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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

ACE – enzym konwertujący angiotensynę 

ACE2 – enzym konwertujący angiotensynę typu 2  

ACEI – inhibitor enzymu konwertującego angiotensynę 

Ang I – angiotensyna I 

Ang II – angiotensyna II 

Ang 1-7 – angiotensyna 1-7 

ARB – ang. angiotensin receptor blocker, antagonista receptora angiotensyny II typu 1 

ARNI – ang. angiotensin receptor neprilysin inhibitor, antagonista receptora angiotensyny II 

typu 1i inhibitor neprylizyny 

AT-R1 – receptor angiotensyny II typu 1  

AT-R2 – receptor angiotensyny II typu 2 

A5C – projekcja koniuszkowa pięciojamowa 

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

BNP – ang. brain natriuretic peptide, mózgowy peptyd natriuretyczny 

BP – ang. blood pressure, ciśnienie tętnicze  

BW – ang. body weight, masa ciała 

CO – ang. cardiac output, pojemność minutowa serca 

cTnI – troponina sercowa I  

cTnT – troponina sercowa T  

CTRCD – ang. cancer therapy-related cardiac dysfunction, dysfunkcja serca związana  

z terapią nowotworów 

CTR-CVT – ang. cancer therapy-related cardiovascular toxicity, toksyczność 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. Żywności i Leków 

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

naskórka 2 
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H&E – barwienie hematoksyliną i eozyną 

HF – ang. heart failure, niewydolność serca  

HFpEF – ang. heart failure with preserved ejection fraction, niewydolność serca z zachowaną 

frakcją wyrzutową 

HFrEF – ang. heart failure with reduced ejection fraction, niewydolność serca z obniżoną 

frakcją wyrzutową 

HIF1α – ang. hypoxia-inducible factor 1α, czynnik indukowany hipoksją 1α 

HTN – ang. hypertension, nadciśnienie tętnicze 

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, Międzynarodowe Towarzystwo 

Kardioonkologiczne  

IL-1 – interleukina 1 

IL-6 – interleukina 6 

i.p. – łac. intraperitonealis, podanie dootrzewnowe 

IQR – ang. interquartile range, przedział międzykwartylowy 

LDL – ang. low-density lipoprotein, lipoproteiny o niskiej gęstości 

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 końcoworozkurczowy 

lewej komory serca 

LVIDs – ang. left ventricular internal diameter end-systole, wymiar końcowoskurczowy lewej 

komory serca 

LVOTd – ang. left ventricular outflow diameter, średnica drogi odpływu z lewej komory serca 

MasR – receptor typu Mas 

MHC – ang. myosin heavy chain, łańcuchy ciężkie miozyny 

MMP – ang. matrix metalloproteinases, metaloproteinazy macierzy pozakomórkowej 

MRA – ang. mineralocorticoid receptor antagonist, antagonista receptora dla 

mineralokortykoidów 

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, układ peptydów natriuretycznych 

NPR – receptor peptydów natriuretycznych 

NPRA – receptor peptydów natriuretycznych typu A 

NPRB – receptor peptydów natriuretycznych typu B 

NPRC – receptor peptydów natriuretycznych typu C 

NT-proBNP – N-końcowy propeptyd natriuretyczny typu B 

NYHA – ang. New York Heart Association, Nowojorskie Towarzystwo Kardiologiczne 

MI – ang. myocardial infarction, zawał mięśnia sercowego 

M-mode – tryb obrazowania jednowymiarowego 

ORR – ang. objective response rate, odsetek obiektywnych odpowiedzi  

PBS – buforowana fosforanem sól fizjologiczna 

PLAX – projekcja przymostkowa w osi długiej 

p.o. – podanie dożołądkowe 

RAAS – układ renina-angiotensyna-aldosteron 

RT-PCR – reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym  

SAX – projekcja przymostkowa w osi krótkiej 

SD – ang. standard deviation, odchylenie standardowe 

SGLT2 – ang. sodium-glucose transport protein 2, kotransporter sodowo-glukozowy 2  

sNEP – ang. soluble NEP, wolna postać neprylizyny 

SV – ang. stroke volume, objętość wyrzutowa 

Top2 – topoizomeraza II 

Top2β – topoizomeraza II β 

TL – ang. tibial length – długość kości piszczelowej 

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

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

TNF-α – czynnik martwicy nowotworów α 

vs. – łac. versus 

VTI – całka prędkości przepływu w czasie 

wg. – według 

wsp. – współautorzy 

2D – tryb obrazowania dwuwymiarowego 
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STRESZCZENIE 

Wstęp: Antracykliny to grupa leków przeciwnowotworowych szeroko wykorzystywanych  

w praktyce klinicznej, których stosowanie wiąże się z ryzykiem wystąpienia 

kardiotoksyczności (AIC), prowadzącej do niewydolności serca z obniżoną frakcją wyrzutową 

(HFrEF). Celem prewencji AIC poszukiwane są nowe terapie mające na celu ograniczenie 

ryzyka wystąpienia tego działania niepożądanego, a także biomarkery pozwalające na 

oszacowanie ryzyka AIC oraz na jego późniejsze monitorowanie. W związku z korzystnym 

działaniem nowego połączenia lekowego: antagonisty receptora angiotensyny II typu 1  

i inhibitora neprylizyny (ARNI) wśród pacjentów z HFrEF, rola neprylizyny (NEP) oraz jej 

wolnej postaci (sNEP) w patogenezie chorób układu krążenia cieszy się w ostatnich latach 

ponownie zainteresowaniem badaczy. W badaniach w zwierzęcych modelach AIC wykazano, 

że zastosowanie ARNI w wysokiej dawce wykazuje działanie ochronne przed wystąpieniem 

dysfunkcji skurczowej lewej komory serca (LV). Nie oceniono jednak, czy działanie to 

pozostaje obecne przy zastosowaniu niższych dawek ARNI. Ponadto, dotychczas nie zbadano, 

czy w ramach AIC dochodzi do zmian aktywności, ekspresji i poziomu NEP w obrębie LV,  

a także czy sNEP może stanowić użyteczny biomarker ryzyka wystąpienia AIC. 

Cel pracy: Pierwszym celem pracy była ocena zmian aktywności, ekspresji i poziomu NEP  

w obrębie LV oraz aktywności i stężenia sNEP w surowicy zwierząt doświadczalnych  

w modelu ostrej (Część Ia) oraz przewlekłej (Część Ib) AIC. Drugi cel pracy stanowiła ocena 

wpływu zastosowania ARNI w niskiej dawce w zwierzęcym modelu przewlekłej AIC. 

Materiał i metody: W badaniu wykorzystano 12-tygodniowe szczury szczepu Sprague-

Dawley (SPRD). Zwierzęta w Części 1a otrzymały jednorazową dootrzewnową (i.p.) iniekcję 

doksorubicyny (DOX) i zostały uśmiercone w ciągu 24 godzin celem pobrania LV i krwi do 

dalszych analiz. Zwierzęta w Części 1b oraz Części II otrzymały cztery iniekcje DOX i.p.  

w odstępach tygodniowych i zostały uśmiercone po upływie tygodnia od ostatniej iniekcji.  

W Części II zwierzętom codziennie podawano ponadto dożołądkowo (p.o.) ARNI w dawce 20 

mg/kg masy ciała. W Części I badania grupy kontrolne stanowiły zwierzęta otrzymujące 

iniekcje 0,9% chlorku sodu (NaCl) i.p., natomiast w Części II – DOX i.p. oraz 0,9% NaCl p.o. 

U wszystkich szczurów w 1 i ostatniej dobie doświadczenia wykonano badanie 

echokardiograficzne. Fragmenty LV poddane zostały ocenie histopatologicznej. W pozostałych 

fragmentach LV pochodzących od zwierząt z Części I zmierzono ekspresję, poziom i 

aktywność NEP, natomiast w surowicy – stężenie sNEP. W surowicy zwierząt z Części II 

oceniono dodatkowo stężenie sercowej troponiny I (cTnI) oraz N-końcowego propeptydu 

peptydu natriuretycznego typu B (NT-proBNP). 
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Wyniki: W Części I badania podanie DOX spowodowało istotne obniżenie 

echokardiograficznych parametrów wydolności skurczowej LV oraz wystąpienie w jej obrębie 

charakterystycznych dla AIC zmian patomorfologicznych. W modelu ostrej AIC w obrębie LV 

zaobserwowano istotnie niższą aktywność NEP, natomiast w modelu przewlekłej AIC – 

istotnie niższy poziom białka NEP. Nie zaobserwowano różnic w średnich wartościach stężenia 

sNEP w surowicy między grupą kontrolną a doświadczalną w obu modelach. W modelu ostrej 

AIC stężenie sNEP w surowicy wykazywało silną dodatnią korelację z nasileniem zmian 

degeneracyjnych kardiomiocytów w badaniu histopatologicznym. W modelu przewlekłej AIC 

wystąpiła silna ujemna korelacja między stężeniem sNEP w surowicy a objętością wyrzutową 

i pojemnością minutową serca, bez istotnych zależności z histopatologicznymi wykładnikami 

uszkodzenia miokardium. Zależności te nie były obserwowane w grupach kontrolnych.  

W Części II, w ostatniej dobie badania, u zwierząt otrzymujących ARNI zaobserwowano 

istotnie wyższe wartości echokardiograficznych parametrów wydolności skurczowej LV oraz 

istotnie mniejsze nasilenie zmian patomorfologicznych w jej obrębie, a także niższe stężenie 

cTnI w surowicy, w porównaniu do grupy kontrolnej.  

Wnioski: DOX wywiera hamujące działanie na aktywność enzymatyczną NEP w LV  

w szczurzym modelu ostrej AIC oraz poziom białka NEP w szczurzym modelu przewlekłej 

AIC. W obu modelach zmiany te nie wydają się wpływać na stopień nasilenia AIC. W związku 

z obserwowanymi zależnościami między stężeniem sNEP w surowicy a nasileniem zmian 

degeneracyjnych kardiomiocytów (model ostrej AIC) oraz stopniem obniżenia niektórych 

parametrów echokardiograficznych (model przewlekłej AIC) wydaje się, że krążąca we krwi 

sNEP uczestniczy w procesach patofizjologicznych związanych z rozwojem AIC. Jednak  

w świetle braku zmian w zakresie średnich wartości stężenia sNEP w surowicy zwierząt 

otrzymujących DOX, sNEP nie stanowi prawdopodobnie użytecznego biomarkera w AIC. 

ARNI w niskiej dawce wydaje się mieć ochronne działanie przed wystąpieniem uszkodzenia 

mięśnia sercowego związanego z przewlekłą podażą DOX u szczurów SPRD. 

Podsumowanie: W pracy doktorskiej wykazano, że neprylizyna odgrywa rolę w rozwoju 

zwierzęcego modelu kardiotoksyczności antracyklin. ARNI w niskiej może mieć uzasadnienie 

w pierwotnej profilaktyce AIC u pacjentów 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 (AIC), 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 II 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 Ia) 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 

II received four DOX injections i.p. at weekly intervals and were sacrificed after a week of the 

last injection. Animals in Part II additionally received ARNI at a dose of 20 mg/kg of body 

weight by gastric gavage (p.o.), daily. In Part I of the study, the control animals received i.p. 

injections of 0.9% sodium chloride (NaCl), while in Part II – 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 I (cTnI) and the N-terminal propeptide of B-type natriuretic 

peptide (NT-proBNP) were measured. 

Results: In Part I 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 sNEP 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 II, 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 cTnI 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. 
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1. WSTĘP 

1.1. Wprowadzenie 

Antracykliny to grupa leków o działaniu przeciwnowotworowym, wprowadzona do 

praktyki klinicznej w połowie XX wieku i szeroko stosowana we współczesnej chemioterapii 

nowotworów [1]. Wśród antracyklin wyróżnia się substancje takie jak daunorubicyna, 

epirubicyna, idarubicyna, mitoksantron czy doksorubicyna (DOX) [1]. Leki te wchodzą w skład 

schematów chemioterapeutycznych stosowanych w terapii licznych nowotworów litych - raka 

piersi [2], pęcherza moczowego [3], mięsaków kości [4] i tkanek miękkich [5], a także 

chłoniaków [6-9] czy ostrej białaczki limfoblastycznej [10]. Ze względu na swój profil 

działania, antracykliny są również powszechnie wykorzystywane w onkologii i hematologii 

dziecięcej [11, 12]. Co trzecia osoba leczona na nowotwór złośliwy w dzieciństwie otrzymała 

chemioterapię opartą na antracyklinach [13]. Zastosowanie antracyklin wiąże się jednak  

z występowaniem poważnych działań niepożądanych, w tym charakterystycznej dla tej grupy 

leków kardiotoksyczności (AIC), która obejmuje szereg powikłań dotyczących układu krążenia 

[14]. W swojej typowej postaci AIC prowadzi do postępującej dysfunkcji skurczowej komór 

serca i w efekcie do niewydolności serca z obniżoną frakcją wyrzutową (HFrEF), istotnie 

ograniczając czas przeżycia pacjentów po zakończonym leczeniu onkologicznym [14].  

W świetle poprawy skuteczności metod leczenia onkologicznego i rosnącej populacji 

pacjentów z historią terapii antracyklinami w przeszłości, problem AIC stanowi poważne 

wyzwanie kliniczne będące obiektem zainteresowania kardioonkologii. 

W celu ograniczenia częstości występowania AIC prowadzone są liczne badania 

doświadczalne i kliniczne mające na celu bliższe poznanie mechanizmów jej patogenezy oraz 

opracowania skutecznych metod prewencji jej rozwoju. Szczególne zainteresowanie budzi 

możliwość zastosowania leków o właściwościach kardioprotekcyjnych, celowanych  

w patofizjologiczne procesy leżące u podstawy AIC, celem obniżenia ryzyka wystąpienia tego 

działania niepożądanego. W ostatniej dekadzie, na podstawie pozytywnych wyników badania 

klinicznego PARADIGM-HF [15], nowa grupa leków - antagonista receptora angiotensyny II 

typu 1 i inhibitor neprylizyny (ARNI) - włączona została do standardów postępowania  

w HFrEF [16, 17]. ARNI, poza zahamowaniem działania angiotensyny II (Ang II), powoduje 

także obniżenie aktywności neprylizyny (NEP), enzymu uczestniczącego w proteolizie szeregu 

peptydów wazoaktywnych, w tym peptydów natriuretycznych (NP) [17]. Wykazane  

w badaniach doświadczalnych oraz klinicznych kardioprotekcyjne działanie ARNI wzbudziło 

zainteresowanie potencjalną przydatnością tego połączenia lekowego także w pierwotnej 

prewencji AIC.  
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1.2. Kardiotoksyczność antracyklin 

1.2.1. Definicja kardiotoksyczności antracyklin 

Międzynarodowe Towarzystwo Kardioonkologiczne (International Cardio-Oncology 

Society, ICOS) opublikowało w 2022 roku konsensus w sprawie ujednolicenia definicji 

toksyczności sercowo-naczyniowej związanej z terapią przeciwnowotworową (CTR-CVT) 

[18]. Wśród powikłań terapii onkologicznej dotyczących układu krążenia wyróżniono pięć grup 

zaburzeń: zapalenie mięśnia sercowego, zaburzenia rytmu serca, toksyczność naczyniową, 

nadciśnienie tętnicze (HTN) oraz dysfunkcję serca związaną z terapią nowotworów (CTRCD) 

[18]. Termin CTRCD obejmuje objawową niewydolność serca (HF) oraz bezobjawową 

dysfunkcję skurczową lewej komory serca (LV) związaną z chemioterapią, którą na podstawie 

wartości frakcji wyrzutowej lewej komory serca (LVEF) dzieli się 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. preferowaną metodą obrazowania w procesie diagnostycznym CTRCD jest 

trójwymiarowa echokardiografia przezklatkowa [19].  

 

Tabela 1. Podział bezobjawowej dysfunkcji skurczowej LV związanej z terapią 

przeciwnowotworową. Opracowano na podstawie wytycznych ESC (2022) [19] oraz ICOS 

(2022) [18]. 

Stopień  Charakterystyka 

Ciężka  Nowe obniżenie LVEF do wartości <40% 

Umiarkowana  Nowe obniżenie LVEF ≥10% do wartości 40-49%  

LUB  

Nowe obniżenie LVEF <10% do wartości 40-49% wraz z >15% redukcją 

GLS LV lub nowym wzrostem stężenia cTn i/lub BNP i/lub NT-proBNP 

Łagodna  Wartości LVEF ≥50%  

ORAZ  

>15% redukcja GLS LV w stosunku do wartości wyjściowych lub nowy 

wzrost stężenia cTn i/lub BNP i/lub NT-proBNP 

BNP – mózgowy peptyd natriuretyczny, cTn – troponiny sercowe, GLS – globalne skurczowe 

odkształcenie podłużne, LV – lewa komora serca, LVEF – frakcja wyrzutowa lewej komory serca, NT-

proBNP – N-końcowy propeptyd natriuretyczny typu B. 
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W oparciu o wymienione wytyczne ICOS (2022), AIC zdefiniować należy jako CTRCD 

lub inne formy toksyczności sercowo-naczyniowej (zapalenie mięśnia sercowego, zaburzenia 

rytmu serca) związane z podaniem chemioterapii opartej o antracykliny. Powikłania te mogą 

objawić się klinicznie w trakcie lub po zakończeniu leczenia onkologicznego, a w przypadku 

CTRCD, występować także w postaci bezobjawowej, wykrytej podczas planowych badań 

obrazowych. 

1.2.2. Charakterystyka kardiotoksyczności antracyklin 

Kardiotoksyczność antracyklin wystąpić może po podaniu pierwszej dawki leku,  

w trakcie trwania chemioterapii lub po zakończeniu leczenia onkologicznego [14, 20]. Co 

szczególne dla tego działania niepożądanego, objawy uszkodzenia mięśnia sercowego mogą 

pojawić się również nawet kilkadziesiąt lat od zakończenia terapii przeciwnowotworowej [21]. 

W związku z tym, AIC klasycznie dzieli się na dwie kategorie, w zależności od czasu jej 

wystąpienia. Wyróżnia się postać ostrą, która typowo pojawia się w ciągu kilku dni od podania 

antracyklin w formie ostrej HF, zapalenia mięśnia sercowego, zapalenia osierdzia, bądź 

zaburzeń rytmu serca [14, 22]. Postać przewlekła, występująca po zakończeniu leczenia 

onkologicznego, przyjmuje zwykle formę CTRCD, jako stopniowo narastające ograniczenie 

funkcji skurczowej LV [14, 23]. Wyróżnia się przewlekłą AIC o wczesnym początku, 

występującą w ciągu pierwszego roku od zakończenia leczenia, oraz przewlekłą AIC o późnym 

początku, która wystąpić może wiele lat po zakończeniu chemioterapii [20]. W badaniach 

przeprowadzonych wśród pacjentów którzy otrzymali chemioterapię z udziałem antracyklin, 

poddanych wieloletniemu monitorowaniu LVEF, wykazano, że u większości z nich CTRCD 

występuje już w trakcie pierwszego roku od zakończenia leczenia [23-26]. W dalszym 

przebiegu przewlekłej AIC dochodzi do przebudowy toksycznie uszkodzonego mięśnia 

sercowego i pogłębienia zaburzeń kurczliwości, prowadząc do wystąpienia kardiomiopatii 

rozstrzeniowej i HFrEF [20, 27]. Aktualnie podkreśla się zatem, że podział AIC oparty o czas 

jej wystąpienia jest podziałem sztucznie narzuconym, nie odzwierciedlającym przebiegu zmian 

patofizjologicznych zachodzących w obrębie mięśnia sercowego [14]. 

Ryzyko wystąpienia CTRCT związanej z podaniem antracyklin różni się w zależności 

od rodzaju zastosowanej substancji czynnej. W retrospektywnym badaniu przeprowadzonym  

w grupie ponad 28 tysięcy dorosłych leczonych w dzieciństwie na nowotwór złośliwy 

wykazano, że najwyższym potencjałem kardiotoksycznym, także po uwzględnieniu różnic  

w stosowanych klinicznie dawkach tych chemioterapeutyków, charakteryzuje się mitoksantron, 

którego podanie 10-krotnie zwiększa ryzyko wystąpienia AIC w porównaniu od 

najpowszechniej stosowanej w tej grupie pacjentów doksorubicyny [13]. W badaniu tym 
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wykazano również, że ryzyko AIC było podobne dla epirubicyny i DOX, a najniższe dla 

daunorubicyny, z czego ta ostatnia cechowała się jednak niższą skutecznością działania 

przeciwnowotworowego w niektórych badaniach klinicznych [28, 29]. 

1.2.3. Epidemiologia kardiotoksyczności antracyklin 

Wiedza na temat częstości z jaką występuje kardiotoksyczność antracyklin uległa  

w ostatnich dekadach znacznemu pogłębieniu, dzięki zwiększonej dostępności metod 

rutynowego monitorowania funkcji skurczowej LV u pacjentów otrzymujących leczenie 

onkologiczne oraz wprowadzeniu do praktyki klinicznej nowoczesnych metod obrazowania, 

takich jak rezonans magnetyczny serca. W jednym z pierwszych retrospektywnych badań 

dotyczących problemu AIC, przeprowadzonym przez Von Hoff i wsp. (1979), częstość 

występowania tego działania niepożądanego, definiowanego jako wystąpienie objawów HF, 

oszacowana została na poziomie 2,2% pacjentów [30]. Retrospektywna analiza opublikowana 

wiele lat później przez Swaina i wsp. (2003) wykazała, że w grupie uczestników trzech badań 

klinicznych, otrzymujących chemioterapię opartą na antracyklinach, częstość występowania 

CTRCD była wyższa i wynosiła około 5,1% chorych [31]. W badaniach przeprowadzonych  

w ostatnich latach przez Cardinale i wsp. (2016) oraz Khan i wsp. (2017) dotyczących częstości 

występowania CTRCD u pacjentów poddanych leczeniu antracyklinami wskazano natomiast, 

że dysfunkcja skurczowa LV, oceniana za pomocą echokardiografii przezklatkowej, 

występowała u 10-12% [24, 25]. W metaanalizie uwzględniającej 18 prac dotyczących 

toksyczności chemioterapii z udziałem antracyklin Qiu i wsp. (2021) określili częstość 

występowania AIC na poziomie 14% wszystkich chorych [32]. Z kolei w pracy Nakayama  

i wsp. (2020), uwzględniającej przede wszystkim pacjentów starszych (mediana wieku 71 lat), 

AIC występowała z częstotliwością 21%, przy czym 12% pacjentów posiadało objawy HF [26]. 

Niedawno opublikowane badania przeprowadzone na niewielkich grupach chorych  

z wykorzystaniem obrazowania za pomocą rezonansu magnetycznego serca sugerują jednak, 

że AIC może dotyczyć nawet połowy pacjentów leczonych antracyklinami [33, 34]. 

Problem kardiotoksyczności antracyklin szczególnie dotkliwie dotyka populacji 

pediatrycznych pacjentów onkologicznych. Ogromny postęp w leczeniu nowotworów wieku 

dziecięcego w ostatnich dekadach spowodował pojawienie się rosnącej populacji pacjentów  

z wywiadem terapii antracyklinami w dzieciństwie, obciążonych podwyższonym ryzykiem 

powikłań sercowo-naczyniowych na wiele lat po zakończeniu leczenia [35, 36].  

W retrospektywnej analizie przeprowadzonej przez Mulrooney i wsp. (2009) w grupie ponad 

14 tysięcy dzieci leczonych onkologicznie wykazano, że posiadają one znacznie podwyższone 

ryzyko wystąpienia HF, zawału mięśnia sercowego (MI), zapalenia osierdzia lub patologii  
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w obrębie zastawek serca w porównaniu z nieleczonym rodzeństwem [37]. W badaniu tym 

zapadalność na HF po 30 latach od postawienia rozpoznania onkologicznego wyniosła 4,1%  

i była sześciokrotnie wyższa niż u nieleczonego rodzeństwa [37]. Jednocześnie, w opisanej 

kohorcie, dzieci które były leczone antracyklinami posiadały względne ryzyko wystąpienia HF 

2-5 razy większe w porównaniu do pacjentów, którzy nie otrzymali leków z tej grupy [37].  

W przeprowadzonych w ostatnich dwóch latach badaniach retrospektywnych częstość 

występowania AIC u dzieci leczonych antracyklinami oszacowano na poziomie 6-7% [38, 39], 

przy czym czas od zakończenia leczenia do wystąpienia dysfunkcji skurczowej LV wynosił 

średnio od 1 do 4 lat, ale skrajne przypadki sięgały nawet 15 lat od zakończenia terapii [39]. 

Jednocześnie, w obu opisanych badaniach, dzieci u których wystąpiła AIC wykazywały wyższe 

ryzyko zgonu, zarówno z powodu kardiotoksyczności, jak i choroby podstawowej [38, 39]. 

W odróżnieniu do wymienionych badań o charakterze retrospektywnym, w 2011 r. 

przeprowadzono obserwacyjne badanie przekrojowe uwzględniające pacjentów z historią 

leczenia onkologicznego w dzieciństwie w macierzystym ośrodku badaczy, od czasu którego 

upłynęło co najmniej 10 lat [40]. Mulrooney i wsp. (2016) w ramach wymienionego badania 

dokonali oceny częstości występowania chorób układu krążenia wśród jego uczestników, 

których mediana wieku w momencie włączenia do badania wynosiła 31 lat, a 82% z nich 

otrzymało chemioterapię z uwzględnieniem antracyklin [41]. Dysfunkcja skurczowa LV 

(definiowana jako LVEF <50%) występowała z częstością 7,4%, przy czym znaczna większość 

z uczestników pozostawała bezobjawowa. Grupa ta charakteryzowała się jednak częstszym 

występowaniem obniżonej tolerancji wysiłku w teście sześciominutowego marszu. Co ważne, 

spośród osób kwalifikujących się do udziału w badaniu, grupa pacjentów która została w nim 

ostatecznie uwzględniona charakteryzowała się niższą całkowitą otrzymaną dawką antracyklin, 

co może powodować zaniżenie obserwowanej w badaniu częstotliwości AIC. Ponadto,  

w związku z opisywaną wśród pacjentów u których wystąpiła AIC wyższą śmiertelnością  

z jakiejkolwiek przyczyny i długim czasem od zakończenia leczenia onkologicznego, badanie 

to obarczone było najprawdopodobniej błędem związanym z nieuwzględnieniem w analizie 

pacjentów, którzy zmarli przed jego rozpoczęciem. 

1.2.4. Charakterystyczne dla AIC zmiany patomorfologiczne  

Dostępne w przeglądzie literatury opisy histopatologicznych wykładników toksycznego 

uszkodzenia mięśnia sercowego związanego z podaniem antracyklin u ludzi pochodzą z badań 

wykonanych post-mortem [42, 43] oraz z biopsji endomiokardialnych [44-48]. Prace te 

przeprowadzone zostały wiele lat temu, na niewielkich grupach pacjentów, co związane jest 
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przede wszystkim z trudnością otrzymania materiału do analizy wynikającą  

z inwazyjnego charakteru badania histopatologicznego.  

W badaniach wykonanych post-mortem opisywano poszerzenie komór serca, 

makroskopowe zaburzenia struktury tkanki w postaci utraty sprężystości i jej odbarwienia, 

czemu mikroskopowo towarzyszyła zaznaczona atrofia kardiomiocytów [42, 43]. Opisane  

w tych pracach zaburzenia są spójne z obserwacjami opublikowanych w ostatnich latach badań, 

w których przy pomocy rezonansu magnetycznego serca wykazano spadek masy LV  

u pacjentów poddanych leczeniu antracyklinami [49, 50]. W badaniach histopatologicznych 

opisywana jest również hipertrofia kardiomiocytów, która może stanowić główne 

obserwowane odchylenie [46], lub współistnieć z jednoczesnymi zmianami atroficznymi [43].  

Wśród innych charakterystycznych zjawisk patomorfologicznych opisywane są zmiany 

degeneracyjne kardiomiocytów w postaci wakuolizacji ich cytoplazmy, zaburzenia struktury 

jąder komórkowych i utraty organizacji miofibryli [44, 46]. Zaburzeniom tym towarzyszy 

rozplem tkanki śródmiąższowej i jej ogniskowe zwłóknienie [42, 43, 48]. W pracach opisywano 

również pogrubienie i zwłóknienie wsierdzia, szczególnie w obrębie LV [43, 46]. Zastosowanie 

mikroskopii elektronowej ujawniło także subkomórkowe zmiany związane z podaniem 

antracyklin, przede wszystkim zwiększenie liczby, obrzęk i zaburzenie struktury wewnętrznej 

mitochondriów z nagromadzeniem wtrętów i zanikiem grzebieni mitochondrialnych, obrzęk 

siateczki sarkoplazmatycznej czy dezorganizację struktury miofibryli [42, 43, 46]. W pracy 

Cove-Smith i wsp. (2014) z wykorzystaniem zwierzęcego modelu AIC wykazano, że 

wymienione degeneracyjne zmiany na poziomie subkomórkowym mogą być obecne już po 

pierwszym dożylnym podaniu DOX, przede wszystkim w postaci uszkodzenia mikrostruktury 

mitochondriów [51]. 

W badaniu przeprowadzonym przez Bouhour i wsp. (1983) w grupie 28 pacjentów  

z historią leczenia DOX wykazano, że nasilenie zmian degeneracyjnych kardiomiocytów 

wykazuje dodatnią korelację z całkowitą otrzymaną dawką leku, czego nie zaobserwowano  

w przypadku zwłóknienia śródmiąższowego [48]. W dwóch innych badaniach, Bristow i wsp. 

(1981) oraz Ewer i wsp. (1984) na materiale pochodzącym z biopsji endomiokardialnych 

pobranych od stosunkowo dużej liczby pacjentów (odpowiednio: 158 oraz 84 uwzględnionych 

osób) wykazali, że nasilenie zmian histopatologicznych wykazywało wyraźną dodatnią 

zależność z całkowitą otrzymaną przez nich dawką antracyklin [45, 47]. Jednocześnie, Ewer  

i wsp. (1984) nie zaobserwowali korelacji między nasileniem zmian patomorfologicznych  

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

Badania doświadczalne wykorzystujące zwierzęce modele patologii występujących  

u ludzi zapewniają dogodne warunki do pogłębienia wiedzy dotyczącej ich patofizjologii. Jest 

to szczególnie istotne w kontekście badań translacyjnych dotyczących patologii serca, 

ponieważ uzyskanie tkanek do analizy histopatologicznej i metodami biologii molekularnej za 

pomocą biopsji endomiokardialnej u ludzi ograniczone jest względami etycznymi związanymi  

z inwazyjnym charakterem procedury. Ponadto, wykorzystanie modelu zwierzęcego zapewnia 

możliwość ścisłego kontrolowania warunków doświadczalnych, podania badanych substancji 

aktywnych oraz uzyskania stosunkowo obszernego materiału tkankowego do analizy. W celu 

modelowania chorób układu krążenia w badaniach podstawowych szczególnie często 

wykorzystuje się świnie, króliki, myszy oraz szczury, przy czym każdy z gatunków 

charakteryzuje się specyficznymi dla niego ograniczeniami i zaletami [52]. Prawidłowe 

zastosowanie zwierzęcych modeli w badaniach translacyjnych wymaga dogłębnego 

zrozumienia podobieństw i różnic w funkcjonowaniu poszczególnych układów tkankowych 

między ludźmi a badanym gatunkiem. 

Ze względu na niskie koszty i łatwość hodowli, wysoki potencjał rozrodczy i szybkie 

osiąganie wieku dojrzałego, gryzonie – przede wszystkim myszy i szczury, od lat stanowią 

chętnie wykorzystywane modele badawcze chorób układu krążenia [53]. Mechanizmy 

pobudliwości, sprzężenia elektromechanicznego, skurczu i relaksacji kardiomiocytów 

związane z wewnątrzkomórkowym metabolizmem wapnia, aktywnością fosfolambanu  

i sarkoendoplazmatycznej ATPazy wapniowej u małych gryzoni i ludzi wykazują wiele 

podobieństw i obie te grupy charakteryzują się ekspresją białek o podobnych funkcjach i rolach 

[54]. Przy wykorzystaniu rezonansu magnetycznego serca wykazano również, że proces 

rozwoju embrionalnego serca u myszy jest zbliżony do tego obserwowanego u ludzi,  

z niewielkimi różnicami dotyczącymi głównie embriogenezy przedsionków serca i spływu żył 

płucnych [55]. Małe gryzonie charakteryzują się jednak znacznie szybszym podstawowym 

rytmem serca (HR) i jednocześnie niewielkimi możliwościami zwiększenia pojemności 

minutowej serca (CO) w odpowiedzi na wysiłek fizyczny [56]. Serca dużych ssaków, w tym 

ludzi, wykazują możliwość ponad dwukrotnego zwiększenia częstotliwości HR [57], czemu 

towarzyszy nawet trzykrotny wzrost siły skurczu mięśnia sercowego [56]. Szczytowe wartości 

HR u małych ssaków pozostają jedynie ok. 40% wyższe od rytmu podstawowego,  

a jednoczesny wzrostu siły skurczu serca jest słabiej wyrażony [56]. W związku z tym, podczas 

gdy w odpowiedzi na wysiłek fizyczny CO u człowieka może wzrosnąć nawet 6-10 krotnie,  

u myszy może on zostać co najwyżej podwojony [56]. Ponadto, u dużych ssaków czas relaksacji 
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mięśniówki serca ulega wyraźnemu skróceniu wraz ze wzrostem rytmu serca, co jest wyraźnie 

słabiej zaznaczone w przypadku małych gryzoni [56].  

W związku z wysokim podstawowym rytmem serca, małe gryzonie posiadają 

mechanizmy adaptacyjne umożliwiające gwałtowny skurcz i rozkurcz mięśniówki serca [54]. 

Potencjał czynnościowy kardiomiocytów gryzoni charakteryzuje się szybką repolaryzacją, bez 

zaznaczonej fazy plateau występującej u człowieka [58]. Różnice dotyczą także białek 

wchodzących w skład filamentów miozynowych – komory serca gryzoni wykazują ekspresję 

izoformy α łańcuchów ciężkich miozyny (MHC), podczas gdy komory dużych ssaków, w tym 

ludzi, wykazują przewagę ekspresji MHC β [59]. Izoformy te różnią się od siebie przede 

wszystkim aktywnością miejsc wiążących aktynę oraz miejsc hydrolizy adenozyno-5’-

trifosforanu (ATP) [59]. Serca gryzoni wykazują również ekspresję innych form tityny [60]. 

Pomimo wymienionych różnic, gryzonie pozostają szeroko wykorzystywanym modelem 

badawczym chorób układu krążenia, takich jak miażdżyca, MI, HTN, nadciśnienie płucne, 

HFrEF, HFpEF, reumatyczna choroba serca, czy zapalenie mięśnia sercowego [53, 61]. 

Myszy oraz szczury szczepów Sprague-Dawley (SPRD) i Wistar, stanowią także 

najpowszechniej stosowane modele zwierzęce w badaniach dotyczących AIC [62]. 

Antracykliną powszechnie wykorzystywaną celem indukcji AIC u zwierząt doświadczalnych 

jest doksorubicyna [63]. Stosowane drogi podania leku obejmują, w kolejności od najczęstszej 

do najrzadszej, podanie dootrzewnowe (i.p.), iniekcję dożylną, oraz podanie doustne z paszą 

[63]. Podanie DOX w formie iniekcji dożylnej zapewnia wierne odtworzenie drogi podania 

leku stosowanej w praktyce klinicznej. U gryzoni jest to jednak utrudnione ze względu na 

niewielki rozmiar dostępnych obwodowo żył, drażniający charakter podawanej substancji 

mogący prowadzić do zapalenia, zakrzepicy i utraty drożności naczynia, oraz wysokie ryzyko 

wynaczynienia, które związane jest z poważnymi powikłaniami, np. w postaci martwicy 

okolicznych tkanek [64]. Iniekcja dootrzewnowa jest mniej wymagająca technicznie, 

szczególnie w przypadku planowanego podania serii dawek w trakcie trwania badania [65]. 

Jednocześnie metoda ta nie pozostaje wolna od powikłań w postaci podrażnienia otrzewnej, 

podania dojelitowego czy dopęcherzowego [65]. Ponadto, substancje podane i.p. są wchłaniane 

do krążenia wrotnego i ulegają metabolizmowi wątrobowemu przed osiągnięciem krążenia 

systemowego, stąd farmakokinetyka tej formy podania różni się od stosowanego klinicznie 

podania dożylnego [66]. W przeprowadzonym wiele lat temu przez Johansen i wsp. (1981) 

badaniu wykazano jednak, że stężenie DOX w osoczu myszy osiągane w ciągu dwóch godzin 

od podania pozostają zbliżone zarówno dla drogi dootrzewnowej jak i dożylnej, natomiast pole 

pod krzywą stężenia leku w sercu jest dwukrotnie niższe dla podania i.p. [67]. Zapewniając 

wystarczającą biodostępność DOX w sercu do uzyskania jego toksycznego uszkodzenia, 
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iniekcje dootrzewnowe stanowią formę podania leku najczęściej wykorzystywaną w badaniach 

dotyczących AIC w modelach zwierzęcych [63]. 

Stosowane przez badaczy schematy podania DOX mające na celu wywołanie ostrej 

postaci AIC u szczura uwzględniają najczęściej jednorazową iniekcję leku w wysokiej dawce 

15-20 mg/kg masy ciała (BW) [68-71]. Z kolei prace, których celem jest modelowanie 

przewlekłej AIC, charakteryzują się znaczną różnorodnością, zarówno pod względem 

częstotliwości podań, jak i całkowitej dawki leku [62]. Dostępne w przeglądzie literatury 

badania doświadczalne przeprowadzone na szczurzych modelach przewlekłej AIC 

wykorzystują schematy podania DOX w dawce od 1 do 5 mg/kg BW podawane w odstępach 

2-7 dni w czasie od 2 do 12 tygodni, do całkowitej dawki od 3 do 25 mg/kg BW, przy czym 

najbardziej powtarzalnie stosowane schematy uwzględniają podanie 4-6 dawek w wysokości 

2-5 mg/kg BW w odstępach cotygodniowych [62, 63].  

Obserwowane w sercu gryzoni zmiany histopatologiczne związane z podaniem 

antracyklin w znacznym zakresie odpowiadają tym opisywanym w badaniach 

przeprowadzonych na materiale pochodzącym od ludzi. W toksycznie uszkodzonym przez 

antracykliny mięśniu sercowym tych zwierząt obserwowane są zmiany zwyrodnieniowe 

kardiomiocytów, ich hipertrofia oraz ogniska apoptozy i nekrozy [51, 72]. Na poziomie 

subkomórkowym obserwuje się przede wszystkim zaburzenia struktury mitochondriów, 

poszerzenie kanalików T, rozdęcie siateczki sarkoplazmatycznej oraz dezorganizację jąder 

komórkowych [51]. Podobnie jak u człowieka, w przebiegu AIC u gryzoni dochodzi również 

do przebudowy mięśnia sercowego, poszerzenia światła jam serca, rozplemu fibroblastów  

i zwłóknienia tkanki śródmiąższowej [51]. Jedyną różnicą w histopatologicznym obrazie AIC 

u gryzoni jest częstsze występowanie wykładników ostrej odpowiedzi zapalnej w postaci 

nacieków neutrofilowych [72] lub przewlekłej odpowiedzi zapalnej w postaci nacieków 

makrofagów i limfocytów [51], które typowo nie były opisywane w tkankach pochodzenia 

ludzkiego [42, 44, 46]. 

Toksyczne uszkodzenie mięśnia sercowego pod wpływem antracyklin u gryzoni, 

podobnie jak u człowieka, odzwierciedlone jest również wystąpieniem zaburzeń kurczliwości 

lewej komory serca [63]. Ważnym ograniczeniem dla badań translacyjnych dotyczących 

substancji powodujących ograniczenie kurczliwości LV w modelach zwierzęcych jest brak 

jednolitych definicji wyznaczających krytyczne wartości LVEF umożliwiające rozpoznanie 

wystąpienia dysfunkcji skurczowej u tych zwierząt. W przeprowadzonym przez Georgiadis  

i wsp. (2020) przeglądzie systematycznym badań wykorzystujących szczurze modele AIC 

wykazano jednak, że w wyniku podania DOX w ponad 70% prac obserwowano obniżenie 

LVEF w zakresie od 10 do 40% wartości wyjściowych [63].  
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Opracowanie zwierzęcych modeli AIC pozwoliło na znaczne pogłębienie zrozumienia 

komórkowych mechanizmów prowadzących do wystąpienia uszkodzenia mięśnia sercowego 

pod wpływem podania tych leków, które to opisano w dalszej części pracy. 

1.2.6. Wewnątrzkomórkowe mechanizmy AIC 

Antracykliny wykazują działanie przeciwnowotworowe związane przede wszystkim  

z ich zdolnością wiązania i uszkadzania kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA) [73]. 

Struktura molekularna antracyklin umożliwia ich interkalację między pary zasad budujących 

DNA, uniemożliwiając prawidłowy przebieg procesów replikacji i transkrypcji [73]. Ponadto, 

antracykliny posiadają zdolność wiązania wewnątrzjądrowego białka topoizomerazy II (Top2) 

ulegającej ekspresji przede wszystkim w tkankach intensywnie proliferujących [74]. Top2, 

poprzez indukowanie kontrolowanych podwójnych pęknięć nici DNA, zapobiega ich splątaniu 

podczas podziałów komórkowych, utrzymując prawidłową architektonikę chromatyny  

w komórkach dzielących się [75]. Zahamowanie Top2 w wyniku interakcji z antracyklinami 

prowadzi do poważnych zaburzeń struktury wewnątrzjądrowej, w efekcie wyzwalając szlak 

apoptozy [74]. Jedna z izoform Top2, topoizomeraza II β (Top2β), ulega jednak ekspresji 

również w komórkach postmitotycznych, takich jak kardiomiocyty, i jak wykazano, myszy  

z inaktywowanym genem dla Top2β charakteryzują się mniejszą podatnością na występowanie 

AIC [76]. Stąd interakcja Top2β z antracyklinami uznawana jest za jeden z podstawowych 

mechanizmów kardiotoksyczności tych leków. 

Ponadto, cytotoksyczne działanie antracyklin związane jest z indukowaną przez nie 

zwiększoną mitochondrialną syntezą reaktywnych form tlenu i wolnych rodników, prowadząc 

do nasilenia stresu oksydacyjnego przekraczającego możliwości kompensacyjne komórek [73]. 

Stres oksydacyjny, prowadząc do uszkodzenia DNA, strukturalnych modyfikacji białek  

i peroksydacji lipidów wewnątrzkomórkowych, jest uznanym czynnikiem biorącym udział  

w patogenezie przerostu mięśnia sercowego, uszkodzenia reperfuzyjnego, czy HF [77]. 

Antracykliny, poprzez interakcję z dehydrogenazą dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, 

zaburzają prawidłowy przebieg łańcucha oddechowego prowadząc do powstawania nadmiaru 

nadtlenku wodoru oraz rodników hydroksylowych, powodując uszkodzenie wewnętrznej błony 

mitochondrialnej [73]. Nasilenie stresu oksydacyjnego jest również potęgowane w wyniku 

interakcji między antracyklinami a kardiolipiną, glicerolofosfolipidem stanowiącym ważny 

element strukturalny wewnętrznej błony mitochondrialnej, prowadząc do dalszego jej 

uszkodzenia [78]. Ponadto, antracykliny indukują syntezę wolnych rodników poprzez 

interakcję z syntazą tlenku azotu [79] i jonami żelaza [80]. Uszkodzenie mitochondriów pod 

wpływem oddziaływania antracyklin wykracza jednak poza mechanizmy związane ze stresem 
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oksydacyjnym. Leki te powodują także bezpośrednie uszkodzenie mitochondrialnego DNA 

oraz zahamowanie fuzji mitochondrialnej, procesu mającego na celu ochronę tych organelli 

przed nagromadzeniem mutacji somatycznych [81, 82]. Antracykliny powodują zatem 

ograniczenie puli prawidłowych mitochondriów w obrębie kardiomiocytów, poważnie 

zaburzając bilans energetyczny tych komórek [82]. 

Poza wymienionymi mechanizmami, AIC została także powiązana z zaburzeniem 

aktywności układu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS). Wykazano, że antracykliny 

zmieniają profil ekspresji genów wchodzących w skład RAAS, pobudzając niekorzystne 

działanie szlaków sygnałowych związanych z Ang II i receptorem angiotensyny II typu 1 (AT-

R1), jednocześnie hamując szlaki związane z receptorem angiotensyny II typu 2 (AT-R2)  

o właściwościach kardioprotekcyjnych [83]. Ponadto, podanie DOX powiązane zostało  

z obniżonym stężeniem krążącej angiotensyny 1-7 (Ang 1-7), będącej produktem 

oddziaływania enzymu konwertującego angiotensynę typu 2 (ACE2) na angiotensynę I (Ang 

I), oraz obniżoną ekspresją receptora typu Mas (MasR) w mięśniu sercowym, które wspólnie 

stanowią oś ACE2/Ang 1-7/MasR uważaną za kardioprotekcyjne ramię RAAS [83].  

Inne mechanizmy powiązane z AIC obejmują stres siateczki śródplazmatycznej [84], 

wzrost aktywności metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej (MMP) w mięśniu sercowym 

[70, 85], zaburzenie homeostazy wapniowej [86], aktywację proteolizy za pośrednictwem 

systemu ubikwityna-proteasom [87], autofagię i mitofagię [88] oraz przyspieszone starzenie 

kardiomiocytów [89]. Ponadto, w ostatnich latach podkreśla się także udział innych typów 

komórek budujących mięsień sercowy w patogenezie AIC. Wykazano, że DOX nasila 

proliferację oraz zwiększa przeżywalność fibroblastów [90], a także powoduje zmniejszenie 

puli komórek progenitorowych w mięśniu sercowym zwierząt doświadczalnych [91]. Podanie 

DOX wiąże się także z uszkodzeniem połączeń komórkowych występujących między 

komórkami śródbłonka naczyń wieńcowych oraz zaburzeniem komunikacji między nimi  

a kardiomiocytami, poprzez zmianę profilu syntetyzowanych przez nie cytokin – przede 

wszystkim ograniczenie ilości uwalnianego tlenku azotu (NO), prostaglandyny I2, neureguliny 

1 oraz endoteliny 1 (ET-1) [92]. Ponadto, pomimo braku obecności wyraźnie zaznaczonych 

nacieków komórek zapalnych w przeprowadzonych wiele lat temu badaniach 

histopatologicznych u pacjentów z AIC, rozwój odpowiedzi zapalnej w odpowiedzi na 

toksyczne uszkodzenie mięśnia sercowego uznaje się aktualnie za jeden z jej elementów [93]. 

Trofenciuc i wsp. (2020) w niewielkiej grupie pacjentów otrzymujących DOX w terapii 

nowotworów układu krwiotwórczego wykazali, że wyższe osoczowe stężenie receptora Toll-

podobnego typu 4 (TLR4), odgrywającego kluczową rolę w nieswoistej odpowiedzi 

odpornościowej, wiązało się z wyższym ryzykiem wystąpienia CTRCD [94]. W zwierzęcym 
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modelu AIC wykazano natomiast, że w mięśniu sercowym poddanym wpływowi DOX 

dochodzi do zwiększenia ekspresji receptora Toll-podobnego typu 2 (TLR2) [84],  

a inaktywowanie genu dla TLR2 powiązano ze znaczną redukcją reakcji zapalnej w odpowiedzi 

na podanie antracykliny [95]. W badaniach doświadczalnych AIC powiązano również ze 

zwiększoną ekspresją jądrowego czynnika transkrypcyjnego NF-κB i pobudzeniem aktywności 

makrofagów M1 [96, 97]. Omówione komórkowe mechanizmy AIC zostały schematycznie 

podsumowane na Rycinie 1. 

 

 

 

 

Rycina 1. Schemat wewnątrzkomórkowych mechanizmów AIC. Na podstawie: Sobiborowicz-

Sadowska i wsp. (2023) [98]. Ant – antracykliny, Ang 1-7 – angiotensyna 1-7, Ang II – angiotensyna II, 

ATR1 – receptor angiotensyny II typu 1, ATR2 – receptor angiotensyny II typu 2, DNA – kwas 

dezoksyrybonukleinowy, mDNA – mitochondrialne DNA, ER – siateczka śródplazmatyczna, ET-1 – 

endotelina 1, MasR – receptor typu Mas, MMP – metaloproteinazy macierzy pozakomórkowej, NADH-

DH – dehydrogenaza dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, NO – tlenek azotu, NOS – syntaza 

tlenku azotu, Top2β - topoizomeraza II β. 
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1.2.7. Czynniki ryzyka AIC 

Podstawową metodą prewencji wystąpienia kardiotoksyczności antracyklin zalecaną  

w wytycznych ESC z 2022 r. jest kontrola czynników ryzyka występujących u pacjentów przed 

i w trakcie leczenia onkologicznego [19]. Uznane przez Asocjację Niewydolności Serca (ang. 

Heart Failure Association, HFA) ESC czynniki ryzyka AIC występujące u pacjenta przed 

rozpoczęciem chemioterapii przedstawiono w Tabeli 2 [99]. Obecność wymienionych 

czynników decyduje o przynależności pacjenta do jednej z czterech wyróżnionych przez ESC 

(2022) grup ryzyka wystąpienia CTR-CVT w trakcie zaplanowanej terapii onkologicznej [19]. 

Najistotniejszym czynnikiem ryzyka wystąpienia AIC związanym z zastosowaną terapią 

jest całkowita przyjęta przez pacjenta dawka leku [100]. W wymienionym wcześniej 

retrospektywnym badaniu przeprowadzonym przez Von Hoff i wsp. (1979), odsetek pacjentów 

u których doszło do pojawienia się objawów HF znacząco różnił się w zależności od całkowitej 

dawki DOX jaką otrzymali – przy dawce w wysokości 400 mg/m2 wynosił 3%, wzrósł do 7% 

przy dawce 550 mg/m2 i odpowiednio do 18% przy dawce 700 mg/m2 [30]. Silną dodatnią 

korelację między dawką DOX a ryzykiem wystąpienia dysfunkcji skurczowej LV 

potwierdzono w kilku kolejnych badaniach, w których zaobserwowano gwałtowny wzrost 

ryzyka dysfunkcji skurczowej LV wraz ze wzrostem dawki otrzymanego leku [31, 101, 102]. 

W populacji pediatrycznej wykazano, że otrzymanie całkowitej dawki DOX ≥250 mg/m2 ponad 

dwukrotnie zwiększa szansę wystąpienia u tych pacjentów kardiomiopatii w przyszłości, czego 

nie obserwowano dla niższych dawek całkowitych [37, 41]. W wytycznych ESC (2022) 

określono, że zaplanowanie przyjęcia przez pacjenta dawki DOX ≥250 mg/m2 (lub 

równoważnej dawki innej antracykliny) stanowi niezależny czynnik wysokiego ryzyka 

wystąpienia AIC [19]. Do innych czynników ryzyka AIC związanych z zastosowaną terapią 

zalicza się także jednoczesne podanie innych substancji czynnych o właściwościach 

kardiotoksycznych, np. innej antracykliny [103], taksanów i cytostatyków alkilujących [104] 

czy przeciwciała monoklonalnego wiążącego receptor ludzkiego czynnika wzrostu naskórka 2 

(HER2) – trastuzumabu [105, 106], oraz zastosowanie radioterapii [103, 104, 107]. 
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Tabela 2. Stratyfikacja podstawowego ryzyka CTR-CVT u pacjentów z planowanym leczeniem 

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

Poziom ryzyka Czynnik ryzyka 

Bardzo wysokie HF 

Kardiomiopatia 

CTRCD 

Wysokie Zaplanowana całkowita dawka DOX ≥250 mg/m2 

Wada zastawkowa o wysokim stopniu zaawansowania 

Choroba wieńcowa  

Leczenie rewaskularyzacyjne w wywiadach 

MI w wywiadach 

LVEF <50%  

Wiek ≥80 lat 

Chemioterapia z antracyklinami w wywiadach 

Radioterapia śródpiersia lub lewej strony klatki piersiowej w wywiadach 

Średnie  

2 punkty 

LVEF 50-54% 

Wiek 65-74 lat 

Średnie  

1 punkt 

Cukrzyca 

HTN 

CKD 

Podwyższone stężenie cTn we krwi 

Podwyższone stężenie BNP lub NT-proBNP we krwi 

Chemioterapia bez antracyklin w wywiadach 

Nikotynizm 

BMI >30 kg/m2 

Kategorie ryzyka: 

Bardzo wysokie: obecność jakiegokolwiek czynnika bardzo wysokiego ryzyka 

Wysokie: 5 punktów przyznanych za średnie czynniki ryzyka LUB obecność jakiegokolwiek 

czynnika wysokiego ryzyka 

Pośrednie: 2-4 punkty przyznane za średnie czynniki ryzyka 

Niskie: Brak czynników ryzyka bądź jeden punkt przyznany za średni czynnik ryzyka 

BMI – wskaźnik masy ciała, BNP – mózgowy peptydu natriuretyczny, CKD – przewlekła choroba nerek, 

cTn – troponiny sercowe, CTRCD – dysfunkcja serca związana z terapią nowotworów, DOX – 

doksorubicyna, HF – niewydolność serca, LVEF – frakcja wyrzutowa lewej komory serca, NT-proBNP 

– N-końcowy propeptyd natriuretyczny typu B. 
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1.2.8. Metody zapobiegania kardiotoksyczności antracyklin 

Metody prewencji AIC obejmują profilaktykę pierwotną, stosowaną przed i w trakcie 

leczenia onkologicznego, mającą na celu zapobiegać uszkodzeniu kardiomiocytów u pacjentów 

bez chorób serca w wywiadzie, jak i profilaktykę wtórną, której celem jest zapobieganie 

progresji chorób układu krążenia występujących u pacjentów przed rozpoczęciem 

chemioterapii oraz, jeżeli wystąpi CTRCD, ograniczenie narastania jej nasilenia w czasie [108].  

Zgodnie z kardioonkologicznymi wytycznymi ESC z 2022 r. podstawą pierwotnej 

profilaktyki CTR-CVT jest modyfikacja czynników ryzyka chorób układu krążenia 

występujących przed rozpoczęciem terapii przeciwnowotworowej, takich jak podwyższone 

stężenie lipoprotein o niskiej gęstości (LDL) we krwi, HTN, nikotynizm, cukrzyca czy nadwaga 

[19, 109]. Ograniczanie czynników ryzyka sercowo-naczyniowego należy kontynuować 

również w trakcie leczenia onkologicznego, a pacjenci powinni być zachęcani do 

umiarkowanego wysiłku fizycznego oraz ograniczenia spożycia alkoholu etylowego do 100 g 

tygodniowo [110]. 

U wszystkich pacjentów przed rozpoczęciem terapii przeciwnowotworowej zalecane 

jest również przeprowadzenie badania elektrokardiograficznego (EKG) oraz badania 

przedmiotowego ukierunkowanego na obecność objawów chorób układu krążenia. Ponadto,  

u każdego chorego, u którego planowane jest zastosowanie leczenia onkologicznego o znanych 

właściwościach kardiotoksycznych, takiego jak chemioterapia oparta o antracykliny, zalecane 

jest określenie przynależności do grupy ryzyka wystąpienia CTR-CVT na podstawie obecności 

czynników ryzyka omówionych wyżej i przedstawionych w Tabeli 2 [19, 99]. Wyróżniane są 

grupy niskiego, pośredniego, wysokiego oraz bardzo wysokiego ryzyka, przy czym każdy 

pacjent, u którego planowane jest podanie DOX w dawce ≥250 mg/m2, kwalifikowany jest do 

grupy co najmniej wysokiego ryzyka i powinien zostać skierowany do specjalisty kardiologa 

przed rozpoczęciem leczenia. U wszystkich chorych przed rozpoczęciem chemioterapii  

z udziałem antracyklin wykonać należy także przezklatkowe badanie echokardiograficzne, oraz 

pomiar stężenia troponin sercowych (cTn), mózgowego peptydu natriuretycznego (BNP) lub 

N-końcowego propeptydu natriuretycznego typu B (NT-proBNP) we krwi [19]. 

Celem dalszego zapobiegania wystąpieniu AIC, u pacjentów z grup wysokiego i bardzo 

wysokiego ryzyka CTR-CVT rozważyć należy zastosowanie liposomalnej postaci DOX, która 

poprzez ograniczone przenikanie przez prawidłowy śródbłonek ulega preferencyjnie 

akumulacji w tkankach nowotworowych, wykazując niższe ryzyko powikłań sercowo-

naczyniowych [19, 111, 112]. W wymienionych grupach chorych dopuszczane jest również 

zastosowanie szczególnego rodzaju prewencji pierwotnej, jakim jest podanie substancji 
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czynnych ukierunkowanych na przeciwdziałanie patofizjologicznym procesom leżącym  

u podstaw toksycznego uszkodzenia kardiomiocytów [19]. Jedynym lekiem zatwierdzonym 

przez Agencję ds. Żywności i Leków (Food and Drug Agency, FDA) oraz Europejską Agencję 

Leków do pierwotnej profilaktyki AIC jest deksrazoksan [19]. Kardioprotekcyjne działanie 

deksrazoksanu obserwowano zarówno w badaniach przedklinicznych, jak i klinicznych [108]. 

W metaanalizach potwierdzono statystycznie istotną korzyść ze stosowania deksrazoksanu  

w trakcie terapii antracyklinami w porównaniu z brakiem środków zapobiegawczych, 

wykazując względne ryzyko wystąpienia HF między 0,21 a 0,31 [113-115]. Ochronne działanie 

deksrazoksanu związane jest z kilkoma wewnątrzkomórkowymi mechanizmami. Wykazano, 

że wiąże on Top2β, ograniczając zahamowanie aktywności tego enzymu pod wpływem 

antracyklin i w efekcie częściowo zapobiega uszkodzeniu DNA kardiomiocytów [116, 117]. 

Ponadto, jako chelator jonów żelaza, deksrazoksan zapobiega ich interakcji z antracyklinami,  

a tym samym zmniejsza nasilenie stresu oksydacyjnego [118]. W jednym z badań klinicznym, 

w którym oceniono zastosowanie deksrazoksanu u pacjentek otrzymujących chemioterapię 

opartą na antracyklinach z powodu raka piersi zaobserwowano rzadsze występowanie 

obiektywnej odpowiedzi na leczenie onkologiczne (ORR) w grupie otrzymującej deksrazoksan 

- ORR wyniosła 46,8% dla deksrazoksanu oraz 60,5% dla placebo [119]. W badaniu tym nie 

zaobserwowano jednak różnic w całkowitym czasie przeżycia pacjentek oraz w czasie wolnym 

od progresji choroby, a inne badania kliniczne i metaanalizy nie wykazały wpływu 

deksrazoksanu na odpowiedź na leczenie przeciwnowotworowe [113-115]. 

Szeroko badane pod kątem użyteczności w pierwotnej prewencji AIC są również leki 

będące antagonistami szlaków neurohormonalnych o ugruntowanej pozycji w terapii HFrEF 

[120]. Wyniki licznych badań doświadczalnych przeprowadzonych na zwierzęcych modelach 

AIC wykazały, że inhibitory ACE (ACEI), antagoniści receptora angiotensyny II typu 1 (ARB) 

oraz antagoniści receptora dla mineralokortykoidów (MRA) mogą zapobiegać wystąpieniu lub 

zmniejszać nasilenie dysfunkcji skurczowej LV [83, 108]. Wyniki te zostały następnie 

potwierdzone w badaniach klinicznych, w których wykazano, że ACEI: ramipryl [121]  

i enalapryl [122, 123], ARB: kandesartan [124] i walsartan [125] oraz MRA spironolakton 

[126] stosowane jednocześnie z chemioterapią opartą na antracyklinach wykazują działanie 

kardioprotekcyjne, zapobiegając przede wszystkim zaburzeniom kurczliwości LV 

obserwowanym w przezklatkowym badaniu echokardiograficznym [83, 108]. Ponadto, również 

zastosowanie leków beta-adrenolitycznych (BB) – karwedilolu i nebiwololu – wykazało  

w badaniach klinicznych potencjalną skuteczność w pierwotnej prewencji AIC [122, 127-129]. 

W związku z tym, kardioonkologiczne wytyczne ESC (2022) dopuszczają możliwość 

zastosowania ACEI, ARB oraz BB w pierwotnej prewencji AIC u pacjentów z grup wysokiego 
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i bardzo wysokiego ryzyka CTR-CVT [19]. Możliwość zastosowania leków blokujących 

wymienione układy jest jednak w pewnym stopniu ograniczona przez działania niepożądane 

takiej farmakoterapii, przede wszystkim ryzyko wystąpienia hipotensji, które w populacji 

pacjentów leczonych onkologicznie, podatnych na niedożywienie i odwodnienie, może być 

szczególnie wysokie [108, 130-132].  

Zgodnie z wytycznymi ESC u pacjentów z grup wysokiego i bardzo wysokiego ryzyka 

wystąpienia AIC rozważyć można także zastosowanie inhibitorów reduktazy 3-hydroksy-3-

metyloglutrylo koenzymu A [19], których potencjalną skuteczność wykazano w kilku 

badaniach kohortowych oraz klinicznych [133-137].  

Obecnie dostępne metody pierwotnej profilaktyki AIC nie rozwiązały jednak problemu 

jej występowania. W świetle poważnego rokowania związanego z występowaniem 

kardiomiopatii poantracyklinowej, która wiązana jest z ponad 50% śmiertelnością w ciągu 

pięciu lat od diagnozy [138], nacisk kładzie się na rozwój nowych, skutecznych metod 

pierwotnej prewencji AIC.  

W ramach wtórnej prewencji AIC podstawowe znaczenie ma odpowiednio częste 

monitorowanie pacjentów poddanych chemioterapii z wykorzystaniem antracyklin, 

ukierunkowane na wczesne wykrycie CTRCD oraz wdrożenie interwencji mających na celu 

zahamowanie jej dalszej progresji, a nawet jej częściowe lub całkowite odwrócenie [19]. 

Metodą obrazowania zalecaną zarówno przez ESC (2022) oraz Europejskie Towarzystwo 

Onkologii Klinicznej (European Society for Medical Oncology, ESMO); (2020) jest 

trójwymiarowe przezklatkowe badanie echokardiograficzne, a gdy zastosowanie tej metody nie 

jest dostępne, zalecane jest wykonanie dwuwymiarowego przezklatkowego badania 

echokardiograficznego lub rezonansu magnetycznego serca [19, 139, 140]. Zastosowanie 

wentrykulografii radioizotopowej ogranicza się ze względu na narażenie pacjenta na 

promieniowanie jonizujące [140]. Zalecenia dotyczące optymalnych punktów czasowych 

wykonania badania obrazowego różnią się między medycznymi towarzystwami naukowymi. 

ESC zaleca, aby u wszystkich pacjentów otrzymujących chemioterapię opartą na 

antracyklinach wykonać przezklatkowe badanie echokardiograficzne po 12 miesiącach od jej 

zakończenia [19]. Ponadto, u pacjentów z grup wysokiego i bardzo wysokiego ryzyka CTR-

CVT wskazane jest aby badanie to wykonać dodatkowo przy co drugim cyklu chemioterapii 

oraz w ciągu 3 miesięcy od zakończenia leczenia onkologicznego. Z kolei ESMO opiera swoje 

zalecenia o całkowitą dawkę otrzymanej przez pacjenta DOX (lub równoważną w zakresie 

kardiotoksyczności dawkę innej antracykliny) [139]. Zgodnie z tymi zaleceniami, ocenę LVEF 

należy powtórzyć po otrzymaniu przez pacjenta całkowitej dawki DOX >250 mg/m2, następnie 

po każdej dodatkowej dawce 100 mg/m2, oraz po zakończeniu leczenia onkologicznego. 
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W przypadku wykrycia CTRCD zaleca się zastosowanie farmakoterapii zgodnej  

z wytycznymi ESC dotyczącymi postępowania 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 

pacjentów wykazano, że wśród chorych z AIC u których zastosowano enalapryl, wartości 

LVEF uległy poprawie o co najmniej 15 punktów procentowych u 88% z nich w ciągu 

dziewięciu miesięcy od włączenia leczenia [141]. Jednocześnie, wśród pacjentów którzy nie 

otrzymali żadnego leczenia, odsetek osób u których doszło do spontanicznej poprawy LVEF 

wyniósł jedynie 8%. Z kolei w badaniu klinicznym przeprowadzonym przez Cardinale i wsp. 

(2010) wykazano, że u pacjentów u których występowało obniżenie LVEF do wartości ≤40% 

związane z terapią antracyklinami, zastosowanie ACEI wraz z BB wiązało się z powrotem 

LVEF do prawidłowych wartości >50% u 42% [142]. U kolejnych 13% pacjentów uzyskano 

poprawę wartości LVEF o co najmniej 10 punktów procentowych, przy czym wartości te nie 

osiągnęły >50%. Poza zastosowaniem odpowiedniej farmakoterapii, wczesne wykrycie 

CTRCD i niezwłoczne włączenie leczenia jest szczególnie istotne - w wymienionym badaniu 

przeprowadzonym przez Cardinale i wsp. (2010) wykazano, że wraz z wydłużaniem czasu od 

podania antracykliny do rozpoczęcia leczenia, odsetek osób które odpowiedziały na leczenie 

ulegał znacznemu obniżeniu i osiągał 0% gdy czas ten wynosił 6 miesięcy lub więcej.  

W ramach wtórnej prewencji AIC u pacjentów z ciężką objawową postacią CTRCD 

zaleca się również zaprzestania leczenia onkologicznego opartego na antracyklinach [19].  

Z kolei u pacjentów, u których CTRCD występuje w postaci objawowej umiarkowanej lub 

bezobjawowej ciężkiej i umiarkowanej, zastosowanie antracyklin należy odroczyć do czasu 

powrotu LVEF do wartości prawidłowych [19]. 

W monitorowaniu wystąpienia AIC w wytycznych ESC (2022) [19] dopuszcza się także 

zastosowanie biomarkerów takich jak cTn, BNP czy NT-proBNP, które omówione zostały  

w kolejnym rozdziale. 

1.2.9. Biomarkery kardiotoksyczności antracyklin 

W świetle poważnego rokowania pacjentów z HF związaną z podaniem antracyklin oraz 

możliwości skutecznego jej zapobiegania u znacznego odsetka chorych w przypadku 

odpowiednio wczesnego wdrożenia adekwatnego postępowania, poszukiwane są czułe  

i specyficzne metody wykrywania i monitorowania AIC u pacjentów aktualnie otrzymujących 

chemioterapię opartą na antracyklinach, oraz u tych, którzy takie leczenie otrzymali  

w przeszłości [143, 144]. Jest to szczególnie istotne w kontekście dostępnych w przeglądzie 

literatury danych dotyczących wyższego odsetka pozytywnej odpowiedzi na wcześniej 
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rozpoczęte leczenie [142]. Wczesne wykrycie CTRCD daje więc unikalną okazję do 

zatrzymania jej progresji do nieodwracalnej postaci, co określić można mianem strategii 

wczesnej interwencji. Uzyskanie powrotu LVEF do wartości prawidłowych zapewnia również 

możliwość kontynuacji zaplanowanego leczenia onkologicznego z wykorzystaniem 

antracyklin, które pozostaje złotym standardem w wielu wymienionych wcześniej typach 

nowotworów złośliwych. 

Przedstawione wcześniej zalecane w wytycznych ESC (2022) oraz ESMO (2020) 

konwencjonalne strategie monitorowania wystąpienia AIC poprzez kilkukrotne wykonanie 

przezklatkowego badania echokardiograficznego jest jednak kosztowne i w przypadku badania 

wykonywanego ambulatoryjnie - również o ograniczonej dostępności [145]. Ponadto 

odtwarzalność jego wyników w dużym stopniu zależy od doświadczenia osoby wykonującej 

badanie [146]. Dodatkowo, zgodna z wytycznymi ESC (2022) ocena LVEF w ciągu roku od 

zakończenia chemioterapii może nie być wystarczająca do uchwycenia CTRCD rozwijającej 

się z nawet kilkuletnim opóźnieniem [147]. W opisanej powyżej pracy przeprowadzonej przez 

Mulrooney i wsp. (2016) w grupie dorosłych pacjentów z historią nowotworu złośliwego  

w dzieciństwie, spośród 7,4% chorych u których występowała CTRCD, ponad połowa 

przypadków nie została wykryta przed udziałem w badaniu [41]. Celem zmniejszenia odsetka 

pacjentów z wywiadem onkologicznym z niezdiagnozowaną CTRCD, rozwijane są modele 

predykcyjne mające umożliwić precyzyjne scharakteryzowanie chorych o najwyższym ryzyku 

wystąpienia CTRCD i objęcie ich spersonalizowanym schematem monitorowania LVEF [148, 

149]. Poszukiwane są również tańsze i łatwo dostępne metody umożliwiające częstsze  

i długotrwałe monitorowanie wystąpienia powikłań sercowo-naczyniowych u pacjentów, 

którzy otrzymali chemioterapię opartą na antracyklinach. Zainteresowaniem badaczy cieszą się 

w związku z tym potencjalne biomarkery oznaczane we krwi, których ocena pozwoliłyby 

przewidzieć rozwijającą się dysfunkcję skurczową LV, przy wykorzystaniu stosunkowo 

niewielkich środków finansowych [143, 144, 150, 151]. Aktualnie, wytyczne ESC (2022) oraz 

ESMO (2020) dopuszczają zastosowanie okresowego oznaczania stężenia cTn, BNP lub NT-

proBNP celem monitorowania wystąpienia powikłań sercowo-naczyniowych u pacjentów 

leczonych onkologicznie [19, 139, 152]. 

 Najlepiej poznanymi biomarkerami AIC są troponina sercowa T (cTnT) oraz troponina 

sercowa I (cTnI). W szczurzym modelu przewlekłej AIC zaobserwowano, że stężenia cTnI we 

krwi zwierząt wykazywały dodatnią korelację z wykładnikami kardiotoksyczności  

w rezonansie magnetycznym serca, stopniem nasilenia histopatologicznych cech uszkodzenia 

miokardium oraz dysfunkcją rozkurczową LV w badaniu echokardiograficznym [51].  

W przeprowadzonej przez Michel i wsp. (2020) obszernej metaanalizie obejmującej 61 badań 
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klinicznych wykazano, że wystąpienie podwyższonego stężenie cTn we krwi pacjentów 

podczas chemioterapii z udziałem leków kardiotoksycznych, w tym antracyklin, wiązało się  

z istotnie wyższym ryzykiem pojawienia się CTRCD [153]. W pracy tej nie dokonano jednak 

oceny zależności między stężeniem cTn a ryzykiem późniejszej hospitalizacji z powodu HF 

czy zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych. W prospektywnym obserwacyjnym badaniu 

przeprowadzonym przez Demissei i wsp. (2020), nieuwzględnionym w wymienionej 

metaanalizie, podwyższone stężenie cTnT we krwi w dniu zakończenia chemioterapii  

z zastosowaniem antracyklin wiązało się z dwukrotnie wyższym ryzykiem późniejszego 

wystąpienia CTRCD [154]. Dostępne w przeglądzie literatury dane są jednak w pewnym 

zakresie niespójne, ponieważ w niedawno opublikowanym przez Diaz-Anton i wsp. (2022) 

badaniu obserwacyjnym przeprowadzonym w grupie pacjentek otrzymujących chemioterapię 

opartą na antracyklinach z powodu raka piersi, wyższe stężenie cTnT we krwi nie wiązało się 

z podwyższonym ryzykiem powikłań sercowo-naczyniowych w ciągu 14 miesięcy od 

rozpoczęcia leczenia [150]. 

 Kolejnym biomarkerem szeroko badanym w kontekście AIC jest NT-proBNP, uznany 

marker prognostyczny u pacjentów z HF [155-157]. Wydaje się jednak, że jego użyteczność  

w przewidywaniu wystąpienia AIC jest niewielka – w wymienionej wyżej metaanalizie 

przeprowadzonej przez Michel i wsp. (2020), podwyższone stężenie NT-proBNP we krwi nie 

wiązało się z wyższym ryzykiem wystąpienia CTRCD [153]. Podobnie, we wspomnianym 

badaniu Diaz-Anton i wsp. (2022), stężenie NT-proBNP we krwi nie wykazywało korelacji  

z ryzykiem wystąpienia CTRCD u pacjentek leczonych z powodu nowotworu złośliwego piersi 

[150]. 

 Inne biomarkery badane pod kątem możliwości ich wykorzystania do przewidywania 

wystąpienia AIC w materiale uzyskanym od pacjentów w ramach badań klinicznych obejmują, 

między innymi, Top2β, mieloperoksydazę, MMP oraz interleukinę 6 (IL-6) [143], hemoglobinę 

[158], C-końcowy propeptyd kolagenu typu I [159], kaspazę 3 [160], czy wybrane cząsteczki 

mikroRNA [143, 161, 162]. Biomarkerem dotychczas nie badanym pod kątem użyteczności  

w przewidywaniu AIC, ale budzącym zainteresowanie jako nowy marker w chorobach układu 

krążenia, jest neprylizyna [163]. 

1.3. Neprylizyna 

Neprylizyna (NEP, CD10, neutralna endopeptydaza) to cynkozależna metaloproteinaza 

ulegająca ekspresji w licznych ludzkich układach i tkankach, w tym w układzie moczowo-

płciowym, pokarmowym, oddechowym, krążenia, mózgu, nadnerczach i łożysku [164, 165]. 

NEP wykazuje również ekspresję na powierzchni limfocytów B i jako CD10 stanowi jeden  
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z markerów wykorzystywanych w diagnostyce ostrej białaczki limfoblastycznej metodą 

cytometrii przepływowej [166]. NEP jest enzymem związanym z błoną komórkową, a jej 

miejsce aktywne ulokowane jest w przestrzeni pozakomórkowej, dzięki czemu uczestniczy ona  

w degradacji licznych substratów znajdujących się w środowisku zewnątrzkomórkowym [167]. 

Poprzez proteolizę szeregu aktywnych biologicznie cząsteczek do peptydów najczęściej 

pozbawionych aktywności, NEP zaangażowana jest w regulację wielu układów hormonalnych, 

przede wszystkim na poziomie tkankowym. Wśród poznanych substratów NEP wyróżnia się 

peptydy natriuretyczne (NP), Ang I, Ang II, ET-1 czy bradykininę, a także glukagon, 

glukagonopodobny peptyd 1, substancję P, oksytocynę, peptyd β-amyloidu, adrenomedulinę, 

oraz somatostatynę [165]. Ponadto, w ostatnich latach wykazano, że do polipeptydów 

podlegających proteolizie przez NEP należy także apelina wchodząca w skład układu 

apelinergicznego [168]. 

1.3.1. Wpływ NEP na układ peptydów natriuretycznych 

Peptydy natriuretyczne pełnią w układzie krążenia rolę przeciwstawną do wiodących 

szlaków neurohormonalnych biorących udział w patogenezie HF – RAAS, układu 

wazopresynergicznego oraz współczulnego układu nerwowego. Wyróżnia się przedsionkowy 

peptyd natriuretyczny (ANP), BNP, peptyd natriuretyczny typu C (CNP), peptyd natriuretyczny 

Dendroaspis (DNP), czy uroguanilinę [169]. NP oddziałują na komórki poprzez wiązanie  

z transbłonowymi receptorami peptydów natriuretycznych (NPR) - NPR typu A (NPRA) oraz 

NPR typu B (NPRB), których domena wewnątrzkomórkowa aktywuje cyklazę guanylową 

syntezującą drugorzędowy przekaźnik w formie cyklicznego monofosforanu guanozyny, który 

z kolei aktywuje kinazę białkową G [169]. Interakcja NP z NPR typu C (NPRC) prowadzi 

natomiast do internalizacji kompleksu peptyd-receptor i dalej wewnątrzkomórkowej degradacji 

peptydu, stąd NPRC stanowi jeden z mechanizmów obniżenia aktywności biologicznej NP 

[170]. 

Poszczególne NP różnią się miejscem syntezy, aktywnością we krwi, okresem 

połowicznego półtrwania i powinowactwem do wymienionych wyżej receptorów. Głównym 

źródłem ANP występującego we krwi są przedsionki serca, a bodźcem do jego uwolnienia jest 

przede wszystkim zwiększenie stopnia rozciągnięcia ich ścian [171]. ANP w porównaniu do 

innych NP charakteryzuje się najwyższą aktywnością we krwi, przy jednocześnie najkrótszym 

okresie półtrwania [170]. Drugim NP silnie związanym z hormonalną regulacją układu krążenia 

jest BNP, wydzielany przez kardiomiocyty komór serca pod wpływem zwiększonego 

naprężenia ścian komór w warunkach patofizjologicznych [172]. BNP charakteryzuje się 

niższymi stężeniami jakie osiąga we krwi, przy jednocześnie długim okresie półtrwania [170].  



37 

 

Peptydy natriuretyczne, przede wszystkim ANP i BNP, charakteryzują się szerokim 

zakresem oddziaływań kardioprotekcyjnych – nasilają diurezę i natriurezę, pobudzają 

wazodylatację oraz wykazują bezpośrednie działanie hamujące RAAS poprzez zmniejszenie 

syntezy reniny [173-175]. Ponadto, peptydy te, oddziałując bezpośrednio w obrębie mięśnia 

sercowego, wykazują działanie ochronne przed hipertrofią kardiomiocytów, rozplemem 

fibroblastów i włóknieniem śródmiąższowym [173-175]. W badaniach doświadczalnych  

z wykorzystaniem modeli zwierzęcych wykazano, że zarówno ANP, jak i BNP, poprzez 

interakcję z NPRA hamują hipertrofię kardiomiocytów i proliferację fibroblastów indukowaną 

przez RAAS [176]. 

Oddziaływanie NEP na peptydy natriuretyczne stanowi główny mechanizm ich 

dezaktywacji [176]. Ze względu na budowę miejsca aktywnego, NEP wykazuje różny stopień 

powinowactwa do NP: najwyższe powinowactwo dotyczy ANP oraz CNP, podczas gdy 

powinowactwo względem BNP jest względnie niskie [165]. Zgodnie z tym wykazano, że 

zahamowanie aktywności NEP u ludzi związane jest ze zwiększeniem aktywności krążących 

NP, przede wszystkim ANP [177, 178]. 

1.3.2. Wpływ NEP na RAAS 

Neprylizyna wykazuje wysokie powinowactwo wobec Ang II, powodując jej proteolizę 

do nieaktywnych peptydów [165]. U zdrowych ochotników poddanych infuzji Ang II, z których 

część przyjmowała jednocześnie inhibitor neprylizyny (NEPI) – kandoksatril, w grupie 

otrzymującej NEPI zaobserwowano istotnie wyższe osoczowe stężenia Ang II oraz nasilenie 

odpowiedzi presyjnej w postaci wzrostu wartości skurczowego i rozkurczowego ciśnienia 

tętniczego (BP) [179]. NEP stanowi zatem ważny element ograniczający nadmierną aktywność 

szkodliwego ramienia RAAS: ACE/Ang II/AT-R1. Ponadto, NEP, podobnie jak ACE2, 

oddziałuje także na Ang I, a efektem tego odziaływania jest synteza Ang 1-7, wchodzącej  

w skład kardioprotekcyjnego ramienia RAAS: Ang-1-7/MasR [180]. W związku z powyższymi 

zależnościami, wpływ NEP na układy hormonalne biorące udział w regulacji układu krążenia 

uznaje się za dwukierunkowy, ponieważ enzym ten prowadzi do obniżenia biodostępności 

kardioprotekcyjnych peptydów natriuretycznych, jednocześnie ograniczając niepożądane  

w chorobach układu krążenia oddziaływanie RAAS. 

1.3.3. Ekspresja NEP w chorobach układu krążenia  

Ekspresja neprylizyny w mięśniu sercowym jest w warunkach fizjologicznych 

względnie niska, w porównaniu do układu moczowo-płciowego czy pokarmowego [163]. Dane 

literaturowe dotyczące zmian ekspresji i aktywności NEP w chorobach układu krążenia 
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pozostają znacznie ograniczone i niespójne, i pochodzą przede wszystkim z badań 

przeprowadzonych w modelach zwierzęcych. Knecht i wsp. (2002) w szczurzym modelu 

HFrEF zaobserwowali istotne zwiększenie tkankowej ekspresji matrycowego kwasu 

rybonukleinowego (mRNA), poziomu białka oraz aktywności enzymatycznej NEP w nerkach 

zwierząt doświadczalnych [181]. Abassi i wsp. (1995) w szczurzym modelu HFrEF 

zaobserwowali obniżenie ekspresji mRNA i aktywności enzymatycznej NEP w tkance płucnej 

zwierząt ze zdekompensowaną HF, przy jednoczesnym braku zmian w zakresie tych 

parametrów w nerkach zwierząt doświadczalnych [182]. Z kolei Pavo i wsp. (2020) u świń  

z pozawałową HFrEF zaobserwowali ogólnoustrojowe obniżenie ekspresji mRNA, poziomu 

białka i aktywności enzymatycznej NEP, które było szczególnie zaznaczone w obrębie kory 

czołowej, dwunastnicy oraz nerek [183]. W mięśniu sercowym zwierząt zaobserwowano 

natomiast obniżenie aktywności i poziomu białka NEP, bez istotnych różnic w zakresie 

ekspresji jej mRNA. Z kolei w badaniu przeprowadzonym na niewielkiej grupie pacjentów  

z idiopatyczną kardiomiopatią rozstrzeniową i obniżoną LVEF, Arrigo i wsp. (2018) 

zaobserwowali 1,5-krotne zwiększenie ekspresji mRNA NEP w obrębie tkanek LV [184].  

1.3.4. Neprylizyna jako biomarker 

Neprylizyna, występująca przede wszystkim w postaci związanej z błoną komórkową, 

ulega również złuszczaniu z powierzchni komórek przy udziale dezintegryny i metaloproteazy 

17 [185] oraz obecna jest w uwalnianych przez komórki egzosomach [183]. W takiej, tak 

zwanej rozpuszczalnej postaci (sNEP), która pozostaje aktywna enzymatycznie, występuje ona 

we krwi, moczu i płynie wewnątrzstawowym [167]. Badanie przeprowadzone przez Arrigo  

i wsp. (2018) na niewielkiej grupie pacjentów z HF dostarczyło dowodów, że u pacjentów  

z HFrEF komory serca stanowią główne źródło sNEP we krwi [184]. W pracy tej wykazano 

bowiem, że u tych chorych aktywność enzymatyczna oraz stężenie sNEP we krwi pobranej  

z zatoki wieńcowej było trzykrotnie wyższe niż we krwi uzyskanej z żyły łokciowej, czego nie 

obserwowano w przypadku pacjentów z HFpEF. Ponadto, w pracy uwzględniono opis dwóch 

przypadków pacjentów poddanych wszczepieniu sztucznego serca, u których po usunięciu 

komór serca zaobserwowano gwałtowne obniżenie stężenia sNEP we krwi, które w ciągu 

kolejnych 6 tygodni uległo jedynie częściowemu wzrostowi. Vodovar i wsp. (2015) wykazali 

natomiast, że chorzy ze zdekompensowaną HF charakteryzowali się niższym stężeniem sNEP 

niż ci ze stabilną chorobą [186]. Jednocześnie, również aktywność enzymatyczna sNEP była  

u tych pacjentów istotnie niższa, co autorzy powiązali z hamującym oddziaływaniem wysokich 

stężeń BNP na aktywność tego enzymu. 
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W ostatnich latach opublikowanych zostało kilka badań dotyczących roli sNEP jako 

biomarkera w chorobach układu krążenia, przedstawiających rozbieżne wyniki. Bayes-Genis  

i wsp. (2015) w grupie ponad tysiąca pacjentów z HFrEF wykazali, że wyższe stężenie sNEP 

we krwi stanowiło czynnik ryzyka hospitalizacji z powodu zaostrzenia choroby podstawowej 

oraz śmiertelności z przyczyn sercowo-naczyniowych [187]. W badaniu nie zaobserwowano 

jednak korelacji między stężeniem sNEP a wartościami LVEF, nasileniem objawów  

w klasyfikacji wg. Nowojorskiego Towarzystwa Kardiologicznego (NYHA), czy stężeniem 

NT-proBNP we krwi. W badaniu przeprowadzonym przez Nunez i wsp. (2017) w grupie 1021 

pacjentów z HF (87,6% HFrEF) wykazano, że wyższe stężenie sNEP we krwi związane było 

ze zwiększonym ryzykiem hospitalizacji z jakiejkolwiek przyczyny [188]. Stężenie sNEP nie 

było jednak skorelowane z ciężkością dysfunkcji skurczowej LV.  

W badaniu przeprowadzonym u pacjentów z HFpEF, stężenie sNEP nie było istotnie 

powiązane z ryzykiem hospitalizacji z powodu choroby podstawowej, ryzykiem zgonu, czy 

stopniem wydolności czynnościowej pacjentów [189]. Podobnie, w grupie pacjentów  

z MI z uniesieniem odcinka ST nie wykryto różnic w stężeniu sNEP we krwi między wczesną 

fazą zawału a miesiąc po reperfuzji oraz nie stwierdzono związku między stężeniem sNEP 

wynikiem leczenia po roku od MI [190]. W grupie 694 pacjentów z chorobą wieńcową 

poddanych przezskórnej interwencji wieńcowej stężenia sNEP nie były związane  

z długoterminową śmiertelnością ani wystąpieniem poważnych incydentów sercowo-

naczyniowych [191]. Jednak w badaniu tym w podgrupie pacjentów z LVEF < 40% stężenie 

sNEP we krwi było pozytywnie skorelowane z wyższym ryzykiem zgonu z jakiejkolwiek 

przyczyny. W badaniu przeprowadzonym w grupie pacjentów z pozaszpitalnym zatrzymaniem 

krążenia wyższe stężenie sNEP we krwi wiązało się z wyższym ryzykiem zgonu [192].  

W obejmującym ponad 1500 uczestników badaniu przeprowadzonym przez Reggy i wsp. 

(2019) w populacji ogólnej zaobserwowano, że u osób z czynnikami ryzyka sercowo-

naczyniowego takimi jak nikotynizm, dyslipidemia, HTN czy dysfunkcja rozkurczowa LV 

występowały niższe stężenia sNEP we krwi [193]. Nie wykazano jednak istotnej korelacji 

między sNEP a ryzykiem wystąpienia HF bądź zgonu. 

1.3.5. Farmakologiczne zahamowanie aktywności NEP w HF  

W badaniach klinicznych przeprowadzonych z udziałem pacjentów z HFrEF 

obserwowano korzystny wpływ infuzji peptydów natriuretycznych na nasilenie natriurezy, 

wyrównanie bilansu płynów, ograniczenie występowania objawów HF oraz poprawę 

parametrów hemodynamicznych takich jak objętość wyrzutowa lewej komory serca (SV), czy 

ciśnienie zaklinowania w tętnicy płucnej [194-196]. W związku z omówionym wyżej 
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hamującym wpływem NEP na aktywność NP, podjęto badania dotyczące możliwości 

zastosowania NEPI celem poprawy biodostępności peptydów natriuretycznych u pacjentów  

z HF. W przeprowadzonych wiele lat temu licznych badaniach doświadczalnych w zwierzęcych 

modelach HF pod wpływem podania NEPI u zwierząt obserwowano oczekiwane zwiększenie 

aktywności ANP oraz BNP we krwi, zwiększenie stężenia cGMP w moczu oraz nasilenie 

natriurezy [197-203]. W dalszych badaniach doświadczalnych wykazano korzystny wpływ 

podania NEPI na ograniczenie spadku pojemności minutowej serca (CO) i zahamowanie 

wzrostu wewnątrzkomorowego ciśnienia końcoworozkurczowego w szczurzym modelu 

pozawałowej HFrEF [204], ograniczenie hipertrofii mięśnia sercowego u szczurów 

spontanicznie nadciśnieniowych (SHR) [205, 206] oraz organicznie hipertrofii i przebudowy 

mięśnia sercowego u szczurów z HF związaną z przeciążeniem objętościowym serca w wyniku 

obecności przetoki między aortą a żyłą główną [207]. 

Badania kliniczne fazy I potwierdziły następnie zwiększenie aktywności NP  

u pacjentów z ciężką HF przyjmujących NEPI: kandoksatrylat [208], racekadotryl [209] oraz 

ekadotryl [210], przy akceptowalnym profilu działań niepożądanych. W wymienionych 

badaniach nie obserwowano istotnych korzyści klinicznych z zastosowanej terapii.  

Randomizowane, kontrolowane placebo badanie kliniczne dotyczące zastosowania ekadotrylu 

u pacjentów z HFrEF, do którego zrekrutowano 279 chorych, zostało przedwcześnie przerwane 

z powodu braku ewidentnych korzyści klinicznych z zastosowanej terapii, w zestawieniu  

z wystąpieniem u pacjentów w grupie otrzymującej ekadotryl siedmiu zgonów, przy czym dwa 

z nich spowodowane były wystąpieniem pancytopenii [211]. Ze względu na zniechęcające 

wyniki badań klinicznych oraz podejrzenie występowania nieakceptowalnego profilu działań 

niepożądanych, dalsze badania nad zastosowaniem NEPI w monoterapii w HF zostały 

zarzucone. Niepowodzenie zastosowania monoterapii NEPI w HF wiąże się aktualnie  

z przeciwstawnym wpływem NEP na układy hormonalne regulujące układ krążenia  

i niezamierzoną nadmierną aktywacją osi ACE/Ang II/AT-R1 u przyjmujących 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, że w porównaniu do ACEI lisinoprylu, zastosowanie 

omapatrilatu u pacjentów z HFrEF wiązało się niższym ryzkiem wystąpienia złożonego punktu 

końcowego w postaci zgonu, hospitalizacji lub zakończenia udziału w badaniu ze względu na 

zaostrzenie HF [213]. Z kolei badanie kliniczne OVERTURE nie wykazało wyższości terapii 

z zastosowaniem omapatrilatu nad ACEI enalaprylem, a w grupie pacjentów otrzymujących 

omapatrilat odnotowano częstsze występowanie obrzęku naczynioruchowego [214]. Podobnie, 
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w badaniu klinicznym OCATVE, porównującym zastosowanie omapatrilatu do enalaprylu  

u pacjentów z dotychczas nieleczonym bądź słabo kontrolowanym HTN, w grupie chorych 

otrzymujących omapatrilat wykazano istotnie wyższe ryzyko wystąpienia obrzęku 

naczyniowego [215]. Częstsze występowanie wymienionego działania niepożądanego uznaje 

się za związane ze zwiększoną aktywnością bradykininy, która ulega metabolizmowi pod 

wpływem zarówno ACE, jak i NEP [216, 217]. W związku z niekorzystnym profilem działań 

niepożądanych i niejasnymi wynikami badań dotyczącymi korzyści klinicznej z jego 

zastosowania, omapatrilat nie uzyskał zatwierdzenia przez FDA [218]. 

Kolejnym ocenionym w badaniach klinicznych połączeniem lekowym było ARNI 

(połączenie NEPI oraz ARB), w przypadku którego oczekiwano niższego ryzyka wystąpienia 

obrzęku naczynioruchowego ze względu na brak jednoczesnego hamowania aktywności NEP  

i ACE. ARNI wprowadzono do standardów postępowania u pacjentów z HFrEF w oparciu  

o wymienione wyżej badanie kliniczne PARADIGM-HF, w którym porównano zastosowanie 

ARNI i enalaprylu u pacjentów z HFrEF NYHA II, III lub IV [15]. Badanie zostało zakończone 

przedwcześnie ze względu na obserwowaną wyraźną wyższością ARNI nad enalaprylem  

w obniżaniu ryzyka hospitalizacji z powodu zaostrzenia HF oraz ryzyka zgonu z przyczyn 

sercowo-naczyniowych. Jednocześnie, ARNI charakteryzowało się w tym badaniu 

korzystniejszym od enalaprylu profilem działań niepożądanych (niższe ryzyko wystąpienia 

przewlekłego kaszlu, wzrostu stężenia kreatyniny we krwi oraz hiperkaliemii, porównywalne 

ryzyko wystąpienia obrzęku naczynioruchowego), z wyjątkiem objawowej hipotensji, która 

występowała w grupie pacjentów przyjmujących ARNI istotnie częściej. Aktualnie jedynym 

stosowanym klinicznie przedstawicielem grupy ARNI jest sakubitryl/walsartan [17]. 

Podsumowanie mechanizmu działania ARNI przedstawiono schematycznie na Rycinie 2.  

W związku z sukcesem zastosowania ARNI u chorych z HFrEF, prowadzone są liczne 

badania dotyczące potencjalnych korzyści z zastosowania tego połączenia lekowego w innych 

jednostkach chorobowych. Rola ARNI w HFpEF, pomimo zachęcających wyników badań 

przeprowadzonych na zwierzęcych modelach [219-222], pozostaje niejasna, ponieważ duże, 

wieloośrodkowe badanie kliniczne PARAGON-HF, porównujące zastosowanie ARNI do ARB 

u pacjentów z HFpEF, nie wykazało różnic w zakresie ryzyka hospitalizacji lub zgonu  

z przyczyn sercowo-naczyniowych pomiędzy grupami [223]. W innych badaniach 

doświadczalnych wykorzystujących zwierzęce modele wykazywano potencjalną korzyść  

z zastosowania ARNI w zapaleniu mięśnia sercowego [224], przewlekłej chorobie nerek [225], 

migotaniu przedsionków [226, 227] oraz MI [228-238]. Ponadto, w związku z obserwowanym 

w badaniach doświadczalnych i klinicznych kardioprotekcyjnym działaniem ARNI, w ciągu 
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ostatnich kilku lat przeprowadzono szereg badań dotyczących zastosowania tego połączenia 

lekowego w pierwotnej prewencji AIC, które zostały opisane w dalszej części niniejszej pracy. 

 

 

 

 

 

Rycina 2. Schemat mechanizmu działania ARNI. Przygotowano na podstawie: Sobiborowicz-Sadowska 

i wsp. (2023) [44]. ACE – enzym konwertujący angiotensynę, ACE2 – enzym konwertujący angiotensynę 

typu 2, Ang 1-7 – angiotensyna 1-7, Ang I – angiotensyna I, Ang II – angiotensyna II, ANP – 

przedsionkowy peptyd natriuretyczny, ARB – antagonista receptora angiotensyny II, ATR1 – receptor 

angiotensyny II typu AT₁, ATR2 – receptora angiotensyny II typu AT2, BNP – mózgowy peptyd 

natriuretyczny, cGMP – cykliczny monofosforan guanozyny, CNP – peptyd natriuretyczny typu C, GC 

– cyklaza guanylowa, GTP – trójfosforan guanozyny, m. – mięśnia, MasR – receptor typu Mas, NEP – 

neprylizyna, NEPI – inhibitor neprylizyny, NPR – receptor peptydów natriuretycznych, PKG – kinaza 

białkowa G, ↑ – zwiększenie, ↓ – zmniejszenie. 
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1.3.6. Farmakologiczne zahamowanie aktywności NEP w prewencji AIC 

Dostępne w przeglądzie literatury dane dotyczące zastosowania ANRI w pierwotnej 

prewencji AIC pochodzą z badań doświadczalnych przeprowadzonych w modelach 

zwierzęcych, przede wszystkim szczurzych i mysich. W pierwszym dostępnym doniesieniu, 

Xia i wsp. (2017) w mysim modelu przewlekłej AIC wykazali ograniczenie dysfunkcji 

skurczowej i zwłóknienia mięśnia sercowego związanych z podaniem DOX u zwierząt 

otrzymujących ARNI, co jak wykazano związane było przede wszystkim z ograniczeniem 

toksycznego uszkodzenia mitochondriów w obrębie kardiomiocytów [239]. Ochronny wpływ 

ARNI przed obniżeniem LVEF związanym z podaniem DOX potwierdzono w kolejnych 

badaniach doświadczalnych [95, 240], a Boutagy i wsp. (2020) w szczurzym modelu 

przewlekłej AIC wykazali, że podanie ARNI w pierwotnej profilaktyce AIC było 

skuteczniejsze od monoterapii walsartanem [241]. W przeciwieństwie do opisanych badań, 

Miyoshi i wsp. (2022) nie potwierdzili ochronnego wpływu zarówno ARNI, jak i walsartanu, 

przed spadkiem LVEF u szczurów otrzymujących DOX [242]. W grupie zwierząt, którym 

podawano ARNI, zaobserwowano jednak niższe stężenie sercowej troponiny C i NT-proBNP 

we krwi oraz ograniczenie stresu oksydacyjnego i zwłóknienia śródmiąższowego w obrębie 

LV. W mysim modelu przewlekłej AIC wykazano także korzystny wpływ podania ARNI na 

związane z podaniem DOX zmiany w EKG, takie jak wydłużenie czasu trwania zespołu QRS 

i wydłużenie czasu trwania odstępu QT, czemu towarzyszył spadek nasilenia stresu 

oksydacyjnego i wzrost całkowitej aktywności enzymów przeciwutleniających w obrębie LV, 

a także obniżenie tkankowego poziomu cytokin prozapalnych takich jak czynnik martwicy 

nowotworów α (TNF-α), interleukina 1 (IL-1), czy IL-6 [243]. 

We wszystkich z wymienionych badań doświadczalnych wykorzystujących mysi bądź 

szczury model AIC zastosowano farmakoterapię ARNI w dawkach w zakresie 60-80 mg/kg 

masy ciała (BW)/d, które jak wykazano w badaniu oceniającym właściwości 

farmakodynamiczne ARNI u szczurów szczepu SPRD, powodują długotrwałe obniżenie 

średniego ciśnienia tętniczego [244]. W związku z tendencją pacjentów poddanych 

chemioterapii do niskich wartości BP, możliwość podania leków o właściwościach 

hipotensyjnych może być w tej grupie chorych ograniczona. Wśród osób przyjmujących ARNI 

z powodu HFrEF, objawową hipotensję odnotowuje się wśród 19 – 26% pacjentów [245, 246], 

w związku z czym podejmowane są badania dotyczące możliwości zastosowania 

niskodawkowej terapii celem poprawy tolerancji leczenia [247-249]. Mając na uwadze to 

ograniczenie, Kim i wsp. (2022) przeprowadzili badanie w mysim modelu AIC  

z zastosowaniem ARNI w niższej dawce (34 mg/kg BW/d) w zestawieniu z jednoczesnym 
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podaniem inhibitora SGLT2 [250]. W badaniu wykazano skuteczność tego połączenia 

lekowego w ograniczeniu nasilenia AIC oraz śmiertelności zwierząt. Ponieważ w grupie 

zwierząt otrzymujących ARNI bez inhibitora SGLT2 zastosowano jednak standardową, wyższą 

dawkę 68 mg/kg BW/d, praca ta nie dostarczyła danych dotyczących efektów niskodawkowej 

terapii ARNI w pierwotnej prewencji AIC. Yu i wsp. (2021) w króliczym modelu AIC, stosując 

niższe niż standardowe dla królików dawki ARNI (odpowiednio 5 oraz 10 mg/kg BW/d vs. 20 

mg/kg BW/d) [227, 229], wykazali ochronny wpływ zastosowanej farmakoterapii na 

wystąpienie charakterystycznych dla AIC zmian w badaniu EKG, a także zwiększenie 

tkankowej aktywności enzymów antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa  

i katalaza w obrębie LV [251]. W omówionym badaniu nie wykonano jednak badania 

echokardiograficznego, nie dostarczając zatem danych dotyczących wpływu zastosowanej 

terapii na kurczliwość LV. 

Aktualnie przeprowadzane jest wieloośrodkowe, randomizowane badanie kliniczne 

fazy 2 PRADAII mające na celu ocenę skuteczności zastosowania ARNII jednocześnie  

z chemioterapią z użyciem antracyklin u chorych z rakiem piersi w ramach pierwotnej 

prewencji AIC [252]. Jednym z kryteriów wyłączenia pacjentów z badania jest występowanie 

hipotensji przed rozpoczęciem leczenia. Oczekiwany czas zakończenia badania szacuje się na 

koniec 2025 r.  
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2. ZAŁOŻENIA I CELE PRACY 

2.1. Założenia pracy 

Pogłębienie wiedzy dotyczącej zjawisk patofizjologicznych towarzyszących toksycznemu 

uszkodzeniu mięśnia sercowego pod wpływem antracyklin stanowi podstawę do rozwoju 

nowych metod prewencji AIC oraz poszukiwania biomarkerów pomocnych w określeniu 

ryzyka wystąpienia tego działania niepożądanego oraz monitorowania postępu choroby.  

Z przeprowadzonego na potrzeby niniejszej pracy doktorskiej przeglądu literatury wynika, że 

wpływ zastosowania antracyklin na ekspresję mRNA, poziom białka i aktywność 

enzymatyczną NEP w obrębie mięśnia sercowego nie został dotychczas oceniony. Nie badano 

również, czy pod wpływem podania antracyklin dochodzi do zmian stężenia i aktywności sNEP 

we krwi. W świetle zainteresowania sNEP jako biomarkerem w chorobach układu krążenia, 

zbadanie korelacji między stężeniem sNEP a nasileniem uszkodzenia mięśnia sercowego pod 

wpływem podania antracyklin pozwolić może na wyciągnięcie wniosków na temat potencjalnej 

przydatności tej substancji jako biomarkera w AIC. 

 

Przeprowadzone dotychczas badania w modelach zwierzęcych dotyczące zastosowania 

ARNI w pierwotnej prewencji AIC wskazują na skuteczne, kardioprotekcyjne działanie tego 

połączenia lekowego. W dostępnych w przeglądzie literatury badaniach wykorzystano jednak 

wysokie dawki ARNI, powodujące przedłużone obniżenie ciśnienia tętniczego. Jak wskazują 

dane kliniczne, podanie ARNI wiązać się może z wystąpieniem objawowej hipotensji  

u znacznego odsetka pacjentów, co w przypadku populacji chorych poddanych chemioterapii 

może być szczególnie silnie wyrażone. Przeprowadzone dotychczas badania doświadczalne 

dotyczące niskodawkowej terapii ARNI w pierwotnej prewencji AIC nie dostarczają 

jednoznacznych danych na temat jej działania kardioprotekcyjnego. 

 

2.2. Cele pracy 

Przeprowadzone badania zostały podzielone na dwie części. Celem Części I badania była 

ocena wpływu podania DOX na ekspresję mRNA, poziom białka i aktywność enzymatyczną 

NEP w obrębie LV oraz na stężenie i aktywność sNEP w surowicy w zwierzęcym modelu ostrej 

(Część Ia) i przewlekłej (Część Ib) AIC, a także ocena występowania zależności pomiędzy tymi 

parametrami a nasileniem kardiotoksyczności. Celem Części II badania była ocena wpływu 

farmakoterapii z zastosowaniem ARNI w niskiej dawce na stopień nasilenia 

kardiotoksyczności w zwierzęcym modelu przewlekłej AIC. 
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Cele szczegółowe rozprawy w Części Ia: 

1. Zbadanie wpływu podania DOX na ekspresję mRNA, poziom białka i aktywność 

enzymatyczną NEP w LV zwierząt doświadczalnych w modelu ostrej AIC. 

2. Zbadanie wpływu podania DOX na stężenie i aktywność enzymatyczną sNEP  

w surowicy zwierząt doświadczalnych w modelu ostrej AIC. 

3. Ocena występowania zależności między ekspresją mRNA, poziomem białka  

i aktywnością enzymatyczną NEP w LV zwierząt doświadczalnych a stopniem nasilenia 

zmian w badaniu echokardiograficznym i histopatologicznym związanych z podaniem 

DOX w modelu ostrej AIC. 

4. Ocena występowania zależności między stężeniem i aktywnością enzymatyczną sNEP 

w surowicy zwierząt doświadczalnych a stopniem nasilenia zmian w badaniu 

echokardiograficznym i histopatologicznym związanych z podaniem DOX w modelu 

ostrej AIC. 

 

Cele szczegółowe rozprawy w Części Ib: 

1. Zbadanie wpływu podania DOX na ekspresję mRNA, poziom białka i aktywność 

enzymatyczną NEP w LV zwierząt doświadczalnych w modelu przewlekłej AIC. 

2. Zbadanie wpływu podania DOX na stężenie i aktywność enzymatyczną sNEP  

w surowicy zwierząt doświadczalnych w modelu przewlekłej AIC. 

3. Ocena występowania zależności między ekspresją mRNA, poziomem białka  

i aktywnością enzymatyczną NEP w LV zwierząt doświadczalnych a stopniem nasilenia 

zmian w badaniu echokardiograficznym i histopatologicznym związanych z podaniem 

DOX w modelu przewlekłej AIC. 

4. Ocena występowania zależności między stężeniem i aktywnością enzymatyczną sNEP 

w surowicy zwierząt doświadczalnych a stopniem nasilenia zmian w badaniu 

echokardiograficznym i histopatologicznym związanych z podaniem DOX w modelu 

ostrej AIC. 

 

Cele szczegółowe rozprawy w Części II: 

1. Zbadanie wpływu dożołądkowego podania sakubitrylu/walsartanu w niskiej dawce na 

stopień nasilenia biochemicznych, echokardiograficznych, elektrokardiograficznych 

oraz histopatologicznych wykładników kardiotoksyczności w modelu przewlekłej AIC.  
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3. MATERIAŁ I METODY  

3.1. Ogólna charakterystyka zwierząt 

Celem uzyskania zwierzęcego modelu kardiotoksyczności antracyklin, w niniejszej pracy 

doktorskiej zdecydowano się na wykorzystanie szczurów wędrownych szczepu SPRD, które 

obok myszy i innych szczepów szczura stanowią jeden z najczęściej wykorzystywanych modeli 

zwierzęcych w badaniach doświadczalnych dotyczących AIC [62, 63]. Wykorzystanie modelu 

szczurzego umożliwia pozyskanie większej objętości krwi i materiału tkankowego do badań 

histopatologicznych, biochemicznych i metodami biologii molekularnej w porównaniu  

z modelem mysim [253]. Ponadto, większe u szczura niż u myszy rozmiary struktur 

wewnętrznych serca zapewniają lepsze warunki do wykonania badania echokardiograficznego.  

Badania przeprowadzone zostały na 12-tygodniowych samcach szczura szczepu SPRD. 

Doświadczenia przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Unii Europejskiej dotyczącymi opieki 

i wykorzystania zwierząt laboratoryjnych (Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 

2010/63/UE z dnia 22 września 2010 r.) i uzyskały one zgodę II Lokalnej Komisji Etycznej do 

Spraw Doświadczeń na Zwierzętach w Warszawie (Uchwała nr WAW2/031/2021). Wszystkie 

zwierzęta pochodziły z Centralnego Laboratorium Zwierząt Doświadczalnych w Centrum 

Badań Przedklinicznych i Technologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego przy ul. 

Stefana Banacha 1B w Warszawie. 

Zwierzęta przebywały w pomieszczeniu z wentylacją mechaniczną, regulowaną dobą 

świetlną (12h/12h), regulowaną temperaturą (20-24 ºC) i wilgotnością 55% (±10%). Szczury 

utrzymywane były po cztery osobniki w standardowych klatkach plastikowych z metalowymi 

pokrywami, ze swobodnym dostępem do wody pitnej oraz standardowej paszy dla zwierząt 

laboratoryjnych. We wszystkich klatkach znajdowały się wzbogacenia środowiska w postaci 

plastikowych czerwonych, transparentnych domków dla szczurów oraz papierowych rurek. 

W Tabeli 3. przedstawiono podział wykorzystanych w niniejszej pracy doktorskiej grup 

zwierząt. Liczebność osobników w grupach doświadczalnych oraz kontrolnych ustalono  

w oparciu o modelowanie w programie G*Power 3.1. Do wykonania obliczeń przyjęto średnią 

wartość LVEF wynoszącą 60%±7% w grupie kontrolnej i zmianę o 15% jako zmianę istotną 

statystycznie dla dwuczynnikowej analizy wariancji z powtarzanymi pomiarami wewnątrz 

grupy, przy założeniach: wielkość efektu f – 0,25; poziom α – 0,05; moc testu – 0,9. 
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Tabela 3. Grupy zwierząt doświadczalnych użyte w pracy doktorskiej. 

Część badania Grupa Liczebność Interwencja różnicująca 

Ia 
Doświadczalna n=8 DOX i.p. 

Kontrolna n=8 NaCl i.p. 

Ib 
Doświadczalna n=8 (+3 

dodatkowe) 
DOX i.p. 

Kontrolna n=8 NaCl i.p. 

II 
Doświadczalna n=8 Sakubitryl/walsartan p.o. 

Kontrolna n=8 NaCl p.o. 

DOX – doksorubicyna, i.p. – dootrzewnowo, NaCl – chlorek sodu, p.o. - dożołądkowo 

3.2. Procedury badawcze 

3.2.1. Przebieg badania 

3.2.1.1. Część Ia - model ostrej AIC 

Przebieg badania w Części Ia przedstawiony został schematycznie na Rycinie 3.  

W pierwszej dobie badania zwierzęta poddane zostały badaniu echokardiograficznemu  

w znieczuleniu ogólnym poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy w dawce 75 mg/kg BW 

wraz z ksylazyną w dawce 7 mg/kg BW. Następnie osobniki z grupy kontrolnej otrzymały 

iniekcję 0,9% chlorku sodu (NaCl) i.p., natomiast osobniki z grupy doświadczalnej – iniekcję 

DOX i.p. w dawce 20 mg/kg BW. Po upłynięciu doby od iniekcji zwierzęta poddane zostały 

ponownemu badaniu echokardiograficznemu w znieczuleniu ogólnym, a następnie uśmiercone 

celem pobrania tkanek do oceny histopatologicznej oraz analizy biochemicznej i metodami 

biologii molekularnej. Podsumowanie parametrów ocenianych w Części Ia przedstawiono  

w Tabeli 4. 

 

Rycina 3. Przebieg badania w Części Ia. DOX – doksorubicyna; ECHO – badanie echokardiograficzne, 

i.p. – dootrzewnowo, n – liczebność osobników, NaCl – chlorek sodu.  
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Tabela 4. Parametry oceniane w Części Ia. 

Etap oceny Metoda oceny Struktura/ tkanka Oceniane parametry 

Przyżyciowo,  

1 oraz 2 doba 

Badanie 

echokardiograficzne 

LV LVIDd, LVIDs, LVFS, 

LVEF, HR, SV, CO 

Pobrane tkanki 

Waga laboratoryjna Serce HW 

Suwmiarka Kość piszczelowa TL 

Badanie 

histopatologiczne 

LV Indeks uszkodzenia 

miokardium 

ELISA LV Poziom białka NEP 

Surowica Stężenie sNEP 

RT-PCR LV Ekspresja mRNA NEP 

Fluorometryczny test 

enzymatyczny 

Surowica Aktywność 

enzymatyczna NEP LV 

CO – pojemność 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 końcowoskurczowy lewej komory serca, LVIDd – wymiar 

końcoworozkurczowy lewej komory serca, mRNA – matrycowy kwas rybonukleinowy, NEP – 

neprylizyna, RT-PCR – reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym, sNEP – wolna 

neprylizyna, SV – objętość wyrzutowa lewej komory serca, TL – długość kości piszczelowej. 

 

3.2.1.2. Część Ib - model przewlekłej AIC  

Przebieg badania w Części Ib przedstawiony został schematycznie na Rycinie 4.  

W związku z występującą w grupie doświadczalnej wysoką śmiertelnością zwierząt, do grupy 

tej włączono dodatkowe trzy osobniki, do całkowitej liczby 11 zwierząt. W pierwszej dobie 

badania zwierzęta poddane zostały badaniu echokardiograficznemu w znieczuleniu ogólnym 

poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy w dawce 75 mg/kg BW wraz z ksylazyną w dawce  

7 mg/kg BW. Następnie osobniki z grupy kontrolnej otrzymały iniekcję 0,9% NaCl i.p., 

natomiast osobniki z grupy doświadczalnej – iniekcję DOX i.p. w dawce 5 mg/kg BW. Iniekcje 

powtarzane były w odstępach tygodniowych, do całkowitej liczby czterech iniekcji. Po upływie 

siedmiu dni od ostatniej iniekcji zwierzęta poddane zostały ponownemu badaniu 

echokardiograficznemu w znieczuleniu ogólnym, a następnie uśmiercone celem pobrania 

tkanek do oceny histopatologicznej oraz analizy biochemicznej i metodami biologii 

molekularnej. Podsumowanie parametrów ocenianych w Części Ib przedstawiono w Tabeli 5. 
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Rycina 4. Przebieg badania w Części Ib. DOX – doksorubicyna; ECHO – badanie echokardiograficzne, 

i.p. – dootrzewnowo, n – liczebność osobników, NaCl – chlorek sodu. 

  

 

Tabela 5. Parametry oceniane w Części Ib. 

Etap oceny Metoda oceny Struktura/ tkanka Oceniane parametry 

Przyżyciowo, 1 

oraz 29 doba 

Badanie 

echokardiograficzne 

LV LVIDd, LVIDs, LVFS, 

LVEF, HF, SV, CO 

Pobrane tkanki Waga laboratoryjna Serce HW 

Suwmiarka Kość piszczelowa TL 

Badanie 

histopatologiczne 

LV Indeks uszkodzenia 

miokardium 

ELISA LV Poziom białka NEP 

Surowica Stężenie sNEP 

RT-PCR LV Ekspresja mRNA NEP 

Fluorometryczny 

test enzymatyczny 

Surowica Aktywność 

enzymatyczna NEP 
LV 

CO – pojemność 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 końcowoskurczowy lewej komory serca, LVIDd – 

wymiar końcoworozkurczowy lewej komory serca, mRNA – matrycowy kwas rybonukleinowy, NEP – 

neprylizyna, RT-PCR – reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym, sNEP – wolna 

neprylizyna, SV – objętość wyrzutowa lewej komory serca, TL – długość kości piszczelowej. 
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3.2.1.3. Przebieg badania w Części II 

 

Przebieg badania w Części II przedstawiony został schematycznie na Rycinie 5.  

W pierwszej dobie zwierzęta poddane zostały badaniu echokardiograficznemu oraz 

elektrokardiograficznemu w znieczuleniu ogólnym poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy 

w dawce 75 mg/kg BW wraz z ksylazyną w dawce 7 mg/kg BW. Następnie osobniki  

z wszystkich grup otrzymały iniekcję DOX i.p. w dawce 4 mg/kg BW. Iniekcje powtarzane 

były następnie w odstępach tygodniowych, do całkowitej liczby czterech iniekcji. Ponadto, od 

pierwszej doby doświadczenia zwierzęta otrzymywały raz dziennie przez zgłębnik 

dożołądkowy: 0,9% NaCl w przypadku grupy kontrolnej lub sakubitryl/walsartan w dawce 20 

mg/kg BW w przypadku grupy doświadczalnej. Po upływie siedmiu dni od ostatniej iniekcji 

doksorubicyny zwierzęta poddane zostały ponownemu badaniu echokardiograficznemu  

i elektrokardiograficznemu w znieczuleniu ogólnym, a następnie uśmiercone celem pobrania 

tkanek do oceny histopatologicznej oraz analizy biochemicznej i metodami biologii 

molekularnej. Podsumowanie parametrów ocenianych w Części II badania przedstawiono  

w Tabeli 6. 

 

 

 

Rycina 5. Przebieg badania w Części II. DOX – doksorubicyna; ECHO – badanie echokardiograficzne, 

EKG – badanie elektrokardiograficzne, i.p. – dootrzewnowo, n – liczebność osobników, p.o. – 

dożołądkowo, Sac/Val – sakubitryl/walsartan. 
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Tabela 6. Parametry oceniane w Części II. 

Etap oceny Metoda oceny Struktura/ tkanka Oceniane parametry 

Przyżyciowo, 

1 oraz 29 

doba 

Badanie 

echokardiograficzne 

LV LVIDd, LVIDs, LVFS, 

LVEF, HR, SV, CO 

Badanie 

elektrokardiograficzne 

Układ 

bodźcoprzewodzący  

QRS, QTc 

Pobrane 

tkanki 

Waga laboratoryjna Serce HW 

Suwmiarka Kość piszczelowa TL 

Badanie 

histopatologiczne 

LV Indeks uszkodzenia 

miokardium 

ELISA Surowica Stężenie cTnI i NT-proBNP 

CO – pojemność minutowa serca, cTnI – troponina sercowa I, 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 końcowoskurczowy lewej komory 

serca, LVIDd – wymiar końcoworozkurczowy lewej komory serca, NT-proBNP – N-końcowy propeptyd 

natriuretyczny typu B, SV – objętość wyrzutowa lewej komory serca, TL – długość kości piszczelowej. 

 

3.2.2. Dootrzewnowe iniekcje DOX 

Zwierzęta z grup doświadczalnych z Części I badania oraz grup doświadczalnych  

i kontrolnych z Części II badania otrzymywały dootrzewnowe iniekcje chlorowodorku 

doksorubicyny (MedChemExpress, Nr. Kat. HY-15142). Lek w postaci proszku zawieszany 

był w wodzie destylowanej w stosunku: 10 mg chlorowodorku doksorubicyny na 1 ml wody 

destylowanej. Następnie odmierzoną objętość sporządzonego roztworu dopełniano 0,9% NaCl 

do całkowitej objętości 1 ml. Zgodnie z metodologią iniekcji dootrzewnowych u gryzoni 

opisaną przez Morton i wsp. (2001) oraz Coria-Avila i wsp. (2007), podczas iniekcji szczury 

przytrzymywane były w pozycji na grzbiecie z głową ułożoną poniżej poziomu jamy brzusznej, 

a iniekcje podawano w okolice prawego dołu biodrowego celem ograniczenia ryzyka zdarzeń 

niepożądanych w postaci dojelitowego bądź dopęcherzowego podania leku, bądź uszkodzenia 

ciągłości jelita grubego [65, 254].  

Zastosowane schematy podania DOX, przedstawione w Tabeli 7, ustalono na podstawie 

opisanych w literaturze protokołów stosowanych przez innych badaczy celem uzyskania 

modelu ostrej AIC w Części Ia oraz modelu przewlekłej AIC w Części Ib oraz Części II 

badania. W związku z wysoką śmiertelnością zwierząt zaobserwowaną w Części Ib, w Części 

II zdecydowano redukcji dawki DOX o 20%. 
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Tabela 7. Schematy dawkowania DOX użyte w poszczególnych częściach badania.  

Część 

badania 

Dawka w jednej 

iniekcji 

Liczba 

iniekcji 

Odstęp pomiędzy 

iniekcjami 

Dawka 

całkowita 

Część Ia 20 mg/kg BW 1 - 20 mg/kg BW 

Część Ib 5 mg/kg BW 4 7 dni 20 mg/kg BW 

Cześć II 4 mg/kg BW 4 7 dni 16 mg/kg BW 

BW – masy ciała 

 

3.2.3. Dożołądkowe podanie badanych substancji 

W Części II badania zwierzęta doświadczalne otrzymywały raz dziennie substancje 

badane podane dożołądkowo przez zgłębnik. Wymienioną formę podania wybrano celem 

dokładnej kontroli dawki leku otrzymanej przez każdego z osobników. Pierwszego dnia 

doświadczenia podanie substancji badanych wykonano przed iniekcją DOX i.p. Podawana 

substancja czynna zależała od przynależności osobnika do grupy - zwierzęta w grupie 

kontrolnej otrzymywały 1 ml 0,9% NaCl bez substancji czynnej, zwierzęta w grupie 

doświadczalnej - sakubitryl/walsartan w dawce 20 mg/kg BW/d zawieszony w 1 ml 0,9% NaCl, 

a w badaniu pilotażowym - 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 którym oceniono właściwości 

farmakodynamiczne tego leku u szczurów szczepu SPRD [244]. W przytoczonej pracy 

wykazano, że podanie sakubitrylu/walsartanu w dawce 20 mg/kg BW/d powodowało istotny 

wzrost aktywności ANP we krwi zwierząt, jednocześnie wiążąc się ze słabszym i mniej 

długotrwałym działaniem hipotensyjnym, w porównaniu do standardowo stosowanej dawki 60 

mg/kg BW/d. Dawka sakubitrylu w badaniu pilotażowym została dobrana tak, aby była 

równoważna pod kątem zwartości sakubitrylu podawanego zwierzętom w grupie 

doświadczalnej Części II - sakubitryl i walsartan w preparacie złożonym występują proporcjach 

molowych 1:1, co przy niewielkiej różnicy masy molowej daje stosunek masy substancji 

czynnych równy 0,97:1 [255]. 

3.2.4. Badanie echokardiograficzne 

Przezklatkowe badanie echokardiograficzne przeprowadzone zostało u zwierząt 

doświadczalnych w pierwszej oraz ostatniej dobie każdej z części badania. Bezpośrednio przed 

badaniem szczury poddane zostały znieczuleniu ogólnemu poprzez dootrzewnowe podanie 

ketaminy w dawce 75 mg/kg BW wraz z ksylazyną w dawce 7 mg/kg BW. Oczy zwierząt 
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zabezpieczane były żelem nawilżającym Vidisic (Dr Mann Pharma). Następnie powierzchnię 

klatki piersiowej golono za pomocą maszynki elektrycznej celem zapewnienia optymalnego 

przylegania sondy echokardiograficznej do skóry. Zwierzęta do badania układane były na 

macie grzewczej na grzbiecie, z lewą kończyną przednią wyprostowaną i skierowaną 

dogłowowo. Badanie wykonywane było przy użyciu aparatu Vivid i (GE Medical Systems) 

zaopatrzonego w głowicę sektorową o częstotliwości 12 MHz (Biosense Webster Inc., Irvine, 

CA, US). Protokół badania echokardiograficznego utworzony został w oparciu o technikę 

przedstawioną w pracy Sztechman i wsp. (2020) [256]. Sonda echokardiograficzna przed 

badaniem pokrywana była żelem do badań ultrasonograficznych. Obrazy rejestrowane były  

w projekcji przymostkowej w osi długiej (PLAX) w trybie obrazowania dwuwymiarowego 

(2D), w projekcji przymostkowej w osi krótkiej (SAX) w trybie obrazowania 

jednowymiarowego (M-mode) oraz w projekcji koniuszkowej pięciojamowej (A5C)  

z wykorzystaniem echokardiografii dopplerowskiej z użyciem Dopplera pulsacyjnego. Badanie 

wykonane było przez badacza posiadającego duże doświadczenie w dziedzinie 

echokardiografii zwierząt laboratoryjnych. 

 

Na podstawie uzyskanych zapisów, z wykorzystaniem oprogramowania Vivid q N BT11 

(GE Medical Systems), dokonano pomiaru następujących parametrów: 

a) PLAX, 2D:  

- średnica drogi odpływu lewej komory (LVOTd),  

b) SAX, M-mode:  

- wymiar końcoworozkurczowy lewej komory (LVIDd),  

- wymiar końcowoskurczowy lewej komory (LVIDs),  

c) A5C z użyciem Dopplera pulsacyjnego: 

- całka prędkości przepływu w czasie (VTI) w drodze odpływu lewej komory, 

- HR. 

 

Metodę pomiaru opisanych parametrów przedstawiono na Rycinie 6. Każdy parametr 

zmierzony został w trzech następujących po sobie cyklach pracy serca, a za wartość właściwą 

uznawano wartość uśrednioną. 
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Rycina 6. Metoda pomiaru opisywanych parametrów echokardiograficznych: A – projekcja w osi 

krótkiej w trybie M-mode z wyznaczonymi: wymiarem końcoworozkurczowym lewej komory (LVIDd) 

jako odcinkiem ograniczonym punktami oznaczonymi cyframi „2” i „3”, oraz wymiarem 

końcowoskurczowym lewej komory (LVIDs) jako odcinkiem ograniczonym punktami oznaczonym 

cyframi „5” i „6”; B – projekcja w osi długiej z wyznaczoną średnicą drogi odpływu z lewej komory 

serca (LVOTd); C – pomiar całki prędkości przepływu w czasie (VTI) w drodze odpływu z lewej 

komory serca przy użyciu Dopplera pulsacyjnego. 

 

 

Następnie, w oparciu o zalecenia Zacchigna i wsp. (2021) dotyczące echokardiograficznej 

oceny funkcji skurczowej LV u szczurów [257], wykonano następujące obliczenia celem 

wyznaczenia: 

 

a) frakcji skracania lewej komory serca (LVFS): 

 

𝐿𝑉𝐹𝑆 =  
(𝐿𝑉𝐼𝐷𝑑 –  𝐿𝑉𝐼𝐷𝑠)

𝐿𝑉𝐼𝐷𝑑
 𝑥 100 

 

gdzie: FS – frakcja skracania lewej komory serca, LVIDd – wymiar końcoworozkurczowy lewej komory 

serca, LVIDs – wymiar końcowoskurczowy lewej komory serca. 
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b) objętości końcoworozkurczowej LV: 

 

𝐿𝑉𝐸𝐷𝑉 =
7

2,4 + 𝐿𝑉𝐼𝐷𝑑
× 𝐿𝑉𝐼𝐷𝑑3 

 

gdzie: LVEDV – objętość końcoworozkurczowa lewej komory serca, LVIDd – wymiar 

końcoworozkurczowy lewej komory serca. 

 

c) objętości końcowoskurczowej LV: 

 

𝐿𝑉𝐸𝑆𝑉 =
7

2,4 + 𝐿𝑉𝐼𝐷𝑠
× 𝐿𝑉𝐼𝐷𝑠3 

 

gdzie: LVESV – objętość końcowoskurczowa lewej komory serca, LVIDs – wymiar 

końcowoskurczowy lewej komory serca. 

 

d)  LVEF: 

 

𝐿𝑉𝐸𝐹 =  
(𝐿𝑉𝐸𝐷𝑉 –  𝐿𝑉𝐸𝑆𝑉)

𝐿𝑉𝐸𝐷𝑉
 𝑥 100 

 

gdzie: LVEF – frakcja wyrzutowa lewej komory serca, LVEDV – objętość końcoworozkurczowa lewej 

komory serca, LVESV – objętość końcowoskurczowa lewej komory serca. 

 

e) SV: 

 

𝑆𝑉 = 𝑉𝑇𝐼 × 𝜋 (
𝐿𝑉𝑂𝑇𝑑

2
)

2

 

 

gdzie: SV – objętość wyrzutowa lewej komory serca, VTI – całka prędkości przepływu w czasie przez 

drogę odpływu z lewej komory serca, LVOTd – średnica drogi odpływu z lewej komory serca. 

 

f) CO: 

 

𝐶𝑂 = 𝑆𝑉 × 𝐻𝑅 

 

gdzie: CO – pojemność minutowa serca, SV – objętość wyrzutowa lewej komory serca, HR –rytm serca. 
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3.2.5. Badanie elektrokardiograficzne 

Badanie elektrokardiograficzne wykonano u wszystkich zwierząt z Części II 

w pierwszej oraz ostatniej dobie badania. Podczas EKG zwierzęta pozostawały  

w znieczuleniu ogólnym uzyskanym przed wykonaniem badania echokardiograficznego. 

Szczury układane były na grzbiecie, a ich łapy zwilżane 0,9% NaCl celem zapewnienia 

optymalnego przewodnictwa między skórą zwierząt a elektrodami. Elektrody odprowadzeń 

kończynowych podłączane były do łap zwierząt za pomocą metalowych zacisków. Badanie 

wykonano za pomocą elektrokardiografu BTL-08 (BTL Polska). Zapis EKG rejestrowano przy 

wykorzystaniu oprogramowania CardioPoint (BTL Polska). Dla każdego osobnika 

rejestrowano dwa zapisy elektrokardiograficzne trwające po 10 sekund.  

Na uzyskanych zapisach dokonano pomiarów przy pomocy oprogramowania 

CardioPoint (BTL Polska), zgodnie z metodologią oceny zapisu EKG u szczurów opisaną przez 

Konopelskiego i wsp. (2016) [258]. Analizie poddano zapis odprowadzenia kończynowego 

dwubiegunowego II. Ocenie poddano następujące parametry: czas trwania odstępu RR, czas 

trwania zespołu QRS oraz czas trwania odstępu QT. Dla każdego osobnika analizowano oba 

uzyskane zapisy, a za wartość właściwą uznano wartość uśrednioną. 

 

Na postawie uzyskanych parametrów wyznaczono skorygowany czas trwania odstępu QT, 

zgodnie ze wzorem Bazetta zmodyfikowanym dla potrzeb EKG wykonywanego u szczurów – 

Kmecova i wsp. (2010) [259]: 

 

𝑄𝑇𝑐 =  
𝑄𝑇

√ 𝑅𝑅
150 𝑚𝑠

 

 

gdzie: QTc – skorygowany czas trwania odstępu QT, QT – czas trwania odstępu QT, RR – czas trwania 

odstępu RR. 

3.2.6. Pobranie krwi i narządów  

Po wykonaniu zaplanowanych badań echokardiograficznych i EKG, zwierzęta 

pozostające w znieczuleniu ogólnym układano na grzbiecie i przez II-III międzyżebrze 

wprowadzano igłę do prawej komory serca celem pobrania krwi żylnej. Krew żylną w objętości 

5 ml pobierano do probówek zawierających dwutlenek krzemu celem przyspieszenia procesu 

wykrzepiania. Po około 15 minutach krew odwirowywano a surowicę zbierano  

i przechowywano w zamrażarce głębokiego mrożenia (-80 ºC) do czasu przeprowadzenia 
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oznaczeń biochemicznych. O wykorzystaniu w niniejszej pracy doktorskiej surowicy 

zdecydowano ze względu na fakt, że stosowany w probówkach do uzyskania osocza 

antykoagulant, kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), poprzez wiązanie jonów metali 

stanowi inhibitor enzymów typu metaloproteinaz, do których należy NEP [260]. 

Po pobraniu krwi żylnej zwierzęta uśmiercano poprzez iniekcję Morbitalu i.p. w dawce 

2 ml/kg BW. Następnie poprzez podłużne nacięcie w linii przymostkowej lewej otwierano 

klatkę piersiową, serca wyłaniano, przepłukiwano w 0,9% NaCl, ważono i umieszczano na 

szalce Petriego celem podziału na fragmenty. Serca dzielono poprzecznym cięciem w połowie 

odległości między podstawą a koniuszkiem. Fragment koniuszkowy umieszczano w 10% 

formalinie buforowanej celem utrwalenia do badania histopatologicznego. Pozostały, 

podstawny fragment serca dzielono następnie na lewą i prawą komorę, które zamrażano  

w ciekłym azocie i przechowywano w zamrażarce głębokiego mrożenia (-80 ºC) do czasu 

wykonania badań biochemicznych oraz metodami biologii molekularnej. 

3.2.7. Pomiar długości kości piszczelowej 

Długość kości piszczelowej (TL) oraz BW są parametrami powszechnie 

wykorzystywanymi do oceny przerostu mięśnia sercowego oraz normalizacji pomiarów 

echokardiograficznych w badaniach doświadczalnych w modelach szczurzych [253, 261]. BW 

podlega jednak wahaniom dobowym związanym ze spożyciem pokarmu, defekacją czy mikcją, 

a ponadto w zwierzęcych modelach AIC ulega odchyleniom związanym z pojawieniem się 

kacheksji oraz wodobrzusza. W przeciwieństwie do BW, po osiągnięciu przez zwierzę 

dojrzałości TL pozostaje parametrem stałym i stabilnym w czasie. Z tego względu w niniejszej 

pracy doktorskiej zdecydowano o wykorzystaniu TL do normalizacji następujących 

parametrów: BW, masy serca (HW), SV lewej komory serca oraz CO. W celu pomiaru TL, po 

zakończeniu pobrania tkanek preparowano odcinek proksymalny i dystalny kości piszczelowej 

poprzez otwarcie stawu kolanowego od strony więzadła rzepki oraz stawu skokowego od strony 

ścięgna piętowego. Pomiaru długości kości dokonywano przy pomocy suwmiarki. 

3.3. Badania histopatologiczne 

Badania histopatologiczne przeprowadzone zostały we współpracy z Katedrą i Zakładem 

Patomorfologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.  

 

Fragmenty serca utrwalano w 10% zbuforowanej formalinie i przeprowadzano do bloczków 

parafinowych w sposób rutynowy. Wycinki płukano w wodzie bieżącej i przeprowadzono przez 

roztwory alkoholu o stężeniu 70% oraz 96%, alkohol absolutny, alkohol z ksylenem oraz szereg 
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ksylenów. Wycinki zatapiano w bloczki parafinowe w temperaturze 56 ºC, a następnie krojono 

na mikrotomie na skrawki grubości około 4 μm, które były następnie barwione: 

a) hematoksyliną i eozyną (H&E) – celem oceny morfologii kardiomiocytów oraz 

obecności tkankowych nacieków komórek jednojądrzastych.  

b) barwieniem trójbarwnym wg. Massona – celem oceny zwłóknienia śródmiąższowego. 

 

W procedurze wykonania barwienia H&E skrawki umieszczano w roztworze 

hematoksyliny (Marfour) na 5 minut, a następnie odbarwiono poprzez zanurzenie  

w zakwaszonym alkoholu etylowym. Następnie preparaty spłukiwano pod bieżącą wodą  

i umieszczano w 1% roztworze eozyny (Marfour) na 1 minutę, a następnie oczyszczono  

w wodzie destylowanej i zabezpieczono szkiełkiem nakrywkowym.  

Do wykonania barwienia trójbarwnego według Massona wykorzystano komercyjnie 

dostępny zestaw Masson Trichrome with Aniline Blue (Bio-Optica). Barwienia 

przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Barwienie rozpoczynano od naniesienia na 

preparaty hematoksyliny żelazowej Weigherta celem wybarwienia jąder komórkowych. Po 

dziesięciominutowej inkubacji nadmiar barwnika odsączano przy pomocy bibuły, a na 

preparaty nanoszono roztwór alkoholowy kwasu pikrynowego. Następnie, po upłynięciu  

czterech minut, preparaty spłukiwano w wodzie destylowanej i pokrywano kwaśną fuksyną 

Ponceau Mallory’ego celem wybarwienia cytoplazmy. Po czterech minutach preparaty 

spłukiwano w wodzie destylowanej i nanoszono na nie roztwór kwasu fosfomolibdenowego. 

Po dziesięciominutowej inkubacji preparaty odsączono przy pomocy bibuły i pokrywano 

błękitem anilinowym celem wybarwienia tkanki łącznej. Po 5 minutach preparaty odwadniano 

w alkoholu absolutnym, a następnie oczyszczono w ksylenie i zabezpieczono szkiełkiem 

nakrywkowym. 

Wszystkie preparaty zostały zeskanowane z wykorzystaniem skanera NanoZoomer 2.0-HT 

firmy Hamamatsu, a następnie oceniane z użyciem oprogramowania NDP.view2. Preparaty 

ocenione zostały przez doświadczonego patomorfologa. Skrawki zostały najpierw ocenione 

pod małym powiększeniem (powiększenie skanowania 1× do 2×), a następnie szczegółowo 

analizowane pod średnim powiększeniem (powiększenie skanowania x20). W obrębie każdego 

preparatu oceniano strefę podnasierdziową, środkową oraz podwsierdziową. W każdej ze stref 

oddzielnie oceniono stopień ciężkości uszkodzenia mięśnia sercowego na podstawie obecności 

trzech parametrów: wakuolizacji cytoplazmy kardiomiocytów, nacieków komórek 

jednojądrzastych oraz zwłóknienia śródmiąższowego (Rycina 7), stosując kryteria 

podsumowane w Tabeli 8, zaadaptowane z prac Boutagy i wsp. (2020) oraz Zeiss i wsp. (2019) 

[241, 262]. Maksymalna liczba punktów możliwa do przyznania dla jednego z kryterium 
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wynosiła dziewięć punktów (po trzy punkty dla każdej ze stref). Liczby punktów przyznane dla 

każdego z parametrów u danego osobnika były następnie sumowane celem uzyskania 

sumarycznego indeksu stopnia uszkodzenia miokardium, którego maksymalna wartość 

wynosić mogła 27 punktów. 

 

 

 

Rycina 7. Zdjęcia preparatów histopatologicznych mięśnia sercowego. A – H&E, prawidłowy obraz, 

przekrój poprzeczny, B – H&E, prawidłowy obraz, przekrój podłużny, C – H&E, wakuolizacja 

cytoplazmy kardiomiocytów, D – H&E, naciek komórek jednojądrzastych, E – barwienie wg. Massona, 

prawidłowy obraz, F – barwienie wg. Massona, obecność zwłóknienia śródmiąższowego. Powiększenie 

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

Oceniany parametr Stopień nasilenia  Przyznawane 

punkty 

Nasilenie wakuolizacji 

kardiomiocytów 

Prawidłowy obraz histologiczny 0 

1-2 zwakuolizowane włókna w p.w. 1 

3-4 zwakuolizowane włókna w p.w. 2 

>4 zwakuolizowane włókna w p.w. 3 

Nasilenie nacieku komórek 

jednojądrzastych  

 

Prawidłowy obraz histologiczny 0 

1 zgrupowanie w p.w. 1 

2 zgrupowania w p.w. 2 

>2 zgrupowania w p.w. 3 

Nasilenie zwłóknienia 

śródmiąższowego 

 

Prawidłowy obraz histologiczny 0 

1 ognisko w p.w. 1 

2 ogniska w p.w. 2 

> 2 ogniska w p.w. 3 

w p.w. – w polu widzenia przy średnim powiększeniu (powiększenie skanowania x20) 

 

3.4. Badania biochemiczne 

3.4.1. Badania biochemiczne z surowicy 

Oznaczeń parametrów biochemicznych z surowicy zwierząt doświadczalnych 

dokonywano za pomocą komercyjnie dostępnych zestawów testów immunoenzymatycznych. 

W surowicy uzyskanej od zwierząt z Części I badania dokonano pomiaru stężenia sNEP (Rat 

Neprilysin ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory), natomiast w surowicy uzyskanej od 

zwierząt z Części II badania dokonano pomiaru stężenia cTnI (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 stężenia cTnI  

w niniejszej pracy dokonano ze względu na wyższe stężenia tego markera obserwowane  

w surowicy szczurów przy uszkodzeniu mięśnia sercowego o różnej etiologii w porównaniu do 

cTnT [263].  

Pomiarów dokonywano zgodnie z zaleceniami producenta. Surowica zwierząt  

w objętości 40 μL oraz roztwory wzorcowe o znanym stężeniu nanoszone były w duplikatach 
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na płytkę 96-dołkową pokrytą przeciwciałem pierwszorzędowym specyficznie wiążącym 

oznaczany peptyd. Następnie do każdego z dołków dodawano biotynylowane przeciwciała 

wiążące oznaczany peptyd oraz streptawidynę skoniugowaną z peroksydazą chrzanową. Po 

godzinnej inkubacji w temperaturze 37 ºC płytkę przepłukiwano pięciokrotnie za pomocą 

aparatu Bio-Plex Pro Wash Station (BioRad). Następnie do każdego z dołków dodawano 

substrat peroksydazy chrzanowej i poddawano dziesięciominutowej inkubacji w ciemności  

w temperaturze 37 ºC. W ostatnim etapie do dołków dodawano roztwór o kwasowym odczynie 

zatrzymujący reakcję i dla każdego dołka odczytywano poziom absorbancji za pomocą aparatu 

Imark Microplate Absorbance Reader (BioRad). Przy wykorzystaniu krzywej standardowej 

dokonywano przeliczenia wartości absorbancji dla każdego z dołków na odpowiadające 

stężenie badanego peptydu. 

3.4.2. Badania biochemiczne lewej komory serca 

Pomiaru poziomu białka NEP w obrębie LV zwierząt doświadczalnych z Części I badania 

dokonywano za pomocą komercyjnie dostępnego zestawu testów immunoenzymatycznych 

(Rat Neprilysin ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory). Pomiarów dokonywano 

zgodnie z zaleceniami producenta. Fragmenty LV homogenizowano za pomocą 

automatycznego homogenizatora Tissue Lyser LT (Qiagen) w buforowanej fosforanem soli 

fizjologicznej (PBS) z dodatkiem inhibitorów proteaz (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-

Aldrich) w stosunku 100 mg tkanki na 900 μL PBS. Tak przygotowany homogenat był 

następnie wykorzystywany do wykonania oznaczeń, zgodnie z metodyką opisaną powyżej. 

3.4.3. Ocena aktywności NEP i sNEP 

Celem pomiaru tkankowej aktywności NEP wykorzystano komercyjnie dostępny 

fluorometryczny test enzymatyczny (Neprilysin Activity Assay Kit, MAK350, Sigma-Aldrich). 

Pomiarów aktywności NEP w obrębie LV dokonywano zgodnie z zaleceniami producenta 

dołączonymi do zestawu. Fragmenty tkanki o masie 100 mg zhomogenizowano za pomocą 

homogenizatora Tissue Lyser LT (Qiagen) w 800 μL dołączonego do zestawu buforu NEP 

Assay Buffer wzbogaconym o inhibitory proteaz (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich) 

oraz fluorek fenylometanosulfonylu (Sigma-Aldrich). Tak przygotowane homogenaty  

w objętości 10 μl oraz roztwory wzorcowe o znanym poziomie fluorescencji nanoszone były  

w duplikatach na czarną płytkę 96-dołkową o nieprzezroczystym dnie. Objętość dołków 

uzupełniana była buforem w temperaturze 37 ºC do objętości 90 μL Następnie do każdego  

z dołków zawierającego badaną próbkę homogenatu dodawano substrat neprylizyny i płytkę 

umieszczano niezwłocznie w czytniku FLUOstar Omega (BMG Labtech), w którym 
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utrzymywano stałą temperaturę 37ºC. Pomiaru fluorescencji w trybie kinetycznym 

dokonywano co trzy minuty w czasie dwóch godzin. Poziom aktywności NEP odczytywano 

jako funkcję przyrostu intensywności fluorescencji w czasie, w oparciu o krzywą standardową. 

Zgodnie z informacją uzyskaną od producenta, wymieniony fluorometryczny test 

enzymatyczny (Neprilysin Activity Assay Kit, MAK350, Sigma-Aldrich) nie został przez niego 

oceniony pod kątem przydatności do oznaczenia aktywności sNEP w surowicy, podobnie jak 

inne dostępne komercyjnie zestawy. W porozumieniu z producentem podjęto próbę pomiaru 

aktywności sNEP w surowicy zwierząt doświadczalnych, zgodnie z opisanym powyżej 

schematem. Jednak w związku z wymienionymi ograniczeniami, pomimo podjęcia licznych 

prób, w niniejszej pracy nie udało się uzyskać pomiaru aktywności enzymatycznej sNEP  

w surowicy zwierząt. 

3.5. Badania metodami biologii molekularnej 

3.5.1. Ocena ekspresji mRNA NEP 

We fragmentach tkankowych LV uzyskanych od zwierząt z Części I badania dokonano 

oceny ekspresji mRNA NEP za pomocą techniki reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie 

rzeczywistym (RT-PCR). Fragmenty serca o masie 100 mg zhomogenizowano w QIAzol Lysis 

Reagent (Qiagen) za pomocą homogenizatora Tissue Lyser LT (Qiagen). Następnie dokonano 

izolacji mRNA z zastosowaniem komercyjnie dostępnego zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen) 

zgodnie z protokołem załączonym przez producenta. Ilość uzyskanego mRNA mierzono za 

pomocą spektrofotometru (BioRad). Następnie przeprowadzano reakcje multipleksowe 

umożliwiające określenie ekspresji genu badanego (NEP) w odniesieniu do genu 

referencyjnego (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, GAPDH) w jednej próbie – 

tak zwana metoda względna (Relative Quantification). Mieszanina reakcyjna zawierała: 

TaqMan RNA-to-CT 1-Steep Kit, startery dla genu NEP wyznakowane barwnikiem 

reporterowym FAM (TaqMan Gene Expression Assay), startery dla GAPDH znakowane 

barwnikiem reporterowym VIC (Applied Biosystem), wyizolowane od zwierząt mRNA oraz 

wodę wolną od nukleaz traktowaną pirowęglanem dietylu. Objętość końcową mieszaniny 

reakcyjnej wynoszącą 50 μL poddano namnażaniu w aparacie Viia 7 (Life Technologies)  

w następujących warunkach: 15 sekund w -90 ºC oraz 1 minuta w 60 ºC przez 40 cykli. 

3.6. Analiza statystyczna 

Analizie statystycznej poddano dane pochodzące od zwierząt, u których nie wystąpiła 

przedwczesna śmiertelność i u których wykonano wszystkie zaplanowane dla danej grupy 
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badania. Założenia normalności rozkładu zmiennych ciągłych oceniano przy pomocy testu 

Shapiro-Wilka. Charakterystyki statystyczne zmiennych o rozkładzie normalnym 

przedstawiano w postaci średnich arytmetycznych wraz z ich odchyleniem standardowym 

(SD). W przypadku braku równości rozkładu zmiennych, charakterystyki statystyczne 

przedstawiano w postaci mediany wraz z ich rozstępem międzykwartylowym (IQR). Zmienne 

poddane pomiarowi w jednym punkcie czasowym o rozkładzie normalnym poddano ocenie za 

pomocą testu t Studenta dla prób niezależnych, natomiast te o rozkładzie odbiegającym od 

normalnego – za pomocą nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya. Zmienne poddane 

pomiarowi w dwóch punktach czasowych o rozkładzie normalnym analizowano przy pomocy 

testu dwuczynnikowej analizy wariancji (two-way ANOVA). Jeżeli test ten wykazywał 

istotność statystyczną, dokonywano następnie analizy post-hoc za pomocą testu HSD Tukeya. 

Jednorodność wariancji sprawdzano za pomocą testu Levene’a. Zmienne poddane pomiarowi 

w dwóch punktach czasowych o rozkładzie innym od normalnego porównywano w danym 

punkcie czasowym pomiędzy grupami za pomocą nieparametrycznego testu U Manna-

Whitneya. Korelację danych analizowano za pomocą oceny współczynnika korelacji liniowej 

Pearsona dla danych o rozkładzie normalnym, natomiast dla tych, o rozkładzie innym od 

normalnego, za pomocą korelacji rang Spearmana. Za próg istotności statystycznej przyjęto 

wartość α=0,05.  
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4. WYNIKI 

4.1. Część Ia – model ostrej AIC 

4.1.1. Ogólna charakterystyka zwierząt 

Jak przedstawiono w Tabeli 9, śmiertelność zwierząt w grupie doświadczalnej wyniosła 

12,5%, natomiast w grupie kontrolnej - 0%. W grupie doświadczalnej jedno zwierzę padło 

przed wykonaniem procedur z doby 2 i nie zostało z tego powodu uwzględnione w dalszej 

analizie, do której włączonych zostało siedem osobników z grupy doświadczalnej oraz osiem 

osobników z grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano różnic w zakresie mediany TL między 

grupą doświadczalną a kontrolną (mediana TL odpowiednio: 44 mm vs. 40 mm);  

(Rycina 8). 

 

Tabela 9. Śmiertelność zwierząt w Części Ia. 

Grupa Osobniki 

włączone do 

badania 

Osobniki o 

przedwczesnej 

śmiertelności 

Osobniki 

włączone do 

analizy 

Śmiertelność 

w grupie 

Doświadczalna n=8 n=1 n=7 12,5% 

Kontrolna n=8 n=0 n=8 0% 

 

 

 

Rycina 8. Długość kości piszczelowej (TL) w grupie doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). 

Dane przedstawiono jako medianę ± IQR 



66 

 

Podobnie, między grupą doświadczalną a kontrolną nie występowały różnice zakresie 

średniej wartości stosunku BW do TL, który wyniósł odpowiednio: 68,27 g/10 mm vs. 72,73 

g/10 mm (Rycina 9), oraz mediany stosunku HW do TL, który wyniósł odpowiednio: 0,28 g/10 

mm vs. 0,26 g/10 mm (Rycina 10).  

 

 

 

Rycina 9. Stosunek całkowitej masy ciała (BW) do długości kości piszczelowej (TL) w grupie 

doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną  

± SD 

 

.  

Rycina 10. Stosunek masy serca (HW) do długości kości piszczelowej (TL) w grupie doświadczalnej 

(DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako medianę ± IQR. 
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4.1.2. Parametry echokardiograficzne 

W 1 dobie badania w grupie doświadczalnej LVIDs był istotnie niższy niż 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 różnic w zakresie tego parametru między grupami 

(mediana LVIDs w 2 dobie 4,5 mm w grupie doświadczalnej vs. 4,17 mm w grupie kontrolnej). 

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie różnic w zakresie LVIDd między grupą 

doświadczalną a kontrolną (mediana LVIDd w 1 dobie odpowiednio: 6,83 mm vs. 7 mm, w 2 

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

 

 

 

Rycina 11. A. Wymiar końcowoskurczowy lewej komory serca (LVIDs) oraz B. wymiar 

końcoworozkurczowy lewej komory serca (LVIDd) w 1 i 2 dobie badania w grupie doświadczalnej 

(DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.).: Dane przedstawiono jako medianę ± IQR. * p<0,05 

 

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazała istotną różnicę w zakresie zmian średnich 

wartości 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 różnicę w zakresie wartości tych 

parametrów między grupą doświadczalną a kontrolną (średnia LVFS odpowiednio: 52,19% vs. 

41,89%, p<0,05; średnia LVEF odpowiednio: 81,6% vs. 71,15%, p<0,05). Po upływie 24 

godzin w grupie doświadczalnej nastąpił istotny spadek średnich wartości obu parametrów – 

LVFS uległa obniżeniu o 21,95%, natomiast LVEF o 14,29% (średnia LVFS  

w 1 oraz 2 dobie odpowiednio: 52,19% vs. 38,28%, p<0,01; średnia LVEF w 1 oraz 2 dobie 

odpowiednio: 81,6% vs. 66,54%, p<0,01). W grupie kontrolnej parametry te nie uległy 
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zmianom (średnia LVFS w 1 oraz 2 dobie odpowiednio: 41,89% vs. 42,68%, średnia LVEF  

w 1 oraz 2 dobie odpowiednio: 71,15% vs. 71,48%). 

 

 

 

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 doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane 

przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. * p<0,05; ** p<0,01 

 

Nie zaobserwowano istotnych różnic w zakresie zmian średnich wartości HR (Rycina 

13.A) oraz stosunku SV do TL (Rycina 13.B) pomiędzy grupami. Średnia HR w grupie 

doświadczalnej i kontrolnej w 1 dobie badania wyniosła odpowiednio: 268,5/min vs. 249,9/min, 

natomiast w dobie 2 odpowiednio: 258/min vs. 258,5/min. Średnie wartości SV/TL w grupie 

doświadczalnej i kontrolnej w 1 dobie wynosiły odpowiednio: 0,066 ml/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 wykazała natomiast istotną różnicę w zakresie zmian 

średnich wartości 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 różnić w zakresie średnich wartości 

tego parametru między grupą doświadczalną a kontrolną (średnia CO/TL odpowiednio: 17,82 

ml/min/10 mm vs. 17,82 ml/min/10 mm). W ciągu 24 godzin od podania DOX w grupie 

doświadczalnej nastąpił istotny spadek CO/TL o 21,38% (średnia 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 różnic między 1 oraz 2 dobą badania (średnia CO/TL odpowiednio: 

17,82 ml/min/10 mm vs. 19,02 ml/10 mm). W 2 dobie średnie wartości stosunku CO/TL były 
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istotnie wyższe w grupie kontrolnej w porównaniu do grupy doświadczalnej (średnia CO/TL 

odpowiednio: 19,02 ml/10 mm vs. 14,01 ml/min/10 mm, p<0,05). 

 

 

 

 

Rycina 13. A. Rytm serca (HR), B. stosunek objętości wyrzutowej lewej komory serca (SV) do długości 

kości piszczelowej (TL) oraz C. stosunek pojemności minutowej serca (CO) do długości kości 

piszczelowej (TL) w 1 i 2 dobie badania w grupie doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). 

Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. # p<0,05 w analizie post-hoc za pomocą testu 

najmniejszych istotnych różnic. 
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4.1.3. Analiza histopatologiczna  

Pomiędzy grupą doświadczalną a kontrolną zaobserwowano istotne statystycznie 

różnice w zakresie mediany histopatologicznego indeksu uszkodzenia miokardium (mediana 

liczby przyznanych punktów wyniosła odpowiednio: 16 vs. 5,5, p<0,01); (Rycina 14). Wśród 

osobników z grupy doświadczalnej zaobserwowano szczególne nasilenie zwyrodnienia 

wodniczkowego kardiomiocytów (mediana przyznanych punktów - 8), podczas gdy nacieki 

komórek jednojądrzastych oraz zwłóknienie śródmiąższowe występowały w mniejszym 

nasileniu (mediana przyznanych punktów odpowiednio: 5 oraz 4); (Tabela 10). 

 

 

 

Rycina 14. Histopatologiczny indeks uszkodzenia miokardium (indeks HP) w grupie doświadczalnej 

(DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako medianę ± IQR. ** p<0,01 

 

Tabela 10. Ocena histopatologiczna LV w Części Ia.

Grupa Wakuolizacja 

kardiomiocytów  

Naciek komórek 

jednojądrzastych  

Zwłóknienie 

śródmiąższowe 

Suma 

Doświadczalna 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 medianę ± IQR. LV – lewa komora serca. 
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4.1.4. Ekspresja mRNA, poziom białka i aktywność NEP w LV 

Pomiędzy grupami nie zaobserwowano istotnych różnic w zakresie zarówno ekspresji 

mRNA NEP (względna ekspresja w grupie doświadczalnej 1 vs. 1,02 w grupie kontrolnej); 

(Rycina 15), jak i poziomu białka NEP w obrębie LV (średni poziom w grupie doświadczalnej 

1037,6 ng/L vs. 1048,53 ng/L w grupie kontrolnej) (Rycina 16).  

 

 

Rycina 15. Ekspresja mRNA neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie doświadczalnej (DOX 

i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. 

 

 

Rycina 16. Poziom białka neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie doświadczalnej (DOX 

i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. 
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Natomiast, jak przedstawiono na Rycinie 17, średnia tkankowa aktywność 

enzymatyczna NEP w obrębie LV była istotnie niższa w grupie doświadczalnej (średnia 

aktywność w grupie doświadczalnej 95,92 μU/mL vs. 119,51 μU/mL w grupie kontrolnej, 

p<0,05). 

 

 

Rycina 17. Aktywność enzymatyczna neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie 

doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną  

± SD. * p<0,05 

 

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zależności między ekspresją mRNA NEP, 

tkankowym poziomem białka NEP i aktywnością enzymatyczną NEP a wartościami 

parametrów echokardiograficznych (LVEF, LVFS, SV/TL, CO/TL) w 2 dobie badania (dane 

nieprzedstawione). Nie występowały także istotne zależności między ekspresją mRNA NEP, 

tkankowym poziomem białka NEP i aktywnością enzymatyczną NEP a histopatologicznym 

indeksem uszkodzenia miokardium (dane nieprzedstawione). 

4.1.5. Stężenie sNEP w surowicy 

Nie zaobserwowano istotnych różnic w zakresie stężenia sNEP w surowicy zwierząt 

pomiędzy grupami (średnie stężenie w grupie doświadczalnej 1012,44 ng/L vs. 970,76 ng/L  

w grupie kontrolnej); (Rycina 18).  
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Rycina 18. Stężenie wolnej neprylizyny (sNEP) w surowicy w grupie doświadczalnej (DOX i.p.)  

i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. 

 

Nie zaobserwowano istotnych zależności między stężeniem sNEP w surowicy zwierząt 

doświadczalnych a wartościami parametrów echokardiograficznych (LVEF, LVFS, SV/TL, 

CO/TL) w 2 dobie badania (dane nieprzedstawione). Nie występowały także istotne zależności 

między stężeniem sNEP a histopatologicznym indeksem uszkodzenia miokardium (Rycina 

19.A). W grupie doświadczalnej zaobserwowano natomiast silnie dodatnią istotną statystycznie 

korelację między stężeniem sNEP a nasileniem zwyrodnienia wodniczkowego kardiomiocytów 

(rs=0,81, p<0,05); (Rycina 19.B). 

 

 

Rycina 19. Zależność między stężeniem wolnej neprylizyny (sNEP) w surowicy  

a A. histopatologicznym indeksem uszkodzenia miokardium (Indeks HP) oraz B. stopniem wakuolizacji 

kardiomiocytów. rs – współczynnik korelacji rang Spearmana. 



74 

 

4.2. Część Ib – model przewlekłej AIC 

4.2.1. Ogólna charakterystyka zwierząt 

Jak przedstawiono w Tabeli 11, śmiertelność zwierząt w grupie doświadczalnej 

wyniosła 36,36%, natomiast w grupie kontrolnej - 0%. W grupie doświadczalnej cztery 

osobniki padły przed wykonaniem procedur z 29 doby badania i nie zostały z tego powodu 

uwzględnione w dalszej analizie, do której włączonych zostało siedem osobników z grupy 

doświadczalnej, oraz osiem osobników z grupy kontrolnej. 

 

Tabela 11. Śmiertelność zwierząt w Części Ib. 

Grupa Osobniki 

włączone do 

badania 

Osobniki  

o przedwczesnej 

śmiertelności 

Osobniki 

włączone do 

analizy 

Śmiertelność 

w grupie 

Doświadczalna n=11 n=4 n=7 36,36% 

Kontrolna n=8 n=0 n=8 0% 

 

 

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

między grupą doświadczalną a kontrolną (mediana TL odpowiednio: 38 mm vs. 40 mm). 

 

 

  

Rycina 20. Długość kości piszczelowej (TL) w grupie doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl 

i.p.). Dane przedstawiono jako medianę ± IQR. 
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Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazała istotne różnice w zakresie zmian średnich 

wartości stosunku BW/TL między grupami w trakcie trwania badania (F(1,13) = 164,74,  

p<0,001); (Rycina 21). W 1 dobie badania między grupą doświadczalną a kontrolną nie 

występowały różnice średniej wartości BW/TL (odpowiednio: 76,15 g/10 mm vs. 71,24 g/10 

mm). W trakcie trwania badania u zwierząt z grupy doświadczalnej wystąpił istotny spadek 

BW/TL o 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 średnie wartości BW/TL zwierząt z grupy kontrolnej wzrosły  

o 14,08% (71,24 g/10 mm vs. 80,94 g/10 mm, p<0,001).  

 

 

 

Rycina 21. Stosunek masy ciała (BW) do długości kości piszczelowej (TL) w 1 i 29 dobie badania  

w grupie doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako średnią 

arytmetyczną ± SD. ** p<0,01; *** p<0,001 

  

Ponadto, w ostatniej dobie badania zaobserwowano istotną statystycznie różnicę  

w medianie wartości stosunku HW/TL między grupami – mediana HW/TL w grupie kontrolnej 

wyniosła 0,282 g/10mm, podczas gdy w grupie doświadczalnej - 0,194 g/10mm, p<0,01  

(Rycina 22). 
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Rycina 22. Stosunek masy serca (HW) do długości kości piszczelowej (TL) w 1 i 29 dobie badania  

w grupie doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako medianę ± IQR. 

** p<0,01 
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4.2.2. Parametry echokardiograficzne 

W 1 dobie badania grupa doświadczalna i kontrolna nie różniły się od siebie w zakresie 

LVIDd oraz LVIDs (mediana LVIDd odpowiednio: 7,34 mm vs. 7 mm, mediana LVIDs 

odpowiednio: 4 mm vs. 4 mm); (Rycina 23). W ostatniej dobie badania w grupie doświadczalnej 

zaobserwowano istotnie wyższą wartość LVIDs (mediana LVIDs w grupie doświadczalnej:  

5 mm vs. 4 mm w grupie kontrolnej, p<0,05), natomiast grupy nie różniły się w zakresie LVIDd 

(mediana LVIDd w grupie doświadczalnej 7 mm vs. 7,34 mm w grupie kontrolnej).  

 

 

Rycina 23. A. Wymiar końcowoskurczowy lewej komory serca (LVIDs) oraz B. wymiar 

końcoworozkurczowy lewej komory serca (LVIDd) w 1 i 29 dobie badania w grupie doświadczalnej 

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

 

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazała istotną różnicę w zakresie zmian średnich 

wartości LVFS (F(1,13) = 20,814, p<0,001) oraz LVEF (F(1,13) = 22,158, p <0,001) pomiędzy 

grupami w trakcie trwania badania (Rycina 24). W 1 dobie nie zaobserwowano istotnych różnić 

w zakresie średnich wartości obu parametrów między grupą doświadczalną a kontrolną (średnia 

LVFS odpowiednio: 41,19% vs. 43,46%, średnia LVEF odpowiednio: 77% vs. 79,75%).  

W czasie trwania badania w grupie doświadczalnej nastąpił istotny spadek obu parametrów – 

średnie wartości LVFS uległy obniżeniu o 22,77%, natomiast LVEF o 14,71% (średnia LVFS 

w 1 i 29 dobie odpowiednio: 41,19% vs. 31,81%, p<0,001; średnia LVEF w 1 i 29 dobie 

odpowiednio: 77% vs. 65,67%, p<0,001). W grupie kontrolnej parametry te nie uległy istotnym 

zmianom (średnia LVFS w 1 i 29 dobie odpowiednio: 43,46% vs. 43,04%, średnia LVEF  

w 1 i 29 dobie odpowiednio: 79,75% vs. 79,17%, p >0,05). W ostatniej dobie badania między 

grupami występowały istotne różnice w zakresie obu tych parametrów (średnia LVFS w grupie 
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doświadczalnej 31,81% vs. 43,04% w grupie kontrolnej, p<0,001; średnia LVEF w grupie 

doświadczalnej: 65,67% vs. 79,17% w grupie kontrolnej, p <0,001). 

 

 

 

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 doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.) Dane 

przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. *** p <0,001 

 

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazała również istotną różnicę w zakresie zmian 

średnich wartości HR (F(1,13) = 25,39, p<0,01) w trakcie trwania badania (Rycina 25.A).  

W 1 dobie nie występowały istotne różnice tego parametru między grupą doświadczalną  

a kontrolną (średnia wartość HR odpowiednio: 254,43/min vs. 252,96/min). W ostatniej dobie 

badania w grupie doświadczalnej zaobserwowano istotnie niższe średnie wartości HR o 25,81% 

(średnia 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 różnicy w średnich wartościach HR w porównaniu 

do wartości wyjściowych (średnia w 1 i 29 dobie odpowiednio: 252,96/min vs. 247,96/min).  

W ostatniej dobie doświadczenia średnia wartość HR w grupie doświadczalnej była istotnie 

niższa w porównaniu do grupy kontrolnej (średnia HR odpowiednio: 247,96/min vs. 

188,76/min, p<0,001). 

Podobnie, dwuczynnikowa analiza wariancji wykazała istotną różnicę w zakresie zmian 

średnich wartości stosunku SV/TL (F(1,13) = 28,323, p<0,001) pomiędzy grupami w czasie 

trwania badania (Rycina 25.B). W 1 dobie nie obserwowano istotnych różnic tego parametru 

między grupą doświadczalną a kontrolną (średnia SV/TL odpowiednio: 0,073 mL/10 mm vs. 

0,065 mL/10 mm). W czasie trwania badania w grupie doświadczalnej nastąpił istotny spadek 
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wartości SV/TL o 21,92% (średnia 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 wyższe wartości SV/TL w porównaniu do wartości wyjściowych (średnia SV/TL 

w 1 i 29 dobie odpowiednio: 0,065 mL/10 mm vs. 0,077 mL/10 mm, p<0,05). W ostatniej dobie 

średnie wartości SV/TL były istotnie niższe w grupie doświadczalnej w porównaniu do 

kontrolnej (średnia SV/TL odpowiednio: 0,057 mL/10 mm vs. 0,077 mL/10 mm, p<0,001). 

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazała również istotną różnicę w zakresie zmian 

średnich wartości CO/TL (F(1,13) = 45,834, p<0,001) pomiędzy grupami w czasie trwania 

badania (Rycina 25.C). W 1 dobie badania nie zaobserwowano istotnych różnić w średnich 

wartościach tego parametru między grupą doświadczalną a kontrolną (średnia CO/TL 

odpowiednio: 19 mL/min/10 mm vs. 17 mL/min/10 mm). W czasie trwania badania  

w grupie doświadczalnej nastąpił istotny spadek średniej wartości CO/TL o 42,1% (średnia 

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 różnicy w średnich wartościach 

CO/TL w porównaniu do wartości wyjściowych (średnia CO/TL w 1 i 29 dobie odpowiednio: 

17 mL/min/10 mm vs. 19 mL/min/10 mm). W ostatniej dobie badania średnie wartości CO/TL 

były istotnie niższe w grupie doświadczalnej w porównaniu do grupy kontrolnej (średnia 

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 objętości wyrzutowej lewej komory serca (SV) do długości 

kości piszczelowej (TL) oraz C. stosunek pojemności minutowej serca (CO) do długości kości 

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

Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 
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4.2.3. Analiza histopatologiczna  

Pomiędzy grupą doświadczalną a kontrolną zaobserwowano istotne różnice w wartości 

histopatologicznego indeksu uszkodzenia miokardium (mediana liczby przyznanych punktów 

wyniosła odpowiednio: 14 vs. 3, p<0,001); (Rycina 26). Jak przedstawiono w Tabeli 12, wśród 

punktów przyznanych podczas oceny preparatów pochodzących z grupy doświadczalnej 

główne znaczenie miały nacieki komórek jednojądrzastych oraz zwłóknienie śródmiąższowe 

(mediana przyznanych punktów w obu parametrach wyniosła 5), podczas gdy wakuolizację 

kardiomiocytów oceniono na mniej nasiloną (mediana przyznanych punktów wyniosła 3). 

 

  

Rycina 26. Histopatologiczny indeks uszkodzenia miokardium (Indeks HP) w grupie doświadczalnej 

(DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. *** p <0,001 

 

Tabela 12. Ocena histopatologiczna LV w Części Ib.

Grupa Wakuolizacja 

kardiomiocytów  

Naciek komórek 

jednojądrzastych  

Zwłóknienie 

śródmiąższowe 

Suma 

Doświadczalna 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 medianę ± IQR. LV – lewa komora serca. 
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4.2.4. Ekspresja mRNA, poziom białka i aktywność NEP w LV 

Pomiędzy grupami nie zaobserwowano istotnych różnic w zakresie ekspresji mRNA 

NEP (względna ekspresja w grupie doświadczalnej 1,45 vs. 0,97 w grupie kontrolnej); (Rycina 

27). Jak przedstawiono na Rycinie 28, poziom białka NEP w obrębie LV był natomiast istotnie 

niższy w grupie doświadczalnej (mediana w grupie doświadczalnej 1007,55 ng/L vs. 1110,75 

ng/L w grupie kontrolnej, p<0,05). Nie zaobserwowano różnic w zakresie tkankowej 

aktywności enzymatycznej NEP w LV (średnia aktywność w grupie doświadczalnej 81,83 

μU/mL vs. 81,18 μU/mL w grupie kontrolnej); (Rycina 29).  

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zależności między ekspresją mRNA NEP, 

tkankowym poziomem ekspresji białka NEP i aktywnością enzymatyczną NEP a wartościami 

parametrów echokardiograficznych (LVEF, LVFS, SV/TL, CO/TL) w ostatniej dobie badania 

(dane nieprzedstawione). Nie występowały także istotne zależności między ekspresją mRNA 

NEP, tkankowym poziomem ekspresji białka NEP i aktywnością enzymatyczną NEP  

a histopatologicznym indeksem uszkodzenia miokardium (dane nieprzedstawione). 

 

 

 

 

Rycina 27. Ekspresja mRNA neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie doświadczalnej (DOX 

i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. 
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Rycina 28. Poziom białka neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie doświadczalnej (DOX 

i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako medianę ± IQR. * p <0,05 

 

 

 

Rycina 29. Aktywność enzymatyczna neprylizyny (NEP) w lewej komorze serca w grupie 

doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± 

SD. 
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4.2.5. Stężenie sNEP w surowicy 

Pomiędzy grupami nie zaobserwowano istotnych różnic w zakresie stężenia sNEP  

w surowicy (średnia grupie doświadczalnej 1571,95 ng/L vs.1582,63 ng/L w grupie kontrolnej); 

(Rycina 30).  

 

 

Rycina 30. Stężenie wolnej neprylizyny (sNEP) w surowicy zwierząt w modelu przewlekłej AIC  

w grupie doświadczalnej (DOX i.p.) i kontrolnej (NaCl i.p.). Dane przedstawiono jako średnią 

arytmetyczną ± SD. 

 

Nie zaobserwowano istotnych zależności między stężeniem sNEP w surowicy  

a histopatologicznym indeksem uszkodzenia miokardium (dane nieprzedstawione). Nie 

występowały również istotne zależności między stężeniem sNEP a LVFS oraz LVEF  

w ostatniej dobie badania – zarówno w grupie doświadczalnej (Rycina 31), jak i w grupie 

kontrolnej (dane nieprzedstawione). W grupie doświadczalnej wystąpiła natomiast silna 

ujemna korelacja między stężeniem sNEP w surowicy zwierząt a wartością stosunku SV/TL 

(r=-0,863, p<0,05); (Rycina 32.A), której nie zaobserwowano w grupie kontrolnej (Rycina 

32.B). Podobnie, w grupie doświadczalnej zaobserwowano silną ujemną korelację między 

stężeniem sNEP w surowicy zwierząt a wartościami stosunku CO/TL (r=-0,905, p<0,01); 

(Rycina 33.A), która nie występowała w grupie kontrolnej (Rycina 33.B). 
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Rycina 31. Zależność między stężeniem wolnej neprylizyny (sNEP) w surowicy a A. frakcją skracania 

lewej komory serca (LVFS) oraz B. frakcją wyrzutową lewej komory serca (LVEF) w grupie 

doświadczalnej w 29 dobie badania. r – współczynnik korelacji Pearsona. 

 

 

Rycina 32. Zależność między stężeniem wolnej neprylizyny (sNEP) w surowicy a stosunkiem objętości 

wyrzutowej lewej komory serca (SV) do długości kości piszczelowej (TL) w 29 dobie badania  

w A. grupie doświadczalnej oraz B. grupie kontrolnej.r – współczynnik korelacji Pearsona. 
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Rycina 33. Zależność między stężeniem wolnej neprylizyny (sNEP) w surowicy a stosunkiem 

pojemności minutowej serca (CO) do długości kości piszczelowej (TL) w 29 dobie badania  

w A. grupie doświadczalnej oraz B. grupie kontrolnej. r – współczynnik korelacji Pearsona. 
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4.3. Część II 

4.3.1. Ogólna charakterystyka zwierząt 

Jak przedstawiono w Tabeli 13, śmiertelność zwierząt w grupie zarówno 

doświadczalnej jak i kontrolnej wyniosła 12,5%. W obu grupach jeden osobnik padł przed 

wykonaniem procedur z 29 doby i nie został z tego powodu uwzględniony w dalszej analizie, 

do której włączonych zostało po siedem osobników z każdej z grup. 

 

Tabela 13. Śmiertelność zwierząt w Części II. 

Grupa Osobniki 

włączone do 

badania 

Osobniki  

o przedwczesnej 

śmiertelności 

Osobniki 

włączone do 

analizy 

Śmiertelność  

w grupie 

Doświadczalna n=8 n=1 n=7 12,5% 

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

 

 

Jak przedstawiono na Rycinie 34, między grupami nie zaobserwowano różnic  

w zakresie mediany TL (mediana w grupie doświadczalnej: 40 mm vs. 39 mm w grupie 

kontrolnej). 

 

 

Rycina 34. Długość kości piszczelowej (TL) w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i doświadczalnej (Sac/Val 

p.o.). Dane przedstawiono jako medianę ± IQR. 



88 

 

Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazała istotnych różnic w zakresie zmian 

średniej wartości stosunku BW/TL w trakcie trwania badania między grupami (Rycina 35).  

W 1 dobie zwierzęta w grupie doświadczalnej i kontrolnej nie różniły się pod katem tego 

parametru (średnia BW/TL odpowiednio 78,80 g/10 mm vs. 80,31 g/10 mm).  

U zwierząt z zarówno grupy kontrolnej jak i doświadczalnej wystąpił spadek średnich wartości 

BW/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 doświadczalna: 78,80 g/10 mm vs. 68,88 g/10 

mm, p<0,05).  

 

 

 

Rycina 35. Stosunek masy ciała (BW) do długości kości piszczelowej (TL) w 1 i 29 dobie badania  

w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i doświadczalnej (Sac/Val p.o.). Dane przedstawiono jako średnią 

arytmetyczną ± SD. *** p<0,001 
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Podobnie, w ostatniej dobie badania nie zaobserwowano różnic w zakresie średnich 

wartości stosunku HW/TL między grupami (średnia HW/TL w grupie doświadczalnej: 0,215 

g/10 mm, vs. 0,200 g/10 mm w grupie kontrolnej); (Rycina 36). 

 

 

 

 

Rycina 36. Stosunek masy serca (HW) do długości kości piszczelowej (TL) w 1 oraz 29 dobie badania 

w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i doświadczalnej (Sac/Val p.o.). Dane przedstawiono jako średnią 

arytmetyczną ± SD. 
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4.3.2. Parametry echokardiograficzne  

Nie zaobserwowano istotnych różnic w zakresie średnich wartości LVIDs pomiędzy 

grupami (mediana LVIDs w grupie kontrolnej oraz doświadczalnej 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 wykazała także istotnych różnic w zakresie zmian 

średnich wartości LVIDd (mediana LVIDd w grupie kontrolnej oraz doświadczalnej 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).  

 

 

Rycina 37. A. Wymiar końcowoskurczowy lewej komory serca (LVIDs) oraz B. wymiar 

końcoworozkurczowy lewej komory serca (LVIDd) w 1 i 29 dobie badania w grupie kontrolnej (NaCl 

p.o.) i doświadczalnej (Sac/Val p.o.).: Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. * p<0,05 

 

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazała natomiast wystąpienie istotnych różnic  

w zakresie zmian średnich wartości LVFS (F(1,11) = 5,589, p<0,05) oraz LVEF (F(1,11) = 

5,295, p<0,05) pomiędzy grupami w czasie trwania badania (Rycina 38). W 1 dobie pomiędzy 

grupami nie występowały istotne różnice w zakresie wartości obu tych parametrów (średnia 

LVFS w grupie kontrolnej oraz doświadczalnej odpowiednio: 41,27% vs. 40,97%, średnia 

LVEF odpowiednio: 70,31% vs. 70,10%). W czasie trwania badania w grupie kontrolnej 

nastąpił istotny spadek średnich wartości obu parametrów – LVFS uległa obniżeniu o 23,82%, 

natomiast LVEF o 17,92% (średnia LVFS w 1 i 29 dobie odpowiednio: 41,27% vs. 31,44%, 

p<0,001; średnia LVEF w 1 i 29 dobie odpowiednio: 70,31% vs. 57,71%, p<0,001). Natomiast 

w grupie doświadczalnej parametry te nie uległy istotnym zmianom w czasie trwania badania 
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(średnia LVFS w 1 i 29 dobie odpowiednio: 40,97% vs. 38,60%, średnia LVEF w 1 i 29 dobie 

odpowiednio: 70,10% vs. 67,00%).  

 

 

 

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 doświadczalnej (Sac/Val p.o.). 

Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. ** p<0,01, *** p<0,001 

 

Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazała istotnych różnic w zakresie zmian 

średnich wartości HR pomiędzy grupami w czasie trwania badania (Rycina 39.A). W 1 dobie 

grupy nie różniły się pod kątem tego parametru (średnia HR w grupie kontrolnej oraz 

doświadczalnej odpowiednio: 262,62/min vs. 270,48/min). W ostatniej dobie badania w obu 

grupach odnotowano istotnie niższe wartości HR w porównaniu do wartości wyjściowych 

(średnia HR w 1 i 29 dobie w grupie kontrolnej odpowiednio: 262,62/min vs. 221,43/min, 

p<0,05; w grupie doświadczalnej odpowiednio: 270,48/min vs. 210,14/min, p<0,01). 

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazała natomiast wystąpienie istotnych różnic  

w zakresie zmian średnich wartości stosunku SV/TL pomiędzy grupami (F(1,12) = 5,645, 

p<0,05); (Rycina 39.B). W 1 dobie badania pomiędzy grupami nie występowały różnice  

w zakresie tego parametru (średnia SV/TL w grupie kontrolnej oraz doświadczalnej 

odpowiednio: 0,078 mL/10 mm vs. 0,068 mL/10 mm). W czasie trwania badania  

w grupie kontrolnej nastąpił istotny spadek wartości SV/TL o 20,51% (średnia SV/TL w 1 i 29 

dobie odpowiednio: 0,078 mL/10 mm vs. 0,062 mL/10 mm, p<0,05). Średnia wartość stosunku 

SV/TL nie uległa natomiast zmianie w grupie doświadczalnej (średnia 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 wykazała istotnych różnic w zakresie zmian 

średnich wartości stosunku CO/TL w czasie badania (Rycina 39.C). W 1 dobie grupy nie 

różniły się pod kątem tego parametru (średnia w grupie kontrolnej i doświadczalnej 

odpowiednio: 20,51 mL/min/10 mm vs. 18,36 mL/min/10 mm). W czasie trwania badania  

w obu grupach nastąpił istotny spadek średniej wartości CO/TL, o 20,51% w grupie kontrolnej 

(średnia 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 o 21,51 % w grupie doświadczalnej (średnia CO/TL w 1 i 29 dobie odpowiednio: 

18,36 mL/min/10 mm vs. 14,41 mL/min/10 mm, p<0,05).  

 

 

 

Rycina 39. A. Rytm serca (HR), B. stosunek objętości wyrzutowej lewej komory serca (SV) do długości 

kości piszczelowej (TL) oraz C. stosunek pojemności minutowej serca (CO) do długości kości 

piszczelowej (TL) w 1 i 29 dobie badania w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i doświadczalnej (Sac/Val 

p.o.). Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 
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4.3.3. Badanie elektrokardiograficzne 

Jak przedstawiono w Tabeli 14, zarówno w 1 jak i ostatniej dobie badania nie 

zaobserwowano istotnych różnic między grupami oraz wewnątrz grup w zakresie czasu trwania 

zespołu QRS oraz skorygowanego czasu trwania odstępu QT.  

 

Tabela 14. Czas trwania zespołu QRS [ms] oraz skorygowany czas trwania odstępu QT (QTc) 

[ms] w grupie kontrolnej (NaCl) oraz doświadczalnej (Sac/Val).

Grupa 
QRS QTc 

Doba 1 Doba 29 Doba 1 Doba 29 

NaCl 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) 

Dane przedstawiono jako medianę ± IQR. 

 

4.3.4. Analiza histopatologiczna 

Jak przedstawiono na Rycinie 40, histopatologiczny indeks uszkodzenia miokardium 

był istotnie niższy w grupie doświadczalnej w porównaniu do grupy kontrolnej (mediana 

przyznanych punktów odpowiednio 5 vs. 10, p<0,05). 

 

 

 

Rycina 40. Histopatologiczny indeks uszkodzenia miokardium (Indeks HP) w grupie kontrolnej (NaCl 

p.o.) i doświadczalnej (Sac/Val p.o.). Dane przedstawiono jako medianę ± IQR. * p<0,05  
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Zarówno w grupie kontrolnej i doświadczalnej najwięcej punktów przyznano za stopień 

nasilenia wakuolizacji kardiomiocytów (mediana punktów odpowiednio 4 oraz 3); (Tabela 15). 

W grupie kontrolnej zaobserwowano także wysoki stopień nasilenia nacieków komórek 

jednojądrzastych oraz zwłóknienia śródmiąższowego (mediana punktów wyniosła  

3 w przypadku obu parametrów). W grupie doświadczalnej zmiany te występowały  

w niewielkim stopniu nasilenia (mediana punktów wyniosła 1 w przypadku obu parametrów). 

 

Tabela 15. Ocena histopatologiczna LV w Części II.

Grupa Wakuolizacja 

kardiomiocytów  

Naciek komórek 

jednojądrzastych  

Zwłóknienie 

śródmiąższowe 

Suma 

Doświadczalna 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 medianę ± IQR. LV – lewa komora serca. 

 

4.3.5. Parametry biochemiczne z surowicy 

W grupie doświadczalnej stężenie cTnI w surowicy było istotnie niższe w porównaniu 

do grupy kontrolnej (odpowiednio: 272,55 ng/l vs. 302,7 ng/l, p<0,05); (Rycina 41.A). 

Pomiędzy grupą doświadczalną a kontrolną nie zaobserwowano natomiast istotnych różnic  

w zakresie stężenia NT-proBNP w surowicy (odpowiednio: 272,91 ng/l vs. 295,87ng/l);  

(Rycina 41.B). 

 

 

Rycina 41. Stężenie A. troponiny sercowej I (cTnI) oraz B. N-końcowego propeptydu natriuretycznygo 

typu B (NT-proBNP) w surowicy zwierząt w grupie kontrolnej (NaCl p.o.) i doświadczalnej (Sac/Val 

p.o.).  Dane przedstawiono jako średnią arytmetyczną ± SD. * p<0,05 
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4.3.6. Badanie pilotażowe 

W ramach Części II badania przeprowadzono także badanie pilotażowe w niewielkiej 

grupie czterech zwierząt doświadczalnych, którym 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 związku z niewielką liczebnością zwierząt 

wykorzystanych w badaniu pilotażowym, uzyskanych w nim wyników nie poddano analizie 

statystycznej i przedstawiono w formie osobnego opracowania. 

 

 

Rycina 42. Przebieg badania pilotażowego w Części II.  DOX – doksorubicyna; ECHO – badanie 

echokardiograficzne, EKG – badanie elektrokardiograficzne, i.p. – dootrzewnowo, n – liczebność 

osobników, NaCl – chlorek sodu, p.o. – dożołądkowo, Sac – sakubitryl. 

 

Spośród czterech włączonych do badania pilotażowego osobników, jeden padł przed 

wykonaniem procedur z doby 29 i nie został z tego powodu uwzględniony w dalszej analizie. 

Mediana TL badanych zwierząt wyniosła 40 (39-40,25) mm, natomiast mediana HW/TL – 0,28 

(0,27-0,29) g/10 mm. Porównanie wartości parametrów ocenianych u zwierząt w 1 oraz 29 

dobie badania przedstawiono w Tabeli 16. Natomiast porównanie parametrów z 29 doby 

badania uzyskanych w badaniu pilotażowym do parametrów obserwowanych w grupie 

kontrolnej Części II przedstawiono w Tabeli 17. Badanie histopatologiczne wykazało wyraźnie 

niski stopień nasilenia histopatologicznego uszkodzenia śródsierdzia - mediana sumy 

przyznanych punktów wyniosła 2 (1,5-2,5). Najczęściej obserwowanym wykładnikiem 

uszkodzenia miokardium był naciek komórek jednojądrzastych o niewielkim nasileniu 

(mediana przyznanych punktów - 2). Wakuolizacja kardiomiocytów występowała na 

najniższym stopniu nasilenia (1 punkt) jedynie u jednego z badanych osobników, u pozostałych 

dwóch nie zaobserwowano wymienionych zmian. Podobnie, zwłóknienie śródmiąższowe 

występowało na najniższym stopniu nasilenia (1 punkt) jedynie u jednego, innego osobnika, 

 a u pozostałych dwóch nie zaobserwowano występowania wymienionych zmian.  
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Tabela 16. Parametry oceniane w badaniu pilotażowym w 1 oraz 29 dobie badania.

Parametr Doba 1 Doba 29 

BW/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 medianę ± IQR. BW – masa ciała, CO – pojemność minutowa serca, HR – 

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

lewej komory serca, LVIDd – wymiar późnorozkurczowy lewej komory serca, LVIDs – wymiar 

późnoskurczowy lewej komory serca, QTc – skorygowany czas trwania odstępu QT, SV – objętość 

wyrzutowa lewej komory serca, TL - długość kości piszczelowej. 
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Tabela 17. Wartości parametrów ocenianych w badaniu pilotażowym (Sac) w porównaniu do 

grupy kontrolnej z Części II badania (NaCl p.o.).

Parametr 
Grupa 

Sac NaCl p.o. 

TL [mm] 40 (39-40,25) 39 (39-40) 

BW/TL w 29 dobie 

[g/10mm] 
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 [%] 69,40 (67,54-72,36) 60,59 (53,71-62,27) 

SV/TL w 29 dobie 

[mL/10mm] 
0,07 (0,063-0,076) 0,06 (0,053-0,072) 

CO/TL w 29 dobie 

[mL/10mm] 
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 medianę ± IQR. BW – masa ciała, CO – pojemność minutowa serca, HR – 

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

lewej komory serca, LVIDd – wymiar późnorozkurczowy lewej komory serca, LVIDs – wymiar 

późnoskurczowy lewej komory serca, QTc – skorygowany czas trwania odstępu QT, SV – objętość 

wyrzutowa lewej komory serca, TL - długość kości piszczelowej. 
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5. DYSKUSJA 

Analiza danych pochodzących z badań przeprowadzonych na zwierzęcych modelach AIC, 

szczególnie w przypadku modeli kardiotoksyczności przewlekłej, utrudniona jest przez 

znaczną różnorodność stosowanych przez badaczy schematów indukcji kardiotoksyczności 

oraz brak jednolitych definicji umożliwiających definitywne stwierdzenie wystąpienia 

zaburzeń kurczliwości LV. W nawiązaniu do wytycznych ICOS (2022) i ESC (2022) 

definiujących wystąpienie CTRCD w praktyce klinicznej, u zwierząt doświadczalnych nie 

ustalono krytycznych wartości LVEF, które umożliwiłyby rozpoznanie dysfunkcji skurczowej 

LV wywołanej podaniem antracyklin. W związku z obserwowanymi u zdrowych szczurów  

w spoczynku wartościami LVEF znacznie przekraczającymi spoczynkowe wartości LVEF 

występujące fizjologicznie u człowieka [257], zastosowanie wytycznych określających 

wystąpienie CTRCD u ludzi nie pozwoliłoby na adekwatne rozpoznanie wystąpienia 

dysfunkcji skurczowej LV u szczura. 

We wspomnianym wyżej przeglądzie systematycznym przeprowadzonym przez Georgiadis 

i wsp. (2020) wykazano, że w znacznej większości badań doświadczalnych wykorzystujących 

szczurzy model AIC, pod wpływem podania DOX uzyskuje się spadek LVEF o 10-40% 

względem wartości wyjściowych [63]. W przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy 

doktorskiej doświadczeniach, we wszystkich grupach zwierząt otrzymujących DOX,  

z wyłączeniem grup poddanych dodatkowo dożołądkowej terapii substancjami  

o właściwościach kardioprotekcyjnych, osiągnięto obniżenie średnich wartości LVEF zgodne  

z wymienionym zakresem. Uzasadnionym wydaje się zatem stwierdzenie, że wykorzystane  

w niniejszej pracy doktorskiej modele zwierzęce, zarówno kardiotoksyczności ostrej jak  

i przewlekłej, pozwoliły na uzyskanie adekwatnego efektu kardiotoksycznego, zgodnego z tym 

opisywanym w pracach innych badaczy. 

Warto podkreślić jednak, że wykorzystany w niniejszej pracy doktorskiej sposób 

oszacowania LVEF, stosowany szeroko przez innych badaczy w zwierzęcych modelach chorób 

układu krążenia, pozostaje pomiarem obciążonym niedokładnością [257]. W związku  

z utrudnionymi warunkami badania związanymi z niewielkim rozmiarem szczurzych serc  

i wysokimi spoczynkowymi wartościami HR, oszacowania tego dokonano na podstawie 

wymiarów wewnętrznych LV uzyskanych w projekcji przymostkowej w osi krótkiej w trybie 

obrazowania M-mode. Sposób ten rejestruje skurcz serca jedynie w jednej płaszczyźnie 

przestrzennej w osi krótkiej, bez udziału skurczu podłużnego. Ponadto, obliczenia opierają się 

na założeniach geometrycznych, że forma przestrzenna LV jest zmodyfikowaną elipsoidą, co 

może nie stanowić dokładnego przybliżenia. Przybliżenie to jest jednak szczególnie 
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niedokładne w przypadku odcinkowych zaburzeń kurczliwości LV, które nie występują typowo 

w AIC i nie były obserwowane u zwierząt doświadczalnych wykorzystanych w niniejszej 

pracy. Celem zwiększenia dokładności charakterystyki funkcji skurczowej LV, w zestawieniu 

z LVEF oceniono także szereg innych parametrów: LVFS, SV/TL oraz CO/TL [257], których 

pomiar obciążony jest mniejszym błędem i które w pracy własnej wykazywały trendy spójne  

i analogiczne do tych obserwowanych w przypadku LVEF. 

5.1. Część Ia – model ostrej AIC 

W Części Ia niniejszej pracy doktorskiej zastosowano zwierzęcy model AIC, który celem 

zapewnienia porównywalnych warunków doświadczalnych uzyskano zgodnie z powszechnie 

opisywanymi w literaturze schematami indukcji ostrej postaci AIC u szczurów [68-70]. Celem 

oceny zjawisk zachodzących w obrębie mięśnia sercowego w bezpośrednim następstwie 

toksycznego uszkodzenia, badacze wykorzystują krótkie okresy obserwacji od czasu podania 

DOX (24-48 godziny od podania leku) [68-70, 264]. Zgodnie z tym, w niniejszej pracy 

doktorskiej zwierzęta doświadczalne poddano uśmierceniu po upływie doby od iniekcji DOX 

i.p. w wysokiej dawce 20 mg/kg BW.  

5.1.1. Ogólna charakterystyka zwierząt 

Wykorzystane w niniejszej pracy doktorskiej zwierzęta w modelu ostrej postaci AIC  

w grupie doświadczalnej i kontrolnej były do siebie podobne w zakresie podstawowych 

parametrów - nie wykazywały różnic w zakresie TL (Rycina 8) oraz BW/TL (Rycina 9). 

Śmiertelność zwierząt w grupie doświadczalnej wyniosła 12,5% (Tabela 9) - zbliżone wartości 

raportowane były również przez innych badaczy stosujących podobny model, sięgając od około 

3% do 25% [265, 266]. 

W Części Ia niniejszej pracy pomiędzy grupami zwierząt nie zaobserwowano różnic  

w zakresie HW/TL (Rycina 10), co wiązać można z zastosowanym w badaniu krótkim okresem 

obserwacji, nie pozostawiającym czasu na dokonanie się zmian atroficznych i przebudowy 

mięśnia sercowego pod wpływem jego toksycznego uszkodzenia. Dane literaturowe dotyczące 

zmian masy serca w ciągu krótkiego okresu obserwacji wydają się potwierdzać tę obserwację. 

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 ciągu 

trzech dni od iniekcji DOX [268]. Natomiast Mantawy i wsp. (2014) w czasie 48 godzin od 
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podania DOX w dawce 15 mg/kg BW zaobserwowali istotnie niższe średnie wartości 

całkowitej masy serca [269]. Z kolei Mathias i wsp. (2019) zaobserwowali niższe bezwzględne 

wartości masy LV po 24 godzinach od iniekcji DOX i jednocześnie wyższe wartości stosunku 

masy LV do BW [68]. Ta ostatnia zależność wynikała prawdopodobnie z niższej masy ciała 

zwierząt otrzymujących DOX, u których obserwowano ograniczone przyjmowanie płynów  

i paszy w trakcie badania.  

5.1.2. Parametry echokardiograficzne 

Wykorzystane w niniejszej pracy doktorskiej zwierzęta w modelu ostrej AIC  

w 1 dobie badania nie różniły się pomiędzy 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 

doświadczalnej w 1 dobie badania zaobserwowano jednak niższe wartości LVIDs (Rycina 

11.A), co przełożyło się na obserwowane w tej grupie wyższe wartości LVFS oraz LVEF 

(Rycina 12) w porównaniu do grupy kontrolnej. W obu grupach wartości tych parametrów 

pozostawały jednak w zakresie normy obserwowanej w badaniach echokardiograficznych 

przeprowadzonych u zdrowych szczurów [63, 257], stąd w świetle podobieństwa pod 

względem innych wymienionych parametrów (SV/TL, CO/TL), obserwowane rozbieżności 

wynikały najprawdopodobniej z chwilowych różnic w napięciu współczulnej części układu 

nerwowego zwierząt, nie stanowiąc o istnieniu zasadniczych różnic w funkcji skurczowej LV 

między grupami. 

W niniejszej pracy doktorskiej podanie DOX w formie jednokrotnej iniekcji i.p. w ciągu 

24 godzin spowodowało istotne obniżenie echokardiograficznych wykładników kurczliwości 

LV. W drugiej dobie badania w grupie doświadczalnej odnotowano istotne obniżenie średnich  

wartości LVFS o 21,95% oraz LVEF o 14,29%. Ponadto, pomimo braku istotnych różnic  

w zakresie stosunku SV/TL i HR, w grupie doświadczalnej zaobserwowano istotne obniżenie 

wartości stosunku CO/TL o 21,38%. Obserwacje te pozostają spójne z danymi literaturowymi 

dotyczącymi ostrego wpływu podania wysokiej dawki DOX na echokardiograficzne 

wykładniki wydolności skurczowej LV serca u szczurów. Wielu badaczy odnotowało 

gwałtowne zmiany wartości tych parametrów w ciągu kilkudziesięciu godzin od iniekcji DOX. 

Mathias i wsp. (2019) zaobserwowali istotne zwiększenie LVIDs przy zachowanym LVIDd 

oraz obniżenie LVEF w ciągu 48 godzin od jednorazowej iniekcji DOX w dawce 20 mg/kg 

BW [68]. Podobnie, Polegato i wsp. (2015) odnotowali istotne obniżenie LVFS, LVEF i CO  

u zwierząt doświadczalnych w ciągu 48 godzin od jednorazowej iniekcji DOX w dawce 20 

mg/kg BW [70]. Zbliżone obserwacje uzyskali także Wang i wsp. (2015) w 3 dobie od iniekcji 

DOX w dawce 15 mg/kg BW [268]. W przeciwieństwie do przytoczonych badań, Carvalho  
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i wsp. (2016) nie zaobserwowali istotnych zmian LVEF i LVFS u szczurów w ciągu 48h od 

iniekcji DOX w dawce 20 mg/kg BW [69]. Zaobserwowano jedynie obniżenie LVIDd, co 

powiązano ze słabym wypełnieniem łożyska naczyniowego zwierząt, u których występowało 

obniżone przyjmowanie płynów i paszy.  

5.1.3. Ocena histopatologiczna 

W niniejszej pracy doktorskiej w materiale tkankowym uzyskanym w ciągu 24 godzin 

od podania DOX, w badaniu histopatologicznym zaobserwowano wysoki stopień nasilenia 

zwyrodnienia kardiomiocytów w postaci wakuolizacji ich cytoplazmy, przy mniejszym 

znaczeniu nacieków zapalnych i zwłóknienia śródmiąższowego (Rycina 14; Tabela 10). 

Wyniku takiego oczekiwano w związku z zastosowanym w badaniu krótkim okresem 

obserwacji, nie zapewniającym czasu na pojawienie się odpowiedzi zapalnej i przebudowy 

mięśnia sercowego. Wyniki te zgodne są z danymi literaturowymi, wskazującymi że jednym  

z najwcześniejszych mikroskopowych objawów wystąpienia AIC jest zaburzenie struktury 

komórkowej kardiomiocytów z ich wakuolizacją i zanikiem miofibryli [51]. Obserwacje 

płynące z prac innych badaczy, w których dokonano oceny histopatologicznej śródsierdzia po 

jednokrotnej iniekcji DOX w wysokiej dawce, potwierdzają obserwację, że zmiany te mogą 

dokonać się już w ciągu kilkudziesięciu godzin od podania leku [264, 266, 269]. 

5.1.4. Ekspresja mRNA, poziom białka i aktywność NEP w LV 

W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy oceniono zmiany dotyczące tkankowej 

ekspresji mRNA, poziomu białka i aktywności enzymatycznej NEP w obrębie lewej komory 

mięśnia sercowego w zwierzęcym modelu ostrej AIC. W badaniu własnym w materiale 

tkankowym uzyskanym po upłynięciu doby od iniekcji DOX nie zaobserwowano istotnych 

zmian w zakresie tkankowej ekspresji mRNA (Rycina 15) oraz poziomu białka NEP (Rycina 

16) w obrębie LV. Podanie DOX wiązało się jednak z istotnym obniżeniem aktywności 

enzymatycznej NEP w tej tkance (Rycina 17). 

Aktywność enzymatyczna NEP regulowana może być przez szereg modyfikacji 

potranslacyjnych, takich jak glikozylacja [270], fosforylacja [271, 272], N-mirystylacja [273] 

czy sialilacja [274]. W szerokim zakresie układów tkankowych wykazano również, że 

aktywność NEP regulowana jest także przez warunki hipoksji. NEP bierze udział w odpowiedzi 

chemoreceptorów kłębków szyjnych na obniżenie ciśnienia parcjalnego tlenu we krwi tętniczej 

poprzez hydrolizę substancji P [275, 276]. Carpenter i wsp. (2001) zaobserwowali obniżoną 

aktywność enzymatyczną NEP w płucach oraz nerkach szczurów szczepu SPRD poddanych 

wpływowi hipoksji [277]. W wymienionym badaniu obniżenie aktywności enzymatycznej NEP 
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oraz zahamowanie ekspresji jej mRNA w obrębie tkanki płucnej obserwowano już w ciągu 24 

godzin od zaistnienia warunków hipoksemicznych.  

 Obniżoną aktywność NEP zaobserwowano również w badaniu przeprowadzonym in 

vitro w linii komórkowej nerwiaka zarodkowego współczulnego NB-7, szczurzych neuronach 

korowych oraz szczurzych astrocytach poddanych wpływowi hipoksji oraz stresu 

oksydacyjnego [278]. Wang i wsp. (2011) zaobserwowane w warunkach hipoksji obniżenie 

aktywności NEP w mysich neuronach korowych powiązali ze zwiększonym stopniem metylacji 

oraz obniżonym stopniem acetylacji białek histonowych w okolicy promotora genu NEP [279].  

W innym badaniu przeprowadzonym w linii komórkowej nerwiaka zarodkowego 

współczulnego SH-SY5Y wykazano jednak, że komórki poddane wpływowi przewlekłej 

hipoksji wykazywały obniżoną aktywność enzymatyczną NEP również przy braku zmian 

ekspresji jej genu [280]. Z kolei Mitra i wsp. (2013) zaobserwowali obniżoną aktywność NEP 

w warunkach hipoksji w linii komórkowej raka prostaty, co powiązano z odziaływaniem 

czynnika indukowanego hipoksją 1 (HIF1α) z trzema elementami odpowiedzi na hipoksję 

ulokowanymi w pobliżu promotora genu NEP [281]. 

Warunki hipoksji, szczególnie w przypadku umiarkowanie ograniczonej dostępności 

tlenu, wiążą się z nadmierną produkcją reaktywnych form tlenu i wolnych rodników,  

a w efekcie do pojawienia się nasilonego stresu oksydacyjnego [282]. Z tego względu można 

domniemywać, że odpowiedź komórkowa na warunki hipoksji może być zbliżona do 

odpowiedzi na inne czynniki wywołujące stres oksydacyjny w odrębnym mechanizmie. Stres 

oksydacyjny uważany jest za jeden z podstawowych mechanizmów toksycznego uszkodzenia 

kardiomiocytów w wyniku podania antracyklin. Zgodnie z tym, istnieją doniesienia  

o zwiększonej aktywności HIF1α w kardiomiocytach myszy oraz szczurów poddanych 

wpływowi DOX [283, 284]. Ponadto, w szczurzym modelu ostrej AIC wykazano, że nasilony 

stres oksydacyjny w obrębie mięśnia sercowego występuje już w ciągu kilkudziesięciu godzin 

od podania leku [269]. Prawdopodobnym wydaje się zatem, że zaobserwowane w niniejszej 

pracy doktorskiej obniżenie aktywności NEP w obrębie mięśnia sercowego w odpowiedzi na 

toksyczne uszkodzenie pod wpływem podania DOX może być powiązane z obserwowaną  

w innych tkankach i komórkach odpowiedzią na stan hipoksji. Pogłębienie zrozumienia tego 

zjawiska wymaga dalszych badań w tym zakresie. 

Ponadto, aktywność enzymatyczna NEP, jako enzymu błonowego, ulegać może 

zmianom związanym z zaburzeniem struktury błony komórkowej kardiomiocytów pod 

wpływem toksycznego działania DOX, związanego z nasilonymi zmianami degeneracyjnymi 

w obrębie tych komórek obserwowanymi w badaniu histopatologicznym [285].  
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Obniżenie tkankowej aktywności NEP w obrębie mięśnia sercowego związane  

z podaniem antracyklin może wiązać się z kardioprotekcyjnym efektem zwiększonej 

biodostępności peptydów natriuretycznych. W niniejszej pracy doktorskiej, w modelu ostrej 

AIC, nie zaobserwowano jednak istotnych zależności między aktywnością enzymatyczną, 

poziomem białka i ekspresją mRNA NEP w LV a stopniem nasilenia zmian obserwowanych  

w badaniu histopatologicznym i echokardiograficznym. Obniżenie tkankowej aktywności 

enzymatycznej NEP w obrębie mięśnia sercowego w ciągu pierwszych kilkunastu godzin od 

podania DOX nie wydaje się mieć zatem istotnego wpływu ochronnego przed ostrym 

toksycznym uszkodzeniem miokardium. 

5.1.5. Stężenie sNEP w surowicy 

W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy oceniono zmiany stężenia sNEP  

w surowicy zwierząt w modelu ostrej postaci AIC. W pracy nie zaobserwowano wpływu 

podania DOX na stężenie sNEP w surowicy szczurów z grupy doświadczalnej (Rycina 18). Nie 

wykryto również istotnych korelacji między stężeniem sNEP a echokardiograficznymi 

wykładnikami kurczliwości LV oraz sumarycznym indeksem histopatologicznego uszkodzenia 

śródsierdzia, uwzględniającego nasilenie zmian degeneracyjnych, stopień zwłóknienia 

śródmiąższowego oraz obecność nacieków komórek jednojądrzastych (Rycina 19.A). 

Natomiast w grupie zwierząt otrzymujących DOX zaobserwowano silną dodatnią korelację 

między stężeniem sNEP w surowicy a stopniem nasilenia zmian degeneracyjnych 

kardiomiocytów w postaci wakuolizacji ich cytoplazmy (Rycina 19.B), które stanowiły główny 

wykładnik histopatologicznego uszkodzenia śródsierdzia obserwowany w tym punkcie 

czasowym. Zaobserwowana korelacja wskazuje na prawdopodobną rolę tej formy enzymu w 

procesach patofizjologicznych związanych z AIC. Krążąca we krwi sNEP posiada aktywność 

enzymatyczną, podobnie jak forma związana z błoną komórkową, prowadząc do ograniczenia 

biodostępności peptydów natriuretycznych [286]. Wymieniona zależność może wynikać zatem 

z zaostrzenia toksycznego wpływu DOX na mięsień sercowy przy obniżonej aktywności NP,  

o uznanym działaniu kardioprotekcyjnym.  

Dane literaturowe dotyczące zmian stężenia sNEP we krwi w ostrej fazie chorób układu 

krążenia i korelacji tego parametru z ciężkością uszkodzenia śródsierdzia pozostają znacznie 

ograniczone. Bernelin i wsp. (2019) nie zaobserwowali różnic w stężeniu sNEP we krwi 

pacjentów we wczesnej fazie zawału mięśnia sercowego z uniesieniem odcinka ST  

w porównaniu do jednego miesiąca po MI [190]. Nie stwierdzono również związku między 

stężeniem sNEP a rozległością MI, nasileniem wykładników stanu zapalnego (stężenie białka 

C-reaktywnego, IL-6, liczba leukocytów we krwi), a także wynikami leczenia w ciągu roku od 
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MI. Z kolei Zelniker i wsp. (2020) wykazali, że wyższe stężenie sNEP we krwi pacjentów po 

pozaszpitalnym nagłym zatrzymaniu krążenia zmierzone przy przyjęciu do szpitala wiązało się 

z wyższym ryzykiem zgonu z jakiejkolwiek przyczyny [192]. 

5.2. Część Ib – model kardiotoksyczności przewlekłej 

W Części Ib niniejszej pracy doktorskiej, celem oceny zjawisk zachodzących w obrębie 

mięśnia sercowego w następstwie długotrwałego narażenia na DOX, zastosowano zwierzęcy 

model przewlekłej postaci AIC. Aby zapewnić porównywalne warunki doświadczalne, w pracy 

wykorzystano jeden z chętnie stosowanych przez innych badaczy schematów indukcji 

przewlekłej AIC poprzez cotygodniowe iniekcje DOX i.p. [287-293]. 

5.2.1. Ogólna charakterystyka zwierząt 

Wykorzystane w niniejszej pracy doktorskiej zwierzęta w modelu przewlekłej postaci 

AIC w grupie doświadczalnej i kontrolnej były do siebie zbliżone w zakresie podstawowych 

parametrów - nie wykazywały różnic pod kątem TL (Rycina 20) oraz BW/TL (Rycina 21)  

w 1 dobie badania. Śmiertelność zwierząt w grupie doświadczalnej, poddanej cotygodniowym 

iniekcjom DOX, wyniosła 36,36% (Tabela 11). Dane literaturowe pochodzące z prac 

wykorzystujących szczurzy model przewlekłej AIC wskazują na szeroki zakres obserwowanej 

śmiertelności zwierząt, która opisywana była na poziomie od około 14% do nawet 45% 

zwierząt [294-300]. 

W badaniu własnym w grupie zwierząt otrzymujących DOX w trakcie trwania badania 

zaobserwowano istotny spadek stosunku BW/TL o 21,33% (Rycina 21). Inni badacze stosujący 

modele przewlekłej AIC opisywali wyraźny spadek BW zwierząt w trakcie trwania 

doświadczenia w zbliżonym zakresie od 19% do ok. 33% [51, 298, 301-303]. Obserwacja ta 

jest powszechnie wiązana z wyniszczeniem zwierząt związanym z postępującą niewydolnością 

serca, niewydolnością wątroby oraz toksycznością jelitową występującymi pod wpływem 

podania DOX. 

W niniejszej pracy doktorskiej w grupie zwierząt otrzymujących DOX zaobserwowano 

także istotnie niższe wartości stosunku HW/TL w porównaniu do grupy kontrolnej (Rycina 22). 

Dane literaturowe pochodzące z badań stosujących zbliżony zwierzęcy model przewlekłej AIC 

są zróżnicowane, natomiast większość z nich potwierdza obserwacje z pracy doktorskiej. 

Miyoshi i wsp. (2022) oraz Sacco i wsp. (2001) zaobserwowali istotny statystycznie spadek 

bezwzględnej wartości HW pod wpływem przewlekłego podania DOX [242, 289]. Z kolei 

Xiang i wsp. (2009) odnotowali stałe wartości stosunku HW/BW, co przy jednocześnie 

opisanym istotnym obniżeniu wartości BW pozwala wnioskować o towarzyszącemu temu 
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spadkowi HW [296]. W nieco odmiennym modelu przewlekłej AIC, w którym zwierzęta 

otrzymywały DOX w niższej dawce w codziennych iniekcjach przez okres 10 dni, a następnie 

podane zostały kilkutygodniowej obserwacji, Medeiros-Lima i wsp. (2019) zaobserwowali 

istotne obniżenie stosunku masy LV do TL już w ciągu tygodnia od ostatniej iniekcji DOX 

[301]. Obserwacje te najczęściej wiązano z ogólnym wyniszczeniem i kacheksją zwierząt 

poddanych wypływowi DOX, u których, podobnie jak w niniejszej pracy doktorskiej, 

obserwowano istotny spadek BW. Obserwowane obniżenie HW związane z podaniem 

antracyklin wiąże się także najprawdopodobniej z postępującą atrofią toksycznie uszkodzonych 

kardiomiocytów [304]. Inni badacze u zwierząt poddanych cotygodniowym iniekcjom DOX 

zaobserwowali jednak wzrost stosunku HW/TL [302, 305], czy wzrost stosunku masy LV do 

masy prawej komory serca [306], a różnice w obserwacjach powiązać można 

najprawdopodobniej z wystąpieniem obrzęku toksycznie uszkodzonych tkanek mięśnia 

sercowego w pracach przeprowadzonych przez tych badaczy.  

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej pozostają spójne z obserwacjami 

płynącymi z badań przeprowadzonych z wykorzystaniem badania rezonansu magnetycznego 

serca u pacjentów poddanych chemioterapii opartej o antracykliny, u których wykazano istotne 

obniżenie masy LV w populacji zarówno dorosłych [307, 308], jak i pediatrycznej [309].  

5.2.2. Parametry echokardiograficzne 

Wykorzystane w niniejszej pracy doktorskiej zwierzęta w modelu przewlekłej AIC nie 

wykazywały różnic w zakresie wymiarów wewnętrznych 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 zwierząt otrzymujących DOX zaobserwowano istotne wyższe 

wartości LVIDs w porównaniu do grupy kontrolnej, przy zachowanej wartości LVIDd (Rycina 

23). Zmiany te przełożyły się na odnotowane w tej grupie istotne obniżenie średnich wartości 

LVFS o 22,77% oraz LVEF o 14,71% (Rycina 24). Obserwacje te pozostają spójne z danymi 

literaturowymi dotyczącymi przewlekłego wpływu podania DOX na echokardiograficzne 

wykładniki funkcji skurczowej LV u szczurów [300, 302, 303, 306]. W niektórych z badań 

wykorzystujących zwierzęcy model przewlekłej AIC obserwowano także istotne zwiększenie 

LVIDd [296, 300], wskazujące na rozwój poantracyklinowej kardiomiopatii rozstrzeniowej.  

Z kolei inni badacze u zwierząt otrzymujących DOX zaobserwowali istotnie niższe wartości 

LVIDd [306], które wiązać można z obniżeniem całkowitej objętości krwi krążącej z powodu 

ich odwodnienia i niedożywienia [310]. Prawdopodobnym jest zatem, że obserwowany w pracy 

własnej brak zmian LVIDd związanych z podaniem DOX wynikać może z jednoczesnego 

wystąpienia obu tych zjawisk.  
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W niniejszej pracy doktorskiej u zwierząt poddanych wpływowi DOX zaobserwowano 

także istotne obniżenie średnich wartości stosunku SV/TL o 21,92% oraz HR o 25,81%,  

w efekcie czego wystąpiło także znaczne obniżenie CO/TL o 42,1% w porównaniu do 1 doby 

badania (Rycina 25). Wyniki te dodatkowo potwierdzają wystąpienie dysfunkcji skurczowej 

toksycznie uszkodzonego miokardium i zgodne są z danymi literaturowymi dotyczącymi 

wpływu podania antracyklin na wymienione parametry u szczurów [51, 296].  

5.2.3. Ocena histopatologiczna 

W Części Ib niniejszej pracy doktorskiej wyniki badania histopatologicznego wykazały 

wystąpienie istotnego uszkodzenia miokardium związanego z przewlekłą ekspozycją na DOX 

(Rycina 26). W pracy obserwowano przede wszystkim wysoki stopień nasilenia zwłóknienia 

śródmiąższowego oraz nacieków komórek jednojądrzastych, przy mniejszym nasileniu zmian 

degeneracyjnych kardiomiocytów (Tabela 12). W przeprowadzonym przez Cove-Smith i wsp. 

(2014) szeroko zakrojonym badaniu dotyczącym histopatologicznej charakterystyki serc 

szczurów poddanych przewlekłemu wpływowi DOX odnotowano stopniowy wzrost nasilenia 

nacieków komórek zapalnych począwszy od 4 tygodnia od pierwszej iniekcji DOX, natomiast 

ogniska zwłóknienia śródsierdzia obserwowano od 2 miesiąca badania [51]. Zgodnie  

z wynikami pracy własnej, dane uzyskane przez innych badaczy wskazują jednak, że 

zwłóknienie śródmiąższowe śródsierdzia związane z podaniem antracyklin zaobserwować 

można wcześniej, już w ciągu trzech bądź czterech tygodni od pierwszego podania leku [302, 

305, 306]. Różnice w czasie wystąpienia wymienionych odchyleń w badaniu 

patomorfologicznym powiązać można z wykorzystaniem w wymienionych badaniach różnych 

schematów podania DOX. 

5.2.4. Ekspresja mRNa, poziom białka i aktywność NEP w LV 

W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy oceniono zmiany dotyczące tkankowej 

ekspresji mRNA, poziomu białka i aktywności NEP w obrębie LV w zwierzęcym modelu 

przewlekłej AIC. W badaniu nie zaobserwowano istotnych zmian w zakresie tkankowej 

ekspresji mRNA (Rycina 27) oraz aktywności enzymatycznej NEP (Rycina 29) w obrębie LV. 

Przewlekła ekspozycja na DOX wiązała się jednak z istotnie obniżonym tkankowym poziomem 

białka NEP w obrębie LV (Rycina 28).  

Tkankowa ekspresja NEP podlega wpływowi szeregu czynników takich jak estrogeny 

[311], androgeny [312], somatostatyna [313], witamina D3 [314], czy opisany wyżej stan 

hipoksji. Dane literaturowe dotyczące zmian ekspresji NEP w obrębie mięśnia sercowego  

w chorobach układu krążenia pozostają ograniczone do dwóch badań. W badaniu 
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przeprowadzonym przez Arrigo i wsp. (2018) w materiale pobranym od pacjentów  

z idiopatyczną kardiomiopatią rozstrzeniową i HFrEF wykazano 1,5-krotne zwiększenie 

ekspresji mRNA NEP w obrębie LV. Z kolei Pavo i wsp. (2020) dokonali oceny zmian ekspresji 

i aktywności NEP w zwierzęcym modelu pozawałowej HF [183]. W badaniu zastosowano 

model HFrEF, uzyskany dzięki indukcji rozległego zawału LV u świń, i oceniono różnice  

w ekspresji mRNA, poziomu białka oraz aktywności enzymatycznej NEP w szerokim zakresie 

tkanek, w tym mięśniu sercowym, korze czołowej, nerkach i dwunastnicy. Autorzy 

zaobserwowali ogólnoustrojowe obniżenie ekspresji mRNA, poziomu białka i aktywności NEP 

w warunkach pozawałowej HF, szczególnie zaznaczone w obrębie kory czołowej, dwunastnicy 

oraz nerki. W obrębie LV zaobserwowano natomiast obniżenie aktywności enzymatycznej  

i poziomu białka NEP przy braku znaczących różnic w zakresie ekspresji mRNA enzymu, co 

zgodne jest z obserwacjami uzyskanymi w niniejszej pracy doktorskiej. Co istotne, opisane 

wyżej badania dotyczyły HF o innej etiologii, co może być przyczyną uzyskania w nich 

rozbieżnych obserwacji. 

W świetle wielu poznanych czynników oddziałujących na tkankową ekspresję, poziom 

i aktywność enzymatyczną NEP, zaobserwowane przez Pavo i wsp. (2020) ogólnoustrojowe 

zmniejszenie aktywności i ekspresji NEP w pozawałowej HF, w zestawieniu z wynikami pracy 

własnej, świadczą o możliwym istnieniu potencjalnie kardioprotekcyjnego zjawiska mającego 

na celu zwiększenie dostępności peptydów natriuretycznych w kontekście rozwijającej się HF. 

HF w swojej istocie prowadzi do dysproporcji między zapotrzebowaniem tkanek na tlen a jego 

podażą z krwią, związanej z obniżoną pojemnością minutową serca [315]. Możliwe jest zatem, 

że rozwijająca się na tym tle tkankowa hipoksja i wynikający z niej stres oksydacyjny prowadzi 

do ogólnoustrojowego zahamowania ekspresji NEP w warunkach HF, w tym w obrębie LV.  

W niniejszej pracy doktorskiej, w modelu przewlekłej AIC, nie zaobserwowano jednak 

istotnych zależności między aktywnością enzymatyczną, poziomem białka i ekspresją mRNA 

NEP w LV a stopniem nasilenia zmian obserwowanych w badaniu histopatologicznym  

i echokardiograficznym. Obniżenie tkankowego poziomu NEP w obrębie mięśnia sercowego 

związanego z przewlekłą ekspozycją na DOX nie wydaje się mieć zatem istotnego wpływu 

ochronnego przed uszkodzeniem miokardium. 

5.2.5. Stężenie sNEP w surowicy  

W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy oceniono zmiany stężenia sNEP  

w surowicy zwierząt w modelu przewlekłej postaci AIC. W badaniu nie zaobserwowano różnic 

w stężeniu sNEP w surowicy zwierząt doświadczalnych pomiędzy grupami (Rycina 30). Nie 

zaobserwowano również korelacji między stężeniem sNEP a histopatologicznym stopniem 
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uszkodzenia mięśnia sercowego, ani żadnej z ocenianych składowych. W kontekście 

obserwacji dokonanych w Części Ia badania, w modelu ostrej AIC, stężenie sNEP w surowicy 

wydaje się korelować jedynie ze stopniem nasilenia zmian degeneracyjnych kardiomiocytów 

w początkowych etapach rozwoju AIC. Wraz z upływem czasu, gdy zmiany te tracą na 

znaczeniu w porównaniu do pozostałych wykładników uszkodzenia miokardium, korelacja ta 

prawdopodobnie zanika. 

W badaniu własnym w grupie zwierząt otrzymujących DOX wykazano natomiast 

obecność silnej ujemnej korelacji między stężeniem sNEP we krwi a wartościami stosunku 

SV/TL (Rycina 32) oraz CO/TL (Rycina 32). Istotnych korelacji nie zaobserwowano jednak 

między stężeniem sNEP w surowicy a wartościami LVEF i LVFS (Rycina 31). Wyniki te 

wydają się spójne z tymi uzyskanymi przez innych badaczy w badaniach przeprowadzonych na 

kohortach pacjentów z HFrEF. Bayes-Genis i wsp. (2015) wykazali, że wyższe stężenie sNEP 

we krwi chorych z HFrEF stanowiło czynnik ryzyka hospitalizacji oraz śmierci z przyczyn 

sercowo-naczyniowych, jednocześnie bez istotnych korelacji ze stopniem obniżenia LVEF 

[187]. Podobnie, Nunez i wsp. (2017) w grupie pacjentów z HFrEF opisali podwyższone 

stężenie sNEP we krwi jako czynnik ryzyka hospitalizacji z jakiejkolwiek przyczyny, przy 

braku korelacji między stężeniem sNEP a ciężkością dysfunkcji skurczowej LV [188]. 

Zaobserwowana w niniejszej pracy doktorskiej korelacja stężenia sNEP w surowicy  

z niektórymi parametrami echokardiograficznymi wskazuje na prawdopodobną rolę tej formy 

enzymu w procesach patofizjologicznych związanych z AIC. Wymieniona zależność może 

wynikać zatem z zaostrzenia dysfunkcji mięśnia sercowego związanej z przewlekłą ekspozycją 

na DOX obniżonej aktywności peptydów natriuretycznych, o uznanym działaniu 

kardioprotekcyjnym. 

5.3. Część II 

W niniejszej pracy doktorskiej oceniono efekty zastosowania sakubitrylu/walsartanu  

w niskiej dawce (20 mg/kg BW) na nasilenie echokardiograficznych, elektrokardiograficznych, 

histopatologicznych i biochemicznych wykładników uszkodzenia mięśnia sercowego u szczura 

w modelu przewlekłej AIC. Indukcję przewlekłej AIC wykonano zgodnie ze schematem 

zastosowanym w Części Ib niniejszej pracy. Celem ograniczenia przedwczesnej śmiertelności 

zwierząt w Części II zdecydowano o redukcji dawki DOX o 20% do 4 mg/kg BW/tydzień. 

5.3.1. Ogólna charakterystyka zwierząt 

Wykorzystane w Części II niniejszej pracy doktorskiej zwierzęta nie różniły się 

pomiędzy grupami w zakresie podstawowych parametrów takich jak TL (Rycina 34) oraz 
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BW/TL (Rycina 35) w 1 dobie badania. W trakcie trwania badania nie zaobserwowano wpływu 

podania sakubitrylu/walsartanu na przeżycie zwierząt - śmiertelność wyniosła 12,5% zarówno 

w grupie doświadczalnej jak i kontrolnej (Tabela 13). Ponadto, podanie sakubitrylu/walsartanu 

w niskiej dawce nie zapobiegło utracie masy ciała związanej z ekspozycją na DOX (Rycina 

35). Brak efektu nie jest jednak prawdopodobnie związany z zastosowaniem w niniejszej pracy 

niższej dawki leku, ponieważ 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 własnej nie zaobserwowano również różnic w zakresie HW/TL pomiędzy 

grupami (Rycina 36). Podobnie, Kim i wsp. (2022) nie zaobserwowali różnic w zakresie 

stosunku HW do BW między zwierzętami otrzymującymi i nie otrzymującymi 

sakubitryl/walsartan [316]. Z kolei Miyoshi i wsp. (2022) odnotowali, że bezwzględna wartość 

HW oraz stosunek HW/BW w grupie otrzymującej sakubitryl/walsartan były niższe niż  

w grupie zwierząt otrzymujących jedynie DOX [242].  

5.3.2. Parametry echokardiograficzne 

W Części II niniejszej pracy doktorskiej nie zaobserwowano zmian w zakresie 

wymiarów wewnętrznych LV w trakcie trwania badania w żadnej z grup zwierząt (Rycina 37). 

Jest to wynik odmienny od uzyskanego w Części Ib, najprawdopodobniej związany z redukcją 

dawki DOX zastosowanej w tej części badania. W grupie kontrolnej zaobserwowano istotny 

statystycznie spadek wartości zarówno LVFS jak i LVEF (Rycina 38) oraz SV/TL i CO/TL 

(Rycina 39). Dożołądkowe podanie sakubitrylu/walsartanu w niskiej dawce w grupie 

doświadczalnej zapobiegło obniżeniu średnich wartości wymienionych parametrów 

echokardiograficznych, z wyjątkiem CO/TL (Rycina 38; Rycina 39). Jednakże, przy 

zachowanej wartości SV/TL, obserwowane w tej grupie obniżenie pojemności minutowej serca 

wynikało przede wszystkim z istotnie niższego rytmu serca obserwowanego u tych zwierząt  

w ostatniej dobie badania (Rycina 39). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy są spójne  

z obserwacjami płynącymi z badań przeprowadzonych na zwierzęcych modelach AIC, 

wskazujących na ochronny wpływ zastosowania sakubitrylu/walsartanu w wysokiej dawce 

przed wystąpieniem objawów skurczowej dysfunkcji LV w badaniu echokardiograficznym [95, 

241, 250].  

5.3.3. Parametry elektrokardiograficzne 

Zmiany obserwowane w badaniu elektrokardiograficznym u szczurów poddanych 

wpływowi DOX typowo obejmują wydłużenie odstępu QT oraz poszerzenie zespołu QRS 
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[317]. W niniejszej pracy doktorskiej, pomimo tendencji w tym kierunku, nie zaobserwowano 

istotnego statystycznie wydłużenia skorygowanego czasu trwania odstępu QT oraz poszerzenia 

zespołu QRS w żadnej z grup zwierząt otrzymujących DOX (Tabela 14). W przeglądzie 

literatury dostępne są dwa badania dotyczące wpływu zastosowania sakubitrylu/walsartanu na 

zmiany w badaniu elektrokardiograficznym obserwowane w zwierzęcych modelach AIC [243, 

251]. Dindas i wsp. (2021) w mysim modelu wykazali, że obserwowane wśród zwierząt 

otrzymujących DOX zmiany w EKG – wydłużenie odstępu QT, wydłużenie odstępu PQ oraz 

poszerzenie zespołu QRS – nie występowały u zwierząt otrzymujących jednocześnie 

sakubitryl/walsartan [243]. Podobnie, Yu i wsp. (2021), w króliczym modelu AIC, 

zaobserwowali brak wydłużenia odstępu QT i poszerzenia zespołu QRS u zwierząt 

otrzymujących sakubitryl/walsartan [251]. 

5.3.4. Ocena histopatologiczna 

W niniejszej pracy doktorskiej dożołądkowe podanie sakubitrylu/walsartanu związane 

było z istotne statystycznie niższymi wartościami histopatologicznego indeksu uszkodzenia 

miokardium w porównaniu do zwierząt z grupy kontrolnej (Rycina 40). Efekt ten wyrażony był 

przede wszystkim poprzez znaczne ograniczenie stopnia zwłóknienia śródmiąższowego 

miokardium oraz nacieków komórek jednojądrzastych (Tabela 15). Wyniki badań 

przeprowadzonych na zwierzęcych modelach AIC spójnie wskazują na ochronny wpływ 

zastosowania farmakoterapii z zastosowaniem sakubitrylu/walsartanu w standardowej dawce 

przed wystąpieniem histopatologicznych wykładników przewlekłego uszkodzenia śródsierdzia 

takich jak zmiany degeneracyjne kardiomiocytów czy zwłóknienie śródmiąższowe [95, 239, 

241, 242, 250, 318]. Ponadto, w badaniach doświadczalnych na modelach zwierzęcych 

wykazano działanie ochronne tego połączenia lekowego przed rozwojem reakcji zapalnej  

w obrębie miokardium, w formie obniżenia tkankowego poziomu cytokin prozapalnych takich 

jak TNF-α, IL-1 czy IL-6 [95, 243] oraz ograniczenia występowania nacieków komórek 

jednojądrzastych stwierdzanych w badaniu histopatologicznym [241].  

5.3.5. Biochemiczne parametry z surowicy 

W niniejszej pracy doktorskiej dożołądkowe podanie sakubitrylu/walsartanu związane 

było z istotne niższymi wartościami stężenia cTnI w surowicy zwierząt doświadczalnych  

w porównaniu do grupy kontrolnej (Rycina 41.A). Obserwacje innych badaczy potwierdzają 

występowanie istotnie niższych wartości stężenia troponin sercowych u zwierząt  

w przewlekłym modelu AIC przy jednoczesnym zastosowaniu farmakoterapii 

sakubitrylem/walsartanem. Kim i wsp. (2022) zaobserwowali niższe wartości stężenia cTnI  
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w surowicy zwierząt doświadczalnych otrzymujących sakubitryl/walsartan w standardowej 

dawce w modelu przewlekłej AIC [316]. Podobnie, Miyoshi i wsp. (2022) odnotowali niższe 

wartości stężenia cTnT w surowicy zwierząt doświadczalnych otrzymujących 

sakubitryl/walsartan w standardowej dawce [242].  

W pracy własnej pomiędzy grupami nie zaobserwowano natomiast różnic w zakresie 

stężenia NT-proBNP w surowicy (Rycina 41.B). Inni badacze wykazali występowanie istotnie 

niższych wartości stężenia NT-proBNP we krwi u zwierząt w przewlekłym modelu AIC przy 

jednoczesnym zastosowaniu farmakoterapii sakubitrylem/walsartanem w standardowej dawce 

[243, 250, 251, 316], czego nie zaobserwowano w pracy własnej. W opublikowanej w ostatnim 

roku metaanalizie uwzględniającej dane pochodzące z 61 badań przeprowadzonych wśród 

pacjentów przyjmujących chemioterapię opartą na antracyklinach wykazano jednak, że 

podwyższone stężenie troponin sercowych, a nie BNP czy NT-proBNP, wykazuje korelację  

z ryzykiem późniejszego wystąpienia CTRCD i jest aktualnie uznawane za podstawowy 

biomarker ryzyka AIC [106]. 

5.3.6. Obserwacje z badania pilotażowego 

W ramach badania pilotażowego uwzględnionego w Części II doświadczenia dokonano 

wstępnej oceny potencjalnych efektów zastosowania sakubitrylu w monoterapii na stopień 

nasilenia zmian w badaniu echokardiograficznym i w zwierzęcym modelu przewlekłej AIC. 

Zgodnie z przeglądem literatury, jest to pierwszy dostępny opis zastosowania NEPI  

w pierwotnej prewencji AIC. W związku z ograniczoną liczbą uwzględnionych osobników, nie 

podejmowano jednak analizy statystycznej uzyskanych w tej grupie wyników.  

 Wartości stosunku BW/TL u zwierząt z tej grupy w 1 oraz ostatniej dobie badania 

pozostawały zbliżone (Tabela 16). Ponadto obserwowane wartości stosunku HW/TL u zwierząt 

były zbliżone do tych obserwowanych u osobników z grupy kontrolnej Części Ib, nie 

otrzymujących DOX. Uzyskane w tej grupie wyniki wskazują także na zbliżone wartości 

LVEF, LVFS, oraz SV/TL uzyskanych w 1 oraz ostatniej dobie doświadczenia u zwierząt 

otrzymujących sakubitryl w monoterapii. Ponadto, w badaniu histopatologicznym fragmentów 

LV zaobserwowano wyraźnie niskie nasilenie wykładników toksycznego uszkodzenia 

śródsierdzia. 

 Obserwowane w niniejszej pracy efekty podania sakubitrylu w monoterapii wzbudzają 

zainteresowanie potencjalną rolą NEPI w pierwotnej prewencji AIC. Szczególnie interesujące 

wydają się obserwowane efekty monoterapii sakubitrylem na BW/TL i HW/TL, których nie 

obserwowano w przypadku zastosowania połączenia lekowego ARNI w grupie doświadczalnej 

w Części II. Próby zastosowania NEPI w HF czy innych patologiach układu krążenia 
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zahamowane zostały zniechęcającymi wynikami opisanych we wstępie niniejszej pracy 

doktorskiej badań klinicznych [210, 211]. Jednakże aktualnie inny lek z grupy NEPI – 

racekadotril – znajduje zastosowanie wśród pacjentów leczonych onkologicznie w ramach 

terapii biegunki związanej z chemioterapią [319, 320]. W świetle dokonanych w niniejszej 

pracy doktorskiej obserwacji zasadnym wydaje się zatem podjęcie dalszych badań dotyczących 

efektywności NEPI w pierwotnej prewencji AIC. 
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6. WNIOSKI 

Część Ia: 

1. Jednokrotne podanie DOX wywiera hamujące działanie na aktywność enzymatyczną 

NEP w obrębie LV w ciągu 24 godzin od iniekcji leku u szczura. 

2. Obniżenie aktywności enzymatycznej NEP w obrębie LV związane z podaniem DOX 

nie wydaje się wpływać na stopień nasilenia zmian w badaniu echokardiograficznym  

i histopatologicznym spowodowanych toksycznym uszkodzeniem mięśnia sercowego  

u szczura w modelu ostrej AIC. 

3. Wydaje się, że krążąca we krwi sNEP uczestniczy w procesach patofizjologicznych 

związanych z rozwojem kardiotoksyczności wkrótce po podaniu DOX, w związku  

z obserwowaną w pracy silną dodatnią korelacją między stężeniem sNEP w surowicy  

a nasileniem zmian degeneracyjnych kardiomiocytów w badaniu histopatologicznym. 

4. W związku z brakiem zmian w zakresie średnich wartości stężenia sNEP w surowicy 

zwierząt otrzymujących DOX w porównaniu do grupy kontrolnej, sNEP nie stanowi 

prawdopodobnie użytecznego biomarkera w ostrej postaci AIC. 

Część Ib: 

1. Przewlekła ekspozycja na DOX wykazuje hamujący wpływ na poziom białka NEP  

w obrębie LV u szczura. 

2. Obniżenie poziomu białka NEP w obrębie LV związane z przewlekłą ekspozycją DOX 

nie wydaje się wpływać na stopień nasilenia zmian w badaniu echokardiograficznym  

i histopatologicznym spowodowanych toksycznym uszkodzeniem mięśnia sercowego  

u szczura w modelu przewlekłej AIC. 

3. Wydaje się, że krążąca we krwi sNEP uczestniczy w procesach patofizjologicznych 

związanych z rozwojem kardiotoksyczności wkrótce po podaniu DOX, w związku  

z obserwowaną w pracy silną ujemną korelacją między stężeniem sNEP w surowicy  

a wartościami SV/TL oraz CO/TL u szczura. 

4. W związku z brakiem zmian w zakresie średnich wartości stężenia sNEP w surowicy 

zwierząt otrzymujących DOX w porównaniu do grupy kontrolnej, sNEP nie stanowi 

prawdopodobnie użytecznego biomarkera w przewlekłej postaci AIC. 
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Część II: 

1. Sakubitryl/walsartan w dawce 20 mg/kg BW/d wydaje się mieć ochronne działanie przed 

wystąpieniem uszkodzenia mięśnia sercowego w szczurzym modelu przewlekłej AIC,  

w związku z obserwowanym w niniejszej pracy ograniczeniem zmian w badaniu 

echokardiograficznym, histopatologicznym oraz niższym stężeniem cTnI w grupie zwierząt 

otrzymujących lek. 

 

PODSUMOWANIE 

W pracy doktorskiej wykazano, że neprylizyna odgrywa rolę w rozwoju zwierzęcego 

modelu kardiotoksyczności antracyklin. ARNI w niskiej może mieć uzasadnienie  

w pierwotnej profilaktyce AIC u pacjentów onkologicznych przy braku tolerancji wysokich 

dawek leku. W związku z zachęcającymi wynikami badania pilotażowego przeprowadzonego 

w ramach niniejszej pracy, ocena roli monoterapii NEPI w pierwotnej prewencji AIC wymaga 

dalszych badań w tym zakresie 
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7. OGRANICZENIA PRACY 

Niniejsza praca doktorska charakteryzuje się kilkoma ograniczeniami. W związku  

z ograniczeniami technicznymi związanymi z wykorzystaniem szczurzego modelu, celem 

indukcji kardiotoksyczności antracyklin zastosowano podanie doksorubicyny drogą 

dootrzewnową, która odbiega od tej stosowanej w praktyce klinicznej. Jest to jednak droga 

podania powszechnie wykorzystywana przez innych badaczy w zwierzęcych modelach AIC, 

zapewniająca wystarczającą biodostępność leku w obrębie tkanek mięśnia sercowego celem 

wywołania kardiotoksyczności. 

Ponadto, zastosowany w niniejszej pracy doktorskiej sposób pomiaru LVEF, związany 

z ograniczeniami technicznymi badania echokardiograficznego u szczura, charakteryzuje się 

wysokim stopniem niedokładności. Celem dokładnego scharakteryzowania funkcji skurczowej 

LV w niniejszej pracy oceniono jednak szereg dodatkowych parametrów 

echokardiograficznych, które wykazywały tendencje spójne do tych obserwowanych  

w przypadku LVEF. Kolejne ograniczenie dotyczące tego parametru dotyczy braku definicji 

umożliwiających jednoznaczne rozpoznanie wystąpienia dysfunkcji skurczowej LV u zwierząt 

laboratoryjnych. Uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej obniżenie średnich wartości LVEF 

pod wpływem podania DOX były jednak spójne ze znaczną większością obserwacji  

z prac przeprowadzonych przez innych badaczy w szczurzych modelach AIC. 

W niniejszej pracy doktorskiej, pomimo licznych prób i kontaktu z producentem 

stosowanego zestawu, nie udało się uzyskać pomiaru aktywności enzymatycznej sNEP  

w surowicy. Ograniczenie to związane jest przede wszystkim z brakiem walidacji w tym 

zastosowaniu dostępnych komercyjnie zestawów służących ocenie aktywności neprylizyny.  

W badaniu dysponowano jednak pomiarem stężenia sNEP w surowicy. 
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