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Abstrakt

Opioidy jsou vnimany jako nebezpecné navykové latky, které se v mediciné
hojné vyuZivaji pro své silné analgetické ucinky. Opioidy (mezi néz patfi morfin a
metadon) nicméné& mohou hrat vyznamnou roli také v odolnosti srdce k ischemii, a to
tak, Ze snizuji miru bunécného poskozeni. Tento protektivni ucinek byl dosud dobfe
prozkouman u morfinu, o vlivu metadonu na myokard vSak neni znamo témér nic.
Hlavnim cilem této diplomové prace proto bylo zjistit, jak ovlivni chronické podavani

metadonu ischemickou toleranci srdce laboratorniho potkana.

Nase experimenty jsme provadéli s potkany kmene Wistar ve dvou sériich. V
prvni sérii jsme aplikovali morfin (10 mg/kg/den, intramuskularné - i.m.) nebo
metadon (2 mg/kg/den, i.m.) po dobu 10 dnl. V druhé sérii pokust jsme aplikovali
metadon po dobu 28 dnl0 (2 mg/kg/den, i.m.). Pro analyzu ischemické tolerance
srdce jsme pouZili metodu izolovaného perfundovaného srdce. Vyskyt a zavaznost
ischemickych a reperfuznich arytmii byl analyzovan v pribéhu 50 min ischemie a na
pocCatku reperfuze. Velikost infarktu byla analyzovana histochemicky, za pouziti

tetrazoliovych soli a KMnO,4 po 1 h reperfuze a byla stanovena planimetricky.

V prvni sérii experimentd analyzujicich vliv 10 denniho podavani obou opioidu
na odolnost srdce kischemii jsme neprokazali vyznamny uc€inek morfinu ani
metadonu jak na ischemické a reperfuzni arytmie, tak na velikost infarktu. V druhé
sérii pokust nedoslo k vyznamné zméné ve vyskytu a zavaznosti ischemickych
arytmii u srdci potkant v dasledku 28 denniho podavani metadonu. DalSi parametry
jsme nemohli porovnat z divodu vysokého vyskytu komorovych fibrilaci v pocatku
reperfuze. Z dosazenych vysledkl lze usuzovat, Ze chronické podavani vysoké

davky metadonu nema zasadni vliv na ischemickou toleranci srdce potkana.

KliCova slova: metadon, srdce, ischemie-reperfuze, velikost infarktu, arytmie.



Abstract

Opioids are considered as a dangerous addictive substances which are widely
used in medicine for their strong analgetic effects. Opioids (such as morphine and
methadon) may nevertheless play an important role in the resistance of the heart to
ischemia by reducing the rate of cell damage. This protective effect is well
understood about morphine but we don’t know almost nothing about effects of
methadone on the myocardium. The main aim of this thesis was to find out how
chronic methadone treatment affects ischemic tolerance of rat hearts.

For our experiments we used Wistar rats in two series. In the first series we
administered morphine (10 mg/kg/day, i.m.) or methadone (2 mg/kg/day, i.m.) for 10
days. In the second experiment series we administered methadon for 28 days (2
mg/kg/day, i.m.). For analysis of the ischemic heart tolerance we used the isolated
perfused heart method. Incidence and severity of ischemia and reperfusion
arrhythmias were analyzed during the 50 min of ischemia and early reperfusion.
Infarct size was analyzed histochemically, using tetrazolium salts and KMnO4 1 h

after reperfusion and was determined by planimetric method.

In the first series of experiments analyzing the effect of 10-day administration
of both opioids on the resistance of the heart to ischemia we did not find a significant
effect of morphine and methadon on ischemic and reperfusion arrhythmias and the
infarct size. In the second series of experiments, there was no significant change in
the incidence and severity of ischemic arrhythmias in the rat heart due to the 28-day
administration of methadone. Other parameters we could not compare because of
the high incidence of ventricular fibrillation in the early reperfusion. The results
suggest that chronic administration of high doses of methadone has no significant

effect on ischemic tolerance of rat heart.

Key words: methadone, heart, ischemia-reperfusion, infarct size, arrhythmias.
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Seznam zkratek

AR - oblast srdce zasazena infarktem (area at risk)
ATP - adenosin trifosfat

BNTX - 7- benzylidenenaltrexon

D — dvojité pfed€asné komorové stahy (doublets)
GSHP - glutathion peroxidaza

HR — tepova frekvence

I.m. — intramuskularné

IP3 - inositol trifosfat

IPC - ischemicky preconditioning

IS — velikost infarktového loZiska (infarct size)

LAD - sestupna vétev levé koronarni arterie (left anterior descendens)

LV - leva komora (left ventricle)

ME - Met®-enkefalin

Metadon 10 — zvifata, jimz byl podavan metadon v davce 2 mg/kg/den po dobu 10

dnt

Metadon 28 — zvifata, jimz byl podavan metadon v davce 2 mg/kg/den po dobu 28

dnt

Morfin 10 — zvifata, jimz byl podavan morfin v davce 10 mg/kg/den po dobu 10 dn

MPTP — mitochondrialni p6r (mitochondrial permeability transition pore)

NADH - nikotinamidadenindinukleotid
NO - oxid dusnaty

OPC - opioidni preconditioning



OR - opioidni receptor(y)

PC - preconditioning

PCr - kreatin fosfat

P13 kinaza - fosfatidylinositol kinaza

PKC - proteinkinaza C

POC - postconditioning

PVCs — celkovy pocet pfed€asnych komorovych komplexu
ROS - volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)
S — jednoduché pred€asné komorové stahy (singles)
SOD - superoxiddismutaza

T — trojité pred€asné komorove stahy (triplets)

TTC - 2, 3, 5 - trifenyltetrazolium chlorid

VF - komorové fibrilace (ventricular fibrillation)

VT - komorové tachykardie (ventricular tachycardia)



1. Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni postihuji srdce a cévy. Z celé fady chorob se
nejCastéji vyskytuje mozkova mrtvice a ischemicka choroba srdecni a jeji akutni
forma, infarkt myokardu. Ve vyspélych statech je nekr6za myokardialnich bunék v
dusledku infarktu hlavni pfi¢ina smrti, roéné na toto onemocnéni zemfe okolo 2
miliond lidi, coz je pfiblizné 40 % v8ech umrti. Pravé proto se pfedmétem vyzkumu
mnoha laboratofi po celém svété stalo studium patologickych zmén doprovazejicich
infarkt myokardu, a nebo naopak, studium mechanizmd, které tyto patologické

Zmény omezi.

Srdce ma svoji pfirozenou odolnost k ischemii, ktera s vékem klesa. Tuto
odolnost v8ak muizeme zvySit nékterymi latkami nebo postupy. Mezi znamé
kardioprotektivni fenomény se fadi napf. adaptace na chronickou hypoxii, tzv.

preconditioning a postconditioning nebo podani opioidu.

Opioidy jsou pfirozené se vyskytujici nebo syntetické latky, které maji velké
analgetické ucinky, pro které jsou vyuzivany v lékarstvi. Pfed témér 20ti lety vSak
bylo zjisténo, Zze mohou mit jesté jiny pozitivni uc€inek, a tim je schopnost zmensit
poSkozeni srdce, které je vyvolano infarktem myokardu. Pfesny mechanizmus této

protekce jeSté neni zcela objasnén.

Tato prace se vénuje roli syntetického opioidu metadonu v toleranci srdce
k akutni ischemii a pokousi se objasnit, jestli mize aplikace metadonu snizit vyskyt a
zavaznost ischemickych a reperfuznich arytmii a zmenSit velikost infarktu. Toto téma
je velmi zajimavé nejen proto, ze by mohlo pfispét k |[éCbé ischemické choroby

srdecni, ale i proto, Zze se 0 ném dosud mnoho nevi.
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2. Literarni prehled

2.1. Opioidy

Pojmem opioid se oznacuje kazda slou€enina vazici se na specifické opioidni
receptory (OR). Tyto receptory se vyskytuji pfevazné v centralnim nervovém
systému, ale i v tenkém a tlustém stfevu, ledvinach, plicich, sleziné, varlatech,
vajeCnicich a déloze (Wittert a kol. 1996). OR délime na 4 hlavni skupiny: 6-OR, p-
OR, k-OR a nociceptinovy receptor (NOP-R), dfive znam jako tzv. sirotCi receptor
(ORL-1). Prvni 3 zakladni typy OR se dale déli na podtypy (M1 - M3, K1 - Kz, 01 - ©2)
(Tso a Wong, 2003).

RozliSujeme 4 skupiny opioidu:
1) Endogenni opioidni peptidy (EOPSs) - jsou produkovany v téle zZivocichu.
2) Opioidni alkaloidy - pfirozené se vyskytujici, napf. morfin nebo kodein.

3) Semisyntetické - uméle vytvorfeny z pfirozené se vyskytujicich opioidl, napf.

heroin.
4) PIné syntetické - napf. metadon (Doyle a kol., 1998).

VSechny tyto peptidy maji 4 prohormonové prekurzory (pro-enkefalin, pro-

opiomelanokortin, pro-dynorfin a pro-nociceptin), ze kterych vznikaji (Pugsley, 2002).

Nazev "opioid" je odvozen od nazvu vi€iho maku (Papaver somniferum), v
jeho semenech jsou alkaloidy s fenantrenovou strukturou, morfin, kodein a tebain (viz

obr. €. 1).
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Obrazek ¢. 1: Chemicka struktura morfinu, hlavniho alkaloidu ziskavaného z rostliny Papaver
somniferum, a chemicky podobnych semisyntetickych a syntetickych analogl. Ze zakladni
struktury morfinu se také syntetizuje antagonista OR, naloxon. Cyklicka jadra v molekule
morfinu, oznadena A, B, a C, znazornuji ty oblasti molekuly, které tvofi jadro fenantrenu

(pfevzato z Pugsley, 2002).

Opioidy se vyuZivaji v lékafstvi kvali své schopnosti analgezie (uleva od
bolesti), tlumi kaSel, odstranuji dusnost a plsobi jako antistresovy faktor. Vyuzivaji
se predevsSim pro zmirnéni silné akutni bolesti a pooperacni bolesti, chronické bolesti
a bolesti zplisobené nadorovym bujenim. Pacientim se mohou podavat ustné (ve
formé tablet, kapek, sirupu), intraven6zné, subkutanné nebo rektalné. Prozatim

nebyla objevena zadna jina farmaka, ktera by dobfe tiSila silnou bolest.

Dlouhodoba aplikace opioid vede k rozvinuti tolerance, snizuje se analgeticky
ucinek a je potfeba navySovat davku. Kromé tolerance mize dlouhodobé podavani
navodit zavislost. Zavislost je definovana jako absolutni potfeba dané latky, aby byly
v organizmu zachovany normaini fyziologické funkce (Taylor a Fleming, 2001). P¥i
ukonc€eni lécby opioidy musime davky pacientovi postupné sniZzovat, nahlym

vysazenim léku po delSi dobé uzivani bychom vyvolali abstinenéni pfiznaky.
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2.2. Ischemie myokardu

Ischemie myokardu vznika pfi nedostateCném krevnim zasobeni srdce nebo
jeho uplném zastaveni. V jeho dlsledku dochazi k omezenému zasobeni myokardu
kyslikem. PfiCinou byva uzavieni nékteré z koronarnich artérii napf. trombem. DalSi

z moznosti vzniku ischemie je lokalni spazmus hladkého svalstva koronarni tepny.

Ischemie vyvolava patofyziologické zmény srde¢niho svalu, pokud se vSak
prutok koronarni artérii obnovi v€as, jsou tyto zmény reverzibilni. Je-li ischemie
dlouhodobého charakteru (desitky minut az hodiny), zacCinaji tyto zmény byt
ireverzibilni a dochazi k bunécné smrti, infarktu myokardu (Ostadal a kol., 2003).
Patologické zmény vyvolané akutnim infarktem myokardu muizeme rozdélit na
poSkozeni ischemické, vznikajici pfi uzavieni krevniho pratoku koronarni artérii, a na
poskozeni reperfuzni, které je zplUsobeno opétovnym otevienim této tepny po

dlouhodobé ischemii.

2.2.1. Metabolizmus srdce v pribéhu ischemie

Srdce je aerobni organ, ktery ke svému spravnému fungovani vyzaduje kyslik.
Energii ziskava Stépenim latek (napf. glukéza, laktat, pyruvat a volné mastné
kyseliny) a tuto energii uklada do makroergni vazby ve slou€eninach adenosin
trifosfat (ATP) a kreatin fosfat (PCr). Energie z ATP se vyuziva ihned, ve formé PCr

se uklada do zasoby.

Pokud dojde v duisledku akutniho infarktu myokardu k rapidnimu ubytku
kysliku v bufkach, zaCne pfevladat anaerobni metabolizmus. Hladina ATP poklesne
na minimum uz béhem prvnich 15 - 20 min ischemie. Klesa i mnozstvi PCr. Hlavnim
zdrojem energie se pak stava glukéza, ktera je ziskana odbouranim zasob
glykogenu. Z anaerobni glykolyzy lze vSak ziskat pouze 2 molekuly ATP misto
puvodnich 38 molekul v pfipadé oxidativni fosforylace. Glukéza se odbourava na
pyruvat a ten na laktat, ktery se v burice hromadi. S pfibyvajici délkou ischemie se
snizuji zasoby glukézy, zvySuje se mnozstvi laktatu, H* (acidoza) a redukované
formy nikotinamidovych koenzym( (NADH) a klesa intracelularni pH (viz obr. €. 2).
VétSina téchto zmén se pak podili na poruchach srdecni kontraktility v prabéhu
akutni ischemie (Ostadal a kol., 2003).
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Obrazek €. 2: Zmény hodnoty intracelularniho pH (pHi) v pribéhu ischemie (pfevzato z Murphy
a Steenbergen, 2008).

Ke vzniku ireverzibilniho poskozeni buriky pravdépodobné nejvice pfispivaji
poruchy iontové rovnovahy. Vzhledem k tomu, Ze fada transportnich iontovych pump
a kanall je zavisla na ATP, odrazi iontova balance energeticky stav myokardu. V
pribéhu ischemie se zvysuje hladina Ca?* a dochazi k tzv. vapnikovému pretizeni
(viz obr. &. 3). Bylo zji§t&no, Ze pokud tento nariist Ca®* zastavime, snizime mnoZstvi
nekrotické tkané (Imahashi a kol., 2005). Za normalnich podminek kazda systola
zadéina vstupem Ca?* do buriky pres Ca®* iontovy kanal L-typu. To uvolni dal$i Ca**
ze sarkoplazmatického retikula. Diky zvy$ené koncentraci Ca®* v burice dojde ke
kontrakci myofibril. Vapnikové kationty jsou z cytosolu srdeéni buriky odcCerpany
pomoci Na*-Ca?* vyméniku a predevsim zpét do sarkoplazmatického retikula je
Cerpa ATP dependentni sarkolemalni vapnikova pumpa (SERCA). PFi ischemii
odchazi nadbyteény H* ven z bufiky Na*-H® vyménikem, coZ ma za nésledek
intracelularni zvy$eni hladiny sodnych iontd (Murphy a kol., 1991). Jak ilustruje obr.
vymeéniku a vapenaté ionty se tedy z extracelularniho prostfedi precCerpavaji do
intracelularnino (Imahashi a kol., 2005). Pokud pfed ischemii podame zvifeti
blokatory Na*-H* vyméniku (Karmazyn, 1988) nebo Na*-Ca®* vyméniku (Murphy a
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kol., 1991), omezime vapnikové pfetizeni a snizime ischemicko-reperfuzni

poskozeni.
. 1 — 2+
40+ ischemia Ca 1t
—ATP
30- — CrP -
s
£ 20 2 F
10 - 1
-10 0 10 20 30 40 50

Time

Obrazek &. 3: Zmény koncentrace ATP, fosfokreatinu (CrP) a ionti Na*, Ca**, Mg?* v pribéhu
ischemie. Je patrné, Zze do bunky vstupuje velké mnozstvi sodnych a vapenatych kationtq,
zatimco hladina energetickych zasob ve formé ATP a CrP klesa téméf na nulu (pfevzato z
Murphy a Steenbergen, 2008).
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Obrazek ¢. 4 : Zmény iontové homeostaze v kardiomyocytu v prabéhu ischemie. V duasledku
akutni ischemie klesa hladina ATP a diky anaerobni glykolyze klesa hodnota pH. Prebytek
protontl stimuluje Na'-H" vyménik a posléze Na'-Ca’* vyménik, coz ma za nasledek zvyseni
cytosolické koncentrace Ca”. Vétsina ATP generovaného anaerobni glykolyzou se vyuzije pro
reverzni chod F,F;-ATPazy. Ta generuje mitochondrialni membranovy potencial, ktery je
potieba pro zpétné vychytavani Ca? do mitochondrie. Nartist mitochondrialniho Ca** muze
otevrit mitochondrialni permeabilni pér (mPTP), ale diky nizkému pH zlistava mPTP zavieny.
Otevira se az v dobé reperfuze, kdy se pH vraci k normalnim hodnotam (pfevzato z Murphy a
Steenbergen, 2008).

2.2.2. Strukturalni a funkéni projevy ischemie
2.2.2.1. Bunééné poskozeni

Dusledky ischemie (vyCerpani energetickych zasob bunky, acidéza, poruchy
iontové homeostazy, hromadéni volnych kyslikovych radikall - ROS) poSkozuji
kardiomyocyty a mohou zpUsobit bunécnou smrt. K ireverzibilnim zménam funkce
myokardu dochazi jiz od 15. - 30. minuty ischemie. Velikost infarktového loZiska
stoupa s velikosti oblasti zasaZzené ischemii, s délkou ischemie (viz obr. &. 5), s
rostouci spotfebou kysliku a s vyskytem kolateralniho ob&hu (€ast krevniho obéhu
srdce, spojky mezi artériemi vytvafi alternativni obéh pro pfipad, Ze je néktera
z tepen uzaviena, napf. chronickym onemocnénim) a odolnosti myokardu

k nedostatku kysliku (viz kapitola 2.4.). Infarktové lozisko vznika v subendokardialni
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z6éné myokardu a postupné se rozSifuje smérem k epikardu (Kloner a Jennings,
2001). Zda se, Ze bunécna smrt vyvolana akutnim infarktem myokardu probiha jak
procesem nekrozy, tak autofagie a apoptézy. Pomér mezi jednotlivymi mechanizmy
bunééné smrti je rizny a mizZe zalezet na experimentalnim modelu (napf. bunééné
kultury vs. in vivo model, neonatalni vs. dospéli jedinci). Podle poslednich vyzkuma
se zda, Ze i nekréza mlze byt regulovana. Léze poSkozené bunky muize byt
provedena kontrolovanymi procesy jako je mitochondrialni dysfunkce, zvySena
tvorba ROS, deplece ATP nebo proteolyza (Golstein a Kroemer, 2007). Dulezitym

mediatorem a regulatorem vSech typu buné&nych smrti jsou mitochondrie.

reverzibilni ireverzibilni

pogkozeni “l r poskozeni

necrosis necrosis

e e

60 min. 3 hrs, >3-8 hrs.

okluze LAD

Obrazek é. 5: Casovy prubéh vzniku nekrotického loziska v disledku akutni ischemie je
znazornén na pfiéném fezu levou komorou (LV). Pfiblizné 15 - 20 minut po zaatku ischemie
mGze byt jes$té poskozeni myokardu reverzibilni. Cim déle ischemie pretrva, tim vice se
infarktové lozisko rozsifuje ze subendokardialni oblasti myokaru k epikardu. Risk zone - ta €ast

myokardu, ktera je postizena ischemii (podle Kloner a Jennings, 2001).

2.2.2.2. Ischemické arytmie

Typicky funkéni projev ischemie jsou arytmie, poruchy vzniku a Sifeni
elektrického vzruchu myokardem. Srde¢ni rytmus zdravého Clovéka se pohybuje
okolo 60 - 80 tepu za minutu. V malé mife nemuseji arytmie zpusobovat vazné
potiZze a neohrozi Clovéka na zivoté, nicméné zavazné arytmie mohou bez patficné
leéCby vést az ke smrti. Vyskyt arytmii linearné roste s vékem a zavaznosti srdecniho
onemocnéni (Ostadal a kol., 2003). Ischemické arytmie jsou hlavni pfi€¢inou umrti v

disledku akutniho infarktu myokardu.
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Poruchy rytmu s frekvenci vys$8i nez 100 tepl za minutu se oznacuji jako

tachykardie, oproti tomu frekvence niZsi nez 60 tept za minutu jako bradykardie.

Dominantni roli pfi vzniku arytmii u akutni ischemie myokardu hraje zvySeni
hladiny extracelularniho drasliku. Tato extracelularni koncentrace se zvySuje kvuli

porusenym funkcim struktur buné&né membrany (Ostadal a kol., 2003).

2.3. Reperfuze myokardu

Reperfuzi se oznaCuje obnova arterialniho pritoku do ischemického
myokardu, ktera ma za nasledek navraceni metabolizmu zpét k aerobnimu
metabolizmu (Jennings a kol., 1990). Pratok krve znovu zprachodnénou artérii se
prudce zvysi v poCatku reperfuze, a to az na 400 - 600% klidovych hodnot pfed
ischemii. Vrcholu dosahuje v prvnich 5 minutach od zacatku reperfuze a poté klesa.

Na pavodni hodnoty se navraci pfiblizné po 15 minutach (Bolli a kol., 1988).

Béhem reperfuze se extracelularni pH rychle navraci do normalu. Koncentrace
laktatu se snizuje na svoji plvodni hodnotu diky systémovému obé&hu a oxidaci na
CO; a H;0. Timto zpusobem se pH ustali na své pavodni hladiné jiz do cca 2 minut
od zacatku reperfuze (Fleet a kol., 1985). Nicméné uvnitf bunky je stale acidické
prostfedi. Vy$si intracelularni koncentrace H* aktivuje Na*-H* vyménik, ktery erpa

H* ionty ven z bufiky, vyménou za Na™.

Zvysujici se mnozstvi cytosolického Na* je normalizovano Na*-K* ATPazou a
také Na'-Ca?* vyménikem, &imZ se prechodné zvysi intracelularni hladina Ca*
(Murphy a Steenbergen, 2008).

NarGst hladiny mitochondrialniho Ca?* indukuje otevieni mPTP péru v
mitochondrialni membrang, kterym ztraci svdj membranovy potencial na vnitfni
membrané, porusi se mitochondrialni iontova rovnovaha a prostfednictvim kaspaz se
aktivuje apoptéza. Bylo zjisténo, Ze vlivem nizkého pH v ischemii je otevieni mPTP
blokovano, tudiz k mitochondrialni destabilizaci dochazi az béhem reperfuze, kdy se
hodnota pH zvySuje k fyziologickym hodnotam (Griffiths a kol., 1998). Jak bylo
prokazano v poslednich nékolika letech, inhibici mPTP se da omezit rozvoj
reperfuzniho poskozeni myokardu. To miUze byt zajisténo napfiklad pfimou inhibici
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mPTP pomoci cyklosporinu A (Griffiths a kol., 2000) nebo nepfimo snizenim Ca®" a

intracelularniho pH.

Pfedmétem diskusi dosud =zlstava, zda-li ireverzibilni poSkozeni
kardiomyocytl vznika hlavné v ischemii nebo k néjakému poskozeni dochazi i v
prubéhu reperfuze. Toto téma je dulezité hlavné pro klinickou praxi, jelikoz podanim
kardioprotektivnich latek prfed reperfuzi bychom mohli tomuto poSkozeni zabranit.
Ukazalo se, Zze opravdu existuje mnoho farmak nebo postupl, které v Casné fazi
reperfuze signifikantné snizuji velikost infarktu, napf. postconditionig (POC, viz
kapitola 2.6.4.) a celou fadu bunécnych struktur, které se mohou podilet na jeho

signalizaci.

Na pocatku reperfuze se prudce zvySuje mnozstvi produkovanych ROS
(Arroyo a kol., 1987), coz ilustruje obr. €. 6. Jak bylo experimentalné prokazano,
koncentrace ROS je vysoka jiz v prvni minuté reperfuze a vrcholi v prvnich minutach
po zpruchodnéni koronarni artérie (Bolli a kol., 1988). Neznamena to, ze by se ROS
netvofili jiz v ischemii, ale jejich koncentrace je nizka, jelikoz se béhem ischemie
nedostava do tkané kyslik a ROS tedy mohou vznikat jen ze zbytkovych molekul
kysliku. Zda se, ze i malé mnozstvi ROS v ischemii muze poSkodit
elektrontransportni fetézec, ktery neni schopny efektivné prevadét elektrony
(Lesnefsky a kol., 2004). Diky tomu se v reperfuzi, kdy se obnovi pfisun kysliku,
vyrazné zvysSuje hladina ROS, které jsou generovany v dychacim fetézci na
komplexu | a Ill. S témito zmé&nami je spojeno zvétSovani velikosti mitochondrii

(bobtnani), velmi dobfe patrné v elektronovém mikroskopu.

Bylo zji$téno, Ze mPTP se neotvira jen v dusledku zvy$ené koncentrace Ca?",
ale vyznamné se na tomto déji podileji i ROS (Kim a kol., 2006). Neni proto
prekvapenim, Zze nékteré antioxidanty podané v reperfuzi (jako napfiklad vitamin C a

E) mohou sniZzovat ischemické poSkozeni (Qin a kol., 2006).
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Obrazek ¢. 6: Prehled déji béhem ischemie a reperfuze, vedoucich k otevieni mPTP péru,

aktivaci kaspaz a nasledné bunééné smrti (pfevzato z Murphy a Steenbergen, 2008).

2.3.1. Reperfuzni arytmie

Reperfuzni arytmie vznikaji v dusledku komplexnich bunéénych a humoralnich
reakci, doprovazejici opétovné zprichodnéni koronarni tepny. Jako primarni pficinou
jejich tvorby jsou povazovany latky akumulované v myokardu béhem reperfuze.
Kli¢ovou Ulohu zde sehravaji ROS, ale i Ca®", inositol trifosfat (IP3) a dalsi. Tyto
biochemické modulatory zpUsobuji komplexni zmény na udrovni membranovych
iontovych kanalu. Reperfuzni arytmie signalizuji obnoveni prutoku koronarni artérii,
ale zaroven indikuji reperfuzni poskozeni. A¢koliv existuje fada studii s latkami, které
mohou inhibovat projevy reperfuzniho poskozeni, dosud neni zadné doporuceni pro

jejich pouziti v klinické praxi (Jurkovicova a Cagan, 1998).
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2.3.2. Stunning

Braunwald a Kloner (1982) popsali tzv. omraceny myokard (stunning) jako
dlouhodobou postischemickou dysfunkci Zivotaschopné tkané srdce, zachranéné
v dusledku v€asné reperfuze. Myokardialni stunning je reverzibilni déj, ktery mize
pretrvavat nékolik hodin az dnu po reperfuzi, v zavislosti na mnoha parametrech jako
napf. délka trvani ischemie nebo dostatecny arterialni prutok (Kloner a kol., 1983).
Charlat a kol. (1989) ukazali na psim modelu, Ze po 15 minutové okluzi sestupné
vétve levé koronarni artérie (LAD) byla potfebna az 48 hodinova reperfuze, aby doslo
ke kompletnimu obnoveni systolické funkce, zatimco pfi okluzi LAD po dobu 1 minuty

staCila pouze 30 minutova reperfuze (Kloner a kol., 1983).

Roberto Bolli se svymi spolupracovniky (1989) dokazal, ze z 50 az 70% vznika
myokardialni stunning v disledku zvySené hladiny ROS, uvolfiovanych v nékolika
prvnich minutach reperfuze. To tedy znamena, Ze stunning je jednou z forem
reperfuzniho poskozeni srdce. Efekt stunningu muaze byt zmirnén intraven6znim
podanim antioxidaCnich enzymd, které degraduji ROS, a to superoxid dismutaza
(SOD) a katalaza (Przyklenk a Kloner, 1986, Jeroudi a kol., 1990). Tyto enzymy vSak
musi byt aplikovany tésné pred reperfuzi (Bolli a kol.,, 1989). Dalsi velmi
pravdépodobna pfi€ina vzniku stunningu jsou poruchy vapnikové homeostazy,
podavanim antagonistl vapniku se zlepSi obnova kontrakci po ischemické zatézi
(Ostadal a kol., 2003).

PFesny mechanismus, jakym stunning plsobi, neni zcela objasnén. Jedna z
moznosti je dostupnost Ca®* a citlivost kontraktilniho aparatu k Ca®*. Jako dalsi se
uvadi nedostateCna produkce energie mitochondriemi, zhorSené vyuziti energie
myofibrilami, poruchy mikrocirkulace, poruseni kontraktilniho aparatu proteolyzou

troponinu | (McDonough a kol., 1999) nebo poruseni extracelularni matrix.

2.3.3. Volné kyslikové radikaly (ROS)

Volné radikaly jsou obecné nestabilni atomy nebo molekuly, které maji velmi
kratkou dobu existence a vysokou reaktivitu va&i jinym strukturam. V jejich
elektronovém obalu chybi jeden nebo vice nesparovanych elektroni. Snahou

volnych radikall je dostat se zpét do rovnovazného stavu. Jejich nebezpedi tedy tkvi
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v tom, Ze se snazi si doplnit chybéjici elektron z jinych molekul, které ale timto méni

na sekundarni radikaly a dochazi k fetézovému Sifeni.

ROS jsou povazovany za jednu z hlavnich pfiin vzniku ischemicko-
reperfuzniho poskozeni (viz kapitoly 2.3., 2.3.1. a 2.3.2.). Vznikaji v organizmu z
molekularniho Kkysliku pusobenim toxinu, karcinogentd nebo pfi fyziologickém
zpracovani  kysliku mitochondriemi. Mitochondrie jsou dokonce nejvétSim
producentem ROS v bunce. ROS jsou tedy béznym produktem bunécného
metabolizmu a maji také vyznamnou signalizaCni ulohu, ackoliv dfive byly
povazovany za doprovodny jev k procesu starnuti, k neurodegenerativnim nebo
nadorovym onemocnénim ¢i k jinym patologiim (Dickinson a kol., 2010). ROS se
tvofi jednoelektronovou redukci O, v elektrontransportnim Fetézci za vzniku
superoxidu Oy>. Ten je dale metabolizovan pomoci SOD na peroxid vodiku, ktery je
odbouravan na vodu pomoci glutathion peroxidazy (GSHP). Za fyziologickych
podminek se superoxid vytvofi pfiblizné z 1 - 3% molekul kysliku, nad touto hladinou
uz pak dochazi k oxidaénimu stresu, ktery mlze zpusobit zhorSeni kontraktility
myokardu nebo jeho strukturalni poskozeni (Misra a kol.,, 2009). ZvySena
koncentrace ROS poskozuje hlavné membranové fosfolipidy, ale i DNA a proteiny.
Akumulace mutaci a deleci v mitochondrialni i nuklearni DNA vede k postupnému

zkracovani telomer v jaderné DNA.

Produkce ROS je kontrolovana antioxidanty, jako napf. GSHP a SOD, nebo
nizkomolekularnimi latkami jako je vitamin E a kyselina askorbova (vitamin C) (Evans
a Halliwell, 1999).

2.4. Kardioprotektivni fenomény

Jak jiz bylo popsano vySe, ischemie srdec¢niho svalu vznika jako vysledek
disproporce mezi mnozstvim kysliku bunce dodavaného a mnozstvim kysliku, které
burika skuteCné potfebuje. Mira posSkozeni nezavisi jen na intenzité a délce
ischemie, ale i na odolnosti myokardu k nedostatku kysliku. Kazdé srdce ma svou
pfirozenou toleranci k ischemii, ménici se s vékem. Rozdil existuje i mezi pohlavimi,
mladé Zeny maji menSi pravdépodobnost infarktu nez stafi muzi (Ostadal a kol.,
2003). Tuto toleranci je mozné lidskym zasahem zvysit, a to napf. preconditioningem
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(IPC), postconditioningem, jak jiz bylo uvedeno vySe, farmakologickymi zasahy
aktivujici tyto déje nebo adaptaci na chronickou hypoxii. Kardioprotekce se studuje
postischemicka obnova kontraktilnich funkci myokardu a vyskyt a zavaznost

ischemickych a reperfuznich arytmii.

2.4.1. Ischemicky preconditioning

IPC byl jako kardioprotektivni strategie poprvé popsan jiz v roce 1986 (Murry a
kol.) a nastartoval dalsi vyzkumy ohledné mechanizmu jeho kardioprotektivniho
ucinku. | presto, Ze dnes zname spoustu signalnich kaskad, které se podileji na

aktivaci kardioprotekce, jeji pfesny mechanizmus nebyl dosud zcela objasnén.

V pavodni studii Murry a kol. (1986) pouZili experimentalni protokol, kdy 4x po
sobé byla uzaviena LAD koronarni artérie, 5 minut ponechali srdce v ischemii a po
povoleni podvazu byl myokard 5 minut v reperfuzi. Toto kratké uzavieni koronarni
artérie nebylo natolik zavazné, aby zpusobilo ireverzibilni poSkozeni srdce, ale bylo
dostatecné na to, aby pfi delSi okluzi t¢ samé artérie nedochazelo k tak rychlému
vyCerpani ATP (Murry a kol., 1990), snizilo se mnozstvi tvorby laktatu a zmenSila se
infarktova oblast. Pozdéji se ukazalo, ze IPC ma antiarytmické ucinky (Lukas a
Botsford, 1997) a sniZuje kontraktilni dysfunkci. Protekce pomoci IPC vymizi pfiblizné
1 - 2 h po provedeni IPC (Vanwinkle a kol., 1991). Kardioprotekce se znovu objevi
za 24 h po IPC, tomuto jevu fikame "pozdni faze IPC" neboli "second window of IPC"

(Rizvi a kol., 1999). Mechanizmus této pozdéjsi faze IPC je jiny nez u klasického PC

(popsaného Murrym) a vyznamné se na ném podili exprese novych proteinu a genu.

Jelikoz ucinek IPC vymizi jiz po prvni hodiné od jeho aktivace, myslelo se, Ze
IPC je zprostfedkovan néjakym mediatorem, ktery je rychle degradovan. Touto latkou
by mohl byt napf. glykogen, jeho koncentrace se béhem IPC snizuje. Nedostatek
glykogenu omezuje anearobni glykolyzu a béhem nasledné ischemie se vyprodukuje
méné laktatu (Steenbergen a kol., 1993). Omezenim anaerobni glykolyzy nevznikne
tolik H*, diky tomu tolik nestoupne intracelularni koncentrace Na® (pfes Na'-H*
vyménik) ani Ca?* (pfes Na*-Ca?* vyménik) (Murphy a kol., 1991). Naproti tomu Fada

vysledkih nenasvédCuje tomu, Zze by ubytek glykogenu mél sam o sobé
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kardioprotektivni uc€inky (King a Opie, 1996, Soares a kol., 1997), tudiz stale neni

jasné, ktery mediator je zodpovédny za ucinek IPC.

Studie z poslednich let ukazuji, Ze IPC vede k aktivaci signalnich kaskad,
které poté vedou ke kardioprotekci. IPC zpusobi uvolnéni agonistd jako napf.
adenosinu, bradykininu nebo opioidl, které se vazi na receptory spfazené s G-
proteiny a tim aktivuji kardioprotektivni signalni kaskady. Aktivace téchto receptort
aktivuje fosfatidylinositol (PI13) kinazu, ktera dale aktivuje Akt kinazu. Receptory
spfazené s G-proteiny jsou internalizovany navazanim -arrestinu, Kklatrinu a
adaptorovych proteinu. Signaly pfes B-arrestin a jiné endozomalni signaly vedou k
aktivaci riznych kinaz a fosfatdz. Mnohé z téchto signalnich drah sméfuji k
mitochondriim, kde mohou otevfit mitochondrialni Katp kanal a inhibovat otevieni
mPTP péru (Murphy a Steenbergen, 2008), coz je dnes povazovano za hlavni

protektivni ucinek IPC.

Ukazalo se, Ze acidézu béhem ischemie kromé IPC snizuje také nadmérna
exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Imahashi a kol., 2004), ptsobeni diazoxidu
(ktery aktivuje IPC otevienim mitochondrialniho Karp kanalu) (Forbes a kol., 2001) a
adenosinu (Fralix a kol., 1993). Mechanizmus odpovédny za zmirnéni acidozy

pomoci téchto kardioprotektivnich latek je vSak dosud neznamy.

Existuji nepfimé dukazy o ucasti ROS ve spoustécim mechanizmu IPC.
Podanim latek vychytavajicich ROS v prubéhu IPC vymizel jeho ochranny efekt
(Baines a kol., 1997, Das a kol., 1999). Zda se, Ze ROS vytvofené béhem kratké
ischemie a reperfuze v mnozstvi niz§im nez to, které uz je schopné poskodit burnku,
aktivuji mediatory, které spoustéji signalizaci IPC a stimuluji tak kardioprotekci. Jiné
studie ukazuji vliv IPC na snizeni uvolfiovani ROS v pribéhu ischemie a reperfuze
(Crestanello a kol., 1996). Jinymi slovy, efekt ROS, které se vytvofi béhem kratkych
okluzi artérie pfi IPC je ten, Ze pfi nasledné dlouhodobé ischemii je pak mnozstvi
vytvofenych ROS mensi, tudiz je mensi i mira poskozeni myokardu (Kevin a kol.,
2003).
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2.4.2. Postconditioning

Z duvodu nemoznosti pfedpovédét, kdy dojde k ischemii, je kardioprotektivni
efekt IPC v klinické praxi téZzko pouzitelny. Naproti tomu zasahy v pribéhu reperfuze
uz mozné jsou. V roce 2003 pfiSel Zhao a kol. s tim, Zze pferuSovana reperfuze muize
také snizit velikost infarktu. Pfesny experimentalni protokol (pocet epizod a trvani
jednotlivych epizod ischemie a reperfuze) potfebny pro vznik protekce zavisi na
experimentalnim modelu a ZivocCiSném druhu. Ischemicky POC je definovan jako
opakovana kratka okluze LAD po uvolnéni dlouhodobé koronarni okluze a snizuje
miru poSkozeni srdce (Cohen a Downey, 2011). Yang a kol. (2004) ukazali, ze pokud

s POC za¢neme 10 min po za¢atku reperfuze, ztrati svoje kardioprotektivni ucinky.

VétSina experimentl tedy dokazuje, ze POC signifikantné snizuje velikost
infarktu (Heusch a kol., 2006). Pfekvapivé bylo zjiténo, Ze protekce zprostfedkovana
pomoci POC je zpUsobena skrz aktivaci mnoha stejnych signalnich molekul, které se
ucastni IPC (Hausenloy a kol., 2005). Protektivni efekt POC je blokovan napf. po
podani antagonisti adenosinovych receptoru (Morrison a kol., 2007), po podani
inhibitord PI3 kindzy (Tsang a kol., 2004) nebo v dusledku plsobeni inhibitord
proteinkinazy C (PKC; Philipp a kol., 2006). Za protektivni v Casné fazi reperfuze jsou
déale povazovany inhibitory Na*-H" vyméniku (Zhao a kol., 2003), aktivatory kinaz
(Hausenloy a kol., 2004), erytropoetin (Hanlon a kol., 2005), mPTP (Hausenloy a
kol., 2003), kinaza glykogen syntazy a fady membranovych receptorl vcetné
opioidnich (Gross a kol., 2004). K podani latky vSak musi dojit ihned na zacatku
reperfuze (Yang a kol., 2004).

2.4.3. Chronicka hypoxie

Hypoxie je zpUsobena nizkym parcialnim tlakem kysliku v arterialni krvi. Na
zmeény. Tento jev sice chrani srdce pfed ischemickym poSkozenim, na druhou stranu
ale pusobi téz negativné, nebot vede k rozvoji plicni hypertenze nebo hypertrofie
pravé komory. Pfirozenou formou vyskytu hypoxického prostfedi jsou vysoké
nadmorské vysky a také fetalni obéh. Myokard novorozencl je pfirozené odolnégjsi k
ischemii nez u dospélych jedincl, po narozeni tato odolnost klesa (Ostadal a kol.,
1999).
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Adaptace na chronickou hypoxii je pravdépodobné nejstarSim zkoumanym
kardioprotektivnim jevem. Prvni pozorovani byla publikovana na pocatku 2. poloviny
minulého stoleti (Hurtado, 1960), kdy byl zjistén nizSi vyskyt infarktu u lidi, ktefi Zili ve
vysokohorském prostfedi. Pokusy provadéné na potkanech, adaptovanych na
nadmofrskou vySku 7 000 m v hypobarické komore, taktéz potvrdily kardioprotektivni
pusobeni hypoxie (Kopecky a Daum, 1958). Jak ilustruje obr. €. 7, adaptace na
chronickou hypoxii vyznamné snizila velikost infarktu (Neckar a kol., 2002), zlepSila
postischemickou obnovu kontraktilnich funkci myokardu (Kopecky a Daum, 1958) a
snizila vyskyt a zavaznost ischemickych a reperfuznich arytmii (Asemu a kol., 1999).
Na rozdil od kratkodobého pusobeni IPC a POC, protektivni ucinky chronické
hypoxie na ischemicky myokard pretrvavaji az po dobu nékolika tydn (Neckar a kol.,
2004), ¢imz délaji chronickou hypoxii velmi zajimavou z klinického hlediska.

Pfesny molekularni mechanizmus pusobeni chronické hypoxie zatim neni
zcela objasnén. Predpoklada se, Ze zahrnuje zvySenou expresi nékterych izoforem
PKC (Neckar a kol., 2005), aktivaci MAP kinaz (Strniskova a kol., 2006) nebo heat
shock protein (Shi a kol., 2002). DalSi roli zde hraje oxid dusnaty (NO). Chronicka
hypoxie zvySuje produkci NO v myokardu a jeho prostfednictvim zvySuje odolnost

srdce k ischemii (Forkel a kol., 2004).
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Obrazek €. 7: Kardioprotektivni u€inky adaptace na chronickou hypoxii (7000m, 8 hod/den, 5
dni/tyden) u potkanl. IS/AR - velikost infarktu, PVCs - celkovy pocet predéasnych

komorovych komplext. *P < 0,05 (prevzato z Ostadal a Kolar, 2007).
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2.4.4. Kardioprotektivni plisobeni opioidu

Opioidni peptidy a exogenni opioidy jako napf. morfin jsou znamé svym vlivem
na kardiovaskularni systém. Nicméné az do nedavna nebylo zifejmé, zda aktivace
specifickych OR ma za nasledek sniZzeni velikosti infarktu u pokusnych zvifat a
redukci bunééné smrti u izolovanych kardiomyocytd. Tyto ochranné ucinky se objevi
po podani opiodu pfi farmakologickém PC i POC (Schultz a Gross, 2001).

Kardioprotektivnim u¢inkim opioidu se vénuji detailngji nasledujici kapitoly.

2.4.4.1. Opioidy indukovany preconditioning (OPC)

Schultz a kol. (1995) publikovali jako prvni, Ze opioidy navozuji protektivni
efekt IPC v srdci a jinych organech pomoci aktivace specifickych OR. Pokud byl
potkanim podan neselektivni antagonista OR, naloxon, kardioprotektivni ucinek
OPC vymizel (viz obr. €. 8). Je jedno, zda byl naloxon aplikovan pfed nebo po

stimulaci OPC, v obou pfipadech doslo k vymizeni kardioprotekce.

O 3 roky pozdéji se Schultz a kol. (1998) snazili zjistit pomoci specifickych
selektivnich antagonistl pro y, k, 61 a &, OR, ktery OR je zodpovédny za zvySenou
ischemickou toleranci srdce. Podafilo se jim prokazat, Ze inhibice &; OR zablokovala

kardioprotektivni ucinky OPC.
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Obrazek €. 8: Velikost infarktu normalizovana na velikost ohrozené oblasti u kontrol (control),
IPC (PC), po podani naloxonu bez IPC (NL), naloxonu pred IPC (NL+PC) a naloxonu po IPC
(PC+NL). Cerné étverce jsou priméry z kazdé skupiny, bilé étverce jsou individualni velikosti

infarktu u jednotlivych srdci (podle Schultz a kol., 1995).

Ackoliv se predpokladalo, Ze zvySeni ischemické tolerance aktivaci OR
probiha v dusledku aktivace & OR, zjistilo se, ze u nékterych zivociSnych druhl se na
tom podili i kK OR. Tento ucinek byl zprostfedkovan PKC a Karp kanaly (Ventura a
kol., 1989). Roli PKC a mitochondrialnich Katp kanall potvrdil i Wu a kol. (2004).
Jejich vysledky naznacovaly, Ze protektivni efekt opioidd je zprostfedkovan dokonce
vSemi tfemi typy OR.

Jiné experimenty ukazuji, Ze ischemie myokardu podporuje tvorbu a
uvolnovani opioidnich peptidd B-endorfind, které se pfimo vazi na OR v srdci, chrani
myokard pfed nadmérnym zvy$enim intracelularni hladiny Ca?* a tim omezuji
poskozeni bunky. Ochranny efekt B-endorfini vznika v dusledku aktivace G-proteina,
PKC, MAP kinazy, tyrozin kinaz a také Karp kanall, lokalizovanych na vnitfni
membrané mitochondrii (Oldroyd a kol., 1992, Schultz a kol., 1996). Ukazalo se, ze
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signalni drahy plsobeni opioidd na ischemicky myokard (viz obr. €. 9) jsou

pravdépodobné velmi podobné draham, uplatfiujicim se pfi IPC.

Opioid Hyperpolarize g ca2+
Receptor

Extracellular
Space

KaTp Cal+

Lipid Bilayer

Limited Ca®+ dependent
\ K* excitation-contraction
coupling and conserved

Cytosol @_, 4 ATP levels

( Raf ) (MEKK1) (MLK3 )
: oo
(Cmek D) CSEK ) §KK3/6)

Q Vv
C erk ) (sapk) (p38 )

Mitochondria \ l /
3

Phosphorylation of
KaTp Channel(s)

Obrazek €. 9: Pravdépodobné signalni drahy, ucastnici se kardioprotekce vyvolané opioidy.
Navazanim opioidu na OR (ktery je receptorem spiazenym s G-proteiny) dojde k aktivaci G-
proteinu (Gi/o), tyrozin kinaz (TK), proteinkinazy C (PKC), K,p kanalGi, MAP kinazové drahy a ke

snizenému vtoku Ca** do bunky (prevzato z Schultz a Gross, 2001).

Takasaki a kol. (1999) studovali vliv IPC a OPC na snizeni poctu poSkozenych
bunék krali¢iho srdce, které vystavili ischemii a reperfuzi. Prokazali, ze zvySenou
ischemickou toleranci navozuje jak IPC, tak i morfin, a Ze u€inky obou mohou byt
blokovany naloxonem. Exogenni agonista OR Met®-enkefalin (ME) mél protektivni
ucinky, zatimco B-endorfin byl bez ochranného ucinku. DalSi dva produkty pro-

enkefalinu, Leu®-enkefalin a ME-Arg-Phe také snizovaly velikost infarktu. Z jejich
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vyzkumu dale vyplynulo, Ze endogenni mediatory IPC jsou nejspiSe produkty pro-

enkefalinu.

DalSi ze studii, ktera potvrdila, Ze morfin ma podobné kardioprotektivni
pusobeni jako IPC, byla napf. studie Schultze a kol. (1996). Morfin byl v tomto
experimentu potkanovi podan ve tfech 5 min davkach (100 ug/kg) 30 min pfed okluzi.
Dale bylo zjisténo, Ze tento protektivni efekt byl zprostfedkovan otevienim

mitochondrialnich Katp kanald.

Studie McPhersona a Yaoa (2001) ukazala, Ze bunécna signalizace
vyuzivajici ROS hraje roli i v morfinem indukovaném PC. Tento experiment navic
potvrdil i to, Zze mitochondrialni Karp kanaly jsou aktivované resp. se oteviraji v

dusledku stimulace 6; OR.

Dale bylo zjisténo, Ze kardioprotektivni ucinky morfinu jsou zalozeny i na
skuteCnosti, ze aplikace morfinu muze hrat roli v inhibici apoptézy komorovych
myocytd. Tento efekt byl zprostfedkovan zvySenou intracelularni koncentraci IP3,
ktery nasledné uvolnil Ca** ze sarkoplazmatického retikula (Barrére-Lemaire a kol.,
2005).

Protektivni efekt morfinu byl objeven i na urovni izolovanych kufecich
myocytd. K protekci doSlo u v8ech koncentraci morfinu, které byly v experimentu
pouzity (0,1 - 10 uM), nicméné nejvétsi efekt se ukazala mit koncentrace 1 uM. | v
této studii byl potvrzen kardioprotektivni vliv aktivace mitochondriaolnich Katp kanall
(pomoci selektivnich antagonistd tohoto kanalu) a kliCova role 8; OR v OPC
v potkanim srdci, jelikoZ ochranny ucinek morfinu vymizel podanim &; selektivniho
antagonisty 7- benzylidenenaltrexonu (BNTX) (Liang a Gross, 1999).

Jak bylo zminéno vySe v kapitole 2.4.1., 24 - 48 h po podani opioidl se
objevuje pozdni faze protekce. Toto tvrzeni dokazuje experiment, kdy selektivni &,
opioidni agonista TAN-67 nemél 12 h po aplikaci Zadny kardioprotektivni efekt, ktery
se vSak znovu objevil 24 - 48 h po podani. Tento ucinek do 72 h vymizel. Ochranné
ucinky TAN-67 bylo mozné inhibovat pomoci BNTX a glibenclamidu, neselektivniho
antagonisty Katp kanalu, coz opét potvrzuje dulezitou roli Katp kanall (Fryer a kol.,
1999).

Morfin tedy neni z lékafského hlediska zajimavy jen pro svou vysokou

schopnost tiSeni silné bolesti, je také latkou, ktera signifikantné sniZuje velikost
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infarktu myokardu. Jeho kardioprotektivni ucinky jsou zprostfedkovany aktivaci &;
OR. V signalni draze jeho plsobeni hraje dllezitou roli PKC, mitochondrialni Katp

kanaly a tyrozin kinazy.

2.4.4.2. Opioidy indukovany postconditioning

Jak bylo popsano v kapitole 2.4.2., POC ma v pocatcich reperfuze podobné
kardioprotektivni ucinky jako IPC, ale na rozdil od né&j je vyrazné Iépe vyuZitelny v
klinické praxi. Jelikoz podani opioidi vede k podobnému efektu jako IPC, zacali se
védci zabyvat otazkou, jestli by podani opioidl v pocatcich reperfuze nemohlo
vyvolat i efekt podobny POC.

Tato hypotéza se posléze potvrdila, POC aktivovany morfinem chranil
izolované potkani srdce otevienim mitochondrialniho Karp kanalu vaci dusledkdm
akutni ischemie/reperfuze. V tomto experimentu v8ak byla kardioprotekce navozena
aktivaci k OR, nikoliv & OR (Chen a kol., 2008). V jiném pokusu, kdy byl tésné pfed
reperfuzi podan myokardu selektivni ligand & OR BW373U86, doslo také k
signifikantnimu poklesu poskozeni myokardu (Gross a kol., 2004). Lze tedy
predpokladat, Ze kardioprotektivniho ucinku v opioidy vyvolaném POC se ucastni jak
K, tak i & OR.

2.4.4.3. Opioidy v chronické hypoxii

Je dokazano, ze farmakologicka aktivace OR snizuje dusledky infarktu
myokardu, zpusobeného akutni ischemii/reperfuzi. Opioidy hraji dulezitou roli v
protekci riznymi formami "conditioningu", at uz OPC nebo POC, popsanych v
kapitolach 2.4.4.1. a 2.4.4.2. DalSi otazkou tedy bylo, jestli se endogenni opioidni
peptidy a OR mohou podilet i na kardioprotekci vyvolané chronickou hypoxii, jelikoz
hladina endogennich opioidd se pfi hypoxii (a jinych stresovych situacich napf.
ischemii) vyrazné zvySuje (Maslov a kol., 2013)

V recentni praci Maslova a kol. (2013) byli potkani vystaveni kontinualni
hypoxii (12% O;) za normalniho atmosférického tlaku po dobu 3 tydna. Poté jim byla
provedena ischemie, pfed kterou zvifata dostala akutné rizné antagonisty OR.
Adaptace na chronickou hypoxii a nasledna okluze koronarni artérie vyrazné zvysila
koncentrace opioidl v srdci a v plazmé&, coz mélo za nasledek snizeni velikosti
infarktu, avSak nemélo zadny vliv na vyskyt ischemickych komorovych arytmii. Efekt

snizeni velikosti infarktu byl inhibovan po podani antagonistl naltribenu (antagonista

31



02 OR), CTAP (antagonista y OR) a naloxon methiodidu (neselektivni, periferné
pusobici antagonista OR), coz naznacuje, Ze kardioprotektivni efekt adaptace na
chronickou hypoxii snizujici velikost infarktu je zprostfedkovan aktivaci periferniho &2
OR a p OR pomoci zvySené hladiny endogennich opioidnich peptidi (Maslov a kol.,
2013).

O par let dfive Lishmanov a kol. (2003) vystavili potkany opakovanym
periodam hypobarické chronické hypoxie. Inhibici & OR pomoci jeho selektivniho
antagonisty TIPP doSlo k vymizeni antiarytmogenniho efektu chronické hypoxie.
Naproti tomu selektivni inhibice p a k OR neméla zadny vliv na vyskyt arytmii b&€hem
ischemie a reperfuze, ani na velikost infarktu. Tato studie tedy objevila kliCovou roli &
OR v inhibici ischemickych arytmii na tomto modelu kardioprotektivniho plsobeni

chronické hypoxie.

2.4.4.4. Dlouhodobé podavani opioidt

Starnuti organizmu je obvykle doprovazeno poklesem ischemické tolerance v
myokardu, proto se Peart a Gross (2004) zaméfili na porovnani mladych a starych
potkand, co se ty€e vlivu opioidi na posSkozeni myokardu akutni ischemii/reperfuzi.
Jejich vysledky ukazaly, Ze pfi akutnim podani morfinu vznikne protektivni ucinek
pouze u miladat, nikoliv u starych potkand. Pokud byl zvifatim morfin podavan po
dobu 5 dnu, doSlo ke zlepSeni postischemickych kontraktilnich funkci u obou
vékovych skupin. Tyto vysledky naznacuji, Ze u starych jedincu je tfeba intenzivngjsi
a dlouhodoba stimulace k aktivaci kardioprotekce.

O dva roky pozdéji stejna skupina védcl pfiSla na to, ze signalni drahy
akutniho a chronického podavani zahrnuji jiné mediatory. Molekularni mechanizmus
akutniho podavani probiha stimulaci Gj,-proteinu, IP3 kinazy, Akt kinazy, PKC, ERK
kinazy, aktivaci ROS a otevieni Karp kanall. Zda se, Ze protekce je navic
zprostfedkovana inhibici mPTP. Molekularni mechanizmus chronického podavani je
mnohem méné prozkoumany, ale pravdépodobné zahrnuje Ggs-proteiny, f»-
adrenergni receptory a aktivaci protein kinazy A (viz obr. & 10) (Peart a Gross,
2006).
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Obrazek €. 10: Schéma signalnich drah u akutniho a chronického podavani morfinu. Akutni -
Gio-proteiny, IP3 kinaza, Akt kindaza, PKC, ERK kinaza, aktivace ROS, otevieni K,rp kanali,
inhibice mPTP. Chronické - Gs-proteiny, B2-adrenergni receptory (B, AR), aktivace protein
kinazy A (PKA) (pfevzato z Peart a Gross, 2006).

Vysledky spoluprace PFirodovédecké fakulty Karlovy Univerzity v Praze
a Fyziologického ustavu AV ukazuji, ze podavani morfinu po dobu 10 dni nemélo
vyznamny vliv na velikost ischemického poskozeni srdce pokusnych potkani na
modelu izolovaného perfundovaného srdce potkana, jak bylo publikovano
v diplomové praci Kluckove (2007).

Ke stejnym vysledkim dospéla i jina studie, ktera také zjiStovala vliv 10ti
denniho podavani morfinu na modelu anestetizovaného uméle ventilovaného zvirete.
Nicméné, vysledky této studie naznacuji, Zze dlouhodobé podavani vysokych davek
opioidd méni funkci B-adrenergni resp. adenylyl cyklazové signalizace. Tyto zmény
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jsou doprovazeny snizenou citlivosti srdce na vyskyt a zavaznost ischemickych
komorovych arytmii (Skrabalova a kol., 2012).

Dalsi diplomova prace obhajena na PfF UK ukazala pozitivni vliv chronického
podavani morfinu na velikost infarktu po 28 dnech, nicméné po takto dlouhé dobé
podavani jiz vymizel antiarytmicky ucinek (Bartoriova, 2011). Zda se tedy, Ze ruzné
projevy akutniho infarktu myokardu (velikost nekrézy vs. ischemické arytmie) se

mohou vyznamné liSit v zavislosti na dobé podavani opioidu.

2.4.4.5. Metadon v kardioprotekci

Jak je uvedeno v kapitole 2.1., metadon patfi mezi syntetické opioidy. V
lékarstvi je uzivan jako analgetikum pfi akutni a chronické bolesti a pro lécbu
zavislosti na narkotikach. Chemicky se morfinu a heroinu nepodoba, ale vaze se na
stejné receptory, a tim vyvolava stejné ucinky. Podobné jako morfin, je metadon
agonista y OR, ale na rozdil od morfinu ma malou afinitu ke k a & OR (Gross a kol.,
2009). Je metabolizovan vyrazné pomaleji v porovnani s morfinem. Polo¢as rozpadu
metadonu se pohybuje od 24 do 48 h v zavislosti na modelovém organismu. Obvykle
se v klinické praxi uziva ve formé sirupu nebo tablet. V tom je také jeho vyhoda pfi
léCbé zavislosti na heroinu; diky dlouhému ucinku se aplikuje méné ¢asto nez heroin
a navic ne intraven6zné. Dal§im divodem je znama koncentrace a chemické slozeni
uzivané latky a také snaha zabranit rozvoji abstinen¢nich pfiznaka.

Gross a kol. (2009) se snazili zjistit, zda také metadon sniZuje velikost infarktu
myokardu v porovnani s morfinem v zavislosti na davce a zda-li je tento protektivni
ucinek zprostredkovan aktivaci OR. Dale se zabyvali otazkou, jestli snizeni velikosti
infarktu zavisi na nacCasovani podani metadonu a na délce trvani ischemie.
Potkandm aplikovali akutné rizné davky morfinu a metadonu (0,03 - 3 mg/kg). Zjistili,
Ze podani metadonu a morfinu ma podobny kardioprotektivni u€inek a snizuje
velikost infarktu u potkanud. K nejvétsi protekci u obou latek doslo v davce 0,3 mg/kg,
pokud byly podany bud 30 minut pfed ischemii nebo 5 minut pfed reperfuzi a pokud
ischemie trvala maximalné 30 minut. Protekce byla zprostfedkovana pomoci & OR
(Gross a kol., 2009).

Tato studie je v8ak jedina publikovana studie, zabyvajici se akutnimi
kardioprotektivnimi uc€inky metadonu. O jeho pUsobeni pfi chronickém podavani se
dosud vice nevi, proto jsme se timto tématem zabyvali v experimentech v této

diplomové praci.
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3. Cile diplomové prace

Morfin je jiz fadu let zkouman v souvislosti s kardioprotektivnimi ucinky na
ischemicky myokard. Na toto téma existuje fada publikaci. Téméf nic se vSak nevi o
jiném potencialné protektivnim opioidu, metadonu. Na zakladé této skuteCnosti jsme

si dali za cil zjistit:

1) Jak ovlivni 10ti denni podavani vysoké davky metadonu ischemickou toleranci
srdce (velikost infarktu, ischemické a reperfuzni arytmie) laboratornich potkanu
a porovnat ji s ucinky 10ti denniho podavani morfinu.

2) Jak ovlivni dlouhodobé 28mi denni vysoké davky metadonu ischemickou
toleranci srdce (velikost infarktu, ischemické a reperfuzni arytmie) laboratornich

potkanu.
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4. Material a metody

NasSe experimenty byly provadény ve dvou sériich. V obou pfipadech jsme
pouzili dospélé samce potkant kmene Wistar, ktefi méli v dobé dodani hmotnost
vrozmezi 250 — 300 g. V prvni sérii experimentl zvifata pochazela z chovu
spole¢nosti Velaz, v druhé sérii jsme méli k dispozici potkany pochazejici z chovu
FgU AV CR. Davody pro zménu plvodu potkant v jednotlivych experimentalnich
sériich jsou vysvétleny ve vysledcich respektive diskuzi. Potkani byli ustajeni
v pfiruénim zvéfinci oddéleni Vyvojové kardiologie FgU AV CR po 3 — 4 jedincich
v chovnych klecich a méli neomezeny pfistup k vodé a potravé. V mistnosti byla
regulovana stala teplota a vihkost a denni rezim byl upraven na 12 h svétla a 12 h

tmy.

4.1. Experimentalni skupiny

Potkani byli rozdéleni do nasledujicich skupin:
Série | — 10ti denni podavani opioidu

Kontroly — potkani dostavali denné 0,3 ml sterilniho fyziologického roztoku i.m. do

stehenniho svalu

Morfin 10 - potkani dostavali denné morfin v davce 10 mg/kg/den (i.m.)
Metadon 10 - potkani dostavali denné metadon v davce 2 mg/kg/den (i.m.)
Série Il - 28mi denni podavani metadonu

Kontroly — potkani dostavali denné 0,3 ml sterilniho fyziologického roztoku (i.m.)

Metadon 28 - potkani dostavali denné metadon v davce 2 mg/kg/den (i.m.)

4.2. Metoda izolovaného perfundovaného srdce

Pro nase experimenty analyzujici ischemickou toleranci srdce k ischemii jsme
zvolili metodu izolovaného perfundovaného srdce podle Langendorffa. Tato medota

spocCiva v pfistupu, kdy je srdce vyjmuto z téla zvifete a samotny experiment je
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provadén na srdci in vitro, které neni inervované, coz ma za nasledek mimo jiné

zpomaleni tepove frekvence.

4.2.1. Pripravna faze pokusu

Pred zaCatkem pokusu je tfeba si kazdy den pfipravit novy Krebs-Henseleitav
roztok, kterym se v této metodé perfunduje myokard. SloZeni tohoto roztoku ukazuje
tabulka C. 1.

koncentrace (mmol)

NaCl 118
NaHCO, 25
glukdéza 11

KCl 4,7
MgSO0, x (7H,0) 1,2
KH,PO, 1,2
CaCl;, x (2H,0) 2,5

Tabulka €. 1: Slozeni Krebs-Henseleitova roztoku pro tento experiment.

Pro pfipravu tohoto roztoku jsme pouzili deionisovanou vodu. Chemikalie
pochazely od firmy Penta a byly rozpustény v libovolném poradi, az na CaCl, x
(2H,0), ktery byl do roztoku pfidan jako posledni, aby nedoS$lo k jeho vysrazeni.
Roztok jsme prefiltrovali pfes 1.2 um filtr (Millipore) a nechali saturovat smési plyna
95% O, a 5% CO; po dobu 20 minut. Nasledné jsme upravili pH perfuzniho roztoku,
aby jeho vysledna hodnota byla 7,4. Hotovy roztok byl nalit do zasobni nadoby
Langendorffova perfuzniho pfistroje, kde se diky dvouplastové konstrukci pomoci
cirkulaniho termostatu (Haake DC 1) ohfal na fyziologickou teplotu 37°C pfi
kontinualnim probublavani 95% O, a 5% CO.. Slozeni Krebs-Henseleitova roztoku je
takové, aby stejné jako krev srdce vyzivovalo a okysliCovalo. Takto ho muzeme

priblizné dalSich 4 - 6 hod pouzit k experimentim.
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Izolované srdce bylo perfundovano za konstantniho pratoku 10 mi/min/g.
Hmotnost srdce potkana se linearné zvySuje s jeho télesnou hmotnosti. Podle
hmotnostni tabulky . 2 byla proto vypocCitana velikost myokardu a z ni uren prutok

Krebs-Henseleitova roztoku srdcem.

m m m
potkana m srdce potkana m srdce potkana m srdce
250 642,2 284 733,4 318 825,1
251 644,9 285 736,1 319 827,8
252 647,5 286 738,8 320 830,6
253 650,2 287 741,5 321 833,3
254 652,9 288 744,2 322 836
255 655,6 289 746,9 323 838,7
256 658,2 290 749,6 324 841,4
257 660,9 291 752,3 325 844,1
258 663,6 292 755 326 846,8
259 666,3 293 757,7 327 849,5
260 669 294 760,4 328 852,2
261 671,6 295 763,1 329 854,9
262 674,3 296 765,7 330 857,6
263 677 297 768,4 331 860,3
264 679,7 298 771,1 332 863
265 682,4 299 773,8 333 865,7
266 685,1 300 776,5 334 868,4
267 687,7 301 779,2 335 871,2
268 690,4 302 781,9 336 873,9
269 693,1 303 784,6 337 876,6
270 695,8 304 787,3 338 879,3
271 698,5 305 790 339 882
272 701,2 306 792,7 340 884,7
273 703,9 307 795,4 341 887,4
274 706,5 308 798,1 342 890,1
275 709,2 309 800,8 343 892,8
276 711,9 310 803,5 344 895,6
277 714,6 311 806,2 345 898,3
278 717,3 312 808,9 346 901
279 720 313 811,6 347 903,7
280 722,7 314 814,3 348 906,4
281 725,4 315 817 349 909,1
282 728 316 819,7
283 730,7 317 822,4

Tabulka €. 2: Hmotnostni tabulka pro vypocéet hmotnosti srdce z vahy potkana.
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4.2.2. Prabéh experimentu

Potkani byli intraperitonalné (i.p.) anestetizovani thiopentalem sodnym (60
mg/kg, VUAB Pharma a.s.). Pokud nereagoval na Stipnuti do ucha, byl polozen na
operaéni stul, kde mu byla pod poslednimi Zebry nastfizena bfisni dutina. Poté jsme
prestfihli branici a rozstfihli hrudnik kranialné po levé i pravé strané. Nasledné se
hrudnik odklopil, srdce bylo chyceno mezi prsty a za nimi odstfizeno od velkych cév.
Béhem co nejkratsi doby bylo povéSeno za aortu na kanylu Langendorffovy
aparatury a uchyceno chirurgickou svorkou. Zbytky okolnich tkani byly pro lepsi
prehlednost odstranény. Pod svorkou jsme aortu ke kanyle Langendorffovy aparatury
upevnili hedvabnou niti a svorku posléze odejmuli. Pro méfeni povrchového
elektrogramu byly k dispozici 2 hackové elektrody, jednu jsme umistili do apexu
myokardu a druhou do praveé siné. Polohu elektrod jsme zvolili tak, aby byl zaznam
dobfe Citelny se snadno rozliSitelnym QRS komplexem. Mistem, kde srdcem vede
LAD koronarni artérie, jsme provlékli atraumatickou jehlu s Sici niti z hedvabi (HR 10,
Chirmax) tak, abychom méli 2 konce nité a mezi nimi oblast véncité tepny. LAD neni
okem zfetelné viditelna (viz obr. €. 11), jeji polohu jsme pfedpokladali podle srdecni
vény, kterou lze na povrchu myokardu spatfit a jez prochazi paralelné v tésné

blizkosti LAD koronarni artérie.

1. Aorta

2. Prava
koronarni
arterie

3. Sestupna
vétev levé
koronarni
arterie

Obrazek ¢. 11: Obrazek koronarnich artérii, které vyzivuji a okysli€uji myokard. V misté

¢erného bodu byla provedena okluze LAD koronarni artérie.
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Pozdéji byla na oba konce nité navleCena tenka polyetylenova trubicka.
Tlakem trubicky proti LAD artérii byla navozena lokalni okluze a toto utazeni bylo
zafixovano malou chirurgickou svorkou (viz obr. &. 12). Pfi spravné provedené okluzi
se nam okamzité zvysil perfuzni tlak, ktery byl sniman vnéjSim tlakovym snimacem.
Zména tlaku byla monitorovana na obrazovce pocitaCe, ke kterému byly pfipojené i
snimaci elektrody. K tomuto ucelu byl vyuzit pocitaCovy program CAR, ktery byl
vytvofen Ing. F. Papouskem v FgU AV CR. Tento program nam umoznil
zaznamenavat hodnoty tlaku a elektrogram z povrchu srdce pro pozdéjSi analyzu
arytmii a srdecni frekvence. Na konci ischemie byla povolena chirurgicka svorka. Do
koronarnich artérii nam znovu zacal proudit roztok a doslo tedy k reperfuzi. Tlak v

aorté opét klesl, pfiblizné na pivodni hodnotu.

Obrazek ¢. 12: Srdce povésené za aortu na Langendorffiiv perfuzni pristroj ve fazi ischemie

spole¢né s elektrodami snimajicimi elektrogram z povrchu srdce.
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4.2.3. Experimentalni protokol

Vliv metadonu a morfinu na ischemicky myokard potkana jsme analyzovali
podle vyskytu a zavaznosti ischemickych a reperfuznich komorovych arytmii, a dale
podle velikosti infarktu. Po vyjmuti srdce z téla zvifete a po jeho zavéSeni na kanylu
Langendorffova pfistroje jsme jej ponechali ve 20 min stabilizaci. Aby oblast infarktu
byla dobfe partna, ponechali jsme srdce v ischemii po dobu 50 minut. Nasledovala
reperfuze, ktera trvala 60 minut. Takto dlouha reperfuze je nutna pro nasledné
uspésné stanoveni velikosti infarktu myokardu pomoci tetrazoliovych soli. V pribéhu
reperfuze dojde bud k Castecné reparaci enzymu poskozenych bunék a nebo je tento
Cas potiebny k vyCerpani kofaktorld enzymu redukujicich tetrazoliové sole, které by

nam jinak mohli ovlivnit vysledné barveni. Pribéh pokusu znazorfiuje obr. €. 13.

Zalatek pokusu Okluze LAD Pocatek reperfuze Konec pokusu

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Obrazek €. 13: Schéma experimentalniho protokolu. V prvnich 20 min bylo srdce stabilizovano,
po uplynuti této doby jsme provedli podvaz LAD, ischemie trvala 50 min. V 70. min pokusu byla
okluze LAD povolena, reperfuze probihala hodinu. Ve 130. min bylo srdce z Langendorffova

pristroje odebrano a nabarveno.

4.2.4. Méfeni EKG a krevniho tlaku

Elektrogram z povrchu srdce byl zaznamenavan tésné pfed okluzi koronarni
artérie, béhem celé 50 min ischemie, béhem prvnich 10 min reperfuze a pak po dobu
2 min tésné pred ukoncenim pokusu. Perfuzni tlak byl zaznamenavan po celou dobu

experimentu, v€etné stabilizace.

4.2.5. Stanoveni velikosti infarktu

Po uplynuti hodinové reperfuze jsme opét provedli okluzi LAD. Nasledné jsme
srdce i s kanylou sejmuli z Langendorffovy aparatury. Pomoci injekéni stfikacky
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nasazené na usti kanyly jsme ho perfundovali pfiblizné 2 ml 5% roztoku
manganistanu draselného (Lachema), ktery nam obarvil tu ¢ast srdce, ktera byla
normalné perfundovana (kromé okludované infarktové oblasti). Tato oblast se diky
oxidacni reakci zbarvila do hnéda, jelikoz manganistan se v tkani redukuje na hnédé
zbarveny oxid mangani€ity MnO, (burel). Nasledné jsme injekéni stfikacku s KMnOg4
vyménili za stfikacku s fyziologickym roztokem, kterym jsme srdce pomalu promyvali,
dokud z néj nekapala uz jen Cira tekutina fyziologického roztoku. Timto postupem

jsme odstranili prebyte¢ny KMnOy,,

Srdce jsme sundali z kovové kanyly, povolili podvazani artérie a odstfihli jsme
Z néj obé siné a aortu tak, aby nam zbyl pouze komorovy myokard. Poté jsme ho
osusili filtracnim papirem a v plastové Petriho misce ho ulozili do mrazaku. Pfiblizné
1 hod stacila k tomu, aby srdce zmrzlo a dostate¢né ztuhlo pro nasledné krajeni. Po
vyndani z mrazaku jsme ho nechali 2 - 3 min rozmrznout v pokojové teploté a pak ho
pomoci ziletky nakrajeli na 5 - 7 pficnych Fezu, pfiblizné 1mm silnych. Do lahvicky s
10 ml 1% 2, 3, 5 - trifenyltetrazolium chlorid (TTC, Sigma, USA) ve fosfatovém pufru
opH 7,4 (0,1 g TTC + 10 ml pufru) jsme tyto fezy vloZili a lahvicku jsme ponofili do
kadinky s teplou vodou, aby se nam fezy srdce v roztoku s TTC zahfaly na 37°C,
teplotu nutnou pro idealni fungovani enzymatickych reakci (Speechly-Dick a kol.,
1994). 10 ml pufru o pH 7,4 jsme pfipravili smichanim 7,75 ml 0,1 M roztoku
NaHPO, (3,58 g Na,HPO,/100 ml v deionizované vode, Penta) a 2,25 ml 0,1 M
roztoku NaH,PO, (1,56 g NaH,PO,4/100 ml v deionisované vodg, Penta).

Roztok TTC ve fosfatovém pufru nam oznacil zivé bunky, zatimco mrtvé
nekrotické bunky zlstaly neobarvené. Tato metoda je zalozena na redukci
tetrazoliové soli pomoci bunéfnych dehydrogenaz. Jejich vlivem dojde k otevieni
heterocyklické struktury tetrazolia, CimzZ vznikne nerozpustny barevny produkt
formazan. K této redukci je nutna pfitomnost koenzymua NADH, flavoproteinu. BEhem
ischemie a reperfuze jejich koncentrace prudce klesa. Diky této skuteCnosti nam
nemlze vzniknout barevny formazan v nekrotickém lozZisku, ¢ervené se nam tedy
obarvi pouze tkan, ktera ischemii odolala. Tetrazoliovych soli existuje vice druh,
nejCastéji se objevuje i nami pouzivany TTC, ktery vytvarfi jiZz zminény jasné

karminové Cerveny formazan.
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Za 30 minut jsme obsah lahvicek s TTC wylili a nahradili jsme ho vodnym
roztokem 10 % neutralniho formaldehydu. Lahvicky jsme ulozili na 2 - 3 dny do
lednice. Po uplynuti této doby jsme z fezl odstfihli pravou komoru a rozlozili jsme je
do Petriho misky s formaldehydem. Misku jsme osvétlily laboratorni lampou a z obou
stran nafotili digitalnim fotoaparatem s makroobjektivem (Nikon). Z fotografii jsme

pozdéji v poCitatovém programu Ellipse stanovili velikost infarktu.

4.2.6. Vyhodnoceni experimentalné ziskanych dat
4.2.6.1. Vyhodnoceni ischemickych a reperfuznich arytmii

Komorové arytmie jsme sledovali béhem celé 50 min ischemie a v prvnich 10
min reperfuze. V pfipadé, Ze se arytmie objevily jesté pfed okluzi LAD, vyradili jsme

toto zvife z pokusu.

Podle EKG zaznamu jsme hodnotili t&chto 5 typl komorovych arytmii (viz obr.
¢. 14):

a) singly (S) - jednoduché prfed€asné komorové stahy
b) doublets (D) - dvojité pfedCasné komorové stahy, tj. dva po sobé nasledujici
c) triplets (T) - trojité pfed€asné komorové stahy, tj. tfi tésné po sobé nasledujici

d) komorové tachykardie (VT) - sled minimalné Ctyf po sobé jdoucich pfedCasnych

komorovych stah(

e) komorové fibrilace (VF) - heterogenni, rychla a nekoordinovana elektricka aktivita

myokardu.

Dvojité a trojité predCasné komorové stahy (D + S) byly souhrnné oznaceny jako

salvy.
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Obrazek €. 14: EKG zaznam bez arytmii i s arytmiemi:

a) normalni srde€ni rytmus

b) jednoduché (S), dvojité (D) a trojité (T) predéasné komorové stahy
c) komorové tachykardie (VT)

d) komorové fibrilace (VF).

V prubéhu experimentu se zaznamy elektrogramu z povrchu srdce
jednotlivych zvifat ukladaly do pocitaCe, abychom je mohli pozdéji vyhodnotit. Pro
hodnoceni jsme pouzili program CAAV, ktery byl vytvofen na Oddéleni vyvojové
kardiologie na FgU AV CR. Postupné jsme prosli cely zaznam pokusu a urgili
jednotlivé typy komorovych arytmii. Zptusob hodnoceni ischemickych a reperfuznich
arytmii byl proveden v souladu s Lambethskou konvenci z roku 1988 (Walker a kol.,

1988). Finalnim vysledkem hodnoceni ischemickych a reperfuznich arytmii byla
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tabulka, vytvofena programem, ktera nam dala informace o vyskytu a zavaznosti

arytmii v jednotlivych minutach experimentu a o jejich celkovém poctu.

Podle Curtise a Hearse (1989) jsme v zavislosti na vyskytu jednotlivych typu
ischemickych a reperfuznich arytmii ke kazdému pokusu pfifadili hodnotu skore

ischemickych respektive reperfuznich arytmii (viz tabulka €. 3).

Typ arytmii Skére
bez pfedcasnych komorovych stah( 0
jednoduché predcasné komorové stahy (S) 1
dvojité (D) a trojité (T) predc¢asné komorové stahy 2
komorové tachykardie (VT) 3
docasné komorové fibrilace (VF), < 2 min 4
trvalé komorové fibrilace, > 2 min 5

Tabulka €. 3: Skére - bodové hodnoceni arytmii (upraveno podle Curtis a Hearse, 1989)

4.2.6.2. Hodnoceni velikosti infarktu

Velikost infarktu jsme analyzovali z pfiénych fezl srdci. Vyfotografovali jsme
vSech 5 - 7 FezU najednou, z apikalni i bazalni strany. Fotografie jsme viozili do
pocitaCe, kde jsme je pomoci programu Adobe Photoshop 7.0 doostfili a postupné
jsme kazdy fez vyfizli z fotografie tak, abychom méli 5 - 7 samostatnych fezl -

souboru.

Perfuze manganistanem draselnym a nasledné obarveni v roztoku TTC nam

zpUsobilo barevné rozliSeni jednotlivych oblasti fezu myokardem (viz obr. €. 15):

a) hnéda plocha - oblast srdce, ktera byla pfi okluzi LAD koronarni artérie normainé

perfundovana, nebyla zasaZzena ischemii a nasledné byla obarvena manganistanem
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b) Cervena plocha - oblast, ktera nebyla v dusledku podvazani LAD perfundovana,

ale ischemii prezila (proto se obarvila plisobenim TTC)

c) bézova az bila plocha - oblast, ktera nebyla v diasledku podvazani LAD

perfundovana a ischemii nepfezila (TTC negativni), nekroticka tkan.

TTC negativni
nekroticka

oblast

TTC pozitivni oblast

perfundovana
tkan

Obrazek ¢. 15: Fotografie pfiéného fezu potkanim myokardem. Hnéda oblast - normalné
perfundovana tkan, obarvena KMnO,. Cervena oblast - podvazana ¢ast myokardu, ktera
odolala ischemicko-reperfuznimu poskozeni, obarvena TTC. Bézova az bila oblast - podvazana

¢ast myokardu, ktera poskozeni neodolala, nekroticka tkan.

Barevné odliSeni jednotlivych ¢asti fezu jsme vyuZili v poCitatovém programu
Ellipse, kde jsme pomoci planimetrické metody zjistili pomérné zastoupeni
jednotlivych ploch vac&i celému fezu. Vytvorili jsme tfi sité bodu (40 x 40 bodu), které
jsme postupné aplikovali na vSechny srdecni fezy. V prvni siti jsme oznacili vSechny
body, lezici v fezu. Timto jsme zjistili celkovou plochu levé komory LV. V druhé siti
jsme oznacili vdechny body lezici pouze v hnéde, tudiz infarktem nezasazené,
oblasti. Odedtenim této normalné perfundované oblasti od celkové plochy levé

komory LV dostaneme velikost oblasti zasazené ischemii AR. Ve ftreti siti jsme
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oznacili pouze body lezici v Cervené oblasti levé komory. Timto jsme zjistili plochu
srdce, ktera byla ischemii zasaZena, ale preZila. Odectenim této plochy od velikosti
oblasti zasazené infarktem AR zjistime velikost infarktové oblasti IS. Z téchto udajl
jsme mohli vypocCitat pomérné zastoupeni jednotlivych oblasti a vyjadfit je v

procentech:
a) AR/LV - velikost ohroZené oblasti vztaZzena na celou levou komoru
b) IS/AR - velikost infarktu vztazena na velikost ohrozené oblasti

c) IS/LV - velikost infarktu vztazena na celou levou komoru.

4.3. Statistické hodnoceni namérenych dat

Pro ucely statistického a grafického zpracovani namérfenych vysledku
(vysledky jsou uvedeny jako primér + stfedni chyba praméru) jsme pouzili program
GraphPad Prism 5.00. Rozdil mezi dvéma experimentalnimi skupinami v poctu a
délce trvani arytmii (nenormaini rozlozeni dat) byl hodnocen pomoci Mann-Whitney
testu, mezi tfemi experimentalnimi skupinami pomoci Kruskal-Wallis testu s
naslednym Dunn testem. Pro porovnani velikosti infarktu (normalni rozlozeni dat) byl
pro dvé experimentalni skupiny pouzit neparovy t - test, pro tfi skupiny jednocestna
analyza variance (ANOVA) s naslednym Newmann-Keuls testem. Za statisticky

vyznamné jsme povazovali rozdily pfi P < 0,05.
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5. Vysledky

Metodou izolovaného perfundovaného srdce jsme zkoumali vliv dlouhodobé
stimulace OR (10 a 28 dni) morfinem a metadonem na vyskyt a zavaznost
ischemickych a reperfuznich arytmii u laboratorniho potkana, a dale vliv téchto latek
na velikost infarktu myokardu. Vysledky jsme rozdélily do 2 &asti, a to podle doby

podavani opioidu.

5.1. Série | — 10ti denni podavani opioidu

V ramci série experimentld analyzujicich vliv 10ti denniho podavani opioidu na
ischemickou toleranci srdce bylo pouzito celkem 48 potkani kmene Wistar,
pochazejicich z chovl spole¢nosti Velaz. Ze skupiny kontrol byli 4 jedinci vyfazeni
jeSté pred zapocetim experimentu z ddvodu komorovych arytmii ve stabilizaci,
nulového narlstu perfuzniho tlaku pfi okluzi a chybné povéSeni na kanylu
Langendorffovy aparatury. Z morfinové skupiny bylo vyfazeno 1 zvife kvdli
ucpanému filtru v Langendorffové perfuznim pfistroji. Z toho divodu byl vyfazen i 1
potkan ze skupiny metadonu. DalSi 2 méli zavazné fibrilace jiz v poCatcich ischemie.

Velikost jednotlivych skupin a poc&ty experimentt doklada tabulka €. 4.

. Pocet Ischemické Reperfuzni Velikost
Skupina ry . . .
zvirat arytmie arytmie infarktu
Kontrola 20 16 13 9
Morfin 10 13 12 12 9
Metadon 10 15 12 10 10

Tabulka €. 4: Pocet potkani pred zahajenim experimentd, pocet provedenych pokusi na
ischemické a reperfuzni arytmie a na analyzu velikosti infarktu u jednotlivych experimentalnich

skupin.

V tabulce €. 4 chybi 5 méfeni reperfuznich arytmii. Divodem vyfazeni 3
potkant ze skupiny kontrol a 2 potkani z metadonové skupiny byly trvalé komorové
fibrilace (bud na konci ischemie nebo na zaCatku reperfuze), zplUsobené

pravdépodobné rozsahlym ischemickym poskozenim. Na analyzu velikosti infarktu
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bylo pouZito o 4 potkany ze skupiny kontrol a o 3 potkany ze skupiny morfin 10
méngé, jelikoz tato srdce nebyla zdafile obarvena pomoci manganistanu draselného a
TTC.

Jednim ze zakladnich parametrud, které jsme sledovali, byla tepova frekvence
(HR) a perfuzni tlak. Primérné hodnoty HR jsme analyzovali ve 3 fazich pokusu, ve
stabilizaci, na konci ischemie a na konci reperfuze. Naméfené hodnoty HR se
vyznamneé neliSily v prabéhu pokusu u skupiny kontrol a morfinu 10 (viz tabulka €. 5).
Skupina metadon 10 méla ve vSech tfech méfeni v prubéhu experimentu vyssi HR
nez skupina kontrol, nicméné rozdil nedosahl hranice statistické vyznamnosti.
V tabulce €. 6 jsou uvedeny primérné hodnoty perfuznich tlak. Narast perfuzniho
tlaku byl vischemické fazi oproti stabilizaéni u vSech experimentalnich skupin

signifikantni, coz svédc&i o spravném provedeni okluze LAD koronarni artérie.

Tepova frekvence (min™)
Skupina HR1 HR2 HR3
Kontrola 197,4+6,4 208,3+8 204,5+9,4
Morfin 10 201,6 £14,9 210,3+15,5 223,5+15
Metadon 10 220+ 10,6 230,7+10 238,9+7,3

Tabulka ¢&. 5: Tepova frekvence ve vybranych ¢Easovych intervalech u jednotlivych
experimentalnich skupin (HR1 — ve fazi stabilizace, HR2 — na konci ischemie, HR3 - na konci

reperfuze). Hodnoty jsou uvadény jako primeér * stiredni chyba priiméru.

Perfuzni tlak (mm Hg)

Skupina T1 T2 T3
Kontrola 40,3+1,8 70 £ 3,5%* 49+2,3
Morfin 10 38+3 60 £ 3,5* 433+14
Metadon 10 41,2 +0,9 72,4 + 5* 42,9+29

Tabulka ¢. 6: Hodnoty perfuznich tlakii ve vybranych €asovych intervalech u jednotlivych
experimentalnich skupin (T1 — ve fazi stabilizace, T2 — na za€atku ischemie, T3 — na konci

ischemie). Hodnoty jsou uvadény jako pramér * stfedni chyba praméru.

* P < 0,05 vs. stabilizace
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5.1.1. Ischemické a reperfuzni arytmie

Pokud se ve fazi stabilizace vyskytovaly komorové arytmie, byla tato zvifata
z pokusu vyfazena (viz kapitola 5.1). Ischemické arytmie se pfi pouziti metody
izolovaného perfundovaného srdce vyskytovaly pfiblizné mezi 10. a 25. minutou
ischemie, reperfuzni arytmie se objevily ihned po uvolnéni podvazu artérie a

vymizely pfiblizné po 10 minutach.

5.1.1.1. Ischemické arytmie

Graf ¢. 1 ukazuje typové zastoupeni jednotlivych ischemickych arytmii — (A)
poCet jednoduchych pfed€asnych komorovych stahu, tzv. singld (B) salv a (C)
komorovych tachykardii (jednoduché: kontroly - 118,7 £ 24,1; morfin 10 - 146,4 %
41,8; metadon 10 - 114,1 + 31,2; salvy: kontroly - 115 + 38,9; morfin 10 - 79,2 £ 14,8;
metadon 10 - 54,5 + 16,7; VT: kontroly - 733,9 + 204,2; morfin 10 - 548,8 + 139,4;
metadon 10 - 575,7 £ 131,5). V zadném z analyzovanych parametri ischemické
arytmogeneze jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil mezi experimentalnimi
skupinami (viz graf €. 1). Zfetelny pokles je patrny v poCtu salv u zvifat, kterym byl po
dobu 10 dnu podavan metadon oproti kontrolam (pokles o cca 54 %), nicméné diky

vysoké heterogenité ve skupiné kontrol nebyl tento rozdil statisticky vyznamny.

DalSi parametry ischemické arytmogeneze, které jsme hodnotili, jsou
znazornény v grafu €. 2. Je to (A) celkovy pocet pfed€asnych komorovych komplexu
(PVCs) a (B) procentualni vyskyt komorovych fibrilaci (PVCs: kontroly - 967,5 %
217,3; morfin 10 - 774,3 £ 147,2; metadon 10 - 744,3 + 174,7; VE: kontroly — 26,7 %;
morfin 10 — 16,7 %; metadon 10 — 33,3 %). V zadném z téchto parametri nebyl
zjistén vyznamny rozdil. Je zde vidét pouze nepatrny trend ve sniZeni poc¢tu PVCs u
skupin vystavenych opioidim. Polovi¢ni zastoupeni fibrilaci u skupiny morfin 10

oproti metadonové skupiné nedosahlo signifikantni hladiny.

Déle jsme analyzovali dobu trvani tachyarytmii (fibrilaci a tachykardii) a
hodnotu ischemického skére (viz graf &. 3A, B). V obou pfipadech byly naméfrené
hodnoty vSech skupin velmi podobné (tachyarytmie: kontroly — 86 £ 19,7 s; morfin 10
- 73,5+ 13,9 s; metadon 10 — 79,3 £ 16,6 s; skore: kontroly - 3,5 + 0,2; morfin 10 -
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3,2 £ 0,1; metadon 10 - 3,5 £ 0,2). Bodové hodnoceni srdci se témér nelisilo, jelikoz

se u vSech vyskytovaly tachykardie nebo doCasné fibrilace.
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Graf €. 1: Ischemické arytmie. A — pocet jednoduchych predéasnych komorovych komplext
(singlti), B — pocet salv, C — pocet komorovych tachykardii u experimentalnich skupin. K -
kontroly, MOR — 10 dnd podavany morfin, MET — 10 dni poddvany metadon. Hodnoty jsou

uvadény jako pramér * stfedni chyba praméru.
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Graf €. 2: Ischemické arytmie. A — celkovy pocet predéasnych komorovych komplexd, B —
procentualni vyskyt fibrilaci u experimentalnich skupin. K — kontroly, MOR — 10 dnu podavany
morfin, MET — 10 dnid podavany metadon. Hodnoty jsou uvadény jako pramér * stiedni chyba

praméru.
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Graf €. 3: Ischemické arytmie. A — doba trvani tachyarytmii (fibrilaci + tachykardii), B —
ischemické skore u jednotlivych experimentalnich skupin. K - kontroly, MOR - 10 dnud
poddvany morfin, MET — 10 dnd podavany metadon. Hodnoty jsou uvadény jako pramér *

stfedni chyba praméru.
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5.1.1.2. Reperfuzni arytmie

U reperfuznich arytmii jsme vyhodnocovali stejné parametry jako v pfipadé
ischemickych arytmii, jak je patrné z grafu €. 4-6. Graf €. 4 ilustruje (A) pocet singld,
(B) salv a (C) komorovych tachykardii (singly: kontroly - 143,7 £ 25,5; morfin 10 -
163,6 + 47,5; metadon 10 - 107,8 + 24,8; salvy: kontroly - 107,1 £ 27,3; morfin 10 -
85,2 + 42,5; metadon 10 - 40,7 + 11,2; VT: kontroly - 317,8 + 82,5; morfin 10 - 160,6
t+ 18,2; metadon 10 - 284,5 + 92,2). Jednotlivé experimentalni skupiny se neliSily
v poCtu reperfuznich singli. Po 10ti dennim podavani metadonu je viditelna velka
(ackoliv nesignifikantni) redukce poctu salv (pokles o 62 %) v porovnani s kontrolami.
Podavani morfinu po stejné dlouhou dobu vyrazné snizilo poCet komorovych

tachykardii (0 50 %), i kdyz také nesignifikantné.

Mirny pokles poctu celkovych pred€asnych komorovych komplext u obou
opioidnich skupin v porovnani s kontrolami ukazuje graf ¢. 5A (v dusledku patrné
redukce salv resp. tachykardii; viz graf 4B, C). Dale ilustruje opétovnou velkou
heterogenitu v ramci skupin, co se tyCe vyskytu komorovych fibrilaci (B). Rozdil mezi
zadnou skupinou neni signifikantni, prestoZe procentualni zastoupeni fibrilaci u
metadonu 10 je 4krat menSi nez u potkanl, ktefi dostavali morfin. Pramér
jednotlivych skupin byl - PVCs: kontroly - 568,6 + 118,2; morfin 10 - 409,3 + 63,3;
metadon 10 - 433 + 104,1; VE: kontroly — 23,1 %; morfin 10 — 41,7 %; metadon 10 —
10 %).

Jak je patrné z grafu €. 6, vSechna srdce v pribéhu reperfuze méla, stejné
jako vischemii, arytmie ve formé tachykardii nebo fibrilaci, proto je hodnota
reperfuzniho skoére napfi¢ skupinami témér totozna (B). Oproti tachyarytmiim
v ischemii je v reperfuzi viditelny vyrazny pokles pfi 10ti denni aplikaci morfinu, ktery
ale také neni signifikantni. Primérné hodnoty experimentalnich skupin byly rovny —
tachyarytmie: kontroly — 50,1 £ 11,8 s; morfin 10 — 23,6 £ 2 s; metadon 10 — 35,2 +
6,5 s; skore: kontroly - 3.3 £ 0,2; morfin 10 - 3,7 £ 0,3; metadon 10 - 3,1 £ 0,1).
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Graf €. 4: Reperfuzni arytmie. A — pocet jednoduchych predéasnych komorovych stahi
(singlti), B — pocet salv, C — pocet komorovych tachykardii u jednotlivych experimentalnich
skupin. K = kontroly, MOR — 10 dnid podavany morfin, MET — 10 dni poddvany metadon.

Hodnoty jsou uvadény jako pramér * stfedni chyba priméru.
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Graf ¢. 5: Reperfuzni arytmie. A — celkovy pocet predéasnych komorovych komplext, B -
procentualni vyskyt komorovych fibrilaci u jednotlivych experimentalnich skupin. K — kontroly,
MOR - 10 dna poddvany morfin, MET — 10 dnu podadvany metadon. Hodnoty jsou uvadény jako

primeér * stredni chyba priaméru.
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Graf €. 6: Reperfuzni arytmie. A — doba trvani tachyarytmii, B — hodnota reperfuzniho skére u
jednotlivych experimentalnich skupin. K — kontroly, MOR — 10 dnid podavany morfin, MET — 10

dni poddvany metadon. Hodnoty jsou uvadény jako pramér * stfedni chyba priméru.
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5.1.2. Velikost infarktu

Graf €. 7 znazoriiuje relativni velikosti ohrozenych oblasti vztazenych na
velikost levé komory (AR/LV) u jednotlivych experimentalnich skupin (A). Diky tomu,
Ze se hodnoty AR/LV mezi jednotlivymi skupinami signifikantné neliSily (kontroly —
32,7 £ 4,1%; morfin 10 — 37,9 + 3,3 %; metadon 10 — 34,5 + 3,7 %), mohli jsme bez
zkresleni vysledkd porovnat primérné hodnoty relativnich velikosti infarktu (IS/AR;
viz graf €. 7B). Velikost infarktu byla vztazena na velikost ohrozené oblasti (IS/AR) u
jednotlivych skupin (kontroly — 25,7 £ 3,4 %; morfin 10 — 26,2 + 5 %; metadon 10 —
246 £ 3,6 %). Pramérna velikost infarktu byla velmi podobnda jak u kontrol, tak u

obou skupin, kterym byly podavany opioidy, a statisticky se vyznamné neliSila.
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Graf €. 7: Velikost infarktu. A — velikost ohrozené oblasti levé komory, B — velikost infarktu,
vztazena na velikost ohrozené oblasti u jednotlivych experimentalnich skupin. K — kontroly,
MOR - 10 dnu poddvany morfin, MET — 10 dnu podadvany metadon. Hodnoty jsou uvadény jako

primeér * stredni chyba priaméru.
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5.2. Série Il — 28mi denni podavani metadonu

Nasledujici série experimentld analyzovala vliv 28mi denniho podavani
metadonu na vyskyt a zavaznost ischemickych a reperfuznich arytmii a na velikost
infarktu myokardu. K dispozici jsme méli celkem 16 potkand kmene Wistar,
pochazejicich z chovil FgU AV CR. Ke zmé&né dodavatele laboratornich zvifat do$lo
v dusledku veterinarnich nedostatkd v chovu spole€nosti Velaz, které vedly k zakazu
dovozu experimentalnich zvifat do FgU AV CR. Z experimentd provedenych na
téchto potkanech jeden jedinec ze skupiny kontrol uhynul jeSté pred zapocCetim
experimentu v dusledku anestezie thiopentalem sodnym. DalSi jedinec zemfel
béhem 28mi denni aplikace metadonu (pravdépodobné jeho vlivem) a u dalSich 2
jsme pozorovali arytmie jiz ve fazi stabilizace. Velikost jednotlivych skupin a pocty

experimentl doklada tabulka ¢&. 7.

. Pocet Ischemické Reperfuzni Velikost
Skupina ,v . . .
zvirat arytmie arytmie infarktu
Kontrola 6 5 2 2
Metadon 28 10 7 4 3

Tabulka €. 7: Pocet potkan(i pred zahajenim experimentd, pocet provedenych pokusl na
ischemické a reperfuzni arytmie a na analyzu velikosti infarktu u jednotlivych experimentalnich

skupin.

Analyza reperfuznich arytmii se neprovadéla u 3 zvifat z obou skupin, v
disledku pretrvavajicich komorovych fibrilaci na konci ischemie nebo v pocatcich
reperfuze. Jeden potkan ze skupiny metadonu 28 nebyl pouzit pro stanoveni velikosti

infarktu kvuli dlouhodobé fibrilaci pozdéji v reperfuzi.

| u téchto skupin jsme méfili tepovou frekvenci a perfuzni tlak. HR byla
opétovné zprimérovana ve fazi stabilizace, na konci ischemie a na konci reperfuze.
Namérené hodnoty HR (viz tabulka &. 8) se v pribéhu pokusu téméF neliSily u
kontrol. Potkani, kterym byl po dobu 28 dna aplikovan metadon, méli (stejné jako
potkani, kterym byl metadon podavan pouze po dobu 10 dnl) nesignifikantné vyssi

tepovou frekvenci v reperfuzi oproti stabilizaci. V tabulce €. 9 jsou uvedeny primérné
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hodnoty perfuznich tlakd. NarGst perfuzniho tlaku byl v ischemické fazi u obou

experimentalnich skupin signifikantni.

Tepova frekvence (min™)
Skupina HR1 HR2 HR3
Kontrola 200 +19,7 193+10,8 190 £ 20,0

Metadon 28 223 +12,2 223 +10,9 246 5,9

Tabulka ¢. 8: Tepova frekvence ve vybranych ¢asovych intervalech u jednotlivych
experimentalnich skupin (HR1 - ve fazi stabilizace, HR2 — na konci ischemie, HR3 - na konci

reperfuze). Hodnoty jsou uvadény jako primeér * stiredni chyba priiméru.

Perfuzni tlak (mm Hg)

Skupina T1 T2 T3
Kontrola 41,3+1,8 71,2 +3,5* 49,6 +3,0
Metadon 28 42,2 +1,2 73,6 + 5* 47,1+2,5

v

Tabulka ¢. 9: Hodnoty perfuznich tlakti ve vybranych ¢asovych intervalech u jednotlivych
experimentalnich skupin (T1 — ve fazi stabilizace, T2 — na za€atku ischemie, T3 — na konci

ischemie). Hodnoty jsou uvadény jako pramér * stfedni chyba praméru.

* P < 0,05 vs. stabilizace

5.2.1. Ischemické a reperfuzni arytmie

Pouzili jsme stejny experimentalni protokol jako u série | a zaméfili jsme se na
hodnoceni stejnych parametri, abychom vysledky mohli porovnat s potkany, kterym

byl metadon podavan pouze po dobu 10 dnu.
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5.2.1.1. Ischemické arytmie

Graf €. 8 znazornuje pocet jednotlivych typl pfed€asnych komorovych stahu —
(A) singld, (B) salv a (C) komorovych tachykardii. Zjistili jsme, Ze nedoSlo k Zadnému
vyznamnému poklesu ani narustu oproti kontrolam, pouze u singld a salv doslo
k malému poklesu jejich poltu u metadonové skupiny, zatimco u komorovych
tachykardii tomu bylo pfesné naopak. Primérné hodnoty skupin jsou tyto — singly:
kontroly - 138 £ 36,5; metadon 28 - 89,7 + 30; salvy: kontroly - 72,8 £ 45; metadon 28
- 35,8 £ 11,5; VT: kontroly - 278,3 + 160,3; metadon 28 - 410,3 + 93,8.

Témér totozny u obou skupin byl celkovy pocet pfedCasnych komorovych
komplexu (kontroly - 489 + 205; metadon 28 - 536 + 128), jak je vidét z grafu ¢. 9A. U
kontrolnich potkani se vyskytovalo méné komorovych fibrilaci (kontroly — 40 %;
metadon 28 — 57,1 %), avSak diky nizkému poctu zvifat v obou skupinach nebyl

tento rozdil statisticky vyznamny (viz graf €. 9B).

Doba trvani tachyarytmii byla u jedincd ze skupiny metadon 28 velmi
individualni (viz graf €. 10A). Oproti nim byla kontrolni zvifata homogenné;jSi a doba
trvani tachyarytmii u nich byla kratsi (kontroly — 40,3 + 21,8 s; metadon 28 — 107,5
59 s), ale signifikantni hladiny nedosahla. Hodnoty ischemického skére byly u obou
skupin stejné (kontroly - 3,6 + 0,4; metadon 28 - 3,7 £ 0,3), u vSech zvifat se

vyskytovaly tachykardie a €asto i fibrilace (viz graf €. 10B).
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Graf ¢. 8: Ischemické arytmie. A — pocet pfedéasnych jednoduchych komorovych stahi, B -
pocet salv, C — pocet komorovych tachykardii u obou experimentalnich skupin. K — kontrola,

MET — 28 dni poddavany metadon. Hodnoty jsou uvadény jako pramér * stiedni chyba priaméru.
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Graf €. 9: Ischemické arytmie. A — celkovy pocet predéasnych komorovych komplexud, B -
procentualni vyskyt komorovych fibrilaci u obou experimentalnich skupin. K — kontrola, MET —

28 dnu podavany metadon. Hodnoty jsou uvadény jako primeér * stiredni chyba priméru.

65



@ 200 7
£
> 150
c
©
>
K-
(3]
s 100
S
.
- —_—
2 50
=
]
)
o
a 0 1 T
K MET
B
5 -
04—
-
$1 T -
x e
L e
o 3
K4
° e
2
E 2 g
°© o
=
° g
@ 17 =
g
o
0 I T
K MET

Graf ¢. 10: Ischemické arytmie. A — doba trvani tachyarytmii, B — hodnota ischemického skoére
u obou experimentalnich skupin. K — kontrola, MET — 28 dnii poddavany metadon. Hodnoty jsou

uvadény jako pramér * stfedni chyba praméru.
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5.2.1.2. Reperfuzni arytmie

Vzhledem k nizkému poctu potkan, ktefi odolali akutni ischemii (viz tabulka €.
7) ukazuji grafy vtéto a nasledujici kapitole 5.2.2. pouze pruméry jednotlivych
sledovanych parametru. Zda-li byl v nékterych parametrech reperfuzni arytmogeneze
rozdil signifikantni nelze urcit. Zdivodnéni ne zcela uspésné série Il je komentovano
v diskusi.

Z grafu €. 11 je viditelny trend ve snizovani jak (A) jednoduchych pfed€asnych
komorovych stahu, tak (B) salv i (C) komorovych tachykardii v reperfuzi u skupiny,
ktera byla vystavena pusobeni metadonu. Primérné hodnoty v téchto parametrech
byly — singly: kontroly - 313,5; metadon 28 - 71; salvy: kontroly - 45; metadon 28 -
21,7; VT: kontroly - 246,5; metadon 28 - 116,7.

Jelikoz potkani, ktefi dostavali metadon, méli oproti kontrolam méné singld,
salv i komorovych tachykardii, byl tedy i celkovy pocet pfedCasnych komorovych
komplext redukovan (kontroly - 605; metadon 28 - 209,3), jak ukazuje graf &. 12A.
Fibrilace v reperfuzi byly vice zastoupeny u kontrolni skupiny (viz graf & 12B).

Prdmér hodnot byl roven - kontroly - 75 %; metadon 28 — 50 %.

Tim, ze ve skupiné metadon 28 byly méné zastoupeny fibrilace doba trvani
tachyarytmii v této skupiné byla mensi nez u kontrol (kontroly — 42 s; metadon 28 —
18,7 s) (viz graf ¢. 13A). Reperfuzni skére (viz graf ¢. 13B) bylo i u téchto dvou
skupin velmi podobné (kontroly - 4,3; metadon 28 - 4), coz napovida o vysokém

vyskytu pretrvavajicich fibrilaci.
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Graf €. 11: Reperfuzni arytmie. A — pocet predéasnych jednoduchych komorovych komplexua, B
— pocet salv, C — pocet komorovych tachykardii u obou experimentalnich skupin. K — kontrola,

MET — 28 dni poddavany metadon. Hodnoty jsou uvadény jako pramér.
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Graf €. 12: Reperfuzni arytmie. A — celkovy pocet predéasnych komorovych komplext, B -
procentualni vyskyt komorovych fibrilaci u obou experimentalnich skupin. K — kontrola, MET —

28 dni podavany metadon. Hodnoty jsou uvadény jako pramér.
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Graf €. 13: Reperfuzni arytmie. A — doba trvani tachyarytmii, B — hodnota reperfuzniho skére u

obou experimentalnich skupin. K — kontrola, MET — 28 dni podavany metadon. Hodnoty jsou

uvadény jako prameér.
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5.2.2. Velikost infarktu

Graf €. 14 znazoriuje porovnani relativnich velikosti ohroZzenych oblasti
vztazenych na velikost levé komory (AR/LV) u obou experimentalnich skupin (A).
Vypoctené hodnoty mezi skupinami se vyrazné neliSily (kontroly — 40,1 %; metadon
28 — 31,2 %), Relativni velikost infarktu vztazena na velikost ohrozené oblasti (IS/AR)

byla u obou skupin - kontroly — 6,2 %; metadon 28 — 20,5 % (viz graf €. 14B).
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Graf ¢. 14: Velikost infarktu. A — velikost ohrozené oblasti levé komory, B — velikost infarktu
vztazena na velikost ohrozené oblasti u obou experimentalnich skupin. K — kontrola, MET — 28

dnu poddvany metadon. Hodnoty jsou uvadény jako pramér.
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5.3. Kontroly

Jak je patrné z porovnani experiment série | a Il, u zvifat z chovu FgU AV
CR se velmi éasto objevovaly pretrvavajici tachykardie, kvili kterym nebylo mozno
dokoncit vétSinu experimentl. Rozhodli jsme se proto otestovat ischemickou
toleranci téchto potkant za podminek, kdy bylo srdce perfundovano polovicni
koncentraci iontd Ca* (1,25 mmol) (viz tabulka &. 10). Opét jsme analyzovali
ischemické a reperfuzni arytmie a velikost infarktu a vysledky jsme porovnali

s kontrolami ze série |l.

koncentrace (mmol)
NaCl 118
NaHCO, 25
glukdéza 11
KCl 4,7
MgSO, x (7H,0) 1,2
KH,PO, 1,2
CaCl;, x (2H,0) 1,25

Tabulka €. 10: Slozeni Krebs-Henseleitova roztoku pro pokus na kontrolach, liSici se od

experimentt se sérii | a sérii Il poloviéni koncentraci vapniku.

K dispozici jsme méli celkem 12 potkanu kmene Wistar, pochazejicich z chovl
FgU AV CR. Jeden jedinec zemiel jesté pred zapodetim experimentu z divodu
anestezie thiopentalem sodnym, druhy byl vyfazen kvuli porucham kontraktility.
V disledku fibrilace na poc¢atku reperfuze chybi jedno méfeni reperfuznich arytmii.

Velikost jednotlivych skupin a poc¢ty experimentl doklada tabulka ¢. 11.
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Skupina olet zvitat ischemické reperfuzni velikost

P P arytmie arytmie infarktu
kontroly 6 5 2 2
nové kontroly 12 10 9 9

Tabulka €. 11: Pocet potkanu pred zahajenim experimentu, pocet provedenych pokusi na
ischemické a reperfuzni arytmie a na analyzu velikosti infarktu u obou experimentalnich
skupin. Kontroly — kontrolni potkani ze série ll, nové kontroly — kontrolni potkani, ktefi byli

perfundovani Krebs-Henseleitovym roztokem s poloviéni koncentraci Ca”".

5.3.1. Ischemické a reperfuzni arytmie
5.3.1.1. Ischemické arytmie

Snizenim koncentrace Ca?* u ,novych kontrol* (ti potkani, kterym bylo srdce
perfundovano Krebs-Henseleitovym roztokem s polovi¢ni koncentraci vapenatych
iontd) signifikantné poklesly vSechny 3 typy arytmii, (A) jednoduché pfedCasné
komorové stahy, (B) salvy i (C) komorové tachykardie (viz graf €. 15). Primérné
hodnoty byly — (singly: kontroly - 138 * 36,5; nové kontroly - 42,8 = 19,6; salvy:
kontroly - 72,8 + 45; nové kontroly - 19,2 £ 16,2; VT: kontroly - 278,3 + 160,3; nové
kontroly - 41,7 £ 32,4).

Jelikoz jsme pozorovali vyznamné snizeni jednotlivych typld komorovych
arytmii u novych kontrol (viz graf €. 15), statisticky vyznamného poklesu dosahl i
celkovy pocet predCasnych komorovych komplexu (viz graf €. 16A). Co se tycCe
procentualniho vyskytu fibrilaci (B), zde nebyl signifikantni pokles zaznamenan i
presto, Ze je zde patrné vyrazné sniZeni u novych kontrol (PVCs: kontroly - 489 *
204,6; nové kontroly - 103,7 £ 67,1; VE: kontroly — 40 %; nové kontroly — 10 %).

Graf €. 17 ilustruje dobu trvani tachyarytmii (A) a hodnotu ischemického skore
komorovych arytmii (tachykardie a fibrilace), proto i hodnota ischemického skore byla
signifikantné nizsi, nez u kontrol s vysSi hladinou vapniku (kontroly - 3,6 + 0,4; nové
kontroly - 1,6 £ 0,3). S redukci tachykardii a fibrilaci souvisi i znatelné niZSi doba

trvani tachyarytmii (kontroly — 40,3 + 21,8 s; nové kontroly — 18,5 £ 17 s).

74



200 1507

150 |

100

100

Pocet singlu
*
Pocetsalv

50 7

i

K K (n) K K(n)

500 7

400 7

300 7

200 7

100

Poéet komorovych tachykardii

K K (n)

Graf €. 15: Ischemické arytmie. A — pocet jednoduchych predéasnych komorovych staht, B -
pocet salv, C — pocet komorovych tachykardii u obou experimentalnich skupin. K — kontroly,
Kn — nové kontroly, s poloviéni koncentraci Ca®* v Krebs-Henseleitové roztoku. Hodnoty jsou

uvadény jako pramér * stfedni chyba praméru.

*P < 0,05 vs. kontroly
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Graf €. 16: Ischemické arytmie. A — celkovy pocet predéasnych komorovych komplexti, B —
procentualni vyskyt komorovych fibrilaci v obou experimentalnich skupinach. K — kontroly, Kn
- nové kontroly, s poloviéni koncentraci Ca’* v Krebs-Henseleitové roztoku. Hodnoty jsou

uvadény jako pramér * stfedni chyba praméru.

*P < 0,05 vs. kontroly
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Graf €. 17: Ischemické arytmie. A — doba trvani tachyarytmii, B — hodnota ischemického skoére
u obou experimentalnich skupin. K — kontroly, Kn — nové kontroly, s polovi¢éni koncentraci ca”

v Krebs-Henseleitové roztoku. Hodnoty jsou uvadény jako pramér * stredni chyba prameéru.

*P < 0,05 vs. kontroly
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5.3.1.2. Reperfuzni arytmie

Protoze jsme porovnavali reperfuzni arytmie s kontrolami ze série Il, vznika
zde stejny problém jako v kapitole 5.2.1.2. Pro nedostatek potkanu, ktefi odolali
akutni ischemii, budou v této a nasledujici kapitole 5.3.2. uvadény pouze primeéry
jednotlivych parametrd bez stfedni chyby priaméru. Z tohoto divodu nemuzeme urcit,
zda-li byl v nékterém parametru reperfuzni arytmogeneze a velikosti infarktu rozdil

signifikantni.

Podobné jako v pfipadé ischemickych arytmii (viz graf €. 15), i u reperfuznich
singlt (A) a salv (B) je z grafu €. 18 patrny trend ve snizovani jejich poctu u novych
kontrol (singly: kontroly - 313,5; nové kontroly — 57,9; salvy: kontroly - 45; nové
kontroly - 21,3). Komorové tachykardie (C) se v reperfuzi objevovaly u obou skupin

témeér ve stejném mnozstvi (kontroly - 246,5; nové kontroly — 278,4).

Z divodu mensiho vyskytu singli a salv u novych kontrol (viz graf €. 18), byl i
celkovy pocet pred€asnych komorovych komplext redukovan (kontroly - 605; nové
kontroly — 357,7), jak ukazuje graf €. 19A. Fibrilace v reperfuzi se objevily u kontrolni
skupiny v daleko vétS§i mife, nez u novych kontrol (viz graf €. 19B). Pramér jejich

hodnot byl roven - kontroly — 75 %; nové kontroly — 10 %.

Graf ¢ 20 ukazuje, ze doba trvani tachyarytmii (A) byla u obou skupin
podobna, doslo jen k nevyraznému snizeni u skupiny novych kontrol (kontroly — 42 s;
nové kontroly — 34,8 s). Reperfuzni skore (viz graf ¢. 20B) bylo u novych kontrol
pfiblizné o 1 bod nizsi (kontroly - 4,3; nové kontroly — 3,1), coZ napovida o mensim

vyskytu fibrilaci v této skupiné.
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Graf ¢. 18: Reperfuzni arytmie. A — pocet predéasnych jednoduchych komorovych stahi, B -
pocet salv, C — pocet komorovych tachykardii u obou experimentalnich skupin. K — kontroly,
Kn — nové kontroly, s poloviéni koncentraci Ca®* v Krebs-Henseleitové roztoku. Hodnoty jsou

uvadény jako prameér.
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Graf €. 19: Reperfuzni arytmie. A — celkovy pocet predéasnych komorovych komplext, B -
procentualni vyskyt komorovych fibrilaci u obou experimentalnich skupin. K — kontroly, Kn —
nové kontroly, s poloviéni koncentraci Ca®* v Krebs-Henseleitové roztoku. Hodnoty jsou

uvadény jako prameér.
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Graf €. 20: Reperfuzni arytmie. A — doba trvani tachyarytmii, B — hodnota reperfuzniho skére u
obou experimentalnich skupin. K — kontroly, Kn — nové kontroly, s polovi¢ni koncentraci ca*

v Krebs-Henseleitové roztoku. Hodnoty jsou uvadény jako pramér.
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5.3.2. Velikost infarktu

Graf €. 21 znazornuje porovnani relativnich velikosti ohrozenych oblasti
vztazenych na % velikosti levé komory (AR/LV) u obou experimentalnich skupin (A).
Vypoctené hodnoty mezi skupinami se vyrazné neliSily (kontroly — 40,1 %; nové
kontroly — 31,8 %). Relativni velikost infarktu (IS/AR) vztazena na velikost ohrozené
oblasti byla u obou skupin - (kontroly — 6,2 %; nové kontroly — 20,4 %), viz graf C.
21B. Prumérné hodnoty tykajici se méfenych parametrd v ramci analyzy velikosti

infarktu vySly pro tento experiment témér totozné s experimentem se sérii Il.
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Graf €. 21: Velikost infarktu. A — velikost ohrozené oblasti levé komory, B — velikost infarktu
vztazena na velikost ohrozené oblasti u obou experimentalnich skupin. K — kontroly, Kn — nové

kontroly, s poloviéni koncentraci Ca>* v Krebs-Henseleitové roztoku. Hodnoty jsou uvadény

jako primeér.
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6. Diskuze

6.1. Shrnuti vysledkt

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit potencialni kardioprotektivni ucinky
podavani morfinu a metadonu laboratornim potkanim po dobu 10 a 28 dnu. V
experimentu, kdy jsme podavali morfin a metadon potkanim po dobu 10 dnl nedoSlo
k zadné signifikantni zméné v porovnani s kontrolnimi jedinci. Pozorovali jsme
nékteré vyrazné zmény v arytmogenezi, nicméné v dusledku vysoké heterogenity
statisticky nevyznamné (sniZeni poctu salv v prubéhu ischemie respektive reperfuze
0 54 % a o0 62% u skupiny metadon 10; snizeni poctu reperfuznich komorovych
tachykardii o0 50% u zvifat, kterym byl 10 dni podavan morfin, coz vedlo k poklesu
prumérné doby trvani reperfuznich tachyarytmii témé&f o polovinu, polovi¢ni
procentualni vyskyt ischemickych komorovych fibrilaci u skupiny morfin 10 oproti
metadonu 10, v reperfuzi byl vSak vyskyt fibrilaci u metadonové skupiny ctvrtinovy,

oproti skuping, které byl podavan morfin).

V experimentu analyzujici vliv 28mi denniho podavani metadonu jsme mohli
statisticky hodnotit pouze ischemické arytmie (duvody jsou uvedeny v kapitole 6.4.),
kde k Zadnym vyznamnym zménam nedosSlo. Bylo pozorovano jen lehké zvySeni
procentualniho vyskytu ischemickych fibrilaci a prodlouzeni doby trvani tachyarytmii

u skupiny potkan, kterym byl podavan metadon.

Co se tyka pokusu pouze na kontrolach, zde jsme také mohli statisticky
vyhodnotit pouze ischemické arytmie (viz kapitola 6.4.). Signifikantni sniZeni se
projevilo u v8ech druhl ischemickych komorovych arytmii u kontrol, které byly
perfundovany Krebs-Henseleitovym roztokem s poloviéni koncentraci Ca®* (tzv. nové
kontroly). S tim souvisi i signifikantni snizeni ischemického skore oproti kontrolam ze
série Il. Ackoliv procentualni vyskyt ischemickych fibrilaci nedosahl statistické

vyznamnosti, u novych kontrol byl tento vyskyt 4krat mensi nez u kontrol ze série Il
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6.2. Protektivni tloha opioidu

Morfin a metadon patfi do skupiny opioidd, latek plsobici na OR. | pfes
odliSnou chemickou strukturu maji velmi podobné vlastnosti. O opioidech obecné je
jiz nékolik let znamo, Ze maji vliv na kardiovaskularni systém. Pifed témér 20 lety se
Zjistilo, Ze podani opioidu pfed okluzi koronarni artérie snizuje velikost infarktu
myokardu (Schultz a kol., 1995). Pozdéji bylo prokazano, Ze tento efekt je
zprostfedkovan pfevazné d; OR (Schultz a kol., 1998), i kdyz v urCité mife se na
kardioprotekci mohou podilet vSechny 3 typy OR (Wu a kol., 2004). Jednim z
opioidu, u kterého bylo zjisténo, Ze signifikantné snizuje velikost poSkozeni srdce, je
pravé morfin (Schultz a kol., 1996). V signalni draze kardioprotekce vyvolané opioidy
se uplathuje hlavné PKC, mitochondrialni Karp kanaly, MAP kinazy a tyrozin kinazy
(Schultz a Gross, 2001). Podani morfinu nebo jinych opioidd ma protektivni u€inky na
myokard nejen, pokud jsou podany tésné pred ischemii, ale i bezprostfedné pred
reperfuzi (Chen a kol., 2008). VSechny tyto studie byly zaméfeny na akutni podavani

opioidl. Nas ale spiSe zajimaly ucinky jejich dlouhodobé aplikace.

V nasem experimentu jsme zkoumali vliv 10ti denniho podavani morfinu na
ischemickou citlivost srdce. Jak bylo prezentovano ve vysledkové &asti, v disledku
chronického podavani morfinu nedoslo k signifikantni zméné, at’ uz u ischemickych a
reperfuznich arytmii nebo u velikosti infarktu myokardu. Tyto vysledky se shoduji s
predchozi praci, kdy podavani stejné davky morfinu potkanim po dobu 10 dnl také
nemélo vyznamny vliv na velikost infarktu myokardu na modelu anestetizovaného
uméle ventilovaného potkana (Skrabalova a kol., 2012). Na rozdil od naseho pokusu
bylo pozorovano v této studii snizeni vyskytu a pocCtu ischemickych arytmii. Zda se
tedy, Ze rozdilné metodické pfistupy (izolované perfundované srdce vs. srdce in situ)
ke studiu ischemickych a reperfuznich arytmii mohou hrat vyznamnou roli pfi studiu
citlivosti srdce potkana k ischemickym a reperfuznim arytmii. K podobnym zavéram
dospéla napf. studie Asemu a kol. (2000), analyzujici ischemické arytmie na obou
experimentalnich modelech u potkant adaptovanych na chronickou intermitentni

hypoxii rizné intenzity.

Jina studie se vénovala tématu, zda-li dlouhodoba aplikace morfinu zméni
expresi proteind v potkanim srdci. Potkani dostavali vysoké davky morfinu (10

mg/kg/den) po dobu 10 dna. Vyrazné zménéné hladiny exprese byly nalezeny u 9
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proteiny. Jednalo se o signalni nebo stavebni proteiny (Drastichova a kol., 2011).
Stejna skupina védcu o rok pozdéji publikovala studii porovnavajici expresi proteina
na konci 10 denniho podavani a dale 3 a 6 dni po skon&eni stimulace opioidy. Zjistili,
Zze az 237 proteind ma zménénou expresi v disledku IéEby morfinem nebo po jeho
vysazeni. K vétsiné zmén doslo na urovni myokardialnich cytosolickych proteind po 3
denni abstinenci. Vyrazné také vzrostla hladina tzv. heat shock proteini. DalSi

zmény se tykaly pro- a anti-apoptotickych proteint (Drastichova a kol., 2012).

DalSi experimenty analyzujici vliv chronického podavani morfinu byly udélany
v ramci diplomové prace Bartorové (2011), kdy bylo zjisténo, ze podavani morfinu po
dobu 28 dni ma protektivni vliv na velikost infarktu myokardu na modelu srdce in situ,
zatimco na arytmie nema vliv Zadny. Zda se tedy, Zze v ischemické toleranci srdce
potkana za podminek chronického pusobeni morfinu hraje také vyznamnou ulohu
doba jeho pusobeni. S timto experimentem jsou ale v rozporu vysledky pokusu Chan
a kol. (1987), kde byl morfin podavan potkanim v pitné vodé po dobu 3 tydnt. U
téchto potkant doslo ke snizeni vyskytu €asnych komorovych arytmii, zatimco u
potkand, kterym byl v tomto experimentu podan morfin akutné, k zadné vyznamné

zméneé v incidenci arytmii nedoslo.

Jina publikace ukazuje, ze dlouhodobé podavani vysokych davek morfinu
podstatné méni funkci adenylat cyklazové signalizace, regulované myokardialnimi G-
proteiny. Napf. mnozstvi adenylat cyklazové izoformy V/VI se stimulaci morfinem po

dobu 10 dnd témér zdvojnasobilo (Skrabalova a kol., 2012).

Peart a Gross (2004) provadéli pokusy s chronickym morfinem na mysich,
ktery jim byl podavan po dobu 5 dnu. Jejich vysledky ukazaly, Ze zvySena tolerance k
ischemii vyvolana touto dlouhodobou aplikaci morfinu je dokonce vétsi nez protekce
vyvolana akutnim podanim. Kromé toho objevili, Ze tato ochrana pfetrvava jesté 48 h
po ukonceni aplikace morfinu. Jesté ten samy rok tito védci pfisli s otazkou, jestli je
mira kardioprotekce vyvolana morfinem srovnatelna u mladych a starych jedincu,
kdyZ je znamo, Ze odolnost k ischemii se s vékem snizuje. Zjistili, Ze pfi chronickém
podavani metadonu (v tomto pfipadé opét 5 dni) je velikost infarktu snizena jak u
mladat, tak u dospélych mysi, zatimco pfi akutnim podani je zvySena odolnost

myokardu k ischemii patrna pouze u mladych jedinct (Peart a Gross, 2004). Tato
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studie naznacuje, Ze u starych jedincu je tfeba intenzivnéjSi a dlouhodoba stimulace

k aktivaci kardioprotekce.

Tyto vysledky ukazuji komplexni pohled na kvantitativni zmény v
myokardialnim proteomu a ischemické toleranci srdce v dusledku lIé€by nebo odnéti
pfisunu morfinu. Ukazuji tak, Ze vliv morfinu na myokard nespociva pouze v jeho
kardioprotektivnim pusobeni na velikost infarktu, které se nam ale pfi 10ti denni
aplikaci v souladu s dostupnou literaturou nepodafilo prokazat. ZvySena tolerance
srdce v dusledku aplikace morfinu je podle vSeho zavisla na délce podavani této

latky.

6.3. Vliv metadonu na srdce

Studii tykajici se morfinu je cela fada, zatimco o pusobeni jiného opioidu,
metadonu, na myokard neni znamo témér nic. O jeho akutnim uc&inku vySla jen jedina
publikace, ktera navic srovnava kardioprotektivni plsobeni metadonu a morfinu,
stejné jako jsme provedli my u experimentl se sérii I. V této publikaci bylo nejvétsiho
snizeni velikosti infarktu dosazeno v davce 0,3 mg/kg u obou opioidd, pokud byli
podani 30 min pfed ischemii nebo 5 min pfed reperfuzi a pokud ischemie trvala

pouze 30 min (Gross a kol., 2009).

O jeho vlivu na myokard pfi dlouhodobém podavani neni v literatufe zadna
zminka, proto jsme se rozhodli provést experiment tykajici se této problematiky.
Uginky metadonu na potkani myokard jsme chtéli porovnat s vysledky pro morfin
(jako Gross ve svém experimentu), proto jsme ho aplikovali po dobu 10 a 28 dnu,
tedy stejné dlouho, jako predchozi studie zabyvajici se vlivem morfinu. Podobné jako
u morfinu 10, tak ani u metadonu 10 nedoSlo k Zzadnému statisticky vyznamnému
rozdilu u vyskytu a zavaznosti ischemickych a reperfuznich arytmii, ani u velikosti
plochy zasazené infarktem. Jak jiz bylo fe€eno, v experimentu na podavani morfinu
po dobu 28 dni nemél morfin vliv na vyskyt arytmii (Bartofiova 2011), coz naSe
vysledky ukazuiji i pfi aplikaci metadonu (alespori u ischemickych arytmii, u kterych

bylo mozné zjiStovat statisticky vyznamné rozdily).

Jeden z nejprozkoumangé;jsich ucinkl metadonu na lidsky myokard byl popsan

jako prodlouzeni QT intervalu v elektrokardiogramu (Vallecillo a kol., 2013). Jina
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publikace se zabyvala tim, Ze mnoho pfipadu komorovych arytmii a srde¢nich zastav
u lidi je spojeno sléCbou metadonem. VétSi riziko arytmii bylo pozorovano v
pfipadech, kdy se kombinoval metadon s antiretrovirotiky u pacientd nakazenych HIV
(Kao a kol., 2013). Dale je znamo, Ze uzivani diazepamu nebo jinych benzodiazepinu
v metadonové substituéni 1é€bé mize zvySovat riziko nahlé smrti, pravdépodobné
v dusledku vyskytu zavaznych komorovych arytmii (Kuryshev a kol., 2010). Tyto
studie naznacuji zvySené riziko malignich forem komorovych arytmii v disledku
léCby metadonem, nicméné v nasem experimentalnim usporadani jsme jednoznacné

vysledky potvrzujici zmény v citlivosti srdce k arytmiim nepozorovali.

Jina studie se zabyvala rozdilem mezi metadonem a morfinem aplikovanym
bd&lym pstim na kardiorespiraéni funkce. Uginek metadonu je koncentraéné zavisly,
ale ma silngjSi ucinky na snizeni kardiorespiraCnich funkci nez morfin (snizeni
parcialniho tlaku kysliku a srde¢ni frekvence) (Maiante a kol., 2009). Je mozné, ze
tyto u€inky ma metadon i na lidské kardiorespiracni funkce, ¢imz by mohl nékterym

jedincim na substitu¢ni metadonoveé |é¢bé pfivodit zdravotni potize.

Jak je vidét, metadon muze mit na srdce negativni i pozitivni Ucinky, zavisejici
na mnoha okolnostech. Nelze tedy vyvozovat jednoznaéné zaveéry, jestli je podavani
metadonu pro srdce spiSe pfinosem nebo ne. Studium jeho kardioprotektivnich
ucinkl je v samém zacatku, ale jelikoz experiment Grosse a kol. (2009) poukazuje na
redukci velikosti infarktu vlivem metadonu, stalo by za to se timto tématem dale
zabyvat. Navic diky své podobnosti s u€inky morfinu se zde nabizi otazka, na kterou
jsme hledali odpovéd: jestli podobné jako morfin mize i aplikace metadonu po dobu
28 dnd zmenSit velikost infarktu. Timto smérem by se tedy mohly ubirat dalsi

experimenty zamérené na téma opioidl v kardioprotekci.

6.4. Metodické problémy se sérii ll

Jak jiz bylo uvedeno ve vysledcich, nebylo mozné statisticky vyhodnotit
vSechny experimenty, a to reperfuzni arytmie a velikost infarktu u série Il. Pfi
planovani pokusu se sérii Il nastaly komplikace s dodavkou potkan(. Oddéléni
Vyvojové kardiologie FgU AV CR jiz fadu let odebira laboratorni potkany kmene
Wistar z chovu spoleCnosti Velaz. V dusledku genetického kontaminovani chovu
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potkanu a infekéni nakaze, kterd v této firmé propukla, jsme byli nuceni zménit
dodavatele. K dispozici jsme méli potkany kmene Wistar z chovii FgU AV CR. Na
zaCatku reperfuze v experimentu se sérii 1| nam polovina potkand zemfela v
dusledku pretrvavaijicich fibrilaci, ackoliv pribéh ischemie byl v pofadku, srovnatelny
se serii |. Tyto fibrilace se vyskytovaly jak u skupiny kontrol, tak u skupiny, ktera
dostavala metadon, tudiz se vliv dlouhodobého podavani metadonu na zvétSeny
vyskyt komorovych fibrilaci jevi jako nepravdépodobny. Pfitom zvifata z obou sérii
byla chovana za stejnych podminek a krmena stejnou dietou. Experimentalni
protokol byl také totozny. Pokusy se sérii | jsme provadéli v unoru, se sérii Il v
kvétnu, nelze tedy zcela vylouCit, ze odliSné ro¢ni obdobi mélo néjaky vliv na
arytmogenezi v disledku akutni ischemie a reperfuze. Dale je zde fakt, Ze potkani ze
série Il byli o néco starsi (pfiblizné o 14 dnu - 3 tydny) a vazili praimérné o 150 g vic
pokusy na Oddéléni Vyvojové kardiologie FgU AV CR neprokazaly odli$nou citlivost
srdci laboratornich potkanld k ischemickym arytmiim ve vékovém rozmezi 3 - 6
mésicu (Neckar a kol., 2004). Jako nejpravdépodobnéjsi duvod se ale jevi zména
dodavatelské firmy, ze které jsme potkany nakupovali. A¢koliv Slo v obou pfipadech

o kmen Wistar a byli chovani stejnym zplsobem, rozdily mezi nimi byly evidentni.

Pro dalSi experimenty bylo nutné, aby zvifata akutni ischemii pfeZivala. Jako
jedno FeSeni, které jsme se rozhodli vyzkou$et, bylo snizeni koncentrace Ca®'
v perfuznim Krebs-Henseleitové roztoku, kterym bylo srdce v prubéhu pokusu
perfundovano. Zlepseni pfezivani bylo patrné uz v pribé&hu pokusu, jen jeden jedinec
byl diky pfetrvavajici reperfuzni fibrilaci z experimentu vyfazen. Signifikantni snizeni
arytmogeneze se projevilo u vdech druhu ischemickych komorovych arytmii u novych
kontrol. S tim souvisi i signifikantni snizeni ischemického skoére oproti kontrolam ze
série Il. Je tedy patrné, Ze snizeni koncentrace Ca* mélo antiarytmicky efekt, patrné
v diisledku sniZeni excitability myocyttl a omezeni vzniku Ca?*-indukovanych arytmii.
Pro dal$i experimenty na izolovaném perfundovaném srdci s potkany z chovu FgU
AV tedy bude lepsi pouzivat Krebs-Henseleitliv roztok s poloviéni koncentraci Ca?*,

abychom z pokusu ziskali dostate¢né mnozZstvi dat a experimenty byly vice efektivni.
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7. Zaver

Tato diplomova prace se zabyvala vlivem dlouhodobého podavani metadonu (10 a
28 dnl) na vyskyt a zavaznost ischemickych a reperfuznich arytmii a na velikost
infarktu na potkanim myokardu ve srovnani s morfinem. Na zakladé provedenych

experimentl jsme dosli k témto zavérim:

1) Podavani metadonu potkanim po dobu 10 dni nemélo vyznamny vliv na vyskyt a
zavaznost ischemickych a reperfuznich arytmii ani neovlivnilo velikost infarktu

myokardu.

2) Podavani metadonu potkanim po dobu 28 dni nemélo vyznamny vliv na
ischemické arytmie. Jeho vliv na reperfuzni arytmie a velikost infarktu myokardu jsme

nemohli prokazat vzhledem k vysokému vyskytu pfetrvavajicich komorovych fibrilaci.
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