Ochranny ucinok berberinu na akiatnu kardiomyopatiu spojenu s lieCbou

doxorubicinom

Doxorubicin (DOX) je silné a Sirokospektralne antracyklinové chemoterapeutické ¢inidlo, ale
kardiotoxické vedl'ajSie ucinky zavislé od davky obmedzuju jeho klinicktl aplikaciu. Tato
toxicita je uUzko spojend s tvorbou radikdlov reaktivnych foriem kyslika (ROS) pocas
metabolizmu DOX. Tato $tudia skamala G¢inky berberinu (Ber) na akttne poskodenie srdca
vyvolané DOX na modeli potkanov a analyzovala jeho mechanizmus v kardiomyocytoch in
vitro . Hladiny sérovej kreatinkinazy (CK), izoenzymu kreatinkinazy (CK-MB) a
malondialdehydu (MDA) boli vyznamne zvysené v skupine DOX v porovnani s kontrolnou
skupinou. Toto zvySenie bolo sprevadzané srdcovym histopatologickym poSkodenim a
poklesom kardiomyocytovej superoxiddismutazy (SOD) a katalazy (CAT). Hladiny CK, CK-
MB a MDA sa znizili a hladiny SOD a CAT sa zvysili v skupine lie¢enej Berom v porovnani
so skupinou DOX. Ber zlepsil DOX-indukovany narast koncentracie cytosolického vapnika
([Ca2 *]i), zmiernil mitochondridlne pretazenie Ca2 *a obnovil DOX-indukovani stratu
mitochondridlneho membranového potencialu in vitro . Tieto vysledky preukazali, ze Ber
vykazoval ochranné¢ ucinky proti DOX-indukovanému poskodeniu srdcového tkaniva
volnymi radikalmi, potencialne prostrednictvom inhibicie intracelularneho zvySenia Ca2 * a
zoslabenia mitochondridlnej dysfunkcie.

UvOD

Doxorubicin (DOX) je G€inné chemoterapeutické ¢inidlo, ktoré sa Siroko pouZziva na lieCbu
mnohych typov novotvarov. AvSak zavazné kardiotoxické vedlajSie UCinky, ktoré moézu
spoOsobit’ arytmiu a srdcové zlyhanie, obmedzuju jeho klinickd aplikaciu. Na kardiotoxicite
DOX sa podiela viacero mechanizmov, vratane peroxidacie lipidov a zniZenych hladin
glutatiénu, pretazenia vapnikom a mitochondridlnej dysfunkcie prostrednictvom zvySenia
mitochondridlneho vapnika a tvorby reaktivnych foriem kyslika (ROS). ZvySeny oxidacny
stres a deficit antioxidantov zohrdvaju kluCovii ulohu pri kardiotoxicite vyvolanej
DOX. Predchadzajuce udaje naznacuju, ze dysreguldcia manipuldcie s vapnikom a funkcie
mitochondrii  prispievaju  k DOX-indukovanej Kkardiotoxicite. Na eliminaciu jeho
kardiotoxicity je mozné kombinovat’ viacero kardioprotektivnych liekov alebo sa oCakava, ze
zniZenie davok na prijatelnti uroven zvys$i jeho Uc¢innost. VacSina tychto pokusov mala
priaznivé UcCinky, ale hladanie UCinnejSich stratégii proti komplikacidm vyvolanym DOX
dosiahlo maly uspech. Preto sa pacientom s neoplastickymi ochoreniami subezne s DOX
podavaju d’alSie adjuvantné lieky, aby sa znizila kardiotoxicita vyvolana DOX alebo aby sa
zvysili jej terapeutické ucinky.

Berberin (Ber) je izochinolinovy alkaloid, ktory bol povodne extrahovany z tradi¢nej ¢inske;j
rastliny Coptis chinensis (Huang Lian) a je osved¢enou lie¢bou hnacky v tradi¢nej Cinskej
medicine. Ber vykazuje Siroku Skalu farmakologickych aktivit, vratane: Antioxida¢nych
vlastnosti na zmiernenie tvorby reaktivnych foriem kyslika (ROS) v r6znych
tkanivach; antidiabetikum; antihyperlipidemikum; protizapalové; protinadorové; a

kardioprotektivne tcinky. Predpokladali sme, Ze antioxida¢né a kardioprotektivne u¢inky Ber
modzu vykazovat’ ochranné uc¢inky proti kardiomyopatii vyvolanej DOX. Tato experimentalna
Stadia sktimala mozné ochranné ucinky Ber proti akutnej DOX-indukovanej kardiotoxicite
indukovanej v modeli potkanov. Uginok Ber na zmeny v zndamych indikatoroch kardiotoxicity



a oxidacného stresu vratane aktivity sérovej kreatinkinazy (CK), aktivity izoenzymu
kreatinkindzy (CK-MB) a sérovej a myokardidlnej superoxiddismutizy (SOD),
malondialdehydu (MDA) a katalazy (CAT) obsah sa skumal. Tato Stidia mdze podporit
uzito¢nost’ Ber ako bezpecného, klinicky schvaleného lieku pri liecbe rakoviny.

Material a metody

Drogy a chemikdlie

DOX poskytol Lingnan Pharmaceutical, Ltd. (Guangzhou, Cina). Ber poskytla spoloénost
Acros Organics (Geel, Belgicko). Fluo3-AM bol zaktpeny od Sigma-Aldrich; Merck KGaA
(Darmstadt, Nemecko). Testovacie stipravy MDA, CAT a SOD boli zakupené od Nanjing
Jiancheng Bioengineering Institute (Nanjing, Cina). Testovacie supravy CK a CK-MB boli
zaktpené od spolo¢nosti Sysmex Corporation (Kobe, Japonsko). Rodamin (Rh-123) a Rhod-
2-acetoxymetyl (rhod-2-AM) boli zaktipené od Molecular Probes; Thermo Fisher Scientific,
Inc., (Waltham, MA, USA). Pracovné roztoky Harris Haematoxylin a eozin boli zakipené od
Baso Diagnostics Inc. Zhuhai (New Taipei City, Taiwan).

Zvieratd a lieCba

Vsetky experimenty boli uskutoc¢nené v stlade s Priru¢kou pre starostlivost’ a pouZivanie
laboratornych zvierat a boli preskimané a schvalené Etickou komisiou pre pouzivanie
experimentalnych zvierat na Hebei Medical University (Shijiazhuang, Cina). Potkany
Sprague-Dawley (SD) s hmotnost'ou 200-250 g boli ziskané z lekarskeho laboratoria Hebei
Medical University. Zvierata sa aklimatizovali na laboratorne prostredie pocas 1 tyzdna v
Standardnych experimentalnych podmienkach (12 hodin svetlo: 12 hodin tma) a umoZnili im
pristup k potrave a vode ad libitum . Pokusy na zvieratich sa uskutociiovali v sulade s
usmerneniami National Institute of Health pre experimentalne pouZitie zvierat . Potkany boli
nahodne rozdelené do nasledujucich piatich skupin po 10 zvierat: skupina oSetrend vodou
(kontrolnd) skupina, skupina osetrena DOX a oSetrenie DOX plus Ber v davkach 5, 10 a 20
mg/kg. Kontrolna skupina a skupina DOX dostavali destilovanti vodu peroralne poc¢as 10 po
sebe nasledujucich dni. Ber sa podaval vo vysSie uvedenych davkach perordlne raz denne
pocas 10 po sebe nasledujucich dni. Objem davky bol 1 ml/100 g telesnej hmotnosti. VSetkym
potkanom bola intraperitonealne podana jedna davka DOX 20 mg/kg v denn 8, s vynimkou
kontrolnej skupiny. Zvolena davka bola zalozena na nasej predchadzajice;j Stadii.

Odber vzoriek a biochemické testy

Vsetky potkany boli anestetizované 48 hodin po injekcii DOX a vzorky krvi boli odobraté
pred usmrtenim. Sérum bolo oddelené pre testy CK a CK-MB. Srdce sa rychlo izolovalo,
vysuSilo sa na filtracnom papieri a odvazilo sa. Srdce sa rozrezalo a pripravilo na
histopatologické vySetrenie a jedna Cast’ sa pripravila ako 10 % homogenaty v l'adovo
chladnom fyziologickom roztoku na stanovenie MDA, aktivity CAT a obsahu SOD. Celkovy
obsah proteinu sa detegoval pomocou stUpravy na stanovenie proteinu kyseliny
bicinchoninovej (Pierce, Thermo Fisher Scientific Inc.) a aktivity MDA, CAT a SOD v
srdcovom tkanive sa vyjadrili ako jednotky/mg proteinu.

Histopatologické vySetrenia

Na analyzu histopatologickych zmien srdcového tkaniva sa jedna Cast’ srdca fixovala v 10 %
pufrovanom formaline, zaliala sa do parafinu a dehydratovala sa vo vzostupnej sérii etanolu
(70, 80, 96 a 100 %). Vzorky tkaniva boli zaliate do parafinu a narezané na platky s hrabkou 5
um. Rezy boli zafarbené pri teplote miestnosti pracovnym roztokom hematoxylinu a 1%



eozinom (H&E) pocas 2 minit na histologickii analyzu pod svetelnym mikroskopom
(zvacsenie, x 200, Olympus BX-50; Olympus Corporation, Tokio, Japonsko).

Vieobecné pozorovanie toxicity

Na stanovenie umrtnosti v kazdej skupine sa pouzilo celkom 10 zvierat. Humanne koncové
body boli strata hmotnosti nad 15 % pdvodnej hmotnosti alebo zviera v stave
vycerpania. VSeobecné podmienky, imrtnost’ a telesna hmotnost’ zvierat sa sledovali denne az
do konca experimentu. Akumulacia tekutiny v brusnej dutine bola hodnotena na konci
experimentu po otvoreni brucha a hodnotena na stupnici od 0 do 3+ kde: O,
ziadne; 1+ mierne; 2 ¥, mierny; a 3+ ' tazké.

Akutna izolacia srdcovych myocytov

Jednotlivé srdcové myocyty boli enzymaticky izolované zo stdc dospelych samcov potkanov,
ako uz bolo opisané. Stru¢ne povedané, SD potkany (200 - 250 g) boli anestetizované
pomocou pentobarbitalu sodného (50 mg / kg, intraperitonealne). Srdcia boli rychlo vyrezané,
pripevnené cez aortu a perfundované na modifikovanom Langendorffovom pristroji roztokom
Tyrode bez vapnika pri 37 °C, po ¢om nasledovala 0,6 % kolagenéza II v roztoku Tyrode bez
Ca2 na stravenie srdca. Izolované komorové myocyty sa udrziavali v Krebsovom
roztoku. Vsetky experimenty sa uskuto¢nili do 6 hodin po izolacii komorovych myocytov.

Meranie koncentrdcie vapnika v cytosdle [Ca ** |

Izolované myocyty sa pripravili ako je uvedené vysSie a naplnili sa 20 umol/l membranovo
permeabilnym pracovnym roztokom Fluo3-AM obsahujticim 0,03 % pluronic F-127 pri 37 °C
pocas 60 minut. Bunky boli superfuzované s ¢erstvym Tyrodovym roztokom trikrat pri 25 °C,
aby sa umoznila deesterifikdcia Fluo3-AM. Bunky boli umiestnené v komore na stoliku
inverzného mikroskopu. Boli pouZzit¢ iba bunky s ty€inkovym tvarom a viditeI'nymi
pruhmi. Fluo3-AM fluorescencia v bunkach bola excitovana pri 488 nm a fluorescencna
emisia bola zaznamenand pri 530 nm pomocou fotondsobic¢a. Fluorescencny signal sa
detegoval pomocou konfokalneho laserového skenovacieho systému (Leica TCS-SP Il; Leica
Microsystems GmbH, Nemecko). Meranie vapnika je vyjadrené ako relativna intenzita
fluorescencie ((FI-Flo)/Flo , %; Flo : kontrola; FI: podanie lie¢iv). Bunky boli perfundované
normalnym roztokom Tyrode po€as 2 minut a perfundované roztokom Tyrode obsahujucim
Ber pocas 15 minut. Z kazdej bunky sa naskenovalo celkom 50-100 obrazkov a udaje sa
analyzovali konfokalnym laserovym mikroskopickym systémom (Leica TCS SP2, Mannheim,
Nemecko).

Mitochondpridlna koncentrdacia Ca2 * a meranie membrdanového potencidalu

Mitochondridlny membranovy potencial (A¥m)bol vizualizovany v kardiomyocytoch
zafarbenych fluorescenénou sondou Rh-123. Myocyty sa inkubovali s 0,5 uM Rh-123 pocas
10 minut pri 37 °C. Fluorescencia Rh-123 bola detegovana pri emisnej vinovej dizke 490 nm
a zelenda emisnd fluorescencia bola excitovanda pri 530 nm, aby sa
analyzovala awm . Mitochondrialna koncentracia Ca2 *[(Ca2 ") m] sa merala pomocou
farbiva rhod-2-AM snimajtceho Ca2 * v nalozenych bunkach. Myocyty boli vystavené 10 uM
rhod-2 acetoxymetylesteru pocas 120 minut pri 4 °C a prenesené na 37 °C na dalsich 30
minut v roztoku Tyrode. Fluorescencia Rhod-2 bola excitovana prostrednictvom excitacie pri
540 nm a na analyzu [Ca2 + ] m sa pouzil 570 nm pasmovy bariérovy filter . Fluorescencny
signal bol detegovany pomocou konfokalneho laserového skenovacieho systému uvedeného
vyssie. Oblasti palickovych kardiomyocytov boli nacrtnuté/zvyraznené, aby predstavovali
zmeny intenzity fluorescencie v priebehu cCasu, a intenzita vybranej oblasti obrazu sa



analyzovala pomocou konfokalneho laserového mikroskopického systému. Intenzita
fluorescencie sa normalizovala na pociatocnu hodnotu (Fo)zaznamenani v normdlnom
roztoku Tyrode v kazdom experimente a pomer hustoty predstavoval relativnu fluorescenciu:
(FI-Flo ) /FI0x100 , kde FIO predstavuje kontrolu a FI predstavuje skupiny lieCené
liekom. Potkanie kardiomyocyty boli oSetrené 0,1 alebo 1 uM Ber pocas 20 minut a vystavené
1 uM DOX pocas 15 minat, ¢o je minimalny cas potrebny na ucinné zmeny v
[Ca2 *]ma A¥m.

Statistickd analyza

Vsetky udaje su prezentované ako priemer + $tandardna odchylka. Statistické testy boli
vykonané pomocou Microsoft Excel 2010 (Cislo verzie, 14.0.4760.1000; Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) a SPSS pre Windows (verzia 11.0; SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Po jednosmernej analyze rozptylu sa kvantitativne udaje analyzovali s post hoc
kontrastmi pomocou Fisherovho testu najmenej vyznamného rozdielu. Na analyzu rozdielu v
skore zavaznosti poranenia srdca medzi roznymi lieCebnymi skupinami sa pouzil test chi-
kvadrat. P<0,05 sa povazovalo za Statisticky vyznamny rozdiel.

Vysledky

Utinky Ber na telesnii hmotnost’ zvierat a prefitie pri kardiotoxicite indukovanej DOX
Osetrenie DOX pocas dvoch dni znizilo telesnii hmotnost’ potkana v porovnani s kontrolnou
skupinou (235+35 vs. 26615 g; P<0,01). Liecba s 5, 10 a 20 mg/kg Ber nevykazovala ziadne
vyrazné zvysenie uc¢inkov na telesnu hmotnost’ (231 + 36, 226 + 16 a 253 + 54 g, v tomto
poradi; P > 0,05 oproti samotnému DOX). Medzi piatimi skupinami nebol vyznamny rozdiel
v pomere hmotnost’ srdca/telesnd hmotnost’ (3,0 = 0,4 mg/g v kontrolnej skupine vs. 3,1 + 0,3
mg/g pri liecbe DOX a 2,8 £ 0,5, 3,3 + 0,3 a 2,9 + 0,3 mg/g v skupinach Ber 5, 10 a 20
mg/kg, v danom poradi).

Utinky Ber na vieobecnii toxicitu pri kardiotoxicite indukovanej DOX

Celkovo 2 potkany v skupine liecenej iba DOX podl'ahli 2 dni po injekcii DOX. V skupinach
lieenych Ber+DOX nebola pozorovand ziadna mortalita. VSetky krysy, ktoré prezili v
skupine lieCenej iba DOX, sa zdali slabé, s oStchanou srst'ou a vyvinul sa u nich svetloZlty
nadych. Tieto zvieratd vykazovali vyznamny pokles telesnej hmotnosti v porovnani so
skupinami lie¢enymi Ber+DOX. Pozoruhodné je, Ze u tychto zvierat sa vyvinulo kongestivne
zlyhanie srdca, ktoré sa prejavilo ako vyrazny ascites pocas pitvy. Charakteristickymi
hrubymi patologickymi zmenami u potkanov lieCenych iba DOX boli nadmerné mnozstva
perikardidlnych, pleuralnych a peritonealnych tekutin. Maximalny objem ascitu vykazovany
jednym zvieratom v skupine lieCenej len DOX bol 11,5 ml. V porovnani so samotnym DOX
(2,9 + 1,8 %) sa percento priemerného maximalneho objemu ascitu k telesnej hmotnosti
zvierat'a zjavne znizilo v skupinéch lieCenych 5, 10 a 20 mg/kg Ber+DOX (1,8 £ 0,9, 1,0 +
0,1 a 1,4 £1,1 %: P<0,05). Skére intenzity vypotku bolo zavazné u 100 % zvierat lieCenych
iba DOX v porovnani s 20—30 % zavaznych skore v skupinach Ber+DOX (Tabulka I).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5840547/table/tI-ol-0-0-8020/

Effect of Ber on DOX-induced abdominal, pleural and pericardial effusion intensity scores in surviving rats.

Effusion intensity score

0 + ++ +++
Group n N % N % N % N %
Con 10 10 100 0 0 0 0 0 0
DOX 8 0 0 0 0 0 0 8 1002
Ber (5 mg/kg) 10 0 0 4 40 3 30 3 3020
Ber (10 mg/kg) 10 1 10 4 40 2 20 3 3020
Ber (20 mg/kg) 10 1 10 5 50 2 333 2 2020

Con, control; DOX, doxorubicin; Ber, berberine. 0, none; +, mild; ++, moderate; +++, severe. Statistical evaluation was performed using the x*-

test.

#P<0.01 vs. Con.
5p<0.01 vs. DOX.

Ber zmierfiuje oxidacné poSkodenie sposobené DOX

Hladiny CK-MB a CK v sére sa §iroko pouzivaji ako klinické markery oxidacného stresu,
ktoré naznacuju poskodenie myokardu (Tabulka II). Oxida¢ny stres bol evidentny v
srdcovych myocytoch skupin DOX s vyznamnym zvySenim hladin CK a CK-MB v sére v
porovnani s kontrolou (P < 0,01) a lie¢ba Ber zmiernila tieto zvySenia v zavislosti od davky
(P <0,05). Hodnoty CK a CK-MB v skupinach Ber 10 a 20 mg/kg boli takmer ekvivalentné
kontrolnym hladindm. Sérum a srdcové tkaniva potkanov lieCenych iba DOX odhalili
vyznamné zvySenie MDA a zniZzeny obsah CAT a SOD v porovnani s kontrolnou
skupinou. Koncentracie MDA, CAT a SOD sa vyrazne obnovili v skupinach Ber+DOX v
porovnani so skupinou, ktord dostadvala iba DOX. AvSak 5 mg/kg Ber nezabranilo DOX-
indukovanému zvySeniu srdcovych enzymov.

Serum levels of CAT, SOD, MDA, CK, and CK-MB activities following acute DOX intoxication and protective activity by Ber.

Group n CAT (U/ml) SOD (U/ml) MDA (mmol/ml) CK (U/]) CK-MB (U/1)
Con 10 29.72+11.68 41.35:3.60 40.4246.73 727+261  1,843+659
DOX 8 19.79+4,532 23.41+12,10%  55.3746.208  1,426+540% 3,404+939%

Ber (5 mg/kg) 10 285347729  36.44:9.65°  46.93:7.00°  1,069+366° 2,694571°
Ber (10 mg/kg) 10 25705165 44.76:3.0222 47,988,815 991:271¢  2,395+618¢
Ber (20 mg/kg) 10 27.51:10.20° 4151+3.77¢  4047+18.21°  792+378°  2,123£865°

Data are presented as mean + standard deviation. Con, control; DOX, doxorubicin; Ber, berberine; CAT, catalase; MDA, malondialdehyde; SOD,

superoxide dismutase; CK, creatine kinase; CK-MB, creatine kinase isoenzyme.

3p<(.05

bP<0.01 vs. Con
°P=<0.05

4P<0.01 vs. DOX.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5840547/table/tII-ol-0-0-8020/

Effect of Ber on peroxidative alterations induced by acute DOX intoxication in rat cardiac tissue.

Group n CAT (U/mg prot) SOD (U/mg prot) MDA (nmol/mg prot)
Con 10 52.0+4.5 54.348.5 28.73£3.94

DOX 8 37.9+13.42 42.146.22 42.59+4.93b

Ber (5 mg/kg) 10 48.3+9.9 46.15+7.25% 42.50+7.22b

Ber (10 mg/kg) 10 52.6+1.7¢ 49,3247.12¢ 35.4145.3824

Ber (20 mg/kg) 10 52.9+2.6¢ 50.97+6.774 33.0041.15%4

Con, control; DOX, doxorubicin; Ber, berberine; CAT, catalase; MDA, malondialdehyde; SOD, superoxide dismutase; mg prot, mg protein.

*P<0.05
PP<0.01 vs. Con
‘P<0.05

4P<0.01 vs. DOX. Data are presented as mean + standard deviation.

Histopatologické vySetrenie

Kardiotoxicita vyvolana DOX bola dodato¢ne hodnotend pomocou rezov zafarbenych
H&E. Srdcové tkanivo z kontrolnych skupin vykazovalo pravidelnti distribiciu buniek a
normalnu architektiru myokardu. Histologické vySetrenie srdcovych rezov pomocou H&E
farbenia odhalilo, Ze DOX indukoval kardiomyocytovli cytoplazmaticki vakuolizaciu,
intersticidlny edém a infiltraciu zapalovych buniek. Lézie myokardu boli oslabené v
skupinach Ber+DOX v porovnani so skupinou so samotnym DOX.

Dox group




Reprezentativne histopatologické rezy farbenia srdcového tkaniva hematoxylinom a eozinom
v roznych skupinach. V skupine DOX bol pozorovany vyrazny intersticialny edém a
infiltracia zépalovych buniek. Intersticidlny edém a infiltracia zapalovych buniek sa zmiernili
v skupine s Ber 5 mg/kg. Minimalna rezidualna infiltracia zapalovych buniek bola
pozorovand v skupine s Ber 20 mg/kg. (zvacSenie, x 200). DOX, doxorubicin; Ber,
berberin; Con, normalne srdcové tkanivo.

Ber 5 mg/kg Ber 20 mg/kg

Histologické vyhodnotenie farbenia srdcového tkaniva hematoxylinom a eozinom z
neoSetrenych skupin lieCenych Dox a Ber (zvic¢Senie, x 200). V skupine Con sa pozorovala
normalna srdcova Struktura. Krvacanie a nekroza boli pozorované v intersticidlnych
srdcovych tkanivach skupiny DOX.V skupine s Ber 5 mg/kg sa pozorovalo oslabenie
krvécania do srdcovych tkaniv. V skupine s Ber 20 mg/kg nebolo pozorované Ziadne vyrazné
krvacanie do srdcovych tkaniv. DOX, doxorubicin; Ber, berberin; Con, normalne srdcové
tkanivo.

Utinok Ber na DOX-indukované zvySenie [Ca2 * |

[Ca2 " ]ije kriticky dolezity pri kontrakcii a relaxacii kardiomyocytov. DOX-indukované
zmeny v Ca?* homeostdze su jednym z moznych mechanizmov kardiotoxicity. Preto bol
u¢inok DOX na [Ca2 * ] i v izolovanych kardiomyocytoch skimany pomocou zmien intenzity
fluorescencie kardiomyocytov naplnenych Fluo-3 AM. Obr. 3A demonstruje Gc¢inky 1 uM
DOX na zvySenie bazélnej fluorescencie Fluo-3 v pritomnosti alebo nepritomnosti 1 uM Ber
v potkanich kardiomyocytoch. OSetrenie kardiomyocytov 1 uM DOX vyrazne zvysilo hladiny
[Ca2 +1i a kardiomyocyty sa postupne ,,zaoblili“ do stavu kontraktiry za 15 mintt (Obr. 3A-
a). Kardiomyocyty lie¢ené Berom sa vsak nezaoblili (Obr. 3A-b).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5840547/figure/f3-ol-0-0-8020/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5840547/figure/f3-ol-0-0-8020/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5840547/figure/f3-ol-0-0-8020/

Obr. 3Bsumarizuje kvantitativne daje. DOX (1 uM) zvysil hladiny [Ca2 * ] ina 186,6 + 18,3
% po 5 minatach a 252,1 + 11,1 % po 15 minitach DOX a rozsah zvySenia [Ca2 *]ipo 15
minutach bol vyznamne > 5 min (P<0,05). Predbezné oSetrenie s 1 uM Ber vyznamne
zoslabilo 1 uM DOX-indukované zvysenie [Ca2 * ] ina 150,6 + 4,7 % po 5 minatach a 164,2
+ 10,8 % po 15 minatach. Tieto vysledky ukazali, ze DOX sa zvysil [Ca2 " ]ia Ze Ber toto
zvysenie zoslabil.
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Utinok Ber na DOX-indukované zvysenie [Ca2 + ] i v izolovanych komorovych myocytoch
potkanov. (A) (a) Reprezentativny obraz zmien vo fluorescenénych obrazoch [Ca2 +]ivV
jednotlivych izolovanych komorovych myocytoch potkana po expozicii Dox, zaznamenany
po 15 minttach pomocou laserovej konfokélnej mikroskopie. (b) Uginky inkubacie Ber na
hladiny [Ca2 + ] i indukované DOX (zviésenie, x 40). (B) Ucinky Ber inkubéacie na DOX-
indukované zvySenie [Ca2+]i.Zmeny [Ca2+]ist vyjadrené ako pomer FI-
Flo/Flo. (n=7 v kazdej skupine) ( AA P<0,01 vs. kontrola, ## P<0,01 a# P<0,05). DOX,
doxorubicin; Ber, berberin; con, kontrolna skupina; Flo, kontrola; FI, skupiny lieGené
liekom; [Ca 2+ ] i , koncentracia vapnika v cytosole.

Ucinky Ber na DOX-indukovany AV r

Mitochondrie sa podielaju na udrziavani homeostazy Ca 2* predovietkym vdaka svojej
schopnosti tlmit’ cytosolicky Ca 2. A¥ m je centralny faktor, ktory riadi akumulaciu Ca 2" v
mitochondridlnej matrici, bunkové dychanie a syntézu ATP. Meranie AY m je vykonny nastroj
na vyhodnotenie poskodenia mitochondrii pomocou fluorescen¢nej sondy Rhodamine 123
(Rh-123). Intenzita mitochondrialnej fluorescencie kvantitativne koreluje so zmenami v
AY m. Preto sa uU¢inky DOX na AWmy potkanich komorovych myocytoch skamali
vyhodnotenim AWm y kardiomyocytoch pomocou testu farbenia Rh-123. Zodpovedajuce
zmeny v intenzite fluorescencie Rh-123 v kardiomyocytoch sa merali 5 a 15 minat po perftzii
1 uM DOX.Obr. 4A-a oznacuje konfokalne obrazy A¥m po oSetreni buniek pocas 15 mintt s
1 uM DOX. Vysledky ukazali, ze DOX wvyvolal vyrazny pokles mitochondridlneho
membranového potencialu. Predbezné oSetrenie myocytov 1 uM Ber vSak vyznamne obnovilo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5840547/figure/f3-ol-0-0-8020/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5840547/figure/f4-ol-0-0-8020/

DOX-indukované znizenie AW m (P<0,05, Obr. 4B) a zoslabil DOX-indukovany pokles
intenzity fluorescencie Rh-123 (Obr. 4A-b). Tieto vysledky ukazali, Ze Ber zabranil DOX-
indukovane;j strate mitochondriadlneho membranového potencialu.
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Utinok Ber na A®m v potkanich komorovych myocytoch naplnenych rodaminom 123. (A)
Konfokdlne  obrazy = A¥m jednotlivych  izolovanych  komorovych  myocytoch
potkanov. Bunky boli osetrené DOX pocas 15 mintt nasledovne: (a) DOX a (b) Ber (1 uM) +
DOX (zvicSenie, x 40). (B) Suhrnné tdaje o relativnych zmenach fluorescencie Rh-123
meranych 15 minat pred (Con) a po liecbe liekom. Myocyty boli vopred oSetrené ré6znymi
koncentraciami Ber po€as 1 hodiny, vystavené 1 mM DOX pocas 15 mintt a testované
Na awm . (n=6 v kazdej skupine) (4 P<0,01 vs. kontrola, # P<0,05). A¥m, mitochondrialny
membranovy potencial; con, kontrola; DOX, doxorubicin; Ber, berberin.

Utinky Ber na DOX-indukované [Ca ** | m pret’atenie

PretaZenie Ca 2* v mitochondridch moZe viest' k mitochondrialnej dysfunkcii a byt
dolezitym determinantom toxicity myocytov. Skiimalo sa, ¢i Ber zmiernil narast DOX-
indukovaného pretaZenia [Ca2 + | m

Obr. 5A demonstruje konfokalne obrazy potkanich ventrikularnych myocytov naplnenych
Rhod-2 v pritomnosti alebo nepritomnosti 1 uM DOX alebo 1 uM DOX + 1 uM
Ber. Pokojovy [Ca2 " ]mv intaktnych bunkach bol nizky, ako sa ukazalo na slabom
zakladnom signdli fluorescencie Rhod-2.Liecba 1 pM DOX vyznamne zvysila
[Ca2 *]m (Obr. 5A-a). Bunky vykazovali vysokd intenzitu Rhod-2 fluorescencie v
pritomnosti 1 uM DOX a tato fluorescencia sa postupne zvySovala. Predinkubécia s 1 uM Ber
vSak vyrazne znizila intenzitu DOX-indukovaného narastu fluorescencie Rhod-2 (Obr. 5A-b).
Obr. 5B naznacuje, ze fluorescencia Rhod-2 po 15 minuatach expozicie 1 uM DOX bola 303,2
+ 65,1 % zakladnej hodnoty (P < 0,001). Predinkubécia 1 uM Ber zjavne znizila 1 uM DOX-
indukovany narast fluorescencie Rhod-2, ktory sa znizil na 119,3 + 20,2 % zékladnej hodnoty
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(P < 0,05). Tieto udaje naznacuju, Ze aplikacia Ber pred liecbou DOX zabranila zvySeniu
mitochondridlneho pretazenia Ca2 * vyvolanému samotnym DOX a umoZznila normalnu
mitochondrialnu funkciu.

B (] control g
I Do
[ Ber (0.1 pM)+Dox
A [ Ber (1 uM)+Dox I #
400
@ pox | AA
350 ‘
Con 5 min 15 min o 300 -
o
[<]
€ 250
) 4
£
2 200
b 1 uM Ber+Dox 3 -
s 150
2 1
100 e
Con 5 min 15 min 1
50
0
Con Dox (1 uM)
5 min 15 min

Utinok Ber na mitochondridlne pretazenie Ca2* ([Ca2*]m) v komorovych myocytoch
potkanov zatazenych Rhod 2-AM. (A) Konfokélne obrazy intenzity fluorescencie Rhod 2-
AM z jedného myocytu (zvdcSenie, x 40). Bunky boli oSetrené DOX pocas 15 minut
nasledovne: (a) DOX-indukované zvysenie [Ca2*]ma (b) Uéinky Ber (I uM) na
[Ca2 * ] m sposobené DOX. (B) Uginok Ber na DOX-indukované pretazenie [Ca2 *] m po 5
minttach a 15 mindtach na zmeny relativnej intenzity fluorescencie Rhod 2-AM. (n=6 v
kazdej skupine) (“* P<0,01 vs. kontrola, ¥ P<0,05). Con, kontrola; DOX, doxorubicin; Ber,
berberin; Rhod-2-AM, Rhod-2-acetoxymetyl; [Ca 2* ] i, koncentracia vapnika v cytosole.

Diskusia

DOX je jednym z najic¢innejSich protinadorovych antibiotik a ofakavajii sa nové metody na
zniZenie alebo prevenciu kardiotoxickych vedlajSich G€inkov DOX. Kardiotoxicita vyvolana
DOX sa prejavuje ako akutne ucinky (atrialne a ventrikuldrne dysrytmie), ktoré sa liSia od
prechodnych elektrokardiografickych abnormalit az po kardiomyopatiu zavislii od davky a
kongestivne srdcové zlyhanie. Predchadzajuca Studia kardiotoxicity DOX preukézala, Ze
model s jednou vysokou déavkou je Siroko pouZivany, pretoze vykazuje urcité charakteristiky
kardiotoxicity vyvolanej DOX, ktora je ekvivalentnd jednej injekcii vysokej davky u
pacientov s rakovinou.

Ber hydrochlorid je u¢inny antioxidant a lapa¢ volnych radikalov, ktory zabraiuje tvorbe
ROS a ma ochranné ucinky na srdcové, pecenové a oblickové funkcie. Nasa predchadzajica
Studia tiez preukdzala, ze Ber vykazoval ochranny ucinok na akttnu hepatorendlnu toxicitu
vyvolanu DOX u potkanov. Nie je zname, ¢i Ber ma ochranny ucinok proti poskodeniu srdca



vyvolanému DOX. Mnozstvo kardioprotektivnych Cinidiel, vratane dexrazoxanu, amifostinu a
probukolu, ma obmedzent hodnotu v boji proti DOX kardiotoxicite a zlepSuje jeho klinicka
uzitocnost’. Tieto lapace vSak vykazuju klinické nevyhody, vratane znizeného
protinadorového ucinku a zlyhania ochrany srdca pred poskodenim vyvolanym DOX v
klinickych podmienkach. Tong et al odhalili, Ze liecba Berom zosilnila citlivost
rakovinovych buniek na DOX. Patil et al tiez preukazali, ze Ber potlacil rast nadoru
prostrednictvom indukcie apoptozy a zastavenia bunkového cyklu v rakovinovych
bunkach. Celkovo na zéklade tychto tidajov sme predpokladali, ze kombinacia DOX s Ber
ako nova stratégia lieCby nadorov by nielen zvysila u¢inok DOX, ale tiez zabranila
kardiotoxicite vyvolanej DOX. Tato S§tidia skiimala mechanizmus ochrannych ucinkov Ber
proti kardiotoxicite vyvolanej DOX u potkanov. Na stanovenie potencialneho ochranného
ucinku Ber proti kardiotoxickym uc¢inkom DOX bol vyvinuty potkani model kardiotoxicity
indukovanej DOX in vivo a in vitro . Davky Ber pouzité in vivo boli tie, ktoré vykazovali
maximalny kardioprotektivny ucinok v predbeznych optimalizacnych experimentoch (idaje
nie su uvedené). Tento vysledok je tiez v stilade s predchadzajicou Studiou, ktora naznacila,
ze Ber preukédzal vyznamné ochranné ucinky na srdcové tkanivo pri davke 10 mg/kg u
potkanov.

Udaje z tejto $tudie ukazali, Ze podavanie DOX bolo sprevadzané vysokou mortalitou v
porovnani s kontrolnou skupinou. Prezivajice zvieratd trpeli nadmernym stupfiom
perikardidlneho, pleurdlneho a peritonedlneho vypotku, ¢o naznaCovalo vazne poskodenie
srdca. Schopnost’ Ber chranit’ pred DOX-indukovanou vysokou mortalitou a skore intenzity
vypotku sa povazovalo za skory priznak kardioprotekcie. Ber tieZ zmiernil histopatologické a
ultraStrukturdlne poSkodenia vyvolané DOX. Tieto udaje naznacuji, ze Ber je potencialnym
ochrannym c¢inidlom proti poskodeniu DOX. Oxida¢né poSkodenie a antioxida¢né nedostatky
v kardiomyocytoch sa Siroko povazuju za primarnu pri¢inu srdcovej toxicity vyvolanej DOX
a tieto faktory sa pouZili v tejto Stadii na preskimanie oxidacného/antioxida¢ného stavu
potkanov. Pouzili sme model jednej vysokej davky a sktimali sme, ¢i Ber chrani srdce pred
akttnou toxicitou DOX. St¢asné tidaje ukazali, Ze srdcové a sérové hladiny MDA, CK a CK-
MB boli vyznamne zvysSené a ze aktivity srdcovych antioxida¢nych enzymov CAT a SOD
boli vyznamne zniZené po podani DOX v porovnani s kontrolnou skupinou. Tieto tdaje jasne
naznacuju stav zjavného oxidacného stresu. Ber signifikantne znizil DOX-asociované
zvySenie sérovych MDA, CK a CK-MB aktivit, ktoré st klasickymi biomarkermi
kardiotoxicity. Je dobre zname, ze hladiny expresie natriuretického peptidu typu B (BNP) a
troponinov st Specifické a citlivé indikatory poSkodenia srdca. V tejto Stadii sa vSak
pozorovalo vaZne poSkodenie srdca vyvolané doxorubicinom, ktoré sa prejavilo vyraznym
ascitom a vyraznym priznakom kongestivneho zlyhania srdca. Pretoze stacilo analyzovat
kardiotoxicitu detekciou hladin CK a CK-MB v sére, nebolo potrebné merat’ hladiny expresie
BNP a troponinov. Napriek tomu budi prostriedky merania expresie BDP a troponinov
zahrnuté do buduacich §tadii, aby sa uplne objasnil ochranny mechanizmus Ber na
kardiotoxicitu indukovanu DOX. Aktivity CAT a SOD boli vyznamne zvySené v skupindch
lie¢enych BER+DOX v porovnani s podavanim iba DOX u potkanov. Tieto udaje su v sulade
so suc¢asnym chapanim zvySenej peroxidacie srdcovych lipidov sprevadzanej zhorSujucim sa
antioxida¢nym stavom, ktory bol evidentny u potkanov lieCenych iba DOX. Predliecba Ber
vyznamne zmiernila oxida¢ny stres v skupine DOX a terapia Ber Uplne zabranila
biochemickym a histopatologickym zhorSeniam spdsobenym DOX Tieto vysledky naznacuju,
ze Ber terapia pocas liecby rakoviny DOX vyznamne chranila srdce pred poranenim
vyvolanym DOX. Tieto udaje st v sulade so Stadiou Chen et al a Hao a kol. Po¢iato¢né
poskodenie DOX-indukovanej kardiotoxicity je pravdepodobne oxidativnej povahy, pretoze



podlieha redukecii o jeden elektron, ktorej vysledkom je zodpovedajici semichinén, za vzniku
vol'nych radikalov a superoxidovych radikalov.

Oxida¢né poskodenie srdcovych mitochondrii a kardiomyocytov je zékladnym kamenom
DOX-indukovanej kardiotoxicity, ale predchadzajica Studia naznacila pretazenie vapnikom
ako dalsi dolezity mechanizmus DOX-indukovanej Kkardiotoxicity. Predchadzajiace Studie
preukdzali, ze DOX otvoril kanaly na uvolmovanie vapnika v sarkoplazmatickom retikule a
zvy$il maximalne mnoZstvo uvolfiovania vapnika, inhiboval vymenu Na*-Ca2* alebo
aktivoval srdcovy vapnikovy kanal L-typu. DOX moéze viest’ k pretazeniu srdcovych buniek
vapnikom, ¢o sposobuje neadekvatnu kontrakciu a zhorSuje mitochondridlnu homeostazu
vapnika, ¢o meni energeticky metabolizmus a tvorbu ROS a modze spustit prechod
mitochondridlnej permeability zavisly od véapnika otvorenim podrov  prechodu
permeability. Otvorenie tychto porov indukuje uvolnenie cytochromu c, ¢o je kriticky krok
pre apoptdzu. Mitochondrie su kIiCovymi ciel'mi pre antracyklinovu kardiotoxicitu a mézu
byt kI'aové aj pre G¢innu kardioprotekciu. Pokles AW m zniZil kapacitu pre prilev Ca %" do
mitochondrii, ked’ze AY m primarne pohana mitochondrialny prijem véapnika. Preto tato Stidia
skiimala intracelularny vapnik a mitochondridlny vapnik v srdcovych myocytoch po liecbe
DOX a skumala, ¢i ochranny G¢inok Ber na pretazenie Ca2 * indukované DOX bol spojeny s
depolarizaciou awm . Vysledky ukazali, ze vysoka lokdlna hladina [Ca2 *]iprodukovana
DOX sposobila mitochondridlne pretazenie Ca2 *a zniZenie A¥m , o moéze zmenit
metabolizmus srdca a viest k smrti kardiomyocytov. Inkubacia s Ber pocCas 1 hodiny
vyznamne znizila pretazenie mitochondrii Ca2 ™ a vyznamne zvysila metabolizmus energie
srdca. Liecba Ber vyznamne potla¢ila DOX-indukované zvysenie [Ca2 *]i. Tieto vysledky
ukazuj, Ze Ber inhiboval DOX-indukované akitne modifikacie v homeostdze vapnika v
kardiomyocytoch a naznaduju ochranni  ulohu Ber proti DOX-indukovanej
kardiotoxicite. Predchadzajica $tadia preukazala, ze Ber moéze tiez zmiernit apoptozu
kardiomyocytov indukovani DOX inhibiciou aktivacie kaspazy-3, adenozin 5'-monofosfatom
aktivovanej proteinkindzy o a fosforylacie nadorového proteinu 53 . Ber je potencidlnym
kandidatskym ¢inidlom na spolo¢né podavanie s DOX na zlepSenie jeho kardiotoxicity. Na
dokladné vyhodnotenie potencidlneho ochranného uUc¢inku Ber pri kardiotoxicite vyvolanej
DOX st potrebné d’alSie Stadie.

Skratky

DOX  doxorubicin

Ber berberin

ROS  reaktivne druhy kyslikovych radikalov
AY m  mitochondridlny membranovy potencial
CK kreatinkindza

CK-MB izoenzym kreatinkinazy

MDA malondialdehyd

SOD  superoxiddismutaza

CAT  katalaza

Zdroj: Protective effect of berberine on acute cardiomyopathy associated with doxorubicin treatment
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