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UvVOD

Schopnost vnimat bolest se vyvinula za ucelem ochrany tkani pied zdvaznym
poranénim a naruSenim celistvosti organizmu. Bolest je vzdy nepfijemnd nejenom
senzorickd, ale i emociondlni zkuSenost, kterd upozoriiuje na mozné nebo skutecné
poruseni tkan¢€. Nauci jedince vyvarovat se podnétim, které pro né¢j mohou byt
nebezpecné. Stejny podnét vSak mize v odlisnych podminkdch vyvolat rtzné
intenzivni bolest. Navic kazdy jednotlivec mize pti ptisobeni stejného podnétu vnimat
bolest odliSné. Pométovani velikosti bolesti je komplikovano jejim subjektivnim
charakterem. Kazdy ¢loveék se nauci oznaCovat bolestivé viemy vétSinou na zakladé
zkusenosti s poranénim tkani v raném stadiu zivota. Zatimco vnimani bolesti umoziuji
riznd centra v mozku, veskeré procesy od detekce podnétu v perifernich tkanich az po
piivedeni informace o jeho pfitomnosti do mozku shrnuje pojem nocicepce.
Nociceptivni signalizace pfitom nemusi nezbytné vyustit ve vjem bolesti.

Bolest je také jednim z ptiznakli mnoha onemocnéni, ktera organizmus varuje
pied ohrozenim. V klinické praxi se lokalizace a charakteru bolesti vyuziva ke
stanoveni diagndzy a jeji odeznéni poukazuje na uspésnost 1écby. Bolest ovSem muze
piestat plnit ochrannou funkci, nemusi byt pouhym symptomem onemocnéni, ale miize
se stat nemoci samotnou. K dysfunkci nociceptivni signalizace mize dojit na jakékoliv
urovni pienosu a jejim vysledkem je patologicka bolest. Na rozdil od ptivodni funkce
bolesti ma velmi nepiiznivy vliv na organizmus, obtizné se tlumi a dlouhodob¢ snizuje
kvalitu zivota. Za Ucelem zavedeni uc¢inn¢jSich metod 1éCby patologické bolesti je
vyzkum nocicepce a bolesti sméfovan k detailnimu poznani mechanizmti fyziologické
nociceptivni signalizace a hlavné jejich zmén za patologickych podminek. Byla
vyvinuta fada zvifecich modeld patologickych stavii bolesti, jejichz vyuzivani je
nezbytné k pochopeni procesti probihajicich u ¢lovéka.

Jako u ostatnich senzorickych modalit jsou potencidlné poskozujici podnéty
detekovany pomoci specifickych receptori, vtomto piipadé nociceptorii, které
prevadéji energii podnétu na akéni potencialy. Nociceptory na rozdil od vétSiny
receptort jinych modalit ¢asto reaguji az na velmi intenzivni podnét a nedochazi u nich

k adaptaci na pretrvavajici podnét, naopak se k nému stavaji citlivéjsimi.



Informace se od periferniho nociceptoru §ifi do zadniho rohu miSniho akénim
potencidlem. V miSe pak dochazi k synaptickému pienosu nociceptivni signalizace na
postsynaptické neurony. Informace o pifitomnosti podnétu je zde pfedana z primarniho

v

na sekundarni neuron a nasledné §itena po axonech projek¢nich neuronti opét v podobé

a4

ak¢nich potencidli do vyssich etdzi centralni nervové soustavy. K preddni informace
Z primarniho aferentniho neuronu na sekundérni mi$ni neuron zajistuje nejrozsitenc;jsi
excitacni neuropfenase¢ glutamat uvoliovany z presynaptické Casti v zavislosti na
vtoku Ca?* iontii do cytoplazmy pii depolarizaci membrany. ,,Rychly* excitani pienos
zprostiedkovavaji Vv postsynaptické membrané umisténé ionotropni AMPA a NMDA
receptory, ,,pomaly* pfenos zajist'uji metabotropni receptory. Synaptické spoje sice
mirné zpomaluji rychlost toku informace z periferie do mozku, ale umoznuji uplatnéni
celé plejady vyznamnych regulacnich vlivii na nociceptivni signalizaci. Modulace je
umoznéna uvoliovanim dalSich pfenaSeci a neuromodulatorii a pfitomnosti mnoha
riznych receptorii a kandli umisténych v synapsich, jejichz ucinnost je zavisla na
aktivaci proteinkinaz a dalSich enzymi. Dilezité jsou fosforylace receptoru, které
reguluji jejich biofyzikalni vlastnosti a lokalizaci v bunkach. Moznosti modulace
miSniho synaptického pienosu zprosttedkovaného postsynaptickymi AMPA receptory
byly pfedmétem naSich pokust shrnutych v této dizertacni praci.

V poslednich letech upoutal pozornost mnoha vyzkumnych tymi TRPVI
receptor, ktery byl pfedevSim na zékladé¢ studii zabyvajicich se jeho funkci
Vv perifernich tkanich oznacen za molekularni integrator nociceptivnich podnéti. Mimo
jiné oblasti se TRPV1 receptory hojné vyskytuji v presynaptickych zakoncenich
primarnich aferentnich vldken v zadnim rohu misnim. Mohou zde regulovat G¢innost
synapsi, ale neni zcela znam zplisob a okolnosti jejich aktivace, k jejimuz objasnéni
sméfovaly také nase pokusy. Pro modulaci nociceptivniho synaptického ptenosu je
rovnéz dilezité diive opomijené vzajemné plisobeni mezi gliovymi buitkami a neurony.
Gliové buiky uvoliuji fadu latek véetné cytokint, které maji velky potencial regulovat
funkci synapsi zvlasté pii patologickych stavech bolesti. Regulaci synaptického
ptenosu cytokinem TNFa v souvislosti s funkci TRPV1 receptortl byla vénovana dalsi
zZ nasich studii.

Detailni poznani mechanizmi modulace synaptického pfenosu nociceptivni
signalizace na miSni urovni mize ptispét k vyvoji t€inngjSich analgetik nebo zavedeni

novych ptistupti pfi [€¢bé riznych druhil bolesti.



LITERARNI PREHLED

1. Anatomické a fyziologické mechanizmy nocicepce

1.1. Detekce nociceptivniho podnétu a signalizace do michy

Pfed wvice jak sto lety pifedpokladal Sherrington (1906) existenci
somatosenzorickych neurond, které jsou excitovany pouze v piipad¢ vystaveni tkané
moznému poskozeni nebo pifi  poranéni samotném. Mnohem pozd¢jsi
elektrofyziologické studie potvrdily tuto hypotézu identifikaci primarnich senzorickych
neuront, které bylo mozné excitovat podnéty vyvolavajicimi bolest, jako jsou vysoka
teplota, nadmérny tlak nebo chemické iritanty, ale drazdéni béznymi nebolestivymi
podnéty excitaci nezpusobilo (Burgess a Perl, 1967). Tyto primarni nociceptivni
neurony od ostatnich senzorickych neuroni odliSuje charakteristicky, zpravidla vyssi
prah excitace nebo specifickd citlivost. Akutni bolest je tedy senzorickd modalita
zalozena na podobném principu jako zrak nebo ¢ich, kde se v mechanizmech ptenosu
informace uplatiiuji neurony se specifickymi receptivnimi vlastnostmi, které detekuji

podnéty adekvatni kvality nebo intenzity (Julius a Basbaum, 2001).

1.1.1. Nociceptivni neurony spinalnich ganglii

Podnéty z vnéjsiho a vnitiniho prostiedi jsou detekovany perifernimi vybézky
primérnich senzorickych neuroni, jejichZ téla jsou uloZena ve spindlnich gangliich.
Druhy vybézek téchto pseudounipolarnich bunék vede zadnimi koteny do zadniho rohu
miSniho. Neurony reaguji na jeden, nebo vice druhii podnétii, a podle toho se déli na
unimodalni, nebo polymodalni. Podle anatomickych a funkénich kritérii se nociceptivni
neurony spinalnich ganglii rozdé€luji do tfi zdkladnich kategorii. Podle velikosti
priméru vldkna, kterd uzce souvisi s rychlosti vedeni vzruchu, se rozliSuji na neurony
s vlakny typu AP, Ad a C. Nové poznatky o vybaveni a funkci nociceptivnich neuronti
je umoznuji dale délit do menSich populaci. Julius a Basbaum (2001) shrnuji jejich

vlastnosti do zdkladniho rdmce vhodného pro tcely této dizertacni prace:
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Neuronalni téla s nejvétsim primérem davaji vznik myelinizovanym vlaknim
typu AP, myelin jim zajistuje vysokou rychlost vedeni vzruchu (~ 100 m.sec™).
Vétsina AP vlaken detekuje nebolestivé podnéty z kiize, svali a kloubd, za normalnich
podminek se tedy primarné nespojuji s nociceptivnim prenosem. Jejich drazdéni mize
ve vysledku bolest naopak zmirnit. Naprostou vétSinu primarnich nociceptivnich
neurontl piedstavuji malé a stfedné velké neurony spindlnich ganglii.

Stiedn¢ velka téla neurond maji slabé myelinizovana Ad vlakna, ktera diky své
vodivosti 6-30 m.sec™ zprostiedkovavaji tzv. ,,prvni“, rychlou, akutni, ostrou bolest. Ad
nociceptory mohou byt rozdéleny na dveé hlavni skupiny I a II. Nociceptorem se rozumi
volné nervové zakonCeni v periferii, které plni funkci senzorického receptoru a
umoznuje transdukci a kddovani nociceptivniho podnétu. Zatimco nociceptory typu I
odpovidaji na vysokou teplotu ~ 53°C, tak neurony typu II jsou excitovany jiz pii
teploté ~ 43°C. Jejich odpovéd na silné taktilni podnéty je vSak shodna. V piipadé
poranéni tkané na nich ale probihaji odliSné procesy.

,Druhou*,  pomalou, opozdénou, tupou bolest zprostfedkovavaji
nemyelinizovand C vlakna malych neuronti spinédlnich ganglii, jejichz nizka rychlost
vedeni akéniho potencidlu nepfesahuje 2 m.sec™. Vétsina C nociceptori je také
polymodalni, mohou se podilet na ptenosu bolestivych podnéta tepelnych,
mechanickych 1 chemickych. Je ale také znama populace spindlnich neuronti, ktera
odpovida pouze na bolestivé teplo. Dulezité je, Ze drtiva vétsina nociceptorti s C vldkny
muze byt excitovana bolestivymi chemickymi podnéty, jako jsou kyseliny nebo paliva
slozka paprik - kapsaicin. Z toho vyplyva, ze exprimuji funkéni vaniloidni TRPV1
receptory (transient receptor potential vanilloid 1, viz kapitola 3.1.), které jsou

aktivovany pravé zvysenou koncentraci H', kapsaicinem nebo teplotou > 43°C.

1.1.2. Molekularni markery neuroni spinalnich ganglii S malym primérem

Pro detailnéjsi rozliSeni primarnich senzorickych neuront se vyuZivd mnoha
molekularnich markert. Malé buniky spinalnich ganglii s C vlakny se tak rozdé€luji do
dvou zakladnich kategorii, jejichz charakteristiku shrnuji Snider a McMahon (1998).
Peptidergni bunky byly pojmenovany podle exprese neuropeptidi CGRP (peptid
odvozeny od genu pro kalcitonin) a SP (substance P), kromé téchto peptidii exprimuji

receptor TrkA pro nervovy rustovy faktor (NGF). Pro takzvané ,non-peptidergni‘
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buniky je typickym znakem vazebné misto pro rostlinny lektin IB4 izolovany z kete
Griffonia simplicifolia, navic exprimuji receptory pro glidlni nervovy rastovy faktor
(GDNF) a purinergni P2X3 receptory pro ATP. Nociceptivni neurony téchto dvou
kategorii se odliSuji i morfologicky (Obr. 1). Periferni vybézky peptidergnich neuronii
inervuji nejtlustsi vrstvu pokozky stratum spinosum, jejich centralni vybézky jsou
lokalizovany v laminé¢ I a vné&j§i ¢asti laminy II (Ilo; viz kapitola 1.2.1.). Non-
peptidergni neurony inervuji superficialnéjsi vrstvu pokozky stratum granulosum a
jejich centralni vybézky konéi prednostné ve vnitini ¢asti laminy Il (I1;) v zadnim rohu
mi$nim (Snider a McMahon, 1998; Zylka et al., 2005).

Moznost detekce rtuznych kvalit podnéti je dana vybavenim nociceptoru
odliSnymi receptory a iontovymi kandly, které charakterizuji jednotlivé populace
neurond. Rizné typy bolesti jsou tak zprostiedkovany signalizaci na rozdilnych typech

primarnich nociceptivnich neurond.

Obr. 1 Neurony spinalnich ganglii inervujici kizi. KiZe je inervovana
somatosenzorickymi neurony, které projikuji do zadniho rohu misniho. AP vlakna
inervuji Merkelovy buniky a buiiky stfedni ¢asti chlupového nebo vlasového vacku,
vedou tedy informace zejména o lehkych taktilnich podnétech. Ad a C vlakna zahrnuji
termoreceptory a nociceptory. Ad vldkna inervuji dermis. Periferni vybé&zky
peptidergnich a non-peptidergnich bunék spinalnich ganglii s C vlakny jsou zakonceny
Vv odlisnych vrstvach epidermis a rovnéz jejich centralni vybézky projikuji do odlisnych

vrstev zadniho rohu miSniho. (Lumpkin a Caterina, 2007)
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1.2.  Nociceptivni signalizace na miSni urovni

Senzorické informace o perifernim podnétu jsou zakdédované v akénich
potencialech Siticich se po specifickych vlaknech neuront spindlnich gangliich, ktera
vstupuji do CNS projekci do =zadniho rohu miSniho. V této oblasti jsou
lokalizovany prvni synaptické spoje nociceptivnich drah. Z primarnich aferentnich
vlaken se jako hlavni neuromediator vyléva glutamat anebo dalsi excitacni
aminokyseliny, které se vazi na ionotropni a metabotropni glutamatové receptory
V postsynaptické C¢asti na neuronech zadniho rohu misniho. Primdrni nociceptivni
neurony navic syntetizuji celou fadu molekul, které mohou plisobit jako
neuromodulatory. Jedna se o neuropeptidy SP a CGRP; adenozintrifosfat (ATP);
difundujici plyn NO; metabolity fosfolipida prostaglandiny (PG); neurotrofiny jako je
NGF nebo GDNF a z dalSich peptidii to jsou napt. galanin, cholecystokinin (CCK)
nebo neuropeptid Y (NPY; Millan, 1999). Synapse umoziuji stéZejni modulaci
intenzity signalu pfichdzejiciho z periferie, mize dojit k jeho zdniku nebo zesileni a
generovani dalSich ak¢nich potencialii na sekundérnich projek¢énich neuronech. Pomoci
téchto elektrickych impulzi se informace o nociceptivnim podnétu §ifi z michy az do

mozku.

1.2.1. Rexedovo laminarni ¢lenéni Sedé hmoty miSni

Zadni roh misni se podle Rexeda (1952) rozd€luje na zakladé rozdili ve
velikosti a denzité neuronil (cytoarchitektonicky) do Sesti paralelnich vrstev (lamin) I —
V1. Do laminy | (téz marginalni zona) hojné projikuji Ad vlakna a je v ni lokalizovano
nejvice projekénich neuront, jejich téla jsou zpravidla vétsi nez téla interneuront.
Laming II (téZ substantia gelatinosa) dominuji interneurony. Postupem asu piibyvaly
detailngjsi studie sledujici centralni zakonceni primarnich aferentnich vlaken a expresi
riznych receptort, proto bylo vhodné rozdé€lit laminu II na vnéjsi a vnitini ¢ast 11 gnner) /
Ilo (outery- Laminy I a II jsou Casto oznaCovany jako superficidlni zadni roh mi$ni, ktery
je hlavni projekéni oblasti primarnich nociceptivnich neurond (Obr. 2). Laminy I — 1V
se sdruzuji pod nadzvem nukleus proprius. Do nociceptivni signalizace jsou také
zapojeny neurony v laminach V — VI, které pfedstavuji hluboké vrstvy zadniho rohu

misniho. Lamina VI je zfetelné definovatelna pouze v intumescencich - zdufenich na
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urovni segmentli odstupu koncetin. Pfedni roh misni je rozdélen do lamin VII — IX a
umoznuje prevazné funkce motorické, jsou v ném totiz mino jiné uloZeny motoneurony

inervujici svalstvo. Lamina X obklopuje centralni kanal.
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Obr. 2 Schéma projekce senzorickych neuroni inervujicich kiizi do

zadniho rohu miSniho. RUzné proporce symbolll znaci relativni pocet aferentnich
vlaken s danou rychlosti vedeni vzruchu, kterd odpovidaji na nebolestivé (modra) nebo
bolestivé (Sedd) podnéty. Hustota jednotlivych typli nervovych zakonceni je
znazornéna odpovidajici velikosti ovalné plochy v projekénich oblastech. Pov§imnéte
si, Ze ne vSechna C vlakna jsou nociceptory a ne vSechna AP vlakna jsou nizkoprahové
mechanoreceptory. LTMR — nizkoprahové mechanoreceptory, HTMR - vysokoprahové

mec anoreceptory cMahon a Koltzen urg,
h (McMahon a Koltzenburg, 2005)
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1.2.2. Neurony zadniho rohu miSniho

Centréalni neurony v zadnim rohu misnim se rozliSuji podle cilové oblasti
projekce na 3 typy. 1) Projekéni neurony umoziuji pfenos nociceptivni informace do
vyssich etazi CNS. 2) Propriospinalni neurony lokalizované télem i1 vSemi vybézky
Vv miSe integruji signalizaci mezi miSnimi segmenty a jejich stranami. 3) Interneurony
vytvareji lokalni neurondlni obvody na urovni jediné laminy a nebo v oblasti nékolika
lamin.

Projek¢ni neurony zapojené do nociceptivni signalizace jsou hojné¢ lokalizovany
Vv lamindch I, V a VI. V superficialni oblasti zadniho rohu mi$niho jsou Casto piimo
synapticky spojeny s primarnimi nociceptivnimi neurony. Projek¢ni neurony hlubokych
vrstev disponuji dendrity, které pronikaji az do superficidlni oblasti, mohou tak byt
piimo aktivovany primdrnimi nociceptivnimi neurony anebo polysynapticky pies
interneurony (Coggeshall a Carlton, 1997). Podle odpovédi na aktivitu primarnich
aferentnich neuronfi vyvolanou riznymi podnéty se projekéni neurony rozliSuji na
nizkoprahové (low-treshold, LT), vysokoprahové (high-treshold, HT) a ,,s Sirokym
dynamickym rozsahem* (wide dynamic range, WDR). Nizkoprahové projekéni
neurony odpovidaji pfednostné¢ na nebolestivou stimulaci, jako je napt. lehky taktilni
podnét vedeny primarnimi AP vlakny. Vysokoprahové neurony odpovidaji na bolestivé
podnéty, jsou to tedy specifické nociceptivni neurony aktivované nociceptivni
signalizaci, ktera je do michy ptivadéna C a Ad vlakny. Jsou koncentrovany v laming I
(o) a ztidka se vyskytuji i v hlubokych vrstvach IV - VI. Dilezité pro registraci
intenzity podnétu jsou neurony s Sirokym dynamickym rozsahem, protoze reaguji na
podnéty od nebolestivych aZ po bolestivé. Jsou excitovany signalizaci o mechanickych,
tepelnych a chemickych podnétech z C, Ad 1 AP vldken. Na téchto projek¢énich
neuronech dochdzi k vyznamné konvergenci vstupli z nizkoprahovych a
vysokoprahovych aferentnich neuronti inervujicich kizi, svaly a viscerdlni organy. Jsou
lokalizovany ptedevs§im v laminach IV-VI a zfidka v laminach I, 11, a X (Willis, 1985;
Price, 1988; Millan, 1999).

Interneurony se podle hlavniho G¢inku neuropfenasece, ktery uvoliuji, tradi¢né
rozdé€luji na excitacni a inhibicni. Jejich nejpocetnéjsi populace v zadnim rohu misnim
je lokalizovana v lamin€ II. Excitacni interneurony umoziuji pfedev§im nepiimou
polysynaptickou aktivaci projekénich neurond. Stejné jako centrdlni zakonceni

primarnich nociceptivnich vldken wuvoliiuji excita¢ni aminokyseliny a fadu
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neuropeptidll. Inhibi¢ni interneurony jsou v pfimém kontaktu s projek¢nimi neurony i
primarnimi aferentnimi vldkny, coz umoziluje uplatnéni presynaptickych i
postsynaptickych mechanizmti inhibice nociceptivni signalizace ptichazejici z
primarnich senzorickych neuronti. Podle neuroptenasece se rozlisuji na GABAergni a
glycinergni, pticemz nékteré z nich mohou uvoliovat GABA i glycin. Podle exprese
neuropeptidd, proteindl vazajicich Ca®’, enzym@ nebo receptorti lze inhibi¢ni
interneurony dale délit na mensi subpopulace (Todd a Spike, 1993). Regula¢ni vyznam

interneuronti v NOCiceptivni signalizaci je nepopiratelny.

1.2.3. Ascendentni drahy

Ascendentni drahy vedou nociceptivni informace z miSni urovné do vysSich
oblasti CNS. T¢la projek¢énich neuroni jsou nejcastéji lokalizovana v laminach I a V,
vV mens$im poctu v lamindch IV a VI v zadnim rohu mi$nim, ale také v laminach VII a
VIl v rohu ventralnim a v laminé X (Dostrovsky a Craig, 2005). Axony projekénich
neuronit Casto pifechdzeji do kontralateralni oblasti michy jiz na urovni miSniho
segmentu, kde je ulozeno télo neuronu anebo Vv sousednim segmentu michy. Sdruzuji se
do provazcl vzestupnych drah, které jsou zakonceny v riiznych mozkovych centrech.
Pro vnimani bolesti jsou zvlast dulezité projekce z michy do mozkového kmene a
thalamu. Z neuroanatomického hlediska rozliSujeme dva hlavni typy ascendentnich
drah, a to drahy pfimé a nepfimé.

Vyznamna piima draha bolesti je spinothalamicka (tractus spinothalamicus),
ktera projikuje do ventroposterolaterdlniho (VPL) a ventroposteromedialniho (VPM)
jadra thalamu. Dal$i pfimou projekci zajiStuji drahy spinomesencephalicka (tractus
spinomesencephalicus), zakonena v periakveduktalni Sedi a v jadrech retikularni
formace mesencephala; spinoretikularni (tractus spinoreticularis), zakoncena v jadrech
retikularni  formace prodlouZzené michy a mostu; spinoparabrachidlni a
spinohypothalamicka (STH).

V neptimych  ascendentnich ~ drdhdch  dochdazi  béhem  projekce
do supraspinalnich center k synaptickému pfepojeni na dal$i neurony ,,druhého fadu‘.
Hlavni neptimé drahy jsou dv¢: spinocervikothalamicka draha (tractus spinocervicalis)
a zadni provazce mi$ni, které jsou soucasti lemniskového systému a obsahuji téz

primarni aferentni vldkna aktivovand nebolestivymi podnéty. Axony miSnich

16



nociceptivnich neuront se pfidruzuji k témto primarnim aferentnimi vldkniim a tvofi
zadni provazce miSni, projikuji spole¢n¢ do nucleus cuneatus (z cervikalnich a
hrudnich segmentl) a do nucleus gracilis (z lumbosakralnich segmenti). Z téchto jader
pokracuji zadni provazce do thalamu, k ptechodu na kontralateralni stranu dochazi az
Vtéto casti drdhy vtzv. medialnim lemnisku. Podobné drdhy vychazeji i

z trigemindlnich jader, kam je pfivadéna senzorické informace z oblasti obliceje.

1.2.4. Synapticky pienos v zadnim rohu mi$nim

Synapticky pfenos a jeho modulace vzadnim rohu miSnim jsou
charakterizovany mnozstvim uvolnéného pienasece nebo neuromodulatoru, hustotou a
typem presynaptickych i postsynaptickych receptorti, jejich kinetickymi vlastnostmi,
otevirdnim a zavirdnim iontovych kandli a zplisobem odstranovani pienasece ze
synaptickeé stérbiny. Kazdy z téchto faktorti mize podléhat fad€ regulacnich vlivi.

Rychly excita¢ni synapticky pienos je zajistén vylevem glutamatu z centralnich
vybeézka primarnich senzorickych neuront a jeho vazbou na postsynaptické ionotropni
glutamatové receptory. AkeEni potencial piichazejici z periferie tak mize vyvolat
excitani postsynaptické proudy (EPSC) vedené primarné AMPA receptory. Na
rychlém pienosu se podili také v postsynaptické casti exprimované NMDA receptory,
které jsou ovsem tonicky inhibovany ionty Mg?*. K jejich aktivaci mize dojit aZ po
odstranéni navazanych Mg?* z kanalu receptoru, a to v zavislosti na depolarizaci
plazmatické membrany. Pomaly excitatni synapticky pienos je zprostiedkovan
metabotropnimi receptory, které jsou v zadnim rohu miSnim aktivovany napf.
glutamatem nebo uvolnénymi neuropeptidy jako je substance P a CGRP. Aktivace
ptislusnych receptort spiazenych s G-proteiny vede Kk aktivaci tzv. ,,druhych posli* a
pomalé postsynaptické depolarizaci plazmatické membrany, kterd pietrvava desitky
sekund (Woolf a Salter, 2000).

Rychlé inhibi¢ni postsynaptické proudy (IPSCs) jsou vyvolany mediatory
inhibi¢niho pfenosu. GABA a glycin se vazi na své ionotropni receptory, které
zprostiedkovavaji hyperpolarizacni proud pomoci CI* iontl proudicich kanalem
receptorti. Pomalou a déle trvajici inhibici zajiSt'uji metabotropni GABAg receptory

lokalizované pievazné presynapticky (Towers et al., 2000).
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Protoze jeden z cilii této prace je zaméfen na modulaci excita¢niho synaptického
ptenosu zprosttedkovaného AMPA receptory v zadnim rohu miSnim, budou tyto

Vv nasledujicich kapitolach detailn€ji popsany.

1.24.1.  AMPA receptory

Funk¢ni vlastnosti AMPA receptorti zavisi na jejich podjednotkovém slozeni,
stavu fosforylace a na interakci s dalsimi cytozolickymi nebo membranovymi proteiny
(Hollmann a Heinemann, 1994; Chen et al., 2000). Ctyfi podjednotky GluR1-GIluR4
diive oznaCované také jako GluR-A/B/C/D tvofi v raznych pomérech heteromerni
tetramery, odlisSné kombinace podjednotek tak ptredstavuji odliSné podtypy receptoru.
Pro selektivitu kanalu AMPA receptoru je stézejni podjednotka GluR2, pokud je
zabudovana ve struktufe receptoru alesponl jedna tato podjednotka, tak kanalem
prochédzi pouze monovalentni kationty. Jestlize v§ak GluR2 podjednotka ve struktuie
receptoru neni, stdva se kanal propustny i pro Ca** ionty. Prinik Ca®" ionté do buiiky a
jejich zvysujici se koncentrace v cytozolu je vyznamnym intraceluldrnim spoustéem
mnoha signalnich kaskad, kde Ca** ionty plni tlohu ,,druhého posla®.

Pro specifickou regulaci funkce AMPA receptorti je vyznamny intracelularni C-
konec podjednotek. Nachéazeji se na ném domény podminujici interakce receptoru
s dalSimi regula¢nimi proteiny a vSechna znama fosforylacni mista (Song a Huganir,
2002; Wang et al., 2005b). AMPA receptor fosforyluje cela fada proteinkinaz: PKA,
PKC, PKM, CaMKII nebo protein-tyrozinkinaza (PTK). Fosforylace reguluje nejen
biofyzikalni vlastnosti AMPA receptoru, ale také interakce s mnoha proteiny, které se
podileji na zméné lokalizace AMPA receptorti v butice (Song a Huganir, 2002).

Charakteristické pro AMPA receptory jsou dynamické zmény jejich umisténi v
buiice, podléhaji konstitutivni endocytdze z plazmatické membrany do cytozolu, kterd
je kompenzovana jejich adekvatni exocytézou do membrany. Tento mechanizmus
milZze zajiStovat staly pocet receptori exponovanych na povrchu buiky. Kromé
konstitutivni cirkulace miize byt membranova endocytoza i exocytdza AMPA receptort
indukovdna a ve vysledku vést k dlouhodobé depresi (LTD) nebo dlouhodobé
potenciaci (LTP) EPSC (Malenka a Nicoll, 1999; Kessels a Malinow, 2009).
Regulace poctu AMPA receptort a jejich podjednotkového slozeni v postsynaptické

membrané podminuje kratkodobé i dlouhodobé zmény v G€innosti synapse. Projevem
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této synaptické plasticity v zadnim rohu miSnim je centralni senzitizace a s ni spojeny
rozvoj nociceptivni hypersenzitivity, pficemz se uplatiiuje inzerce GIuR1 do
plazmatické membrany a internalizace GluR2 podjednotek (Galan et al., 2004; Katano
et al., 2008; Larsson a Broman, 2008; Park et al., 2008, 2009).

1.2.4.2. Distribuce AMPA receptorii v zadnim rohu miSnim

Metodou in situ hybridizace za pouziti oligonukleotidovych sond byla
V lumbalni miSe potkana detekovina mRNA pro vSechny podjednotky AMPA
receptoru. Dominantni podjednotkou zadniho rohu miSniho je GluR2. V superficialni
oblasti jsou hojné¢ lokalizovany transkripty GluR1 a GluR2, pfi¢emz se oblasti jejich
nejvyssi denzity 1i§i. Zatimco gen pro GluR1 podjednotku je nejvice exprimovan
v neuronech laminy I a Il,, tak mRNA pro GluR2 je nejhojnéji distribuovana v laminé
Ili a dorzalni casti laminy III. GIuR2 je pfitom v laminé III jedinou dominujici
podjednotkou (Furuyama et al., 1993; Tolle et al., 1993; Pellegrini-Giampietro et al.,
1994). Podjednotka GIuR3 je exprimovana v zadnim rohu miSnim pouze v malém
poctu neuronti hlavné v laminach IV a V. Gen pro podjednotku GluR4 je ptepisovan
pouze Vnepatrném poctu neurontt superficidlniho rohu misniho. Velké neurony
V laminach IV a V, které mohou byt soucasti spinothalamické nebo spinoretikularni
drahy bolesti, pievazné exprimuji GluR3/GluR4 heteromery (Tolle et al., 1993).

Neurony s funk&nimi AMPA receptory propustnymi pro Ca** ionty (bez GIuR2
podjednotky) byly metodou agonistou aktivovaného priiniku kobaltu do bunky hojné
detekovany v laminach I a II,. V lamin¢ II; byly na rozdil od toho identifikovany pouze
ziidka. Kobalt pozitivni neurony v superficialni oblasti zadniho rohu misniho byly
inervovany primarnimi aferentnimi vlakny citlivymi ke kapsaicinu (Engelman et al.,
1999). Nizky pocet neuroni exprimujicich AMPA receptory propustné pro Ca®*

v laming 11; je v souladu s vysokou hustotou GIuR2 podjednotky v této oblasti.
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1.2.4.3. Modulace AMPA receptorii inzulinem

Inzulin a jeho receptory byly v CNS savci poprvé popsany v publikaci
Havrankové et al. (1978a, b). Inzulin syntetizovany v organizmu [-bunikami
Langerhansovych ostrivkli pankreatu muize prochdzet hematoencefalickou bariérou
skrze saturovatelny transportni mechanizmus (Banks, 2004). Jeho syntéza neprobihé
pouze V perifernich tkanich, ale také primo v CNS (Havrankova et al., 1978b). Rovnéz
na neuronech v kultufe byla prokazana sekrece inzulinu do extracelularniho prostoru
(Devaskar et al., 1994). Dosavadni poznatky o fyziologické funkci inzulinu v mozku
poukazuji na regulaci kognitivnich funkci a paméti, pfijmu potravy a télesné hmotnosti
nebo plodnosti a reprodukce (Wozniak et al., 1993; Zhao a Alkon, 2001; Stockhorst et
al., 2004; Chiu et al., 2008).

V posledni dobé se ukazuje, ze inzulin se miize podilet také na modulaci
synaptického pienosu v CNS. Studie vykonané na hipokampalnich neuronech
prokazaly inzulinem stimulovanou internalizaci AMPA receptorti, kterd vedla
K vyznamnému snizeni jejich pocétu v postsynaptické membrané a ve vysledku
k dlouhodobé depresi synaptického pienosu (Beattie et al., 2000; Lin et al., 2000; Man
et al., 2000). Tento proces byl zavisly na fosforylaci tyrozinu na intracelularnim C-
konci GIuR2 podjednotky (Ahmadian et al., 2004). Inzulinem stimulovana, na klatrinu
zé4visla internalizace AMPA receptorii se odliSuje od konstitutivni internalizace rychlou
redukci poctu receptort exponovanych na povrchu buiiky. Internalizovany jsou ziejmé
AMPA receptory lokalizované v postsynaptické membrané. Inzulin tak mize
selektivné zvySovat internalizaci AMPA receptort, aniz by ovlivnil jejich inzerci, ktera
by znovu zabezpecila rovnovahu mezi endocytosou a exocytosou AMPA receptoril
(Man et al., 2000).

Je pravdépodobné, ze dusledkem inzulinem stimulované internalizace AMPA
receptori neni pouze snizeni jejich poctu na synapsich, ale zméni se 1 jejich
podjednotkové sloZeni. Internalizaci zahajuje fosforylace GluR2, pomér této
podjednotky k ostatnim podjednotkdm AMPA receptoru se na synapsich snizi, coz
milZze mit svilj funkéni vyznam. V membrané pak mohou pievazovat AMPA receptory
propustné pro Ca®* ionty, protoze AMPA receptory nepropustné pro Ca® byly

delokalizovany do cytoplazmy.
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2. Patologické bolestivé stavy

V piipadé¢ poranéni nebo zénétu dochdzi k lokalnimu zvySeni citlivosti
nociceptivniho systému, tak aby bylo zabranéno rozsahlejsimu poskozeni tkané.
V misté poskozeni a jeho okoli je snizen prah pro nocicepci s nasledkem zvySeného
vnimani bolesti. Vznika tzv. hyperalgezie a allodynie, které jsou typické pro somatické
a visceralni poranéni i zanét. Hyperalgezie je zesilené vnimani bolesti, klinicky byla
vymezena jako zvySena bolest na bolestivé podnéty. Allodynie je bolest zpiisobena
nebolestivymi podnéty. Podle aktualizované definice Mezindrodni spole€nosti pro
studium bolesti IASP z roku 2008, by mél byt termin allodynie pouzivan pouze
Vv ptipadé, kdyz je znamo, ze podnét neaktivuje primarni nociceptivni vlakna, ale pouze
nizkoprahova primarni senzorickd vlakna. Pokud neni zfejmé, které typy primdrnich
aferentnich neurond jsou zapojeny do nociceptivni signalizace, tak IASP doporucuje
uptfednostiiovat zastit'ujici termin hyperalgezie pro vSechny stavy zvysené citlivosti.

Hyperalgesie a allodynie jsou bolestivé syndromy spojované s mnoha
onemocnénimi a intenzita bolesti je cCasto soucasti hodnoceni pribéhu nemoci.
Intenzita, délka a lokalizace bolesti nemusi vZdy odpovidat danému stavu organismu,
hypersenzitivita miaze pietrvavat i po odeznéni nemoci, tplném zhojeni poranéni anebo
mohou byt zapfiCinény dysfunkci periferniho ¢i centralniho nervového systému.
V tomto piipad¢ jiz neplni hyperalgezie ani allodynie obrannou funkci, piestavaji byt
symptomem, ale stavaji se spiSe samotnym onemocnénim (Sandkuhler, 2009).

Zona zvysené citlivosti se objevuje nejen v misté¢ poranéni, ale i v okolni
oblasti. V misté zranéni se jedna o primarni hyperalgezii a v neposkozené tkani
obklopujici poranéni se objevuje oblast sekundarni hyperalgezie, pficemz mechanizmy
jejich vzniku jsou odlisné. Primarni hyperalgezie je charakteristicka zvySenym
vnimanim bolestivych tepelnych a mechanickych podnéti. Je zplsobena piedevsim
senzitizaci volnych nervovych zakonceni, ale mohou se na ni podilet i zmény v CNS.
Sekundarni hyperalgezie se vyznaCuje zvySenym vnimanim bolesti pouze na
mechanickou stimulaci (Ali et al., 1996). Neni podminéna periferni senzitizaci volnych
nervovych zakonceni, ale vyhradné¢ zménami signalizace na trovni CNS. Na vzniku
sekundarni hyperalgezie se podili aktivovana primarni nociceptivni vlakna, ale jeji
pfetrvani je na aktivité primarnich vlaken nezdvislé. Lokalni anestetika totiz zabraiiuji

vzniku sekundéarni hyperalgezie, ale pokud je jiZ rozvinuta, jsou neuc¢inna (Sandkuhler,
2009).
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2.1. Periferni senzitizace a zanétliva bolest

Pti poranéni tkané dochazi k lokdlnimu uvolnéni fady chemickych latek, které
se uplatiiuji v procesech probihajicich pifi zanétu. Jedna se napf. o adenosin, ATP,
bradykinin, histamin, leukotrieny, prostaglandiny, protony, serotonin, substanci P,
thromboxany a volné radikaly. Dale jsou b&hem zanétu produkovany neurotrofni
faktory, ptredevsim NGF, a latky z fady cytokint, jako jsou interleukiny (IL) a tumor
nekrotizujici faktor o (TNFa). Volnd nervova zakonceni jsou nékterymi z vySe
uvedenych latek pfimo excitovana nebo senzitizovana diky jejich vazbé na receptory
exprimované nociceptorem. Senzitizaci se rozumi zvySeni citlivosti a sniZzeni prahu
nociceptoru pro vyvolani odpovédi na adekvatni podnét v jejich receptivnim poli.
Aktivované primarni aferentni neurony ptedaji nociceptivni informaci do zadniho rohu
miS$niho, ale navic mohou spoustét procesy neurogenniho zanétu, ktery je vlastné
eferentni funkci nemyelinizovanych primarnich nociceptivnich neuroni. Z volnych
nervovych zakonceni se pak uvoliiuji neuromodulatory, predev§im SP a CGRP, které
zpusobuji vazodilataci a extravazaci plazmy, stejné tak jako aktivaci bun¢k imunitniho
systému a hematopoetickych buné€k, jako jsou makrofagy, mastocyty nebo neutrofily
(Julius a Basbaum, 2001). Tyto buiiky mohou uvoliiovat dalsi algogenni latky. Uginky
mediatori zanétu mohou byt synergistické a zesilovat tak odpovédi nociceptivnich

neuroni (Vyklicky et al., 1998).
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Obr. 3 Lokalizace TRPV1 receptori na perifernich (a) i centralnich (b)
vybéZcich neuroni senzorickych ganglii (spinalni a trigeminalni). TRPV1 receptory
jsou na nociceptorech exprimovany s mnoha dal$imi receptory jako jsou purinergni
receptor (P2X), iontovy kanal aktivovany kyselinami (ASIC) receptor pro nervovy
rastovy faktor (TrkA), receptor pro interleukin 1 (IL1R), receptor pro prostaglandin E2
(EP), histaminovy receptor 1 (H1), serotoninovy receptor (SHTR), bradykininové
receptory (B1 a B2), receptor pro endothelin (ET).

Zkratky: BK — bradykinin, HIS — histamin, 5HT - serotonin, IL-1p — ilterleukin 1B,
PGE2 — prostaglandin E2, PNS — periferni nervovy systém. (Szallasi et al., 2006)
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2.1.1. TRPVI1 receptor jako integrator procesu periferniho zanétu

Nociceptory exprimuji a na plazmatické membrané¢ exponuji fadu receptort a
iontovych kanald, které se podili na aktivaci nervového zakonéeni (Obr. 3).
V poslednich letech se mnoho laboratofi zaméfilo na vyzkum struktury a funkce
TRPV1 receptorii, které byly nedavno oznafeny za molekularni integratory procest
zanétlivé bolesti (Cortright a Szallasi, 2004). TRPV1 receptory jsou lokalizovany i na
centralnich zakoncenich primarnich nociceptivnich neurond, jejich tloze je vénovana
kapitola 3. Periferni TRPV1 receptory jsou Casto aktivovany tepelnymi podnéty a
vazbou protoni. Mnoho algogennich latek vSak zvysuje citlivost TRPV1 receptort i
jejich expresi. Mediatory zanétu, jako je napt. bradykinin, mohou snizit préh pro jejich
aktivaci teplotou az k fyziologickym hodnotam (Sugiura et al., 2002). NGF takeé
ovliviiuje citlivost TRPV1 receptort, pficemz tepelnd hyperalgezie navozena pomoci
NGF se nerozviji u TRPV1” knock out myS$i. Toto pozorovani s dalSimi studiemi
provedenymi na zvifatech bez exprese TRPV1 receptorti poukazuji na stézejni ulohu
téchto receptorti v zanétem indukované tepelné hyperalgezii (Caterina et al., 2000;
Davis et al.,, 2000). Pocet TRPV1 receptori mize byt zvySen transportem do
perifernich zakon¢eni malych neuronti spinalnich ganglii pisobenim NGF pfi zanétu (Ji
et al., 2002). Po experimentalné navozeném zanétu bylo navic pozorovano zvySeni
poctu nemyelinizovanych perifernich vladken s imunopozitivné¢ oznacenymi TRPV1
receptory (Carlton a Coggeshall, 2001). To je v souladu se zvySenym axonalnim
transport mRNA kodujici TRPV1 receptory spojenym se zvySenou citlivosti primarnich
aferentnich vlaken ke kapsaicinu (Tohda et al., 2001) a zjisténim, ze aktivovana PKC
vyvolava rychlou inzerci TRPV1 receptori do plazmatické membrany (Morenilla-
Palao et al., 2004).

Mediatory zanétu aktivuji nebo senzitizuji TRPV1 receptory fadou signalnich
drah s vyuzitim mnoha druhych posli. Na tepelné hyperalgezii indukované BK a NGF
se alespon z Casti podili na fosfolipaze C (PLC) zavisla fosforylace TRPV1 receptoru
proteinkinazou C. Aktivace PLC vede k hydrolyze membranového fosfolipidu
fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfatu (PIP;) a uvolfiuyje TRPVI1 receptor z konstitutivni
inhibice timto lipidem, ¢imz je receptor senzitizovan (Chuang et al., 2001). Senzitizace
TRPV1 receptoru aktivovanou PKA mlze mit také vyznamnou tulohu v zdnétem
indukované hyperalgezii. PKA je totiz soucasti signalni kaskady vedouci od aktivace

metabotropnich receptort pro prostaglandiny (Rathee et al., 2002). Nékteré mediatory
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zanétu mohou aktivovat TRPVI1 receptory nepifimou cestou pies produkty
lipoxygendzy. Napi. bradykinin vazici se na své B2 receptory excituje kozni
nociceptory pies produkci metaboliti kyselinu arachidonové (12-HPETE), které pak
aktivuji TRPV1 receptory (Hwang et al., 2000; Shin et al., 2002).

Kanal TRPV1 receptoru je propustny kromé monovalentnich kationtti také pro
Ca?*. Jejich priinik do cytozolu aktivuje proteinkinézu zavislou na Ca** a kalmodulinu
(CaMKII), ktera stejnd jako PKA a PKC fosforylaci senzitizuje TRPV1 receptor. Ca**
ionty ale navic méni pomér rozloZeni kladného a zaporného naboje na vnitini a vnéjsi
stran¢ plazmatické membrany a dochdzi k jeji depolarizaci, coz miize vést az ke vzniku
akéniho potencidlu. TRPV1 receptory se vyznamné podili na senzitizaci volnych
nervovych zakonceni a vyrazné¢ tak usnadnuji pfenos nociceptivniho signalu do CNS.

Nejen pro fyziologickou ulohu, ale i pro vyvoj novych analgetik je vyznamna
také faze desenzitizace TRPV1 receptort, ke které mize dochazet po jejich aktivaci
(Vyklicky et al., 2008). Tato ztrata citlivosti k aktivatoriam TRPV1 receptorti je
vét§inou zavisld na intracelularni koncentraci Ca®* jontd (Koplas et al., 1997).
Podstatnou roli v procesu desenzitizace TRPV1 receptori maji jeho fosforylace a
defosforylace, v tomto smyslu nelze opomenout regulaci kalcineurinem (Docherty et
al., 1996; Novakova-Tousova et al., 2007). Dale byla prokazana desenzitizace interakci
s Ca?* vézajicim proteinem kalmodulinem (Numazaki et al., 2003) nebo regulace
pomoci PIP, (Liu et al., 2005). Aktivace TRPV 1 receptort na perifernich nociceptorech
kapsaicinem vede K jejich desensitizaci, v zavislosti na koncentraci agonisty v§ak muze
dojit az k degeneraci senzorického zakonceni a vyvolani dlouhodobé lokalni anestezie

(Simone et al., 1998).

2.1.2. Uloha prozanétlivych cytokinii v periferni senzitizaci

Pfi z&nétu jsou z imunitnich bun€k, jako jsou makrofagy a mastocyty,
uvolnovany cytokiny TNF a, IL-1P a IL-6, které reguluji procesy s nim spojené (Cunha
a Ferreira, 2003). Klinické studie poukazuji na zvySenou hladinu TNFa v synovialni
tekutiné pii bolesti v kloubech (Shafer et al.,, 1994). To je v souladu s potlac¢enim
symptomull revmatoidni artritidy véetné bolesti l1écbou pacientli pomoci protilatek proti
TNF o (Elliott et al., 1994). Studie provedené na zvitatech ukazaly, Ze po systémovém

podani nebo lokalni injekci TNF a, IL-1B a IL-6 vznikd mechanickd a tepelna
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hyperalgezie. Pfitom oSetfeni antisérem proti TNF a inhibuje nebo zpozdi vznik
hyperalgezie u experimentalniho modelu zanétlivé bolesti (Woolf et al., 1997). Pokud
je TNFa aplikovano podél periferniho nervu, tak vyvolad ektopickou aktivitu
V nociceptivnich aferentnich vlaknech (Sorkin et al, 1997). Cytokiny excituji
nociceptory pfimo vazbou na své receptory nebo nepiimo tim, ze stimuluji vylev
dalsich mediatorti zanétu, napt. prostaglandini. Bylo prokéazano, ze cytokiny TNFa a
IL-1B zptisobuji pfechodnou senzitizaci teplotou evokovaného vylevu CGRP z koznich
nociceptorti potkana stejné tak jako IL-6 v kombinaci s jeho solubilnim receptorem
(Opree a Kress, 2000; Obreja et al, 2002). Vyznam IL-6 podporuje studie
demonstrujici redukci s perifernim zanétem spojené mechanické a termalni

hyperalgezie u IL-67 knock out mysi (Xu et al., 1997).

2.2. Centralni senzitizace

Pti zkoumani procest podminujicich sekundarni hyperalgezii bylo zjisténo, ze
neni zavisla na senzitizaci perifernich nociceptort, ale na zménach synaptické t¢innosti
na miSni drovni. Simone et al. (1991) demonstrovali zvySenou citlivost
spinothalamickych neuronti na nebolestivé podnéty po intradermalni injekci kapsaicinu,
jako modelu kozniho poranéni. Kapsaicin se hojn¢ vyuzival ke studiu sekundarni
hyperalgezie, protoze selektivné aktivuje nociceptory (Szolcsanyi et al., 1990), po
intradermalni aplikaci zplsobuje bolest bez zjevného poskozeni tkané, vznika velka
oblast sekundarni hyperalgezie (Simone et al., 1989a) a probihajici procesy jsou
podobné, jako pfi feznych ranach a popaleni ktize (Ali et al., 1996).

Charakteristicky pro centralni senzitizaci je stav, kdy nocicepce nemusi byt za
kazdych okolnosti zprostfedkovana primarnimi nociceptivnimi neurony. Za
patologickych podminek ziskaji schopnost nociceptivni signalizace i jind primarni
senzorickd vldkna, kterd bézné¢ detekuji pouze lehké taktilni podnéty. Fenomén
centralni senzitizace, kdy jsou centrdlni nociceptivni neurony citlivéjsi ke svym
vstupiim, je platny nejenom pro sekundarni hyperalgezii, ale i1 obecné pro
neuropatickou bolest. Podle revidované definice z roku 2008 je neuropatickd bolest

piimym disledkem poskozeni nebo onemocnéni somatosenzorického systému
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2.2.1. Modulace synaptického pienosu na mi$ni urovni

Zasadni vyznam pro synapticky pfenos v zadnim rohu miSnim ma& modulace
synaptické G&innosti. Uginnost synaptického spojeni se miZe pohybovat mezi
extrémnimi stavy, a to od absence odpovédi v podobé akéniho potencialu, kdy je
depolarizace membrany nedostate¢na k aktivaci nap&tové zavislych Ca®* kanald aZ po
ptipady, kdy jediny EPSC umozni piekroceni prahu a generovani akéniho potencialu.
Za normalnich podminek jsou na vét§in€ synapsi generovany podprahové odpovedi o
rizné amplitudé v zavislosti na mnozstvi vylitého pifenaseCe a poctu receptori
V postsynaptické membrané. Ak¢ni potencial vznikne na postsynaptickém neuronu
pouze tehdy, kdyz dojde k ¢asové anebo prostorové sumaci mnoha vstupti. Zvyseni
nebo snizeni synaptické ucinnosti regulaci vylevu prenaSece nebo jeho ucinku pak vede
k zésadnimu ovlivnéni nociceptivni signalizace na mi$ni Grovni.

Neurony zadniho rohu miSniho mohou i po kratké aktivité tzv. salvach ak¢nich
potenciala Siticich se po primarnich nociceptivnich vlaknech senzitizovat, stavaji se
citlivéj§i k prichazejicim vstupim a synapticky pfenos je potenciovan. Takovéto
zvyseni u¢innosti centralnich synapsi je projevem synaptické plasticity, ktera mize mit
mnoho forem souhrnné oznaCovanych jako fenomén centralni senzitizace. Modulace
synaptického pienosu je zavisla na vstupni aktivité z primarnich aferentnich vlaken
anebo na genové transkripci, ke které mize dochazet v presynaptické i postsynaptické
casti a gliovych bunkach. Na regulaci synaptického pfenosu se mohou podilet také
latky uvoliované gliovymi buiikami. Zmény v presynaptické ¢asti se mohou projevovat
ovliviiovanim mnozstvi uvolnéného pienasece nebo neuromodulatoru a postsynaptické
zmény zase méni citlivost miSnich neuronti. Pokud je synapticky pfenos ovlivnén
zménami v prepisovani genll, tak se modulace projevi az za né€kolik hodin, ale
pretrvava dlouhodobé fadové dny (Samad et al., 2001; Ji et al., 2002). Deprese
inhibi¢nich mechanizml v miSe je stejn¢ dulezita jako posileni excitaéniho pienosu.
Jsou zndmy ptipady selektivniho odumirdni inhibi¢nich interneuronti (Moore et al.,
2002). NaruSeni inhibi¢niho synaptického pienosu ve vysledku usnadni pfenos

nociceptivni informace do vysSich mozkovych center.
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2.2.2. Mechanizmy centralni senzitizace

Mechanizmy centralni senzitizace vychdazeji zriznych forem modulace
synaptického pfenosu na mi$ni Urovni. Podstatnou tulohu ve zvySeni synaptické
ucinnosti maji mechanizmy zajistujici zvySeny vylev glutamatu a neuropeptidi
Z centralnich zakonceni neuronti spinalnich ganglii a zvySeni citlivosti miSnich neuronti
k excitatnim aminokyselinAm nebo snizeni jejich citlivosti k aminokyselindm
inhibi¢nim. Dochézi k zesileni excita¢niho a depresi inhibi¢niho synaptického ptenosu,
ptitom ke zménam dochazi na obou stranach synapsi (Woolf a Salter, 2000; Ji et al.,
2003; Willis, 2009). Apoptozu inhibi¢nich interneuront mize doprovazet reorganizace
synaptickych kontakta.

Centralni senzitizace je dlisledkem aktivace mnoha intracelularnich signalnich
kaskad, které zahrnuji aktivaci celé §kaly proteinkinaz a jinych enzymi jako je napf.
NO syntaza (Wu et al, 2001). Mechanizmy zvySené citlivosti sekundarnich
nociceptivnich neuronti k uvolnénému neuropienase¢i zahrnuji mino jiné fosforylaci
NR1 podjednotky NMDA receptoru (Zou et al., 2000) a GluR1 podjednotky AMPA
receptoru (Fang et al., 2003). Vystupni nociceptivni signalizace z michy je pfi centralni
senzitizaci vyrazn¢ zesilena.

Neurony zadniho rohu misniho vcetné spinothalamickych mohou byt i po
kratkém zvySeni aktivity na primarnich nociceptivnich neuronech senzitizovany, stavaji
se citlivéjSimi k ptichdzejici vstupni aktivit¢ a dochazi k potenciaci synaptického
pienosu. Takovéto zvySeni uCinnosti centralnich Synapsi mize mit vice odliSnych
forem, které jsou pfiblizeny v néasledujicim textu. VSechny nize uvedené formy
synaptické plasticity jsou v souCasné dobé povazovany za mozny mechanizmus
podilejici se na centralni senzitizace (Woolf a Salter, 2000; Ji et al., 2003).

Jeden z kratkodobych mechanizmii posileni synaptického ptenosu je tak zvany
wind-up. Wind-up je na homosynaptické aktivité zavislé progresivni zvySeni odpovedi
neuronu na vstupni aktivitu. Pfi opakované nizkofrekvencni stimulaci C vldken dochazi
na neuronech zadniho rohu miSniho ke zvySovani poctu generovanych akc¢nich
potencidlli, pficemZ pouze aktivované synapse podstupuji t€émto zménam (Mendell a
Wall, 1965; Mendell, 1984). Z excitovanych centralnich zakonéeni primarnich
aferentnich vldken se kromé glutamatu uvoliuji také substance P a CGRP. Tyto
neuropeptidy aktivuji své metabotropni receptory, coz vede k pomalé postsynaptické

depolarizaci, kterd umozZiluje Casovou sumaci vstupll prichdzejicich z priméarnich
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nociceptivnich neuronti. Casova sumace vstupni aktivity je velmi dilezita pro zvyseni
pravdépodobnosti vzniku akéniho potencidlu.

Klasicka centralni senzitizace vychéazi z piivodni piedstavy, ze se jednd o
plasticitu zavislou na heterosynaptické aktivité, ktera pretrvava po kratkém pocatecnim
stimulu desitky minut (Woolf, 1983; Thompson et al., 1990, 1993). Spoustécim
podnétem je masivni aktivace nociceptorti coz mize byt elektrickd stimulace C vlaken,
intenzivni tepelny podnét, periferni aplikace iritantu jako je kapsaicin, nebo poranéni
tkan¢. Nekolikasekundovéd intenzivni stimulace nociceptorii tak muize zefektivnit
synaptickou U¢innost na neuronech zadniho rohu miSniho na mnoho hodin. Pokud
ptvodni podnét pretrvava, byt jen s nizkou intenzitou, tak mohou byt miSni neurony
senzitizovany 1 po dobu dni. Pfikladem je ektopicka aktivita na primarnich aferentnich
vlaknech pii1 poranéni periferniho nervu, kterd vyrazné prodluZzuje dobu senzitizace
centralnich neuronti (Koltzenburg et al., 1992). Zajimavé je, ze ke zvySeni synaptické
ucinnosti nedochdzi pouze na synapsich tvotfenych z primarnich nociceptivnich vlaken,
ktera byla aktivovdna pivodnim stimulem (homosynaptickéd facilitace), ale také na
synapsich, které nebyly aktivovany puvodnim stimulem (heterosynapticka facilitace),
kde presynaptickou ¢ast tvoii nizkoprahova mechanosenzitivni Ap vlakna (Simone et
al., 1989b). Kromé zesileni odpovédi miSnich neuroni dochazi také ke zvySeni
celkového poctu aktivovanych neuronti zapojenych pii daném podnétu do nociceptivni
signalizace.

Na zvyseni synaptické ucinnosti se podili pfedevsim dva hlavni mechanizmy: 1)
posttranslaéni modifikace iontovych kanali a receptorti anebo jejich regulacnich
proteint, coz ovliviiuje jejich funkéni vlastnosti a 2) zmény exprese iontovych kanala a
receptord na bunécném povrchu neuronti zadniho rohu misniho a primarnich aferentich
vlaknech a jejich regulovand internalizace a reinzerce do plazmatické membrany (Ji et
al., 2003). V mnoha piipadech je pro vznik heterosynaptické potenciace v zadnim rohu
mi§nim dilezity vtok Ca®* iontd do buiiky kanilem NMDA receptorti nebo pres
napétim aktivované Ca®* kanaly. Nesporny vyznam maji fosforylace NMDA a AMPA
receptort zvySujici synaptickou ucinnost regulaci jejich biofyzikdlnich vlastnosti nebo
jejich inzerci do membrany (Woolf a Salter, 2000). Vyssi heterosynapticka Gi¢innost
milZe zvySovat U€inek neuropfenasece a modulatori uvolnénych nejenom z primarnich
aferentnich vlaken, ale také z glii. ZvySeny vylev glutamitu mize byt disledkem
produkce prostaglandinti cyklooxygenazou, aktivace TRPV1 receptori na primarnich

aferentnich vladknech, P2X3 receptorti anebo presynaptickych NMDA autoreceptort.
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Dlouhodobéa potenciace (LTP) je pievazné homosynaptické zvySeni synaptické
ucinnosti vyvolané kratkodobym vstupem o vysoké frekvenci (Randic et al., 1993;
Ikeda et al., 2003). Stimulace nociceptivnich aferentnich neuronti vyvold potenciaci
rychlého synaptického ptenosu zprosttedkovaného AMPA receptory, kterd je zavisla na
aktivaci NMDA receptort. Experimentdlné navozend LTP v zadnim rohu mi$nim je
podminéna aktivaci podobnych signalnich kaskad jako LTP zavisla na NMDA
receptorech v jinych oblastech CNS (Ji et al., 2003). Na jejim vzniku se podili napf.
fosforylace GluR1 podjednotky AMPA receptoru pomoci CaMKII (Fang et al., 2002),
PKA a PKC (Fang et al., 2003). LTP byla hojné studovana piedev§im v hipokampu
v souvislosti s vyzkumem mechanizmti paméti (Malenka a Nicoll, 1999). Centralni
senzitizace misnich neuront/LTP mize byt povazovana za urcitou formu paméti
bolestivych podnétt (Fang et al., 2002).

Akutni poranéni tkané pfimo nebo nepiimo vede k aktivaci nociceptort, které
mohou iniciovat periferni a centrdlni senzitizaci. Neurogenni zanét spojeny
s poranénim tkdné¢ nejenom senzitizuje periferni zakonceni, jejichZz excitace vede k
senzitizaci centralnich neuronti, ale vede také ke zménam transkripce v primarnich
sensorickych a miSnich neuronech, coz umoznuje dlouhodobou modulaci jejich funkce
(Woolf a Costigan, 1999). Periferni zanét a poranéni jsou spojovany se zvySenou
expresi a vylevem neuropeptida jako je SP nebo mozkovy neurotrofni faktor BDNF a
zménami ve stovkach gend, které mohou regulovat vzrusivost centralnich zakonceni
senzorickych neuronti. Ke zménam v transkripci ¢asto dochazi pod vlivem
neurotrofinli. Dokonce muze dojit az ke zméné fenotypu primarniho senzorického
neuronu (Woolf a Salter, 2000).

Intenzivni aktivita pfichdzejici do zadniho rohu miSniho zpiasobuje vylev
glutamatu a neuropeptidll z centralnich zakonceni priméarnich nociceptivnich neuront,
které mimo jiné aktivuji kindzy, z nichz napt. ERK mliZe vstupovat do jadra buiky, kde
fosforyluje protein CREB. Tento protein se vaze na promotory gentl, ¢imz spusti jejich
prepis. Mohou byt pfepisovany geny tzv. ,.Casné* nebo ,,pozdni odpoveédi, mezi geny
casné odpovédi patii FOS nebo gen pro enzym COX-2. Detekce transkripcniho faktoru
c-Fos v neuronech zadniho rohu miSniho se hojné vyuziva jako markeru nociceptivni
signalizace. Mezi geny pozdni odpovédi patfi napt. geny pro prodynorphin, NK1
receptor pro SP nebo TrkB receptor pro BDNF (Dubner a Ruda, 1992; Ji et al., 2002).

Kromé indukce na aktivit¢ zavislych transkripcnich zménach v neuronech

zadniho rohu miSniho dochazi pti perifernim zanétu k rozsahlé indukci transkripce
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gent pro cyklooxygenazu 2 (COX-2) v mnoha oblastech CNS v¢etn¢ michy na zaklade
humoralniho cytokinového signalu. Na masivni aktivaci COX-2 je zalozena diftzni
bolest svall, kloubii a Slach spojend se zvySenou télesnou teplotou, zménami nalady a
naruseni cyklu spanku a bdéni, které doprovazeji zanétlivda onemocnéni (Samad et al.,
2002).

2.2.3. Zmény inhibi¢niho systému a reorganizace synaptickych kontakti

Inhibi¢ni synapticky pfenos nocicepce v zadnim rohu miSnim muaze byt narusen
na aktivité zavislou depresi synaptickych vstupll na inhibi¢ni interneurony. Uvazuje se
také o moZnosti apoptdzy inhibi€nich neuronli za urcitych patologickych podminek.
Stimulace primarnich aferentnich Ad vldken zplsobuje dlouhodobou depresi (LTD)
synaptického prenosu mezi primdrnimi aferentnimi vldkny a inhibi¢nimi neurony
zadniho rohu misniho (Song a Huganir, 2002). Dlouhodoba deprese synaptického
pienosu V hipokampu a mozecku je zalozena na internalizaci AMPA receptorti ze
synapsi. Je pravdépodobné, Ze v mise funguje podobny mechanizmus LTD.

Asi tyden po poranéni periferniho nervu podléhaji nékteré GABAergni
interneurony v zadnim rohu miSnim apoptoze. Toto selektivni odumirani neuronti miize
byt zplisobeno nadmérnym vylevem glutamatu, ktery mé ve vysoké koncentraci
excitotoxické UcCinky, naruSenim jeho zpétného transportu do bunék nebo fizenou
bunéénou smrti po uvolnéni cytokinu TNFa z mikroglii (Moore et al., 2002; Scholz et
al., 2005).

Centralni senzitizace mize byt zalozena také na reorganizaci synaptickych
spoju. Je mozné, ze AP primarni aferentni vldkna vytvoifi synapse se specifickymi
nociceptivnimi neurony zadniho rohu miSniho, pfitom za normdlnich podminek mezi
nimi ke kontaktu nedochazi (Woolf a King, 1990). Pfi strukturni reorganizaci miSnich
spoji se mohou zakonceni primarnich AP vlaken objevovat v laminach I a II, kde

vytvaieji nové synaptické spoje (Bester et al., 2000; Kohno et al., 2003).
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2.2.4. U&inky prozanétlivych cytokinéi na mi¥ni arovni

Gliové a imunitni buiiky lokalizované v miSe mohou za urcitych patologickych
stavil uvolnovat prozanétlivé cytokiny a zapojit se tak do modulace nociceptivni
signalizace. Neékteré chronické stavy bolesti pii poranéni centralniho a periferniho
nervového systému vedou k hypertrofii mikroglii a astrocytii, které hojné produkuji
cytokiny, chemokiny a dalsi algogenni latky. Navic dochazi k vyznamnému nartistu
poctu gliovych bungk, které dalsi produkei cytokinii zvySuji jejich koncentraci. Napt. u
chronické konstrikce sedaciho nervu, jako modelu neuropatické bolesti, bylo
pozorovano zmnozeni astrocytli v miSnim segmentu L4 (Garrison et al., 1994).
Ustiedni uloha mikroglii v patologické nociceptivni signalizaci byla demonstrovana
implantaci mikroglii aktivovanych in vitro do michy, coz simulovalo projevy
neuropatické bolesti jako je mechanickd allodynie (Tsuda et al., 2003). Aktivace a
zmnozeni mikroglii a astrocytti v miSe bylo patrné po subkutanni injekci kompletniho
Freundova adjuvans, které se bézné pouziva k experimentdlnimu navozeni periferniho
zénétu. Pfitom pro vznik hyperalgezie byla podstatna aktivace mikroglii a pro jeji
pretrvani zase astrocyti (Raghavendra et al., 2004). Aktivace astrocyti na modelu
zanétlivé bolesti ovsem nebyla pozorovana ve studii prokazujici robustni aktivaci
astrocyttt v miSe spojenou se zhoubnym nadorem (Honore et al., 2000). Disproporce
mezi témito studiemi miize byt zpisobena riznou citlivosti pouzitych detekénich metod
nebo vyuzitim odlisnych druhti experimentalnich zvifat.

Pti experimentalnim podani cytokinti TNFa nebo IL-6
intracerebroventrikuldrni injekci byl prokdzan vznik tepelné hyperalgezie (Oka et al.,
1995, 1996). Latky produkované aktivovanymi gliemi zvySuji vzruSivost miSnich
neuront a vylev excita¢nich aminokyselin a SP z presynaptickych zakonceni (Watkins
et al., 2001). Kromé glii mohou byt endogennim zdrojem cytokinti v miSe také neurony
(Yang et al.,, 2004). Receptory, které TNFo v miSe aktivuje jsou exprimovany na
primarnich senzorickych vldknech i miSnich neuronech a jejich pocet mize byt za
patologickych podminek rovnéZ zvySen (Ohtori et al., 2004). Aktivace téchto receptori
muize vést k rychlym zméndm vzrusivosti neuronit nebo zméndm exprese jejich genil.
Cytokiny tak mohou modulovat synapticky pienos v miSe nebo dokonce iniciovat
bunécnou apoptdzu (Watkins a Maier, 2003).

Je zajimavé, Ze pifi perifernim zanétu dochdzi kromé lokalni produkce

algogennich latek také k vyznamnému zvySeni koncentrace IL-1B V mozkomiSnim
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moku. Receptory pro IL-1B jsou mimo jiné exprimovany mnoha mi$nimi neurony a
jejich aktivace vede Kk rozsahlé indukci transkripce gentt pro COX-2 v miSe a dalSich
oblastech CNS (Samad et al., 2001). COX-2 zvySuje koncentraci prostaglandini
vV mozkomi$nim moku, které moduluji synapticky pfenos v somatosenzorickych
drahach. Neni vsak zcela zfejmé, jakym zplsobem je pfi perifernim zanétu veden
signal k produkci IL-1B v CNS. Je pravdépodobné, ze se jedna o humoralni signalizaci,
kdy se lokaln¢, zdnétem produkované cytokiny $ifi krevnim fecistém a vazi se na své
receptory na bunkich hematoencefalické bariéry, které maji schopnost spustit
signaliza¢ni kaskadu vedouci az ke zvySeni koncentrace cytokinu v CNS (Bartfai,

2001).

3. Uloha mi$nich TRPV1 receptort v modulaci bolesti

Ve vyzkumu bolesti byl k aktivaci nociceptort dlouha Iéta pouzivan kapsaicin,
aniz by byl zndm mechanizmus jeho piisobeni. V zavislosti na koncentraci kapsaicinu a
jeho zptisobu aplikace miize vyvolat hyperalgezii anebo naopak analgesii (Jancso et al.,
1987; Knotkova et al., 2008). Intradermalni injekce kapsaicinu navozuje primarni
tepelnou a mechanickou hyperalgezii a sekundarni mechanickou allodynii a
hyperalgezii. V oblasti sekundarni mechanické allodynie a hyperalgesie nejsou volna
nervova zakonceni senzitizovana, nociceptivni signalizace z této oblasti je zalozena na
centralnich zménach vyvolanych intenzivni aktivitou nociceptori po injekci kapsaicinu
(Simone et al., 1989b; Willis, 2001). Analgezie miiZe byt navozena napf. systémovym
podédnim vysoce koncentrovaného kapsaicinu novorozenym potkaniim, které¢ vede
k selektivni degeneraci kapsaicin senzitivnich neurond senzorickych ganglii (Jancso et
al., 1977, 1987; Nagy et al., 1983). Intradermalni aplikace vysoce koncentrovaného
kapsaicinu vede k selektivni degeneraci lidskych epidermalnich nociceptivnich
zakonceni (Simone et al., 1998), coZ je moZné vyuzit naptiklad pro omezeni pooperacni
bolesti (Pospisilova a Palecek, 2006).

Specificky receptor pro kapsaicin, ktery se v pfirodé¢ vyskytuje jako paliva
slozka paprik, byl molekularné identifikovan a klonovan az v roce 1997 (Caterina et al.,
1997). V té dob¢ byl nazvan podle vaniloidnich latek, které jej aktivuji, vaniloidnim
receptorem 1 (VRI1). Pozd¢ji byl zatfazen do rozsdhlé rodiny ,transient receptor

potential“ (TRP) receptori a v literatufe se nyni oznacuje jako vaniloidni TRPV1
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receptor. Izolace genu pro TRPV1 receptor umoznila podrobnéjsi studium molekularni
struktury, biofyzikalnich vlastnosti a fyziologické ulohy tohoto receptoru u savct.
Podstatné cast vyzkumu byla zaméfena na definovani biofyzikalnich vlastnosti
TRPV1 receptor v riznych expresnich systémech s vyuzitim bunéénych kultur a na
jejich funkci v perifernim nervovém systému (Cortright a Szallasi, 2004; Szallasi et al.,
2007; Vennekens et al., 2008). Existuje rozsahla dokumentace o moznosti senzitizace
nebo aktivace perifernich TRPVI1 receptorl, integratori nociceptivnich podnéti,
pomoci mediatord zanétu jako jsou bradykinin, prostaglandiny nebo protony (Cortright
a Szallasi, 2004). Bylo jiz publikovano mnoho praci zdlraznujicich stézejni ulohu
TRPV1 receptort v transdukci a modulaci akutni i chronické bolesti. Témito studiemi
byl dan solidni zaklad vyuzitelny pii 1é¢bé poruch nociceptivni signalizace a s nimi
souvisejicimi onemocnénimi (Szallasi et al., 2007). Funkce TRPV1 receptori na
centralnich zakonéenich neuronti spinalnich ganglii v zadnim rohu misnim (Obr. 4)
vSak dosud nebyla detailn€ prostudovana a jejich tloha v nociceptivni signalizaci a jeji

modulaci neni zcela objasnéna (Spicarova a Palecek, 2008).
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Obr. 4 Uloha perifernich a centralnich TRPV1 receptori v transdukci a

synaptickém p¥enosu v zadnim rohu mi$nim. Detekce potencialné bolestivého nebo
tepelného podnétu nociceptivnim neuronem na periferii vede k aktivaci senzorickych
vldken. V zadnim rohu miSnim se nasledné z presynaptického zakonceni uvoliuji
glutamat a neuropeptidy SP a CGRP, jejichz vylev je regulovan TRPV1 receptory.
(Patapoutian et al., 2009)
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3.1.  Vaniloidni TRPV1 receptor

Detailn¢jSi pochopeni mechanizmu piisobeni kapsaicinu, hojné vyuzivaného pii
studiu bolesti, umoznila lokalizace jeho receptoru pomoci specifické vazby velmi
G¢inného analogu kapsaicinu radioaktivng znaGeného resiniferatoxinu H-RTX.
Resiniferatoxin izolovany ze sukulentu PrySce pryskyti¢éného (Euphorbia resinifera)
ma s kapsaicinem shodny strukturni motiv kyselinu homovanilovou (Szallasi, 1994),
proto byl jejich receptor oznacen jako vaniloidni - podtyp 1 (VR1).

Novou etapu ve vyzkumu mechanizmti bolesti odstartovala v roce 1997
molekularni identifikace a naklonovani cDNA kodujici VR1 receptor (Caterina et al.,
1997). O tf1 roky pozdé&ji se genetickou manipulaci podaftilo vytadit gen kodujici tento
receptor a vytvorit VR1 knock out zvifata. Na zvifatech bez VR1 receptorll se pak
zkoumala eventudlni dysfunkce nocicepce a vnimani bolesti. Geneticky manipulované
myS$i normalné reagovaly na bolestivé mechanické podnéty, ale detekce bolestivych
tepelnych podnéthi byla narusSena, pfitom kapsaicin u nich zadné bolestivé reakce
nevyvolal (Caterina et al., 2000). Termalni hyperalgezie spojena s karrageenanem
indukovanym zanétem se u knock out mysi dokonce viibec nerozvinula (Davis et al.,
2000).

VR1 byl na =zidkladé primarni struktury zatfazen do rozsahlé rodiny
transduk¢nich proteind tzv. ,transient receptor potential* (TRP) receptort a oznacuje se
nyni jako TRPV1 receptor. Rodina TRP receptorti se podle homologie aminokyselin
rozd€luje do sedmi zakladnich podrodin: ,,ankyrinové“ TRPA, ,kanonické* TRPC,
,melastationové TRPM, ,mukolipinové“ TRPML, ,polycystinové“ TRPP,
,vaniloidni TRPV (Vennekens et al., 2008) a podle proteinu ,,NOMPC* z octomilky
obecné (Drosophila melanogaster) TRPN, které na rozdil od vSech ptedchozich nejsou
exprimovany v sav¢ich bunikach (Venkatachalam a Monttel, 2007).

TRPV1 receptor je zakladajicim ¢lenem podrodiny savcich TRPV receptord,
ktera zahrnuje Sest typtit TRPV1-6, pticemz TRPV 1-4 maji stézejni ulohu v nocicepci a
jsou teplotnimi senzory (Vennekens et al., 2008; Obr. 5). Dalsich sedm typt receptort
bylo identifikovdno u bezobratlych, prvnim charakterizovanym byl receptor citlivy ke
zménam osmolarity u had’atka obecného (Caenorhabditis elegans), ktery byl nazvan
Osm-9. U hmyzu byl popsin naptf. v hypoosmotickém prostfedi aktivni receptor
Nanchung, nazvany podle Nan proteinu izolovaného z octomilky obecné (Kim et al.,
2003).
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Obr. 5 Fylogeneticky strom piibuznosti receptori TRPV podrodiny.

mm (Mus musculus), ce (Caenorhabditis elegans), dm (Drosophila melanogaster)
(Vennekens et al., 2008)

TRPVI receptor je povazovan za integrator riznych fyzikalnich a chemickych
nociceptivnich podnétii, protoze miize byt aktivovdn vysokou teplotou (= 43°C),
vazbou protont pfi jejich zvySené koncentraci v extracelularnich prostiedi (pH < 5,9),
téZ pozitivné nabitym gadoliniem Gd* (Tousova et al., 2005), depolarizaci plazmatické
membrany (Voets et al.,, 2004; Nilius et al., 2005; Matta a Ahern, 2007), ethanolem
(Trevisani et al, 2002) a fadou dalSich exogennich a endogennich liganda
oznaCovanych jako vaniloidy (Tominaga et al., 1998; Numazaki et al., 2004;
Vennekens et al., 2008). Kromé nejznaméjsiho TRPV1 agonisty kapsaicinu, ktery se
vyskytuje v n€kolika druzich paprik jako jejich paliva slozka, jsou rostlinného pivodu
jesté dalsi agonisté: resiniferatoxin z prySce pryskyficného (Euphorbia resinifera),

allicin obsazeny v Cerstvém Cesneku (Allium sativum), kafr z kafrovniku 1ékatského
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(Cinnamomum camphora), piperine z ¢erného pepte (Piper nigrum). Nekteré z téchto
latek ovSem pusobi i na jinych TRP receptorech, allicin aktivuje TRPA1 receptory
(Bautista et al., 2005) nebo kafr aktivuje TRPV3 a inhibuje TRPAL receptory (Xu et
al., 2005). Z pavouciho jedu sklipkana Psalmopoeus cambridgei byly izolovany tzv.
vanilotoxiny, které mimo ucinky na jiné¢ kanaly také aktivuji TRPVI1 receptory
(Siemens et al., 2006). Ze syntetickych latek je mozné TRPV1 receptory aktivovat
pomoci 2-APB (2-aminoethoxydifenylborat), ktery blokuje téz TRPM8 a TRPC
receptory (Vennekens et al., 2008), olvanilu nebo phenylacetylrivanilu (Alexander et

al., 2008). Endogennim agonistim TRPV 1 receptorti je vénovana nasledujici kapitola.

3.2. Endogenni agonisté TRPV1 receptori

V miSe nedochazi k vyraznéjSimu zvySeni teploty a snizeni pH nebo vylevu
mnoha mediatorll zanétu, které aktivuji nebo senzitizuji TRPV1 receptory, jako pii
perifernim poskozeni tkané. Aktivace miSnich TRPV1 receptorti tudiz nemuize byt
dosazeno stejnymi zpusoby jako na perifernich zakoncenich primérnich sensorickych
neuroni. Z tohoto divodu bylo v poslednich letech vynalozeno velké usili na detekci
moznych endogennich agonistd centralnich TRPV1 receptoru (Starowicz et al., 2007).

Prvnim nalezenym endogennim ligandem TRPVI1 receptori byl anandamid
(AEA, N-arachidonoylethanolamin; Zygmunt et al., 1999) ptavodné znamy jako
agonista kanabinoidnich receptort (Devane et al., 1992). Jako mozné ptimé aktivatory
TRPV1 receptori byly navrzeny nékteré produkty lipoxygenazy, nejucinnéjsi z nich
jsou 12- a 15-HPETE (hydroperoxyeikosatetracnové kyseliny), 5- a 15-HETE
(hydroeikosatetraenové kyseliny) a leukotrien Bg, které byly testovany na isolovanych
membranovych tercicich ze senzorickych neuront. Tyto produkty lipoxygenazy byvaji
generovany pii zanétu, ktery je spojen s hypersenzitivitou. Uloha produktii
lipoxygendzy ve zvySené citlivosti byla prokazéna jejich intradermalni injekci s
naslednym vznikem hyperalgezie (Hwang et al., 2000).

Dalsi skupinou endogennich ligandit TRPV1 receptoril jsou nékteré nenasycené
N-acyldopaminy pivodné izolované ze striata kravy. N-arachidonoyldopamine
(NADA) ucinné aktivoval TRPV1 receptory na neuronech spinalnich ganglii potkana a
vV miSnim fezu indukoval vylev SP a CGRP. Koncentrace potiebna k vylevu

neuropeptidt (10-100 nM) byla desetkrat niz$i nez u anandamidu (Huang et al., 2002).
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Na neuronech spindlnich ganglii bylo také ukdzano, ze ucinek NADA je vyssi po
fosforylaci TRPV1 receptoru pomoci PKC (Premkumar et al., 2004). Dalsi analyzu
striatalniho extraktu, ze kterého byla izolovana NADA, provedli Chu et al. (2003), ktefi
odhalili dalsiho endogenniho agonistu TRPV1 receptorit N-oleoyldopamin (OLDA).
Extracelularni aplikace OLDA na kulturu TRPV1-transfekovanych HEK bunék
vyvolala vtok Ca** iontii dovnitf téchto bungk. Pokud byl OLDA vin vivo
experimentech injikovan subkutanné do planty pedis zadni koncetiny potkana zapficinil
vznik tepelné hyperalgezie dokonce s vét§im potencidlem nez NADA. Navic se OLDA
ukazal byt pouze slabym agonistou kanabinoidnich CB1 receptorii narozdil od NADA.
Stejn¢ jako NADA je vSak OLDA rozpoznavan membranovym transportérem pro
anandamid, coZ mulZe regulovat jeho lokalni koncentraci u vazebného mista na
receptoru. Je také slabym substratem pro hydrolazu amidu mastnych kyselin, kterd by
ho mohla rozkladat.

Nedavno bylo zjisténo, ze TRPV1 receptory piimo interaguji s omega-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami, pficemz jejich u¢inky mohou byt protikladné.
Zatimco kyselina dokosahexaenovd (DHA) je agonistou TRPV1 receptort v zavislosti
na jeho fosforylaci prostfednictvim PKC, tak kyseliny eikosapentaenova (EPA) a
linoleova inhibuji odpovédi vyvolané vaniloidnim agonistou TRPV1 receptora (Matta
et al., 2007). Omega-3 polynenasycené mastné kyseliny jsou soucasti plazmatickych
membran bunék, jejich podil v organizmu muze byt regulovan dietou, protoze jsou
obsazeny predevSim v rybim tuku a rostlinnych olejich. Pfi jejich zvySeném piijmu
potravou mohou pusobit analgeticky.

Misni TRPV1 receptory by mohly byt rovnéz aktivovany signalni molekulou
NO, kterd je zndma pleiotropnim uU€inkem pii regulaci fady bunécnych procest
(Yoshida et al., 2006). Dale s TRPV1 receptorem mohou ve vazebném misté pro
protony elektrostaticky interagovat extracelularni jednomocné nebo dvoumocné
kationty (Na*, Mg®*, Ca®"). Elektrofyziologickd mé&feni prokézala senzitizaci a ptimou
aktivaci TRPV1 receptoru prostiednictvim kationtll v zavislosti na jejich koncentraci
(Ahern et al., 2005). Podobnymi aktivatory TRPV1 receptor jsou také piirozené
polyaminy, jako je spermin, spermidin a putrescin. Hladina polyaminl se zvySuje pii
zantu a negativné reguluje aktivaci makrofagi (Zhang et al., 2000). Extracelularni
polyaminy mohou piimo aktivovat TRPV1 receptor v zavislosti na velikosti jejich
naboje (Ahern et al., 2006).
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3.3. Distribuce TRPV1 receptorii v miSe

Pomoci autoradiografické vazebné metody vyuzivajici radioaktivné znaceny
resiniferatoxin *H-RTX byly v hojné mife detekovany a vizualizovany TRPV1
receptory V superficialni oblasti zadniho rohu miSniho u potkana, prasete a cloveka
(Szallasi, 1994). TRPV1 receptory nebylo mozné vibec detekovat anebo hustota
oznacenych receptorti dramaticky klesla po aplikaci neurotoxické davky kapsaicinu a
po unilateralni dorzalni rizotomii ipsilateralné. Z toho vyplyva, ze drtiva vétSina
TRPV1 receptori vmiSe je lokalizovina na centralnich zakoncenich neuront
spinalnich ganglii (Szallasi, 1994; Guo et al., 1999; Valtschanoff et al., 2001). Neurony
spinalnich ganglii exprimuji TRPV1 receptory nejenom na perifernim a centralnim
vybézku, ale také na télech neuront (Acs et al., 1994b). Metodou in situ hybridizace
MRNA pro TRPV1 receptory (Caterina et al., 1997) a imunohistochemicky (Guo et al.,
1999) bylo prokazano, ze exprese TRPV1 receptorli je omezena na malé a stfedné
velké neurony s axony typu C a Ad (Mezey et al., 2000; Pingle et al., 2007; Zacharova
a Palecek, 2009).

Centralni primarni aferentni vlakna senzitivni na kapsaicin jsou prevazné
zakonCena v superficialni oblasti zadniho rohu mi$niho, a to v laminé I a II. V laminé II
projikuje vétsi pocet kapsaicin senzitivnich vlaken do jeji vnitini ¢asti II; nez do I,
(Guo et al., 1999; Valtschanoff et al., 2001). Zietelna TRPV1 exprese byla nalezena
podél lateralni kolateralni dréahy, kde je zakoncena vétSina primarnich visceralnich
vlaken. V laminach III-V byly pomoci imunohistochemického barveni detekovany
TRPV1 receptory pouze ojedinéle (Hwang a Valtschanoff, 2003). TRPV1 receptory se
v malém mnozstvi vyskytuji i na neuronech v superficialni oblasti zadniho rohu
miSniho. Na télech neuroni v laminé II bylo pozorovano pozitivni imunohistochemické
barveni pro TRPV1 receptory (Valtschanoff et al., 2001), z nichz n¢které kolokalizuji
s NK1 receptory (Doly et al., 2004a,b). Nedavno bylo prokazano, Ze neurony zadniho
rohu miS$niho exprimujici TRPV1 receptory jsou glutamatergni a jejich aktivace mize
zesilit excitacni synapticky pfenos v miSe (Zhou et al., 2009). TRPV1 receptory se
vV zadnim rohu miSnim nevyskytuji pouze na nervovych bunkach, ale jejich pfitomnost
byla pozorovana také na bunikach gliovych. Imunohistochemie na ultrastrukturalni
urovni s vyuzitim dvojitého znaCeni pro kysely glidlni fibrildrni protein (GFAP)

odhalila TRPV1 receptory na astrocytech v laminé I a II. TRPV1 receptory oznacené
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uvedenym zptisobem piedstavovaly 7% celkového poctu oznacenych receptorti v dané
oblasti (Doly et al., 2004b).

Pii zkoumani jednotlivych segmentd michy pomoci autoradiografického
znaeni vyuZivajictho vazby *H-RTX se ukézalo, Ze hustota TRPV1 receptori se v
miSe méni rostrokaudalné. Mnozstvi detekovanych receptorti v cervikalni a thorakalni
miSe bylo srovnatelné a odpovidalo ptiblizné¢ 70 fmol/mg proteinu, ale v lumbalnim
segmentu bylo dvojnasobné. Ptitom afinita pouzitého ligandu RTX k TRPV1 receptoru
byla shodna ve vSech misnich segmentech (Szallasi et al., 1995). Pozd¢&jsi studie
vyuzivajici jinych metod, a to imunofluorescence a konfokalni mikroskopie, odhalila
vzrastajici denzitu TRPV1 receptorl v ramci lumbalniho segmentu michy od L4 k L6
(Hwang a Valtschanoff, 2003). Tato prace také predpokladd vysokou miru exprese
TRPV1 receptorti ve viscerdlnich aferentech.

Lokalizace a hustota TRPV1 receptorti v mise je zavisla na vyvojovém stadiu
organizmu. Bunééné membrany izolované z homogenatu michy mlad’at laboratorniho
potkana exprimuji druhy den po narozeni minimalnég tiikrat vice TRPV1 receptorii nez
membrany dospélych zvifat (Acs et al., 1994a). Skupina Guo et al. (2001) sledovala
zmény v poctu a vyskytu TRPVI1 receptori na centralnich zakoncenich neuront
spinalnich  ganglii ~ vembryonalnim a  postnatdlnim  vyvoji.  Pozitivni
imunohistochemické barveni pro TRPV1 receptory se objevuje jiz 16. embryonalni den
vyvoje v lamin¢ I a je sté€zi viditelné v laminé II. Obdobn¢ tomu je i v P2, ale v P10 se
oblast exprese rozsifuje a zietelné zasahuje do laminy II. V P20 je mozné v lamin¢ II
detekovat stale vice TRPV1 receptort a v P30 jsou jiz receptory exprimovany ve dvou

zieteln€ odlisitelnych zondch v laminé I a II;, stejné jako u dospélych zvirat.

3.4. Kolokalizace TRPV1 pozitivnich primarnich aferentnich vlaken s peptidy

Aplikace kapsaicinu na mis$ni fezy evokuje simultdnni vylev neuropeptidii
substance P a CGRP v zadnim rohu mi$nim (Saria et al. 1986). To je v souladu
s uvolnénim SP z primarnich senzorickych neuroni po intratekalni aplikaci kapsaicinu,
ktera zpusobi dlouhodobé zvyseni prahu pro bolestivé teplené podnéty (Yaksh et al.,
1979). Asi u 30% neuronll spinalnich ganglii exprimujicich TRPV1 receptory byla
detekovatelna SP, pticemz asi 75% neuronti pozitivné zna¢enych pro SP bylo rovnéz

TRPV1 pozitivnich. Kolokalizace TRPV1 receptor a SP zlstdva béhem vyvoje
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konstantni (Guo et al., 2001). Rozsah kolokalizace imunoreaktivity pro TRPV1
receptory a SP v superficidlni oblasti zadniho rohu misniho byl vSak mensi, nez se
ocekavalo dle vysledkii studie zpracovavajici téla neuront spindlnich ganglii (Guo et
al., 1999; Valtshanoff et al., 2001). Zatimco v lamin¢ I a podél lateralni kolateralni
drahy v miSnim segmentu L4 nebyla kolokalizace TRPV1 receptorti a SP cCasta, tak na
urovni L6 byla mnohem robustnéjsi, coz koresponduje s vyssim stupném kolokalizace
ve viscerdlni aferentaci ve srovnani s kozni (Hwang a Valtschanoff, 2003). V laminé¢ II;
byla také prokazana kolokalizace TRPV1 receptort s purinergnimi P2Xj3 receptory,
které maji téz dualezitou ulohu v synaptickém pfenosu bolestivych podnétd, a
s glykoproteinem vazajicim lektin IB4 (Guo et al., 1999), ktery exprimuji predevsim
malé neurony spindlnich ganglii nesyntetizujici neuropeptidy (Silverman a Kruger,
1990).

Asi 80% projekénich neuronti v lamin€ I exprimuje neurokininovy receptor
(NKT1) pro substanci P (Todd, 2002). Tyto receptory se vyznamné podileji na vzniku
tepelné hyperalgezie (Mantyh et al., 1997). Bylo prokazano, Zze primarni aferentni
vlakna exprimujici TRPV1 receptory jsou v piimém kontaktu s NK1 pozitivnimi
neurony zadniho rohu miSniho v laminé I. Diky metod¢ retrogradniho znaeni miSnich
projekénich neuronti injekci barvy do parabrachidlniho jadra se usuzuje, ze vétSina
téchto synapsi je soucdsti monosynaptické drahy =z periferie do laterdlniho
parabrachidlniho jadra (Hwang et al., 2003). Mnohonasobné imunofluorescenéni
barveni pro TRPV1, AMPA a NMDA receptory téz odhalilo, zZ2 TRPV1 pozitivni
vlakna kontaktuji castéji NK1/ NMDA pozitivni neurony nez neurony exprimujici

NK1/AMPA receptory (Hwang et al., 2004).

3.5. Modulace synaptického pienosu TRPV1 receptory v zadnim rohu miSnim

Kapsaicinem evokovany vylev glutamatu z primarnich aferentnich vlaken
vV miSe potkana byl poprvé prokazdn pomoci fluorometrického on-line monitorujiciho
systému spojeného s in vitro superfuznim aparatem (Ueda et al., 1994). Aplikace 0,1 -
3 uM koncentrace kapsaicinu na dorzalni miSni fez zpusobila zvySeni vylevu glutamatu
a jeho 1 - 10 uM koncentrace vyvolala uvolnéni SP. ZvySeny vylev glutamatu a

aspartatu v mise je mozné stimulovat také pomoci SP nebo CGRP (Kangrga a Randic,
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1990). Oba tyto neuropeptidy se podileji na nociceptivni signalizaci a jejich uvolnéni
do extracelularniho prostoru mize byt stimulovano kapsaicinem.

Dopad zvySeného vylevu glutamatu na excita¢ni synapticky pfenos v zadnim
rohu miSnim, jako odpovéd na aplikaci kapsaicinu, byl sledovan také pomoci
elektrofyziologickych metod. Aplikace kapsaicinu (2 pM) zpusobila dramaticky nartst
frekvence spontannich i miniaturnich EPSC v miSnich fezech z dospélého potkana.
Zvyseni vylevu glutamatu bylo mozné zabranit aplikovanim antagonisty TRPV1
receptori  kapsazepinu, pfitom veSkerou aktivitu bylo mozné blokovat pomoci
antagonisty non-NMDA glutamatovych receptort CNQX (Yang et al., 1998). Z toho
vyplyva, Ze kapsaicin aktivoval presynaptické TRPV1 receptory a glutamat uvolnény
z primarnich aferentnich vldken aktivoval postsynaptické AMPA receptory.
Kapsaicinem stimulované zvysSeni frekvence mEPSC bylo prokazatelné jiz od PO
S dramatickym zvétSenim efektu mezi P6 a P10. Kapsazepinem se ovSem u mladat
potkanti mezi P8-P11 nepodatfilo zcela zablokovat zvySeni frekvence mEPSC
vyvolanych 2 uM kapsaicinem, k uplnému zablokovani odpovédi musel byt pouZit jiny
nespecificky antagonista TRPV 1 receptort rutheniova ¢erven (Baccei et al., 2003).

Odlisnou tulohu TRPVI1 receptori na zakoncenich C a Ad primarnich
aferentnich vldken naznacCuji pokusy provedené na miSnich fezech z dospélych
potkani. C vlakny evokovany EPSC byl inhibovan aplikaci kapsaicinu zhruba u 80%
zkoumanych neuroni v laminé II, pfitom aplikovany kapsaicin nijak neovlivnil
evokované excita¢ni proudy vyvolané elektrickou stimulaci Ad vldken (Yang et al.,
1999). V souladu s timto zjisténim jsou pozd¢jsi vysledky z experimentti provedenych
na fezech z michy potkanich mlad’at (P7-P10), kde aplikace kapsaicinu zamezila
vzniku elektricky evokovaného EPSC na neuronech zadniho rohu miSniho (Baccei et
al., 2003). Spontanni vylev glutamatu po aplikaci kapsaicinu se ale v tomto pfipadé
ukazal byt dostatecny ke generovani salv akénich potencidli na neuronech zadniho
rohu mi$niho v ranném postnatalnim vyvoji (P1-P5).

Plvodné se usuzovalo, Ze inhibi¢ni synapticky pfenos v zadnim rohu miSnim
neni ovlivnén aktivaci TRPV1 receptorii. Na fezech z michy dospélych potkanti totiz
nebyly nalezeny zadné zmény po aplikaci kapsaicinu v GABAergnich a glycinergnich
spontannich inhibi¢nich postsynaptickych proudech (IPSCs) ani na Ad vladkny
evokovanych IPSCs (Yang et al., 1998; Yang et al., 1999). Ackoliv na zakladé
imunohistochemické studie vznikla hypotéza naznacujici moznost aktivace

GABAergnich interneuront v zadnim rohu misnim kocky po vylevu SP z priméarnich
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nociceptivnich neuroni (Wei a Zhao, 1996). Navic bylo u potkana po intradermalni
injekci kapsaicinu pozorovano zvySeni exprese genu cCasné odpoveédi c-Fos
v GABAergnich neuronech (Zou et al., 2001). Vyvratit pivodni pfedstavu se nedavno
podatilo skupin¢ Ferrini et al. (2007), kdyz detekovala zvySeni frekvence sIPSCs na
neuronech v laminé II po aplikaci kapsaicinu (2uM) na akutni fezy ptipravené z michy
mladat mysSi (P8-P12). Asi 75% téchto sIPSCs bylo GABAergnich a 25%
GABA/glycinergnich. Kapsaicinem stimulované zvySeni frekvence sIPSC bylo
omezeno aplikaci vysoce selektivniho antagonisty TRPV1 receptori SB 366791.
Sledovany efekt kapsaicinu na sIPSCs snimané na neuronech v laminé II byl zna¢né
zavisly na activaci NKI1 receptorti a vyrazné¢ blokovan aplikaci tetrodotoxinu, coz
poukazuje na mechanizmus puasobeni vyuzivajici akénich potencidld. Autofi
hypotetizuji, Zze vylev SP, ktery je zavisly na TRPV1 receptorech, excituje inhibi¢ni
neurony v laminé I, Il a IV, coz mize vést ke zvySenému vylevu neurotrasmiteru
GABA a glycinu v oblasti laminy II. ZvySeni frekvence glycinergnich sIPSCs
Vv superficidlni oblasti zadniho rohu miSniho indukované aplikaci kapsaicinu na akutni
fezy z potkana bylo také prokazano skupinou Zhou et al. (2007).

Pfimé funk¢ni spojeni mezi kapsaicin senzitivnimi senzorickymi vldkny a
misnimi neurony exprimujicimi NKI1 receptory popsali Labrakakis a MacDermott
(2003). S vyuzitim SP konjugované s fluorescen¢ni barvou oznalili NK1 pozitivni
neurony, které byly lokalizovany piedev§im v lamin¢ I a zfidka v laminach IIT and IV.
Na oznacenych neuronech metodou terc¢ikového zamku snimali mEPSC. Aplikace
kapsaicinu zplsobila zvySeni frekvence mEPSC asi u 73% neuronti exprimujicich NK1
receptory v laminé I a 43% neuronti v laminach III a I'V.

Mira excitace v zadnim rohu miSnim byla sledovdna pomoci fluorescenéni
barvy citlivé na malé zmény napéti, kterou byly oznaeny neurony v misnich fezech
ptipravenych z potkanti mezi P12 a P25. Po aplikaci kapsaicinu nebo zvySenim teploty
lazné byla inhibovéana excitace vyvolana elektrickou stimulaci C vlaken. Tento efekt se
podafilo zablokovat pomoci antagonisty TRPV1 receptor kapsazepinu a antagonisty
dvou purinoreceptort P2X a P2Y suraminu, pfitom byl usnadnén agonistou P2Y

receptort (Kusudo et al., 2006).
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3.6. Uloha mi$nich TRPV1 receptorii v patologickych stavech

Intratekalni aplikace kapsaicinu vede ke vzniku piechodné hyperalgezie, po
které mize nasledovat dlouhodoba analgesie. Pii behavioralnich pokusech doslo po
intratekdlIni injekci kapsaicinu u potkand i mysi ke zvySeni prahu citlivosti k tepelnym
podnétiim, ktery byl na molekularni urovni spojen s uvolnénim SP V zadnim rohu
misnim (Yaksh et al., 1979; Gamse,1982). Skupina Mousseau et al. (1994) pozorovala
po intratekalni injekci nizké koncentrace kapsaicinu rozvoj akutni bolesti. Vyznamné
redukce takto vyvolané bolesti bylo dosaZeno rovnézZ intratekalni aplikaci kapsaicinu,
ale ve vys$i koncentraci, nebo aplikaci fragmentu N-konce SP (SP1-7) 24h pied
zékrokem. Kapsaicinem vyvolana akutni bolest byla pozorovana jiz u mlad’at potkanti v
P10, u dospélych zvifat ovSem trvala déle, pfitom intenzita bolesti byla shodna u obou
zkoumanych skupin zvifat (Guo et al., 2001). Intratekalni aplikace jiného agonisty
TRPV1 receptorii resiniferatoxinu zablokovala vznik hyperalgezie spojené se zdnétem
u potkana a ulevila od artritické bolesti a bolesti spojené s nddorovym bujenim u psa
selektivni degeneraci neuront spindlnich ganglii exprimujicich TRPV1 receptory nebo
jejich vybézkia. Aktivované TRPV1 receptory umozni masivni vtok Ca®*" iontd
otevienym kandlem do bunék a jeho wuvolnéni z endoplazmatického retikula,
neurotoxicky vysoka intracelularni koncentrace Ca®* iontd naru$i funkci organel a
nasledné celé bunky (Olah et al., 2001).

Za ucelem potlaceni chronické bolesti byly kromé agonisti TRPV1 receptort
testovany také jejich antagonisté. Na modelu neuropatické bolesti, ktera vznikla po
ligatufe sedaciho nervu, Kanai et al. (2005) ukazali, Ze intratekalné aplikovany
antagonista TRPV1 receptori BCTC mirni mechanickou allodynii spojenou s timto
typem Dbolesti. Antagonista téz zablokoval kapsaicinem stimulované uvolnéni
neuropeptidli v akutnim mi$nim fezu. Neddvno vyvinuti antagonisté TRPV1 receptorii
A-784168 a A-795614 podani intratekalné zmirnili tepelnou hyperalgezii a
mechanickou allodynii spojené se zanétlivou bolesti a také osteoartritickou bolest (Cui
et al., 2006). Ulohu perifernich a centralnich TRPV 1 receptorti v hyperalgezii vyvolané
experimentalné navozenym perifernim zdnétem zkoumali Kanai et al. (2007). Zatimco
intraplantarné aplikovany antagonista TRPV1 receptort (BCTC nebo SB 366791)

tlumil tepelnou hyperalgezii, intratekalni aplikace stejnych antagonisti TRPV1
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receptort tlumila nejen tepelnou hypersenzitivitu, ale i mechanickou. MiSni TRPV1
receptory se tedy podileji na vzniku obou typt hyperalgezie.

Wilson-Gerwing et al. (2005) na modelu neuropatické bolesti zptsobené
ligaturou sedaciho nervu prokazali, Ze intratekaln¢ podany neurotrofin-3 (NT-3),
negativni modulator exprese nervového rustového faktoru, brani rozvinuti tepelné
hyperalgezie, ptitom piecitlivélost na mechanické podnéty ziistava zachovana. Tepelna
hyperalgezie korelovala se zvySenou expresi mRNA kodujici TRPV1 receptory i
samotnym TRPV1 proteinem v neuronech spindlnich ganglii. Pfecitlivélost k tepelnym
podnétiim a zvySeni exprese TRPV1 receptort byly blokovany intratekalni infuzi NT-3.
ZvySena exprese TRPVI1 genu byla pozorovana v zadnim rohu miSnim potkana
S rozvinutou tepelnou hyperalgezii po poranéni michy v porovnani se zviraty, u kterych
se hyperalgezie nerozvinula (DomBourian et al., 2006). Karrageenanem vyvolany
periferni zanét zvysil transport mRNA pro TRPV1 receptory z t&€l neuront spinalnich
ganglii do jejich centralnich zakonceni v zadnim rohu mi$nim, jak dolozili Tohda et al.
(2001). Zmény v distribuci mRNA pro TRPV1 receptory byly zablokovany inhibitorem
axonalniho transportu kolchicinem. Kapsaicinem stimulovanému zvySeni vylevu
glutamatu v zadnim rohu miSnim, jako nasledek periferniho zanétu, bylo zabranéno
cyclohexamidem, inhibitorem syntézy proteinti a také intratekalni injekci antisense
oligonukleotidi komplementarnich k mRNA pro TRPV1 receptory. Intratekalni podani
téchto antisense oligonukleotidi omezilo rovnéz mechanickou hypersenzitivitu u
potkant s ligaturou mi$nich nervi (Christoph et al., 2007).

Nekteré aktivatory TRPV1 receptorii rovnéz ucinné aktivuji kanabinoidni CB
receptory. Pfikladem je endogenni latka anandamid, ktera ve vysoké koncentraci
excituje TRPV1 pozitivni aferentni vlakna v zadnim rohu miSnim, coz vede k uvolnéni
neuropeptidi. Nizkd koncentrace anandamidu naopak ptlisobi skrze CB receptory,
jejichZ aktivace je spojovana s inhibi¢énimi mechanizmy v této oblasti (Tognetto et al.,
2001). Moznost redukce tepelné hyperalgezie vyvolané intraplantarni injekci
karrageenanu byla prokazana intratekalni aplikaci anandamidu, pfitom byl tento
proces zavisly na TRPV1 receptorech (Horvath et al., 2008).

Lappin et al. (2006) ukazali, Zze po aplikaci antagonisty TRPV1 receptori SB
366791 na akutni miS$ni fezy z potkana (P17-P29) s perifernim zanétem dojde na
neuronech zadniho rohu misniho ke snizeni frekvence spontannich a miniaturnich
EPSC a snizeni amplitudy EPSC evokovaného elektrickou stimulaci C vldken. Tento

efekt vyvolany aplikaci antagonisty nebyl pozorovan na neuronech v miSnich fezech
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Z kontrolnich zvifat. Na zakladé svych vysledkli autofi ptedpokladaji, ze TRPVI
receptory v zadnim rohu miSnim jsou tonicky aktivovany u zvifat s perifernim zanétem,
coz vede ke zvySeni vylevu glutamatu. To je v souladu se zjisténim, ze kapsaicin miize
zvysit koncentraci uvolnéného glutamatu v laminach I, II a X ipsilateralné
K perifernimu zanétu (Sasaki et al., 1998).

Ohromujici mnozstvi experimentalnich dikazi z posledniho desetileti o tiloze
TRPV1 receptori v nocicepci pii rtuznych patologickych bolestivych stavech bylo
vyzvou pro vyvoj novych 1é¢iv. Nalezeni vhodnych zpusobu, jak ovlivnit funkci
TRPV1 receptort, je ptislibem nového terapeutického piistupu k 16€bé bolesti. Jak
shrnuji Gunthorpe a Chizh (2009), nabizi se nékolik moznych strategii zacilenych na
snizeni aktivity TRPV1 receptori s vyuzitim antagonistl, agonistd, protilatek nebo
inhibice RNA. Dochazi k velké kompetici ve vyvoji a klinickém testovani antagonista
TRPV1 receptorti. Na modelu zanétlivé bolesti bylo prokazano, ze antagonist¢é TRPV1
receptord mohou tlumit bolest plisobenim nejenom na periferni, ale 1 na centralni
receptory (Cui et al., 2006). Zklinickych studii provedenych na zdravych
dobrovolnicich jsou jiz znamy nékteré vysledky prokazujici analgeticky ucinek
antagonisti TRPV1 receptorii na rtizné druhy bolesti. V nékterych ptipadech vsSak
analgezii doprovazela zvySena télesna teplota. Tento vedlejsi téinek mohl byt
zapii¢inén zablokovanim TRPV1 receptorti exprimovanych v hypothalamu, v centru
regulace télesné teploty, nebo perifernich TRPVI1 receptori exprimovanych na
neuronech spinalnich ganglii inervujicich bfi$ni visceralni organy (Gavva et al., 2007b;
Romanovsky et al., 2009). TRPV1 receptory na visceralnich, primarnich afferentnich
vlaknech jsou pravdépodobné tonicky aktivni a reguluji vazokonstrikci a termogenezi
(Steiner et al., 2007). Nalezenim vhodného zptisobu jak zamezit vzniku hypertermie pii
podani TRPV1 antagonistli se zabyvaji pokracujici klinické studie (Gunthorpe a Chizh,
2009). Jednou z moznosti jejiho zmirnéni by mohla byt opakovana aplikace antagonisty
TRPV1 receptorii (Gavva et al., 2007a).
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CILE PRACE

Studie vypracované v ramci této dizertacni prace byly vedeny cilem piispét k
objasnéni mechanizmull nociceptivni signalizace na misni urovni s dirazem na procesy
probihajici pii patologickych stavech doprovazenych chronickou bolesti. Zkoumany
byly pfedev§im moznosti modulace synaptického pfenosu v zadnim rohu miSnim, kde
se nachazeji prvni synapse nociceptivnich drah, které utvareji vhodné misto pro
regulaci nocicepce. Specifické snizeni u¢innosti nociceptivniho synaptického pienosu

V této oblasti ma potencidl tlumit vysledny vjem bolesti.

Vysledky jednotlivych studii odpovidaji na nasledujici konkrétni otazky:

1. Moduluje endogenni agonista TRPV1 receptorit N-oleoyldopamin (OLDA)
miniaturni excitaéni postsynaptické proudy na neuronech v zadnim rohu
miSnim? Je mozné aktivovat miSni TRPV1 receptory nizkou koncentraci
aplikovaného OLDA po aktivaci proteinkinazy C nebo po aplikaci mediatoru
zénétu bradykininu? Dochazi ke zvyseni citlivosti misnich TRPV1 receptorii

k OLDA pii experimentalné vyvolaném perifernim zanétu?

2. Mize cytokin TNFa modulovat miniaturni excita¢ni postsynaptické proudy na
nociceptivnich synapsich? Ovliviiuje TNFa citlivost misnich TRPV1 receptort

k endogennimu agonistovi OLDA?
3. Lze regulovat rychly excitacni synapticky ptenos zprosttedkovany AMPA

receptory v zadnim rohu mi$nim inzulinem? Je modulace postsynaptickych

AMPA proudt inzulinem zavisla na aktivaci protein-tyrozinkinazy?
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METODY

Pouzité postupy a procedury ve vsech studiich byly schvaleny komisi pro praci
se zvitaty Fyziologického tstavu Akademie véd Ceské republiky v souladu se zakonem
na ochranu zvifat proti tyrani 246/1992 Sb., ve znéni pozdéjsich predpisu, v souladu
s pravidly TASP (International Association for the Study of Pain) pro praci
S laboratornimi zvifaty a Evropskou direktivou 86/609/EEC.

1. Elektrofyziologické metody

1.1.  Priprava akutnich mi$nich Fezii

Lumbalni fezy byly pfipraveny z misSni tkdn€ samcl laboratorniho potkana
(Rattus norvegicus) kmene Wistar v obdobi od 19. do 23. postnatalniho dne (P19 - P23)
a mlad’at laboratorni mySi (Mus musculus) kmene B6 mezi P6 - P10 podle postupu
popsaného v praci Palecek et al. (1999b).

Laboratorni potkan byl uveden do celkové hluboké anestezie pentobarbitalem
sodnym (90 mg/kg), aby mohla byt provedena disekce michy. Po zpfistupnéni
patefniho kanalu provedenim laminektomie byla micha vyjmuta a ihned vnoiena do
disek¢niho extracelularniho roztoku, jehoz teplota nepfesahovala 4°C. Od michy byly
oddéleny zadni kofeny, zcela odstranéna dura mater a CasteCné pia mater, tak aby
nedoslo k poskozeni neuronli v zadnim rohu miSnim. Takto pfipravenou michu bylo
nutné zafixovat umisténim do Zlabku mezi dvéma pevnymi agarovymi blocky, které
byly vtetfinovym lepidlem pfipevnény k podloZzce krajece (Leica, VT1000S, Némecko).
Transverzalni miSni fezy o tloustce 300 uM byly krajeny Zziletkou nebo safirovym
nozem v disekénim roztoku chlazeném na < 4°C a nasledné¢ inkubovany 30 min v
disekénim roztoku zahtivaném na ~33°C. Po uplynuti dané doby byly fezy pfemistény
do snimaciho roztoku o laboratorni teploté 21°C - 24°C. Rezy byly pfipraveny
K vlastnimu pokusu minimalné¢ 1h po disekci, kdy mohly byt umistény do snimaci

komirky s neustalym piivodem snimaciho roztoku o rychlosti ~2 ml/min. Bunky
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Vv takto oSetfenych fezech zachovavaly vitalitu asi 6 hodin. Oba extracelularni roztoky
byly neustale syceny carbogenem (95% O3 a 5% CO,).

Ptiprava akutnich fezli z michy laboratorni mysi probihala obdobné jako u
potkanti pouze s nasledujicimi rozdily. Do chlazeného disek¢niho roztoku bylo vnotfeno
dekapitované télo mysi a na vyjmuté miSe byly v jeji lumbalni ¢asti ponechany zadni
koteny. Micha byla nasledné umisténa do stfedu bloku tekutého agaru o teploté ~27°C,
ktery pii zchlazeni rychle ztuhl. Teplota disekéniho roztoku pro inkubaci fezli se

pohybovala kolem 30°C.

1.2. Metoda ter¢ikového zamku (patch clamp)

Jednotlivé neurony byly vizualizovany pomoci mikroskopu s diferencidlnim
interferenénim kontrastem (Leica, DM LFSA, Némecko), snimany kamerou (IR
kamera Hitachi, KP-200P, Japonsko) v infracervené oblasti spektra a zobrazeny na
TVIVideo monitoru (Hitachi, VM-172, Japonsko). Elektrické proudy registrované
v konfiguraci z celé bunky (whole-cell) byly zaznamenany pomoci zesilovace
Axopatch-1D a analogové-digitalniho pievodniku (Axon Instruments, CA, USA)
spojené¢ho s pocitacem vybavenym softwarem pClamp 9.0 (Axon Instruments, USA),
ktery byl také vyuzit pii pozdéjsi off-line analyze. Sériovy odpor neuronti byl
kompenzovan na 80% a sledovan po celou dobu experimentu. Analyzovana byla pouze
data ziskana z neurond, u kterych sériovy odpor nepiekrocil 20 MQ.

Tercikové mikropipety vyrobené z borosilikatovych sklenénych trubicek (Riickl
Glass, Otvovice, Ceska republika) mély po naplnéni snimaci elektrody intracelularnim
roztokem odpor vrozmezi 3,5 — 7,0 MQ. Miniaturni nebo evokované excita¢ni
postsynaptické proudy (EPSC) byly snimany vzdy na neuronech V superficialni oblasti
zadniho rohu mi$niho v laminé I nebo II. Ve vSech pokusech byly do extraceluldrniho
snimaciho roztoku pfidany antagonisté dvou receptort, které zprostiedkovavaji hlavni
inhibi¢ni synapticky pfenos v miSe, reverzibilni antagonista GABAa receptorl

bikukulin (10 pM) a kompetitivni antagonista glycinovych receptorti strychnin (5 uM).
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1.2.1. Specifika snimani mEPSC modulovanych pomoci OLDA a TNFa

V prvni a druhé studii zabyvajici se ulohou endogenniho agonisty TRPV1
receptort OLDA a cytokinu TNFoa v nociceptivni signalizaci byly snimany mEPSC
zprosttedkované AMPA receptory. Registrované proudy byly filtrovany pii 2 kHz a
digitaln¢ vzorkovany pii 10 kHz. Izolace miniaturnich AMPA proudd byla zajisténa
udrzovanim stalého napéti -70mV na plazmatické membrané snimaného neuronu a
farmakologicky (viz vy$e). Navic byl do extracelularniho roztoku ptidan reverzibilni
blokator sodikovych kanal tetrodotoxin (TTX; 0,5 uM), aby nemohlo dojit ke vzniku
ak¢niho potencidlu. MiSni neurony se vstupy z primarnich aferentnich vlaken citlivych
ke kapsaicinu byly identifikovany zvysenim frekvence mEPSC (>20%) pfti aplikaci
kapsaicinu (0,1 - 0,2 uM) na konci experimentalniho protokolu.

Elektrofyziologické snimani probihalo pti laboratorni teploté nebo pii stanovené
teploté 24°C a 34°C, coz bylo zajisténo aplikacnim systémem s pfesnym fizenim
teploty (Dittel; Dittert et al., 2006). Za pomoci tohoto sytému byl pfivadén
extracelularni roztok k zadnimu rohu misniho fezu sklenénou kapildrou s izolovanym
médénym dratkem ohfivajicim roztok, jehoz teplota byla méfena miniaturnim
termoc¢lankem v usti kapilary. V pokusech, kde byl testovan ucinek aplikace
forbolesteru PMA, bylo obtizné provést snimani s relevantnimi parametry pii teploté
34°C, které by trvalo pfiblizné 30 min. Z tohoto divodu byla v experimentalnim
protokolu stfidavé ménéna teplota 24°C a 34°C tak, aby byla ziskana kontrolni data 1
hodnoty z jednotlivych experimentalnich aplikaci pii obou teplotach. Kontrolni data
z bunék snimanych s timto protokolem byla pouZita jako kontrola pro srovnani s daty
ziskanymi ze skupiny zvifat s perifernim zanétem (Obr. 11 a 12). Zména ve frekvenci
mEPSC vyvoland 5 min aplikaci PMA byla hodnocena tésné¢ pted druhou aplikaci
OLDA na konci vymyvani PMA, které trvalo 10 min. VSechny aplikované

experimentalni latky byly pfidany do extracelularniho snimaciho roztoku.

1.2.2. Specifika snimani eEPSC modulovanych inzulinem

Ve tfeti studii zaméfené na modulaci synaptického pfenosu inzulinem byly
snimany AMPA EPSC evokované elektrickou stimulaci perifernich aferentnich vlaken

v zadnim kofenu miSnim, nebo v oblasti vstupu perifernich vldken do michy na
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rozhrani Sedé a bilé hmoty v akutnim fezu. Ke stimulaci byla pouzita standardni
tercikova elektroda plnéna snimacim extraceluldrnim roztokem spojena s proudovym
stimulatorem (Isolator-11, Axon Instruments, USA). Stimula¢ni puls o délce 0,2 ms a
intenzité¢ od 0,05 mA do 0,30 mA evokoval stabilni EPSC s minimalnim proudem.
Stimulac¢ni puls byl aplikovan s frekvenci 0,033 Hz. Registrované proudy byly
filtrovany ptfi 5 kHz a digitdln¢ vzorkovany pii 50 kHz. Napéti na plazmatické
membrané snimanych neuront bylo udrzovano na -70mV, inhibi¢ni synapticky pienos
byl blokovan farmakologicky (viz vyse), a navic byl do extraceluldrniho roztoku ptidan
antagonista NMDA receptorit MK-801 (15 puM). Pro zamezeni vzniku ak¢nich
potencial byl do intracelularniho roztoku pfidan lidokain QX (0,2 mM). Pro potvrzeni
izolace pouze AMPA proudt byly v nékterych pokusech do snimaciho roztoku ptidany
antagonisté: AMPA/kainatovych receptori CNQX (10 uM), AMPA receptorat GYKI
52466 (100 uM) a kainatovych receptorit SYM (3 puM). Ostatni experimentalni latky
inzulin (0,5 a 10 uM) a antagonista PTK lavendustin A (10 uM) byly aplikovany

rovnéz do extracelularniho roztoku.

1.3.  SloZeni pouzitych roztoki a rozpousténi latek

Intracelularni roztok obsahoval (v mM): glukono-delta-lakton (125); CsCl (15); CaCl,
(1); EGTA (10); HEPES (10); Na,ATP (2); NaGTP (0,5); pH roztoku bylo upraveno na

hodnotu 7,2 pomoci CsOH; osmolarita: 310 mOsm.

Roztok pro pripravu agaru obsahoval (v mM): NaCl (160); KCI (2,5); MgCl, (5);
CaCl, (0,5); D-glukéza (10); HEPES (10).

1. a 2. studie zabyvajici se modulaci mEPSC pomoci OLDA a TNFa:

Disekcéni extraceluldarni roztok obsahoval (v mM): NaCl (95); KCI (1,8); MgSOq, (7);
CaCl; (0,5); KH,PO4 (1,2); NaHCOs3 (26); D-glukdza (25); sacharoza (50); osmolarita:
290 mOsm.

Snimaci extraceluldarni roztok obsahoval (v mM): NaCl (127); KCI (1,8); MgSQ4,(1,3);
CaCl, (2,4); KH,PO4 (1,2); NaHCO3,(26); D-glukoza (25); osmolarita 290 mOsm.
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3. studie zabyvajici se modulaci AMPA EPSC inzulinem:

Disekcni extraceluldrni roztok obsahoval (v mM): NaCl (130); KCI (2,5); MgCl; (3);
CaCl, (0,5); NaH2PO4 (1,25); NaHCO3 (28); D-glukoza (25).

Snimaci extracelularni roztok obsahoval (v mM): NaCl (130); KCI (2,5); MgCl; (3);
CaCl, (2); NaH,PO; (1,25); NaHCOj3 (28); D-glukéza (25).

Latky kapsaicin, OLDA, SB 366791, BCTC a PMA byly rozpustény
v dimethylsulfoxidu (DMSQ), jehoz vyslednd koncentrace ve snimacim roztoku
nepresahla 0,1%. Cytokin TNFa byl rozpustén v 0,1% BSA a ostatni experimentélni
latky ve vod¢. Veskeré pouzité chemikalie byly dodany od spole¢nosti Sigma-Aldrich
(Praha, Ceska republika), Tocris Bioscience (Bristol, Velka Britanie) nebo AnalaR
(Londyn, Velka Britanie).

1.4. Analyza dat

V prvni a druhé studii zabyvajici se modula¢nim vlivem OLDA a TNFa na
synapticky pfenos byly vyhodnoceny frekvence a amplitudy mEPSC vzdy v useku o
délce 2 min v kontrolni a experimentalnich ¢astech zaznamu. Pro analyzu frekvence a
amplitudy byly pouzity shodné segmenty zdznami a stejna kritéria hodnoceni.
Analyzovany byly pouze miniaturni proudy o amplitudé > 5pA, coz odpovida
minimaln¢ dvojnasobku velikosti Sumu.

Frekvence a amplitudy mEPSC byly vyjadfeny v primérnych hodnotach
se standardni odchylkou aritmetického priméru (SEM). Data byla normalizovana ke
kontrolnim hodnotdm pted jakoukoliv aplikaci latek (100%). Statisticky vyznamné
rozdily vdatech byly zjiStovany jednocestnou analyzou variance ANOVA a
jednocestnou analyzou ANOVA s opakovanym méfenim a naslednymi Student-
Newman-Keuls a Bonferroni post hoc testy. Hladina vyznamnosti P < 0,05 byla
povaZzovana za statisticky signifikantni. Pro stanoveni statistické vyznamnosti
kumulativnich dat byl pouzit Kolmogorov-Smirnov test.

Ve treti studii zaméfené na modulaci evokovanych AMPA proudli inzulinem
byly nékteré EPSC polysynaptické. Velikost AMPA EPSC byla tedy porovnana podle

velikosti integrované plochy pod kiivkou evokovanych proudt, podobné jak jiz diive
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provedl Baba et al. (2003) ve své praci. Velikost plochy pod kiivkou vSech
evokovanych proudi na jednom neuronu byla méfena ve stejném Casovém useku.
Analyzovany usek byl vymezen u prvniho evokovaného EPSC, a to po stimula¢nim
artefaktu od mista vychyleni proudu od zakladni urovné Sumu do poklesu na uroven
10% amplitudy. Velikost AMPA EPSC byla u jednotlivych neuroni normalizovana
K primérné velikosti proudu ¢tyf pocatenich kontrolnich pulzid (100%). Velikosti
proudi byly vyjadieny v primérnych hodnotach se standardni odchylkou aritmetického
pruméru (SEM). Statisticky vyznamné rozdily ve velikosti AMPA EPSC byly
zjisStovany jednocestnou analyzou variance ANOVA a naslednym Bonferroni post hoc

testem. Hladina vyznamnosti P < 0,05 byla povaZovana za statisticky signifikantni.

2. Periferni neurogenni zanét jako model patologického stavu

Periferni zanét byl vyvolan u samcii laboratornich potkanii kmene Wistar (P19 -
P22) v éterové anestezii 24h pied piipravou misnich fezi. Ob¢ zadni koncetiny potkanii
byly subkutann€ injikovany 3% smési karrageenanu a kaolinu ve fyziologickém

roztoku. Zvitata byla poté navracena do jejich domovskych chovnych kleci.

3. Behavioralni metody

K pokusim byli pouziti dosp€li samci laboratornich potkanti kmene Wistar o
hmotnosti 250 — 300 g, ktefi byli chovani pfi dvanactihodinovém cyklu svétla a tmy

Vv plastovych klecich s mékkou podestylkou a neomezenym piistupem k potravé a vode.

3.1. Implantace intratekalniho katetru

Jeden tyden pted experimentem byl v celkové anestézii ketaminem (100 mg/kg
1.p., Narkamon, Zentiva) a xylazinem (10 mg/kg i.m., Rometar, Zentiva) implantovan
lumbosakralni katetr z polyethylenové hadicky o velikosti PE-5. Katetr byl zasunut do
subarachnoidalniho prostoru, tak aby jeho konec byl v oblasti lumbalni intumescence

fixovan pomoci dentdlniho cementu (Duracryl, Spofa). Druhy konec katetru byl
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fixovan na hadicku PE-10 a exponovan na povrchu ktize hibetu. Umisténi katetru bylo
na konci experimentu vizualné ovéfeno injekci methylenové modii.

Katetr slouzil k intratekalni aplikaci 20 pl kontrolniho roztoku slozené¢ho z 0,2%
DMSO ve fyziologickém roztoku nebo 20 ul OLDA (100 uM, 500 uM; rozpusténého
v DMSO) a nasledné aplikaci 40 ul fyziologického roztoku.

3.2.  Testovani citlivosti zvirat k tepelnym podnétiim

U laboratornich potkanii byla testovana citlivost k tepelnym podnétiim pomoci
tepelného stimulatoru v oblasti planty pedis zadni koncetiny. Od pocatku pusobeni
tepelného podnétu byl méfen cas az do reflexniho odtaZeni zadni koncetiny. Tepelny
podnét byl aplikovan na danou koncetinu Ctyrikrat v pétiminutovych intervalech a
hodnoty byly u jednotlivych zvifat zprimérovany. Statisticky vyznamné rozdily byly
vyhledany jednocestnou analyzou variance ANOVA s opakovanym méfenim
anaslednym post hoc Bonferroni testem vzhledem ke kontrolnim hodnotam

zaznamenanym pred intratekalnim podanim experimentalnich latek.
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VYSLEDKY

1. Uloha endogenniho agonisty TRPV1 receptorti N-oleoyldopaminu (OLDA)

v modulaci nociceptivni signalizace na mis$ni irovni

1.1.  Frekvence mEPSC za kontrolnich a experimentalnich podminek

V elektrofyziologickych pokusech této studie bylo sniméano celkem 108 neuroni
lokalizovanych v superficidlni oblasti zadniho rohu miSniho, v laminé I a II. U 73%
neuront z celkového poctu vyvolala aplikace agonisti TRPV1 receptorti kapsaicinu
(0,1 uM; 0,2 uM), anebo OLDA (0,2 uM; 10 uM; 20 uM) zvySeni frekvence mEPSC.
Vzestup frekvence miniaturnich proudid byl zfejmé podminén presynaptickymi
zménami. Nami pozorované odpovédi poukazuji na aktivaci presynaptickych TRPV1
receptord, které jsou hojné exprimovadny na centralnich zakoncenich primarnich
nociceptivnich neuron. U zbyvajicich 27% testovanych neuronii nebyly TRPV1
receptory na presynaptickych kontaktech pravdépodobné exprimovany, tyto buiky totiz
na aplikaci agonisti TRPV1 receptori v naSem preparatu neodpovidaly. Primérna
kontrolni frekvence mEPSC pifed podanim agonisti na neuronech zadniho rohu
miSniho, na které projikuji priméarni nociceptivni vlakna s funkénimi TRPV1 receptory
byla 0,76 + 0,08 Hz. Jednotlivé hodnoty se pfitom pohybovaly v rozmezi od 0,08 Hz do
2,37 Hz (n = 53). Kontrolni primérnd frekvence mEPSC na neuronech bez
presynaptickych kontaktti s TRPV1 receptory byla vyznamné vyssi 2,07 = 0,39 Hz.
Jednotlivé hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 0,65 Hz do 7,55 Hz (n = 23, P <
0,001). Uvedené kontrolni frekvence mEPSC charakterizuji pouze neurony v miSnich
fezech ptipravenych z kontrolnich zvifat, za kontrolnich aplika¢nich podminek a pii

laboratorni teploté.
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1.2.  Aplikace OLDA zvysila frekvenci mEPSC na neuronech zadniho rohu

miSniho

Utinek endogenniho agonisty TRPV1 receptorti na funkci prvnich synapsi
nociceptivnich drah byl testovan aplikaci tfi riznych koncentraci OLDA 0,1 uM, 1 uM
dobu 3 min u kazdého ztestovanych neuronti. Snimani mEPSC ze superficialnich
neurond zadniho rohu mi$niho probihalo pii laboratorni teploté pohybujici se mezi
21°C - 24°C. Zvyseni frekvence mEPSC vyjadiené v procentech vzhledem ke kontrole
nebylo po aplikaci 0,1 uM a 1 uM OLDA statisticky vyznamné (102,1 + 3,1%, 130,2 +
2,9%; Obr. 6). Na rozdil od toho aplikace 10 uM OLDA zvysila frekvenci mEPSC
vyznamné na 202,2 +23,4% (n=8, P <0,001). Je zndmo, Ze kapsaicin - vysoce u¢inny
agonista TRPV1 receptort - zvySuje frekvenci mEPSC na superficialnich neuronech
zadniho rohu miSniho v zavislosti na jeho koncentraci ptes aktivaci presynaptickych
TRPV1 receptorti lokalizovanych na primarnich nociceptivnich vlaknech (Yang et al.,
1998; Baccei et al., 2003). V naSich pokusech byl tedy kapsaicin aplikovan vzdy na
konci experimentalniho protokolu, aby byl na snimaném neuronu potvrzen vstup z
centralnich zakonceni primarnich aferentnich vlaken exprimujicich TRPV1 receptory.
Na neuronech, které reagovaly na aplikaci OLDA, se po 3 min aplikaci 0,1 uM
kapsaicinu zvysila frekvence mEPSC v priméru na 602,7 + 125,6% kontrolnich
hodnot. V piipadech, kdy OLDA nevedl k navySeni frekvence mEPSC, tak ani
kapsaicin nevyvolal adekvatni odpoveéd. Tyto vysledky ukazuji, ze k vyvolani zmény
ve frekvenci mEPSC v kontrolnich fezech byla nezbytna aplikace vysoké koncentrace
(10 uM) endogenniho agonisty TRPV1 receptorit OLDA.
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1.3. Odpovéd’ vyvolana aplikaci OLDA byla zablokovana antagonisty TRPV1

receptoru

Pro potvrzeni selektivni aktivace TRPV1 receptorti pomoci OLDA byl testovan
také vliv dvou TRPV1 antagonistd SB 366791 a BCTC. Nejprve byly provedeny
kontrolni pokusy ukazujici moZnost opakovaného vyvolani odpoveédi pomoci dvou
casové oddélenych aplikaci OLDA na stejném neuronu. Pfi laboratorni teploté obé 3
min aplikace 20 uM koncentrace OLDA vedly ke statisticky vyznamnému zvySeni
frekvence mEPSC (Obr. 7A). Tyto dvé aplikace OLDA oddélovala 10 min faze
vymyvani agonisty. Vyssi 20 uM koncentrace OLDA byla v téchto pokusech pouzita k
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zajisténi vyrazné odpovédi neuront. Prvni i druhd odpovéd’ na aplikaci OLDA dosahly
stejné urovné (172,9 £+ 14,8%; 177,6 £ 29,1%; n = 6) vzhledem k zdkladni frekvenci
mEPSC pied aplikaci agonisty. Béhem 10 min vymyvani se frekvence mEPSC opét
snizila na zakladni kontrolni uroven (89,3 + 12,9%).

V dalsi sérii pokust jiz mohla byt ovéiena specifickd aktivace TRPV1 receptort
endogennim agonistou, jehoz aplikaci pfedchdzelo zablokovani TRPV1 receptori
antagonisty SB 366791 (10 uM), nebo BCTC (10 uM). Po prvni 3 min kontrolni
aplikaci 20 pM koncentrace OLDA byl béhem vymyvani aplikovan po dobu 10 min
jeden z antagonistll a poté ndsledovala 3 min koaplikace dané¢ho antagonisty s OLDA
(20 uM). Prvni kontrolni aplikace OLDA bez SB 366791 vyvolala statisticky
vyznamny vzrust frekvence mEPSC (177,6 £ 22,5%; Obr. 7B). Béhem nasledujici
aplikace SB 366791 se frekvence mEPSC sniZila blizko ke kontrolni hodnoté (120,3 +
11,4%). Urovei frekvence mEPSC na konci vymyvani spojeného s aplikaci SB 366791
zustala mirné zvysend, ale naméfeny rozdil nebyl od kontroly statisticky vyznamny.
Druha aplikace OLDA spole¢né s SB 366791 v porovnani s ptedchozi samostatnou
aplikaci antagonisty TRPV1 receptorti jiz frekvenci mEPSC nezménila (117,0 = 11,0%;
n=6).

Prvni aplikace OLDA bez BCTC vyvolala zvysSeni frekvence mEPSC na 189,9
+ 23,6% vzhledem ke kontrole. Béhem vymyvani spojené¢ho s aplikaci BCTC se
frekvence mEPSC snizila na 134,3 + 21,8% kontrolni urovné. Druha aplikace OLDA
spolecné s BCTC jiz frekvenci mEPSC nezménila (130,3 £ 20,1%; n = 7, statisticka
vyznamnost zmén mezi aplikacemi OLDA a OLDA + BCTC byla P < 0,05). Tyto
pokusy potvrdily, Ze zmény ve frekvenci mEPSC vyvolané aplikaci OLDA byly
zajiStény aktivaci TRPV1 receptori. Mezi ucinky jednotlivych antagonisti TRPV1

receptort nebyl pozorovan zadny rozdil.
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Obr.7  Opakovana aplikace
OLDA  vyvolala  zvySeni
frekvence mEPSC, kterému
bylo mozné zabranit ptisobenim
TRPV1 antagonisty. A: Prvni a
druha aplikace OLDA (20 uM)
evokovala ~za  kontrolnich
podminek srovnatelné zvySeni
frekvence mEPSC (n = 6; **P <
0,01). B: Antagonista TRPV1
receptort SB 366791 (10 uM)
zablokoval zvySeni frekvence

MEPSC (n = 6; ** P < 0,01).

1.4. Aplikace nizké koncentrace OLDA zvySila po aktivaci PKC frekvenci
mEPSC

Za kontrolnich podminek byla ke zvySeni frekvence mEPSC stimulovanému

agonistou nezbytna aplikace vysoké 10 uM koncentrace OLDA, pfitom jeho nizka

koncentrace 0,2 uM Zadnou zménu nevyvolala. V dalSich pokusech jsme testovali

moznost aktivace TRPV1 receptorti za normalnich podminek neucinnou nizkou 0,2 uM

koncentraci OLDA, a to po aktivaci proteinkinazy C. Je znamo, ze PKC fosforyluje
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TRPV1 receptory, coz vede k jejich senzitizaci (Cesare a McNaughton, 1996;
Numazaki et al., 2002). V nasich pokusech jsme k aktivaci PKC pouzili forbol-12-
myristat-13-acetat (PMA). Nejdiive jsme ovéfili, ze dvé opakované 4 min aplikace
nizké koncentrace OLDA, mezi kterymi byl agonista 10 min vymyvan, nevyvolavaji za
kontrolnich podminek zadnou odpovéd (Obr. 8A). Zatimco dvé aplikace 0,2 uM
koncentrace OLDA nezménily zakladni kontrolni frekvenci mEPSC (93,3 + 7,1%; 98,4
+ 6,0%; n = 6), tak po nich nasledujici aplikace 0,1 koncentrace uM kapsaicinu
evokovala vyrazné zvysSeni frekvence mEPSC na 1430,6 + 490,5% (P < 0,001)
vzhledem ke kontrolni urovni. Ztoho vyplyva, Ze snimané neurony zadniho rohu
misniho mély synapticka spojeni s aferentnimi nociceptivnimi vlakny exprimujicimi
TRPV1 receptory. Tyto presynaptické TRPV1 receptory vSak za kontrolnich podminek
nebylo mozné aktivovat ani opakovanou aplikaci nizké koncentrace OLDA.

V prvni sérii experimentti probihajicich pii laboratorni teploté byl testovan
ucinek aplikace forbolesteru PMA na aktivaci TRPV1 receptorti nizkou koncentraci
OLDA. Kontrolni 4 min aplikace 0,2 uM OLDA podle o¢ekavani opét nevyvolala
zéddnou odpoveéd’. Nasledujici 5 min aplikace 1 uM koncentrace PMA zvysila po jeho
vymyti frekvenci mEPSC na 171,0 = 34,9% vzhledem ke kontrole (P > 0,05).
Vymyvani forbolesteru trvalo 10 min, aby mohla byt opétovné aplikovana nizka
koncentrace OLDA. Druha 4 min aplikace 0,2 puM koncentrace OLDA vyvolala
vyznamné zvyseni frekvence mEPSC na 246,1 + 40,6% (P < 0,001; n = 7). Kapsaicin
(0,1 uM) aplikovany na konci pokusu zvysil frekvenci mEPSC na 1845,2 + 516,5%.

Abychom zjistili mozny vliv teploty extracelularniho roztoku na agonistou
evokované odpovédi, byl stejny experimentalni protokol pouzit za definované teploty
24°C a 34°C (Obr. 8B). Frekvence mEPSC vyjadfena procenty zékladni aktivity pred
jakoukoliv aplikaci byla zménéna béhem postupné aplikace laitek OLDA, PMA a
OLDA na 100,1 + 7,6%; 142,5 + 18,4%; 264,1 + 45,1% (n = 10) pfi teploté 24°C (Obr.
8B,C) a na 108,9 £ 7,6%; 156,6 + 38,6%; 272,8 + 60,9% (n = 10) pii teploté 34°C
(Obr. 8B,D). Pii obou testovanych teplotach zustala zakladni frekvence mEPSC pti
prvni kontrolni aplikaci OLDA nezménéna. Druhé aplikace OLDA po plisobeni PMA
vyrazné zvysila frekvenci mEPSC. Dosazend uroven zvyseni frekvence mEPSC byla u
obou teplot pfiblizné stejnd. Primérna amplituda mEPSC se béhem postupné aplikace
jednotlivych testovanych latek nezménila. Jeji hodnoty byly pfi laboratorni teploté
Vv priibé¢hu experimentalniho protokolu nasledujici 27,33 + 1,80 pA (kontrola); 27,01 +
2,56 pA (OLDA); 25,88 £ 2,62 pA (PMA) a 24,62 + 2,45 pA (OLDA).
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Obr. 8 Nizké 0,2 uM koncentrace OLDA nevyvolala za normalnich podminek

z4dné zmény, ale po aktivaci PKC zvysila frekvenci mEPSC. A: Prvni a druha aplikace
nizké koncentrace OLDA (0,2 uM) nevyvolala zadné vyznamné zmény ve frekvenci
mEPSC pfi laboratorni teploté pohybujici se v rozmezi od 23°C do 25°C (n = 6; SEM).
B: Nizka koncentrace OLDA zvysila frekvenci mEPSC po aplikaci PMA za definované
teploty 24°C a 34°C. Tento ufinek OLDA na frekvenci mEPSC byl slabsi nez tc¢inek
nasledn¢ aplikovaného kapsaicinu. C a D: Nizka 0,2 uM koncentrace OLDA
aplikovana po ptisobeni a vymyti PMA zvysila vyznamné frekvenci mEPSC pfi obou

teplotach 24°C a 34°C (n = 10; ***P < 0,001; SEM).

Samotné zvySeni teploty lazn€ z 24°C na 34°C vyznamné ovlivnilo frekvenci a
amplitudu mEPSC (Obr. 9). Frekvence a amplitudy mEPSC se statisticky vyznamné
zvySily pifi 34°C za rGznych experimentdlnich podminek (CTRL, OLDA, PMA,
OLDA) v porovnani s frekvencemi a amplitudami pii 24°C jako 100%. Relativni
zvySeni frekvence a amplitudy mEPSC stimulované zvySenim teploty 14zn€ na 34°C
dosdhlo stejné urovné za kontrolnich i experimentdlnich podminek, kdy byly

aplikovany vySe uvedené latky.
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1.5. Aplikace nizké koncentrace OLDA zvySila po pisobeni bradykininu
frekvenci mEPSC

Abychom zjistili, zda je mozné zvysit citlivost miSnich TRPV1 receptort k
agonistovi né¢jakou z endogennich latek, pouzili jsme v dalSich pokusech mediator
zanétu bradykinin (BK). V experimentdlnim protokolu z pfedchozich pokust byla
aplikace 10 uM koncentrace BK pouzita misto forbolesteru. Po pisobeni BK byla opét
testovana moznost aktivace TRPV1 receptorii nizkou 0,2 pM koncentraci OLDA.
Stejné jako v predchozich pokusech nezménila prvni 4 min aplikace OLDA frekvenci
mEPSC (103,4% =+ 6,4%) vzhledem ke kontrolnim hodnotam (Obr. 10A). Aplikace BK
po dobu 3 min indukovala vyrazné akutni zvySeni frekvence mEPSC (195,0% =+
27,4%). Nasledné 10 min vymyvani zajistilo pokles frekvence mEPSC blizko ke
kontrolni hodnoté (118,9% =+ 13,5%). Aplikace nizké koncentrace OLDA poté
evokovala vyrazné zvyseni frekvence mEPSC (177,5% + 23,4%), ke kterému pfi jeho
prvni kontrolni aplikaci nedoslo. Obé¢ akutni zvySeni frekvence mEPSC byla statisticky

vyznamna vzhledem ke kontrolnimu stavu (n = 9; P <0,001).
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Aplikace BK zpusobila také zvyseni amplitudy mEPSC, jak je patrné z posunu

kiivky histogramu kumulativni distribuce amplitudy snimané na jednom neuronu
K vys§im hodnotam (Obr. 10B). Amplituda mEPSC se po aplikaci BK zvysila u 5
neuront z celkového poctu 9 testovanych na 136,0% + 7,6% (P < 0,05; Obr. 10C).

Béhem ostatnich experimentdlnich podminek nedoSlo na miSnich neuronech

K vyznamné zméné amplitudy mEPSC v porovnani s primérnou amplitudou zmétenou

za podminek kontrolnich.
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Obr. 10 Nizka 0,2 uM
koncentrace OLDA zvysila
frekvenci mEPSC po pusobeni
bradykininu pii teploté¢ 24°C. A:
Aplikace 10 pM koncentrace BK
vyvolala akutni vzestup frekvence
mEPSC. Pii nasledném vymyvani
se velikost frekvence mMEPSC
priblizila ke kontrolni hodnoté.
Druhd aplikace nizké 0,2 uM
koncentrace = OLDA  opétovné
zvysila frekvenci mEPSC (n = 9;
***pP < (0,001; TP =0,001; SEM). B
a C: Akutni aplikace BK zvysila
amplitudu mEPSC. Kumulativni
distribuce amplitud mMEPSC z
jednoho neuronu (B, P < 0,001),
normalizované primérné hodnoty
amplitud (C, n = 5; *P < 0,05;
SEM).
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1.6. Béhem periferniho zinétu evokovala aplikace nizké koncentrace OLDA

zvySeni frekvence mEPSC na neuronech zadniho rohu miSniho

Periferni zanét byl indukovan subkutanni injekci smési karrageenanu a kaolinu
24 hodin pted pfipravou lumbalnich miSnich fezli. Aplikace nizké 0,2 M koncentrace
OLDA po dobu 4 min byla testovana za definované teploty 24°C a 34°C. Aplikace
nizké koncentrace OLDA na fezy z kontrolnich zvifat nezménila zakladni frekvenci
mEPSC, jejichz primérné hodnoty byly 100,1 = 7,6% (n = 10) pii teploté 24°C a 108,9
+ 7,6% (n = 10) pii teploté 34°C. Kontrolni frekvence 100% byla zméfena pied
aplikaci OLDA samostatné pro kazdou teplotu. Na rozdil od kontrolnich fezi vyvolala
stejnd koncentrace OLDA (0,2 uM) na neuronech v tfezech piipravenych ze zvitat
s perifernim zanétem vyznamné zvySeni frekvence mEPSC na 155,6 + 5,4% (P <
0,001; n = 10) pfi teplote 24°C a 157,3 + 10,4% (P < 0,001; n = 10) pfi teploté 34°C.
Toto zvySeni frekvence mEPSC na neuronech zadniho rohu miSniho bylo statisticky
vyznamné v porovnani s odpovéd’mi ziskanymi na neuronech z kontrolnich zvirat (Obr.
11). Zvyseni frekvence mEPSC vyvolané aplikaci nizké koncentrace OLDA na
neuronech v superficialni oblasti zadniho rohu misniho v fezech ze zvifat s perifernim
zéanétem dosahlo stejné tirovné pii obou testovanych teplotach.

Zakladni kontrolni frekvence mEPSC snimanych na pocatku kazdého
experimentu na neuronech viezech ze zvifat s perifernim zanétem byly statisticky
vyznamn¢ vysS$i ve srovnani s kontrolnimi hodnotami naméfenymi na neuronech
v fezech z kontrolnich potkanti (Obr. 12A). Toto platilo pro ob¢ teploty 24°C (kontrola
0,45 +0,13 Hz; n= 10 a zanét 1,25 £ 0,30 Hz; n = 10) a 34°C (kontrola 2,32 + 0,61 Hz;
n =10 a zanét 5,10 £ 0,91 Hz; n = 10). Zékladni frekvence mEPSC snimanych na
neuronech v fezech ze zvifat s perifernim zanétem byly zvySeny na stejnou Groven pii
24°C 1 34°C, jejich hodnoty byly vyjadieny v procentech relevantnich frekvenci
naméfenych v fezech z kontrolnich zvifat (278,8 + 62,0% pii 24°C a 220,0 + 37,1% pii
34°C).

Mezi kontrolni a experimentdlni skupinou zvifat nebyl statisticky vyznamny
rozdil v amplitudé mEPSC ani u jedné z testovanych teplot (Obr. 12B). Primérna
amplituda mEPSC na neuronech kontrol a v fezech ze zvitat se zanétem byla 27,33 +
1,80 pA (n = 10, kontrola), 24,36 = 2,33 pA (n = 10, zanét) pfi teploté 24°C a 39,29 +
2,38 pA (n = 10, kontrola), 32,78 + 2,63 pA (n = 10, zanét) pti teploté 34°C.
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Teplota 14zné vyznamné ovliviiovala frekvenci mEPSC i jeho amplitudu na

neuronech zadniho rohu misniho. Pfi teploté 34°C dosahla frekvence mEPSC zvySeni

na 518,8 £ 128,5% u kontrol a 409,4 £ 69,0% u experimentalni skupiny zvitat

vzhledem k hodnotam namétenym pii teploté 24°C. Amplituda mEPSC byla pii teploté

34°C zvysena na 143,8 + 8,3% v fezech z kontrolnich zvirat a na 134,6 = 10,2%

Vv fezech ze zvirat s perifernim zanétem opét vzhledem k adekvatnim hodnotdm pii

teploté 24°C.
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Obr. 11 Béhem periferniho
zanétu zvySila nizkd 0,2 uM
koncentrace OLDA frekvenci
mEPSC na neuronech zadniho
rohu misniho pfi obou teplotach
24°C a 34°C. U kontrolnich
zvitat nedoslo po aplikaci 0,2 uM
koncentrace OLDA ke zméné ve
frekvenci mEPSC. A: Snimani z
neurontl kontrolni a
experimentalni skupiny zvirat pti
24°C. B: Normalizované
pruméry: kontrolni zvifata pii
obou teplotach (n = 10; SEM) a
experimentalni zvitata pfi obou
teplotach (n = 10; SEM; ***P <
0,001).
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1.7.  Intratekalni aplikace OLDA vyvolala tepelnou hyperalgezii

V behavioralnich pokusech byl testovan vliv intratekalni aplikace OLDA na
latenci reflexniho odtazeni koncetiny (PWL) od tepelného zdroje. Intratekalni aplikace
100 uM koncentrace OLDA stejné¢ jako aplikace vehikula nijak PWL neovlivnila.
Kontrolni hodnota PWL pied aplikaci 100 uM OLDA byla 19,5 £ 0,3 s(h=4) av
casovych usecich 1h, 2h a 4h po této aplikaci se jejich hodnota vyznamné neménila
(19,5 £ 0,1 s; 19,6 = 0,1 s; 19,9 = 0,1 s; n = 4). Na rozdil od intratekdlni injekce 100
uM koncentrace OLDA vyvolala aplikace vyssi 500 pM koncentrace OLDA vyznamné
snizeni hodnot PWL. Priimérna kontrolni hodnota PWL pfed intratekalni aplikaci 500
uM koncentrace OLDA byla 18,9 + 0,4 s (n =4). Jiz 1h po aplikaci doslo ke statisticky
vyznamnému snizeni PWL na 17,3 £ 0,2 s (P < 0,01). Maximalni pokles na 15,3 + 0,2 s
(P < 0,001) byl naméfen ve 2h po aplikaci. Pomaly ndvrat ke kontrolni tirovni byl
zaznamenan ve 4h (17,2 £ 0,2 s; P <0,01) a 24h (17,9 £ 0,4 s; P > 0,05) po aplikaci.
Experimentalni data byla vztaZzena ke kontrole pred intratekdlni aplikaci OLDA.
Zjisténé hodnoty PWL z behavioralnich pokust poukazuji na zfejmé rozvinuti tepelné

hyperalgezie po intratekalni aplikaci endogenniho agonisty TRPV1 receptort.
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2. Uloha cytokinu TNFa v regulaci nociceptivnich synapsi

2.1. Aplikace nizké koncentrace OLDA zvysila po piisobeni TNFa frekvenci
mEPSC

Na neuronech v superficialni oblasti zadniho rohu miSniho byly testovany
piipadné zmény citlivosti TRPV1 receptori k endogennimu agonistovi OLDA v
zéavislosti na aktivaci receptor pro cytokin tumor necrosis factor o (TNFa). Na
regulaci citlivosti TRPV1 receptorti prostfednictvim TNFa bylo usuzovano ze zmén
frekvence mEPSC na neuronech v akutnim mi$nim fezu pti laboratorni teploté. Pied
vlastnim intracelularnim snimanim byly fezy minimalné¢ 2h inkubovany v 60 nM
koncentraci TNFa rovnéz pti laboratorni teploté. Aplikace nizké 0,2 pM koncentrace
endogenniho agonisty TRPV1 receptori OLDA, kterd za kontrolnich podminek
nevyvolava zadné zmény (Obr. 13B a C), zvysila na neuronech inkubovanych v TNFa
frekvenci mEPSC na 155,5 £ 17,5% (P < 0,001; n = 10; Obr. 13A a B) vzhledem ke
kontrolni hodnoté pied aplikaci OLDA. Data kontrolnich pokusi prokazujici, ze
aplikace 0,2 uM koncentrace OLDA neméni frekvenci mEPSC (99,6 + 4,0%; n = 25)
byla pouzita z predeslé studie (viz kapitola 1). ZvySeni frekvence mEPSC pusobenim
OLDA na neuronech inkubovanych v TNFa (1,78 + 0,22 Hz; Obr. 13C) bylo statisticky
vyznamné nejen v normalizovaném vyjadieni, ale i pfi srovnani namétenych hodnot
v zakladnich jednotkach vzhledem ke stavu pied aplikaci (1,21 + 0,17 Hz; P < 0,01) a
vzhledem Kk zéakladni frekvenci na neuronech v kontrolnich fezech (0,76 + 0,13 Hz; P <
0,001). Samotna inkubace fezii v TNFa vedla ke zvySeni zakladni kontrolni frekvence
mEPSC (1,21 + 0,17 Hz; P < 0,05) na mi$nich neuronech vzhledem ke kontrolni
frekvenci mEPSC (0,76 + 0,13 Hz) na neuronech v kontrolnich fezech.

V fezech inkubovanych v TNFa bylo celkem snimano 16 neuront, u kterych
byla na konci experimentdlniho protokolu aplikovéna 0,2 pM koncentrace kapsaicinu.
Aplikace OLDA vyvolala zvySeni frekvence mEPSC na 10 neuronech, u téchto bunék
zvysila frekvenci mEPSC jesté s vétsi intenzitou také aplikace kapsaicinu (387,4 +
109,5%). Zbyvajicich 6 neuront na aplikaci OLDA neodpovidalo, ale na 3 z nich se po
aplikaci kapsaicinu zvySila frekvence mEPSC (337,9 + 81,6%), coZ naznacuje
synaptické spojeni s primarnimi aferentnimi neurony exprimujicimi TRPV1 receptory.

Inkubace akutnich fezti v TNFa neovlivnila primérnou amplitudu mEPSC na

snimanych neuronech pii aplikaci OLDA (23,02 + 2,98 pA; n = 10) vzhledem
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k hodnotam pted jeho aplikaci (21,98 + 2,50 pA; Obr. 13D), ani vzhledem k amplitudé
MEPSC na neuronech z kontrolnich fezt (24,12 + 1,23 pA; n =25).
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Obr. 13 Aplikace nizké koncentrace OLDA zvysila frekvenci mEPSC na

neuronech v misnich fezech inkubovanych v TNFa. A: Nizka 0,2 uM koncentrace
OLDA zvysila frekvenci mEPSC na neuronu v fezu inkubovaném v TNFa (60 nM)
V porovnani s kontrolou pted jeji aplikaci. B: Nizka koncentrace OLDA za kontrolnich
podminek frekvenci mEPSC nezménila (n = 25), ke zvySeni frekvence mEPSC doslo az
po inkubaci fezu v TNFa (n = 10; ***P < 0,001) C: Vysoka statistickd vyznamnost
zvySeni frekvence mEPSC pusobenim OLDA v fezu inkubovaném v TNFa (**P <
0,01) je patrna i pfi vyjadieni v zakladnich jednotkach. Cytokin TNFa rovnéz zvysil
zakladni kontrolni frekvenci mEPSC (*P < 0,05) vzhledem K jeji trovni na neuronech
V kontrolnich fezech. D: Amplituda mEPSC pfii aplikaci OLDA byla shodna na

neuronech v kontrolnich i experimentalnich fezech.
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2.2. Inkubace neuront v TNFa zvysila zakladni frekvenci mEPSC

Data ziskana z neuronii v mis$nich fezech inkubovanych v 60 nM koncentraci
TNFa byla porovnana se zdkladni kontrolni frekvenci a amplitudou zméfenymi
v pfedchozi studii (viz kapitola 1). Podle zvySeni frekvence mEPSC po aplikaci
kapsaicinu bylo urceno, zda byly snimané neurony zadniho rohu miSniho synapticky
spojeny s primarnimi aferentnimi vlakny exprimujicimi TRPV1 receptory. Neurony,
kter¢ mély vstupy z TRPV1 pozitivnich primarnich aferentnich vldken a byly
inkubovany v TNFa mély statisticky vyznamné vyssi zakladni frekvenci mEPSC (1,35
+ 0,20 Hz; n = 13; P < 0,01) v porovnani se stejnou populaci neuronii z kontrolni
skupiny (0,76 + 0,08 Hz; n = 53; Obr. 14). Naopak neurony se vstupy z TRPV1
negativnich aferentnich vlaken inkubované v TNFa mély niz8i zékladni frekvenci
mEPSC (1,02 + 0,56 Hz; n = 3) vzhledem ke stejné populaci neuront z kontrolni
skupiny (2,07 £ 0,39 Hz; n = 23). Tento rozdil byl vSak statisticky nevyznamny.
Primérnd zakladni frekvence mEPSC z celkového poctu neuronli, bez rozliSeni
jednotlivych populaci, se v fezech inkubovanych v TNFa (1,28 + 0,18; n = 16) neliSila
od tezl kontrolnich (1,13 £0,14; n = 76).

Primérna amplituda mEPSC se u neuroni se vstupy z TRPV1 pozitivnich a
negativnich aferentnich vldken inkubovanych v TNFa statisticky vyznamné neliSila od
hodnot naméfenych u kontrolnich skupin neuronti (Obr. 15). Stejné tak se amplituda
neliSila pfi srovnani hodnot z celkového poctu neuronti v inkubovanych a kontrolnich

fezech.
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Obr. 14 Frekvence  mEPSC na neuronech se vstupy z TRPV1 pozitivnich

aferentnich vlaken (Capsaicin +) byla vyznamné vy$§i u neurond inkubovanych
vV TNFa (n = 13) vzhledem ke stejné populaci neuronti v kontrolnich fezech (n = 53;
**P < 0,01). SniZeni frekvence mEPSC na neuronech bez vstupi z TRPV1 pozitivnich
aferentnich vlaken (n = 3; Capsaicin -) pusobenim TNFa bylo vzhledem ke stejné

populaci neuront v kontrolnich fezech (n = 23) statisticky nevyznamné.
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Obr. 15 Inkubace akutnich tezi v 60 nM koncentraci TNFa neovlivnila

pramérnou amplitudu mEPSC ani u celkového poctu snimanych neuront zadniho rohu
misniho ani u populaci neuront se vstupy z TRPV1 pozitivnich (kapsaicin senzitivnich)

a TRPV1 negativnich primarnich aferentnich vlaken.
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3. Modulace evokovanych AMPA proudii inzulinem v zadnim rohu miSnim

3.1. lzolace AMPA EPSC na neuronech v superficialni oblasti zadniho rohu

miSniho

Excitaéni postsynaptické AMPA proudy byly na neuronech zadniho rohu
misniho evokovany elektrickou stimulaci zadnich kofeni miSnich, nebo stimulaci
oblasti vstupu zadnich kofenti do michy v 30s intervalech. V kontrolnich pokusech byla
nejprve sledovana stabilita evokovanych AMPA EPSC v case bez aplikace
experimentalnich latek. Velikost a tvar AMPA EPSC se v téchto pokusech neménily
béhem ~20 min snimani (Obr. 16A,B a 18). Pro ovéfeni, zda evokované EPSC byly
zprostiedkovany aktivovanymi AMPA receptory, na konci experimentalniho protokolu
nékterych snimani (n = 11) byl aplikovan antagonista AMPA/kainatovych receptort
CNQX. Na vSech takto testovanych neuronech aplikace 10 uM koncentrace CNQX
eliminovala evokované EPSC (Obr. 17B). Excitatni AMPA a kainatové proudy byly
odliSeny aplikaci selektivniho antagonisty kainatovych (SYM 2081) a AMPA receptorii
(GYKI 52466). Zatimco 3 uM koncentrace SYM 2081 velikost evokovanych EPSC
vyznamné nezménila, jejich velikost dosahla 97,9 + 3,1% kontrolni hodnoty, 100 uM
koncentrace GYKI 52466 snizila velikost evokovaného proudu na 1,9 + 2,3% (P <
0,001; n = 5). Tyto vysledky prokazuji, ze evokované proudy byly zprostiedkovany
AMPA receptory.
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Obr. 16 Evokované EPSC na neuronech v zadnim rohu mi$nim. A: Stabilni

kontrolni snimani AMPA EPSC na pocatku a na konci (17. min) experimentalniho
protokolu. B: Velikost plochy pod kitivkou AMPA EPSC se v prubéhu ~20 min
snimani z neuronu na obr. A nezménila. C: Aplikace antagonisty kainatovych
receptori SYM 2081 (3 uM) neovlivnila eEPSC, jeho velikost byla srovnatelnd
s kontrolou. Nasledujici spole¢na aplikace SYM 2081 (3 uM) a GYKI 52466 (100
uM) evokovany proud zablokovala.

3.2.  Aplikace inzulinu sniZila velikost AMPA EPSC

Modulace AMPA EPSC aplikaci 0,5 uM koncentrace inzulinu byla testovana za
stejnych podminek, pii kterych probihaly kontrolni experimenty. Inzulin byl aplikovan
po zaznamenani Ctyf kontrolnich eEPSC (Obr. 17B, ¢as 0) a byl obsazen v
extracelularnim roztoku po cely zbytek snimani. Uginek inzulinu byl patrny n&kolik
minut od pocatku aplikace, kdyz zacal byt zfejmy pokles velikosti evokovaného EPSC
(Obr. 17). Snizovani velikosti eEPSC po 10 minutach od pocatku aplikace inzulinu dale
nenarustalo a ustalilo se. Pokles velikosti AMPA EPSC byl statisticky vyznamny od

¢tvrté minuty po aplikaci inzulinu (Obr. 18).
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Obr. 17 Inzulinem stimulované
snizeni velikosti AMPA EPSC.
A: Kontrolni nativni zdznam
AMPA EPSC a snizeni jeho
velikosti v 17. min po aplikaci
inzulinu. B: Béhem aplikace
inzulinu (0,5 uM) doSlo u
tohoto neuronu ke snizeni
velikosti AMPA EPSC.
Evokovany proud byl zcela
blokovan aplikaci CNQX (10
uM). Pocatek aplikace inzulinu

je oznacen Sipkou.

Na jiné skupin¢ neuronti v superficidlni oblasti zadniho rohu misniho byla
testovana modulace AMPA EPSC vyssi 10 uM koncentraci inzulinu (Obr. 18). Vliv
aplikace 10 uM a 0,5 uM koncentrace inzulinu na evokované AMPA EPSC byl

shodny, hodnoty sniZzeni velikosti proudi tedy nebyly statisticky odlisné. Aby byly

minimalizovany rozdily mezi individualnimi neurony, hodnoty velikosti EPSC byly

zpramerovany v intervalech 5 min (Obr. 20). Toto vyhodnoceni odhalilo inzulinem

indukovanou depresi AMPA EPSC, ktera doséhla pfi aplikaci jeho 10 uM koncentrace
68,9% + 1,0% (n=9; P <0,001) vzhledem ke kontrolnim hodnotam a pfi aplikaci 0,5
uM koncentrace 62,1% + 1,2% (n = 9; P < 0,001). Hodnoty deprese AMPA EPSC

vyvolané obéma testovanymi koncentracemi inzulinu nebyly od sebe statisticky

vyznamné odliSné.
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Obr. 18 Inzulinem stimulovana deprese AMPA EPSC na neuronech lokalizovanych
v superficidlni oblasti zadniho rohu misniho byla blokovdna inhibitorem PTK
lavendustinem A. V kontrolni skupiné neuront byla velikost AMPA EPSC stabilni (n =
15). Aplikace dvou riznych koncentraci inzulinu 0,5 uM (n=9; P <0,001) a 10 uM (n
= 9; P < 0,001) vyvolala vyznamné snizeni velikosti AMPA EPSC. Aplikace
lavendustinu A (10 uM) zablokovala inzulinem (0,5 uM) stimulovanou depresi AMPA
EPSC (n = 9; P = 0,61). Velikost AMPA proudid se po aplikaci lavendustinu A
v nékolika sledovanych Casech zvysila ptfi porovnani vzhledem ke kontrolni skupiné

neuronu. *P < 0,05; ** P <0,01; ***P <(,001.

Modulace excitacniho pfenosu na neuronech v zadnim rohu miSnim pomoci
dvou riznych koncentraci inzulinu byla testovana celkem na 24 neuronech. Zména
velikosti AMPA EPSC po aplikaci 0,5 uM nebo 10 pM koncentrace inzulinu byla
pozorovana u 18 z téchto neuronti. U zbyvajicich 6 neuront aplikace inzulinu velikost
evokovanych AMPA proudd neovlivnila (Obr. 19). To naznacuje, Ze neurony, které
neodpovidaly na stimulaci inzulinem, pravdépodobné neexprimuji funkéni inzulinové

receptory.
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3.3. Aplikace lavendustinu A zamezila vzniku inzulinem stimulovaného sniZeni

velikosti AMPA EPSC

Pti stimulaci inzulinem mohou byt aktivovany rGzné intracelularni signalni
drahy. Zjinych oblasti CNS je znamo, ze na endocytéze AMPA receptori
z plazmatické membrany se podili protein-tyrozinkinaza (PTK). Za ucelem potvrzeni
mozného zapojeni PTK do signalni drédhy, ktera zprostfedkovava ucinek inzulinu
V zadnim rohu miSnim, byl pouzit lavendustin A, coz je plazmatickou membranou
prochazejici inhibitor PTK. Lavendustin A byl aplikovan v koncentraci 10 uM jiz 5
min ptfed aplikaci 0,5 puM koncentrace inzulinu a po zbytek snimani byly
Vv extraceluldrnim roztoku pfitomny obé€ tyto latky. Ptfi spole¢né aplikaci inzulinu
S lavendustinem A nebyl pozorovan zadny pokles ve velikosti AMPA EPSC. Naopak
velikost evokovanych AMPA proudt pii soucasné aplikaci lavendustinu s inzulinem
mirné vzrostla vzhledem ke kontrolnim hodnotdm pted aplikaci lavendustinu A, tento
narist vSak nedosdhl statistické vyznamnosti (Obr. 18; P = 0,61; n = 9). Narlst
velikosti AMPA EPSC se pfitom ukéazal byt statisticky vyznamny v nékolika
sledovanych Casech v porovnani s kontrolni skupinou neuronti, na kterou nebyly

aplikovany zadné experimentalni latky (Obr. 18). ZvySeni velikosti AMPA EPSC

75



béhem aplikace lavendustinu A s inzulinem byl vysoce statisticky vyznamny pfi

zprumérovani danych hodnot v 5 min intervalech (Obr. 20). Z vysledki je patrné, ze

aplikace lavendustinu A u¢inn¢ blokovala inzulinem indukovanou depresi AMPA

EPSC na neuronech zadniho rohu mi$niho.
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Obr. 20 Zmény velikosti AMPA EPSC béhem aplikace inzulinu a lavendustinu

A. Ovlivnéni velikosti AMPA EPSC inzulinem bylo vysoce statisticky vyznamné pii

zpramerovani hodnot v 5 min intervalech. Spolecna aplikace lavendustinu A a inzulinu

znemoznila indukci inzulinem stimulované deprese, navic pfitom doSlo ke zvySeni

velikosti evokovanych AMPA EPSC. *** P < (0,001.
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DISKUZE

V zadnim rohu mi$nim dochazi k synaptickému pienosu informace o podnétech
detekovanych v perifernich tkanich a v jeho superficidlni oblasti predevSim o
podnétech nociceptivnich. Synaptickd spojeni v této oblasti jsou velmi dilezita pro
modulaci signalizace o vnéjSich 1 vnitfnich podnétech a pro piipadny vjem bolesti.
Prvni synapse nociceptivnich drah lokalizované praveé v zadnim rohu miSnim umoznuji
ovlivnéni nocicepce jesté pied vstupem do vysSich mozkovych center. V nasledujicich
kapitolach jsou diskutovany vysledky naSich tii studii, které se zabyvaly modulaci
synaptického pienosu nociceptivni signalizace prostiednictvim presynaptickych 1

postsynaptickych mechanizm.

1. Regulace synaptického pienosu nociceptivni signalizace aplikaci OLDA

Ovlivnéni funkce vaniloidnich TRPV1 receptor otvird nové moZnosti 1éCby
chronické bolesti spojené s fadou rtznych onemocnéni (Levine a Alessandri-Haber,
2007). TRPV1 receptory maji totiz klicovou tlohu v mechanizmech podminujicich
vznik a pretrvani mnoha patologickych stavli bolesti. V nasich pokusech jsme se
zamétili na TRPV1 receptory exprimované na centrdlnich zakoncenich neuronti
spinalnich ganglii projikujicich do zadniho rohu miSniho. Tyto centralni TRPV1
receptory moduluji synapticky pienos nociceptivni signalizace v miSe. K aktivaci
TRPV1 receptorii jsme pouzili neddvno identifikovaného endogenniho agonistu
TRPV1 receptori N-oleoyldopamin (OLDA), ktery byl izolovan ze sav¢iho mozku
(Chu et al., 2003). Behavioralni testy z nasi laboratofe ukézaly, Ze aktivace misnich
TRPV1 receptori intratekdlnim poddnim OLDA vede u laboratorniho potkana k
rozvoji tepelné hyperalgezie. Pozorovana tepelna hyperalgezie, jejiz vznik byl
podminén centralnimi mechanizmy, rozsifuje predchozi poznatky o vyvolani periferni
tepelné hyperalgezie po intraplantarni injekci OLDA (Chu et al., 2003). NaSe
elektrofyziologické pokusy ukazaly, ze k vyvolani statisticky vyznamného zvySeni
frekvence mEPSC na neuronech v superficialni oblasti zadniho rohu misniho byla

nezbytna relativné vysokd 10 uM koncentrace OLDA. Pfitom podstatné nizsi 0,2 pM
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koncentrace OLDA byla dostacujici k vyvolani zvySeni frekvence mEPSC po aktivaci
PKC pomoci forbolesteru, aplikaci BK nebo v piipadé€, kdy byly proudy snimany na
neuronech vftezech ptipravenych ze zvifat s experimentalné navozenym perifernim
zanétem. Tyto vysledky prokazuji, ze TRPV1 receptory lokalizované v presynaptické
¢asti na vybézcich primarnich nociceptivnich aferentnich neuroni mohou byt za
patologickych podminek aktivovany fadoveé niz$i koncentraci endogenniho agonisty.
Za patologickych podminek se muize zvysit citlivost TRPV1 receptord k
jejich ligandiim a jednim z klicovych mechanizmt jejich senzitizace je pravdépodobné
fosforylace. Ve vysledku tak TRPV1 receptory ziskdvaji podstatné vétsi regulacni vliv

na nociceptivni pfenos v mise, nez za fyziologickych podminek.

1.1.  Utinek a specificita aktivace TRPV1 receptorii pomoci OLDA

Miru aktivace presynaptickych TRPV1 receptort jsme hodnotili jako zménu ve
frekvenci mEPSC na neuronech zadniho rohu miSniho. Z literatury je znamo, ze
aktivace presynaptickych TRPV1 receptorii pomoci kapsaicinu zvySuje vylev
glutamatu z primarnich aferentnich vlaken, coz vede ke zvySeni frekvence mEPSC na
misnich neuronech (Ueda et al., 1993; Yang et al., 1998; Nakatsuka et al., 2002; Baccei
et al., 2003; Sikand a Premkumar, 2007). Kapsaicin je dobie zndmy a velmi G¢inny
exogenni agonista TRPV1 receptor. My jsme ovSem za ucelem zkoumani moznosti
aktivace misnich TRPV1 receptori in vivo pouzili endogenniho agonistu téchto
receptori N-oleoyldopamin. Pro vyvolani statisticky vyznamné zmény frekvence
mEPSC byla nutna aplikace 10 uM koncentrace OLDA. To je v souladu s ECsq pro
aktivaci TRPV1 receptort laboratorniho potkana stanovenym na 1,8 puM OLDA
v buné¢énych kulturach (Szolcsanyi et al., 2004) a ECso pro tepelnou hyperalgezii
stimulovanou subkutanni injekci OLDA do planty pedis rovnéz laboratorniho potkana
zmétenym na 34,5 uM OLDA (Chu et al., 2003). V Gvahu je nezbytné brat odlisné
experimentalni podminky a zptisob aplikace v jednotlivych studiich. Ug¢innost OLDA
pti aktivaci lidskych TRPV1 receptori je pfitom vyznamné vyssi, ECso bylo stanoveno
na pouhych 36 nM (Chu et al., 2003).

Specificitu aktivace TRPV1 receptori pomoci OLDA jsme V nasich pokusech
potvrdili zablokovanim odpovédi prostfednictvim dvou kompetitivnich antagonistl

TRPV1 receptorit SB 366791 a BCTC. Zatimco SB 366791 je vysoce selektivni
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antagonista TRPV1 receptori, BCTC muze inhibovat navic jesté jeden receptor z TRP
rodiny, a to melastatinovy TRPMS, ktery je rovnéZ exprimovan v neuronech spinalnich
ganglii (Weil et al., 2005). Uginek aplikace BCTC na frekvenci mEPSC na misnich
neuronech v naSich akutnich fezech byl shodny s G¢inkem selektivniho antagonisty
TRPV1 receptori SB 366791. Ztoho vyplyva, ze zvySeni frekvence mEPSC po
aplikaci OLDA bylo zprostfedkovano TRPV1 receptory.

Endogenni agonist¢é TRPVI1 receptori jsou casto také ligandy receptort
kanabinoidnich. Aktivace daného typu receptoru je pak zavisla na koncentraci agonisty.
OLDA muze také aktivovat kanabinoidni CB1 receptory, ale je pouze jejich slaby
agonista. V porovnani s NADA, dfive charakterizovanym endogennim agonistou
TRPV1 receptortl, je OLDA u¢inngjsim a selektivnéjsim agonistou TRPV1 oproti CB1
receptorum (Chu et al., 2003). Ptedpodkladame, Ze v naSich pokusech pravdépodobné
nehrala aktivace CB receptord vyznamnou roli. MiSni receptory in vivo mohou byt
aktivovany i jinymi potencialnimi endogennimi agonisty TRPV1 receptord, zvlasté za
patologickych podminek, kdyz vzriista jejich senzitivita. Jeden z ptipadnych kandidati
je anandamid, ktery naopak ve vysoké koncentraci aktivuje TRPV1 receptory a
nasledné zvysuje vylev neuropeptidl, pfitom v nizké koncentraci ma diky aktivaci CB
receptort antinociceptivni ucinky (Tognetto et al., 2001; Jennings et al., 2003; Horvath
et al., 2008). Aktivace TRPV1 a CB receptorti miize pusobit protichidné, aktivace
TRPV1 receptort je spiSe excitacniho charakteru a aktivace CBI1 receptorti zptisobuje
presynaptickou inhibici postsynaptickych excita¢nich proudid v zadnim rohu miSnim
(Morisset a Urban, 2001). Kooperace mezi vaniloidnimi TRPV1 a kanabinoidnimi CB1
receptory mize mit vyznamnou ulohu v modulaci nociceptivniho pfenosu na misni
urovni, zvlasté kdyz vétsina znamych endogennich agonistt TRPV1 receptori aktivuje

oba typy receptor.

1.2.  Utinek aplikace forbolesteru a bradykininu

Forbolestery jsou vysoce uc¢innymi aktivatory PKC, jeZ na mis$ni urovni maji
vyznamné modula¢ni ucinky. Po aplikaci forbolesteru miize dochazet k senzitizaci
neurontl spinothalamické drahy (Palecek et al., 1994), indukci mechanické allodynie a
tepelné hyperalgezie, coZ je spojeno se zvySenym vylevem excitacnich aminokyselin

(Palecek et al., 1999a). V miSnich fezech, ve shod¢ snasimi vysledky, aplikace
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forbolesteru zvysuje frekvenci mEPSC (Hori et al., 1996). V kulturach embryonalnich
neuronti spindlnich ganglii a neuronti zadniho rohu miSniho laboratorniho potkana
aplikace forbolesteru také zvysila frekvenci mEPSC, ale nezavisle na aktivaci PKC
(Sikand a Premkumar, 2007). Takovéto zefektivnéni glutamatergniho synaptického
prenosu muze byt zplisobeno pfimym pisobenim na presynaptické proteiny, které ve
vysledku ovlivni vylev pfenasece ze synaptickych vacka (Rhee et al., 2002; Lou et al.,
2005). Ve vyse zminéné neuronalni kultufe forbolester indukoval senzitizaci
presynaptickych TRPV1 receptorti v zavislosti na PKC, takze mohly byt aktivovany
télesnou teplotou 37°C (Sikand a Premkumar, 2007). To je V naprostém souladu
s predchozim zjisténim, ze forbolester v bunéénych kulturach zesiluje odpovédi
zprostiedkované TRPV1 receptory (Premkumar a Ahern, 2000; Vellani et al., 2001).
Aplikace forbolesteru naneurony spinalnich ganglii také indukovala zvySeni
koncentrace agonisty TRPV1 receptori anandamidu, coz mize vést k amplifikaci
signalni kaskady (Vellani et al., 2008). V nasi studii zpusobila aplikace forbolesteru
zvySeni frekvence mEPSC na neuronech v zadnim rohu misnim. Nasledna aplikace
nizké koncentrace OLDA evokovala dal§i robustni narst frekvence mEPSC. To
naznacuje, ze kiivka koncentracni zavislosti aktivace TRPV 1 receptorti prostfednictvim
OLDA byla posunuta doleva, podobn¢ jako kapsaicinem vyvolané proudy snimané na
neuronech spinalnich ganglii v kulturach po aplikaci forbolesteru (Vellani et al., 2001).

Forbolestery jsou velmi G¢innymi exogennimi aktivatory PKC (Castagna et al.,
1982), jejichz aplikace ovliviiuje funkci TRPV1 receptori. Abychom se piiblizili k in
vivo podminkam, pouzili jsme k senzitizaci TRPV1 receptord endogenni latku
bradykinin (Premkumar a Ahern, 2000), ktery je lokdlné produkovan v misté
perifernitho zanétu. Navic bylo prokazéno, Ze po aktivaci nociceptorl intraplantarni
injekei kapsaicinu se koncentrace BK v miSe vyznamné zvySuje (Wang et al., 2005a).
Aplikace BK v nasich pokusech indukovala velmi vyrazné zvySeni frekvence a
amplitudy mEPSC. To je v souladu s nedavnym zjisténim Wanga et al. (2005a), ze BK
ovliviiuje  synapticky pfenos v superficidlni oblasti zadnitho rohu miSniho
presynaptickymi 1 postsynaptickymi mechanizmy. Presynapticky ptlisobi pies
bradykininové receptory B2, jejichZ aktivace vede ke zvySenému vylevu glutamatu. Na
neurondlnich kulturach bylo prokazano, ze BK zvySuje frekvenci mEPSC a senzitizuje
odpovédi po aplikaci kapsaicinu v zévislosti na PKC (Sikand a Premkumar, 2007).
Postsynapticky BK opét pies B2 receptory zvySuje proudy zprosttedkované
glutamatovymi AMPA a NMDA receptory v laminé II v zavislosti na aktivaci PKA a
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PKC (Kohno et al., 2008). In vivo je mozné bradykininem indukovat tepelnou
hyperalgezii pomoci jeho intraplantarni aplikace. Tato BK indukovand hyperalgezie je
zavisla na TRPV1 receptorech, protoze u TRPV1 knock out mysi se nerozviji (Chuang
et al., 2001). Tepelnou hyperalgezii lze ovSem vyvolat i intratekdlni aplikaci BK
(Kohno et al., 2008). Na BK indukované tepelné hyperalgezii se tedy podili periferni i
centralni mechanizmy. NaSe méfeni ukazala, ze po piisobeni BK vede aplikace nizké
koncentrace OLDA ke zvySeni frekvence mEPSC. Vzestup frekvence téchto
excitanich proudl je tedy pravdépodobné podminén aktivaci senzitizovanych
presynaptickych TRPV1 receptorti. Na zaklad¢ publikovanych studii by mohla BK
drah, které mohou zahrnovat aktivaci PKC (Cesare et al., 1999; Sugiura et al., 2002;
Sikand a Premkumar, 2007), fosfolipazy C, inozitol trifosfatu a diacylglycerolu
(Burgess et al., 1989; Ferreira et al., 2004), fosfolipazy A2 a generovani metabolitti
lipoxygenazy (Hwang et al., 2000; Shin et al., 2002) nebo aktivaci cyklooxygenazy
(Tang et al., 2004). Nase vysledky ukazuji moznost zvySeni citlivosti misnich TRPV1
receptoru forbolesterem nebo BK k nizké koncentraci endogenniho agonisty. Z toho
vyplyva, Ze za in vivo podminek by mohlo dochazet k podobné senzitizaci TRPV1
receptori diky aktivaci PKC anebo PKA rGznymi neurozanétlivymi molekulami.
Zvysena citlivost TRPV1 receptori k endogennim agonistim by mohla modulovat

nociceptivni synaptickou aktivitu na misni trovni.

1.3. Ovlivnéni mEPSC teplotou lazné

Rada naSich pokusii probihala za kontrolované teploty extracelularniho
snimaciho roztoku a jejtho udrzovani na 24°C. V nékterych sériich experimentti byla
teplota zvySena na 34°C tak, aby se pfibliZila normélni fyziologické teploté téla. Od
pivodniho zdméru snimat proudy pfii teploté 37°C jsme upustili, protoZe bylo technicky
velmi obtizné provést méfeni se standardnimi parametry v pribéhu celého
experimentalniho protokolu. ZvySeni teploty extracelularniho roztoku z 24°C na 34°C
vyustilo v dramatické zvySeni frekvence mEPSC a jejich amplitudy. Zmény navozené
teplotou byly pravdépodobné zplsobeny presynaptickymi 1 postsynaptickymi
mechanizmy. Velikost nartistu frekvence i amplitudy miniaturnich prouda byla velmi

podobna za kontrolnich i riznych experimentalnich podminek (CTRL, OLDA, PMA,
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OLDA). To naznacuje, Ze presynapticky mechanizmus nezahrnoval aktivaci TRPV1
receptort, ale pti¢inou mohlo byt zvySeni vylevu pfenasSeCe zplsobené zménami v
kinetice exocytézy a endocytdzy synaptickych vackt (Yang et al., 2005); snizeni
energetickych narokt na fuzi synaptickych vacki, ktera je nezavisla na Ca** a nebo
zvySeni rychlosti opétovného plnéni synaptickych vackt (Pyott a Rosenmund, 2002).
Na postsynaptickych mechanizmech se mohla podilet akcelerace reak¢éni kinetiky
AMPA receptord, takze se kanal AMPA receptoru mohl otevirat s vyssi
pravdépodobnosti ve vysokovodivostnim otevieném stavu (Postlethwaite et al., 2007).
Je dobfe znamo, ze teplotni prah pro aktivaci TRPV1 receptord je vyrazné
snizen po fosforylaci receptoru. Za kontrolnich podminek jsou TRPV1 receptory
exprimované v kultute HEK bunck aktivovany ptiblizné pii 43°C. Ptitom aplikace
bradykininu nebo forbolesteru miize zajistit otevieni kanalli jiz pii teploté 32°C
(Sugiura et al., 2002). Aktivace presynaptickych TRPV1 receptort pti 37°C po aktivaci
PKC byla prokazana v embryonalnich kulturach neuront spinalnich ganglii s neurony
zadniho rohu miSniho (Sikand a Premkumar, 2007). ZvySeni frekvence mEPSC
aplikovanym OLDA po ptfedchozi stimulaci forbolesterem dosahlo v nasich pokusech
obdobné urovné pii teplot¢ 24°C 1 34°C. Z toho vyplyva, Zze nedoSlo k vyznamné
aktivaci TRPV1 receptort, ktera by byla indukovéana zvySenim teploty lazné¢ na 34°C.
Pravdépodobné byla teplota nasi lazn€ pod aktivacnim prahem pro TRPV1 receptory i
po aktivaci PKC. Nelze vSak vyloucit ani funk¢ni rozdily TRPV1 receptorti a celého

presynaptického aparatu mezi odliSnymi experimentalnimi modely, jako jsou misni

vvvvvv

1.4.  Uloha mi¥nich TRPV1 receptori p¥i perifernim zinétu

Vyznam miSnich TRPV1 receptori v modulaci nociceptivni signalizace
pfedevSim v patologickych bolestivych stavech ziskava v poslednich letech stale vice
pozornosti a také experimentdlnich dikazi. Po vyvolani periferniho zanétu byla
prokazana zvySend exprese TRPVI1 receptorti (Luo et al.,, 2004) a mRNA pro tyto
receptory v zadnim rohu mi$nim (Tohda et al., 2001). V takto navozenych podminkach
zablokoval intratekalné aplikovany antagonista TRPV1 receptorti tepelnou hyperalgezii

(Cui et al., 2006; Luo et al., 2008). Ukazuje se, ze TRPV1 receptory mohou modulovat

vvvvvv
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s perifernim zanétem byla redukovéna aplikaci antagonisty TRPV1 receptorti, jak
vyplynulo ze sledovani odpovédi mi$nich neuronti s Sirokym dynamickym rozsahem na
lehké taktilni podnéty (McGaraughty et al, 2008). Aplikace antagonisty TRPV1
receptorti na miSni fezy ze zvirat s perifernim zanétem inhibovala glutamatergni pienos
S vyuzitim presynaptického mechanizmu (Lappin et al., 2006). Nase vysledky poskytuji
diikkazy o zvySené citlivosti miSnich zakonceni primarnich nociceptivnich neuront k
endogennimu agonistovi TRPV1 receptorti po vyvolani periferniho zdnétu. Na zvyseni
citlivosti se mohlo podilet mnoho faktori napf. zvySeni hladiny prozanétliveho
medidtoru bradykininu v miSe, nasledna fosforylace TRPV1 receptori anebo zvySeni
jejich exprese v bunkach spinalnich ganglii. Senzitizace misnich TRPV1 receptort
béhem patologickych podminek se ukazuje byt vyznamnym mechanizmem, ktery je
zahrnut v modulaci nociceptivniho synaptického pfenosu v zadnim rohu miSnim.

Zacileni prave na tyto miSni TRPV1 receptory ma velky potencial pro 1é¢bu bolesti.

2. Uloha cytokinu TNFa v nociceptivnim synaptickém pienosu v miSe

Cytokin TNFa je zapojen do mechanizml podminujicich nékteré stavy
chronické bolesti. Jeho koncentrace se zvySuje lokdln¢ v misté periferniho
neurogenniho zanétu, proto byl zafazen mezi mediatory zanétu. K jeho nadprodukci
ovSem dochazi také ve spindlnich gangliich a mise, kde je hojné¢ uvoliovan
zmnozenymi aktivovanymi gliovymi bunkami pfi perifernim zdnétu nebo neuropatii
(Winkelstein et al., 2001; Schafers et al., 2003a; Ohtori et al., 2004; Raghavendra et al.,
2004). V naSich pokusech jsme zkoumali vliv TNFa na excitaéni synapticky pienos
Vv superficidlni oblasti zadniho rohu misniho a jeho modulaci funkce TRPV1 receptord,
které maji klicovou tlohu v nociceptivni signalizaci. Aplikace nizké koncentrace
endogenniho agonisty TRPV1 receptori OLDA, ktera za kontrolnich podminek
nestimuluje zvySeni frekvence mEPSC, zvysila frekvenci mEPSC na neuronech
v fezech inkubovanych v extracelularnim roztoku obohaceném o cytokin TNFa.
Endogennim agonistou TRPV1 receptori stimulovany akutni vzestup frekvence
mEPSC byl pozorovan u 10 ze 16 snimanych neuronti (~60%), pfitom 13 téchto
neuront (~80%) reagovalo na stimulaci vysoce u¢innym agonistou TRPV1 receptoril

kapsaicinem. Tyto miSni neurony pravdépodobné mely vstupy z kapsaicin
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senzitivnich primarnich aferentnich vlaken exprimujicich TRPV1 receptory. Amplituda
mEPSC nebyla aplikaci OLDA ovlivnéna.

Primérnd zékladni frekvence mEPSC z celkového poctu snimanych neuront
z fezi inkubovanych v TNFa se vyznamné neliSila od zakladni kontrolni frekvence
mEPSC bez jakékoli experimentalni aplikace na neuronech v kontrolnich fezech. Je
zajimavé, ze zakladni kontrolni frekvence mEPSC u populace neuronti zadniho rohu
misniho, ktera pfijima aktivitu z kapsaicin senzitivnich primarnich aferentnich vlaken,
byla vyznamné vys$i v fezech inkubovanych v TNFa nez u stejné populace neuronti
Vv fezech kontrolnich. Pfitom nebyl zjistén zadny rozdil v primérné amplitudé mEPSC.

3 ze 13 neuronit (~23%) v superficialni oblasti zadniho rohu misniho
inkubované v TNFa nereagovaly na aplikaci nizké koncentrace OLDA zvySenim
frekvence mEPSC, 1 kdyZ na jejich presynaptickych kontaktech byly exprimovany
TRPV1 receptory, jak bylo ovéteno aplikaci kapsaicinu. Je pravdépodobné, Ze na
téchto centralnich zakoncenich primarnich aferentnich vldken nebyly exprimovany
receptory pro TNFa, jejichz aktivace zajistovala citlivost k vyrazné nizsi koncentraci
endogenniho agonisty TRPV1 receptort.

Utinek TNFo mize byt zprostfedkovan aktivaci dvou receptortt TNFR1 (p55) a
TNFR2 (p75). V neuronech spinalnich ganglii byly detekovany oba typy TNFa
receptord, jejichZz mnozstvi se podstatné zvySuje v patologickém stavu (Shubayev a
Myers, 2001; Pollock et al., 2002; Schafers et al., 2003b; George et al., 2005). Pozd¢jsi
studie zpochybnily expresi TNFR2 receptori na neuronech spindlnich ganglii a
lokalizovaly ji vyhradné do jinych buné€k nez neurond (Li et al., 2004; Inglis et al.,
2005). Je mozné, Ze exprese TNFR2 receptort je za normalnich podminek na hranici
detekovatelnosti, pfitom hojny pocet TNFR1 receptorti na neuronech spindlnich ganglii
neni obtizné soucasnymi metodickymi piistupy identifikovat.

V zadnim rohu miSnim byly TNFR1 receptory hojné¢ detekovdny pravé na
centrdlnich vybézcich neuronii spindlnich ganglii (Holmes et al., 2004). Ke zvySené
expresi TNFR1 receptoru opét dochdzi pfi nekterych patologickych stavech bolesti,
takZe se stavaji detekovatelnymi i na miSnich neuronech, mikrogliich, astrocytech a
oligodendrocytech (Li et al., 2004; Ohtori et al., 2004; Xu et al., 2006). Receptory
TNFR2 byly detekovany rovnéz za patologickych podminek pfi poranéni michy na
gliich a miSnich neuronech, na kterych byly lokalizovany vZdy postsynapticky (Yan et
al., 2003). Stézejni tloha aktivace TNFR1 receptoru za patologickych podminek byla

demonstrovana na experimentdlnim modelu neuropatické bolesti, kdy byla pomoci
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neutralizacnich protildtek pro TNFR1 receptor redukovéana tepelnd hyperalgezie a
mechanickd allodynie (Sommer et al., 1998). Spole¢na exprese mRNA pro TNFR1 a
TRPV1 receptory na neuronech spinalnich ganglii byla také demonstrovana (Li et al.,
2004). Zvyseni frekvence mEPSC pomoci OLDA na mi$nich neuronech inkubovanych
v TNFa v naSich pokusech poukazuje na presynapticky mechanizmus ptisobeni. Nami
receptorti na centralnich zakoncenich primarnich aferentnich vlaken.

Na neuronech spindlnich ganglii v kultufe bylo zjiSténo, Ze dlouhodobé (48h)
pusobeni TNFa vede ke zvySeni poctu TRPV1 imunopozitivnich neuronti. Tato
zvySena exprese TRPV1 receptori byla zavisla na TNFRI1 receptorech, jak bylo
prokazano pomoci neuronll spinalnich ganglii izolovanych z TNFR1” knock out mySi
(Hensellek et al., 2007). To je v souladu s pifedchozim pozorovanim zvysSeného poctu
neuronll spindlnich ganglii znacenych kobaltem po aktivaci TRPV1 receptoril
kapsaicinem, k ¢emuz dochazelo pouze v piipadé, pokud byl do kultivaéniho média
piidan na 24h TNFa (Nicol et al., 1997). Cytokin TNFa v této kultuie zvysil citlivost
senzorickych neuront ke kapsaicinu, a to jiz po 4h pusobeni. U trigeminalnich neuronti
byla také pozorovana zmeéna fenotypu po pusobeni TNFa, pfitom zvySena exprese
TRPV1 receptort byla spojena se zvysenym vylevem CGRP po stimulaci kapsaicinem
(Khan et al., 2008). Zdvojnasobeni mnozstvi mRNA pro TRPV1 receptory bylo patrné
jiz po 30 min inkubaci v TNFa. Kromé tohoto dlouhodobého efektu zavislého na
transkripci doslo ke zvySeni kapsaicinem stimulované intracelularni akumulace Ca®*
iontd, kterému predchéazela pouze kratka (5 min) inkubace v TNFa (Khan et al., 2008).

Rychly u¢inek TNFa na synapticky pfenos v superficialni oblasti zadniho rohu
miSniho byl zaznamenan také skupinou Kawasakiho et al. (2008), kterd ukazala, Ze
akutni aplikace TNFa zvySuje u nékterych neuronti v laminé II frekvenci spontdnnich
EPSC (8 neurontl ze 14) bez ovlivnéni jejich amplitudy a také zvySuje uc¢innost prouda
stimulovanych AMPA (5 neuronil z 9). Pfitom vys$i Gi€innost proudii stimulovanych
NMDA byla pozorovana u vSech snimanych neuronti. ZvySeni frekvence sEPSC i
mEPSC pii akutni aplikaci TNFa potvrdili Youn et al. (2008b), kteti ovSem v rozporu
s predchozimi vysledky demonstrovali TNFa stimulované zvySeni frekvence sIPSC.
Zajimavé bylo, Ze u monosynaptickych EPSC evokovanych stimulaci Ad a C vlaken
byla plisobenim TNFa dlouhodob& sniZzena amplituda, pfitom stejnd aplikace TNFa
zvysila G€innost polysynaptickych EPSC evokovanych stimulaci Ad vldken. Tyto
evokované proudy byly vyznamné redukovany inhibici vazby TNFa na TNFRI
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receptor. Pfi méfeni celkové neurondlni excitace v zadnim rohu miSnim pomoci
fluorescencni barvy citlivé k malym zméndm napéti doslo k jejimu zvyseni pisobenim
TNFa (Ikeda et al., 2007). Na rozdil od dospélych laboratornich potkani dochézi u
mlad’at (P9-11) k modulaci excita¢niho synaptického pienosu pomoci TNFa az za
patologickych podminek, coz bylo ukazdno na modelu periferni neuropatie (Li et al.,
2009). Je tedy pravdépodobné, ze modulace nociceptivni signalizace v zadnim rohu
miSnim pisobenim TNFa je zavisla na vyvojovém stadiu zvifete.

Z ptedchozich a naSich vysledki vyplyva, ze TNFoa indukovand modulace
excitaéniho synaptického ptenosu v zadnim rohu mi$nim je komplexné¢ podminéna jak
rychlymi mechanizmy, tak pomalymi zménami zavislymi na transkripci. Klicové
procesy pusobeni TNFa v nasich pokusech ziejmé probihaji v presynaptické Casti na
centralnich zakoncenich neuronti spindlnich ganglii. Mluze zde dochazet k regulaci
exprese TRPV1 receptorti a jejich citlivosti k agonistim, coz vede ke zvySenému
vylevu glutamatu. Pravdépodobné dochazi i ke zméndm v postsynaptické Casti, ale
jejich mechanizmy nejsou dosud objasnény. Jednou z moznosti je aktivace CCR2
receptord pro chemokin MCP-1 na miSnich neuronech, coz vede nejen ke zvysSené
uc¢innosti sEPSC, ale i1 potenciaci AMPA a NMDA proudid (Gao et al., 2009).
Dramatické zvySeni koncentrace MCP-1 v miSe muze byt stimulovano injekci TNFa do
michy (Gao et al., 2009).

K podstatnym zménam dochazi v zadnim rohu miSnim za patologickych
podminek, jak bylo demonstrovano v celé fad¢ studii vyuzivajicich rtizné modely
neuropatické bolesti. Pfi neuropatii je synapticky pienos vyrazné citlivéjsi k regulaci
TNFa. Zakladnim pfedpokladem pro uplatnéni regulace pomoci TNFa je zvyseni jeho
produkce a zaroven exprese predevsim TNFR1 receptoru, ale i receptoru TNFR2.

Z literatury jsou znadmy dal$i mozné zptsoby regulace cytokinem TNFa, které
by mohly mit dopad na synapticky ptenos v miSe. Napft. Jin a Gereau (2006) pozorovali
pti aplikaci TNFa na neurony spindlnich ganglii v kultufe zvySeni TTX rezistentnich
Na* proudi, které bylo zavislé na TNFRI receptorech. I dalsi kanaly exprimované na
neuronech spindlnich ganglii mohou byt regulovany aplikaci TNFa. Bylo prokazano
TNFo stimulované zvyseni proudu zprostfedkovaného napétim aktivovanymi Na®
kanaly a snizeni proudu zprostiedkovaného napétim aktivovanymi Ca®* kanaly
(Czeschik et al., 2008). V piipadé napétim aktivovanych Ca®* kanalii byl proud
modulovan kapsaicinem a tento proces byl také senzitizovdn cytokinem TNFa

(Hagenacker et al., 2010). ATP stimulované odpovédi aferentnich vladken v nervus
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vagus byly zase zesileny prostfednictvim TNFa otevienim ryanodinovych kanalti na
endoplazmatickém retikulu a snim spojenym zvySenim Ca®* jontd v cytoplazmé
(Rogers et al., 2006). Pollock et al. (2002) ukazali, ze aktivace TNFR mobilizuje
intracelularni zasobarny Ca®*, které jsou zavislé na ryanodinu. Se zdsobarnami Ca®'
mohou byt spojeny jak TNFR1, tak TNFR2 receptory, jimi aktivované signalni drahy
se vSak lisi. Neuromodula¢ni ucinky TNFa s dopadem na synapticky pienos byly
popsany i v mozku (Beattie et al., 2002; Bernardino et al., 2005; Stellwagen a Malenka,
2006), mechanizmy ptisobeni TNFa vSak nemusi byt v riznych oblastech CNS totozné.

3. Modulace excita¢nich postsynaptickych AMPA proudi inzulinem v zadnim

rohu miSnim

NaSe vysledky naznacuji moznou regulaci synaptické aktivity v miSe
prostiednictvim inzulinu. S vyuzitim elektrofyziologickych metod jsme stimulovali
primarni aferentni vldkna a tim evokovali monosynaptické nebo polysynaptické AMPA
EPSC na neuronech v superficialni oblasti zadniho rohu mi$niho v akutnich lumbalnich
fezech. Monosynaptické odpovédi vznikaly stimulaci jediného primarniho aferentniho
vlakna, které projikovalo pfimo na snimany neuron. V piipadé soucasné stimulace
n¢kolika primarnich aferentnich vladken stejného typu mohlo dojit na miSnim neuronu
k souc¢tu amplitud excita¢nich proudti evokovanych ve stejném case. Polysynaptické
odpovédi mohly zahrnovat stimulaci jednoho primarniho aferentniho vlédkna, které
aktivovalo excita¢ni interneurony projikujici na snimany neuron. Inhibi¢ni synapse
pfitom byly zablokovany relevantnimi antagonisty. Mohlo byt také stimulovéano
nékolik primarnich aferentnich vlaken, ktera bud’ pfimo projikovala na snimany
neuron, nebo aktivovala excitani interneurony, jejichz aktivita ptichdzela do
presynaptické ¢asti snimaného neuronu.

Evokované  EPSC  byly zcela  blokovany  aplikaci  antagonisty
AMPA/kainatovych receptori CNQX 1 selektivniho antagonisty AMPA receptoril
GYKI 52466. Selektivni antagonista kainatovych receptordt SYM 2081 evokované
excitacni proudy neovlivnil. Z toho vyplyva, Ze snimané EPSC byly zprostfedkovany
AMPA receptory, podobné jako ve studii provedené na misnich neuronech v fezech z

dospélych laboratornich potkanti (Park et al., 2009).
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3.1.  Vyvojové zmény perifernich aferentnich vliken a AMPA receptori

Nase pokusy byly provadény na mlad’atech laboratorni mysi v obdobi mezi P6-
10. Vyvoj centralniho a periferniho nervového systému u savcll neni po narozeni
dokongen. Rada praci se v minulosti zabyvala zkoumanim vyvojovych zmén u
laboratorniho potkana. Bylo zjisténo, ze kozni polymodalni nociceptory stimulované
mechanickymi, chemickymi a tepelnymi podnéty mohou byt aktivovany jiz po narozeni
v PO (Fitzgerald, 1987). Primarni nociceptivni vlakna, kterd exprimuji TRPVI
receptory, utvareji funkéni synapse s neurony V superficidlni oblasti zadniho rohu
misniho jiz od narozeni, ale jejich Gi¢innost stoupa mezi P5 a P10 (Baccei et al., 2003).
Zatimco kratce po narozeni je projekce A vlaken rozptylena do celého zadniho rohu
miSniho, tak jiz od P22 jsou centralni zakonceni A vlaken koncentrovana v laminach I1I
- V stejné jako u dospélych potkant (Fitzgerald et al., 1994). Vodivost A vldken se
zvySuje asi 4,5krat od P3 do P21 (Jennings a Fitzgerald, 1998). Pokud budeme
ptedpokladat obdobnou maturaci nervové tkané u mlad’at laboratorni mys$i, miiZzeme u
pokusnych zvitat v nasi studii (P6-10) uvazovat o rozsahlejsi projekci AP vldken do
superficidlni oblasti zadniho rohu misniho a o nedokonc¢ené myelinizaci primarnich
aferentnich vlaken. V takovém piipadé je obtizné rozliSovat aktivaci jednotlivych typt
primarnich aferentnich vladken elektrickou stimulaci. Nami pouzity stimula¢ni puls
pravdépodobné aktivoval C a Ad spolecné s AB primarnimi aferentnimi vlakny.
Prestoze vétSina superficidlnich neuroni zadniho rohu misniho se podili na
nociceptivnim pienosu, nemizeme vyloucit, Ze inzulinem navozené zmény velikosti
AMPA proudt po eventudlni stimulaci AB vlaken v naSem preparatu ovlivnily pfenos i
ostatnich senzorickych modalit, které bézné k nociceptivnimu drazdéni nevedou.

AMPA receptory rovnéz podléhaji vyraznym vyvojovym zménam. Jakowec et
al. (1995a,b) ukazali, Ze nejhojnéji exprimované podjednotky AMPA receptoril
Vv zadnim rohu miSnim GluR1 a GluR2 jsou pfitomny napfi¢ michou ve vétSim
mnozstvi u mlad’at laboratorniho potkana P7 ve srovnani s dospélymi zvifaty.
V superficialni oblasti zadniho rohu misniho dochazi béhem vyvoje k dramatickému
poklesu poctu obou téchto podjednotek AMPA receptoru, piitom GluR1 je redukovéana
vyraznéji v porovnani s GluR2 podjednotkou. U mlad’at v obdobi mezi P6 a P14 je
GluR2 podjednotka vice koncentrovana v lamin¢ II; (Engelman et al., 1999) podobné
jako u dospélych laboratornich potkanti (Tolle et al., 1993; Popratiloff et al., 1996;
Yasaka et al., 2009) a mysi (Hartmann et al., 2004). AMPA receptory, které nemaji ve
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své struktufe zabudovanou podjednotku GluR2, jsou propustné pro Ca?* jonty. Funkéni
AMPA receptory propustné pro Ca®* jsou u mladat lokalizovany v laminach I a II
(Engelman et al., 1999). Zmény v poméru podjednotek GluR1/GluR2 béhem vyvoje
mohou ovliviiovat poet AMPA receptorii propustnych pro Ca?*. K regulaci poétu
AMPA receptorii propustnych pro Ca?* nedochazi pouze b&hem vyvoje, ale také pri
patologickych stavech bolesti (Hartmann et al., 2004; Katano et al., 2008; Vikman et
al., 2008; Youn et al., 2008a). Zména podjednotkového slozeni synaptickych AMPA
receptor po aplikaci inzulinu mize mit podstatnou ulohu v regulaci nociceptivni

signalizace na miSni urovni.

3.2.  Exprese AMPA receptoru a inzulinem navozené sniZzeni AMPA proudi

U 75% nédmi snimanych neuronti v superficialni oblasti zadniho rohu misniho
doslo po aplikaci inzulinu k depresi evokovanych AMPA EPSC. Pfitom velikost
AMPA EPSC u zbyvajicich 25% neuront po aplikaci inzulinu ziistala neovlivnéna.
V neuronech zadniho rohu miSniho byla hojné detekovdna mRNA pro inzulinovy
receptor (IR) na rozdil od pozitivniho znaceni samotnych IR, které bylo detekovano
piedev§im v laminach Va X (Sugimoto et al., 2002). Exprese IR v neuronech
spinalnich ganglii byla rovnéz potvrzena (Baiou et al., 2007), ale jejich ptfitomnost na
centralnich zakonCenich neuroni spindlnich ganglii prokazana nebyla. Nami
pozorovanad inzulinem indukovand deprese AMPA EPSC poukazuje na rozsahlou
kolokalizaci IR a AMPA receptori na snimanych neuronech. Je pravdépodobné, ze
translace mRNA pro IR a nasledné sestaveni funk¢nich receptorti neprobiha pouze v
neuronech laminy V a X, ale rovnéz v superficialni oblasti zadniho rohu mi$niho.

Ze studii provedenych na hipokampalnich neuronech je znamo, Ze pro
inzulinem stimulovanou internalizaci AMPA receptori je nezbytnd fosforylace
tyrozinu na intracelularnim konci GluR2 podjednotky (Ahmadian et al., 2004). Pokud
budeme uvaZovat o uplatnéni stejného mechanizmu také v mise, tak neurony reagujici
na stimulaci inzulinem v nasich pokusech exprimuji v postsynaptické membrané
AMPA receptory s alesponi jednou GIuR2 podjednotkou. V zadnim rohu mi$nim je
dominujici podjednotkou AMPA receptorti pravé GluR2 (Tolle et al., 1993; Popratiloff
et al, 1996). Také vétSina synapsi s AMPA receptory v zadnim rohu miSnim je

spojovana s expresi GluR2 podjednotky (Nagy et al., 2004). Za patologickych
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podminek miize byt mnozstvi GluR2 podjednotek na synapsich regulovano. Bylo
prokazano, ze pii hyperalgezii vyvolané perifernim zanétem dochazi k internalizaci
synaptickych GIluR2 a inzerci GluR1 podjednotek a s timto mechanizmem regulace je
spojen zvyieny prinik Ca’* skrze AMPA receptory v zadnim rohu mi$nim (Katano et
al., 2008; Park et al., 2009). Pfitom nedochéazi ke zméndm v celkové expresi AMPA
receptort, pouze k jejich redistribuci (Park et al., 2008). Pomér GluR1 podjednotek ke
GluR2/3 miaze byt pti hyperalgezii vyznamné zvySen na synapsich tvofenych
pfedevsim centralnimi zakon¢enimi C vlaken a miSnimi neurony (Larsson a Broman,
2008). Neurony, které v naSich pokusech nereagovaly na aplikaci inzulinu zménou
velikosti AMPA EPSC bud’ nemaji GluR2 podjednotky zabudované ve struktuie
AMPA receptort lokalizovanych v postsynaptické membrang, anebo neexprimuji IR.
Nase hypotéza zahrnuje inzulinem stimulovanou internalizaci AMPA receptort jako
hlavni faktor podminujici depresi AMPA EPSC. Nelze vsak vyloucit, Ze se na depresi
proudi podili 1 jiné formy modulace AMPA receptori, jako regulace jejich
biofyzikalnich vlastnosti, kdy mize dochazet ke sniZzeni afinity receptoru ke glutamatu,
pravdépodobnosti otevirani kanalu nebo vodivosti.

Z literatury je znamo, ze inzulin muze regulovat funkci TRPV1 receptori
exprimovanych na neuronech spinalnich ganglii. Aplikace inzulinu (1 uM) na tyto
neurony v kultufe zvysila senzitivitu TRPV1 receptori a zpusobila jejich inzerci do
plazmatické membrany (Van Buren et al., 2005). Moznost piimé aktivace TRPV1
receptort inzulinem byla demonstrovana metodou zna¢eni neurond spinalnich ganglii
prunikem kobaltu kandlem TRPV1 receptoru do bun¢k po aplikaci inzulinu (10 uM;
Sathianathan et al., 2003). Na zaklad¢ téchto poznatki a za predpokladu, ze IR
receptory jsou exprimovany na centrdlnich zakoncenich primarnich nociceptivnich
neurontt spole¢né s TRPV1 receptory by mohla aplikace inzulinu regulovat funkci
miSnich TRPV1 receptori a tak ovlivilovat uvoliiovani glutamatu z primarnich
nociceptivnich vlaken. Usuzujeme, Ze v nasich pokusech k ovlivnéni presynaptickych
TRPV1 receptorti inzulinem nedochazelo. Vezmeme-li v uvahu nezbytnost navyseni
koncentrace aplikovanych latek na akutni fezy vzhledem k bunéénym kulturdm
>10krat, aby bylo dosaZzeno daného Uc¢inku, tak ndmi aplikované koncentrace inzulinu
0,5 a 10 uM s vysokou pravdépodobnosti TRPV1 receptory neaktivovaly. Senzitizaci
TRPV1 receptorit 10 pM inzulinem vyloucit nelze, ale k jejich aktivaci patrné nedoslo
ani v tomto pripadé, protoze nebyl aplikovan zadny agonista TRPV1 receptort. Navic

byla odpovéd’ vyvolana 0,5 a 10 uM inzulinem shodna, na ndmi pozorovaném snizeni
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velikosti AMPA EPSC po aplikaci inzulinu se tedy ziejmé TRPV1 receptory
nepodilely.

3.3. Molekuldrni podstata inzulinem stimulované deprese AMPA proudii

Internalizace AMPA receptorti byla v kultufe bun¢k izolovanych z mozecku
pozorovana i po stimulaci inzulinu podobnym rtstovym faktorem I (insulin-like growth
factor I, IGF-1; Wang a Linden, 2000). Autofi studie se domnivaji, Ze internalizace
AMPA receptori vyvoland pomoci IGF-I je zprostfedkovana stejnym mechanizmem
jako pii stimulaci inzulinem. Transkripty mRNA pro IGF-I receptor jsou rovnéz
exprimovany v lumbalni oblasti michy laboratorniho potkana (Bitar et al., 1996).
Inzulin mtize kompetovat s IGF-I pti vazbé na IGF-I receptor, ale pouze s 1% ucinnosti
hlavniho agonisty IGF-1 (Rosenfeld et al., 1985). V nasich pokusech mohla vysoka 10
UM koncentrace aplikovaného inzulinu aktivovat inzulinové i IGF-I receptory. ProtoZe
jsme nenalezli rozdil mezi t¢inkem 0,5 uM a 10 uM koncentraci inzulinu na AMPA
EPSC, tak by v pripadé aktivace IR spole¢né s IGF-I receptory mohl byt vyuzivan
stejny mechanizmus transdukce signdlu v neuronech zadniho rohu misniho.

Vnitini tyrozinkinaza IR fosforyluje substrat inzulinového receptoru I (insulin
receptor substrate-I, IRS-I), ktery se na miSnich neuronech pravdépodobné vyskytuje
spole¢né s IR, IGF-I receptorem a fosfatidylinozitol 3" -kinazou (PI3K; Folli et al.,
1994). IRS-I je spole¢ny element signalni drahy aktivované inzulinem a IGF-I, ktera
vede k aktivaci PI3K (Myers et al., 1993). Inzulinem indukovana dlouhodoba deprese v
hipokampu zapti¢inéna endocytozou AMPA receptorit je krom¢ PI3K zavisld na
aktivaci PKC, PTK a serin/threonin kinazy (Beattie et al., 2000; Huang et al., 2004). Na
zaklad¢ téchto ptredchozich poznatkd mizeme uvazovat o zahrnuti stejnych kindz do
signalni drahy aktivované inzulinem v neuronech zadniho rohu miSniho. IRS-I miZze
ptimo aktivovat PI3K (Saltiecl a Kahn, 2001), ale neni ziejmé, jestli PI3K je
aktivatorem PKC v insulinem stimulované depresi AMPA EPSC. Proteinkindza C a
PTK mohou pfimo interagovat s GIUR2 podjednotkou AMPA receptoru (Song a
Huganir, 2002), ptitom fosforylace pomoci PTK je stézejni v procesu internalizace
AMPA receptori (Ahmadian et al., 2004). PKC muize byt aktivovdna pies PI3K,
vtokem Ca”* ionti prochazejicich poérem nap&tové aktivovanych Ca®* kanald, nebo

skrze AMPA receptory propustné pro Ca*, v jejichz struktufe neni integrovand GluR2
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podjednotka a nedochazi k jejich internalizaci po stimulaci inzulinem. Je
pravdépodobné, ze AMPA proudy Vv nasich pokusech byly po stimulaci inzulinem
zprostiedkovany predev§im AMPA receptory propustnymi pro Ca®*, protoze AMPA
receptory pro Ca’* nepropustné nemohou byt v prpadé kolokalizace sIR po
internalizaci aktivovany. To je v souladu shypotézou, Ze neurony v zadnim rohu
miSnim exprimuji smiSené populace AMPA receptori propustnych a nepropustnych
pro Ca?*ionty (Albuquerque et al., 1999) a Ze exprese GluR2 podjednotek AMPA
receptoru je v superficialni oblasti zadniho rohu mi$niho spojovana v naprosté vétsing s

excitaénimi neurony (Kerr et al., 1998).

3.4. Uloha PTK v inzulinem stimulované depresi AMPA EPSC v mie

Nase dalsi vysledky dokladaji nezbytnost aktivace PTK pii vzniku inzulinem
stimulované deprese AMPA EPSC v miSe. To je v souladu s dfive popsanou inzulinem
stimulovanou signalizaci v hipokampalnich fezech nebo neuronalnich kulturach
(Beattie et al., 2000; Ahmadian et al., 2004; Huang et al., 2004). Inhibitor PTK
lavendustin A v naSich pokusech nejenom u¢inné zablokoval modula¢ni vliv inzulinu
na AMPA proudy, ale jeho aplikace navic zvysila velikost AMPA EPSC vzhledem ke
kontrolnim hodnotam. Pfim& modulace AMPA receptort lavendustinem A neni
Z literatury znama. Za fyziologickych podminek mohou PK a PTK fosforylovat AMPA
receptory. Fosforylace jsou dulezité pro regulaci kinetiky receptort, vazbu ligandu a
vodivost iontového kanalu (Song a Huganir, 2002), rovnéz se podileji na konstitutivni
endocytoze a exocytoze AMPA receptort (Kessels a Malinow, 2009). Nartst velikosti
AMPA EPSC po aplikaci lavendustinu A mize byt zapti¢inén omezenim konstitutivni
fosforylace AMPA receptori pomoci PTK a stim spojenou redukci konstitutivni
internalizace receptord. Dal§im faktorem, ktery se miize podilet na zvySeni velikosti

AMPA EPSC, je regulace biofyzikalnich vlastnosti AMPA receptori.
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3.5,  Modulace synaptického prenosu inzulinem na mis$ni irovni a jeho uloha v

nocicepci

Inzulinem indukovana deprese AMPA EPSC muze vést ke snizené depolarizaci
daného neuronu a tim k oslabeni synaptického pfenosu mezi primarnimi aferentnimi
vlakny a neurony zadniho rohu misniho. Nase studie sledovala vyhradné zmény
navozené aplikaci inzulinu na proudech podminénych aktivaci AMPA receptort.
Mozna aktivace NMDA, GABAAa a glycinovych receptorti byla znemoznéna aplikaci
adekvatnich inhibitorti té€chto receptort. Z ptedchozich praci vyuzivajicich bunéénych
kultur nebo mozkovych fezli jsou ale znamy modula¢ni G¢inky inzulinu i na dalsi
ionotropni receptory. Na kultufe Zabich oocyti a hipokampalnich fezech z potkana
byla po aplikaci inzulinu demonstrovana zvySena ucinnost evokovanych NMDA
proudll (Liu et al., 1995). Krom¢ modulace excitatniho pfenosu byl také pozorovan
vliv na synapticky pienos inhibi¢ni zprostfedkovany GABAAa a glycinovymi receptory.
Rychld inzerce GABAA receptorii do postsynaptické membrany po aplikaci inzulinu
byla prokdzana na kultute lidskych embryonalnich bun¢k a hipokampalnich neuronech
v fezu z mozku laboratorniho potkana (Wan et al., 1997). Rychl¢ zvySeni uCinnosti
glycinergniho synaptického pifenosu po aplikaci inzulinu bylo odhaleno na kultuie
miSnich neuronti izolovanych z laboratorni mysi (Caraiscos et al., 2007).

K vyfeSeni otazky, zda mize byt inzulin uvoliovan v podminkach in vivo a
modulovat aktivaci IR receptorti senzoricky pienos véetné nociceptivniho, je nutné
provést jesté dalsi pokusy. Z inzulinem indukované deprese synaptického pienosu
zéavislé na AMPA receptorech v naSich pokusech a z pfedchozich praci popisujicich
zesilujici G€inek inzulinu na inhibicni synapticky ptenos vyplyva celkovy analgeticky
efekt. Vysledny vystup inzulinové signalizace na miSni urovni vSak stale neni objasnén.
Modula¢ni vliv inzulinu navic mize byt odlisSny za normalnich fyziologickych
podminek a pii patologickych stavech bolesti, kdy dochdzi v zadnim rohu miSnim
K plejadé zmén podminujicich centralni senzitizaci spojenou s hypersenzitivitou. Napf.
pii neuropatiich nebo bolesti spojené s nadorovym bujenim dochazi v miSe k masivni
aktivaci gliovych bun¢k (Scholz a Woolf, 2007), zanétliva bolest je zase doprovazena
redistribuci podjednotek AMPA receptorti (Galan et al., 2004; Katano et al., 2008;
Larsson a Broman, 2008; Park et al., 2008, 2009). Tyto procesy se podileji na vzniku
centrdlni senzitizace, pfi které mize mit modulace synaptického ptenosu

prostfednictvim inzulinu vyznamnou tlohu.
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ZAVER

Modulace synaptického ptenosu v superficialni oblasti zadniho rohu misniho
mize vyznamné ovlivilovat nociceptivni signalizaci, zvlast¢ pii nekterych
patologickych bolestivych stavech. V takovych piipadech se pifi pfenosu na miSnich
synapsich uplatiiuje celd fada znadmych a také bezpochyby dosud neobjevenych
mechanizmli regulace. NaSe vysledky detailnéji poodhalily nckteré presynaptické 1
postsynaptické mechanizmy modulace nociceptivni signalizace na mi$ni trovni.

TRPV1 receptory lokalizované na centralnich zakon€enich neuronti spinalnich
ganglii byly vnaSich pokusech aktivovany aplikaci endogenniho agonisty TRPV1
receptort OLDA (10 uM). Aktivace TRPV1 receptorii endogennim agonistou zvysila
vylev glutamatu z primarnich aferentnich vlaken a nasledné frekvenci miniaturnich
excitaCnich postsynaptickych proudil na miSnich neuronech. K vyznamné zméné doslo
po aktivaci PKC nebo aplikaci medidtoru zanétu bradykininu, kdy jiz nizka, za
kontrolnich podminek neucinna, koncentrace OLDA (0,2 uM) vedla k vyraznému
zvySeni frekvence AMPA mEPSC. Podstatné bylo, ze aktivace TRPV1 receptort
s naslednym zvySenim frekvence mEPSC na miSnich neuronech byla prokazana pti
aplikaci nizké koncentrace OLDA na akutni fezy piipravené z michy potkant
S experimentalné¢ vyvolanym perifernim zanétem. Moznost aktivace miSnich TRPV1
receptori endogennim agonistou OLDA a jeji biologicky vyznam byl potvrzen
behavioralnimi pokusy, kdy intratekalni aplikace OLDA vyvolala u testovanych
potkanti tepelnou hyperalgezii. Zména citlivosti presynaptickych TRPV1 receptori
k endogennim agonistiim by se mohla vyznamné podilet na vzniku centralni senzitizace
a podminovat tak rozvoj patologickych bolestivych stavi.

Pti centralni senzitizaci mize byt synapticky pfenos véetné excitability neuront
ovlivitiovan cytokinem TNFa. V nasich miSnich fezech inkubovanych v TNFa doslo ke
zvySeni zdkladni frekvence mEPSC, které bylo pravdépodobné diisledkem zvyseného
vylevu glutamatu z primarnich aferentnich vlaken citlivych ke kapsaicinu. TNFa
indukované zvysSeni frekvence mEPSC bylo jeSté navySeno akutni aplikaci nizké
koncentrace OLDA. Tyto vysledky poukazuji na kolokalizaci receptorii pro TNFa a
TRPV1 receptorii na centrdlnich zakoncenich neuront spindlnich ganglii, kterad

umoznuje zvysit uc¢innost endogenniho agonisty TRPV1 receptor po pisobeni TNFa.
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Zvysena produkce TNFa VvV mise spojovand napi. s neuropatiemi nebo perifernim
zanétem a zvySena citlivost TRPV1 receptori k endogennim agonistim mohou
podminovat zesileni nociceptivni signalizace na mi$ni Grovni pfi patologickém stavu.
Nase dalsi pokusy ukéazaly inzulinem stimulovanou depresi excitacnich
postsynaptickych proudi zprostfedkovanych AMPA receptory na neuronech

Vv superficidlni oblasti zadniho rohu misniho v akutnim fezu z michy laboratorni mysi.

Tato deprese rychlého synaptického ptenosu pii aplikaci inzulinu byla pravdépodobné

MW

%

protein-tyrozinkinazy. Regulace synaptické u¢innosti prostfednictvim inzulinu se mtize
rovnéZ podilet na modulaci nociceptivniho pifenosu na miSni urovni.

Hlubsi poznani moznosti modulace synaptického pienosu nocicepce na misni
urovni je jednim ze zakladnich piedpokladt pro vyvoj novych specifickych analgetik a

hledani novych metod lécby bolesti rizného puvodu.
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