 latach od postawienia rozpoznania onkologicznego wyniosta 4,1%
i byla szeéciokrotnie wyzsza niz u nieleczonego rodzenstwa [37]. Jednoczes$nie, w opisanej
kohorcie, dzieci ktore byty leczone antracyklinami posiadaty wzgledne ryzyko wystapienia HF
2-5 razy wieksze w poréwnaniu do pacjentow, ktorzy nie otrzymali lekow z tej grupy [37].
W przeprowadzonych w ostatnich dwoch latach badaniach retrospektywnych czestosé
wystepowania AlC u dzieci leczonych antracyklinami oszacowano na poziomie 6-7% [38, 39],
przy czym czas od zakonczenia leczenia do wystgpienia dysfunkcji skurczowej LV wynosit
$rednio od 1 do 4 lat, ale skrajne przypadki si¢gaty nawet 15 lat od zakonczenia terapii [39].
Jednocze$nie, w obu opisanych badaniach, dzieci u ktorych wystapita AIC wykazywaty wyzsze
ryzyko zgonu, zarowno z powodu kardiotoksycznosci, jak i choroby podstawowej [38, 39].

W odréznieniu do wymienionych badan o charakterze retrospektywnym, w 2011 r.
przeprowadzono obserwacyjne badanie przekrojowe uwzgledniajace pacjentow z historig
leczenia onkologicznego w dziecinstwie w macierzystym osrodku badaczy, od czasu ktérego
uptyneto co najmniej 10 lat [40]. Mulrooney i wsp. (2016) w ramach wymienionego badania
dokonali oceny czgstosci wystgpowania chorob uktadu krazenia wsrdd jego uczestnikow,
ktérych mediana wieku w momencie wiaczenia do badania wynosita 31 lat, a 82% z nich
otrzymato chemioterapi¢ z uwzglednieniem antracyklin [41]. Dysfunkcja skurczowa LV
(definiowana jako LVEF <50%) wystepowata z czgstoscia 7,4%, przy czym znaczna wigkszo$é
Z uczestnikow pozostawata bezobjawowa. Grupa ta charakteryzowata si¢ jednak czestszym
wystepowaniem obnizonej tolerancji wysitku w tescie sze§ciominutowego marszu. Co wazne,
sposrdd osob kwalifikujacych sie do udzialu w badaniu, grupa pacjentow ktora zostata w nim
ostatecznie uwzgledniona charakteryzowala si¢ nizszg catkowitg otrzymang dawka antracyklin,
co moze powodowaé zanizenie obserwowanej w badaniu czgstotliwosci AIC. Ponadto,
w zwigzku z opisywang wsrdd pacjentow u ktorych wystgpita AIC wyzsza $miertelnoscia
z jakiejkolwiek przyczyny 1 dlugim czasem od zakonczenia leczenia onkologicznego, badanie
to obarczone byto najprawdopodobniej btgdem zwigzanym z nieuwzglednieniem w analizie

pacjentdéw, ktorzy zmarli przed jego rozpoczeciem.
1.2.4. Charakterystyczne dla AIC zmiany patomorfologiczne

Dostepne w przegladzie literatury opisy histopatologicznych wyktadnikdéw toksycznego
uszkodzenia mig$nia sercowego zwigzanego z podaniem antracyklin u ludzi pochodzg z badan
wykonanych post-mortem [42, 43] oraz z biopsji endomiokardialnych [44-48]. Prace te

przeprowadzone zostaty wiele lat temu, na niewielkich grupach pacjentow, co zwigzane jest
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przede wszystkim z trudno$cig otrzymania materialtu do analizy wynikajaca
z inwazyjnego charakteru badania histopatologicznego.

W badaniach wykonanych post-mortem opisywano poszerzenie komor serca,
czemu mikroskopowo towarzyszyla zaznaczona atrofia kardiomiocytow [42, 43]. Opisane
w tych pracach zaburzenia sg spojne z obserwacjami opublikowanych w ostatnich latach badan,
w ktorych przy pomocy rezonansu magnetycznego serca wykazano spadek masy LV
u pacjentow poddanych leczeniu antracyklinami [49, 50]. W badaniach histopatologicznych
opisywana jest rowniez hipertrofia kardiomiocytow, ktora moze stanowi¢ glowne
obserwowane odchylenie [46], lub wspotistnie¢ z jednoczesnymi zmianami atroficznymi [43].

Wsrod innych charakterystycznych zjawisk patomorfologicznych opisywane sg zmiany
degeneracyjne kardiomiocytow w postaci wakuolizacji ich cytoplazmy, zaburzenia struktury
jader komorkowych i utraty organizacji miofibryli [44, 46]. Zaburzeniom tym towarzyszy
rozplem tkanki §rodmigzszowe;j i jej ogniskowe zwioknienie [42, 43, 48]. W pracach opisywano
réwniez pogrubienie i zwloknienie wsierdzia, szczegbdlnie w obrebie LV [43, 46]. Zastosowanie
mikroskopii elektronowej ujawnito takze subkomorkowe zmiany zwigzane z podaniem
antracyklin, przede wszystkim zwigkszenie liczby, obrzek i zaburzenie struktury wewnetrznej
mitochondriow z nagromadzeniem wtrgtdw i zanikiem grzebieni mitochondrialnych, obrzek
siateczki sarkoplazmatycznej czy dezorganizacje struktury miofibryli [42, 43, 46]. W pracy
Cove-Smith 1 wsp. (2014) z wykorzystaniem zwierzecego modelu AIC wykazano, ze
wymienione degeneracyjne zmiany na poziomie subkomoérkowym moga by¢ obecne juz po
pierwszym dozylnym podaniu DOX, przede wszystkim w postaci uszkodzenia mikrostruktury
mitochondriow [51].

W badaniu przeprowadzonym przez Bouhour i wsp. (1983) w grupie 28 pacjentow
z historig leczenia DOX wykazano, ze nasilenie zmian degeneracyjnych kardiomiocytow
wykazuje dodatnig korelacje z catkowitg otrzymang dawka leku, czego nie zaobserwowano
w przypadku zwtdknienia srodmigzszowego [48]. W dwoch innych badaniach, Bristow i wsp.
(1981) oraz Ewer i wsp. (1984) na materiale pochodzacym z biopsji endomiokardialnych
pobranych od stosunkowo duzej liczby pacjentow (odpowiednio: 158 oraz 84 uwzglednionych
osob) wykazali, ze nasilenie zmian histopatologicznych wykazywato wyrazng dodatnig
zalezno$¢ z catkowitg otrzymang przez nich dawka antracyklin [45, 47]. Jednoczes$nie, Ewer
i wsp. (1984) nie zaobserwowali korelacji miedzy nasileniem zmian patomorfologicznych

a stopniem dysfunkcji skurczowej LV [45].
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1.2.5. Zwierzece modele AIC

Badania do$wiadczalne wykorzystujace zwierzgce modele patologii wystepujacych
u ludzi zapewniaja dogodne warunki do poglebienia wiedzy dotyczacej ich patofizjologii. Jest
to szczegolnie istotne w kontekscie badan translacyjnych dotyczacych patologii serca,
poniewaz uzyskanie tkanek do analizy histopatologicznej i metodami biologii molekularnej za
pomoca biopsji endomiokardialnej u ludzi ograniczone jest wzgledami etycznymi zwigzanymi
z inwazyjnym charakterem procedury. Ponadto, wykorzystanie modelu zwierzgcego zapewnia
mozliwos¢ $cistego kontrolowania warunkow doswiadczalnych, podania badanych substancji
aktywnych oraz uzyskania stosunkowo obszernego materiatu tkankowego do analizy. W celu
modelowania choréb ukladu krazenia w badaniach podstawowych szczegoélnie czgsto
wykorzystuje si¢ $winie, kroliki, myszy oraz szczury, przy czym kazdy z gatunkow
charakteryzuje si¢ specyficznymi dla niego ograniczeniami i zaletami [52]. Prawidtowe
zastosowanie zwierzecych modeli w badaniach translacyjnych wymaga dogl¢bnego
zrozumienia podobienstw 1 roznic w funkcjonowaniu poszczegdlnych uktadéw tkankowych
miedzy ludzmi a badanym gatunkiem.

Ze wzgledu na niskie koszty i tatwos¢ hodowli, wysoki potencjat rozrodczy i szybkie
osigganie wieku dojrzatego, gryzonie — przede wszystkim myszy i1 szczury, od lat stanowia
chetnie wykorzystywane modele badawcze chorob uktadu krazenia [53]. Mechanizmy
pobudliwosci, sprzgzenia elektromechanicznego, skurczu i relaksacji kardiomiocytow
zwigzane z wewnatrzkomorkowym metabolizmem wapnia, aktywnos$cig fosfolambanu
i sarkoendoplazmatycznej ATPazy wapniowej u matych gryzoni i ludzi wykazujg wiele
podobienstw i obie te grupy charakteryzujg si¢ ekspresja biatek o podobnych funkcjach i rolach
[54]. Przy wykorzystaniu rezonansu magnetycznego serca wykazano roéwniez, ze proces
rozwoju embrionalnego serca u myszy jest zblizony do tego obserwowanego u ludzi,
z niewielkimi r6znicami dotyczacymi gtéwnie embriogenezy przedsionkdéw serca 1 spltywu zyt
ptucnych [55]. Mate gryzonie charakteryzujg si¢ jednak znacznie szybszym podstawowym
rytmem serca (HR) i jednocze$nie niewielkimi mozliwoSciami zwigkszenia pojemnosci
minutowej serca (CO) w odpowiedzi na wysitek fizyczny [56]. Serca duzych ssakow, w tym
ludzi, wykazuja mozliwo$¢ ponad dwukrotnego zwigkszenia czestotliwosci HR [57], czemu
towarzyszy nawet trzykrotny wzrost sily skurczu migsnia sercowego [56]. Szczytowe wartosci
HR u matych ssakow pozostaja jedynie ok. 40% wyzsze od rytmu podstawowego,
a jednoczesny wzrostu sity skurczu serca jest stabiej wyrazony [56]. W zwigzku z tym, podczas
gdy w odpowiedzi na wysitek fizyczny CO u czlowieka moze wzrosnaé¢ nawet 6-10 krotnie,

U myszy moze on zosta¢ co najwyzej podwojony [56]. Ponadto, u duzych ssakow czas relaksacji
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mieg$niowki serca ulega wyraznemu skrdceniu wraz ze wzrostem rytmu serca, co jest wyraznie
stabiej zaznaczone w przypadku matych gryzoni [56].

W zwigzku z wysokim podstawowym rytmem serca, mate gryzonie posiadaja
mechanizmy adaptacyjne umozliwiajace gwattowny skurcz i rozkurcz migsnidwki serca [54].
Potencjat czynnosciowy kardiomiocytow gryzoni charakteryzuje si¢ szybka repolaryzacja, bez
zaznaczone] fazy plateau wystepujacej u czlowieka [58]. Réznice dotycza takze biatek
wchodzacych w sktad filamentéw miozynowych — komory serca gryzoni wykazuja ekspresje
izoformy o tancuchow ciezkich miozyny (MHC), podczas gdy komory duzych ssakow, w tym
ludzi, wykazuja przewage ckspresji MHC B [59]. Izoformy te rd6znig si¢ od siebie przede
wszystkim aktywno$cia miejsc wiagzacych aktyng oraz miejsc hydrolizy adenozyno-5’-
trifosforanu (ATP) [59]. Serca gryzoni wykazuja rowniez ekspresj¢ innych form tityny [60].
Pomimo wymienionych rdéznic, gryzonie pozostaja Szeroko wykorzystywanym modelem
badawczym chor6b uktadu krazenia, takich jak miazdzyca, MI, HTN, nadcis$nienie ptucne,
HFrEF, HFpEF, reumatyczna choroba serca, czy zapalenie migsnia sercowego [53, 61].

Myszy oraz szczury szczepow Sprague-Dawley (SPRD) i Wistar, stanowia takze
najpowszechniej stosowane modele zwierzece w badaniach dotyczacych AIC [62].
Antracykling powszechnie wykorzystywana celem indukcji AIC u zwierzat doswiadczalnych
jest doksorubicyna [63]. Stosowane drogi podania leku obejmuja, w kolejnosci od najczestszej
do najrzadszej, podanie dootrzewnowe (i.p.), iniekcje dozylna, oraz podanie doustne z pasza
[63]. Podanie DOX w formie iniekcji dozylnej zapewnia wierne odtworzenie drogi podania
leku stosowanej w praktyce klinicznej. U gryzoni jest to jednak utrudnione ze wzglgdu na
niewielki rozmiar dostgpnych obwodowo zyl, drazniajacy charakter podawanej substancji
mogacy prowadzi¢ do zapalenia, zakrzepicy i utraty drozno$ci naczynia, oraz wysokie ryzyko
wynaczynienia, ktore zwigzane jest z powaznymi powiktaniami, np. w postaci martwicy
okolicznych tkanek [64]. Iniekcja dootrzewnowa jest mniej wymagajaca technicznie,
szczeg6lnie w przypadku planowanego podania serii dawek w trakcie trwania badania [65].
Jednocze$nie metoda ta nie pozostaje wolna od powiktah w postaci podraznienia otrzewnej,
podania dojelitowego czy dopgcherzowego [65]. Ponadto, substancje podane i.p. sa wchtaniane
do krazenia wrotnego i ulegaja metabolizmowi watrobowemu przed osiggnigeciem krazenia
systemowego, stad farmakokinetyka tej formy podania rézni si¢ od stosowanego klinicznie
podania dozylnego [66]. W przeprowadzonym wiele lat temu przez Johansen i wsp. (1981)
badaniu wykazano jednak, ze stgzenie DOX w osoczu myszy osiggane w ciggu dwoch godzin
od podania pozostaja zblizone zaré6wno dla drogi dootrzewnowe;j jak i dozylnej, natomiast pole
pod krzywa stezenia leku w sercu jest dwukrotnie nizsze dla podania i.p. [67]. Zapewniajac

wystarczajgcg biodostgpnos¢ DOX w sercu do uzyskania jego toksycznego uszkodzenia,
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iniekcje dootrzewnowe stanowig forme podania leku najcze$ciej wykorzystywang w badaniach
dotyczacych AIC w modelach zwierzecych [63].

Stosowane przez badaczy schematy podania DOX majace na celu wywotanie ostrej
postaci AIC u szczura uwzgledniajg najczgsciej jednorazowg iniekcje leku w wysokiej dawce
15-20 mg/kg masy ciata (BW) [68-71]. Z kolei prace, ktorych celem jest modelowanie
przewlektej AIC, charakteryzuja si¢ znaczng roznorodnos$cig, zarowno pod wzgledem
czestotliwosci podan, jak i catkowitej dawki leku [62]. Dostgpne w przegladzie literatury
badania doswiadczalne przeprowadzone na szczurzych modelach przewlekte; AIC
wykorzystuja schematy podania DOX w dawce od 1 do 5 mg/kg BW podawane w odstepach
2-7 dni w czasie od 2 do 12 tygodni, do catkowitej dawki od 3 do 25 mg/kg BW, przy czym
najbardziej powtarzalnie stosowane schematy uwzgledniajg podanie 4-6 dawek w wysokosci
2-5 mg/kg BW w odstgpach cotygodniowych [62, 63].

Obserwowane w sercu gryzoni zmiany histopatologiczne zwiazane z podaniem
antracyklin - w znacznym zakresie odpowiadaja tym opisywanym w badaniach
przeprowadzonych na materiale pochodzacym od ludzi. W toksycznie uszkodzonym przez
antracykliny mieéniu sercowym tych zwierzat obserwowane sg zmiany zwyrodnieniowe
kardiomiocytow, ich hipertrofia oraz ogniska apoptozy i nekrozy [51, 72]. Na poziomie
subkomorkowym obserwuje si¢ przede wszystkim zaburzenia struktury mitochondriow,
poszerzenie kanalikow T, rozdgcie siateczki sarkoplazmatycznej oraz dezorganizacje jader
komorkowych [51]. Podobnie jak u cztowieka, w przebiegu AIC u gryzoni dochodzi rowniez
do przebudowy migénia sercowego, poszerzenia $wiatta jam serca, rozplemu fibroblastow
i zwloknienia tkanki $rodmigzszowej [51]. Jedyng roéznicg w histopatologicznym obrazie AIC
u gryzoni jest czestsze wystepowanie wyktadnikéw ostrej odpowiedzi zapalnej w postaci
naciekow neutrofilowych [72] lub przewlektej odpowiedzi zapalnej w postaci naciekow
makrofagow i limfocytow [51], ktore typowo nie byly opisywane w tkankach pochodzenia
ludzkiego [42, 44, 46].

Toksyczne uszkodzenie migsnia sercowego pod wplywem antracyklin u gryzoni,
podobnie jak u cztowieka, odzwierciedlone jest rOwniez wystgpieniem zaburzen kurczliwosci
lewej komory serca [63]. Waznym ograniczeniem dla badan translacyjnych dotyczacych
substancji powodujacych ograniczenie kurczliwo$ci LV w modelach zwierzgcych jest brak
jednolitych definicji wyznaczajacych krytyczne wartosci LVEF umozliwiajgce rozpoznanie
wystgpienia dysfunkcji skurczowej u tych zwierzat. W przeprowadzonym przez Georgiadis
i wsp. (2020) przegladzie systematycznym badan wykorzystujacych szczurze modele AIC
wykazano jednak, ze w wyniku podania DOX w ponad 70% prac obserwowano obnizenie
LVEF w zakresie od 10 do 40% wartosci wyjsciowych [63].
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Opracowanie zwierzecych modeli AIC pozwolito na znaczne poglgbienie zrozumienia
komoérkowych mechanizmow prowadzacych do wystapienia uszkodzenia migé$nia sercowego

pod wptywem podania tych lekow, ktore to opisano w dalszej czesSci pracy.
1.2.6. Wewngtrzkomorkowe mechanizmy AIC

Antracykliny wykazuja dziatanie przeciwnowotworowe zwigzane przede wszystkim
z ich zdolno$cig wigzania i uszkadzania kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA) [73].
Struktura molekularna antracyklin umozliwia ich interkalacj¢ migdzy pary zasad budujacych
DNA, uniemozliwiajac prawidtowy przebieg procesow replikacji i transkrypcji [73]. Ponadto,
antracykliny posiadajg zdolno$¢ wigzania wewnatrzjadrowego biatka topoizomerazy Il (Top2)
ulegajacej ekspresji przede wszystkim w tkankach intensywnie proliferujacych [74]. Top2,
poprzez indukowanie kontrolowanych podwojnych pgkniec¢ nici DNA, zapobiega ich splataniu
podczas podzialow komorkowych, utrzymujac prawidlowa architektonike chromatyny
w komorkach dzielacych si¢ [75]. Zahamowanie Top2 w wyniku interakcji z antracyklinami
prowadzi do powaznych zaburzen struktury wewnatrzjadrowej, w efekcie wyzwalajac szlak
apoptozy [74]. Jedna z izoform Top2, topoizomeraza Il B (Top2p), ulega jednak ekspresji
rowniez W komorkach postmitotycznych, takich jak kardiomiocyty, i jak wykazano, myszy
z inaktywowanym genem dla Top2f charakteryzuja si¢ mniejsza podatnoscia na wystepowanie
AIC [76]. Stad interakcja Top2P z antracyklinami uznawana jest za jeden z podstawowych
mechanizmow kardiotoksycznosci tych lekow.

Ponadto, cytotoksyczne dziatanie antracyklin zwigzane jest z indukowang przez nie
zwigkszong mitochondrialng synteza reaktywnych form tlenu i wolnych rodnikow, prowadzac
do nasilenia stresu oksydacyjnego przekraczajagcego mozliwosci kompensacyjne komorek [73].
Stres oksydacyjny, prowadzac do uszkodzenia DNA, strukturalnych modyfikacji biatek
1 peroksydacji lipidow wewnatrzkomoérkowych, jest uznanym czynnikiem bioragcym udziat
W patogenezie przerostu migsnia sercowego, uszkodzenia reperfuzyjnego, czy HF [77].
Antracykliny, poprzez interakcj¢ z dehydrogenaza dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego,
zaburzajg prawidtowy przebieg tancucha oddechowego prowadzac do powstawania nadmiaru
nadtlenku wodoru oraz rodnikow hydroksylowych, powodujac uszkodzenie wewnetrznej btony
mitochondrialnej [73]. Nasilenie stresu oksydacyjnego jest rowniez potegowane W wyniku
interakcji migdzy antracyklinami a kardioliping, glicerolofosfolipidem stanowigcym wazny
element strukturalny wewnetrznej btony mitochondrialnej, prowadzac do dalszego jej
uszkodzenia [78]. Ponadto, antracykliny indukujg syntez¢ wolnych rodnikéw poprzez
interakcj¢ z syntazg tlenku azotu [79] i jonami zelaza [80]. Uszkodzenie mitochondriow pod

wplywem oddziatywania antracyklin wykracza jednak poza mechanizmy zwigzane ze stresem

25



oksydacyjnym. Leki te powodujg takze bezposrednie uszkodzenie mitochondrialnego DNA
oraz zahamowanie fuzji mitochondrialnej, procesu majacego na celu ochrong tych organelli
przed nagromadzeniem mutacji somatycznych [81, 82]. Antracykliny powoduja zatem
ograniczenie puli prawidlowych mitochondriow w obrebie kardiomiocytow, powaznie
zaburzajac bilans energetyczny tych komoérek [82].

Poza wymienionymi mechanizmami, AIC zostala takze powigzana z zaburzeniem
aktywnosci uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS). Wykazano, ze antracykliny
zmieniajg profil ekspresji genéw wchodzacych w sktad RAAS, pobudzajgc niekorzystne
dziatanie szlakow sygnatowych zwigzanych z Ang Il i receptorem angiotensyny Il typu 1 (AT-
R1), jednoczesnie hamujac szlaki zwigzane z receptorem angiotensyny Il typu 2 (AT-R2)
o wlasciwosciach kardioprotekcyjnych [83]. Ponadto, podanie DOX powigzane zostato
z obnizonym st¢zeniem krazacej angiotensyny 1-7 (Ang 1-7), bedacej produktem
oddzialywania enzymu konwertujacego angiotensyn¢ typu 2 (ACE2) na angiotensyne I (Ang
1), oraz obnizong ekspresjg receptora typu Mas (MasR) w migsniu sercowym, ktore wspodlnie
stanowig 0§ ACE2/Ang 1-7/MasR uwazana za kardioprotekcyjne rami¢ RAAS [83].

Inne mechanizmy powigzane z AIC obejmujg stres siateczki $rodplazmatycznej [84],
wzrost aktywnosci metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej (MMP) w migs$niu sercowym
[70, 85], zaburzenie homeostazy wapniowej [86], aktywacje proteolizy za posrednictwem
systemu ubikwityna-proteasom [87], autofagi¢ i mitofagi¢ [88] oraz przyspieszone starzenie
kardiomiocytow [89]. Ponadto, w ostatnich latach podkresla si¢ takze udziat innych typow
komorek budujacych migsien sercowy w patogenezie AIC. Wykazano, ze DOX nasila
proliferacj¢ oraz zwigksza przezywalno$¢ fibroblastow [90], a takze powoduje zmniejszenie
puli komoérek progenitorowych w migéniu sercowym zwierzat do§wiadczalnych [91]. Podanie
DOX wiaze si¢ takze z uszkodzeniem potaczen komorkowych wystepujacych miedzy
komorkami $roédbtonka naczyn wiencowych oraz zaburzeniem komunikacji migdzy nimi
a kardiomiocytami, poprzez zmian¢ profilu syntetyzowanych przez nie cytokin — przede
wszystkim ograniczenie ilo$ci uwalnianego tlenku azotu (NO), prostaglandyny I2, neureguliny
1 oraz endoteliny 1 (ET-1) [92]. Ponadto, pomimo braku obecno$ci wyraznie zaznaczonych
naciekow komorek zapalnych w przeprowadzonych wiele lat temu badaniach
histopatologicznych u pacjentow z AIC, rozwdj odpowiedzi zapalnej w odpowiedzi na
toksyczne uszkodzenie migsnia sercowego uznaje si¢ aktualnie za jeden z jej elementow [93].
Trofenciuc i wsp. (2020) w niewielkiej grupie pacjentow otrzymujgcych DOX w terapii
nowotworow uktadu krwiotworczego wykazali, ze wyzsze 0soczowe stezenie receptora Toll-
podobnego typu 4 (TLR4), odgrywajacego kluczowa role w nieswoiste] odpowiedzi
odporno$ciowej, wigzato si¢ z wyzszym ryzykiem wystgpienia CTRCD [94]. W zwierzecym
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modelu AIC wykazano natomiast, ze w mig¢éniu sercowym poddanym wptywowi DOX
dochodzi do zwigkszenia ekspresji receptora Toll-podobnego typu 2 (TLR2) [84],
a inaktywowanie genu dla TLR2 powigzano ze znaczng redukcja reakcji zapalnej w odpowiedzi
na podanie antracykliny [95]. W badaniach do$wiadczalnych AIC powigzano réwniez ze
zwigkszona ekspresja jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-«xB i pobudzeniem aktywnos$ci
makrofagow M1 [96, 97]. Omowione komorkowe mechanizmy AIC zostaty schematycznie

podsumowane na Rycinie 1.
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Rycina 1. Schemat wewnatrzkomorkowych mechanizmow AIC. Na podstawie: Sobiborowicz-
Sadowska i wsp. (2023) [98]. Ant — antracykliny, Ang 1-7 — angiotensyna 1-7, Ang Il — angiotensyna Il,
ATR1 — receptor angiotensyny Il typu 1, ATR2 — receptor angiotensyny Il typu 2, DNA — kwas
dezoksyrybonukleinowy, mDNA — mitochondrialne DNA, ER — siateczka srodplazmatyczna, ET-1 —
endotelina 1, MasR — receptor typu Mas, MMP — metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej, NADH-
DH — dehydrogenaza dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, NO — tlenek azotu, NOS — syntaza

tlenku azotu, Top2p - topoizomeraza Il f.
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1.2.7. Czynniki ryzyka AIC

Podstawowa metoda prewencji wystapienia kardiotoksycznosci antracyklin zalecang
w wytycznych ESC z 2022 r. jest kontrola czynnikéw ryzyka wystepujacych u pacjentéw przed
i w trakcie leczenia onkologicznego [19]. Uznane przez Asocjacje Niewydolno$ci Serca (ang.
Heart Failure Association, HFA) ESC czynniki ryzyka AIC wystepujace U pacjenta przed
rozpoczeciem chemioterapii przedstawiono w Tabeli 2 [99]. Obecno$¢ wymienionych
czynnikow decyduje o przynaleznosci pacjenta do jednej z czterech wyr6znionych przez ESC
(2022) grup ryzyka wystgpienia CTR-CVT w trakcie zaplanowanej terapii onkologicznej [19].

Najistotniejszym czynnikiem ryzyka wystapienia AIC zwigzanym z zastosowang terapig
jest calkowita przyjeta przez pacjenta dawka leku [100]. W wymienionym wcze$niej
retrospektywnym badaniu przeprowadzonym przez VVon Hoff i wsp. (1979), odsetek pacjentow
u ktorych doszto do pojawienia si¢ objawdéw HF znaczaco roznit si¢ w zaleznosci od catkowitej
dawki DOX jaka otrzymali — przy dawce w wysokosci 400 mg/m? wynosit 3%, wzrost do 7%
przy dawce 550 mg/m? i odpowiednio do 18% przy dawce 700 mg/m? [30]. Silna dodatnig
korelacje miedzy dawka DOX a ryzykiem wystapienia dysfunkcji skurczowej LV
potwierdzono w kilku kolejnych badaniach, w ktorych zaobserwowano gwattowny wzrost
ryzyka dysfunkcji skurczowej LV wraz ze wzrostem dawki otrzymanego leku [31, 101, 102].
W populacji pediatrycznej wykazano, ze otrzymanie catkowitej dawki DOX >250 mg/m? ponad
dwukrotnie zwigksza szanse¢ wystgpienia u tych pacjentow kardiomiopatii w przysztosci, czego
nie obserwowano dla nizszych dawek catkowitych [37, 41]. W wytycznych ESC (2022)
okre$lono, Ze zaplanowanie przyjecia przez pacjenta dawki DOX >250 mg/m? (lub
rownowaznej dawki innej antracykliny) stanowi niezalezny czynnik wysokiego ryzyka
wystgpienia AIC [19]. Do innych czynnikow ryzyka AIC zwigzanych z zastosowang terapig
zalicza si¢ takze jednoczesne podanie innych substancji czynnych o wlasciwos$ciach
kardiotoksycznych, np. innej antracykliny [103], taksanow i cytostatykow alkilujacych [104]
czy przeciwciata monoklonalnego wigzacego receptor ludzkiego czynnika wzrostu naskorka 2
(HER2) — trastuzumabu [105, 106], oraz zastosowanie radioterapii [103, 104, 107].
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Tabela 2. Stratyfikacja podstawowego ryzyka CTR-CVT u pacjentéw z planowanym leczeniem

onkologicznym. Opracowano na podstawie wytycznych ESC (2022) [19].

Poziom ryzyka Czynnik ryzyka

Bardzo wysokie HF
Kardiomiopatia
CTRCD
Wysokie Zaplanowana catkowita dawka DOX >250 mg/m?

Wada zastawkowa o wysokim stopniu zaawansowania

Choroba wiencowa

Leczenie rewaskularyzacyjne w wywiadach

MI w wywiadach

LVEF <50%

Wiek >80 lat

Chemioterapia z antracyklinami w wywiadach

Radioterapia §rodpiersia lub lewej strony klatki piersiowej w wywiadach

Srednie LVEF 50-54%

2 punkty Wiek 65-74 lat
Srednie Cukrzyca
1 punkt HTN

CKD

Podwyzszone stgzenie cTn we Krwi

Podwyzszone stezenie BNP lub NT-proBNP we Krwi
Chemioterapia bez antracyklin w wywiadach
Nikotynizm

BMI >30 kg/m?

Kategorie ryzyka:

Bardzo wysokie: obecnos$¢ jakiegokolwiek czynnika bardzo wysokiego ryzyka

Wysokie: 5 punktow przyznanych za §rednie czynniki ryzyka LUB obecnosc¢ jakiegokolwiek
czynnika wysokiego ryzyka
Posrednie: 2-4 punkty przyznane za $rednie czynniki ryzyka

Niskie: Brak czynnikow ryzyka badz jeden punkt przyznany za $redni czynnik ryzyka

BMI — wskaznik masy ciata, BNP — mézgowy peptydu natriuretyczny, CKD — przewlekia choroba nerek,
cTn — troponiny sercowe, CTRCD — dysfunkcja serca zwigzana z terapig nowotworéw, DOX —
doksorubicyna, HF — niewydolnosé serca, LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory serca, NT-proBNP

— N-koncowy propeptyd natriuretyczny typu B.
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1.2.8. Metody zapobiegania kardiotoksycznosci antracyklin

Metody prewencji AIC obejmuja profilaktyke pierwotng, stosowana przed i w trakcie
leczenia onkologicznego, majaca na celu zapobiegac uszkodzeniu kardiomiocytdw u pacjentow
bez choréb serca w wywiadzie, jak i profilaktyke wtorng, ktorej celem jest zapobieganie
progresji chorob ukladu krgzenia wystepujacych u pacjentow przed rozpocze¢ciem
chemioterapii oraz, jezeli wystapi CTRCD, ograniczenie narastania jej nasilenia w czasie [108].

Zgodnie z kardioonkologicznymi wytycznymi ESC z 2022 r. podstawg pierwotnej
profilaktyki CTR-CVT jest modyfikacja czynnikoéw ryzyka chorob uktadu krazenia
wystepujacych przed rozpoczeciem terapii przeciwnowotworowej, takich jak podwyzszone
stezenie lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) we krwi, HTN, nikotynizm, cukrzyca czy nadwaga
[19, 109]. Ograniczanie czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego nalezy kontynuowaé
rowniez w trakcie leczenia onkologicznego, a pacjenci powinni by¢ zachgcani do
umiarkowanego wysitku fizycznego oraz ograniczenia spozycia alkoholu etylowego do 100 g
tygodniowo [110].

U wszystkich pacjentow przed rozpoczeciem terapii przeciwnowotworowej zalecane
jest rowniez przeprowadzenie badania elektrokardiograficznego (EKG) oraz badania
przedmiotowego ukierunkowanego na obecno$¢ objawow chordb uktadu krazenia. Ponadto,
u kazdego chorego, u ktérego planowane jest zastosowanie leczenia onkologicznego o znanych
wlasciwosciach kardiotoksycznych, takiego jak chemioterapia oparta o antracykliny, zalecane
jest okreslenie przynaleznos$ci do grupy ryzyka wystapienia CTR-CVT na podstawie obecno$ci
czynnikow ryzyka omowionych wyzej i przedstawionych w Tabeli 2 [19, 99]. Wyr6zniane sa
grupy niskiego, posredniego, wysokiego oraz bardzo wysokiego ryzyka, przy czym kazdy
pacjent, u ktorego planowane jest podanie DOX w dawce >250 mg/m?, kwalifikowany jest do
grupy co najmniej wysokiego ryzyka i powinien zosta¢ skierowany do specjalisty kardiologa
przed rozpoczeciem leczenia. U wszystkich chorych przed rozpoczeciem chemioterapii
z udziatem antracyklin wykona¢ nalezy takze przezklatkowe badanie echokardiograficzne, oraz
pomiar st¢zenia troponin sercowych (cTn), mézgowego peptydu natriuretycznego (BNP) lub
N-koncowego propeptydu natriuretycznego typu B (NT-proBNP) we krwi [19].

Celem dalszego zapobiegania wystapieniu AlC, U pacjentéw z grup wysokiego i bardzo
wysokiego ryzyka CTR-CVT rozwazy¢ nalezy zastosowanie liposomalnej postaci DOX, ktora
poprzez ograniczone przenikanie przez prawidlowy $rodblonek ulega preferencyjnie
akumulacji w tkankach nowotworowych, wykazujac nizsze ryzyko powiklan sercowo-
naczyniowych [19, 111, 112]. W wymienionych grupach chorych dopuszczane jest rowniez

zastosowanie Szczegolnego rodzaju prewencji pierwotnej, jakim jest podanie substancji
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czynnych ukierunkowanych na przeciwdziatanie patofizjologicznym procesom lezgcym
u podstaw toksycznego uszkodzenia kardiomiocytow [19]. Jedynym lekiem zatwierdzonym
przez Agencje ds. Zywnosci i Lekow (Food and Drug Agency, FDA) oraz Europejska Agencije
Lekow do pierwotnej profilaktyki AIC jest deksrazoksan [19]. Kardioprotekcyjne dziatanie
deksrazoksanu obserwowano zaréwno w badaniach przedklinicznych, jak i klinicznych [108].
W metaanalizach potwierdzono statystycznie istotng korzy$¢ ze stosowania deksrazoksanu
w trakcie terapii antracyklinami w pordwnaniu z brakiem $rodkéw zapobiegawczych,
wykazujac wzgledne ryzyko wystapienia HF miedzy 0,21 a 0,31 [113-115]. Ochronne dziatanie
deksrazoksanu zwigzane jest z kilkoma wewnatrzkomérkowymi mechanizmami. Wykazano,
ze wigze on Top2PB, ograniczajac zahamowanie aktywnosci tego enzymu pod wplywem
antracyklin i w efekcie czesciowo zapobiega uszkodzeniu DNA kardiomiocytow [116, 117].
Ponadto, jako chelator jonow zelaza, deksrazoksan zapobiega ich interakcji z antracyklinami,
a tym samym zmniejsza nasilenie stresu oksydacyjnego [118]. W jednym z badan klinicznym,
w ktérym oceniono zastosowanie deksrazoksanu u pacjentek otrzymujacych chemioterapie
oparta na antracyklinach z powodu raka piersi zaobserwowano rzadsze wystepowanie
obiektywnej odpowiedzi na leczenie onkologiczne (ORR) w grupie otrzymujacej deksrazoksan
- ORR wyniosta 46,8% dla deksrazoksanu oraz 60,5% dla placebo [119]. W badaniu tym nie
zaobserwowano jednak réznic w catkowitym czasie przezycia pacjentek oraz w czasie wolnym
od progresji choroby, a inne badania kliniczne i metaanalizy nie wykazaly wplywu
deksrazoksanu na odpowiedz na leczenie przeciwnowotworowe [113-115].

Szeroko badane pod katem uzytecznos$ci w pierwotnej prewencji AIC sg rowniez leki
bedace antagonistami szlakoéw neurohormonalnych o ugruntowanej pozycji w terapit HFrEF
[120]. Wyniki licznych badan do§wiadczalnych przeprowadzonych na zwierzgcych modelach
AIC wykazaty, ze inhibitory ACE (ACEIl), antagonisci receptora angiotensyny II typu 1 (ARB)
oraz antagonisci receptora dla mineralokortykoidow (MRA) moga zapobiega¢ wystapieniu lub
zmniejsza¢ nasilenie dysfunkcji skurczowej LV [83, 108]. Wyniki te zostaly nast¢pnie
potwierdzone w badaniach klinicznych, w ktorych wykazano, ze ACEI: ramipryl [121]
i enalapryl [122, 123], ARB: kandesartan [124] i walsartan [125] oraz MRA spironolakton
[126] stosowane jednoczes$nie z chemioterapia oparta na antracyklinach wykazuja dziatanie
kardioprotekcyjne, zapobiegajac przede wszystkim zaburzeniom kurczliwosci LV
obserwowanym w przezklatkowym badaniu echokardiograficznym [83, 108]. Ponadto, réwniez
zastosowanie lekow beta-adrenolitycznych (BB) — karwedilolu i nebiwololu — wykazato
w badaniach klinicznych potencjalng skutecznos¢ w pierwotnej prewencji AIC [122, 127-129].
W zwigzku z tym, kardioonkologiczne wytyczne ESC (2022) dopuszczaja mozliwo$é

zastosowania ACEI, ARB oraz BB w pierwotnej prewencji AIC u pacjentow z grup wysokiego
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i bardzo wysokiego ryzyka CTR-CVT [19]. Mozliwo$¢ zastosowania lekéw blokujgcych
wymienione uklady jest jednak w pewnym stopniu ograniczona przez dziatania niepozadane
takiej farmakoterapii, przede wszystkim ryzyko wystapienia hipotensji, ktére w populacji
pacjentow leczonych onkologicznie, podatnych na niedozywienie i odwodnienie, moze by¢
szczegblnie wysokie [108, 130-132].

Zgodnie z wytycznymi ESC u pacjentéw z grup wysokiego 1 bardzo wysokiego ryzyka
wystapienia AIC rozwazy¢ mozna takze zastosowanie inhibitorow reduktazy 3-hydroksy-3-
metyloglutrylo koenzymu A [19], ktorych potencjalng skuteczno$¢ wykazano w kilku
badaniach kohortowych oraz klinicznych [133-137].

Obecnie dostgpne metody pierwotnej profilaktyki AIC nie rozwigzaty jednak problemu
jej wystepowania. W $wietle powaznego rokowania zwigzanego z wystepowaniem
kardiomiopatii poantracyklinowej, ktéra wigzana jest z ponad 50% $miertelno$ciag w ciagu
pieciu lat od diagnozy [138], nacisk kladzie si¢ na rozwoj nowych, skutecznych metod
pierwotnej prewencji AlIC.

W ramach wtoérnej prewencji AIC podstawowe znaczenie ma odpowiednio czeste
monitorowanie pacjentow poddanych chemioterapii z wykorzystaniem antracyklin,
ukierunkowane na wczesne wykrycie CTRCD oraz wdrozenie interwencji majacych na celu
zahamowanie jej dalszej progresji, a nawet jej czg¢sciowe lub calkowite odwrdcenie [19].
Metoda obrazowania zalecang zarowno przez ESC (2022) oraz Europejskie Towarzystwo
Onkologii Klinicznej (European Society for Medical Oncology, ESMO); (2020) jest
trojwymiarowe przezklatkowe badanie echokardiograficzne, a gdy zastosowanie tej metody nie
jest dostepne, zalecane jest wykonanie dwuwymiarowego przezklatkowego badania
echokardiograficznego lub rezonansu magnetycznego serca [19, 139, 140]. Zastosowanie
wentrykulografii radioizotopowej ogranicza si¢ ze wzglgdu na narazenie pacjenta na
promieniowanie jonizujace [140]. Zalecenia dotyczace optymalnych punktéw czasowych
wykonania badania obrazowego r6znig si¢ mi¢dzy medycznymi towarzystwami naukowymi.
ESC zaleca, aby u wszystkich pacjentow otrzymujacych chemioterapi¢ oparta na
antracyklinach wykona¢ przezklatkowe badanie echokardiograficzne po 12 miesigcach od jej
zakonczenia [19]. Ponadto, u pacjentdow z grup wysokiego i bardzo wysokiego ryzyka CTR-
CVT wskazane jest aby badanie to wykona¢ dodatkowo przy co drugim cyklu chemioterapii
oraz w ciggu 3 miesiecy od zakonczenia leczenia onkologicznego. Z kolei ESMO opiera swoje
zalecenia o calkowita dawke otrzymanej przez pacjenta DOX (lub rownowazng w zakresie
kardiotoksycznosci dawke innej antracykliny) [139]. Zgodnie z tymi zaleceniami, ocen¢g LVEF
nalezy powtorzy¢é po otrzymaniu przez pacjenta catkowitej dawki DOX >250 mg/m?, nastepnie

po kazdej dodatkowej dawce 100 mg/m?, oraz po zakonczeniu leczenia onkologicznego.
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W przypadku wykrycia CTRCD zaleca si¢ zastosowanie farmakoterapii zgodnej
z wytycznymi ESC dotyczacymi postgpowania w HFrEF (2021) [16], w postaci ACEI, ARB,
MRA, BB, ARNI czy inhibitora kotransportera sodowo-glukozowego 2 (SGLT2) [19].
W obserwacyjnym badaniu przeprowadzonym przez Jensen i wsp. (2002) w niewielkiej grupie
pacjentow wykazano, ze wérod chorych z AIC u ktérych zastosowano enalapryl, wartosci
LVEF ulegty poprawie o co najmniej 15 punktéw procentowych u 88% z nich w ciggu
dziewigciu miesiecy od wlaczenia leczenia [141]. Jednoczesnie, wsrod pacjentow ktorzy nie
otrzymali zadnego leczenia, odsetek osob u ktorych doszto do spontanicznej poprawy LVEF
wyniost jedynie 8%. Z kolei w badaniu klinicznym przeprowadzonym przez Cardinale i wsp.
(2010) wykazano, ze u pacjentow u ktorych wystepowato obnizenie LVEF do wartosci <40%
zwigzane z terapig antracyklinami, zastosowanie ACEIl wraz z BB wigzato si¢ z powrotem
LVEF do prawidlowych wartosci >50% u 42% [142]. U kolejnych 13% pacjentow uzyskano
poprawe warto$ci LVEF o co najmniej 10 punktow procentowych, przy czym wartosci te nie
osiggnety >50%. Poza zastosowaniem odpowiedniej farmakoterapii, wczesne wykrycie
CTRCD i niezwloczne wigczenie leczenia jest szczegolnie istotne - w wymienionym badaniu
przeprowadzonym przez Cardinale i wsp. (2010) wykazano, ze wraz z wydtuzaniem czasu od
podania antracykliny do rozpoczgcia leczenia, odsetek osob ktore odpowiedziaty na leczenie
ulegat znacznemu obnizeniu 1 osiggat 0% gdy czas ten wynosit 6 miesiecy lub wiece;.

W ramach wtornej prewencji AIC u pacjentow z cigzka objawowa postacia CTRCD
zaleca si¢ rowniez zaprzestania leczenia onkologicznego opartego na antracyklinach [19].
Z kolei u pacjentow, u ktorych CTRCD wystepuje W postaci objawowej umiarkowanej lub
bezobjawowej cigzkiej i umiarkowanej, zastosowanie antracyklin nalezy odroczy¢ do czasu
powrotu LVEF do wartos$ci prawidtowych [19].

W monitorowaniu wystapienia AIC w wytycznych ESC (2022) [19] dopuszcza si¢ takze
zastosowanie biomarkerow takich jak cTn, BNP czy NT-proBNP, ktoére omoéwione zOstaty

w kolejnym rozdziale.
1.2.9. Biomarkery kardiotoksycznosci antracyklin

W $wietle powaznego rokowania pacjentéw z HF zwigzang z podaniem antracyklin oraz
mozliwosci skutecznego jej zapobiegania u znacznego odsetka chorych w przypadku
odpowiednio wczesnego wdrozenia adekwatnego postgpowania, poszukiwane sg czule
i specyficzne metody wykrywania i monitorowania AIC u pacjentow aktualnie otrzymujgcych
chemioterapi¢ opartg na antracyklinach, oraz u tych, ktorzy takie leczenie otrzymali
w przesztosci [143, 144]. Jest to szczegolnie istotne w kontekscie dostgpnych w przegladzie

literatury danych dotyczacych wyzszego odsetka pozytywnej odpowiedzi na wczesniej
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rozpoczete leczenie [142]. Wczesne wykrycie CTRCD daje wiec unikalng okazje do
zatrzymania jej progresji do nieodwracalnej postaci, co okre§li¢ mozna mianem strategii
wczesnej interwencji. Uzyskanie powrotu LVEF do wartosci prawidtowych zapewnia rowniez
mozliwo$¢ kontynuacji zaplanowanego leczenia onkologicznego z wykorzystaniem
antracyklin, ktore pozostaje zlotym standardem w wielu wymienionych wcze$niej typach
nowotworow zlosliwych.

Przedstawione wczesniej zalecane w wytycznych ESC (2022) oraz ESMO (2020)
konwencjonalne strategie monitorowania wystgpienia AIC poprzez kilkukrotne wykonanie
przezklatkowego badania echokardiograficznego jest jednak kosztowne i w przypadku badania
wykonywanego ambulatoryjnie - rowniez o ograniczonej dostepnosci [145]. Ponadto
odtwarzalnos$¢ jego wynikow w duzym stopniu zalezy od doswiadczenia osoby wykonujacej
badanie [146]. Dodatkowo, zgodna z wytycznymi ESC (2022) ocena LVEF w ciaggu roku od
zakonczenia chemioterapii moze nie by¢ wystarczajaca do uchwycenia CTRCD rozwijajacej
si¢ z nawet Kilkuletnim opdznieniem [147]. W opisanej powyzej pracy przeprowadzonej przez
Mulrooney i wsp. (2016) w grupie dorostych pacjentéw z historia nowotworu zto§liwego
w dziecinstwie, sposréd 7,4% chorych u ktorych wystepowata CTRCD, ponad potowa
przypadkow nie zostata wykryta przed udziatem w badaniu [41]. Celem zmniejszenia odsetka
pacjentow z wywiadem onkologicznym z niezdiagnozowang CTRCD, rozwijane sg modele
predykcyjne majace umozliwic¢ precyzyjne scharakteryzowanie chorych o najwyzszym ryzyku
wystgpienia CTRCD i objecie ich spersonalizowanym schematem monitorowania LVEF [148,
149]. Poszukiwane sg rowniez tansze i latwo dostepne metody umozliwiajace czgstsze
i dlugotrwate monitorowanie wystgpienia powiklan sercowo-naczyniowych u pacjentow,
ktorzy otrzymali chemioterapi¢ opartg na antracyklinach. Zainteresowaniem badaczy cieszg si¢
w zwigzku z tym potencjalne biomarkery oznaczane we krwi, ktorych ocena pozwolityby
przewidzie¢ rozwijajaca si¢ dysfunkcje skurczowa LV, przy wykorzystaniu stosunkowo
niewielkich srodkow finansowych [143, 144, 150, 151]. Aktualnie, wytyczne ESC (2022) oraz
ESMO (2020) dopuszczajg zastosowanie okresowego oznaczania st¢zenia ¢cTn, BNP lub NT-
proBNP celem monitorowania wystapienia powiklan sercowo-naczyniowych u pacjentow
leczonych onkologicznie [19, 139, 152].

Najlepiej poznanymi biomarkerami AIC sg troponina sercowa T (cTnT) oraz troponina
sercowa | (cTnl). W szczurzym modelu przewlektej AIC zaobserwowano, ze st¢zenia cTnl we
krwi zwierzat wykazywaly dodatnig Kkorelacje z wykladnikami kardiotoksycznoS$ci
W rezonansie magnetycznym serca, stopniem nasilenia histopatologicznych cech uszkodzenia
miokardium oraz dysfunkcjag rozkurczowa LV w badaniu echokardiograficznym [51].

W przeprowadzonej przez Michel i wsp. (2020) obszernej metaanalizie obejmujacej 61 badan
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klinicznych wykazano, ze wystgpienie podwyzszonego stezenie cTn we krwi pacjentow
podczas chemioterapii z udziatlem lekéw kardiotoksycznych, w tym antracyklin, wigzato si¢
z istotnie wyzszym ryzykiem pojawienia si¢ CTRCD [153]. W pracy tej nie dokonano jednak
oceny zalezno$ci mi¢dzy stezeniem CTn a ryzykiem pdzniejszej hospitalizacji z powodu HF
Czy zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych. W prospektywnym obserwacyjnym badaniu
przeprowadzonym przez Demissei i wsp. (2020), nieuwzglednionym w wymienione]
metaanalizie, podwyzszone stezenie CTnT we krwi w dniu zakonczenia chemioterapii
z zastosowaniem antracyklin wigzalo si¢ z dwukrotnie wyzszym ryzykiem pdzniejszego
wystgpienia CTRCD [154]. Dostepne w przegladzie literatury dane sg jednak w pewnym
zakresie niespdjne, poniewaz w niedawno opublikowanym przez Diaz-Anton i wsp. (2022)
badaniu obserwacyjnym przeprowadzonym w grupie pacjentek otrzymujgcych chemioterapig
opartg na antracyklinach z powodu raka piersi, wyzsze stezenie ¢cTnT we krwi nie wigzato si¢
z podwyzszonym ryzykiem powiklan sercowo-naczyniowych w ciggu 14 miesiecy od
rozpoczgcia leczenia [150].

Kolejnym biomarkerem szeroko badanym w konteksécie AIC jest NT-proBNP, uznany
marker prognostyczny u pacjentow z HF [155-157]. Wydaje si¢ jednak, Ze jego uzyteczno$¢
w przewidywaniu wystapienia AIC jest niewielka — w wymienionej wyzej metaanalizie
przeprowadzonej przez Michel i wsp. (2020), podwyzszone stezenie NT-proBNP we krwi nie
wigzalo si¢ z wyzszym ryzykiem wystgpienia CTRCD [153]. Podobnie, we wspomnianym
badaniu Diaz-Anton i wsp. (2022), stezenie NT-proBNP we krwi nie wykazywato korelacji
z ryzykiem wystapienia CTRCD u pacjentek leczonych z powodu nowotworu zto§liwego piersi
[150].

Inne biomarkery badane pod katem mozliwosci ich wykorzystania do przewidywania
wystapienia AIC w materiale uzyskanym od pacjentéw w ramach badan klinicznych obejmuja,
miedzy innymi, Top2p, mieloperoksydaze, MMP oraz interleuking 6 (IL-6) [143], hemoglobing
[158], C-koncowy propeptyd kolagenu typu I [159], kaspaz¢ 3 [160], czy wybrane czasteczki
mikroRNA [143, 161, 162]. Biomarkerem dotychczas nie badanym pod katem uzytecznosci
w przewidywaniu AIC, ale budzacym zainteresowanie jako nowy marker w chorobach uktadu

krazenia, jest neprylizyna [163].
1.3. Neprylizyna

Neprylizyna (NEP, CD10, neutralna endopeptydaza) to cynkozalezna metaloproteinaza
ulegajaca ekspresji w licznych ludzkich uktadach i tkankach, w tym w uktadzie moczowo-
ptciowym, pokarmowym, oddechowym, krazenia, mozgu, nadnerczach i tozysku [164, 165].

NEP wykazuje réwniez ekspresje na powierzchni limfocytow B i jako CD10 stanowi jeden
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z markeréw wykorzystywanych w diagnostyce ostrej biataczki limfoblastycznej metoda
cytometrii przeptywowej [166]. NEP jest enzymem zwigzanym z btong komoérkowa, a jej
miejsce aktywne ulokowane jest w przestrzeni pozakomorkowej, dzigki czemu uczestniczy ona
w degradacji licznych substratow znajdujacych si¢ w sSrodowisku zewnatrzkomorkowym [167].
Poprzez proteolize szeregu aktywnych biologicznie czasteczek do peptydow najczesciej
pozbawionych aktywnosci, NEP zaangazowana jest w regulacj¢ wielu uktadow hormonalnych,
przede wszystkim na poziomie tkankowym. Wsrod poznanych substratow NEP wyrdznia si¢
peptydy natriuretyczne (NP), Ang I, Ang Il, ET-1 czy bradykining, a takze glukagon,
glukagonopodobny peptyd 1, substancj¢ P, oksytocyng, peptyd B-amyloidu, adrenomeduling,
oraz somatostatyne [165]. Ponadto, w ostatnich latach wykazano, ze do polipeptydow
podlegajacych proteolizie przez NEP nalezy takze apelina wchodzaca w sktad uktadu
apelinergicznego [168].

1.3.1. Wplyw NEP na uktad peptydow natriuretycznych

Peptydy natriuretyczne petlnig w uktadzie krazenia role przeciwstawng do wiodacych
szlakow neurohormonalnych bioracych udziat w patogenezie HF — RAAS, uktadu
wazopresynergicznego oraz wspotczulnego uktadu nerwowego. Wyroznia si¢ przedsionkowy
peptyd natriuretyczny (ANP), BNP, peptyd natriuretyczny typu C (CNP), peptyd natriuretyczny
Dendroaspis (DNP), czy uroguaniling [169]. NP oddzialuja na komorki poprzez wigzanie
z transblonowymi receptorami peptydow natriuretycznych (NPR) - NPR typu A (NPRA) oraz
NPR typu B (NPRB), ktorych domena wewnatrzkomorkowa aktywuje cyklaze guanylowa
syntezujaca drugorzedowy przekaznik w formie cyklicznego monofosforanu guanozyny, ktory
z kolei aktywuje kinaze biatkowa G [169]. Interakcja NP z NPR typu C (NPRC) prowadzi
natomiast do internalizacji kompleksu peptyd-receptor i dalej wewnatrzkomorkowej degradacji
peptydu, stad NPRC stanowi jeden z mechanizmdéw obnizenia aktywnos$ci biologicznej NP
[170].

Poszczegdlne NP roznig si¢ miejscem syntezy, aktywnoscia we krwi, okresem
potowicznego pottrwania 1 powinowactwem do wymienionych wyzej receptoréw. Glownym
zrodtem ANP wystepujacego we krwi sa przedsionki serca, a bodzcem do jego uwolnienia jest
przede wszystkim zwigkszenie stopnia rozciagnigcia ich $cian [171]. ANP w poréwnaniu do
innych NP charakteryzuje si¢ najwyzsza aktywnoscig we krwi, przy jednoczesnie najkrétszym
okresie péttrwania [170]. Drugim NP silnie zwigzanym z hormonalng regulacjg uktadu krazenia
jest BNP, wydzielany przez kardiomiocyty komor serca pod wptywem zwiekszonego
naprezenia $cian komér w warunkach patofizjologicznych [172]. BNP charakteryzuje si¢

nizszymi st¢zeniami jakie osigga we krwi, przy jednoczes$nie dtugim okresie pottrwania [170].
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Peptydy natriuretyczne, przede wszystkim ANP i BNP, charakteryzujg si¢ Szerokim
zakresem oddziatywan kardioprotekcyjnych — nasilaja diureze 1 natriurezg, pobudzaja
wazodylatacje oraz wykazuja bezposrednie dziatanie hamujace RAAS poprzez zmniejszenie
syntezy reniny [173-175]. Ponadto, peptydy te, oddzialujac bezposrednio w obrebie migsnia
sercowego, wykazujg dziatanie ochronne przed hipertrofig kardiomiocytow, rozplemem
fibroblastow i wildknieniem $roédmigzszowym [173-175]. W badaniach doswiadczalnych
z wykorzystaniem modeli zwierzgcych wykazano, ze zar6wno ANP, jak i BNP, poprzez
interakcje z NPRA hamujg hipertrofi¢ kardiomiocytow i proliferacje fibroblastow indukowang
przez RAAS [176].

Oddziatywanie NEP na peptydy natriuretyczne stanowi gltoéwny mechanizm ich
dezaktywacji [176]. Ze wzgledu na budowg miejsca aktywnego, NEP wykazuje rdzny stopien
powinowactwa do NP: najwyzsze powinowactwo dotyczy ANP oraz CNP, podczas gdy
powinowactwo wzgledem BNP jest wzglednie niskie [165]. Zgodnie z tym wykazano, ze
zahamowanie aktywnosci NEP u ludzi zwigzane jest ze zwigkszeniem aktywnos$ci krazacych
NP, przede wszystkim ANP [177, 178].

1.3.2. Wplyw NEP na RAAS

Neprylizyna wykazuje wysokie powinowactwo wobec Ang II, powodujac jej proteolizg
do nieaktywnych peptydoéw [165]. U zdrowych ochotnikow poddanych infuzji Ang II, z ktorych
czes¢ przyjmowala jednoczes$nie inhibitor neprylizyny (NEPI) — kandoksatril, w grupie
otrzymujacej NEPI zaobserwowano istotnie wyzsze osoczowe stg¢zenia Ang Il oraz nasilenie
odpowiedzi presyjnej w postaci wzrostu warto$ci skurczowego i rozkurczowego ci$nienia
tetniczego (BP) [179]. NEP stanowi zatem wazny element ograniczajagcy nadmierng aktywno$¢
szkodliwego ramienia RAAS: ACE/Ang II/AT-R1. Ponadto, NEP, podobnie jak ACE2,
oddziatuje takze na Ang I, a efektem tego odziatywania jest synteza Ang 1-7, wchodzacej
w sktad kardioprotekcyjnego ramienia RAAS: Ang-1-7/MasR [180]. W zwiazku z powyzszymi
zaleznosciami, wplyw NEP na uktady hormonalne biorgce udzial w regulacji uktadu krazenia
uznaje si¢ za dwukierunkowy, poniewaz enzym ten prowadzi do obnizenia biodostgpnosci
kardioprotekcyjnych peptydow natriuretycznych, jednoczesnie ograniczajac niepozadane

w chorobach uktadu krazenia oddziatywanie RAAS.
1.3.3. Ekspresja NEP w chorobach uktadu krazenia

Ekspresja neprylizyny w migéniu sercowym jest w warunkach fizjologicznych
wzglednie niska, w por6wnaniu do uktadu moczowo-ptciowego czy pokarmowego [163]. Dane
literaturowe dotyczace zmian ekspresji i aktywno$ci NEP w chorobach uktadu krazenia
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pozostajg znacznie ograniczone i niespojne, I pochodza przede wszystkim z badan
przeprowadzonych w modelach zwierzecych. Knecht i wsp. (2002) w szczurzym modelu
HFrEF zaobserwowali istotne zwigkszenie tkankowej ekspresji matrycowego kwasu
rybonukleinowego (MRNA), poziomu biatka oraz aktywno$ci enzymatycznej NEP w nerkach
zwierzat do$wiadczalnych [181]. Abassi i wsp. (1995) w szczurzym modelu HFrEF
zaobserwowali obnizenie ekspresji MRNA i aktywnos$ci enzymatycznej NEP w tkance ptucne;j
zwierzat ze zdekompensowana HF, przy jednoczesnym braku zmian w zakresie tych
parametrOw w nerkach zwierzat doswiadczalnych [182]. Z kolei Pavo i wsp. (2020) u $win
z pozawatowag HFrEF zaobserwowali ogdélnoustrojowe obnizenie ekspresji mMRNA, poziomu
bialka i aktywnosci enzymatycznej NEP, ktore byto szczegdlnie zaznaczone w obrebie kory
czotowej, dwunastnicy oraz nerek [183]. W migéniu sercowym zwierzat zaobserwowano
natomiast obnizenie aktywnosci i poziomu biatka NEP, bez istotnych réznic w zakresie
ekspresji jej mMRNA. Z kolei w badaniu przeprowadzonym na niewielkiej grupie pacjentow
z idiopatyczng kardiomiopatig rozstrzeniowa i obnizong LVEF, Arrigo i wsp. (2018)
zaobserwowali 1,5-krotne zwigkszenie ekspresji mRNA NEP w obrgbie tkanek LV [184].

1.3.4. Neprylizyna jako biomarker

Neprylizyna, wystepujaca przede wszystkim w postaci zwiazanej z blong komodrkowa,
ulega rowniez ztuszczaniu z powierzchni komorek przy udziale dezintegryny i metaloproteazy
17 [185] oraz obecna jest w uwalnianych przez komorki egzosomach [183]. W takiej, tak
zwanej rozpuszczalnej postaci (SNEP), ktora pozostaje aktywna enzymatycznie, wystepuje ona
we krwi, moczu i ptynie wewnatrzstawowym [167]. Badanie przeprowadzone przez Arrigo
i wsp. (2018) na niewielkiej grupie pacjentow z HF dostarczyto dowodow, ze u pacjentow
z HFrEF komory serca stanowig gtdéwne zrodto SNEP we krwi [184]. W pracy tej wykazano
bowiem, ze U tych chorych aktywno$¢ enzymatyczna oraz stezenie SNEP we krwi pobranej
z zatoki wiencowej bylo trzykrotnie wyzsze niz we krwi uzyskanej z zyty tokciowej, czego nie
obserwowano w przypadku pacjentow z HFpEF. Ponadto, w pracy uwzgledniono opis dwoch
przypadkow pacjentow poddanych wszczepieniu sztucznego serca, u ktorych po usunieciu
komor serca zaobserwowano gwaltowne obnizenie stezenia SNEP we krwi, ktore w ciagu
kolejnych 6 tygodni ulegto jedynie czesciowemu wzrostowi. Vodovar i wsp. (2015) wykazali
natomiast, ze chorzy ze zdekompensowang HF charakteryzowali si¢ nizszym st¢zeniem sNEP
niz ci ze stabilng chorobg [186]. Jednoczesnie, rowniez aktywno$¢ enzymatyczna sNEP byta
u tych pacjentow istotnie nizsza, co autorzy powigzali z hamujgcym oddziatywaniem wysokich

stezen BNP na aktywno$¢ tego enzymu.
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W ostatnich latach opublikowanych zostato kilka badan dotyczacych roli SNEP jako
biomarkera w chorobach uktadu krazenia, przedstawiajacych rozbiezne wyniki. Bayes-Genis
I wsp. (2015) w grupie ponad tysiagca pacjentow z HFrEF wykazali, ze wyzsze stezenie SNEP
we Krwi stanowito czynnik ryzyka hospitalizacji z powodu zaostrzenia choroby podstawowej
oraz $miertelno$ci z przyczyn sercowo-naczyniowych [187]. W badaniu nie zaobserwowano
jednak korelacji miedzy stezeniem SNEP a wartosciami LVEF, nasileniem objawow
w klasyfikacji wg. Nowojorskiego Towarzystwa Kardiologicznego (NYHA), czy stezeniem
NT-proBNP we krwi. W badaniu przeprowadzonym przez Nunez i wsp. (2017) w grupie 1021
pacjentow z HF (87,6% HFrEF) wykazano, ze wyzsze st¢zenie SNEP we krwi zwigzane byto
ze zwigkszonym ryzykiem hospitalizacji z jakiejkolwiek przyczyny [188]. Stezenie SNEP nie
byto jednak skorelowane z cigzko$cig dysfunkcji skurczowej LV.

W badaniu przeprowadzonym u pacjentow z HFpEF, st¢zenie SNEP nie byto istotnie
powiazane z ryzykiem hospitalizacji z powodu choroby podstawowej, ryzykiem zgonu, czy
stopniem wydolnosci czynnosciowej pacjentow [189]. Podobnie, w grupie pacjentéw
z MI z uniesieniem odcinka ST nie wykryto réznic w stezeniu SNEP we krwi migdzy wczesng
faza zawalu a miesigc po reperfuzji oraz nie stwierdzono zwigzku miedzy stezeniem SNEP
wynikiem leczenia po roku od MI [190]. W grupie 694 pacjentow z chorobg wiencowsg
poddanych przezskornej interwencji wiencowej st¢zenia sSNEP nie byly zwigzane
z dlugoterminowa S$miertelno$cig ani wystgpieniem powaznych incydentéw sercowo-
naczyniowych [191]. Jednak w badaniu tym w podgrupie pacjentow z LVEF <40% stezenie
SNEP we krwi bylo pozytywnie skorelowane z wyzszym ryzykiem zgonu z jakiejkolwiek
przyczyny. W badaniu przeprowadzonym w grupie pacjentdw z pozaszpitalnym zatrzymaniem
krazenia wyzsze stezenie SNEP we krwi wigzato si¢ z wyzszym ryzykiem zgonu [192].
W obejmujacym ponad 1500 uczestnikow badaniu przeprowadzonym przez Reggy i wsp.
(2019) w populacji ogodlnej zaobserwowano, ze u 0s6b z czynnikami ryzyka sercowo-
naczyniowego takimi jak nikotynizm, dyslipidemia, HTN czy dysfunkcja rozkurczowa LV
wystepowaly nizsze stezenia SNEP we krwi [193]. Nie wykazano jednak istotnej korelacji

miedzy SNEP a ryzykiem wystapienia HF badZ zgonu.
1.3.5. Farmakologiczne zahamowanie aktywnosci NEP w HF

W  badaniach klinicznych przeprowadzonych z udzialem pacjentow z HFrEF
obserwowano korzystny wplyw infuzji peptydow natriuretycznych na nasilenie natriurezy,
wyrownanie bilansu pltyndéw, ograniczenie wystgpowania objawow HF oraz poprawe
parametrow hemodynamicznych takich jak obj¢tos¢ wyrzutowa lewej komory serca (SV), czy

ci$nienie zaklinowania w tetnicy phlucnej [194-196]. W zwiazku z omowionym wyzej
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hamujacym wptywem NEP na aktywno$¢ NP, podj¢to badania dotyczace mozliwosci
zastosowania NEPI celem poprawy biodostepnosci peptydéw natriuretycznych u pacjentow
z HF. W przeprowadzonych wiele lat temu licznych badaniach do§wiadczalnych w zwierzecych
modelach HF pod wptywem podania NEPI u zwierzat obserwowano oczekiwane zwiekszenie
aktywnos$ci ANP oraz BNP we krwi, zwiekszenie st¢zenia cGMP w moczu oraz nasilenie
natriurezy [197-203]. W dalszych badaniach doswiadczalnych wykazano korzystny wptyw
podania NEPI na ograniczenie spadku pojemnosci minutowej serca (CO) i zahamowanie
wzrostu wewnatrzkomorowego ci$nienia koncoworozkurczowego w szczurzym modelu
pozawatowej HFrEF [204], ograniczenie hipertrofii mig$nia sercowego u SzCzZUrow
spontanicznie nadcisnieniowych (SHR) [205, 206] oraz organicznie hipertrofii i przebudowy
mig$nia sercowego u szczurow z HF zwigzang z przecigzeniem objgtosciowym serca w wyniku
obecnosci przetoki miedzy aortg a zytg gtowna [207].

Badania kliniczne fazy | potwierdzity nastgpnie zwigkszenie aktywnos$ci NP
u pacjentow z cigzka HF przyjmujacych NEPI: kandoksatrylat [208], racekadotryl [209] oraz
ekadotryl [210], przy akceptowalnym profilu dziatan niepozadanych. W wymienionych
badaniach nie obserwowano istotnych korzys$ci klinicznych z zastosowanej terapii.
Randomizowane, kontrolowane placebo badanie kliniczne dotyczace zastosowania ekadotrylu
u pacjentow z HFrEF, do ktorego zrekrutowano 279 chorych, zostato przedwczesnie przerwane
z powodu braku ewidentnych korzysci klinicznych z zastosowanej terapii, w zestawieniu
Z wystapieniem u pacjentow w grupie otrzymujacej ekadotryl siedmiu zgonéw, przy czym dwa
z nich spowodowane byly wystapieniem pancytopenii [211]. Ze wzgledu na zniechgcajace
wyniki badan klinicznych oraz podejrzenie wystepowania nieakceptowalnego profilu dziatan
niepozadanych, dalsze badania nad zastosowaniem NEPI w monoterapii w HF zostaly
zarzucone. Niepowodzenie zastosowania monoterapii NEPlI w HF wigze si¢ aktualnie
z przeciwstawnym wptywem NEP na uklady hormonalne regulujace uktad krazenia
i niezamierzong nadmierng aktywacja osi ACE/Ang II/AT-R1 u przyjmujacych te leki chorych
[212].

Celem ograniczenia aktywacji RAAS, w dalszych badaniach klinicznych oceniono
zastosowanie omapatrilatu, jednoczesnego inhibitora NEP oraz ACE. W randomizowanym
badaniu klinicznym IMPRESS wykazano, ze w poréwnaniu do ACEI lisinoprylu, zastosowanie
omapatrilatu u pacjentow z HFrEF wigzalo si¢ nizszym ryzkiem wystgpienia ztozonego punktu
koncowego w postaci zgonu, hospitalizacji lub zakonczenia udziatu w badaniu ze wzgledu na
zaostrzenie HF [213]. Z kolei badanie kliniczne OVERTURE nie wykazato wyzszosci terapii
z zastosowaniem omapatrilatu nad ACEI enalaprylem, a w grupie pacjentdw otrzymujacych

omapatrilat odnotowano czgstsze wystepowanie obrzeku naczynioruchowego [214]. Podobnie,

40



w badaniu klinicznym OCATVE, porownujgcym zastosowanie omapatrilatu do enalaprylu
u pacjentow z dotychczas nieleczonym badz stabo kontrolowanym HTN, w grupie chorych
otrzymujacych omapatrilat wykazano istotnie wyzsze ryzyko wystgpienia obrzgku
naczyniowego [215]. Czestsze wystepowanie wymienionego dziatania niepozgdanego uznaje
si¢ za zwigzane ze zwigkszong aktywnoscig bradykininy, ktéra ulega metabolizmowi pod
wptywem zarowno ACE, jak i NEP [216, 217]. W zwiazku z niekorzystnym profilem dziatan
niepozadanych 1 niejasnymi wynikami badan dotyczacymi korzysci klinicznej z jego
zastosowania, omapatrilat nie uzyskal zatwierdzenia przez FDA [218].

Kolejnym ocenionym w badaniach klinicznych potaczeniem lekowym bylo ARNI
(potaczenie NEPI oraz ARB), w przypadku ktérego oczekiwano nizszego ryzyka wystgpienia
obrzeku naczynioruchowego ze wzgledu na brak jednoczesnego hamowania aktywnos$ci NEP
i ACE. ARNI wprowadzono do standardow postepowania u pacjentow z HFrEF w oparciu
0 wymienione wyzej badanie kliniczne PARADIGM-HF, w ktérym poréwnano zastosowanie
ARNI i enalaprylu u pacjentow z HFrEF NYHA 11, 111 lub 1V [15]. Badanie zostato zakonczone
przedwczesnie ze wzgledu na obserwowanag wyrazng wyzszo$cig ARNI nad enalaprylem
w obnizaniu ryzyka hospitalizacji z powodu zaostrzenia HF oraz ryzyka zgonu z przyczyn
sercowo-naczyniowych. Jednoczesnie, ARNI charakteryzowato si¢ w tym badaniu
korzystniejszym od enalaprylu profilem dziatan niepozadanych (nizsze ryzyko wystgpienia
przewlektego kaszlu, wzrostu stgzenia kreatyniny we krwi oraz hiperkaliemii, porownywalne
ryzyko wystapienia obrzeku naczynioruchowego), z wyjatkiem objawowej hipotensji, ktora
wystepowata W grupie pacjentow przyjmujacych ARNI istotnie czesciej. Aktualnie jedynym
stosowanym Kklinicznie przedstawicielem grupy ARNI jest sakubitryl/walsartan [17].
Podsumowanie mechanizmu dziatania ARNI przedstawiono schematycznie na Rycinie 2.

W zwigzku z sukcesem zastosowania ARNI u chorych z HFrEF, prowadzone sg liczne
badania dotyczace potencjalnych korzysSci z zastosowania tego polaczenia lekowego w innych
jednostkach chorobowych. Rola ARNI w HFpEF, pomimo zache¢cajacych wynikow badan
przeprowadzonych na zwierzecych modelach [219-222], pozostaje nicjasna, poniewaz duze,
wieloosrodkowe badanie kliniczne PARAGON-HF, poréwnujace zastosowanie ARNI do ARB
u pacjentow z HFpEF, nie wykazalo roznic w zakresie ryzyka hospitalizacji lub zgonu
Z przyczyn sercowo-naczyniowych pomigdzy grupami [223]. W innych badaniach
doswiadczalnych wykorzystujacych zwierzece modele wykazywano potencjalng korzys¢
z zastosowania ARNI w zapaleniu mig¢$nia sercowego [224], przewlekltej chorobie nerek [225],
migotaniu przedsionkéw [226, 227] oraz MI [228-238]. Ponadto, w zwiazku z obserwowanym
w badaniach doswiadczalnych i klinicznych kardioprotekcyjnym dziataniem ARNI, w ciggu
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ostatnich kilku lat przeprowadzono szereg badan dotyczacych zastosowania tego potaczenia

lekowego w pierwotnej prewencji AIC, ktore zostaty opisane w dalszej czgsci niniejszej pracy.

8 zahamowanie - NEPI

ﬁ aktywacja - NEPI

angiotensynogen

renina

x zahamowanie - ARB nieaktywne peptydy

i aktywacja - ARB

natriureza ﬁ wazokonstrykcja “ wazodylatacja ﬁ

wazodylatacja reabsorpcja jonéw sodu natriureza

| aktywnosci reniny dziatanie prozapalne dziatanie przeciwzapalne
| wloknienia miokardium 1 wioknienia miokardium | wioknienia miokardium
| hipertrofii m. sercowego 1 hipertrofii m. sercowego | hipertrofii m. sercowego

Rycina 2. Schemat mechanizmu dziatania ARNI. Przygotowano na podstawie: Sobiborowicz-Sadowska
i wsp. (2023) [44]. ACE — enzym konwertujqgcy angiotensyne, ACE2 —enzym Konwertujqgcy angiotensyne
typu 2, Ang 1-7 — angiotensyna 1-7, Ang | — angiotensyna I, Ang Il — angiotensyna Il, ANP —
przedsionkowy peptyd natriuretyczny, ARB — antagonista receptora angiotensyny I, ATR1 — receptor
angiotensyny Il typu AT:;, ATR2 — receptora angiotensyny Il typu ATz, BNP — mozgowy peptyd
natriuretyczny, cGMP — cykliczny monofosforan guanozyny, CNP — peptyd natriuretyczny typu C, GC
— cyklaza guanylowa, GTP — trojfosforan guanozyny, m. — migsnia, MasR — receptor typu Mas, NEP —
neprylizyna, NEPI — inhibitor neprylizyny, NPR — receptor peptydow natriuretycznych, PKG — kinaza

biatkowa G, T— zwigkszenie, I — zmniejszenie.
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1.3.6. Farmakologiczne zahamowanie aktywnosci NEP w prewencji AIC

Dostepne w przegladzie literatury dane dotyczace zastosowania ANRI w pierwotnej
prewencji AIC pochodzag z badan doswiadczalnych przeprowadzonych w modelach
zwierzecych, przede wszystkim szczurzych i mysich. W pierwszym dost¢pnym doniesieniu,
Xia i wsp. (2017) w mysim modelu przewlektej AIC wykazali ograniczenie dysfunkcji
skurczowej 1 zwtoknienia migs$nia sercowego zwigzanych z podaniem DOX u zwierzat
otrzymujacych ARNI, co jak wykazano zwigzane bylo przede wszystkim z ograniczeniem
toksycznego uszkodzenia mitochondriow w obrebie kardiomiocytow [239]. Ochronny wpltyw
ARNI przed obnizeniem LVEF zwigzanym z podaniem DOX potwierdzono w kolejnych
badaniach doswiadczalnych [95, 240], a Boutagy i wsp. (2020) w szczurzym modelu
przewlektej AIC wykazali, ze podanie ARNI w pierwotnej profilaktyce AIC byto
skuteczniejsze od monoterapii walsartanem [241]. W przeciwienstwie do opisanych badan,
Miyoshi i wsp. (2022) nie potwierdzili ochronnego wptywu zarowno ARNI, jak i walsartanu,
przed spadkiem LVEF u szczuréow otrzymujacych DOX [242]. W grupie zwierzat, ktorym
podawano ARNI, zaobserwowano jednak nizsze stezenie sercowej troponiny C i NT-proBNP
we Krwi oraz ograniczenie stresu oksydacyjnego i zwitoknienia srodmiazszowego w obrebie
LV. W mysim modelu przewlektej AIC wykazano takze korzystny wptyw podania ARNI na
zwigzane z podaniem DOX zmiany w EKG, takie jak wydtuzenie czasu trwania zespotu QRS
I wydluzenie czasu trwania odstegpu QT, czemu towarzyszyl spadek nasilenia stresu
oksydacyjnego i wzrost catkowitej aktywnos$ci enzymow przeciwutleniajacych w obrebie LV,
a takze obnizenie tkankowego poziomu cytokin prozapalnych takich jak czynnik martwicy
nowotworow a (TNF-a), interleukina 1 (IL-1), czy IL-6 [243].

We wszystkich z wymienionych badan do§wiadczalnych wykorzystujagcych mysi badz
szczury model AIC zastosowano farmakoterapie¢ ARNI w dawkach w zakresie 60-80 mg/kg
masy ciata (BW)/d, ktore jak wykazano w badaniu oceniajacym wiasciwosci
farmakodynamiczne ARNI u szczuréw szczepu SPRD, powoduja diugotrwate obnizenie
sredniego cisnienia tetniczego [244]. W zwiazku z tendencja pacjentow poddanych
chemioterapii do niskich wartosci BP, mozliwos¢ podania lekéw o wiasciwosciach
hipotensyjnych moze by¢ w tej grupie chorych ograniczona. Wsrod osob przyjmujacych ARNI
z powodu HFrEF, objawowa hipotensj¢ odnotowuje sie¢ wsrod 19 — 26% pacjentow [245, 246],
w zwigzku z czym podejmowane s3g badania dotyczace mozliwosci zastosowania
niskodawkowej terapii celem poprawy tolerancji leczenia [247-249]. Majac na uwadze to
ograniczenie, Kim i wsp. (2022) przeprowadzili badanie w mysim modelu AIC
z zastosowaniem ARNI w nizszej dawce (34 mg/kg BW/d) w zestawieniu z jednoczesnym
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podaniem inhibitora SGLT2 [250]. W badaniu wykazano skuteczno$¢ tego potgczenia
lekowego w ograniczeniu nasilenia AIC oraz $miertelnosci zwierzat. Poniewaz w grupie
zwierzat otrzymujacych ARNI bez inhibitora SGLT2 zastosowano jednak standardowa, wyzsza
dawke 68 mg/kg BW/d, praca ta nie dostarczyta danych dotyczacych efektow niskodawkowej
terapii ARNI w pierwotnej prewencji AIC. Yu i wsp. (2021) w kroliczym modelu AlC, stosujac
nizsze niz standardowe dla krolikow dawki ARNI (odpowiednio 5 oraz 10 mg/kg BW/d vs. 20
mg/kg BWI/d) [227, 229], wykazali ochronny wplyw zastosowanej farmakoterapii na
wystgpienie charakterystycznych dla AIC zmian w badaniu EKG, a takze zwigkszenie
tkankowej aktywno$ci enzyméw antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa
I katalaza w obrebie LV [251]. W oméwionym badaniu nie wykonano jednak badania
echokardiograficznego, nie dostarczajac zatem danych dotyczacych wpltywu zastosowanej
terapii na kurczliwo$¢ LV.

Aktualnie przeprowadzane jest wieloo$rodkowe, randomizowane badanie kliniczne
fazy 2 PRADAII majace na celu oceng skutecznosci zastosowania ARNII jednoczes$nie
z chemioterapig z uzyciem antracyklin u chorych z rakiem piersi w ramach pierwotnej
prewencji AIC [252]. Jednym z kryteriow wylgczenia pacjentow z badania jest wystepowanie
hipotensji przed rozpoczeciem leczenia. Oczekiwany czas zakonczenia badania szacuje si¢ na

koniec 2025 r.
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2. ZALOZENIA I CELE PRACY
2.1. Zalozenia pracy

Pogtebienie wiedzy dotyczacej zjawisk patofizjologicznych towarzyszacych toksycznemu
uszkodzeniu migénia sercowego pod wptywem antracyklin stanowi podstawe do rozwoju
nowych metod prewencji AIC oraz poszukiwania biomarkerow pomocnych w okresleniu
ryzyka wystgpienia tego dzialania niepozadanego oraz monitorowania post¢gpu choroby.
Z przeprowadzonego na potrzeby niniejszej pracy doktorskiej przegladu literatury wynika, ze
wplyw zastosowania antracyklin na ekspresje¢ MRNA, poziom biatka 1 aktywnos¢
enzymatyczng NEP w obrebie mig$nia sercowego nie zostat dotychczas oceniony. Nie badano
réwniez, czy pod wptywem podania antracyklin dochodzi do zmian stezenia i aktywnosci SNEP
we krwi. W $wietle zainteresowania sSNEP jako biomarkerem w chorobach uktadu krazenia,
zbadanie korelacji migdzy stezeniem SNEP a nasileniem uszkodzenia migénia sercowego pod
wplywem podania antracyklin pozwoli¢ moze na wyciggnigcie wnioskoOw na temat potencjalne;j

przydatnosci tej substancji jako biomarkera w AIC.

Przeprowadzone dotychczas badania w modelach zwierzgcych dotyczace zastosowania
ARNI w pierwotnej prewencji AIC wskazuja na skuteczne, kardioprotekcyjne dziatanie tego
potaczenia lekowego. W dostgepnych w przegladzie literatury badaniach wykorzystano jednak
wysokie dawki ARNI, powodujace przedtuzone obnizenie ci$nienia t¢tniczego. Jak wskazuja
dane Kliniczne, podanie ARNI wigza¢ si¢ moze z wystgpieniem objawowej hipotensji
u znacznego odsetka pacjentow, co w przypadku populacji chorych poddanych chemioterapii
moze by¢ szczegolnie silnie wyrazone. Przeprowadzone dotychczas badania doswiadczalne
dotyczace niskodawkowej terapii ARNI w pierwotnej prewencji AIC nie dostarczaja

jednoznacznych danych na temat jej dziatania kardioprotekcyjnego.

2.2. Cele pracy

Przeprowadzone badania zostaly podzielone na dwie czesci. Celem Czesci I badania byta
ocena wptywu podania DOX na ekspresj¢ MRNA, poziom biatka i aktywno$¢ enzymatyczna
NEP w obrgbie LV oraz na stezenie i aktywnos$¢ sNEP w surowicy W zwierzgcym modelu ostrej
(Czes¢ 1a) 1 przewlektej (Czgsc Ib) AlC, a takze ocena wystepowania zaleznosci pomigdzy tymi
parametrami a nasileniem kardiotoksycznosci. Celem Cze$ci II badania byta ocena wptywu
farmakoterapii z zastosowaniem ARNI w niskiej dawce na stopien nasilenia
kardiotoksyczno$ci w zwierzgcym modelu przewlektej AlIC.
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Cele szczegdlowe rozprawy w Czesci 1a:

1.

Zbadanie wptywu podania DOX na ekspresjc mMRNA, poziom biatka i aktywnosc¢
enzymatyczng NEP w LV zwierzat doswiadczalnych w modelu ostrej AlIC.

Zbadanie wptywu podania DOX na st¢zeniec i aktywno$¢ enzymatyczng SNEP
w surowicy zwierzat doswiadczalnych w modelu ostrej AIC.

Ocena wystgpowania zaleznosci migdzy ekspresja MRNA, poziomem biatka
i aktywnoscig enzymatyczng NEP w LV zwierzat doswiadczalnych a stopniem nasilenia
zmian w badaniu echokardiograficznym i histopatologicznym zwiazanych z podaniem
DOX w modelu ostrej AIC.

Ocena wystepowania zaleznosci migdzy stezeniem i aktywnoscig enzymatyczng sNEP
w surowicy zwierzat do$wiadczalnych a stopniem nasilenia zmian w badaniu
echokardiograficznym i histopatologicznym zwigzanych z podaniem DOX w modelu
ostrej AIC.

Cele szczegolowe rozprawy w Czeéci Ib:

1.

Zbadanie wptywu podania DOX na ekspresjc mRNA, poziom biatka i aktywno$é¢
enzymatyczng NEP w LV zwierzat doswiadczalnych w modelu przewlektej AIC.
Zbadanie wptywu podania DOX na stezenie i aktywno$¢ enzymatyczng SNEP
W surowicy zwierzat do§wiadczalnych w modelu przewlektej AlC.

Ocena wystgpowania zaleznosci mig¢dzy ekspresja mRNA, poziomem biatka
i aktywnos$cig enzymatyczng NEP w LV zwierzat do§wiadczalnych a stopniem nasilenia
zmian w badaniu echokardiograficznym 1 histopatologicznym zwigzanych z podaniem
DOX w modelu przewlektej AIC.

Ocena wystepowania zaleznos$ci migdzy stezeniem i aktywnoscig enzymatyczng sNEP
w surowicy zwierzat do$wiadczalnych a stopniem nasilenia zmian w badaniu
echokardiograficznym i histopatologicznym zwigzanych z podaniem DOX w modelu

ostrej AIC.

Cele szczegolowe rozprawy w Czesci 11:

1.

Zbadanie wptywu dozotagdkowego podania sakubitrylu/walsartanu w niskiej dawce na
stopien nasilenia biochemicznych, echokardiograficznych, elektrokardiograficznych

oraz histopatologicznych wyktadnikow kardiotoksycznosci w modelu przewlektej AIC.
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3. MATERIAL I METODY
3.1. Ogolna charakterystyka zwierzat

Celem uzyskania zwierzecego modelu kardiotoksycznos$ci antracyklin, w niniejszej pracy
doktorskiej zdecydowano si¢ na wykorzystanie szczurow wedrownych szczepu SPRD, ktore
obok myszy i innych szczepdw szczura stanowig jeden z najczesciej wykorzystywanych modeli
zwierzgcych w badaniach doswiadczalnych dotyczacych AIC [62, 63]. Wykorzystanie modelu
szczurzego umozliwia pozyskanie wigkszej objetosci krwi i materiatu tkankowego do badan
histopatologicznych, biochemicznych i metodami biologii molekularnej w poréwnaniu
z modelem mysim [253]. Ponadto, wigksze U SzCzura niz u myszy rozmiary struktur
wewnetrznych serca zapewniajg lepsze warunki do wykonania badania echokardiograficznego.

Badania przeprowadzone zostaly na 12-tygodniowych samcach szczura szczepu SPRD.
Doswiadczenia przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Unii Europejskiej dotyczacymi opieki
i wykorzystania zwierzat laboratoryjnych (Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady
2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r.) i uzyskaty one zgodg II Lokalnej Komisji Etycznej do
Spraw Do$wiadczen na Zwierzetach w Warszawie (Uchwata nrt WAW2/031/2021). Wszystkie
zwierzgta pochodzity z Centralnego Laboratorium Zwierzat Doswiadczalnych w Centrum
Badan Przedklinicznych i Technologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego przy ul.
Stefana Banacha 1B w Warszawie.

Zwierzeta przebywaly w pomieszczeniu z wentylacjag mechaniczng, regulowang doba
swietlng (12h/12h), regulowang temperaturg (20-24 °C) i wilgotno$cia 55% (£10%). Szczury
utrzymywane byty po cztery osobniki w standardowych klatkach plastikowych z metalowymi
pokrywami, ze swobodnym dostepem do wody pitnej oraz standardowej paszy dla zwierzat
laboratoryjnych. We wszystkich klatkach znajdowaty si¢ wzbogacenia srodowiska w postaci
plastikowych czerwonych, transparentnych domkow dla szczuréw oraz papierowych rurek.

W Tabeli 3. przedstawiono podziat wykorzystanych w niniejszej pracy doktorskiej grup
zwierzat. Liczebno$¢ osobnikow w grupach doswiadczalnych oraz kontrolnych ustalono
W oparciu o modelowanie w programie G*Power 3.1. Do wykonania obliczef przyj¢to Srednig
warto$¢ LVEF wynoszaca 60%+7% w grupie kontrolnej i zmiang o 15% jako zmiang istotng
statystycznie dla dwuczynnikowej analizy wariancji z powtarzanymi pomiarami wewnatrz

grupy, przy zatozeniach: wielkos¢ efektu f— 0,25; poziom o — 0,05; moc testu — 0,9.
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Tabela 3. Grupy zwierzat doswiadczalnych uzyte w pracy doktorskie;j.

Cze$¢ badania  Grupa Liczebnos$¢ Interwencja roznicujaca
| Do$wiadczalna ~ n=8 DOX i.p.
a
Kontrolna n=8 NaCl i.p.
Do$wiadczalna =8 (+3 DOX i.p.
Ib dodatkowe)
Kontrolna n=8 NacCl i.p.
| Do$wiadczalna ~ n=8 Sakubitryl/walsartan p.o.
Kontrolna n=8 NaCl p.o.

DOX — doksorubicyna, i.p. — dootrzewnowo, NaCl — chlorek sodu, p.o. - dozotgdkowo

3.2. Procedury badawcze
3.2.1. Przebieg badania

3.2.1.1. Czes¢ la - model ostrej AIC

Przebieg badania w Cze¢sci la przedstawiony zostal schematycznie na Rycinie 3.
W pierwszej dobie badania zwierzgta poddane zostaly badaniu echokardiograficznemu
w znieczuleniu ogélnym poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy w dawce 75 mg/kg BW
wraz z ksylazyna w dawce 7 mg/kg BW. Nastepnie osobniki z grupy kontrolnej otrzymaty
iniekcje 0,9% chlorku sodu (NaCl) i.p., natomiast osobniki z grupy doswiadczalnej — iniekcje
DOX i.p. w dawce 20 mg/kg BW. Po uptynigciu doby od iniekcji zwierzgta poddane zostaty
ponownemu badaniu echokardiograficznemu w znieczuleniu ogdlnym, a nastgpnie u§miercone
celem pobrania tkanek do oceny histopatologicznej oraz analizy biochemicznej i metodami
biologii molekularnej. Podsumowanie parametrow ocenianych w Czg¢sci Ia przedstawiono
w Tabeli 4.

Grupa kontrolna, n=8 Grupa do$wiadczalna, n=8
| 24 godziny > | 24 godziny >
Doba 1 Doba 2 Doba 1 Doba 2
ECHO ECHO ECHO ECHO
0,9% NaCl i.p. Pobranie tkanek DOX 20 mg/kg i.p. Pobranie tkanek

Rycina 3. Przebieg badania w Cze$ci Ia. DOX — doksorubicyna; ECHO — badanie echokardiograficzne,

i.p. — dootrzewnowo, n — liczebnos¢ osobnikéw, NaCl — chlorek sodu.
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Tabela 4. Parametry oceniane w Czesci Ia.

Etap oceny Metoda oceny Struktura/ tkanka Oceniane parametry
Przyzyciowo, Badanie LV LVIDd, LVIDs, LVFS,
1 oraz 2 doba echokardiograficzne LVEF, HR, SV, CO
Waga laboratoryjna Serce HW
Suwmiarka Ko$¢ piszczelowa  TL
Badanie LV Indeks uszkodzenia
histopatologiczne miokardium
Pobrane tkanki ELISA LV Poziom biatka NEP
Surowica Stezenie sSNEP
RT-PCR LV Ekspresja mRNA NEP
Fluorometryczny test ~ Surowica Aktywnos¢
enzymatyczny LV enzymatyczna NEP

CO — pojemnos¢ minutowa serca, ELISA — test immunoenzymatyczny, HR — rytm serca, HW — masa
serca, LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory serca, LVFS — frakcja skracania lewej komory serca,
LV — lewa komora serca, LVIDs — wymiar korncowoskurczowy lewej komory serca, LVIDd — wymiar
koncoworozkurczowy lewej komory serca, mRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy, NEP —
neprylizyna, RT-PCR — reakcja faricuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym, SNEP — wolha

neprylizyna, SV — objetosé¢ wyrzutowa lewej komory serca, TL — diugosé kosci piszczelowe.

3.2.1.2. Cze$é Ib - model przewlektej AIC

Przebieg badania w Czesci Ib przedstawiony zostal schematycznie na Rycinie 4.
W zwiazku z wystepujaca w grupie do§wiadczalnej wysoka §miertelnoscig zwierzat, do grupy
tej wlaczono dodatkowe trzy osobniki, do catkowitej liczby 11 zwierzat. W pierwszej dobie
badania zwierzeta poddane zostaty badaniu echokardiograficznemu w znieczuleniu og6lnym
poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy w dawce 75 mg/kg BW wraz z ksylazyng w dawce
7 mg/kg BW. Nastepnie osobniki z grupy kontrolnej otrzymaty iniekcje 0,9% NacCl i.p.,
natomiast osobniki z grupy doswiadczalnej — iniekcje DOX i.p. w dawce 5 mg/kg BW. Iniekcje
powtarzane byty w odstepach tygodniowych, do catkowitej liczby czterech iniekcji. Po uptywie
siedmiu dni od ostatniej iniekcji zwierzeta poddane zostaly ponownemu badaniu
echokardiograficznemu w znieczuleniu ogoélnym, a nastgpnie usmiercone celem pobrania
tkanek do oceny histopatologicznej oraz analizy biochemicznej i metodami biologii

molekularnej. Podsumowanie parametréw ocenianych w Czgsci Ib przedstawiono w Tabeli 5.

49



Grupa kontrolna, n=8

4 tygodnie >
A
Doba 1 Doba 8 Doba 15 Doba 22 Doba 29
ECHO ECHO
0,9% NaCl i.p. 0,9% NaCl i.p. 0,9% NaCl i.p. 0,9% NaCl i.p. Pobranie tkanek

Grupa do$wiadczalna, n=11

| 4 tygodnie >

Doba 1 Doba 8 Doba 15 Doba 22 Doba 29

ECHO ECHO
DOX 5 mg/kg i.p. DOX 5Smg/kgip. |DOXS5Smgkgip. |DOXS mgkgip. 'Pobranie tkanek

Rycina 4. Przebieg badania w Czesci Ib. DOX — doksorubicyna; ECHO — badanie echokardiograficzne,

i.p. — dootrzewnowo, n — liczebnos¢ osobnikéw, NaCl — chlorek sodu.

Tabela 5. Parametry oceniane w Czesci Ib.

Etap oceny Metoda oceny Struktura/ tkanka Oceniane parametry
Przyzyciowo, 1  Badanie LV LVIDd, LVIDs, LVFS,
oraz 29 doba echokardiograficzne LVEF, HF, SV, CO
Pobrane tkanki ~ Waga laboratoryjna  Serce HW
Suwmiarka Kos¢ piszczelowa TL
Badanie LV Indeks uszkodzenia
histopatologiczne miokardium
ELISA LV Poziom biatka NEP
Surowica Stezenie sSNEP
RT-PCR LV Ekspresja mMRNA NEP
Fluorometryczny Surowica Aktywnos¢

test enzymatyczny enzymatyczna NEP

LV
CO — pojemnos¢ minutowa serca, ELISA — test immunoenzymatyczny, HR — rytm serca, HW — masa

serca, LV — lewa komora serca, LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory serca, LVFS — frakcja
skracania lewej komory serca, LVIDs — wymiar koncowoskurczowy lewej komory serca, LVIDd —
wymiar koncoworozkurczowy lewej komory serca, mMRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy, NEP —
neprylizyna, RT-PCR — reakcja taricuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym, SNEP — wolnha

neprylizyna, SV — objetos¢ wyrzutowa lewej komory serca, TL — dfugosé kosci piszczelowe.
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3.2.1.3.  Przebieq badania w Czeéci 11

Przebieg badania w Czgsci Il przedstawiony zostal schematycznie na Rycinie 5.
W pierwszej dobie zwierz¢ta poddane zostaly badaniu echokardiograficznemu oraz
elektrokardiograficznemu w znieczuleniu ogdlnym poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy
w dawce 75 mg/kg BW wraz z ksylazyng w dawce 7 mg/kg BW. Nastepnie osobniki
z wszystkich grup otrzymaty iniekcjg DOX i.p. w dawce 4 mg/kg BW. Iniekcje powtarzane
byty nastepnie w odstepach tygodniowych, do catkowitej liczby czterech iniekcji. Ponadto, od
pierwszej doby doswiadczenia zwierzeta otrzymywaly raz dziennie przez zglebnik
dozotadkowy: 0,9% NaCl w przypadku grupy kontrolnej lub sakubitryl/walsartan w dawce 20
mg/kg BW w przypadku grupy doswiadczalnej. Po uptywie siedmiu dni od ostatniej iniekcji
doksorubicyny zwierzeta poddane zostaly ponownemu badaniu echokardiograficznemu
i elektrokardiograficznemu w znieczuleniu ogdlnym, a nastgpnie u$miercone celem pobrania
tkanek do oceny histopatologicznej oraz analizy biochemicznej i metodami biologii
molekularnej. Podsumowanie parametréw ocenianych w Czesci Il badania przedstawiono
w Tabeli 6.

Grupa kontrolna, #=8

| 4 tygodnie >
| |

0,9% NaCl 1ml/d p.o.

Doba 1 Doba 8 Doba 15 Doba 22 Doba 29
ECHO ECHO

EKG DOX 4 mg/kgip. |DOX4mgkgip |DOX4mgkgip |EKG

DOX 4 mg/kg ip. Pobranie tkanek

Grupa do$wiadczalna, #=8

| 4 tygodnie >
| |

Sac/Val 20 mg/kg/d p.o.

Doba 1 Doba 8 Doba 15 Doba 22 Doba 29
ECHO ECHO

EKG DOX 4 mg/kgip. | DOX4mghkgip | DOX4mgkgip | EKG

DOX 4 mg/kg i.p. Pobranie tkanek

Rycina 5. Przebieg badania w Czgsci II. DOX — doksorubicyna; ECHO — badanie echokardiograficzne,
EKG — badanie elektrokardiograficzne, i.p. — dootrzewnowo, n — liczebnos¢ osobnikow, p.o. —

dozotqdkowo, Sac/Val — sakubitryl/walsartan.
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Tabela 6. Parametry oceniane w Czesci II.

Etap oceny  Metoda oceny Struktura/ tkanka Oceniane parametry
Przyzyciowo, Badanie LV LVIDd, LVIDs, LVFS,
1 oraz 29 echokardiograficzne LVEF, HR, SV, CO
doba Badanie Uktad QRS, QTc
elektrokardiograficzne bodzcoprzewodzacy
Waga laboratoryjna Serce HW
Suwmiarka Kos¢ piszczelowa  TL
Pobrane . .
- Badanie LV Indeks uszkodzenia
tkanki ; ) . .
histopatologiczne miokardium
ELISA Surowica Stezenie cTnl i NT-proBNP

CO — pojemnos¢ minutowa serca, cTnl — troponina sercowa |, ELISA — test immunoenzymatyczny, HR
— rytm serca, HW — masa serca, LV — lewa komora serca, LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory
serca, LVFS —frakcja skracania lewej komory serca, LVIDS — wymiar koricowoskurczowy lewej komory
serca, LVIDd — wymiar koricoworozkurczowy lewej komory serca, NT-proBNP — N-koricowy propeptyd

natriuretyczny typu B, SV — objetos¢ wyrzutowa lewej komory serca, TL — dlugosé kosci piszczelowej.

3.2.2. Dootrzewnowe iniekcje DOX

Zwierzeta z grup doswiadczalnych z Czesci 1 badania oraz grup do$wiadczalnych
i kontrolnych z Czesci II badania otrzymywaty dootrzewnowe iniekcje chlorowodorku
doksorubicyny (MedChemExpress, Nr. Kat. HY-15142). Lek w postaci proszku zawieszany
byt w wodzie destylowanej w stosunku: 10 mg chlorowodorku doksorubicyny na 1 ml wody
destylowanej. Nastepnie odmierzong objetos¢ sporzadzonego roztworu dopetniano 0,9% NaCl
do catkowitej objetosci 1 ml. Zgodnie z metodologia iniekcji dootrzewnowych u gryzoni
opisang przez Morton i wsp. (2001) oraz Coria-Avila i wsp. (2007), podczas iniekcji szczury
przytrzymywane byly w pozycji na grzbiecie z gtowa utozong ponizej poziomu jamy brzusznej,
a iniekcje podawano w okolice prawego dotu biodrowego celem ograniczenia ryzyka zdarzen
niepozadanych w postaci dojelitowego badz dopgcherzowego podania leku, badz uszkodzenia
ciggtosci jelita grubego [65, 254].

Zastosowane schematy podania DOX, przedstawione w Tabeli 7, ustalono na podstawie
opisanych w literaturze protokotow stosowanych przez innych badaczy celem uzyskania
modelu ostrej AIC w Czgsci Ia oraz modelu przewleklej AIC w Czgsci Ib oraz Czesci 1l
badania. W zwigzku z wysoka $miertelnoscig zwierzat zaobserwowang w Czesci Ib, w CzesSci

Il zdecydowano redukcji dawki DOX o 20%.
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Tabela 7. Schematy dawkowania DOX uzyte w poszczegolnych czeSciach badania.

Czesé Dawka w jednej Liczba Odstep pomiedzy Dawka
badania iniekcji iniekcji iniekcjami calkowita
Czes¢ la 20 mg/kg BW 1 - 20 mg/kg BW
Czes¢ Ib 5 mg/kg BW 4 7 dni 20 mg/kg BW
Czes¢ 11 4 mg/kg BW 4 7 dni 16 mg/kg BW

BW — masy ciala

3.2.3. Dozotadkowe podanie badanych substancji

W Czgéci Il badania zwierzeta do§wiadczalne otrzymywatly raz dziennie substancje
badane podane dozotadkowo przez zglgbnik. Wymieniong form¢ podania wybrano celem
doktadnej kontroli dawki leku otrzymanej przez kazdego z osobnikow. Pierwszego dnia
doswiadczenia podanie substancji badanych wykonano przed iniekcja DOX i.p. Podawana
substancja czynna zalezala od przynaleznosci osobnika do grupy - zwierzeta w grupie
kontrolnej otrzymywaty 1 ml 0,9% NaCl bez substancji czynnej, zwierzgta w grupie
doswiadczalnej - sakubitryl/walsartan w dawce 20 mg/kg BW/d zawieszony w 1 ml 0,9% NaCl,
a W badaniu pilotazowym - sakubitryl w dawce 9,7 mg/kg BW/d zawieszony w 1 ml 0,9%
NaCl. Doboru dawki sakubitrylu/walsartanu dokonano na podstawie badania
przeprowadzonego przez Gu i wsp. (2010), w ktorym oceniono wiasciwosci
farmakodynamiczne tego leku u szczuréw szczepu SPRD [244]. W przytoczonej pracy
wykazano, ze podanie sakubitrylu/walsartanu w dawce 20 mg/kg BW/d powodowato istotny
wzrost aktywnosci ANP we Krwi zwierzat, jednocze$nie wigzac si¢ ze slabszym i mniej
dhlugotrwatym dziataniem hipotensyjnym, w poréwnaniu do standardowo stosowanej dawki 60
mg/kg BW/d. Dawka sakubitrylu w badaniu pilotazowym zostala dobrana tak, aby byta
rownowazna pod katem zwartosci sakubitrylu podawanego zwierzetom w grupie
doswiadczalnej Czgsci Il - sakubitryl 1 walsartan w preparacie zlozonym wystepuja proporcjach
molowych 1:1, co przy niewielkiej roznicy masy molowej daje stosunek masy substancji

czynnych rowny 0,97:1 [255].
3.2.4. Badanie echokardiograficzne

Przezklatkowe badanie echokardiograficzne przeprowadzone zostalo u zwierzat
doswiadczalnych w pierwszej oraz ostatniej dobie kazdej z czg¢sci badania. Bezposrednio przed
badaniem szczury poddane zostaty znieczuleniu ogoélnemu poprzez dootrzewnowe podanie

ketaminy w dawce 75 mg/kg BW wraz z ksylazynag w dawce 7 mg/kg BW. Oczy zwierzat
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zabezpieczane byly zelem nawilzajacym Vidisic (Dr Mann Pharma). Nastepnie powierzchnie
klatki piersiowej golono za pomoca maszynki elektrycznej celem zapewnienia optymalnego
przylegania sondy echokardiograficznej do skory. Zwierzeta do badania uktadane byty na
macie grzewczej na grzbiecie, z lewg konczyna przednig wyprostowang i skierowang
dogtowowo. Badanie wykonywane byto przy uzyciu aparatu Vivid i (GE Medical Systems)
zaopatrzonego w glowice sektorowa o czgstotliwosci 12 MHz (Biosense Webster Inc., Irvine,
CA, US). Protokot badania echokardiograficznego utworzony zostal w oparciu o technike
przedstawiong w pracy Sztechman i wsp. (2020) [256]. Sonda echokardiograficzna przed
badaniem pokrywana byta zelem do badan ultrasonograficznych. Obrazy rejestrowane byty
w projekcji przymostkowej w osi dhugiej (PLAX) w trybie obrazowania dwuwymiarowego
(2D), w projekcji przymostkowej w osi krotkiej (SAX) w trybie obrazowania
jednowymiarowego (M-mode) oraz w projekcji koniuszkowej pieciojamowej (A5C)
z wykorzystaniem echokardiografii dopplerowskiej z uzyciem Dopplera pulsacyjnego. Badanie
wykonane bylo przez badacza posiadajacego duze doswiadczeniec w dziedzinie

echokardiografii zwierzat laboratoryjnych.

Na podstawie uzyskanych zapisow, z wykorzystaniem oprogramowania Vivid g N BT11
(GE Medical Systems), dokonano pomiaru nast¢pujacych parametrow:
a) PLAX, 2D:
- $rednica drogi odptywu lewej komory (LVOTd),
b) SAX, M-mode:
- wymiar koncoworozkurczowy lewej komory (LVI1Dd),
- wymiar koncowoskurczowy lewej komory (LVIDS),
¢) ASC zuzyciem Dopplera pulsacyjnego:
- calka predkosci przeptywu w czasie (VTI) w drodze odptywu lewej komory,
- HR.

Metod¢ pomiaru opisanych parametréw przedstawiono na Rycinie 6. Kazdy parametr
zmierzony zostal w trzech nastepujacych po sobie cyklach pracy serca, a za warto$¢ wlasciwa

uznawano warto$¢ usredniona.
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Rycina 6. Metoda pomiaru opisywanych parametréw echokardiograficznych: A — projekcja w osi
krotkiej w trybie M-mode z wyznaczonymi: wymiarem koncoworozkurczowym lewej komory (LVIDA)
jako odcinkiem ograniczonym punktami oznaczonymi cyframi ,,2” i ,3”, oraz wymiarem
koncowoskurczowym lewej komory (LVIDs) jako odcinkiem ograniczonym punktami oznaczonym
cyframi ,,5” 1,,6”; B — projekcja w osi dtugiej z wyznaczong $rednicg drogi odptywu z lewej komory
serca (LVOTd); C — pomiar catki predkosci przeptywu w czasie (VTI) w drodze odptywu z lewej

komory serca przy uzyciu Dopplera pulsacyjnego.

Nastepnie, w oparciu o zalecenia Zacchigna i wsp. (2021) dotyczace echokardiograficznej
oceny funkcji skurczowej LV u szczuréw [257], wykonano nast¢pujace obliczenia celem

wyznaczenia:

a) frakcji skracania lewej komory serca (LVFS):

Lyps - (LVIDd - LVIDS)
- LVIDd x

gdzie: FS —frakcja skracania lewej komory serca, LVIDd — wymiar koncoworozkurczowy lewej komory

serca, LVIDs — wymiar koncowoskurczowy lewej komory serca.
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b) objetosci koncoworozkurczowej LV:

7
— 3
LVEDV = 24+ LVIDd X LVIDd

gdzie: LVEDV - objetos¢ koncoworozkurczowa lewej komory serca, LVIDd — wymiar

koncoworozkurczowy lewej komory serca.

C) objetosci koncowoskurczowej LV:

7
= — X 3
LVESV 24+ LVIDs LVIDs

gdzie: LVESV - objetos¢ koncowoskurczowa lewej komory serca, LVIDs — wymiar

koncowoskurczowy lewej komory serca.
d) LVEF:

Lypp _ WVEDV - LVESV)
- LVEDV x

gdzie: LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory serca, LVEDV — objeto$¢ koncoworozkurczowa lewej

komory serca, LVESV — objeto$¢ koncowoskurczowa lewej komory serca.

e) SV:

LVOTd>2

SV =VTI Xn( >

gdzie: SV — objetos¢ wyrzutowa lewej komory serca, VTI — catka predkosci przepltywu w czasie przez

droge odptywu z lewej komory serca, LVOTd — srednica drogi odptywu z lewej komory serca.
f) CO:
CO =SV X HR

gdzie: CO — pojemno$¢ minutowa serca, SV — objetos¢ wyrzutowa lewej komory serca, HR —rytm serca.
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3.2.5. Badanie elektrokardiograficzne

Badanie elektrokardiograficzne wykonano u wszystkich zwierzat z Czesci 11
W pierwszej oraz ostatniej dobie badania. Podczas EKG zwierzgta pozostawaty
w znieczuleniu ogolnym uzyskanym przed wykonaniem badania echokardiograficznego.
Szczury uktadane byly na grzbiecie, a ich tapy zwilzane 0,9% NaCl celem zapewnienia
optymalnego przewodnictwa mig¢dzy skorg zwierzat a elektrodami. Elektrody odprowadzen
konczynowych podtaczane byly do tap zwierzat za pomoca metalowych zaciskow. Badanie
wykonano za pomoca elektrokardiografu BTL-08 (BTL Polska). Zapis EKG rejestrowano przy
wykorzystaniu oprogramowania CardioPoint (BTL Polska). Dla kazdego o0sobnika
rejestrowano dwa zapisy elektrokardiograficzne trwajace po 10 sekund.

Na uzyskanych zapisach dokonano pomiaréw przy pomocy oprogramowania
CardioPoint (BTL Polska), zgodnie z metodologig oceny zapisu EKG u szczurdéw opisang przez
Konopelskiego i wsp. (2016) [258]. Analizie poddano zapis odprowadzenia konczynowego
dwubiegunowego Il. Ocenie poddano nastgpujace parametry: czas trwania odstgpu RR, czas
trwania zespotu QRS oraz czas trwania odstepu QT. Dla kazdego osobnika analizowano oba

uzyskane zapisy, a za warto$¢ wlasciwa uznano warto$¢ usredniong.

Na postawie uzyskanych parametrow wyznaczono Skorygowany czas trwania odstepu QT,
zgodnie ze wzorem Bazetta zmodyfikowanym dla potrzeb EKG wykonywanego u szczurow —
Kmecova i wsp. (2010) [259]:

gdzie: QTc — skorygowany czas trwania odstepu QT, QT — czas trwania odstepu QT, RR — czas trwania
odstepu RR.

3.2.6. Pobranie krwi i narzgdow

Po wykonaniu zaplanowanych badan echokardiograficznych i EKG, zwierzeta
pozostajagce w znieczuleniu ogdélnym uktadano na grzbiecie i przez II-III miedzyzebrze
wprowadzano igte do prawej komory serca celem pobrania krwi zylnej. Krew zylng w objetosci
5 ml pobierano do probowek zawierajacych dwutlenek krzemu celem przyspieszenia procesu
wykrzepiania. Po okoto 15 minutach krew odwirowywano a surowic¢ zbierano

i przechowywano w zamrazarce glgbokiego mrozenia (-80 °C) do czasu przeprowadzenia
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oznaczen biochemicznych. O wykorzystaniu w niniejszej pracy doktorskiej surowicy
zdecydowano ze wzgledu na fakt, ze stosowany w probowkach do uzyskania osocza
antykoagulant, kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), poprzez wiazanie jonow metali
stanowi inhibitor enzyméw typu metaloproteinaz, do ktorych nalezy NEP [260].

Po pobraniu krwi zylnej zwierzeta uSmiercano poprzez iniekcje Morbitalu i.p. w dawce
2 ml/kg BW. Nastepnie poprzez podtuzne nacigcie w linii przymostkowej lewej otwierano
klatke piersiowa, serca wylaniano, przeplukiwano w 0,9% NaCl, wazono i umieszczano na
szalce Petriego celem podziatu na fragmenty. Serca dzielono poprzecznym cigciem w potowie
odleglo$ci miedzy podstawa a koniuszkiem. Fragment koniuszkowy umieszczano w 10%
formalinie buforowanej celem utrwalenia do badania histopatologicznego. Pozostaty,
podstawny fragment serca dzielono nastgpnie na lewg i prawa komore, ktoére zamrazano
w cieklym azocie i przechowywano w zamrazarce glebokiego mrozenia (-80 °C) do czasu

wykonania badan biochemicznych oraz metodami biologii molekularnej.
3.2.7. Pomiar dtugos$ci kosci piszczelowej

Dhugo$¢ koSci piszczelowej (TL) oraz BW sa parametrami  powszechnie
wykorzystywanymi do oceny przerostu migénia sercowego oraz normalizacji pomiarow
echokardiograficznych w badaniach doswiadczalnych w modelach szczurzych [253, 261]. BW
podlega jednak wahaniom dobowym zwigzanym ze spozyciem pokarmu, defekacjg czy mikcja,
a ponadto w zwierzgcych modelach AIC ulega odchyleniom zwigzanym z pojawieniem si¢
kacheksji oraz wodobrzusza. W przeciwienstwie do BW, po osiagnieciu przez zwierzg
dojrzatosci TL pozostaje parametrem statym i stabilnym w czasie. Z tego wzgledu w niniejszej
pracy doktorskiej zdecydowano o wykorzystaniu TL do normalizacji nastgpujacych
parametrow: BW, masy serca (HW), SV lewej komory serca oraz CO. W celu pomiaru TL, po
zakonczeniu pobrania tkanek preparowano odcinek proksymalny i dystalny kosci piszczelowej
poprzez otwarcie stawu kolanowego od strony wig¢zadta rzepki oraz stawu skokowego od strony

$ciggna pietowego. Pomiaru dtugosci kosci dokonywano przy pomocy suwmiarki.
3.3. Badania histopatologiczne

Badania histopatologiczne przeprowadzone zostaly we wspotpracy z Katedra i Zaktadem

Patomorfologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Fragmenty serca utrwalano w 10% zbuforowanej formalinie i przeprowadzano do bloczkow
parafinowych w sposob rutynowy. Wycinki ptukano w wodzie biezacej i przeprowadzono przez

roztwory alkoholu o st¢zeniu 70% oraz 96%, alkohol absolutny, alkohol z ksylenem oraz szereg
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ksylenéw. Wycinki zatapiano w bloczki parafinowe w temperaturze 56 °C, a nastepnie krojono
na mikrotomie na skrawki grubosci okoto 4 um, ktére byly nastgpnie barwione:
a) hematoksyling i eozyna (H&E) — celem oceny morfologii kardiomiocytow oraz
obecnosci tkankowych naciekéw komorek jednojadrzastych.

b) barwieniem tréjbarwnym wg. Massona — celem oceny zwtoknienia §rodmigzszowego.

W procedurze wykonania barwienia H&E skrawki umieszczano w roztworze
hematoksyliny (Marfour) na 5 minut, a nastepnie odbarwiono poprzez zanurzenie
w zakwaszonym alkoholu etylowym. Nastepnie preparaty sptukiwano pod biezaca woda
1 umieszczano w 1% roztworze eozyny (Marfour) na 1 minute, a nastepnie oczyszczono
w wodzie destylowanej i zabezpieczono szkietkiem nakrywkowym.

Do wykonania barwienia trojbarwnego wedlug Massona wykorzystano komercyjnie
dostepny zestaw Masson Trichrome with Aniline Blue (Bio-Optica). Barwienia
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Barwienie rozpoczynano od naniesienia na
preparaty hematoksyliny zelazowej Weigherta celem wybarwienia jader komérkowych. Po
dziesieciominutowej inkubacji nadmiar barwnika odsaczano przy pomocy bibuly, a na
preparaty nanoszono roztwoér alkoholowy kwasu pikrynowego. Nastepnie, po uptynieciu
czterech minut, preparaty sptukiwano w wodzie destylowanej i pokrywano kwasna fuksyna
Ponceau Mallory’ego celem wybarwienia cytoplazmy. Po czterech minutach preparaty
sptukiwano w wodzie destylowanej i nanoszono na nie roztwor kwasu fosfomolibdenowego.
Po dziesigciominutowej inkubacji preparaty odsaczono przy pomocy bibuty i pokrywano
bickitem anilinowym celem wybarwienia tkanki tgcznej. Po 5 minutach preparaty odwadniano
w alkoholu absolutnym, a nastepnie oczyszczono w ksylenie i zabezpieczono szkietkiem
nakrywkowym.

Wszystkie preparaty zostaly zeskanowane z wykorzystaniem skanera NanoZoomer 2.0-HT
firmy Hamamatsu, a nastgpnie oceniane z uzyciem oprogramowania NDP.view2. Preparaty
ocenione zostaly przez doswiadczonego patomorfologa. Skrawki zostaly najpierw ocenione
pod matym powigkszeniem (powigkszenie skanowania 1x do 2X), a nastgpnie szczegdlowo
analizowane pod $rednim powigkszeniem (powigkszenie skanowania x20). W obrebie kazdego
preparatu oceniano strefe podnasierdziowa, srodkowa oraz podwsierdziowa. W kazdej ze stref
oddzielnie oceniono stopien cigzkosci uszkodzenia mig$nia sercowego na podstawie obecnosci
trzech parametrow: wakuolizacji cytoplazmy kardiomiocytéw, naciekow komorek
jednojadrzastych oraz zwldoknienia $rodmiagzszowego (Rycina 7), stosujac Kkryteria
podsumowane w Tabeli 8, zaadaptowane z prac Boutagy i wsp. (2020) oraz Zeiss i wsp. (2019)

[241, 262]. Maksymalna liczba punktow mozliwa do przyznania dla jednego z kryterium
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wynosita dziewie¢ punktow (po trzy punkty dla kazdej ze stref). Liczby punktow przyznane dla
kazdego z parametrow U danego osobnika byly nastgpnie sumowane celem uzyskania
sumarycznego indeksu stopnia uszkodzenia miokardium, ktoérego maksymalna warto$¢

wynosi¢ mogta 27 punktow.

Rycina 7. Zdjecia preparatow histopatologicznych migsnia sercowego. A — H&E, prawidtowy obraz,

przekrdj poprzeczny, B — H&E, prawidtowy obraz, przekr6j podtuzny, C — H&E, wakuolizacja
cytoplazmy kardiomiocytow, D — H&E, naciek komoérek jednojadrzastych, E — barwienie wg. Massona,
prawidlowy obraz, F — barwienie wg. Massona, obecnos¢ zwtoknienia srodmigzszoweg0. Powigkszenie

skanowania x20.
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Tabela 8. Histopatologiczna ocena stopnia uszkodzenia miokardium.

Oceniany parametr Stopien nasilenia Przyznawane
punkty

Nasilenie wakuolizacji Prawidtowy obraz histologiczny 0
kardiomiocytow

1-2 zwakuolizowane wtdkna w p.w. 1

3-4 zwakuolizowane wtokna w p.w. 2

>4 zwakuolizowane wtokna w p.w. 3
Nasilenie nacieku komérek  Prawidtowy obraz histologiczny 0
jednojadrzastych :

1 zgrupowanie w p.w. 1

2 zgrupowania w p.w. 2

>2 zgrupowania w p.w. 3
Nasilenie zwloknienia Prawidlowy obraz histologiczny 0
Srodmiazszowego -

1 ognisko w p.w. 1

2 ogniska w p.w.

> 2 ogniska w p.w. 3

W p.w. — W polu widzenia przy srednim powiekszeniu (powiekszenie skanowania x20)

3.4. Badania biochemiczne
3.4.1. Badania biochemiczne z surowicy

Oznaczen parametréw biochemicznych z surowicy zwierzat dos$wiadczalnych
dokonywano za pomoca komercyjnie dostepnych zestawow testow immunoenzymatycznych.
W surowicy uzyskanej od zwierzat z Czesci | badania dokonano pomiaru stezenia sSNEP (Rat
Neprilysin ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory), natomiast w surowicy uzyskanej od
zwierzat z Czesci 11 badania dokonano pomiaru stezenia cTnl (Rat Troponin I Type 3, Cardiac
ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory) oraz NT-proBNP (Rat N-terminal pro-brain
natriuretic peptide ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory). Pomiaru st¢zenia cTnl
w niniejszej pracy dokonano ze wzgledu na wyzsze stezenia tego markera obserwowane
W surowicy szczuréw przy uszkodzeniu mig$nia sercowego o réznej etiologii w porownaniu do
cTnT [263].

Pomiaré6w dokonywano zgodnie z zaleceniami producenta. Surowica zwierzat

w objetosci 40 uL oraz roztwory wzorcowe o znanym stezeniu nanoszone byty w duplikatach
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na plytke 96-dotkowa pokryta przeciwcialem pierwszorzedowym specyficznie wigzacym
oznaczany peptyd. Nastepnie do kazdego z dotkéw dodawano biotynylowane przeciwciata
wigzace oznaczany peptyd oraz streptawidyne skoniugowang z peroksydaza chrzanowsa. Po
godzinnej inkubacji w temperaturze 37 °C plytke przeptukiwano pigciokrotnie za pomoca
aparatu Bio-Plex Pro Wash Station (BioRad). Nastepnie do kazdego z dotkéw dodawano
substrat peroksydazy chrzanowej i poddawano dziesigciominutowej inkubacji w ciemnosci
w temperaturze 37 °C. W ostatnim etapie do dotkéw dodawano roztwor o kwasowym odczynie
zatrzymujacy reakcje i dla kazdego dotka odczytywano poziom absorbancji za pomocg aparatu
Imark Microplate Absorbance Reader (BioRad). Przy wykorzystaniu krzywej standardowej
dokonywano przeliczenia wartosci absorbancji dla kazdego z dotkow na odpowiadajace

stezenie badanego peptydu.
3.4.2. Badania biochemiczne lewej komory serca

Pomiaru poziomu biatka NEP w obrebie LV zwierzat do§wiadczalnych z Czgéci I badania
dokonywano za pomocg komercyjnie dostepnego zestawu testow immunoenzymatycznych
(Rat Neprilysin ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory). Pomiaréw dokonywano
zgodnie z zaleceniami producenta. Fragmenty LV homogenizowano za pomoca
automatycznego homogenizatora Tissue Lyser LT (Qiagen) w buforowanej fosforanem soli
fizjologicznej (PBS) z dodatkiem inhibitorow proteaz (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-
Aldrich) w stosunku 100 mg tkanki na 900 uL. PBS. Tak przygotowany homogenat byt

nastepnie wykorzystywany do wykonania oznaczen, zgodnie z metodyka opisang powyze;j.
3.4.3. Ocena aktywnosci NEP i sNEP

Celem pomiaru tkankowej aktywnosci NEP wykorzystano komercyjnie dostepny
fluorometryczny test enzymatyczny (Neprilysin Activity Assay Kit, MAK350, Sigma-Aldrich).
Pomiaréw aktywnosci NEP w obrgbie LV dokonywano zgodnie z zaleceniami producenta
dotagczonymi do zestawu. Fragmenty tkanki o masie 100 mg zhomogenizowano za pomoca
homogenizatora Tissue Lyser LT (Qiagen) w 800 uL dotgczonego do zestawu buforu NEP
Assay Buffer wzbogaconym o inhibitory proteaz (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich)
oraz fluorek fenylometanosulfonylu (Sigma-Aldrich). Tak przygotowane homogenaty
w objetosci 10 pl oraz roztwory wzorcowe o znanym poziomie fluorescencji nanoszone byty
w duplikatach na czarng ptytke 96-dotkowa 0 nieprzezroczystym dnie. Objetos¢ dotkow
uzupeiniana byla buforem w temperaturze 37 °C do objetosci 90 puL Nastepnie do kazdego
z dotkoéw zawierajgcego badang probke homogenatu dodawano substrat neprylizyny i ptytke

umieszczano niezwlocznie w czytniku FLUOstar Omega (BMG Labtech), w ktérym
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utrzymywano stalg temperatur¢ 37°C. Pomiaru fluorescencji w trybie Kkinetycznym
dokonywano co trzy minuty w czasie dwoch godzin. Poziom aktywnosci NEP odczytywano
jako funkcje przyrostu intensywnosci fluorescencji w czasie, w oparciu o krzywa standardowa.

Zgodnie z informacjg uzyskang od producenta, wymieniony fluorometryczny test
enzymatyczny (Neprilysin Activity Assay Kit, MAK350, Sigma-Aldrich) nie zostat przez niego
oceniony pod katem przydatnosci do oznaczenia aktywnosci SNEP w surowicy, podobnie jak
inne dostepne komercyjnie zestawy. W porozumieniu z producentem podjeto probg pomiaru
aktywnosci SNEP w surowicy zwierzat doswiadczalnych, zgodnie z opisanym powyzej
schematem. Jednak w zwigzku z wymienionymi ograniczeniami, pomimo podjecia licznych
préb, w niniejszej pracy nie udato si¢ uzyska¢ pomiaru aktywnosci enzymatycznej sNEP

W surowicy zwierzat.
3.5. Badania metodami biologii molekularnej
3.5.1. Ocena ekspresji MRNA NEP

We fragmentach tkankowych LV uzyskanych od zwierzat z Czgsci I badania dokonano
oceny ekspresji MRNA NEP za pomoca techniki reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (RT-PCR). Fragmenty serca 0 masie 100 mg zhomogenizowano w QIAzol Lysis
Reagent (Qiagen) za pomocg homogenizatora Tissue Lyser LT (Qiagen). Nastepnie dokonano
izolacji mMRNA z zastosowaniem komercyjnie dostgpnego zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen)
zgodnie z protokotem zalgczonym przez producenta. Ilos¢ uzyskanego mRNA mierzono za
pomocg spektrofotometru (BioRad). Nastepnie przeprowadzano reakcje multipleksowe
umozliwiajagce okreslenie ekspresji genu badanego (NEP) w odniesieniu do genu
referencyjnego (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, GAPDH) w jednej probie —
tak zwana metoda wzgledna (Relative Quantification). Mieszanina reakcyjna zawierala:
TagMan RNA-to-CT 1-Steep Kit, startery dla genu NEP wyznakowane barwnikiem
reporterowym FAM (TagMan Gene Expression Assay), startery dla GAPDH znakowane
barwnikiem reporterowym VIC (Applied Biosystem), wyizolowane od zwierzat mMRNA oraz
wode wolng od nukleaz traktowang piroweglanem dietylu. Objeto$¢ koncowa mieszaniny
reakcyjnej wynoszacg 50 puL poddano namnazaniu w aparacie Viia 7 (Life Technologies)
w nastepujacych warunkach: 15 sekund w -90 °C oraz 1 minuta w 60 °C przez 40 cykli.

3.6. Analiza statystyczna

Analizie statystycznej poddano dane pochodzace od zwierzat, u ktorych nie wystgpita

przedwczesna $miertelno$¢ i u ktorych wykonano wszystkie zaplanowane dla danej grupy
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badania. Zalozenia normalno$ci rozktadu zmiennych ciggtych oceniano przy pomocy testu
Shapiro-Wilka. Charakterystyki statystyczne zmiennych o rozkladzie normalnym
przedstawiano w postaci Srednich arytmetycznych wraz z ich odchyleniem standardowym
(SD). W przypadku braku rowno$ci rozktadu zmiennych, charakterystyki statystyczne
przedstawiano w postaci mediany wraz z ich rozstepem miedzykwartylowym (IQR). Zmienne
poddane pomiarowi w jednym punkcie czasowym o rozktadzie normalnym poddano ocenie za
pomocyg testu t Studenta dla prob niezaleznych, natomiast te o rozktadzie odbiegajacym od
normalnego — za pomocg nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya. Zmienne poddane
pomiarowi w dwoch punktach czasowych o rozktadzie normalnym analizowano przy pomocy
testu dwuczynnikowej analizy wariancji (two-way ANOVA). Jezeli test ten wykazywal
istotno$¢ statystyczna, dokonywano nastepnie analizy post-hoc za pomoca testu HSD Tukeya.
Jednorodno$¢ wariancji sprawdzano za pomoca testu Levene’a. Zmienne poddane pomiarowi
w dwoch punktach czasowych o rozktadzie innym od normalnego poréwnywano w danym
punkcie czasowym pomigdzy grupami za pomocg nieparametrycznego testu U Manna-
Whitneya. Korelacje danych analizowano za pomoca oceny wspotczynnika korelacji liniowej
Pearsona dla danych o rozkladzie normalnym, natomiast dla tych, o rozkladzie innym od
normalnego, za pomoca korelacji rang Spearmana. Za prog istotnosci statystycznej przyjeto

wartos¢ a=0,05.
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4. WYNIKI
4.1. Czes¢ Ia — model ostrej AIC
4.1.1. Ogoblna charakterystyka zwierzat

Jak przedstawiono w Tabeli 9, Smiertelnos¢ zwierzat w grupie do§wiadczalnej wyniosta
12,5%, natomiast w grupie kontrolnej - 0%. W grupie doswiadczalnej jedno zwierz¢ padio
przed wykonaniem procedur z doby 2 i nie zostalo z tego powodu uwzglednione w dalszej
analizie, do ktorej wiaczonych zostato siedem osobnikow z grupy dos§wiadczalnej oraz osiem
osobnikéw z grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano roéznic w zakresie mediany TL miedzy
grupa doswiadczalng a kontrolng (mediana TL odpowiednio: 44 mm vs. 40 mm);
(Rycina 8).

Tabela 9. Smiertelno$¢ zwierzat w Czeéci Ia.

Grupa Osobniki Osobniki o Osobniki Smiertelno$¢
wlaczone do przedwczesnej wlaczone do W grupie
badania $miertelnosSci analizy
Doswiadczalna n=8 n=1 n=7 12,5%
Kontrolna n=8 n=0 n=8 0%
50-
40- —
E 30-
g
] -
= 20
10-
0 |

DOXip.  NaClip.

Rycina 8. Dlugos¢ kosci piszczelowej (TL) w grupie do$wiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.).

Dane przedstawiono jako mediane = IQR
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Podobnie, miedzy grupa doswiadczalng a kontrolng nie wystepowaty roznice zakresie
sredniej wartosci stosunku BW do TL, ktory wynidst odpowiednio: 68,27 g/10 mm vs. 72,73
g/10 mm (Rycina 9), oraz mediany stosunku HW do TL, ktéry wyniést odpowiednio: 0,28 g/10
mm vs. 0,26 g/10 mm (Rycina 10).
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Rycina 9. Stosunek catkowitej masy ciata (BW) do dlugosci kosci piszczelowej (TL) w grupie
doswiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczng
+SD
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Rycina 10. Stosunek masy serca (HW) do dtugosci kosci piszczelowej (TL) w grupie do$wiadczalnej
(DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako mediane + IQR.
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4.1.2. Parametry echokardiograficzne

W 1 dobie badania w grupie doswiadczalnej LVIDs byt istotnie nizszy niz w grupie
kontrolnej (mediana LVIDs odpowiednio: 3,5 mm vs. 4,17 mm, p<0,05); (Rycina 11.A).
W 2 dobie badania nie zaobserwowano roznic w zakresie tego parametru mi¢dzy grupami
(mediana LVIDs w 2 dobie 4,5 mm w grupie doswiadczalnej vs. 4,17 mm w grupie kontrolnej).
Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w zakresie LVIDd miedzy grupa
doswiadczalng a kontrolng (mediana LVIDd w 1 dobie odpowiednio: 6,83 mm vs. 7. mm, w 2

dobie odpowiednio: 7 mm vs. 7 mm); (Rycina 11.B).

A. B
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Rycina 11. A. Wymiar koncowoskurczowy lewej komory serca (LVIDs) oraz B. wymiar
koncoworozkurczowy lewej komory serca (LVIDd) w 1 i 2 dobie badania w grupie do$wiadczalnej
(DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.).: Dane przedstawiono jako mediane + IQR. * p<0,05

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazala istotng roznice w zakresie zmian $rednich
wartosci LVFS (F(1,13) = 10,041, p<0,01) oraz LVEF (F(1,13) = 10,612, p<0,01) w trakcie
trwania badania (Rycina 12). W 1 dobie zaobserwowano roéznice w zakresie wartosci tych
parametrow miedzy grupa doswiadczalng a kontrolng (Srednia LVFS odpowiednio: 52,19% vs.
41,89%, p<0,05; srednia LVEF odpowiednio: 81,6% vs. 71,15%, p<0,05). Po uptywie 24
godzin w grupie doswiadczalnej nastgpit istotny spadek $rednich wartosci obu parametrow —
LVFS wulegta obnizeniu o 21,95%, natomiast LVEF o 14,29% ($rednia LVFS
w 1 oraz 2 dobie odpowiednio: 52,19% vs. 38,28%, p<0,01; srednia LVEF w 1 oraz 2 dobie
odpowiednio: 81,6% vs. 66,54%, p<0,01). W grupie kontrolnej parametry te nie ulegly
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zmianom ($rednia LVFS w 1 oraz 2 dobie odpowiednio: 41,89% vs. 42,68%, srednia LVEF
w 1 oraz 2 dobie odpowiednio: 71,15% vs. 71,48%).
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Rycina 12. A. Frakcja skracania lewej komory serca (LVFS) oraz B. frakcja wyrzutowa lewej komory
serca (LVEF) w 1 i 2 dobie badania w grupie doswiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane
przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SD. * p<0,05; ** p<0,01

Nie zaobserwowano istotnych roznic w zakresie zmian $rednich wartosci HR (Rycina
13.A) oraz stosunku SV do TL (Rycina 13.B) pomiedzy grupami. Srednia HR w grupie
do$wiadczalnej i kontrolnej w 1 dobie badania wyniosta odpowiednio: 268,5/min vs. 249,9/min,
natomiast w dobie 2 odpowiednio: 258/min vs. 258,5/min. Srednie warto$ci SV/TL w grupie
doswiadczalnej i kontrolnej w 1 dobie wynosity odpowiednio: 0,066 mI/10 mm vs. 0,071 ml/10
mm, podczas gdy w 2 dobie: 0,06 ml/10 mm vs. 0,074 ml/10 mm.

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata natomiast istotng réznic¢ w zakresie zmian
srednich wartosci stosunku CO do TL (F(1,12) = 5,581, p<0,05) w trakcie trwania badania
(Rycina 13.C). W 1 dobie nie zaobserwowano istotnych r6zni¢ w zakresie srednich wartosci
tego parametru miedzy grupa doswiadczalng a kontrolng ($rednia CO/TL odpowiednio: 17,82
ml/min/10 mm vs. 17,82 ml/min/10 mm). W ciagu 24 godzin od podania DOX w grupie
doswiadczalnej nastapit istotny spadek CO/TL 0 21,38% ($rednia CO/TL w 1 oraz 2 dobie
odpowiednio: 17,82 ml/min/10 mm vs. 14,01 ml/min/10 mm, p<0,05). W grupie kontrolnej nie
zaobserwowano istotnych réznic miedzy 1 oraz 2 dobg badania (srednia CO/TL odpowiednio:
17,82 ml/min/10 mm vs. 19,02 ml/10 mm). W 2 dobie $rednie wartosci stosunku CO/TL byty
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istotnie wyzsze w grupie kontrolnej w poréwnaniu do grupy doswiadczalnej ($rednia CO/TL

odpowiednio: 19,02 mI/10 mm vs. 14,01 ml/min/10 mm, p<0,05).
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Rycina 13. A. Rytm serca (HR), B. stosunek objetosci wyrzutowej lewej komory serca (SV) do dlugosci
kosci piszczelowej (TL) oraz C. stosunek pojemnosci minutowej serca (CO) do dlugosci kosci
piszczelowej (TL) w 1 i 2 dobie badania w grupie doswiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.).
Dane przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = SD. # p<0,05 w analizie post-hoc za pomoca testu

najmniejszych istotnych roznic.
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4.1.3. Analiza histopatologiczna

Pomigdzy grupa do$wiadczalng a kontrolng zaobserwowano istotne Statystycznie
roznice W zakresie mediany histopatologicznego indeksu uszkodzenia miokardium (mediana
liczby przyznanych punktow wyniosta odpowiednio: 16 vs. 5,5, p<0,01); (Rycina 14). Wsrod
osobnikow z grupy doswiadczalnej zaobserwowano szczegdlne nasilenie zwyrodnienia
wodniczkowego kardiomiocytéw (mediana przyznanych punktow - 8), podczas gdy nacieki
komorek jednojadrzastych oraz zwldknienie S$rédmigzszowe wystepowaly w mniejszym

nasileniu (mediana przyznanych punktéw odpowiednio: 5 oraz 4); (Tabela 10).
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Rycina 14. Histopatologiczny indeks uszkodzenia miokardium (indeks HP) w grupie do$wiadczalnej
(DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako mediane + IQR. ** p<0,01

Tabela 10. Ocena histopatologiczna LV w Czgsci Ia.

Grupa Wakuolizacja Naciek komérek Zwléknienie Suma
kardiomiocytow jednojadrzastych S$rodmiazszowe

Doswiadczalna 8 (6,5-8,5) 5 (3,5-8) 4 (3-4,5) 16 (15-18,5)

Kontrolna 2,5 (1,75-3,25) 1(1-1,75) 1,5 (0,75-2,5) 5,5 (3,5-8)

Dane przedstawiono jako mediang + IQR. LV — lewa komora serca.
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4.1.4. Ekspresja mRNA, poziom biatka i aktywnos¢ NEP w LV

Pomiedzy grupami nie zaobserwowano istotnych réznic w zakresie zarowno ekspresji
MRNA NEP (wzglgdna ekspresja w grupie dos§wiadczalnej 1 vs. 1,02 w grupie kontrolnej);
(Rycina 15), jak i poziomu biatka NEP w obrgbie LV ($redni poziom w grupie doswiadczalne;j
1037,6 ng/L vs. 1048,53 ng/L w grupie kontrolnej) (Rycina 16).
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Rycina 15. Ekspresja mRNA neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie doswiadczalnej (DOX
i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SD.
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Rycina 16. Poziom biatka neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie doswiadczalnej (DOX
i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SD.
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Natomiast, jak przedstawiono na Rycinie 17, s$rednia tkankowa aktywno$é
enzymatyczna NEP w obrebie LV byla istotnie nizsza w grupie doswiadczalnej ($rednia
aktywno$¢ w grupie doswiadczalnej 95,92 pU/mL vs. 119,51 pU/mL w grupie kontrolnej,
p<0,05).
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Rycina 17. Aktywno$¢ enzymatyczna neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie
doswiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako $rednig arytmetyczng
+ SD. * p<0,05

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zalezno$ci migdzy ekspresja mRNA NEP,
tkankowym poziomem biatka NEP 1 aktywnoscia enzymatyczng NEP a warto$ciami
parametroOw echokardiograficznych (LVEF, LVFS, SV/TL, CO/TL) w 2 dobie badania (dane
nieprzedstawione). Nie wystepowaly takze istotne zalezno$ci miedzy ekspresja mRNA NEP,
tkankowym poziomem biatka NEP i aktywnoscig enzymatyczng NEP a histopatologicznym

indeksem uszkodzenia miokardium (dane nieprzedstawione).
4.1.5. Stezenie SNEP w surowicy

Nie zaobserwowano istotnych réznic w zakresie stezenia SNEP w surowicy zwierzat
pomiedzy grupami (Srednie stezenie w grupie doswiadczalnej 1012,44 ng/L vs. 970,76 ng/L
w grupie kontrolnej); (Rycina 18).
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Rycina 18. Stezenie wolnej neprylizyny (SNEP) w surowicy w grupie doswiadczalnej (DOX i.p.)
i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SD.

Nie zaobserwowano istotnych zalezno$ci migdzy stezeniem sNEP w surowicy zwierzat
doswiadczalnych a wartosciami parametréw echokardiograficznych (LVEF, LVFS, SV/TL,
CO/TL) w 2 dobie badania (dane nieprzedstawione). Nie wystepowaly takze istotne zaleznosci
miedzy stezeniem sNEP a histopatologicznym indeksem uszkodzenia miokardium (Rycina
19.A). W grupie do$wiadczalnej zaobserwowano natomiast silnie dodatnig istotng statystycznie
korelacje miedzy stezeniem sNEP a nasileniem zwyrodnienia wodniczkowego kardiomiocytow

(rs=0,81, p<0,05); (Rycina 19.B).
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Rycina 19. Zalezno$¢ migdzy stezeniem wolnej neprylizyny (SNEP) w  surowicy
a A. histopatologicznym indeksem uszkodzenia miokardium (Indeks HP) oraz B. stopniem wakuolizacji

kardiomiocytow. s — wspolczynnik korelacji rang Spearmana.
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4.2. Czesé¢ Ib — model przewleklej AIC
4.2.1. Ogoblna charakterystyka zwierzat

Jak przedstawiono w Tabeli 11, $miertelno$¢ zwierzat w grupie do$wiadczalnej
wyniosta 36,36%, natomiast w grupie kontrolnej - 0%. W grupie do$wiadczalnej cztery
osobniki padty przed wykonaniem procedur z 29 doby badania i nie zostaly z tego powodu
uwzglednione w dalszej analizie, do ktérej wlaczonych zostato siedem osobnikow z grupy

doswiadczalnej, oraz osiem osobnikoéw z grupy kontrolne;.

Tabela 11. Smiertelno$é zwierzat w Czesci Ib.

Grupa Osobniki Osobniki Osobniki Smiertelno$¢
wlaczone do 0 przedwczesnej wlaczone do w grupie
badania $miertelnosci analizy
Doswiadczalna n=11 n=4 n=7 36,36%
Kontrolna n=8 n=0 n=8 0%

Jak przedstawiono na Rycinie 20, nie zaobserwowano réznic w zakresie mediany TL

miedzy grupg doswiadczalng a kontrolng (mediana TL odpowiednio: 38 mm vs. 40 mm).
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Rycina 20. Dlugos¢ kosci piszczelowej (TL) w grupie doswiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl
i.p.). Dane przedstawiono jako mediane + IQR.
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Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata istotne réznice w zakresie zmian srednich
wartosci stosunku BW/TL miedzy grupami w trakcie trwania badania (F(1,13) = 164,74,
p<0,001); (Rycina 21). W 1 dobie badania miedzy grupa doswiadczalng a kontrolng nie
wystepowaly rdznice $redniej wartosci BW/TL (odpowiednio: 76,15 g/10 mm vs. 71,24 g/10
mm). W trakcie trwania badania u zwierzat z grupy do$wiadczalnej wystgpit istotny spadek
BWI/TL 0 21,33 % (BW/TL w 1 i 29 dobie odpowiednio: 76,15 g/10 mm vs. 60,62 g/10 mm,
p<0,01), podczas gdy srednie wartosci BW/TL zwierzat z grupy kontrolnej wzrosty
0 14,08% (71,24 g/10 mm vs. 80,94 g/10 mm, p<0,001).
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Rycina 21. Stosunek masy ciata (BW) do dtugosci kosci piszczelowej (TL) w 1 i 29 dobie badania
w grupie doswiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako s$rednig
arytmetyczna + SD. ** p<0,01; *** p<0,001

Ponadto, w ostatniej dobie badania zaobserwowano istotng statystycznie roznice
w medianie wartosci stosunku HW/TL miedzy grupami — mediana HW/TL w grupie kontrolnej
wyniosta 0,282 ¢g/10mm, podczas gdy w grupie doswiadczalnej - 0,194 g/10mm, p<0,01
(Rycina 22).
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Rycina 22. Stosunek masy serca (HW) do dtugosci kosci piszczelowej (TL) w 1 i 29 dobie badania
w grupie doswiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako mediang + IQR.
**p<0,01
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4.2.2. Parametry echokardiograficzne

W 1 dobie badania grupa doswiadczalna i kontrolna nie roznity si¢ od siebie w zakresie
LVIDd oraz LVIDs (mediana LVIDd odpowiednio: 7,34 mm vs. 7 mm, mediana LVIDs
odpowiednio: 4 mmvs. 4 mm); (Rycina 23). W ostatniej dobie badania w grupie doswiadczalnej
zaobserwowano istotnie wyzszg warto$¢ LVIDs (mediana LVIDs w grupie do$wiadczalne;j:
5 mm vs. 4 mm w grupie kontrolnej, p<0,05), natomiast grupy nie r6znity si¢ w zakresie LVI1Dd

(mediana LVIDd w grupie do§wiadczalnej 7 mm vs. 7,34 mm w grupie kontrolnej).
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Rycina 23. A. Wymiar koncowoskurczowy lewej komory serca (LVIDs) oraz B. wymiar
koncoworozkurczowy lewej komory serca (LVIDd) w 1 i 29 dobie badania w grupie doswiadczalnej

(DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako mediane + IQR. * p<0,05

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata istotng réznice w zakresie zmian $rednich
wartosci LVFS (F(1,13) = 20,814, p<0,001) oraz LVEF (F(1,13) = 22,158, p <0,001) pomi¢dzy
grupami w trakcie trwania badania (Rycina 24). W 1 dobie nie zaobserwowano istotnych r6znié
w zakresie srednich warto$ci obu parametrow miedzy grupg doswiadczalng a kontrolng (Srednia
LVFS odpowiednio: 41,19% vs. 43,46%, srednia LVEF odpowiednio: 77% vs. 79,75%).
W czasie trwania badania w grupie doswiadczalnej nastapit istotny spadek obu parametrow —
srednie wartosci LVFS ulegly obnizeniu o 22,77%, natomiast LVEF o0 14,71% ($rednia LVFS
w 1 i 29 dobie odpowiednio: 41,19% vs. 31,81%, p<0,001; érednia LVEF w 1 i 29 dobie
odpowiednio: 77% vs. 65,67%, p<0,001). W grupie kontrolnej parametry te nie ulegty istotnym
zmianom ($rednia LVFS w 1 i 29 dobie odpowiednio: 43,46% vs. 43,04%, s$rednia LVEF
w 1 29 dobie odpowiednio: 79,75% vs. 79,17%, p >0,05). W ostatniej dobie badania migdzy
grupami wystepowaly istotne réznice w zakresie obu tych parametrow (Srednia LVFS w grupie
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doswiadczalnej 31,81% vs. 43,04% w grupie kontrolnej, p<0,001; srednia LVEF w grupie
doswiadczalnej: 65,67% vs. 79,17% w grupie kontrolnej, p <0,001).
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Rycina 24. A. Frakcja skracania lewej komory serca (LVFS) oraz B. frakcja wyrzutowa lewej komory
serca (LVEF) w 1 i 29 dobie badania w grupie doswiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.) Dane

przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SD. *** p <0,001

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazala rowniez istotng roznice w zakresie zmian
srednich wartosci HR (F(1,13) = 25,39, p<0,01) w trakcie trwania badania (Rycina 25.A).
W 1 dobie nie wystgpowaly istotne roznice tego parametru miedzy grupa do$wiadczalng
a kontrolng ($rednia wartos¢ HR odpowiednio: 254,43/min vs. 252,96/min). W ostatniej dobie
badania w grupie do§wiadczalnej zaobserwowano istotnie nizsze $rednie warto$ci HR 0 25,81%
($rednia HR w 1 i 29 dobie odpowiednio: 254,43/min vs. 188,76/min, p<0,001). W grupie
kontrolnej w ostatniej dobie nie odnotowano réznicy w $rednich wartosciach HR w poréwnaniu
do warto$ci wyjsciowych (Srednia w 1 i 29 dobie odpowiednio: 252,96/min vs. 247,96/min).
W ostatniej dobie doswiadczenia $rednia warto§¢ HR w grupie doswiadczalnej byta istotnie
nizsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Srednia HR odpowiednio: 247,96/min vs.
188,76/min, p<0,001).

Podobnie, dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata istotng réznicg w zakresie zmian
srednich warto$ci stosunku SV/TL (F(1,13) = 28,323, p<0,001) pomiedzy grupami w czasie
trwania badania (Rycina 25.B). W 1 dobie nie obserwowano istotnych réznic tego parametru
miedzy grupa doswiadczalng a kontrolng (srednia SV/TL odpowiednio: 0,073 mL/10 mm vs.

0,065 mL/10 mm). W czasie trwania badania w grupie doswiadczalnej nastapit istotny spadek
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warto$ci SV/TL 0 21,92% ($rednia SV/TL w 1 i 29 dobie odpowiednio: 0,073 mL/10 mm vs.
0,057 mL/10 mm, p<0,01). Natomiast w grupie kontrolnej w ostatniej dobie badania
zanotowano wyzsze wartosci SV/TL w poréwnaniu do wartosci wyjsciowych ($rednia SV/TL
w 1i 29 dobie odpowiednio: 0,065 mL/10 mm vs. 0,077 mL/10 mm, p<0,05). W ostatniej dobie
srednie warto$ci SV/TL byty istotnie nizsze w grupie do$wiadczalnej w porownaniu do
kontrolnej (srednia SV/TL odpowiednio: 0,057 mL/10 mm vs. 0,077 mL/10 mm, p<0,001).
Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata rowniez istotng roznice w zakresie zmian
$rednich wartosci CO/TL (F(1,13) = 45,834, p<0,001) pomiedzy grupami w czasie trwania
badania (Rycina 25.C). W 1 dobie badania nie zaobserwowano istotnych rézni¢ w $rednich
warto$ciach tego parametru migdzy grupg doswiadczalng a kontrolng ($rednia CO/TL
odpowiednio: 19 mL/min/10 mm vs. 17 mL/min/10 mm). W czasie trwania badania
w grupie doswiadczalnej nastapit istotny spadek $redniej wartosci CO/TL 0 42,1% ($rednia
CO/TL w 1 i 29 dobie odpowiednio: 19 mL/min/10 mm vs. 11 mL/min/10 mm, p<0,001).
W grupie kontrolnej w ostatniej dobie badania nie odnotowano réznicy w $rednich warto$ciach
CO/TL w poréwnaniu do wartosci wyjsciowych ($rednia CO/TL w 1 i 29 dobie odpowiednio:
17 mL/min/10 mm vs. 19 mL/min/10 mm). W ostatniej dobie badania srednie wartosci CO/TL
byly istotnie nizsze w grupie do$wiadczalnej w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Srednia

CO/TL odpowiednio: 11 mL/min/10 mm vs. 19 mL/min/10 mm, p<0,001).
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Rycina 25. A. Rytm serca (HR), B. stosunek obj¢tosci wyrzutowej lewej komory serca (SV) do dtugosci

kosci piszczelowej (TL) oraz C. stosunek pojemno$ci minutowej serca (CO) do dtugosci kosci

piszczelowej (TL) w 1 i 29 dobie badania w grupie doswiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.).

Dane przedstawiono jako §rednig arytmetyczng = SD. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001
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4.2.3. Analiza histopatologiczna

Pomiegdzy grupa doswiadczalng a kontrolng zaobserwowano istotne réznice w wartosci
histopatologicznego indeksu uszkodzenia miokardium (mediana liczby przyznanych punktéw
wyniosta odpowiednio: 14 vs. 3, p<0,001); (Rycina 26). Jak przedstawiono w Tabeli 12, wérod
punktow przyznanych podczas oceny preparatow pochodzacych z grupy do$wiadczalnej
glowne znaczenie mialy nacieki komorek jednojadrzastych oraz zwtdknienie $rédmigzszowe
(mediana przyznanych punktéw w obu parametrach wyniosta 5), podczas gdy wakuolizacje

kardiomiocytow oceniono na mniej nasilong (mediana przyznanych punktow wyniosta 3).
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Rycina 26. Histopatologiczny indeks uszkodzenia miokardium (Indeks HP) w grupie do$wiadczalnej

DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + SD. *** p <0,001
p ] p p J g arytmetyczng p

Tabela 12. Ocena histopatologiczna LV w Czesci Ib.

Grupa Wakuolizacja Naciek komorek Zwloknienie Suma
kardiomiocytow jednojadrzastych Srodmiazszowe

Doswiadczalna 3 (2,5-3) 5 (4-5,5) 5 (3,5-6) 14 (9-14,5)

Kontrolna 0 (0-0,5) 1(0-2) 0,5 (0-2,25) 3 (1-4,25)

Dane przedstawiono jako mediane = IQR. LV — lewa komora serca.

81



4.2.4. Ekspresja mRNA, poziom biatka i aktywno$¢ NEP w LV

Pomiedzy grupami nie zaobserwowano istotnych réznic w zakresie ekspresji mRNA
NEP (wzgledna ekspresja w grupie doswiadczalnej 1,45 vs. 0,97 w grupie kontrolnej); (Rycina
27). Jak przedstawiono na Rycinie 28, poziom biatka NEP w obr¢bie LV byl natomiast istotnie
nizszy w grupie doswiadczalnej (mediana w grupie doswiadczalnej 1007,55 ng/L vs. 1110,75
ng/L w grupie kontrolnej, p<0,05). Nie zaobserwowano réznic w zakresie tkankowej
aktywnosci enzymatycznej NEP w LV ($rednia aktywnos$¢ w grupie doswiadczalnej 81,83
uU/mL vs. 81,18 nU/mL w grupie kontrolnej); (Rycina 29).

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zaleznos$ci miedzy ekspresja mRNA NEP,
tkankowym poziomem ekspresji biatka NEP i aktywnos$cig enzymatyczng NEP a warto$ciami
parametrow echokardiograficznych (LVEF, LVFS, SV/TL, CO/TL) w ostatniej dobie badania
(dane nieprzedstawione). Nie wystepowaly takze istotne zalezno$ci migdzy ekspresja mRNA
NEP, tkankowym poziomem ekspresji biatka NEP 1 aktywnosciag enzymatyczng NEP

a histopatologicznym indeksem uszkodzenia miokardium (dane nieprzedstawione).
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Rycina 27. Ekspresja mRNA neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie do§wiadczalnej (DOX
i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako srednig arytmetyczng + SD.
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Rycina 28. Poziom biatka neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie doswiadczalnej (DOX

i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako mediang + IQR. * p <0,05
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Rycina 29. Aktywno$¢ enzymatyczna neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie

doswiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako $rednig arytmetyczng +

SD.
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4.2.5. Stezenie SNEP w surowicy

Pomigdzy grupami nie zaobserwowano istotnych réznic w zakresie ste¢zenia SNEP
w surowicy (srednia grupie do§wiadczalnej 1571,95 ng/L vs.1582,63 ng/L w grupie kontrolnej);
(Rycina 30).
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Rycina 30. Stezenie wolnej neprylizyny (SNEP) w surowicy zwierzat w modelu przewlektej AIC
w grupie do$wiadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako s$rednig
arytmetyczng = SD.

Nie zaobserwowano istotnych zaleznosci miedzy stezeniem SNEP w surowicy
a histopatologicznym indeksem uszkodzenia miokardium (dane nieprzedstawione). Nie
wystepowaly réwniez istotne zaleznos$ci miedzy stezeniem sNEP a LVFS oraz LVEF
w ostatniej dobie badania — zaréwno w grupie doswiadczalnej (Rycina 31), jak i w grupie
kontrolnej (dane nieprzedstawione). W grupie doswiadczalnej wystapila natomiast silna
ujemna korelacja migdzy stezeniem SNEP w surowicy zwierzat a wartoscig stosunku SV/TL
(r=-0,863, p<0,05); (Rycina 32.A), ktoérej nie zaobserwowano w grupie kontrolnej (Rycina
32.B). Podobnie, w grupie doswiadczalnej zaobserwowano Silng ujemng korelacje mig¢dzy
stezeniem SNEP w surowicy zwierzat a warto$ciami stosunku CO/TL (r=-0,905, p<0,01);

(Rycina 33.A), ktora nie wystgpowata w grupie kontrolnej (Rycina 33.B).
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Rycina 31. Zalezno$¢ migdzy stezeniem wolnej neprylizyny (sNEP) w surowicy a A. frakcja skracania

lewej komory serca (LVFS) oraz B. frakcja wyrzutows lewej komory serca (LVEF) w grupie

doswiadczalnej w 29 dobie badania. r — wspotczynnik korelacji Pearsona.
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Rycina 32. Zalezno$¢ miedzy stezeniem wolnej neprylizyny (SNEP) w surowicy a stosunkiem objetosci

wyrzutowej lewej komory serca (SV) do dlugosci kosci piszczelowej (TL) w 29 dobie badania

w A. grupie doswiadczalnej oraz B. grupie kontrolnej.r — wspotczynnik korelacji Pearsona.

85



2200

2000

1800

1600

sNEP [pg/L]

1400

1200

r=-0,905
p<0,01

1000

5 10 15
CO/TL [ml/min/10mm]

sNEP [pg/L]

1400
1300- o °
1200 .
[ ]
1100
Y ® [
1000
o0 T=10.356 °
p>0,05
800 T T )
16 18 20 22

CO/TL [ml/min/10mm]

Rycina 33. Zalezno$¢ migdzy stgzeniem wolnej neprylizyny (SNEP) w surowicy a stosunkiem

pojemno$ci minutowej serca (CO) do dhlugosci kosci piszczelowej (TL) w 29 dobie badania

w A. grupie doswiadczalnej oraz B. grupie kontrolnej. r — wspotczynnik korelacji Pearsona.
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4.3. Czes¢ 11
4.3.1. Ogolna charakterystyka zwierzat

Jak przedstawiono w Tabeli 13, $miertelno$¢ zwierzat w grupie zardwno
doswiadczalnej jak i kontrolnej wyniosta 12,5%. W obu grupach jeden osobnik padi przed
wykonaniem procedur z 29 doby i nie zostat z tego powodu uwzgledniony w dalszej analizie,

do ktorej wlaczonych zostato po siedem osobnikéw z kazdej z grup.

Tabela 13. Smiertelno$é zwierzat w Czesci I1.

Grupa Osobniki Osobniki Osobniki Smiertelno$¢
wlaczone do 0 przedwczesnej wlaczone do  w grupie
badania Smiertelnos$ci analizy

Doswiadczalna n=8 n=1 n=7 12,5%

Kontrolna n=8 n=1 n=7 12,5%

Jak przedstawiono na Rycinie 34, migedzy grupami nie zaobserwowano roznic
w zakresie mediany TL (mediana w grupie do$wiadczalnej: 40 mm vs. 39 mm w grupie

kontrolnej).
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Rycina 34. Dtugos¢ kosci piszczelowej (TL) w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i do$wiadczalnej (Sac/Val

p.0.). Dane przedstawiono jako mediang + IQR.
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Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazata istotnych réznic w zakresie zmian
$redniej wartosci stosunku BW/TL w trakcie trwania badania miedzy grupami (Rycina 35).
W 1 dobie zwierzeta w grupie doswiadczalnej i kontrolnej nie réznity si¢ pod katem tego
parametru (srednia BW/TL odpowiednio 78,80 ¢/10 mm vs. 80,31 ¢/10 mm).
U zwierzat z zardbwno grupy kontrolnej jak i do$wiadczalnej wystgpit spadek $rednich wartosci
BWI/TL o odpowiednio 18,84% i 12,59% (grupa kontrolna: BW/TL w 1 dobie 80,31 g/10 mm
vs. 65,18 g/10 mm w dobie 29, p<0,01; grupa do$wiadczalna: 78,80 g/10 mm vs. 68,88 g/10
mm, p<0,05).
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Rycina 35. Stosunek masy ciata (BW) do dlugosci kosci piszczelowej (TL) w 1 i 29 dobie badania
w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i doswiadczalnej (Sac/Val p.o.). Dane przedstawiono jako $rednig
arytmetyczng + SD. *** p<0,001
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Podobnie, w ostatniej dobie badania nie zaobserwowano réznic w zakresie $rednich
wartosci stosunku HW/TL migdzy grupami (Srednia HW/TL w grupie do$§wiadczalnej: 0,215
g/10 mm, vs. 0,200 g/10 mm w grupie kontrolnej); (Rycina 36).
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Rycina 36. Stosunek masy serca (HW) do dtugosci kosci piszczelowej (TL) w 1 oraz 29 dobie badania
w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i doswiadczalnej (Sac/Val p.o.). Dane przedstawiono jako $rednig

arytmetyczna + SD.
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4.3.2. Parametry echokardiograficzne

Nie zaobserwowano istotnych roéznic w zakresie $rednich wartosci LVIDS pomig¢dzy
grupami (mediana LVIDs w grupie kontrolnej oraz doswiadczalnej w 1 dobie odpowiednio
4,61 mm vs. 4,25 mm, w 29 dobie odpowiednio: 4,67 mm vs. 4,75 mm); (Rycina 37.A).
Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazata takze istotnych réznic w zakresie zmian
srednich wartosci LVIDd (mediana LVIDd w grupie kontrolnej oraz doswiadczalnej w 1 dobie

odpowiednio 7,86 mm vs. 7,21 mm, w 29 dobie odpowiednio: 7,05 mm vs. 7,71 mm); (Rycina

37.B).
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Rycina 37. A. Wymiar koncowoskurczowy lewej komory serca (LVIDs) oraz B. wymiar
koncoworozkurczowy lewej komory serca (LVIDd) w 1 i 29 dobie badania w grupie kontrolnej (NaCl
p.0.) i doswiadczalnej (Sac/Val p.o.).: Dane przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SD. * p<0,05

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazala natomiast wystapienie istotnych réznic
w zakresie zmian $rednich wartosci LVFS (F(1,11) = 5,589, p<0,05) oraz LVEF (F(1,11) =
5,295, p<0,05) pomiedzy grupami W czasie trwania badania (Rycina 38). W 1 dobie pomi¢dzy
grupami nie wystepowaty istotne réznice w zakresie wartosci obu tych parametrow (Srednia
LVFS w grupie kontrolnej oraz doswiadczalnej odpowiednio: 41,27% vs. 40,97%, $rednia
LVEF odpowiednio: 70,31% vs. 70,10%). W czasie trwania badania w grupie kontrolnej
nastapit istotny spadek §rednich wartosci obu parametréw — LVFS ulegta obnizeniu o 23,82%,
natomiast LVEF o0 17,92% ($rednia LVFS w 1 i 29 dobie odpowiednio: 41,27% vs. 31,44%,
p<0,001; srednia LVEF w 1 i 29 dobie odpowiednio: 70,31% vs. 57,71%, p<0,001). Natomiast

w grupie doswiadczalnej parametry te nie ulegly istotnym zmianom w czasie trwania badania
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($rednia LVFS w 1 i 29 dobie odpowiednio: 40,97% vs. 38,60%, $rednia LVEF w 1 i 29 dobie
odpowiednio: 70,10% vs. 67,00%).
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Rycina 38. A. Frakcja skracania lewej komory serca (LVFS) oraz B. frakcja wyrzutowa lewej komory
serca (LVEF) w 1 i 29 dobie badania w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i doswiadczalnej (Sac/Val p.o.).
Dane przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SD. ** p<0,01, *** p<0,001

Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazata istotnych roznic w zakresie zmian
srednich warto$ci HR pomiedzy grupami w czasie trwania badania (Rycina 39.A). W 1 dobie
grupy nie réznity sie¢ pod katem tego parametru (Srednia HR w grupie kontrolnej oraz
doswiadczalnej odpowiednio: 262,62/min vs. 270,48/min). W ostatniej dobie badania w obu
grupach odnotowano istotnie nizsze wartosci HR w poréwnaniu do wartosci wyjsciowych
(Srednia HR w 1 i 29 dobie w grupie kontrolnej odpowiednio: 262,62/min vs. 221,43/min,
p<0,05; w grupie doswiadczalnej odpowiednio: 270,48/min vs. 210,14/min, p<0,01).
Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata natomiast wystgpienie istotnych roznic
w zakresie zmian $rednich wartosci stosunku SV/TL pomiedzy grupami (F(1,12) = 5,645,
p<0,05); (Rycina 39.B). W 1 dobie badania pomiedzy grupami nie wystgpowaty réznice
w zakresie tego parametru (Srednia SV/TL w grupie kontrolnej oraz do$wiadczalnej
odpowiednio: 0,078 mL/10 mm vs. 0,068 mL/10 mm). W czasie trwania badania
w grupie kontrolnej nastgpit istotny spadek wartosci SV/TL 0 20,51% ($rednia SV/TL w 11 29
dobie odpowiednio: 0,078 mL/10 mm vs. 0,062 mL/10 mm, p<0,05). Srednia warto$¢ stosunku
SV/TL nie ulegta natomiast zmianie w grupie doswiadczalnej (srednia SV/TL w 1 i 29 dobie
odpowiednio: 0,068 mL/10 mm vs. 0,068 mL/10 mm).
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Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazata istotnych réznic w zakresie zmian
srednich wartosci stosunku CO/TL w czasie badania (Rycina 39.C). W 1 dobie grupy nie
roznity si¢ pod katem tego parametru (Srednia w grupie Kkontrolnej i doswiadczalnej
odpowiednio: 20,51 mL/min/10 mm vs. 18,36 mL/min/10 mm). W czasie trwania badania
w obu grupach nastgpit istotny spadek $redniej wartosci CO/TL, 0 20,51% w grupie kontrolnej
(Srednia CO/TL w 1 i 29 dobie odpowiednio: 20,51 mL/min/10 mm vs. 13,63 mL/min/10 mm,
p<0,001) oraz 0 21,51 % w grupie doswiadczalnej (Srednia CO/TL w 1 i 29 dobie odpowiednio:
18,36 mL/min/10 mm vs. 14,41 mL/min/10 mm, p<0,05).
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Rycina 39. A. Rytm serca (HR), B. stosunek obj¢tosci wyrzutowej lewej komory serca (SV) do dlugosci
kosci piszczelowej (TL) oraz C. stosunek pojemnos$ci minutowej serca (CO) do dlugosci kosci
piszczelowej (TL) w 1 i 29 dobie badania w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i doswiadczalnej (Sac/Val
p.0.). Dane przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SD. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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4.3.3. Badanie elektrokardiograficzne

Jak przedstawiono w Tabeli 14, zarowno w 1 jak i ostatniej dobie badania nie
zaobserwowano istotnych rozniC migdzy grupami oraz wewnatrz grup W zakresie czasu trwania

zespotu QRS oraz skorygowanego czasu trwania odstgpu QT.

Tabela 14. Czas trwania zespotu QRS [ms] oraz skorygowany czas trwania odstgpu QT (QTc)
[ms] w grupie kontrolnej (NaCl) oraz doswiadczalnej (Sac/Val).
QRS QTc

Doba 1 Doba 29 Doba 1 Doba 29
NacCl 27 (24-28) 28 (26-32,5) 62,15 (60,84-66,98) 68,69 (67,29-69,32)

Sac/Val 24 (23-26) 26,5 (25,25-27,5) 63,72 (62,28-69,6) 73,75 (66,09-74,06)

Grupa

Dane przedstawiono jako mediane + IQR.

4.3.4. Analiza histopatologiczna

Jak przedstawiono na Rycinie 40, histopatologiczny indeks uszkodzenia miokardium
byl istotnie nizszy w grupie do$wiadczalnej w poréwnaniu do grupy kontrolnej (mediana

przyznanych punktow odpowiednio 5 vs. 10, p<0,05).
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Rycina 40. Histopatologiczny indeks uszkodzenia miokardium (Indeks HP) w grupie kontrolnej (NaCl

p.0.) i doswiadczalnej (Sac/Val p.o.). Dane przedstawiono jako mediang + IQR. * p<0,05
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Zaréwno w grupie kontrolnej i do§wiadczalnej najwiecej punktéw przyznano za stopien
nasilenia wakuolizacji kardiomiocytow (mediana punktéw odpowiednio 4 oraz 3); (Tabela 15).
W grupie kontrolnej zaobserwowano takze wysoki stopien nasilenia naciekow komorek
jednojadrzastych oraz zwloknienia $rodmigzszowego (mediana punktéw wyniosta
3 w przypadku obu parametrow). W grupie doswiadczalnej zmiany te wystepowaty

w niewielkim stopniu nasilenia (mediana punktow wyniosta 1 w przypadku obu parametréw).

Tabela 15. Ocena histopatologiczna LV w Czesci I1.

Grupa Wakuolizacja Naciek komorek Zwloknienie Suma
kardiomiocytow jednojadrzastych Srodmiazszowe

Doswiadczalna 3(2,5-3) 1(2-3) 1(0-1,5) 5 (5-5,5)

Kontrolna 4 (2,5-5,5) 3(3-5) 3(2-3,5) 10 (9-13)

Dane przedstawiono jako mediane + IQR. LV — lewa komora serca.

4.3.5. Parametry biochemiczne z surowicy

W grupie doswiadczalnej stezenie cTnl w surowicy bylo istotnie nizsze w porownaniu
do grupy kontrolnej (odpowiednio: 272,55 ng/l vs. 302,7 ng/l, p<0,05); (Rycina 41.A).
Pomigdzy grupa doswiadczalng a kontrolng nie zaobserwowano natomiast istotnych réznic

w zakresie stezenia NT-proBNP w surowicy (odpowiednio: 272,91 ng/l vs. 295,87ng/l);
(Rycina 41.B).
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Rycina 41. Stezenie A. troponiny sercowej | (cTnl) oraz B. N-koncowego propeptydu natriuretycznygo
typu B (NT-proBNP) w surowicy zwierzat w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i doswiadczalnej (Sac/Val

p.0.). Dane przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SD. * p<0,05
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4.3.6. Badanie pilotazowe

W ramach Czg$ci Il badania przeprowadzono takze badanie pilotazowe w niewielkiej
grupie czterech zwierzat doswiadczalnych, ktorym poza cotygodniowymi iniekcjami DOX i.p.
w dawce 4 mg/kg BW podawano sakubitryl p.o. w dawce 9,7 mg/kg BW/d, zgodnie ze
schematem przedstawionym na Rycinie 6. W zwigzku z niewielkg liczebnos$cig zwierzat
wykorzystanych w badaniu pilotazowym, uzyskanych w nim wynikéw nie poddano analizie

statystycznej i przedstawiono w formie osobnego opracowania.

Badanie pilotazowe, n=4

| 4 tygodnie >
|

| Sac 9,7 mg/kg/d p.o.

Doba 1. Doba 8. Doba 15. Doba 22. Doba 29.
ECHO ECHO

EKG DOX 4 mg/kgip. | DOX4mgkgip | DOX4mgkegip |EKG

DOX 4 mg/kg i.p. Pobranie tkanek

Rycina 42. Przebieg badania pilotazowego w Czesci 1. DOX — doksorubicyna; ECHO — badanie
echokardiograficzne, EKG — badanie elektrokardiograficzne, i.p. — dootrzewnowo, n — liczebnosé¢

osobnikéw, NaCl — chlorek sodu, p.o. — dozolgdkowo, Sac — sakubitryl.

Sposrod czterech wiaczonych do badania pilotazowego osobnikow, jeden padt przed
wykonaniem procedur z doby 29 i nie zostat z tego powodu uwzgledniony w dalszej analizie.
Mediana TL badanych zwierzat wyniosta 40 (39-40,25) mm, natomiast mediana HW/TL — 0,28
(0,27-0,29) g/10 mm. Poréwnanie wartosci parametrow ocenianych u zwierzat w 1 oraz 29
dobie badania przedstawiono w Tabeli 16. Natomiast poréwnanie parametrow z 29 doby
badania uzyskanych w badaniu pilotazowym do parametréw obserwowanych w grupie
kontrolnej Czesci II przedstawiono w Tabeli 17. Badanie histopatologiczne wykazato wyraznie
niski stopien nasilenia histopatologicznego uszkodzenia $rodsierdzia - mediana sumy
przyznanych punktéw wyniosta 2 (1,5-2,5). NajczeSciej obserwowanym wyktadnikiem
uszkodzenia miokardium byt naciek komorek jednojadrzastych o niewielkim nasileniu
(mediana przyznanych punktow - 2). Wakuolizacja kardiomiocytdéw wystgpowata na
najnizszym stopniu nasilenia (1 punkt) jedynie u jednego z badanych osobnikow, u pozostatych
dwoch nie zaobserwowano wymienionych zmian. Podobnie, zwloknienie $rédmigzszowe
wystepowal0 na najnizszym stopniu nasilenia (1 punkt) jedynie u jednego, innego osobnika,

a u pozostatych dwoch nie zaobserwowano wystgpowania wymienionych zmian.
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Tabela 16. Parametry oceniane w badaniu pilotazowym w 1 oraz 29 dobie badania.

Parametr Doba 1 Doba 29
BWI/TL [g/10mm] 81,25 (78,16-83,78) 78,25 (76,56-79,81)
LVIDs [mm] 4 (4-4) 4 (4-4,5)
LVIDd [mm] 7(7-7,17) 7,33 (7-7,67)
LVFS [%] 42,86 (42,86-44,16) 40,00 (38,75-42,73)
LVEF [%] 72,59 (72,59-73,96) 69,40 (67,54-72,36)

SV/TL [mL/10mm]

0,071 (0,071-0,079)

0,07 (0,063-0,076)

CO/TL [mL/10mm]

21,52 (21,23-23,74)

16,68 (15,62-18,68)

HR [1/min]

305 (296,17-310)

242,67 (241,17-248)

QRS [ms]

26,75 (26,38-27,13)

28 (27,5-28,5)

QTc [ms]

65,24 (63,93-66,73)

65,51 (63,99-68)

Dane przedstawiono jako mediane £ IQR. BW — masa ciata, CO — pojemnos¢ minutowa serca, HR —

rytm serca, HW —masa serca, LVEF —frakcja wyrzutowa lewej komory serca, LVFS —frakcja skracania

lewej komory serca, LVIDd — wymiar poéznorozkurczowy lewej komory serca, LVIDs — wymiar

poznoskurczowy lewej komory serca, QTC — skorygowany czas trwania odstegpu QT, SV — objetosé

wyrzutowa lewej komory serca, TL - diugosé kosci piszczelowe;j.
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Tabela 17. Wartosci parametrow ocenianych w badaniu pilotazowym (Sac) w poréwnaniu do

grupy kontrolnej z Czesci 1 badania (NaCl p.o.).

Parametr
Sac NacCl p.o.
TL [mm] 40 (39-40,25) 39 (39-40)
BWI/ [Tg'/—l‘(’)"rﬁr%?"bie 78.25 (76,56-79,81) 66,5 (60,55-69,73)
HW [g/10mm] 0,28 (0,27-0,29) 0,21 (0,19-0,22)
LVIDs w 29 dobie [mm] 4 (4-4,5) 5 (4,83-5)
LVIDd w 29 dobie [mm] 7,33 (7-7,67) 7 (7-7.33)

LVFS w 29 dobie [%]

40,00 (38,75-42,73)

33,33 (28,57-34,70)

LVEF w 29 dobie [%0]

69,40 (67,54-72,36)

60,59 (53,71-62,27)

SV/TL w 29 dobie

0,07 (0,063-0,076)

0,06 (0,053-0,072)

[mML/10mm]
Cof;tfl"ozn?rgj’bie 16,68 (15,62-18,68) 13,60 (12,65-15,28)
HR w 29 dobie [1/min] 242,67 (241,17-248) 213,67 (204,67-248)
QRS w 29 dobie [ms] 28 (27,5-28.,5) 28 (26-32,5)
QTc w 29 dobie [ms] 65,51 (63,99-68) 68,69 (67,29-69,32)
Indeks HP 2 (1,5-2,5) 10 (9-13)

Dane przedstawiono jako mediane + IQR. BW — masa ciata, CO — pojemnos¢ minutowa serca, HR —

rytm serca, HW — masa serca, LVEF —frakcja wyrzutowa lewej komory serca, LVFS —frakcja skracania

lewej komory serca, LVIDd — wymiar péznorozkurczowy lewej komory serca, LVIDs — wymiar

poznoskurczowy lewej komory serca, QTC — skorygowany czas trwania odstegpu QT, SV — objetosé

wyrzutowa lewej komory serca, TL - dfugosé kosci piszczelowe;.
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5. DYSKUSJA

Analiza danych pochodzacych z badan przeprowadzonych na zwierzecych modelach AIC,
szczegllnie w przypadku modeli kardiotoksycznosci przewlektej, utrudniona jest przez
znaczng roznorodno$¢ stosowanych przez badaczy schematow indukceji kardiotoksycznoS$ci
oraz brak jednolitych definicji umozliwiajgcych definitywne stwierdzenie wystgpienia
zaburzen kurczliwosci LV. W nawigzaniu do wytycznych ICOS (2022) i ESC (2022)
definiujagcych wystgpienie CTRCD w praktyce klinicznej, u zwierzat doswiadczalnych nie
ustalono krytycznych wartosci LVEF, ktore umozliwityby rozpoznanie dysfunkcji skurczowej
LV wywotanej podaniem antracyklin. W zwiazku z obserwowanymi u zdrowych szczuréw
w spoczynku warto$ciami LVEF znacznie przekraczajagcymi spoczynkowe wartosci LVEF
wystepujace fizjologicznie u czlowicka [257], zastosowanie wytycznych okreslajacych
wystagpienie CTRCD u ludzi nie pozwolitoby na adekwatne rozpoznanie wystgpienia
dysfunkcji skurczowej LV u szczura.

We wspomnianym wyzej przegladzie systematycznym przeprowadzonym przez Georgiadis
I wsp. (2020) wykazano, ze w znacznej wigkszosci badan doswiadczalnych wykorzystujgcych
szczurzy model AIC, pod wptywem podania DOX uzyskuje si¢ spadek LVEF o 10-40%
wzgledem wartosci wyjsciowych [63]. W przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej doswiadczeniach, we wszystkich grupach zwierzat otrzymujacych DOX,
z wylagczeniem grup poddanych dodatkowo dozotadkowej terapii  substancjami
o wlasciwosciach kardioprotekcyjnych, osiagnieto obnizenie $rednich wartosci LVEF zgodne
z wymienionym zakresem. Uzasadnionym wydaje si¢ zatem stwierdzenie, ze wykorzystane
w niniejszej pracy doktorskiej modele zwierzece, zardéwno kardiotoksyczno$ci ostrej jak
i przewlektej, pozwolily na uzyskanie adekwatnego efektu kardiotoksycznego, zgodnego z tym
opisywanym w pracach innych badaczy.

Warto podkresli¢ jednak, ze wykorzystany w niniejszej pracy doktorskiej sposob
oszacowania LVEF, stosowany szeroko przez innych badaczy w zwierzecych modelach chorob
uktadu krazenia, pozostaje pomiarem obcigzonym niedoktadnoscia [257]. W zwigzku
z utrudnionymi warunkami badania zwigzanymi z niewielkim rozmiarem szczurzych serc
1 wysokimi spoczynkowymi wartosciami HR, oszacowania tego dokonano na podstawie
wymiaréw wewnetrznych LV uzyskanych w projekcji przymostkowej w osi krotkiej w trybie
obrazowania M-mode. Sposéb ten rejestruje skurcz serca jedynie w jednej ptaszczyznie
przestrzennej w osi krotkiej, bez udziatu skurczu podtuznego. Ponadto, obliczenia opierajg si¢
na zatozeniach geometrycznych, ze forma przestrzenna LV jest zmodyfikowana elipsoida, co

moze nie stanowi¢ dokladnego przyblizenia. Przyblizenie to jest jednak szczegdlnie
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niedoktadne w przypadku odcinkowych zaburzen kurczliwosci LV, ktore nie wystepuja typowo
w AIC i nie byly obserwowane U zwierzat do§wiadczalnych wykorzystanych w niniejszej
pracy. Celem zwigkszenia doktadnosci charakterystyki funkcji skurczowej LV, w zestawieniu
z LVEF oceniono takze szereg innych parametrow: LVFS, SV/TL oraz CO/TL [257], ktérych
pomiar obcigzony jest mniejszym btedem i ktore w pracy wiasnej wykazywaly trendy spojne

i analogiczne do tych obserwowanych w przypadku LVEF.
5.1. Czes¢ Ia — model ostrej AIC

W Czgéci Ia niniejszej pracy doktorskiej zastosowano zwierzecy model AIC, ktory celem
zapewnienia porownywalnych warunkow doswiadczalnych uzyskano zgodnie z powszechnie
opisywanymi w literaturze schematami indukcji ostrej postaci AIC u szczuréw [68-70]. Celem
oceny zjawisk zachodzacych w obrebie mig$nia sercowego w bezposrednim nastgpstwie
toksycznego uszkodzenia, badacze wykorzystuja krotkie okresy obserwacji od czasu podania
DOX (24-48 godziny od podania leku) [68-70, 264]. Zgodnie z tym, w niniejszej pracy
doktorskiej zwierzeta doswiadczalne poddano usmierceniu po uptywie doby od iniekcji DOX

I.p. w wysokiej dawce 20 mg/kg BW.
5.1.1. Ogolna charakterystyka zwierzat

Wykorzystane w niniejszej pracy doktorskiej zwierzeta w modelu ostrej postaci AIC
w grupie doswiadczalnej i kontrolnej byly do siebie podobne w zakresie podstawowych
parametrow - nie wykazywaty roznic w zakresie TL (Rycina 8) oraz BW/TL (Rycina 9).
Smiertelno$¢ zwierzat w grupie do$wiadczalnej wyniosta 12,5% (Tabela 9) - zblizone wartosCi
raportowane byty rowniez przez innych badaczy stosujacych podobny model, si¢gajac od okoto
3% do 25% [265, 266].
W Czesci la niniejszej pracy pomiedzy grupami zwierzat nie zaobserwowano rdznic
w zakresie HW/TL (Rycina 10), co wigza¢ mozna z zastosowanym w badaniu krotkim okresem
obserwacji, nie pozostawiajagcym czasu na dokonanie si¢ zmian atroficznych i przebudowy
miegsnia sercowego pod wpltywem jego toksycznego uszkodzenia. Dane literaturowe dotyczace
zmian masy serca w ciggu krotkiego okresu obserwacji wydaja si¢ potwierdzac te obserwacje.
Zgodnie z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy doktorskiej, w badaniach
przeprowadzonych przez Polegato i wsp. (2015) oraz Carvalho i wsp. (2016) nie
zaobserwowano zmian masy LV w czasie 48 godzin od iniekcji antracykliny [69, 267].
Podobnie, Wang i wsp. (2015) nie zaobserwowali istotnych zmian w zakresie masy LV
zmierzonej podczas przezklatkowego badania echokardiograficznego wykonanego w ciggu
trzech dni od iniekcji DOX [268]. Natomiast Mantawy i wsp. (2014) w czasie 48 godzin od
99



podania DOX w dawce 15 mg/kg BW zaobserwowali istotnic nizsze $rednie wartoSci
calkowitej masy serca [269]. Z kolei Mathias i wsp. (2019) zaobserwowali nizsze bezwzgledne
warto$ci masy LV po 24 godzinach od iniekcji DOX i jednocze$nie wyzsze wartosci stosunku
masy LV do BW [68]. Ta ostatnia zalezno$¢ wynikata prawdopodobnie z nizszej masy ciata
zwierzat otrzymujacych DOX, u ktorych obserwowano ograniczone przyjmowanie ptynow

I paszy w trakcie badania.
5.1.2. Parametry echokardiograficzne

Wykorzystane w niniejszej pracy doktorskiej zwierzeta w modelu ostrej AIC
w 1 dobie badania nie roznity si¢ pomigdzy grupami w zakresie LVIDd (Rycina 11.B), HR
(Rycina 13.A) oraz stosunku SV/TL (Rycina 13.B) i CO/TL (Rycina 13.C). W grupie
doswiadczalnej w 1 dobie badania zaobserwowano jednak nizsze wartosci LVIDs (Rycina
11.A), co przetozyto si¢ na obserwowane w tej grupie wyzsze wartosci LVFS oraz LVEF
(Rycina 12) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W obu grupach wartosci tych parametrow
pozostawaty jednak w zakresie normy obserwowanej w badaniach echokardiograficznych
przeprowadzonych u zdrowych szczuréw [63, 257], stad w S$wietle podobienstwa pod
wzgledem innych wymienionych parametrow (SV/TL, CO/TL), obserwowane rozbiezno$ci
wynikaty najprawdopodobniej z chwilowych réznic w napigciu wspotezulnej czgéci uktadu
nerwowego zwierzat, nie stanowiac o istnieniu zasadniczych réznic w funkcji skurczowej LV
mig¢dzy grupami.

W niniejszej pracy doktorskiej podanie DOX w formie jednokrotnej iniekcji i.p. w ciggu
24 godzin spowodowato istotne obnizenie echokardiograficznych wyktadnikow kurczliwosci
LV. W drugiej dobie badania w grupie do$wiadczalnej odnotowano istotne obnizenie $rednich
wartosci LVFS 0 21,95% oraz LVEF o 14,29%. Ponadto, pomimo braku istotnych roznic
w zakresie stosunku SV/TL i HR, w grupie doswiadczalnej zaobserwowano istotne obnizenie
warto$ci stosunku CO/TL o 21,38%. Obserwacje te pozostaja spojne z danymi literaturowymi
dotyczacymi ostrego wplywu podania wysokiej dawki DOX na echokardiograficzne
wyktadniki wydolno$ci skurczowej LV serca u szczurow. Wielu badaczy odnotowalo
gwaltowne zmiany wartosci tych parametréw w ciagu kilkudziesieciu godzin od iniekcji DOX.
Mathias i wsp. (2019) zaobserwowali istotne zwickszenie LVIDs przy zachowanym LVIDd
oraz obnizenie LVEF w ciggu 48 godzin od jednorazowej iniekcji DOX w dawce 20 mg/kg
BW [68]. Podobnie, Polegato i wsp. (2015) odnotowali istotne obnizenie LVFS, LVEF i CO
u zwierzat doswiadczalnych w ciggu 48 godzin od jednorazowej iniekcji DOX w dawce 20
mg/kg BW [70]. Zblizone obserwacje uzyskali takze Wang i wsp. (2015) w 3 dobie od iniekcji
DOX w dawce 15 mg/kg BW [268]. W przeciwienstwie do przytoczonych badan, Carvalho
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i wsp. (2016) nie zaobserwowali istotnych zmian LVEF i LVFS u szczuréw w ciggu 48h od
iniekcji DOX w dawce 20 mg/kg BW [69]. Zaobserwowano jedynie obnizenie LVIDd, co
powigzano ze stabym wypehieniem tozyska naczyniowego zwierzat, u ktérych wystepowato

obnizone przyjmowanie ptynéw i paszy.
5.1.3. Ocena histopatologiczna

W niniejszej pracy doktorskiej w materiale tkankowym uzyskanym w ciggu 24 godzin
od podania DOX, w badaniu histopatologicznym zaobserwowano wysoki stopien nasilenia
zwyrodnienia kardiomiocytow W postaci wakuolizacji ich cytoplazmy, przy mniejszym
znaczeniu naciekow zapalnych i zwldknienia $rodmigzszowego (Rycina 14; Tabela 10).
Wyniku takiego oczekiwano w zwiazku z zastosowanym w badaniu krotkim okresem
obserwacji, nie zapewniajagcym czasu na pojawienie si¢ odpowiedzi zapalnej i przebudowy
miegsnia sercowego. Wyniki te zgodne sg z danymi literaturowymi, wskazujacymi ze jednym
z najwczesniejszych mikroskopowych objawow wystapienia AIC jest zaburzenie struktury
komorkowej kardiomiocytow z ich wakuolizacja i zanikiem miofibryli [51]. Obserwacje
ptynace z prac innych badaczy, w ktorych dokonano oceny histopatologicznej srddsierdzia po
jednokrotnej iniekcji DOX w wysokiej dawce, potwierdzaja obserwacj¢, ze zmiany te moga

dokona¢ si¢ juz w ciggu kilkudziesieciu godzin od podania leku [264, 266, 269].
5.1.4. Ekspresja mRNA, poziom bialtka i aktywnos¢ NEP w LV

W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy oceniono zmiany dotyczace tkankowej
ekspresji mRNA, poziomu biatka i aktywnosci enzymatycznej NEP w obrebie lewej komory
mig$nia sercowego w zwierzgcym modelu ostrej AIC. W badaniu wiasnym w materiale
tkankowym uzyskanym po uptynigciu doby od iniekcji DOX nie zaobserwowano istotnych
zmian w zakresie tkankowej ekspresji mMRNA (Rycina 15) oraz poziomu biatka NEP (Rycina
16) w obrgbie LV. Podanie DOX wigzalo si¢ jednak z istotnym obnizeniem aktywnosci
enzymatycznej NEP w tej tkance (Rycina 17).

Aktywno$¢ enzymatyczna NEP regulowana moze by¢ przez szereg modyfikacji
potranslacyjnych, takich jak glikozylacja [270], fosforylacja [271, 272], N-mirystylacja [273]
czy sialilacja [274]. W szerokim zakresie uktadow tkankowych wykazano roéwniez, ze
aktywnos$¢ NEP regulowana jest takze przez warunki hipoksji. NEP bierze udziat w odpowiedzi
chemoreceptoréw kilebkow szyjnych na obnizenie ci$nienia parcjalnego tlenu we krwi tetniczej
poprzez hydroliz¢ substancji P [275, 276]. Carpenter i wsp. (2001) zaobserwowali obnizong
aktywno$¢ enzymatyczng NEP w ptucach oraz nerkach szczurow szczepu SPRD poddanych
wplywowi hipoksji [277]. W wymienionym badaniu obnizenie aktywnos$ci enzymatycznej NEP
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oraz zahamowanie ekspresji jejf mRNA w obrg¢bie tkanki plucnej obserwowano juz w ciggu 24
godzin od zaistnienia warunkoéw hipoksemicznych.

Obnizong aktywno$¢ NEP zaobserwowano rowniez w badaniu przeprowadzonym in
vitro w linii komorkowej nerwiaka zarodkowego wspotczulnego NB-7, szczurzych neuronach
korowych oraz szczurzych astrocytach poddanych wplywowi hipoksji oraz stresu
oksydacyjnego [278]. Wang i wsp. (2011) zaobserwowane w warunkach hipoksji obnizenie
aktywnosci NEP w mysich neuronach korowych powiazali ze zwigkszonym stopniem metylacji
oraz obnizonym stopniem acetylacji biatek histonowych w okolicy promotora genu NEP [279].
W innym badaniu przeprowadzonym w linii komodrkowej nerwiaka zarodkowego
wspotczulnego SH-SYS5Y wykazano jednak, ze komoérki poddane wplywowi przewlektej
hipoksji wykazywaty obnizong aktywno$¢ enzymatyczng NEP réwniez przy braku zmian
ekspresji jej genu [280]. Z kolei Mitra i wsp. (2013) zaobserwowali obnizong aktywno$¢ NEP
w warunkach hipoksji w linii komérkowej raka prostaty, co powigzano z odziatywaniem
czynnika indukowanego hipoksja 1 (HIFla) z trzema elementami odpowiedzi na hipoksj¢
ulokowanymi w poblizu promotora genu NEP [281].

Warunki hipoksji, szczegolnie w przypadku umiarkowanie ograniczonej dostepnosci
tlenu, wigza si¢ z nadmierng produkcja reaktywnych form tlenu i wolnych rodnikow,
a w efekcie do pojawienia si¢ nasilonego stresu oksydacyjnego [282]. Z tego wzgledu mozna
domniemywa¢, ze odpowiedZz komorkowa na warunki hipoksji moze by¢ zblizona do
odpowiedzi na inne czynniki wywotujace stres oksydacyjny w odrgbnym mechanizmie. Stres
oksydacyjny uwazany jest za jeden z podstawowych mechanizmow toksycznego uszkodzenia
kardiomiocytow w wyniku podania antracyklin. Zgodnie z tym, istniejag doniesienia
o zwigkszonej aktywnosci HIFla w kardiomiocytach myszy oraz szczuréw poddanych
wpltywowi DOX [283, 284]. Ponadto, w szczurzym modelu ostrej AIC wykazano, ze nasilony
stres oksydacyjny w obrebie migénia sercowego wystepuje juz w ciagu kilkudziesigciu godzin
od podania leku [269]. Prawdopodobnym wydaje si¢ zatem, ze zaobserwowane w niniejszej
pracy doktorskiej obnizenie aktywnosci NEP w obrgbie mig$nia sercowego w odpowiedzi na
toksyczne uszkodzenie pod wplywem podania DOX moze by¢ powigzane z obserwowang
w innych tkankach i komorkach odpowiedzig na stan hipoksji. Pogiebienie zrozumienia tego
zjawiska wymaga dalszych badan w tym zakresie.

Ponadto, aktywno$¢ enzymatyczna NEP, jako enzymu btonowego, ulega¢ moze
zmianom zwigzanym z zaburzeniem struktury blony komoérkowej kardiomiocytow pod
wplywem toksycznego dziatania DOX, zwigzanego z nasilonymi zmianami degeneracyjnymi

w obrebie tych komorek obserwowanymi w badaniu histopatologicznym [285].
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Obnizenic tkankowej aktywnosci NEP w obrgbie migénia sercowego zwigzane
z podaniem antracyklin moze wigza¢ si¢ z kardioprotekcyjnym efektem zwigkszonej
biodostgpnosci peptydow natriuretycznych. W niniejszej pracy doktorskiej, w modelu ostrej
AIC, nie zaobserwowano jednak istotnych zalezno$ci mi¢dzy aktywno$cig enzymatyczng,
poziomem bialtka i ekspresjg MRNA NEP w LV a stopniem nasilenia zmian obserwowanych
w badaniu histopatologicznym i echokardiograficznym. Obnizenie tkankowej aktywnos$ci
enzymatycznej NEP w obrebie migénia sercowego w ciggu pierwszych kilkunastu godzin od
podania DOX nie wydaje si¢ mie¢ zatem istotnego wplywu ochronnego przed ostrym

toksycznym uszkodzeniem miokardium.
5.1.5. Stegzenie SNEP w surowicy

W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy oceniono zmiany stezenia sNEP
w surowicy zwierzat w modelu ostrej postaci AIC. W pracy nie zaobserwowano wptywu
podania DOX na stezenie SNEP w surowicy szczuréw z grupy doswiadczalnej (Rycina 18). Nie
wykryto rowniez istotnych korelacji migdzy stezeniem SNEP a echokardiograficznymi
wyktadnikami kurczliwosci LV oraz sumarycznym indeksem histopatologicznego uszkodzenia
Srddsierdzia, uwzgledniajagcego nasilenie zmian degeneracyjnych, stopien zwldknienia
srodmigzszowego oraz obecnos¢ naciekoéw komorek jednojadrzastych (Rycina 19.A).
Natomiast w grupie zwierzat otrzymujacych DOX zaobserwowano silng dodatnia korelacje
miedzy st¢zeniem SNEP w surowicy a stopniem nasilenia zmian degeneracyjnych
kardiomiocytow w postaci wakuolizacji ich cytoplazmy (Rycina 19.B), ktore stanowity gtowny
wyktadnik histopatologicznego uszkodzenia S$rodsierdzia obserwowany w tym punkcie
czasowym. Zaobserwowana korelacja wskazuje na prawdopodobng role tej formy enzymu w
procesach patofizjologicznych zwigzanych z AIC. Krazaca we krwi sNEP posiada aktywnos¢
enzymatyczng, podobnie jak forma zwigzana z btong komérkows, prowadzac do ograniczenia
biodostepnosci peptydow natriuretycznych [286]. Wymieniona zalezno$¢ moze wynikac zatem
z zaostrzenia toksycznego wptywu DOX na migsien sercowy przy obnizonej aktywnosci NP,
0 uznanym dziataniu kardioprotekcyjnym.

Dane literaturowe dotyczace zmian stezenia SNEP we krwi w ostrej fazie choréb uktadu
krazenia i korelacji tego parametru z cigzkoscig uszkodzenia $rodsierdzia pozostajg znacznie
ograniczone. Bernelin i wsp. (2019) nie zaobserwowali roznic w stezeniu sSNEP we krwi
pacjentow we wczesnej fazie zawalu migsnia Sercowego z uniesieniem odcinka ST
w porownaniu do jednego miesigca po MI [190]. Nie stwierdzono roéwniez zwigzku migdzy
stezeniem SNEP a rozleglo$cig MI, nasileniem wykladnikéw stanu zapalnego (stezenie biatka

C-reaktywnego, IL-6, liczba leukocytow we krwi), a takze wynikami leczenia w ciagu roku od
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MI. Z kolei Zelniker i wsp. (2020) wykazali, ze wyzsze stezenie SNEP we Krwi pacjentow po
pozaszpitalnym naglym zatrzymaniu krazenia zmierzone przy przyjeciu do szpitala wigzato si¢

z wyzszym ryzykiem zgonu z jakiejkolwiek przyczyny [192].
5.2. Czes$¢ Ib — model kardiotoksycznos$ci przewleklej

W Czesci Ib niniejszej pracy doktorskiej, celem oceny zjawisk zachodzacych w obrebie
migs$nia sercowego w nastepstwie dtugotrwatego narazenia na DOX, zastosowano zwierzecy
model przewlektej postaci AIC. Aby zapewni¢ porownywalne warunki doswiadczalne, w pracy
wykorzystano jeden z chetnie stosowanych przez innych badaczy schematéw indukcji

przewleklej AIC poprzez cotygodniowe iniekcje DOX i.p. [287-293].
5.2.1. Ogolna charakterystyka zwierzat

Wykorzystane w niniejszej pracy doktorskiej zwierzeta w modelu przewleklej postaci
AIC w grupie doswiadczalnej 1 kontrolnej byty do siebie zblizone w zakresie podstawowych
parametrow - nie wykazywaty ro6znic pod katem TL (Rycina 20) oraz BW/TL (Rycina 21)
w 1 dobie badania. Smiertelno$¢ zwierzat w grupie do§wiadczalnej, poddanej cotygodniowym
iniekcjom DOX, wyniosta 36,36% (Tabela 11). Dane literaturowe pochodzace z prac
wykorzystujacych szczurzy model przewlektej AIC wskazuja na szeroki zakres obserwowanej
$miertelno$ci zwierzat, ktora opisywana byta na poziomie od okoto 14% do nawet 45%
zwierzat [294-300].

W badaniu wlasnym w grupie zwierzat otrzymujacych DOX w trakcie trwania badania
zaobserwowano istotny spadek stosunku BW/TL 0 21,33% (Rycina 21). Inni badacze stosujacy
modele przewlektej AIC opisywali wyrazny spadek BW zwierzat w trakcie trwania
doswiadczenia W zblizonym zakresie od 19% do ok. 33% [51, 298, 301-303]. Obserwacja ta
jest powszechnie wigzana z wyniszczeniem zwierzat zwigzanym z postepujaca niewydolnoscia
serca, niewydolno$cig watroby oraz toksycznos$cig jelitowa wystepujacymi pod wplywem
podania DOX.

W niniejszej pracy doktorskiej w grupie zwierzat otrzymujacych DOX zaobserwowano
takze istotnie nizsze wartosci stosunku HW/TL w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 22).
Dane literaturowe pochodzace z badan stosujacych zblizony zwierzecy model przewlektej AIC
sg zroznicowane, natomiast wigkszo$¢ z nich potwierdza obserwacje z pracy doktorskiej.
Miyoshi i wsp. (2022) oraz Sacco i wsp. (2001) zaobserwowali istotny statystycznie spadek
bezwzglednej wartosci HW pod wplywem przewlektego podania DOX [242, 289]. Z kolei
Xiang i wsp. (2009) odnotowali state wartosci stosunku HW/BW, co przy jednoczes$nie
opisanym istotnym obnizeniu wartosci BW pozwala wnioskowa¢ o towarzyszacemu temu
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spadkowi HW [296]. W nieco odmiennym modelu przewlektej AIC, w ktérym zwierzeta
otrzymywaty DOX w nizszej dawce w codziennych iniekcjach przez okres 10 dni, a nast¢pnie
podane zostaty Kilkutygodniowej obserwacji, Medeiros-Lima i wsp. (2019) zaobserwowali
istotne obnizenie stosunku masy LV do TL juz w ciaggu tygodnia od ostatniej iniekcji DOX
[301]. Obserwacje te najczes$ciej wigzano z ogdlnym wyniszczeniem i kacheksjg zwierzat
poddanych wyplywowi DOX, u ktorych, podobnie jak w niniejszej pracy doktorskiej,
obserwowano istotny spadek BW. Obserwowane obnizenie HW zwigzane z podaniem
antracyklin wigze si¢ takze najprawdopodobniej z postepujacg atrofig toksycznie uszkodzonych
kardiomiocytow [304]. Inni badacze u zwierzat poddanych cotygodniowym iniekcjom DOX
zaobserwowali jednak wzrost stosunku HW/TL [302, 305], czy wzrost stosunku masy LV do
masy prawej komory serca [306], a roznice w obserwacjach powigza¢ mozna
najprawdopodobniej z wystapieniem obrz¢ku toksycznie uszkodzonych tkanek migénia
sercowego w pracach przeprowadzonych przez tych badaczy.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej pozostaja spojne z obserwacjami
ptynacymi z badan przeprowadzonych z wykorzystaniem badania rezonansu magnetycznego
serca u pacjentow poddanych chemioterapii opartej o antracykliny, u ktoérych wykazano istotne

obnizenie masy LV w populacji zarowno dorostych [307, 308], jak i pediatrycznej [309].
5.2.2. Parametry echokardiograficzne

Wykorzystane w niniejszej pracy doktorskiej zwierzeta w modelu przewlekltej AIC nie
wykazywaly roznic w zakresie wymiarow wewngtrznych LV (LVIDs, LVIDs); (Rycina 23),
LVFS i LVEF (Rycina 24) oraz HR, SV/TL i CO/TL (Rycina 25) w 1 dobie badania.
W ostatniej dobie w grupie zwierzat otrzymujacych DOX zaobserwowano istotne wyzsze
wartosci LVIDs w porownaniu do grupy kontrolnej, przy zachowanej wartosci LVIDd (Rycina
23). Zmiany te przetozyly si¢ na odnotowane w tej grupie istotne obnizenie Srednich wartosci
LVFS o0 22,77% oraz LVEF o0 14,71% (Rycina 24). Obserwacje te pozostaja spojne z danymi
literaturowymi dotyczacymi przewleklego wptywu podania DOX na echokardiograficzne
wyktadniki funkcji skurczowej LV u szczuréw [300, 302, 303, 306]. W niektorych z badan
wykorzystujacych zwierzecy model przewleklej AIC obserwowano takze istotne zwigkszenie
LVIDd [296, 300], wskazujace na rozwdj poantracyklinowej kardiomiopatii rozstrzeniowej.
Z kolei inni badacze u zwierzat otrzymujacych DOX zaobserwowali istotnie nizsze warto$ci
LVIDd [306], ktore wigza¢ mozna z obnizeniem catkowitej objetosci krwi krazacej z powodu
ich odwodnienia i niedozywienia [310]. Prawdopodobnym jest zatem, ze obserwowany w pracy
wiasnej brak zmian LVIDd zwigzanych z podaniem DOX wynika¢ moze z jednoczesnego

wystapienia obu tych zjawisk.
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W niniejszej pracy doktorskiej u zwierzat poddanych wptywowi DOX zaobserwowano
takze istotne obnizenie $rednich wartosci stosunku SV/TL o 21,92% oraz HR o 25,81%,
w efekcie czego wystapito takze znaczne obnizenie CO/TL 0 42,1% w poréwnaniu do 1 doby
badania (Rycina 25). Wyniki te dodatkowo potwierdzajg wystgpienie dysfunkcji skurczowe;j
toksycznie uszkodzonego miokardium i zgodne sa z danymi literaturowymi dotyczgcymi

wplywu podania antracyklin na wymienione parametry u szczurow [51, 296].
5.2.3. Ocena histopatologiczna

W Czesci Ib niniejszej pracy doktorskiej wyniki badania histopatologicznego wykazaty
wystgpienie istotnego uszkodzenia miokardium zwigzanego z przewlekla ekspozycja na DOX
(Rycina 26). W pracy obserwowano przede wszystkim wysoki stopien nasilenia zwtoknienia
srodmigzszowego oraz naciekéw komorek jednojadrzastych, przy mniejszym nasileniu zmian
degeneracyjnych kardiomiocytow (Tabela 12). W przeprowadzonym przez Cove-Smith i wsp.
(2014) szeroko zakrojonym badaniu dotyczacym histopatologicznej charakterystyki serc
szczurow poddanych przewleklemu wptywowi DOX odnotowano stopniowy wzrost nasilenia
naciekow komorek zapalnych poczawszy od 4 tygodnia od pierwszej iniekcji DOX, natomiast
ogniska zwloknienia $rodsierdzia obserwowano od 2 miesigca badania [51]. Zgodnie
z wynikami pracy wlasnej, dane uzyskane przez innych badaczy wskazuja jednak, ze
zwloknienie $rodmiazszowe Srodsierdzia zwigzane z podaniem antracyklin zaobserwowaé
mozna wczesniej, juz w ciaggu trzech badz czterech tygodni od pierwszego podania leku [302,
305, 306]. Roznice w czasie wystapienia wymienionych odchylen w badaniu
patomorfologicznym powigza¢ mozna z wykorzystaniem w wymienionych badaniach r6znych

schematow podania DOX.
5.2.4. Ekspresja mRNa, poziom biatka i aktywnos¢ NEP w LV

W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy oceniono zmiany dotyczace tkankowe;j
ekspresji mRNA, poziomu biatka i aktywnosci NEP w obrebie LV w zwierzecym modelu
przewleklej AIC. W badaniu nie zaobserwowano istotnych zmian w zakresie tkankowej
ekspresji mMRNA (Rycina 27) oraz aktywnosci enzymatycznej NEP (Rycina 29) w obrebie LV.
Przewlekta ekspozycja na DOX wigzala si¢ jednak z istotnie obnizonym tkankowym poziomem
biatka NEP w obrgbie LV (Rycina 28).

Tkankowa ekspresja NEP podlega wptywowi szeregu czynnikow takich jak estrogeny
[311], androgeny [312], somatostatyna [313], witamina D3 [314], czy opisany wyzej Stan
hipoksji. Dane literaturowe dotyczace zmian ekspresji NEP w obrg¢bie migs$nia sercowego
w chorobach uktadu krazenia pozostajg ograniczone do dwoch badan. W badaniu
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przeprowadzonym przez Arrigo i wsp. (2018) w materiale pobranym od pacjentow
z idiopatyczng kardiomiopatig rozstrzeniowa i HFrEF wykazano 1,5-krotne zwigkszenie
ekspresji MRNA NEP w obrebie LV. Z kolei Pavo i wsp. (2020) dokonali oceny zmian ekspresji
i aktywnosci NEP w zwierzecym modelu pozawatowej HF [183]. W badaniu zastosowano
model HFrEF, uzyskany dzigki indukcji rozlegtego zawatu LV u $win, i oceniono rdznice
w ekspresji mMRNA, poziomu biatka oraz aktywnosci enzymatycznej NEP w szerokim zakresie
tkanek, w tym migs$niu sercowym, korze czotowej, nerkach i dwunastnicy. Autorzy
zaobserwowali ogdlnoustrojowe obnizenie ekspresji mRNA, poziomu biatka i aktywnosci NEP
w warunkach pozawalowej HF, szczegdlnie zaznaczone w obrgbie kory czotowej, dwunastnicy
oraz nerki. W obrebie LV zaobserwowano natomiast obnizenie aktywno$ci enzymatycznej
I poziomu biatka NEP przy braku znaczacych réznic w zakresie ekspresji mRNA enzymu, co
zgodne jest z obserwacjami uzyskanymi w niniejszej pracy doktorskiej. Co istotne, opisane
wyzej badania dotyczyly HF o innej etiologii, co moze by¢ przyczyng uzyskania w nich
rozbieznych obserwacji.

W s$wietle wielu poznanych czynnikow oddzialujacych na tkankowa ekspresje, poziom
i aktywno$¢ enzymatyczng NEP, zaobserwowane przez Pavo i wsp. (2020) ogélnoustrojowe
zmniejszenie aktywnosci i ekspresji NEP w pozawatowej HF, w zestawieniu z wynikami pracy
wlasnej, $wiadcza o mozliwym istnieniu potencjalnie kardioprotekcyjnego zjawiska majacego
na celu zwigkszenie dostepnosci peptydow natriuretycznych w kontekscie rozwijajacej si¢ HF.
HF w swojej istocie prowadzi do dysproporcji miedzy zapotrzebowaniem tkanek na tlen a jego
podazg z krwia, zwigzanej z obnizong pojemnoscig minutowa serca [315]. Mozliwe jest zatem,
ze rozwijajaca sie na tym tle tkankowa hipoksja i wynikajacy z niej stres oksydacyjny prowadzi
do ogodlnoustrojowego zahamowania ekspresji NEP w warunkach HF, w tym w obrgbie LV.

W niniejszej pracy doktorskiej, w modelu przewlektej AIC, nie zaobserwowano jednak
istotnych zalezno$ci migdzy aktywnos$cig enzymatyczng, poziomem bialka i ekspresja mRNA
NEP w LV a stopniem nasilenia zmian obserwowanych w badaniu histopatologicznym
1 echokardiograficznym. Obnizenie tkankowego poziomu NEP w obrebie mig¢$nia sercowego
zwigzanego z przewlekla ekspozycja na DOX nie wydaje si¢ mie¢ zatem istotnego wpltywu

ochronnego przed uszkodzeniem miokardium.
5.2.5. Stezenie sSNEP w surowicy

W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy oceniono zmiany stezenia SNEP
w surowicy zwierzat w modelu przewlektej postaci AIC. W badaniu nie zaobserwowano réznic
w stezeniu SNEP w surowicy zwierzat doswiadczalnych pomiedzy grupami (Rycina 30). Nie

zaobserwowano rowniez korelacji migdzy stezeniem SNEP a histopatologicznym stopniem
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uszkodzenia mieénia sercowego, ani zadnej z ocenianych sktadowych. W kontek$cie
obserwacji dokonanych w Cze¢$ci la badania, w modelu ostrej AIC, stezenie SNEP w surowicy
wydaje si¢ korelowac¢ jedynie ze stopniem nasilenia zmian degeneracyjnych kardiomiocytow
w poczatkowych etapach rozwoju AIC. Wraz z uptywem czasu, gdy zmiany te traca na
znaczeniu w porownaniu do pozostatych wyktadnikow uszkodzenia miokardium, korelacja ta
prawdopodobnie zanika.

W badaniu wlasnym w grupie zwierzat otrzymujacych DOX wykazano natomiast
obecno$¢ silnej ujemnej korelacji miedzy stezeniem SNEP we krwi a wartosciami stosunku
SVITL (Rycina 32) oraz CO/TL (Rycina 32). Istotnych korelacji nie zaobserwowano jednak
miedzy stgzeniem SNEP w surowicy a wartosciami LVEF i LVFS (Rycina 31). Wyniki te
wydaja si¢ spojne z tymi uzyskanymi przez innych badaczy w badaniach przeprowadzonych na
kohortach pacjentow z HFrEF. Bayes-Genis i wsp. (2015) wykazali, ze wyzsze stezenie SNEP
we krwi chorych z HFrEF stanowito czynnik ryzyka hospitalizacji oraz $§mierci z przyczyn
sercowo-naczyniowych, jednoczes$nie bez istotnych korelacji ze stopniem obnizenia LVEF
[187]. Podobnie, Nunez i wsp. (2017) w grupie pacjentow z HFrEF opisali podwyzszone
stezenie SNEP we krwi jako czynnik ryzyka hospitalizacji z jakiejkolwiek przyczyny, przy
braku korelacji migdzy st¢zeniem SNEP a ciezkoscig dysfunkcji skurczowej LV [188].

Zaobserwowana w niniejsze] pracy doktorskiej korelacja stezenia SNEP w surowicy
z niektorymi parametrami echokardiograficznymi wskazuje na prawdopodobng role tej formy
enzymu w procesach patofizjologicznych zwigzanych z AIC. Wymieniona zalezno$¢ moze
wynika¢ zatem z zaostrzenia dysfunkcji migsnia sercowego zwiazanej z przewlekta ekspozycja
na DOX obnizonej aktywnosci peptydow natriuretycznych, o uznanym dzialaniu

kardioprotekcyjnym.
5.3. Cze$é I1

W niniejszej pracy doktorskiej oceniono efekty zastosowania sakubitrylu/walsartanu
w niskiej dawce (20 mg/kg BW) na nasilenie echokardiograficznych, elektrokardiograficznych,
histopatologicznych 1 biochemicznych wykladnikow uszkodzenia migsnia sercowego U Szczura
w modelu przewlektej AIC. Indukcje przewleklej AIC wykonano zgodnie ze schematem
zastosowanym w Czgsci Ib niniejszej pracy. Celem ograniczenia przedwczesnej $miertelnosci

zwierzat w CzesSci 11 zdecydowano o redukcji dawki DOX 0 20% do 4 mg/kg BW/tydzien.
5.3.1. Ogolna charakterystyka zwierzat

Wykorzystane w Czesci Il niniejszej pracy doktorskiej zwierzeta nie rdznily sig
pomiedzy grupami W zakresie podstawowych parametrow takich jak TL (Rycina 34) oraz
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BWI/TL (Rycina 35) w 1 dobie badania. W trakcie trwania badania nie zaobserwowano wptywu
podania sakubitrylu/walsartanu na przezycie zwierzat - $miertelno$¢ wyniosta 12,5% zaré6wno
w grupie doswiadczalnej jak i kontrolnej (Tabela 13). Ponadto, podanie sakubitrylu/walsartanu
w niskiej dawce nie zapobieglo utracie masy ciala zwigzanej z ekspozycjg na DOX (Rycina
35). Brak efektu nie jest jednak prawdopodobnie zwigzany z zastosowaniem w niniejszej pracy
nizszej dawki leku, poniewaz obserwacja ta zgodna jest z wynikami uzyskanymi przez Miyoshi
I wsp. (2022) w szczurzym modelu AIC z zastosowaniem tego leku w standardowej dawce
[242].

W pracy wiasnej nie zaobserwowano rowniez roznic w zakresie HW/TL pomigdzy
grupami (Rycina 36). Podobnie, Kim i wsp. (2022) nie zaobserwowali roznic w zakresie
stosunku HW do BW migdzy zwierzgtami otrzymujacymi 1 nie otrzymujacymi
sakubitryl/walsartan [316]. Z kolei Miyoshi i wsp. (2022) odnotowali, ze bezwzgledna warto$¢
HW oraz stosunek HW/BW w grupie otrzymujacej sakubitryl/walsartan byly nizsze niz
W grupie zwierzat otrzymujacych jedynie DOX [242].

5.3.2. Parametry echokardiograficzne

W Czesci II niniejszej pracy doktorskiej nie zaobserwowano zmian w zakresie
wymiaréw wewnetrznych LV w trakcie trwania badania w zadnej z grup zwierzat (Rycina 37).
Jest to wynik odmienny od uzyskanego w Czgsci Ib, najprawdopodobniej zwigzany z redukcja
dawki DOX zastosowanej w tej czesci badania. W grupie kontrolnej zaobserwowano istotny
statystycznie spadek warto$ci zarbwno LVFS jak i LVEF (Rycina 38) oraz SV/TL i CO/TL
(Rycina 39). Dozotadkowe podanie sakubitrylu/walsartanu w niskiej dawce w grupie
doswiadczalnej zapobieglo obnizeniu $rednich warto§ci wymienionych parametrow
echokardiograficznych, z wyjatkiem CO/TL (Rycina 38; Rycina 39). Jednakze, przy
zachowanej wartosci SV/TL, obserwowane w tej grupie obnizenie pojemnosci minutowej serca
wynikato przede wszystkim z istotnie nizszego rytmu serca obserwowanego u tych zwierzat
w ostatniej dobie badania (Rycina 39). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sa spojne
z obserwacjami plynagcymi z badan przeprowadzonych na zwierzgcych modelach AIC,
wskazujacych na ochronny wptyw zastosowania sakubitrylu/walsartanu w wysokiej dawce
przed wystgpieniem objawow skurczowej dysfunkcji LV w badaniu echokardiograficznym [95,
241, 250].

5.3.3. Parametry elektrokardiograficzne

Zmiany obserwowane w badaniu elektrokardiograficznym u szczurow poddanych
wptywowi DOX typowo obejmuja wydtuzenie odstgpu QT oraz poszerzenie zespotu QRS
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[317]. W niniejszej pracy doktorskiej, pomimo tendencji w tym kierunku, nie zaobserwowano
istotnego statystycznie wydtuzenia skorygowanego czasu trwania odstepu QT oraz poszerzenia
zespolu QRS w zadnej z grup zwierzat otrzymujacych DOX (Tabela 14). W przegladzie
literatury dostepne sg dwa badania dotyczace wpltywu zastosowania sakubitrylu/walsartanu na
zmiany w badaniu elektrokardiograficznym obserwowane w zwierzgcych modelach AIC [243,
251]. Dindas i wsp. (2021) w mysim modelu wykazali, ze obserwowane wsrod zwierzat
otrzymujacych DOX zmiany w EKG — wydtuzenie odstepu QT, wydtuzenie odstepu PQ oraz
poszerzenie zespotu QRS — nie wystepowaty u zwierzat otrzymujacych jednoczesnie
sakubitryl/walsartan [243]. Podobnie, Yu i wsp. (2021), w kroliczym modelu AIC,
zaobserwowali brak wydluzenia odstgpu QT 1 poszerzenia zespotu QRS u zwierzat

otrzymujacych sakubitryl/walsartan [251].
5.3.4. Ocena histopatologiczna

W niniejszej pracy doktorskiej dozotadkowe podanie sakubitrylu/walsartanu zwigzane
byto z istotne statystycznie nizszymi wartosciami histopatologicznego indeksu uszkodzenia
miokardium w poréwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej (Rycina 40). Efekt ten wyrazony byt
przede wszystkim poprzez znaczne ograniczenie stopnia zwldknienia $rodmigzszowego
miokardium oraz naciekow komorek jednojadrzastych (Tabela 15). Wyniki badan
przeprowadzonych na zwierzecych modelach AIC spdjnie wskazuja na ochronny wptyw
zastosowania farmakoterapii z zastosowaniem sakubitrylu/walsartanu w standardowej dawce
przed wystapieniem histopatologicznych wyktadnikéw przewlektego uszkodzenia $rodsierdzia
takich jak zmiany degeneracyjne kardiomiocytéw czy zwtdknienie srodmigzszowe [95, 239,
241, 242, 250, 318]. Ponadto, w badaniach doswiadczalnych na modelach zwierze¢cych
wykazano dzialanie ochronne tego pofaczenia lekowego przed rozwojem reakcji zapalnej
w obrgbie miokardium, w formie obnizenia tkankowego poziomu cytokin prozapalnych takich
jak TNF-a, IL-1 czy IL-6 [95, 243] oraz ograniczenia wystgpowania naciekéw komorek

jednojadrzastych stwierdzanych w badaniu histopatologicznym [241].
5.3.5. Biochemiczne parametry z surowicy

W niniejszej pracy doktorskiej dozotadkowe podanie sakubitrylu/walsartanu zwigzane
byto z istotne nizszymi warto$ciami st¢zenia cTnl w surowicy zwierzat do§wiadczalnych
w porownaniu do grupy kontrolnej (Rycina 41.A). Obserwacje innych badaczy potwierdzaja
wystepowanie istotnie nizszych wartosci stezenia troponin sercowych u zwierzat
W przewleklym modelu AIC przy jednoczesnym zastosowaniu farmakoterapii
sakubitrylem/walsartanem. Kim 1 wsp. (2022) zaobserwowali nizsze warto$ci stezenia cTnl
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w surowicy zwierzat do$wiadczalnych otrzymujacych sakubitryl/walsartan w standardowe;j
dawce w modelu przewlektej AIC [316]. Podobnie, Miyoshi i wsp. (2022) odnotowali nizsze
warto$ci  stezenia c¢ITnT w surowicy zwierzat doswiadczalnych otrzymujacych
sakubitryl/walsartan w standardowej dawce [242].

W pracy wilasnej pomigdzy grupami nie zaobserwowano natomiast roznic w zakresie
stezenia NT-proBNP w surowicy (Rycina 41.B). Inni badacze wykazali wystepowanie istotnie
nizszych wartosci stgzenia NT-proBNP we krwi u zwierzat w przewlektym modelu AIC przy
jednoczesnym zastosowaniu farmakoterapii sakubitrylem/walsartanem w standardowej dawce
[243, 250, 251, 316], czego nie zaobserwowano w pracy wiasnej. W opublikowanej w ostatnim
roku metaanalizie uwzgledniajacej dane pochodzace z 61 badan przeprowadzonych wsrod
pacjentow przyjmujacych chemioterapi¢ oparta na antracyklinach wykazano jednak, ze
podwyzszone stezenie troponin sercowych, a nie BNP czy NT-proBNP, wykazuje korelacje
z ryzykiem poOzniejszego wystgpienia CTRCD i jest aktualnie uznawane za podstawowy
biomarker ryzyka AIC [106].

5.3.6. Obserwacje z badania pilotazowego

W ramach badania pilotazowego uwzglgdnionego w Czesci I doswiadczenia dokonano
wstepnej oceny potencjalnych efektow zastosowania sakubitrylu w monoterapii na stopien
nasilenia zmian w badaniu echokardiograficznym i w zwierzegcym modelu przewlektej AIC.
Zgodnie z przegladem literatury, jest to pierwszy dostepny opis zastosowania NEPI
w pierwotnej prewencji AIC. W zwigzku z ograniczong liczbg uwzglednionych osobnikow, nie
podejmowano jednak analizy statystycznej uzyskanych w tej grupie wynikow.

Warto$ci stosunku BW/TL u zwierzat z tej grupy w 1 oraz ostatniej dobie badania
pozostawaly zblizone (Tabela 16). Ponadto obserwowane warto$ci stosunku HW/TL u zwierzat
byly zblizone do tych obserwowanych u osobnikéw z grupy kontrolnej Czesci Ib, nie
otrzymujacych DOX. Uzyskane w tej grupie wyniki wskazuja takze na zblizone warto$ci
LVEF, LVFS, oraz SV/TL uzyskanych w 1 oraz ostatniej dobie do$wiadczenia u zwierzat
otrzymujacych sakubitryl w monoterapii. Ponadto, w badaniu histopatologicznym fragmentoéw
LV zaobserwowano wyraznie niskie nasilenie wykladnikow toksycznego uszkodzenia
Srddsierdzia.

Obserwowane w niniejszej pracy efekty podania sakubitrylu w monoterapii wzbudzaja
zainteresowanie potencjalng rola NEPI w pierwotnej prewencji AIC. Szczegdlnie interesujgce
wydaja si¢ obserwowane efekty monoterapii sakubitrylem na BW/TL i HW/TL, ktorych nie
obserwowano w przypadku zastosowania potaczenia lekowego ARNI w grupie do§wiadczalnej

w Czgséci II. Proby zastosowania NEPI w HF czy innych patologiach uktadu krazenia
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zahamowane zostaly Zzniechecajagcymi wynikami opisanych we wstepie niniejszej pracy
doktorskiej badan klinicznych [210, 211]. Jednakze aktualnie inny lek z grupy NEPI —
racekadotril — znajduje zastosowanie wsrdd pacjentdow leczonych onkologicznie w ramach
terapii biegunki zwigzanej z chemioterapig [319, 320]. W s$wietle dokonanych w niniejszej
pracy doktorskiej obserwacji zasadnym wydaje si¢ zatem podjecie dalszych badan dotyczacych

efektywnosci NEPI w pierwotnej prewencji AIC.
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6. WNIOSKI

Czes¢ 1a:

1.

Jednokrotne podanie DOX wywiera hamujace dziatanie na aktywno$¢ enzymatyczna
NEP w obrebie LV w ciggu 24 godzin od iniekcji leku u szczura.

Obnizenie aktywnosci enzymatycznej NEP w obregbie LV zwigzane z podaniem DOX
nie wydaje si¢ wptywaé na stopien nasilenia zmian w badaniu echokardiograficznym
I histopatologicznym spowodowanych toksycznym uszkodzeniem mig$nia sercowego

u szczura w modelu ostrej AIC.

Wydaje sie, ze krazaca we krwi SNEP uczestniczy w procesach patofizjologicznych
zwigzanych z rozwojem kardiotoksycznosci wkrotce po podaniu DOX, w zwigzku
z obserwowang w pracy silng dodatnig korelacjg migdzy stezeniem sSNEP w surowicy

a nasileniem zmian degeneracyjnych kardiomiocytow w badaniu histopatologicznym.

W zwiagzku z brakiem zmian w zakresie §rednich wartosci stgzenia SNEP w surowicy
zwierzat otrzymujacych DOX w poréwnaniu do grupy kontrolnej, sNEP nie stanowi

prawdopodobnie uzytecznego biomarkera w ostrej postaci AIC.

Czes¢ Tb:

1.

Przewlekta ekspozycja na DOX wykazuje hamujacy wptyw na poziom biatka NEP
w obrebie LV U szczura.

Obnizenie poziomu biatka NEP w obrebie LV zwigzane z przewlekts ekspozycjg DOX
nie wydaje si¢ wptywac na stopien nasilenia zmian w badaniu echokardiograficznym
1 histopatologicznym spowodowanych toksycznym uszkodzeniem mig$nia sercowego
u szczura w modelu przewleklej AIC.

Wydaje sie, ze krgzaca we krwi sNEP uczestniczy w procesach patofizjologicznych
zwigzanych z rozwojem kardiotoksycznosci wkrétce po podaniu DOX, w zwigzku
z obserwowang w pracy silng ujemng korelacja migdzy stezeniem sNEP w surowicy
a wartosciami SV/TL oraz CO/TL u szczura.

W zwigzku z brakiem zmian w zakresie Srednich warto$ci stezenia SNEP w surowicy
zwierzat otrzymujacych DOX w poréwnaniu do grupy kontrolnej, SNEP nie stanowi

prawdopodobnie uzytecznego biomarkera w przewlektej postaci AIC.
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Czesc 11:

1. Sakubitryl/walsartan w dawce 20 mg/kg BW/d wydaje si¢ mie¢ ochronne dziatanie przed
wystapieniem uszkodzenia mig$nia sercowego w szczurzym modelu przewlekte; AIC,
w zwigzku z obserwowanym w niniejszej pracy ograniczeniem zmian w badaniu
echokardiograficznym, histopatologicznym oraz nizszym st¢zeniem cTnl w grupie zwierzat

otrzymujacych lek.

PODSUMOWANIE

W pracy doktorskiej wykazano, ze neprylizyna odgrywa rol¢ w rozwoju zwierzecego
modelu kardiotoksycznoéci antracyklin. ARNI w niskiej moze mie¢ wuzasadnienie
w pierwotnej profilaktyce AIC u pacjentow onkologicznych przy braku tolerancji wysokich
dawek leku. W zwigzku z zachgcajacymi wynikami badania pilotazowego przeprowadzonego
w ramach niniejszej pracy, ocena roli monoterapii NEPI w pierwotnej prewencji AIC wymaga

dalszych badan w tym zakresie
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7. OGRANICZENIA PRACY

Niniejsza praca doktorska charakteryzuje si¢ kilkoma ograniczeniami. W zwiazku
z ograniczeniami technicznymi zwigzanymi z wykorzystaniem szczurzego modelu, celem
indukcji  kardiotoksyczno$ci antracyklin zastosowano podanie doksorubicyny droga
dootrzewnows, ktora odbiega od tej stosowanej w praktyce Klinicznej. Jest to jednak droga
podania powszechnie wykorzystywana przez innych badaczy w zwierzgcych modelach AIC,
zapewniajaca wystarczajaca biodostgpnos¢ leku w obrgbie tkanek migs$nia sercowego celem
wywotania kardiotoksycznosci.

Ponadto, zastosowany w niniejszej pracy doktorskiej sposob pomiaru LVEF, zwigzany
z ograniczeniami technicznymi badania echokardiograficznego u szczura, charakteryzuje si¢
wysokim stopniem niedoktadnosci. Celem doktadnego scharakteryzowania funkcji skurczowej
LV w niniejszej pracy oceniono jednak szereg dodatkowych parametréw
echokardiograficznych, ktore wykazywaly tendencje spdjne do tych obserwowanych
w przypadku LVEF. Kolejne ograniczenie dotyczace tego parametru dotyczy braku definicji
umozliwiajacych jednoznaczne rozpoznanie wystapienia dysfunkcji skurczowej LV u zwierzat
laboratoryjnych. Uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej obnizenie $rednich wartosci LVEF
pod wptywem podania DOX byly jednak spojne ze znaczng wigkszoscia obserwacji
z prac przeprowadzonych przez innych badaczy w szczurzych modelach AIC.

W niniejszej pracy doktorskiej, pomimo licznych prob i kontaktu z producentem
stosowanego zestawu, nie udalo si¢ uzyska¢ pomiaru aktywno$ci enzymatycznej sNEP
w surowicy. Ograniczenie to zwigzane jest przede wszystkim z brakiem walidacji w tym
zastosowaniu dostgpnych komercyjnie zestawow stuzacych ocenie aktywnos$ci neprylizyny.

W badaniu dysponowano jednak pomiarem stezenia SNEP w surowicy.
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UCHWALA NR WAW2/031/2021
z dnia 10 marca 2021 r.

II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie

§1

Na podstawie art. 48 ust. 1 pkt. 1! ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z 2019 r. poz. 1392), zwanej dalej
»ustawa” po rozpatrzeniu wniosku pt.: ,,Ocena roli neprylizyny w rozwoju kardiotoksycznosci
zwiazanej z antracyklinami” z dnia 04 lutego 2021 roku, ztozonego przez Centrum Badan
Przedklinicznych CBP WUM, adres: ul. Banacha 1B, 02-097 Warszawa, zaplanowanego przez

Agnieszke Cudnoch-Jedrzejewska?
przy udziale:* (nie dotyczy)

Lokalna Komisja Etyczna:
5 WYRAZA ZGODE

na przeprowadzenie doSwiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2

W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w § 1, Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:

1. Wniosek nalezy przypisac do kategorii: [PB2] badania podstawowe - sercowo naczyniowy

uktad krazenia krwi i limfy.
2. Najwyzszy stopien dotkliwosci proponowanych procedur to: umiarkowane.
3. Doswiadczenia beda przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkéw*:

Gatunek Wiek/stadium rozwoju

Liczba

Szczur wedrowny Sprague Dawley (SPRD) 12 tygodni

70

4. Doswiadczenia beda przeprowadzane przez: Agnieszka Cudnoch-Jedrzejewska,

Pawet

Sobczuk, Elzbieta Budziniska-Wrzesien, Katarzyna Czarzasta, Aleksandra Sobiborowicz,

Matgorzata Kowalczyk, Marzanna Tkaczyk, Dorota Sztechman.

Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie’ od 10.03.2021 do 30.06.2025.
Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w o$rodku®: nie dotyczy.

Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza osrodkiem, w: nie dotyczy.

Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odtowione przez: nie dotyczy.

S 09 =l o kA

Doswiadczenie zestante/nie zostanie poddane ocenie retrospektywnej-na-—podstawie-art—53

2 Niewtasciwy zapis usungé

2 imie i nazwisko osoby, ktdra zaplanowata i jest odpowiedzialna za przeprowadzenie do$wiadczenia
3 Wypetni¢ w przypadku dopuszczenia do postepowania organizacji spotecznej.

4 Podac liczbe, szczep/stado, wiek/stadium rozwoju

°> Nie dtuzej niz 5 lat




§3
Uzasadnienie:

Komisja ocenita wniosek zgodnie z art. 47 ust. 11 2 ustawy z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z 2019 r. poz. 1392). Po
zapoznaniu si¢ z problematyka badawcza przedstawiona we wniosku komisja stwierdza, ze
przedstawiony projekt spetnia zasady dopuszczenia doSwiadczen na zwierzgtach pod katem oceny
etycznej. Na podstawie art. 107 § 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960 r. — Kodeks postgpowania
administracyjnego z p6Zniejszymi zmianami (Dz. U. 2020 r. poz. 256) odstapiono od sporzadzania
uzasadnienia decyzji, gdyz decyzja jest zgodna z wnioskiem strony.

§4

Integralng cze$¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

izkota Gtowna v?gé;{):chxi:twa Wiejskiego PRZEWODNICZACA
s Il Lokalnej Komisji Etycznej
|| Lokalna Komisja Etyczna . ipdczef na Zwierzetach przy SGG

ds. Doswiadczen na Zwierzetach

02-786 Warszawa, ul. Ciszewskiego 8 4"9
te!. 22 59-35622 | Prof. df ha a Gromadzka-0s
(Pieczgd lokalnej komisji etycznej) (Podpis Przewodniczacej Komisji)
Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 11 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z dnia 14
czerwca 1960 r. Kodeks postgpowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 —tj.; dalej KPA) od uchwaty
Lokalnej Komisji Etycznej strona moze wnies¢, za jej posrednictwem, odwotanie do Krajowej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w terminie 14 od dnia dorgczenia uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwotania strona moze zrzec si¢
prawa do jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktora wydata uchwatg. Z
dniem dorgczenia Lokalnej Komisji Etycznej o§wiadczenia o zrzeczeniu si¢ prawa do wniesienia odwotania
przez ostatnig ze stron postgpowania, decyzja staje si¢ ostateczna i prawomocna.

Otrzymuje:
1)  Uzytkownik,
2)  Organizacja spoleczna dopuszczona do udzialu w postgpowaniu (jesli dotyczy)
3) ala
Uzytkownik kopie przekazuje:
° Osoba planujaca doswiadczenie
e Zesp6t ds. dobrostanu



