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Abstrakt

Opioidy jsoucasto povazovany za nebezpé navykové latky. Cilem této prace je
nastinit, Ze tyto latky mohou vyznagromezovat poSkozeni tkani, které je spojené
s ischemii myokardu. Vzhledem ktomu, Ze ischemigokardu postihuje kazZdo¥oé
statisice lidi a zfsobuje poskozeni a odumirani swmletkare, které vede v &kterych
piipadech az ke smrti, neni potencialni kardioprotaektpasobeni opioid zanedbatelnym
faktem. Jak bylo zjigho, ke kardioprotektivnimudinku miZe dojit po aktivaci opioidnich
receptoét pred ischemii (opioidni preconditioning) nebore@ reperfuzi (opioidni
postconditioning). V kardioprotekci hrajaildzitou roli predevSim aktivace; opioidniho
receptoru agonistou BW373U86, TAN-67 a morfinemekdik studii také prokazalo
kardioprotektivni fisobeni aktivovanych aé, opioidnich receptdr Kardioprotektivni efekt
opioida, ke kterému dochézi po aktivaci opioidnich receptie zprostedkovan pedevsim
pusobenim G proteini, protein kinazy C, mitochondrialnichai kanati, volnych radikat,
kindz regulovanych extracelularnim signalem, mitemye aktivovanych protein kinaz a

glykogen syntazy kinazy.

Kli¢ova slova: Opioidy, opioidni receptory, ischemie myokardu, diaprotekce,

preconditioning, postconditioning



Abstract

Opioids are often considered to be dangerous adelistibstances. The aim of this
thesis is to demonstrate that these substancesigaificantly reduce the tissue damage
associated with myocardial ischemia. Considerirggftitt that myocardial ischemia affects
thousands of people every year and causes damageeanosis of heart tissue, which in
some cases leads to death, the potential cardespnat effect of opioids is not a negligible
issue. It wagliscovered that the cardioprotective effect carupedter activation of opioid
receptors before ischemia (opioid preconditioning) before reperfusion (opioid
postconditioning). In cardioprotection, especiattivation ofé, opioid receptors by agonist
BW373U86, TAN-67 and morphine plays an importarier&everal studies also proved
cardioprotective effect of activatad and 6, opioid receptors. The cardioprotective effect
arising after activation of opioid receptors is ma¢eld especially via g proteins, protein
kinase C, mitochondrial &&p channels, free radicals, extracellular signal-latga kinases,
mitogenem-activated protein kinases and glycogethsge kinasp.

Keywords: Opioids, opioid receptors, myocardial ischemia, dmgprotection,
preconditioning, postconditioning
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1. Seznam zkratek

AC
ATP
BNTX
CAMP
cDNA
DAG
EOPs
GIRK
GPCRs
GSKB
GDP
GTP

IP3
IPC
mPTP
NO
NOS
OPC
OR
ORLy
PI3K
PIP,
PLC
PKC
POC
POMC
RNS
ROS
SR
TOR
TK

adenylat cyklaza

adenosintrifosfat

7-benzylidinenatrexon

cyklicky adenosin monofosfat
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
diacetylglycerol

endogenni opioidni peptidy

G proteinem aktivovany dovhitisneriujici kanal
receptory sgzené s G proteiny

glykogen syntaza kinafa

guanosintrifosfat

guanosindifosfat

hyperpolarizaci aktivovany kationtovy kanal
inositol 1,4,5-trifosfat

ischemicky preconditioning

mitochondrialni permeabilnigghodné kanaly
oxid dusnaty

syntaza oxidu dusnatého

opioidni preconditioning

opioidni receptor

siroti receptor

fosfatidylinositol-3-kinaza
fosfatidylinositol-4-5-bisfosfat

fosfolipaza C

protein kinaza C

postconditioning

pro-opiomelanokortin

volné dusikaté radikaly

volné kyslikaté radikaly

sarkoplazmatické retikulum

protein TOR (target of rapamycin)

tyrosin kindza



2. Uvod

Opioidy jsou pirozere se vyskytujici alkaloidy, jejich analogy ale nazimde i v
télech Zivaicha, kde reguluji nespet fyziologickych pocholl Opioidy extrahované
z vlciho makuPapaver somniferum, byly dlouha staleti uzivany k tiSeni bolesti. @gy maji
vyjime¢né analgetické vlastnosti a diky tomu se mnohdyagtgedinym moznym zjgsobem
utlumeni bolesti. Zneuzivanékterych opioidi, jako napiklad morfinu nebo heroinu, vedlo
ke zkresleni pohledu na opioidy jako na nebe&zpenavyk navozujici latky. Z tohaidodu
se rekteri lékai zdrahali gedepisovani échto analgetik a dkteri pacienti dokonce ze
strachu, Ze by se stali zavislymi¢hé opioidy odmitali. Ve své praci, se mimo jinékpsim
nastinit, Ze tyto obavy byly neopodstata. Hlavnim cilem této prace vsak je, poukazat na
kardioprotektivni efekt opioil V minulych letech bylo totiz prokadzano, Zdispbeni
n¢kterych opioidi miZze zmirnit poSkozeni tkani myokadru, ke kterémuhdat nejdive (i
ucpani koronarnich cév - ischemii a posléiezpovuobnoveni fivodu krevniho zasobeni —
reperfuzi. Ischemie myokardu postihuje &mau ¢ast populace fedevsim ve vysjych
zemich a pdt k jedné z neasgjSich @icin umrti. V této bakai&ké se proto pokusim
shrnout dosavadni poznatky o kardioprotektivninepoilu opioid a mechanismech, které
tuto kardioprotekci zprogtdkovavaji.

3. Opioidy

3.1. Zakladni charakteristika opioida

Do skupiny opioid pati latky, které vyvolavaji sy Uc¢inek vazbou na opoidni
receptory (OR) a zarovie jsou stereospecificky antagonizovany naloxonem.ioidyp

muzeme dlit:

A) Podle interakce opiotds tiznymi receptorovymi podtypy:

1) Agonisté - maji afinitu pro navazani k Banym receptaim, ¢imz indukuji zndny

v buice, které stimuluji fyziologickou aktivitu.

2) Antagonisté - nemaji pravy farmakologicky efeke mohou branit visobeni agonidm.
Kompetitivni antagonisté se vazi na stejny receptkompetuji o vazebné misto s agonistou,

zatimco nekompetitivni antagonisté blokujspbeni agoniftjinou cestou.



3) Agonist-antagonisté - na jednom podruhu recéppdsobi jako agonisté na jiném jako
antagonisté@xford Textbook of Palliative Medicine, 1998).

B) Podle zjisobu/mista jejich vzniku:

1) Endogenni opioidni peptidy (EOPs) — jsou vigvg v Elech Zivaicha veetns ¢loveka.
Existuji ¢tyfi hlavni tidy EOPs: enkefaliny, dynorfiny, endorfiny a endofimy, které se
vytvari v tlech Zivaichia ze ¢ty prohormonich prekurzér pro-enkefalinu, pro-
opiomelanokortinu (POMC), pro-dynorfinu a pro-nagtnu. EOPs jsou distribuovany
srd&nimi nervy, vnitnimi nervy gastrointestindlniho svalu a sme svalovinou
(Pugsley, 2002; Stefano et al., 2000) £\ tse tyto peptidy zapojuji do fyziologické kongrol
nejriznéjSich funkci: bolesti, analgesii, stresdeni, pandti, pojidani, piti, sexualni aktivity,
uvolovani hormof, téhotenstvi, vyvoje, endokrinologie, mentalnich onengni, nalady,
zachvat, neurologickych poruch, vSeobecné aktivity, emgastrointestinalnich, ledvinnych
a jaternich funkci, kardiovaskularnich odezev, irasp a termoregulace (shrnuto v Bednar,
2008).

2) Firozeré se vyskytujici opioidy — jsou alkaloidy, ziskanérygskyice viciho maku
Papaver somniferum. Mezi nefastji se vyskytujici paf morfin a kodein (methylmorfin).
Nekdy jsou tyto alkaloidy spolu se semisyntetickyrpiaddy nazyvany opiaty.

3) Semisyntetické — jsou vytiené z pirozere se vyskytujicich opioid pati sem nagiklad:
heroin (diacetylmorfin), dihydrokodein, oxykodon.

4) Syntetické — ndiklad petidin (meperidin), metadon, fentanyDxford Textbook of
Palliative Medicine, 1998).

3.2. Klinicky vyznam opioidi a rizika spojena s jejich uzivanim

Diky své schopnosti analgesie a tiSeni bolestiy jgpioidy pouzivany jiz vice nez
tisic let. Dodnes nebyla nalezen&nin¢jSi analgetika, kter4 by odstranila nutnost jejich
uzivani. Opioidni analgetika takstavaji nejefektivgSimi a proto Siroce uzivanymi latkami
pro I&bu akutnich a chronickych bolestfedevsim paketh, které jsou spojené s rakovinou
(Ballantyne, 2008). Opioidy mohou byt podavany patim nékolika zpisoby: oralg,
rektalrg, transdermak intravenoss, intramuskulars, epiduralg, intratékalg, intranasala

a transmuskulagn (Inturrisi, 2002).



Analgeticky efekt opioidnich antagonisthema horni hranici, to znamena, Ze
s rostouci davkou, roste analgeticky efekt az dangliku, kdy se objevi néanivy vedlejsi
efekt zahrnujici: zmatenost, uklighi, nevolnost, zvraceni, snizenou ventilaci
(hypoventilaci). @innost jednotlivych opioidnich analgetik u indiviaiho pacienta, je
tedy ufena stupéim analgesie, kterou vytvio stupiujici se davka, az do projevu
netolerovatelného néjnivého vedlejSiho efektu. Objeveni se tohoto tefgk zavislé na
mnoha faktorech, jako je néklad wk pacienta, rozsah jeho onem&égh a Fipadné
jakym jsou opioidy aplikovanydxford Textbook of Palliative Medicine, 1998).

Chronické uzivani opioid ¢asto vede k adaptivhim 2mam v odpowdi na podsit
daného opioidu, a dochazi k rozvoji tolerance daskasti. Tolerance rive byt definovana
jako snizeni citlivosti organismu na danou latkwisledku jejiho opakovaného uzivani.
Zavislost je absolutni pfgba dané latky pro udrzeni normalni fyziologickénkite
(Taylor a Fleming, 2000).

Strach z rozvoje zavislosti je hlavriig@nou, kterd omezuje uzivani opididPacienti,
ktefi vyzaduji ugitou l&bu opioidnimi analgetiky pro potlani giznaki, nebo piéibéhu
nemoci, jsou algist¢ zavisli na terapeutickénuipobeni daného opioidu. Tento jev je mozné
nazvat terapeuticka zavislost aize, nebo nemusi vést k rozvoji fyzické zavisloalg ve
skute&nosti neni nikdy spojena se zavislosti ve smystkamanie.

Narkomanie je stav charakterizovany psychickou stésti, f#i které dochazi
k neustalému baZeni po opioidu, které se projexujgavou tendenci vyhledavat, ziskavat
a uzivat danou latku. Termin narkomanie tedyigarbyt zamnitelny s fyzickou zavislosti,
coz dokazuje i fakt, Ze fyzicka zavislost a toleense mohou objevit i u jinych
terapeutickych latek, které nejsou navykove (neuddonarkomanii).

Pokud se u pacienta rozvinula fyzicka zavislosjgdelgo nahlém ijgruseni podavani
daného opioidniho agonisty, nebo po podani opibm@intagonisty k projevu abstirgich
piiznaki. K nastupu fiznaki dochazi do 12 h poigruSeni podavani opioidu a jejich
intenzita se odrazi na velikosti davky a délce péda daného agonisty. Nastup je
charakteristicky pocitem uzkosti, nervozitou, padigdosti a sidanim zimnic s horkymi
navaly. Ri vyvrcholeni intenzity fiznalki abstinence dochazi k nevolnosti, zvracetegikn
bricha, nespavosti ackdy dokonce i kilesu. Abstinegtnim priznakim Ize &inné zabranit
pomalym a postupnym sniZzovanim davky az do UplngbouSeni podavani daného opioidu
(Oxford Textbook of Palliative Medicine, 1998).



4. Opioidni receptory

Opioidni receptory Ize roztt na i hlavni skupiny receptér p (mi), k (kappa) a
(delta), které se od sebe [iSi svou distribuci, beaz ligandt a funkci. Podle
farmakologickych studii, m& navic kazdy hlavni R dva aZii receptorové podtypy
(U1-U3, K1-K3 @01- 02) (Minami a Satoh, 1995; Jordan et al., 2000).

Vyskyt vSech tyfi OR je dole zmapovan igdevsim v centralni nervové soustav
ale jejich gitomnost byla zji%nha i v dalSich tkanich: tenkémiestu, tlustém sevu,
nadledvinach, ledvinach, plicich, sleginvarlatech, vajgicich a dloze. V Zaludku
a myokardu byla zjig§ha gitomnostd ak OR, v jatrechp aé OR (Wittert et al., 1996).

Klonovani komplementarni deoxyribonukleové kyselilgDNA) OR a nasledné
analyzy jejich aminokyselinovych sekvenci ukazatg tyto receptory pé#t do rodiny
receptotl vazajici G-proteiny (GPCRs) (Minami a Satoh, 19B%dan et al., 2000).

Kodovani cDNA siratiho (orphan) receptoru zjistilo, Ze dosahuje vysokstupg
homologie (>60%) @i OR, coZ je stejné procento homologie, kteréhoirmekou dosahuji
tii hlavni skupiny OR. Sirdt receptor je ozrmvan ORI, (opioid receptor-like = ,podobny
jako opioidni receptor®) a na zakkadtrukturalni homologie jgazen ke klasickému typu OR.
Doposud znamé EOPs se na tento receptor vazalims wealou nebo Zadnou afinitou,
nicmére byl izolovhAn novy EOP nociceptin/orphanin- FQ. ©Meptin vznikd
z prohormoniho prekurzoru pro-nociceptinu a z ORafiditu pouze k ORL(Corbett et al.,
2006).

VSechny GPCRs ¢detrt OR, maji sedm hydrofobnich Sroubovicovych
transmembranovych domeén, které lezi ve fosfolipéddvojvrsté burg¢cné membrany. Prvni
transmembranova doména ma N-konec (obvykle N-ghtkwany) vybihajici do
extracelularniho prostoru. Posledni sedma doména&+kdnec vybihajici do cytoplazmy.
Jednotlivé transmembranové domény jsou mezi sebapojené extracelularnimi a
intracelularnimi sm§kami mizné délky, které vytia tii extracelularni segmenty d&it
intracelularni segmenty. Extracelularni segmentgjihmoli v rozliSovani signélu a vagb
ligandu. Intracelularni segmenty maji funkcifepaSeni signalu k heterotrimernimu

G proteinu, ktery je k nim navazany (Morris a Maib@999), viz obr. 1.
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Obr. 1. Schéma organizace GPCR. I-VII - transmeminé domény, C - cytoplazmaticky
C-konec, N - extracelularni N-konec, IC1-IC3 - auelularni smiky, EC1-EC3 -
extracelularni smiky (upraveno podle Morris a Malbon, 1999).

G proteiny jsou heterotrimery skladajici sexzpodjednotky s GTPazovou aktivitou
(schopnosti vazat a hydrolyzovat guanosintrifosfaGTP) a By dimeru. Pokud je na
Ga podjednotku  navazan guanosindifosfat (GDP), jeo taiodjednotka asociovana
s By dimerem a tvid neaktivni heterotrimer. Po stimulaci liganden¢ninreceptor svou
konformaci a mechanicky aktivuje G proteinu. Aktiv& proteinu dojde ke snizeni afinity
Ga podjednotky pro GDP, ktery vidledku toho disociuje a je nahrazen GTP. Po navazan
GTP zaujmex. podjednotka aktivni konformaci a disociuje jakredeptoru tak ofly dimeru.
Aktivovany stav setrvava, dokud neni GTP hydrolymow vnitni GTPazovou aktivitou
a podjednotky, potonu podjednotka gy dimer znovu asociuji aripoji se zgt ke svému
receptoru (Hamm a Gilchrist, 1996).

Opioidni receptory vazi pertussis toxin-senziti@hebo G heterotrimerni proteiny.

Nejcastji popisované psobeni aktivovanych podjednotek /G, proteini je:

A) Inhibice adenylat cyklazy (AC). Po inhibici AGojde k poklesu cyklického adenosin
monofosfatu (cCAMP) v bice. Cyklické AMP reguluje ndfklad aktivaci hyperpolarizaci

11



aktivovaneho kationtového kanalu (lh). Tento kar&ji&’uje kationto¥ neselektivni dovnit
usmernény tok. Pokud poklesne hladina cAMP, dochazi kbidii Ih a tim k poklesu
excitability buiky.

B) Aktivace draselnych kan@l Opioidy aktivuji nejméd tfi razné K kandly, z nichz
nejznangjSim je G-proteinem aktivovany dovhitsnernujici kanal (GIRK).

C) Inhibice naptové ovladanych vapenatych (Eakanai.

V dusledku aktivace Kkanati a inhibice nagrové ovladanych vapenatych katatochazi
k inhibici uvohovani neurotransmitéra redukci bu&né excitability.

D) Aktivace fosfolipazy G2 (PLC).

Aktivovanad PLC vytvé diacylglycerol (DAG) a inositol 1,4,5-trifosfat(IPs)

z fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (P3P IP; uvoliuje C&" z vnitroburgénych zasobaren a
DAG aktivuje protein kindzu C (PKC) (Minami a Satb®95; Jordan a Devi, 1998; Williams
et al., 2001) viz obr. 2.

Opioidni receptory

l

Gy, proteiny

SN

2+
Ca” kanal K" kanal PLC Adenylat cykliza — pokles cAMP

N

l

Mobilizace intraceluldrniho Ca ™

Obr. 2: Schéma signalni transdukce po aktivaci BIEC - fosfolipaza C, cAMP - cyklicky
adenosin monofosfatu, PIP2 - fosfatidylinositol-#jSfosfatu, DAG - diacylglycerol, IP3 -
inositol 1,4,5—trifosfat, PKC — protein kinaza € aktivace, - inhibice (upraveno podle Barry
a Zuo 2005).
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5. Ischemie myokardu

Ischemicka choroba sréig je nefasgjSi pricinou umrti v industrializovaném &.
Rozviji se v dsledku mnoha rizikovych faktdy pricemz vzdy se vyskytuje s jinymi
chorobami, jako nagklad: zvySeny arterialni krevni tlak, hyperlipidém ateroskleréza,
diabetes, srdmi selhani a starnuti. Kischémii dochézfi pmezeni pitoku krve
v koronarnich cévach, 8mz je spojeno iedevSim nedostateé zasobeni tkani kyslikem
(hypoxii) a Zivinami.

Ihned po z&atku ischémie dochazi ke strukturalnimémdm burk. Pokud ale dojde
k v¢asnému obnoveni krevniho toku - reperfuzi, jsow &treny reverzibilni. K nekréze
dochazi az { déletrvajici ischemii (bez kolateralniho, neboytkbvého proudni), kdyz
strukturni zmdny prestavaji byt reverzibilni. Odumirani tkaw disledku nekrozy bugk,
tedy infarkt je doprovazen Klinickymiffznaky jako je arytmie a ztrata myokardialni
kontraktility. Pro zachrami srdéni tkart je tedy nezbyth nutna reperfuze, nicmén ta
piinasi dalSi poSkozeni bén

5.1. Ischemické poSkozeni

V disledku nedostatku molekularniho kysliku a metakgtib substrdt nedochazi
v mitochondriich k oxidativni fosforylaci — tedy kvorb¢ vysokoenergetického
adenosintrifosfatu (ATP). Namisto toho anaerobntalm@ismus produkuje anorganicky
fosfat, laktat a vodikové (M ionty, které se akumuluji uviibuiky a zpmsobuji acidozu.
Aciddza aktivuje sodno/draselny (NE") transportér a dochazi k vniku sodnych to(ta’)
do buiky. V disledku nedostatku ATP dochazi, aletkrpSeni funkce N&K*-ATPazy
transportovat Napry¢ z buiky. Sarkoplazmatické retikulum (SR) ze stejnélwadiu ztraci
schopnost véebavat C&. Zvysuijici se intracelularni koncentrace’Ca N4 iontd, vytvai
hypertonické prosedi, do biiky zaina pronikat voda a lika za&ina bobtnat. Bobtnani
zpasobuje lamani nebo dokonce protrzeni SR. PosSkd@Bnje navic zhorSeno aktivaci
protedz a fosfolipaz zavislych na ‘aPokud nedojde k obnoveni krevniho zasobeni

dostaten¢ brzy, SR praska a dochazi k nekontrolovan&&us smrti — nekroze, viz obr. 3.
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Obr. 3: Znazoréni hlavnich bu&inych proce$ pii ischemii. SR - sarkoplazmatické
retikulum, R - anorganicky fosfat, NHE - sodno/draselny {/H8) transportér (upraveno
podle Ferdinandy et al., 2007).

5.2. Reperfuzni poSkozeni

Pii reperfuzi doch&zi k nahlému navraceni kysliku iginz Kyslik reaktivuje
mitochondrie, které zmou v elektron-transportninfetézci masivié produkovat volné
kyslikaté radikaly (ROS). ROS stimuluji dalSi uwmlani ROS a v iitomnosti oxidu
dusnatého (NO) generuji volné dusikaté radikaly SIRNDba typy dchto volnych radikai
nevraté poskozuji buiéné struktury jako je SR. Z poskozeného SR seruy®IC&* do
cytosolu a poté putuje do mitochondrii. W&tajici hladinu vapniku umaaje obnoveni
funkce na ATP zavislém N&Ca transportéru. Kombinace \imtajici hladiny C& v
mitochondrialnim matrix, aktivita ROS/RNS, a zvyiiljse pH v dsledku odplavovani H
podporuje otevirani mitochondrialnich permeabilnftachodnych kanél (mPTP) (shrnul
Ferdinandy et al., 2007). Ot@ny mPTP réni svou konformaci a ro¥ghuje mitochondrii,
ve které zé&ne pevazovat hydrolyza nad syntézou. To vede ke &taittové rovnovahy a
nekroze, ke které jeStprispiva dalSi bobtnani bsk spojené s poSkozeni ER. Rozsah

reperfuzni nekrézy jeffijom zavisly gedevsim na zavaznosti poSkozenidhrke kterému
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doSlo i ischémii. Ri reperfuzi dochazi take ¢asti burk k programované butiné smrti -
apoptdze. Mechanismus vedouciiky k apoptdze neni zatim znamy (Halestrap et GD42
Ferdinandy et al., 2007), viz obr. 4.

fo,
ROS/RNS - ROS/RNS
ATP production
| dalsi
SR Cat* Na*/Ca b;ﬁ;’f{“
absorbee a uvolfiovani transporter Y
fca?i . DIDIIEEISE - ', prasknuti o
aktivace r SR :
APOPTOZA
mMPTP oterFeni URYCHLENA
srent NEKROZA

Obr. 4: Znazoréni hlavnich bu&nych proces vedoucich k reperfuznimu poskozeni. ROS -
volné kyslikaté radikaly, RNS - volné dusikaté kadl, SR - sarkoplazmatickeé retikulum,

(upraveno podle Ferdinandy et al., 2007).

6. Kardioprotektivni U ¢inek opioidi

6.1. Ischemicky preconditioning

Vroce 1986 popsal Murry et al. kardioprotektivnenémén ischemického
preconditioningu (IPC). &em IPC dochazi k&hkolika kratkym okluzim koronarnich tepen,
které ale nejsou natolik zavazné, abyisagbily posSkozeni buk. Tyto kratce navozené
opakované ischémie,upobici ped dlouhodobym ischemickym zachvatem, vyvolavaji
ischemickou toleranci a zahlgi letalnimu buscnému poskozeni a zpomaluji rychlost
vycerpavani ATP (Murry et al, 1986). Po IPC se objedwg faze kardioprotekce - akutni
a opozdna. Akutni faze se dostavuje okamzit trva rkolik hodin. Opozdna faze zé&ina
pusobit rékolik hodin po IPC a riwze trvat aZz &olik dni (Yellon a Baxter 1995).
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V dalSich letech bylagnovana fenoménu IPC a&qualevSim pak mechanisim, diky
kterym dochézi ke kardioprotekci, velka pozorndstoce 1995 Schultz et al., zjistil, Z&i p
pridani neselektivniho opioidniho antagonisty nalaxomed nebo po IPC vyvolaném
v intaktnim krysim srdci dochazi ke zruSeni kardibgktivnino efektu. Timto jako prvni
dokéazal, Ze aktivace ORire hrat dlezitou roli v IPC vyvolané kardioprotekci (Schukt
al, 1995). Podobnych poznatkkteré roviz podpdgili roli OR pii IPC, dosahli na kr&lim
modelu (Chien a VanWinkle, 1996).

Schutz et al. (1996) na krysim srdci dokazal, ze podavani morfinu
pied dlouhodobou ischemii (opioidni preconditionin@PC), dochazi ke snizeni velikosti
infarktu, podobs jako je tomu fi IPC, a Ze je tento ochranny efektispben oteviranim
ATP senzitivnich K (Katp) kanah (stejré tak jakop a d receptor penaseji analgesii skrze
otevirani Kyrp). Kardioprotektivni roli morfinového OPC potvrdiiki et al. (1998) na
izolovaném kraliim srdci. Zarové se mu poddlo prokazat, Zze OPC vyvolané morfinem
v krali¢cim srdci je penasSené protein kindzou C (PKC).

Liang a Gross iisli v roce 1999 sipmym dikazem, Ze morfinem indukované OPC
pusobi i na udrovni izolovanych kecich srdenich ventrikularnich myocyt z ¢ehoz
vyplyva, Ze kardioprotektivni efekt vyvolany mordivym OPC je finejmensim zc¢asti
piendSen i na urovni jednotlivych bikn(ne pouze koronérnimi cévami). Ve stejném pokusu
rovnez zjistili, Ze @ pouziti selektivniho inhibitoru (5- hydroxydecacke kyseliny- 5-HD)
mitochondrialnich Krp kanali dochazi ke zruSeni kardioprotektivniho efektu la 4da da
predpokladat, Ze ke kardioprotekci dochazituslddku aktivace mitochondrialnihoale
kanalu (Liang a Gross, 1999).

Role PKC v kardioprotektivni signalni drazé&i PPC byla prokdzana i v dalSich
studiich (Huh et al., 2001; Zhang et al., 2003jnsttak jako role mitochondrialnich d¢p
kanah (Huh et al., 2001; McPherson a Yao, 2001), je tedywdEpodobné, Ze se v signalni
draze kardioprotekce navzajem owiliji. Nagiklad poznatky Light et al. (1996) dokazuji, Ze
PKC mize aktivovat Krp kanaly g IPC.

6.2. Uplatréni opioidnich recepton v kardioprotekci

Za pomoci specifickych neselektivnich antaganfso u, k, 6; ad, OR se Schultz et
al. (1998a) pokusil prokéazat rokdhto receptar v IPC v intaktnim krysim srdci. Poiila
se mu to prokazat pouze di OR, jehoz selektivni antagonista (7-benzylidinemain -
BNTX) blokoval kardioprotektivni €inek IPC. V jiné studii tento autor j&Sprokazal,
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Zed1 OR vyvolava kardioprotektivni efekt aktivaci;fGproteimi (Schultz et al., 1998b).
Pisobeni 8 OR @i IPC bylo poté potvrzeno n#pglad v lidském srd&nim svalu
(Bell et al., 2000), u ventrikularnich myoéykureciho embrya (Huh et al., 2001) a na psim
srdci (Peart et al., 2003).

Ackoli Schutz et al. v roce 1998 neprokazal xoDR v IPC, v roce 2001Sel Wang
et al. s prvnim dkazem o tom, Ze aktivageOR v izolovaném krysim srdci zpréstikovava
kardioprotektivni efekt IPC. Jeho studie také ukdzde aktivacex OR navic zmituje
projev arytmie. Hznivy &inek byl gitom zprostedkovan PKC a ke kanaly (Wang et al.,
2001).

V roce 2004 prokazal Peart et al., kardioprotektinali k OR @i OPC. Pokud byk
OR aktivovan jakymkoli zett podanych selektivnich agonisfU50,488, 1C1204,488 nebo
BRL52537) dochazelo ke zmimi nasledk dlouhodobé ischemie. Podani selektivniho
agonisty U50,488 nebo BRL52537 navic redukovaloadoprytmie (Peart et al., 2004).
Ackoli se kardioprotektivni &inek k OR @i OPC podélo prokézat i v dalSich studiich,
(Hoet al., 2000; Cao et al, 2003), existuji i diu poukazujici na zhorSeni
ischemicko/reperfuzniho poskozeni, ke kterému dadilo aktivaci k OR agonistou
bremazocinem (Aitchison et al., 2000) a pentazauif€oles et al., 2003).

V nedavné studii Lishmanov et al. (2009) prok&azatlioprotektivni psobeni

perifernichd, OR pi OPC. Aktivaced, OR deltophinem Il snizila ischemické poSkozeni a

zamezila rozvoji arytmie.

6.3. Volné radikaly

Ackoli jsou kyslikaté volné radikaly povazovany zadlkvé a fispivaji k poskozeni
tkane po ischemické reperfuzi, malé mnozstvi volnychikald muze hrat dlezitou roli
zprostedkovatele kardioprotekcedipPC (shrnuto v Ambrosio et al., 1995).

Na zaklad predchoziho tvrzeni McPherson a Yao (2001) prokazali,aktivace
selektivnim agonistou BW373U86; OR kuecich ventrikularnich myocyt stimuluje
uvolovani intracelularnich volnych radikaskrze aktivaci mitochondrialnichalfe kanati.

V roce 2002 Zhang et al. doplnil, Ze uvedena stmeilb; OR agonistou BW373U86,
aktivuje syntdzu oxidu dusnatého (NOS), kter&neaprodukovat oxid dusnaty (NO).
NO pak aktivuje PKG, bud’ ptimo, nebo pes volné kyslikové radikaly. V obouipadech
dochéazelo ke kardioprotekci (Zhang et al., 2002hlgdem k tomu, Ze PKC ke Zejme
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aktivovat Karp kanal, nizeme z pedchozich poznaitkvyvodit jiz uritou signalni drahu -

viz obr. 5.

d; receptor

v
PKC

l

Kirr Kanialy =>» Kardioprotekce

l

Volné radikaly

Obr. 5: Schéma signalni drahy opioidem indukovaalikprotekce. PKC - protein kindza
C, preruSovan&ara znazatuje, Ze mediatorignosu neni je§tznam (upraveno podle Barry
a Zuo, 2005).

6.4. Opozdnd faze kardioprotekce

Vroce 1994 Baxter et al. demonstroval opmial fazi kardioprotekce, ktera se
objevila 24-48 hodin poipdchozim IPC. K opoZaé fazi kardioprotekce doslo i po podani
agonisty adenosinového, Aeceptoru (Baxter et al., 1994). P&gdbylo urceno, Zze opoztha
faze kardioprotekce je zprostkovana aktivaci PKC (Baxter et al., 1995) a tyrésnazy
(TK) (Imagawa et al., 1997).

Yellon a Baxter navrhli hypotézu, Ze k opoéid kardioprotekci rive dochézet v
dusledku translokace PKC do jadra, kde zesiluje k@psi a nasledujici syntézu
kardioprotektivnich protein jako jsou stresové proteiny, endogenni antioxXitiaanzymy
(Yellon a Baxter, 1995) a proteiny tepelného Sokheat shock protein, hsp27 (Qian et al.,
1998).

V dobkg, kdy jeS¢ nebyla prokdzana opoxth kardioprotekce Zjgobenda opioidy,
Ventura et al. (1998)ipdved|, Ze p aktivacik OR ventrikularnich sramich burk kiecka
endogennim opioidnim agonistou (dynorfinBmdochazi k aktivaci PKC, ktera poté putuje
do jadra a zvysSuje transkripci opioidnich pefptidEOPs mohou hréat tedy roli v regulaci
genove transkripcefpbézném, ale i patologickém stavuriiy.
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Na zaklad predchozich poznatkse Fryer et al. (1999) rozhodl vyzkouSet moznost
piipadné role OPC v opoZadé fazi kardioprotekce, kdyz selektivnim agonistbN-67
stimulovalid; OR. Pokud byl agonista podan 12 flegischemickou poruchou, nedochéazelo
k zadnému fiznivému @inku. Pokud ale doSlo k aktivaci recefit@4-48 h ped ischemickou
poruchou, dostavil se opadty kardioprotektivni efekt. Tento efekt nastalisiédku aktivace
mitochondrialnich Krp kanali (Fryer etal., 1999), kinaz regulovanych extraéhim
signédlem (ERK) a mitogenem aktivované protein kn@4APK) p38 (Fryer et al., 2001), viz
obr. 6.

V roce 2001 Patel et al. ukazal, ze aktivaci 5 OR agonistou BW373U86 dochazi
k opozd@né kardioprotekci skrze uvavani volnych radikdl. Ve stejné praci poukazal viak
i na to, Zzed; OR Zejm¢ neni vyhrad®& odpovdny za opozéhou kardioprotekci, protoze
pii pouziti BNTX - specifického antagonisty pfq receptor, nedochazi k uplnému zruseni
kardioprotektivniho efektu (Patel et al., 2001).

V opozdné fazi kardioprotekce e podle Wu et al. (1999) hrat rolii OR
ventrikularnich ~ krysich  myoc§t Po stimulaci receptoru agonistou U50,488H
se kardioprotektivni efekt objevil za 16-20 hodim jgho zprostdkovani hrala roli PKC.

Opioidni H}'p-erlzuurlmri:m_q__h____'L

Beceptor I Cal+

Katp Cat+

Extracelularmi
prostor

tim dochazi k zastaveni kontrakce
a rachovani hladiny ATP

w II:IthII:E napet’m € ovlidamych
< Ca’ Enifuje excitabilitu buiﬁk\

Raf ) (MEKK1) (MLK3 ) =
¢ ; ‘*‘ Signilni proteiny
(Cmex ) (CSEK ) §KK3/8) MA[II_’H
; rodiny
) (sapk ) ( p3s

I —

Mitochondrie \

Fosforylace K ,rp kanili

Obr. 6: Schéma d&hkterych dilezitych signalnich drah zprdstlkovavajicich opioidy
indukovanou kardioprotekci. PKC - protein kinaza TK — tyrosin kinaza, MAPK -

mitogenem aktivovana protein kinaza (Schultz a §rae01).
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6.5. Postconditioning

Ischemicky i opioidni preconditioning sice @S zmimuje nasledky ischemie,
nicmére jejich pouziti jako klinické kardioprotektivni stegie pro zmirni nasledk
ischemického a reperfuzniho poskozeni, je limitavaremoznosti i@dpovidat poatek
ischemie. Provedeni kardioprotektivni terapi¢ase reperfuze, je oproti tomu klinicky
uskute&nitelné, jelikoz zahajeni reperfuze jeedpovditelna udalost, ke které naviét§inou
dochéazi pod klinickou kontrolou (Zhao et al., 2Q0Bpstconditioning (POC) je definovan
jako rychlé gtidavé perusSovani krevniho toku, ke kterému dochaziasnych fazich
reperfuze (Zhao a Vinten-Johansen, 2006).

Zhao et al. (2003) jako prvni demonstroval kardibgktivni efekt ischemického
POC na psim modelu. Vysledky tohoto pokusu ukazaty,ischemicky POC zntiunje
nasledky ischemického poskozeni stegfektivre jako IPC.

Nekteré studie poslednich let se protdag zabyvat otdzkou, zdali podavani opioid
pii reperfuzi bude také zniiovat ischemické posSkozeni srdce. To se zahyiflodaokazat,
kdyz Gross et al. (2004a, 2004b, 2005) dokazapaséni morfinu (neselektivni opioidni
agonista), BW373U86 5( selektivni opioidni agonista), nebo fentanythio@ia- FIT
(ireverzibilnid agonista)dsne pred reperfuzi snizuje zavaznost infarktu.

TentyZz autor navic vroce 2004 poprvé demonstroval opioidy indukovana
kardioprotekce se objevuje skrzéspbeni fosfatidylinositol-3-kinazy (PI13K) a protaifOR
(target of rapamycin). Aktivace OR aktivuje PIBKT@R, ktei fosforyluji glykogen syntazu
kindzup (GSKB) na serinovém zbytku Sea tim ji inaktivuji. Tato inaktivace fite mit vliv
na dalSim bu&né signalni drahy a udalosti, které nakonec Wtkardioprotektivni efekt
(Gross et al., 2004a), viz obr. 7.
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Obr. 7: Redpokladané mechanismy opioidy indukované kardiego®. Pro jejich popsani je
zapotebi dalSich studii. PI3K - fosfatidylinositol-3-@ma, TOR — protein TOR (target of
rapymycin), GSK: glykogen syntaza kinafa(upraveno podle Gross et al., 2004).

Testovani tinku k OR, ktery byl aktivovan svym specifickym agonistdt0,488 pi
reperfuzi, nejéive neprokazalo kardioprotektivniigek (Gross a Gross, 2006). Nicrgén
Peart et al. (2008) dokazal, Ze aktivad®R agonistou U50,48&ipPOC na krysim i mySim
modelu vede ke kardioprotekci. K aktivaciOR musi ale dojitésre pied reperfuzi, pokud
dojde k podani agonisty aZhem reperfuze kardioprotektivnéiaek nevznika.

Ptiznivé kardioprotektivni fisobeni opioidniho POC, konkrétnmorfinu, bylo
prokdzano i na lidech. Morfin je¢bn¢ podavan paciefin béhem akutniho infarktu, aby
pacienim ulevil od bolesti. Gross et al. (2004b) jako prwyzkouSel podavat morfin

pacienfim i béhem reperfuze, coz vedlo ke snizeni ischemickorfepeiho poskozeni.
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7. Zavr

Opioidy maji doposud nezastupitelnou roli v tiSpnidkych bolesti, a jak napovidaji
studie poslednich let, mohly by mit dalsi klinickguziti pii zmimovani nepiznivych
dopad: ischemie na myokard. Vyznamnou roli v kardioproteke pod#lo prokazat
piredevsSim u opioidniho receptody, jehoZz aktivace i@d ischemii neboipd reperfuzi
pomahéa vyrazhzmirnit jejich nasledky. Diky mozZnosti predikcepeefuze mé do budoucna
velky potencial pedevSim podavani opioidnich agofidtsné pied reperfuzi (opioidni
postconditioning). Akoli bude nutné dalSi studium pro lepSi pochopésbpeni signalnich
drah vedoucich od aktivovaného opioidniho recepthryprodukci kardioprotektivniho
Gcinku, jiz dnes EnasSi experimentalni terapie u pacierg akutnim infarktem slibné
vysledky a je tedy mozné, Ze sékteré opioidy v blizké budoucnosti stanou latkarirs

vyuzivanymi v klinické praxi nejen pro své dosudigioznamé analgetick&iaky.
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